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LISTA DE ABREVIATURAS

AEPOC Agudizacion enfermedad pulmonar obstructiva cronica
ADN Acido dexosirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

BAL Lavado broncoalveolar

COTE COPD Specific Comorbidity Test

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

FR Frecuencia respiratoria

FEV1 Volumen espiratorio forzado en el primer segundo
FvC Capacidad vital forzada

GEE General equation estimation

GOLD Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
HR Hazard ratio

IMC indice de masa corporal

IC 95% Intervalo de confianza del 95%

IL-6 Interleucina 6

IL.8 Interleucina 8

IL-10 Interleucina 10

Kpa Kilopascal

L Litro

MDR Multirresistente

Mg miligramos

mmHg Milimetros de mercurio

MPP Microorganismo potencialmente patégeno

OR Odds ratio

PA Pseudomona aeruginosa

PaCO2 Presion parcial arterial de diéxido de carbono
PaO2 Presion parcial arterial de oxigeno

PCR Polymerase chain reaction

PFGE Electroforesis en gel de campo pulsado

RIC Rango intercuartil
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RT-PCR
SaT02
TACAR
VRS
TNF-alfa
UFC

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
Saturacion de oxigeno

Tomografia axial computarizada de alta resolucion

Virus respiratorio sincitial

Factor de necrosis tumoral

Unidades formadoras de colonias
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1.INTRODUCCION

1.1.Generalidades

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una enfermedad
respiratoria que cursa con obstruccion poco reversible de la via aérea y es
producida mayoritariamente por el humo del tabaco y en algunas zonas por el
de lefa. La enfermedad también presenta una serie de cambios patoldgicos en
el pumén y se asocia a manifestaciones extrapulmonares e importantes

comorbilidades que contribuyen a la gravedad de la persona enferma (1).

Desde el punto de vista funcional se define como un indice FEV1/FVC del < 0,7
en la maniobra posbroncodilatadora. La gravedad de la obstruccién se mide por
la caida del FEV1, pudiendo ser: leve: = 80%; moderada: 50% < FEV1< 80%;
grave: 30% < FEV1 < 50%; muy grave: FEV1< 30%.(1)

En nuestro pais, estudios de base poblacional como EPI-SCAN han
establecido una prevalencia de la EPOC en la poblacion espafiola de 40-80
afos del 10,2% (15,1% en varones y 5,7% mujeres) (2). A nivel mundial y de
acuerdo con la mas reciente publicacion de la OMS existen 328 millones de
personas afectadas por esta enfermedad y se considera actualmente la 32
causa de mortalidad Unicamente por detrds de la cardiopatia isquémica y el
accidente cerebro-vascular (3). En nuestro pais, en el afio 2013, las
enfermedades cronicas de las vias respiratorias inferiores representaron la
cuarta causa de muerte (responsables del 3,9% del total de defunciones),
después del cancer (27,4%), las enfermedades del corazén (20,3%) y las
enfermedades cerebrovasculares (7,1%). La tasa de mortalidad bruta por
EPOC, en el aflo 2013 fue de 33 por 100.000 habitantes para ambos sexos
(49,6 en hombres y 16,9 en mujeres), suponiendo un descenso del 30,5%
respecto al afio 2001 (4). Asimismo supusieron segun datos del 2014 el tercer
motivo de ingreso hospitalario y el tercero en nimero de estancias (5).

La principal causa de muerte es la evolucion de la propia enfermedad. Entre el
50-80% de los pacientes con EPOC, en nuestro entorno, mueren por causa
respiratoria ya sea por agudizacion (30-50%) de la propia EPOC, por neoplasia
de pulmén (8,5-27%) o por otras causas de origen respiratorio (6). En fases
mas iniciales de la enfermedad, las causas de muerte son en mayor proporcion

de origen no respiratorio, aunque la mayoria relacionadas con el consumo de
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tabaco, sobretodo neoplasias y enfermedades vasculares (cardiopatia
isquémica y accidente cerebral vascular).

La EPOC cursa de forma insidiosa y progresiva causando disnea de esfuerzo,
tos y expectoracion cronica que puede conducir en los casos mas extremos a
la insuficiencia respiratoria cronica y al fallecimiento del enfermo. En general se
acepta que entre un 25-30% de las personas expuestas al humo de tabaco
desarrollardn obstruccion bronquial irreversible (7).

Desde hace unos afios la gravedad de la EPOC no se mide Unicamente con el
indice FEV1sino que se han incorporado escalas multidimensionales como el
BODE o derivados con el objetivo de clasificar al paciente de forma mas
adecuada (8). La escala BODE adoptada principalmente por la guia GesePOC
(9) tiene en cuenta el indice de masa corporal, la escala de disnea, la gravedad
de la obstruccién bronquial y la distancia recorrida en la prueba de la marcha
de 6 minutos (8). Un incremento en un punto del indice BODE se asocia a un
aumento del 34% en la mortalidad por todas las causas y del 62% en la
mortalidad de causa respiratoria (8). Asimismo al ser una enfermedad
inflamatoria tiene por caracteristica el asociarse con otras comorbilidades que
pueden empeorar el prondstico. Asi esta demostrada una mayor prevalencia de
hipertension arterial, diabetes mellitus, cardiopatia isquémica, insuficiencia
cardiaca (que puede llegar a estar presente en el 32% de los pacientes con
EPOC mas grave), cancer, enfermedad vascular periférica o infecciones
respiratorias. Otras comorbilidades asociadas serian arritmias, hipertension
pulmonar, sindrome de apneas del suefio, osteoporosis, miopatia, caquexia,
glaucoma o cataratas, anemia, enfermedad tromboembdlica o deterioro
cognitivo. En muchas de estas entidades existe una relacion con el tabaco,
pero en otras es el estado inflamatorio el que se relaciona con tales
comorbilidades (10,11). Estas comorbilidades pueden tener un impacto
negativo en la evolucion de la EPOC, tanto por el incremento del riesgo de
muerte como el empeoramiento de la calidad de vida mediada por
cuestionarios de salud. El riesgo asociado de mortalidad se ha establecido
mediante el indice COTE (COPD Specific Comorbidity Test) que incluye 12
comorbilidades (sobre 79 registradas) que afectan de forma significativa a la
mortalidad en estos enfermos: cancer de pulmoén, de eséfago, de mama y

pancreatico, cirrosis hepética, fibrilacibn o flutter auricular, arteriopatia
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coronaria, diabetes con neuropatia, fibrosis pulmonar, fallo cardiaco

congestivo, ulcus gastroduodenal y ansiedad (10).

Una puntuacion en el indice COTE superior o igual a cuatro puntos incremento
en 2,2 veces el riesgo de muerte (HR, 2,26 a 2,68, p < 0,001) en todos los
cuartiles del indice BODE (10).

1.2. Exacerbaciones en la EPOC
1.2.1. Definicién

La agudizacibn o exacerbacién se define como un episodio agudo de
inestabilidad clinica que acontece en el curso natural de la enfermedad y se
caracteriza por un empeoramiento mantenido de los sintomas respiratorios que
va mas alla de sus variaciones diarias. Los principales sintomas referidos son
empeoramiento de la disnea, tos, incremento del volumen y/o cambios en el

color del esputo (9).

En 1987, Anthonisen et al. (12) investigaron si la antibioterapia podria ser
beneficiosa en el manejo de las agudizaciones de la EPOC. Definieron
especificamente el aumento de la disnea, la purulencia del esputo y el volumen
del esputo como indicativos de infeccidn, asi se consideré la exacerbacion tipo
| si presentaba los tres sintomas, tipo Il si presentaba dos o de tipo Il si
presentaba uno de los tres sintomas. Se observé beneficio del tratamiento
antibiético cuando las agudizaciones eran del tipo | o del tipo Il. En esta
definicion no se tenia en cuenta el tiempo de evoluciéon de la agudizacion,

Unicamente los sintomas.

Anos después, Rodriguez-Roisin (13), en un intento de homogeneizar una
definicion que pudiera ser util para la realizacion de ensayos clinicos, propuso
la agudizacion como un empeoramiento mantenido de la situacion de un
paciente con EPOC, desde su estado basal, por encima de las fluctuaciones
diarias, que es agudo en su inicio y que requiere modificar su tratamiento
habitual. En esta definicibn también se definia la gravedad: leve, cuando el

paciente no solicitaba ayuda médica, moderada cuando acudia a su médico y

15



grave cuando precisaba hospitalizacion. Con algunas variaciones esta

definicion es la que han adoptado las principales guias clinicas de EPOC.

De acuerdo con estas definiciones y sus variantes, otras patologias como el
neumotérax o el tromboembolismo pulmonar pueden suponer un
empeoramiento agudo de los sintomas que requiera un cambio en la
medicacion. Asimismo un cuadro neumonico puede producir sintomas
superponibles a los criterios de Anthonisen y que Unicamente con la obtencién
de una radiografia de térax se pueda diferenciar. Causas de origen
extrarespiratorio, como una descompensacion de la insuficiencia cardiaca, un
edema agudo de pulmén o una anemia también podrian estar incluidos en la
definicion de exacerbacion. Por ello aunque las definiciones tienen utilidad es
conveniente tener en cuenta sus limitaciones y utilizar el juicio clinico para

realizar un correcto diagndstico diferencial.
1.2.2. Caracteristicas

El riesgo de exacerbacion esta incrementado en los enfermos con mayor
gravedad de la EPOC medida con el FEV1, aunque no existe una relacién
lineal entre el riesgo de exacerbaciones y el grado de obstruccion bronquial.
Asi en en uno de los estudios mas importantes en la uUltima década sobre
exacerbaciones en la EPOC (14) un 22% de enfermos en estadio GOLD Il
reportaron exacerbaciones frecuentes frente a un 47% de los enfermos en
estadio GOLD IV. Se consideré exacerbador frecuente a aquellos enfermos
con = 2 exacerbaciones/afio y unicamente se incluyeron en el estudio las
exacerbaciones graves (ingreso hospitalario o necesidad de antibiético y/o
corticoides). Aunque la relacion con la obstruccion bronquial quedd bien
establecida, una quinta parte de los pacientes con obstruccibn moderada
también sufrieron exacerbaciones mientras que la mitad de los muy graves
experimentaron < 2 exacerbaciones/afio.

En estos enfermos las exacerbaciones pueden aparecer agrupadas en
periodos de tiempo o cluster de acuerdo con los resultados de Hurst et al. (15);
en este trabajo un 37% de las exacerbaciones fueron recurrentes, es decir
aparecian 1 o mas agudizaciones después de una inicial, en el intervalo de 8

semanas. Esta forma aparecié con mas frecuencia en enfermos exacerbadores.
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En cuanto a la presentacion clinica, se han caracterizado dos clases de
episodios, uno mas agudo y sintomatico y otro mas insidioso y de recuperacion
mas lenta. El primero se presentdé en mas del 50% de las 1995 agudizaciones
gue requirieron atencion médica en una cohorte de 250 pacientes seguidas
durante 2-3 afios (16). La expectoracion purulenta y los sintomas de vias altas
se asociaron de forma estadisticamente significativa a las presentaciones
agudas.

En general los pacientes con mas agudizaciones presentan peor calidad de
vida, mayor caida del FEV1, mas inflamacion de la via aérea y sistémica asi
como mas riesgo de colonizacién (17). Asimismo representan un reto para el
sistema sanitario al copar la mayoria de ingresos hospitalarios debido a
agudizacion de EPOC. Asi en el estudio POET realizado con una cohorte de
mas de 7000 enfermos, un 13% de los enfermos incluidos eran exacerbadores
pero sin embargo supusieron el 57% de los ingresos hospitalarios por
agudizacion (18).

Aunque la definicion de exacerbador frecuente es variable entre los estudios
dependiendo de si se utiliza definiciones basadas en la utilizacion de recursos
sanitarios o en los datos proporcionados por cuestionarios (19) es importante
destacar que todas las agudizaciones tienen influencia en la calidad de vida y
el empeoramiento de la funcion pulmonar. Asi en el estudio ATTAIN (20)
llevado a cabo en una cohorte de enfermos moderados-graves, se observé un
descenso mas acelerado del FEV:1y una recuperacion clinica mas lenta en las
exacerbaciones no reportadas comparadas con las reportadas por el enfermo,

al menos a corto y medio plazo.

1.3. Etiologia de las exacerbaciones

En general se acepta que hasta en un 70% de las agudizaciones estan
implicadas bacterias o virus, mientras en el resto, las causas serian
indeterminadas (21). Las bacterias implicadas son principalmente H.
influenzae, S. pneumoniae, M. catharralis y P. aeruginosa, mientras que entre
los virus destaca principalmente rinovirus, virus de la gripe y virus respiratorio

respiratorio sincitial (VRS).
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La demostracién de causalidad ha sido muy debatida en los dltimos afios, pero
actualmente existe consenso suficiente para establecer un nexo entre

agudizacién y microorganismo.

Este debate fue debido en primer lugar a las propias técnicas de obtenciéon de
muestras; las muestras respiratorias aunque faciles de obtener, presentan el
problema del riesgo de contaminacion en el trato respiratorio superior. Por ello
tanto en el &mbito extrahospitalario como hospitalario se han usado técnicas
invasivas broncoscopicas para obtener muestras representativas del tracto
respiratorio inferior, especialmente el lavado broncoalveolar (BAL) y el catéter
telescopado protegido. La dificultad principal estriba en que no son inocuas y
tiene riesgo para el paciente, lo que restringe su utilizacion en la practica clinica
diaria. Sin embargo, se ha podido establecer una buena concordancia entre los
cultivos procedentes de muestras invasivas y el cultivo de esputo, aunque la

sensibilidad de este ultimo fue inferior (22).

Asimismo existe el problema de la especificidad y sensibilidad del cultivo
tradicional que puede ser mejorada con las nuevas técnicas basadas en el
analisis del gen de la subunidad pequefia ribosomica 16S ARNr que es un
componente altamente conservado de los ribosomas de procariotas. Los
métodos de secuenciacién basados en el gen 16S ARNr se basan en una
amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de un
fragmento del gen mediante cebadores universales disefiados para unirse a las
regiones conservadas del gen (23). Estas técnicas son mas sensibles que los
cultivos convencionales, sin embargo esto dificulta la interpretacion cuando las
cargas son bajas e incrementa el riesgo de contaminacion; asimismo en el

mejor de los caso se llega a identificar la especie pero no los serotipos.

Teniendo en cuenta estas limitaciones se han establecido dos situaciones
relacionadas con la infeccion que son la presencia de gérmenes en estabilidad

clinica (colonizacién) y la deteccion de microorganismo en agudizacion.
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1.3.1. Colonizacién bacteriana

La presencia de bacterias en el tracto respiratorio inferior es conocida con el
término colonizacion con un significado, que podria inducir a pensar en
ausencia de significacion patologica, sin embargo existen estudios que
demuestran una estrecha relacion entre la presencia de gérmenes y el grado
de inflamacion de la via aérea, teniendo ademas consecuencias clinicas. Por
ello algunos autores abogan por el uso del término infeccion bronquial crénica
(24) en lugar de colonizacion, término que se deberia reservar para aquellos

gérmenes verdaderamente comensales o0 no patdégenos.

El tabaquismo activo (25), el deterioro grave de la funcién pulmonar (26, 27),
las comorbilidades (28), las exacerbaciones frecuentes (25), la presencia de
bronquiectasias (25), la expectoracion purulenta (28), el aumento de la disnea
(28) y el uso de corticoides inhalados en dosis altas (27) se han relacionado

con una mayor frecuencia de infeccién bronquial crénica en la EPOC.

Las bacterias mas frecuentemente aisladas son H. influenzae, S. pneumoniae,

M. catarrhalis, H. parainfluenzae y Pseudomonas spp (25,28).

Actualmente existe evidencia de que el fendbmeno inflamatorio producido en la
colonizacion no es unicamente local sino también sistémico, asi en el estudio
de Marin et al. (25) se observé que la colonizacion por H. influenzae condicioné
una mayor respuesta inflamatoria sistémica, determinada por proteina C
reactiva, que en los no colonizados. Los enfermos colonizados tenian una
mediana de 6 mg/L frente a 3,5 mg/L en los no colonizados (p=0,016).
Asimismo, una tercera parte de los enfermos colonizados presentaban valores
por encima de 7,06 mg/L, valor establecido como factor de riesgo

cardiovascular (29).

En otros estudio basados en técnicas de microbioma se ha confirmado que la
colonizacion por H. influenzae fue la mas frecuente, (aunque no se evalud la
presencia de P. aeruginosa) hallandose hasta en el 60% de los pacientes con
EPOC grave y que la inflamacion de la via aérea correlacion6 con la carga

bacteriana (30).

19



1.3.2. Exacerbacién por bacterias

La adquisicién de un nueva cepa 0 serotipo se ha propuesto como mecanismo
principal de agudizacion por parte del grupo de Sethi et al. (31). En este primer
estudio el aislamiento de una nueva cepa se asocid a un mayor riesgo de
exacerbacion; el 33% de las visitas médicas en las que se aisl6 una nueva
cepa se asocié con clinica de exacerbacién frente al 15,4% en los que no se
observ6 una nueva cepa (p< 0,001).

El riesgo relativo se cuantificdé para los diversos gérmenes hallados, asi el
aislamiento de nuevas cepas de M. catarrhalis se asoci6é con un riesgo relativo
de 2,96 y en el caso de S. pneumoniae de 1,77 de sufrir exacerbacion (31). En
el caso de P. aeruginosa no se documentd esta asociacion aunque en
posteriores estudios se establecio relacidn entre nuevas cepas y agudizacion
(32). Mas recientemente el mismo grupo detectdé que muchas cepas
identificadas como H. influenzae, correspondian en realidad H. haemolyticus
distinguiéndose ambos en su repuesta inflamatoria, elevada en el caso de H.
influenzae y practicamente irrelevante en el caso de H. haemolyticus, por lo
gue cabe considerar este ultimo como un verdadero comensal. De hecho la
reevaluacion de los resultados en el caso de H. influenzae, demostré que en
un 44,5% de las visitas en las que se detectaba una nueva cepa, el enfermo
estaba exacerbado frente al 16% de exacerbaciones sin deteccion de nueva

cepa, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p<0,0001) (33).

Sin embargo en el estudio mencionado al inicio de esta seccion, en un
porcentaje importante de casos el hallazgo de nuevas cepas no se relacion6
con sintomas respiratorios sugestivos de infeccién (31), lo que hace pensar que
no es el anico mecanismo para explicar la agudizacion en estos enfermos. Asi
el mecanismo del “fall and rise” ha cobrado nueva vigencia como explicacion de
los mecanismos de agudizacién. Este mecanismo propone la existencia de un
incremento de la carga de un microorganismo previamente presente en la via
aérea, es decir son los mismos microorganismos que colonizan los que
aumentan su carga Yy condicionan una respuesta inflamatoria y un
empeoramiento clinico. Este mecanismo se ha documentado en estudios

basados en la obtencion de muestras broncoscopicas (26), exceptuando los
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aislamientos de P. aeruginosa, cuya presencia se asociaba a exacerbacion
independientemente de la carga bacteriana. Estudios recientes, basados en la
utilizacion de técnicas de biologia molecular para la deteccion e identificacién
de las especies bacterianas, como los realizados por Garcha et al. (27) y
Molyneaux et al. (34), apoyan esta hipotesis. Estos autores observaron durante
los periodos de agudizacion, un aumento de la carga bacteriana de las

especies ya presentes en fase estable.

El mecanismo por el cual existe un paso de colonizado a agudizado no queda
claro en la literatura, pero cada vez existe mas evidencia del papel de los virus
respiratorios como precipitantes de la agudizaciéon, asi Molyneaux et al. (34)
demostraron crecimiento bacteriano, especialmente H. influenzae, en enfermos
con EPOC previamente colonizados por este germen, después de la infecciéon

con rinovirus.

Por otra parte las bacterias atipicas no parecen tener un rol relevante de
acuerdo con los resultados obtenidos mediante técnicas basadas en RT-PCR
(27,35). En estos estudios no llegd a detectarse ninguno de estos

microorganismos ni en fase estable ni en agudizacion.

1.3.3. Colonizacién virica

Existe poca informacion sobre persistencia de virus en el arbol bronquial y la
poca evidencia esta mas relacionada con VRS y adenovirus como marcadores
de mala evolucién de la EPOC. Sin embargo, si que parece existir una cierta

asociacion entre exacerbacion recurrente e infeccion virica (36).

En un estudio caso-control realizado en 40 enfermos, 20 con obstruccién
bronquial y 20 sin obstruccion bronquial, se observo, en el tejido pulmonar,
DNA de adenovirus virus en mayor namero de casos en los obstructivos que
en los no obstructivos (37). Asimismo, se ha documentado en un estudio
realizado con cobayas expuestas al humo de cigarrillo la aparicion de
enfisema, que era mas grave si concomitantemente se infectaban con
adenovirus (38). En relacion con VRS, en un estudio longitudinal con 74

pacientes EPOC se detectd VRS en mas de dos ocasiones en esputo en 18
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enfermos; mostrando estos enfermos mayor grado de inflamacion de las vias

aéreas y una caida del FEV1 mas pronunciada (39).

En general con los datos disponibles no queda claro el significado del hallazgo

de virus en fase estable ni su influencia en evolucion de la EPOC.

1.3.4. Exacerbacién por virus

Con la mejora de las técnicas diagndsticas, especialmente con generalizacion
del uso de técnicas basadas en biologia molecular como la PCR, se ha
mejorado la sensibilidad de los test, pudiendo detectarse virus entre 47-56% de

los episodios (40).

Los virus mas frecuentemente aislados en exacerbaciéon han sido
principalmente rinovirus y a cierta distancia otros virus como influenza,

parainfluenza, VRS y metapneumovirus (41).

A pesar del hallazgo de virus en secreciones respiratorias, su papel como
agente causal o promotor de infeccion bacteriana no ha sido establecido hasta
estudios recientes. En este sentido uno de los primeros estudios en demostrar
patogenicidad del rinovirus fue el de Wilkinson et al. (42), que comprobé que la
combinacion de rinovirus con H. influenzae producia mayor respuesta
inflamatoria que aquellos episodios sin infeccion virica; asimismo la gravedad

del episodio fue mayor (42).

En un elegante estudio de Mallia et al. (43), se observd como tras la instilacion
experimental de rinovirus en pacientes afectos de EPOC, se producian
sintomas compatibles con agudizacion y en un 60% de los enfermos se
producia crecimiento bacteriano a los 15 dias de la instilacion, hecho que
concuerda con la experiencia clinica relatada por los propios pacientes. La
carga virica aumento6 después de la instilacion, alcanzado el maximo pico entre
los 5-9 dias de la instilacion lo que confirma que los virus eran viables. La
infeccion virica se acompafié de elevacion de mediadores de inflamacion
independientemente del crecimiento bacteriano posterior, lo que confirma al

rinovirus como causa de agudizacion.
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En otro estudio mas reciente y no experimental realizado en 77 pacientes con
EPOC se comprobd una clara relacion entre infeccion virica y sintomas de via
aérea alta. Asimismo se estableci6 un incremento de la carga virica en

agudizacion comparado con la fase de estabilidad clinica (44).

1.4. Respuesta inflamatoria y microorganismo

Las exacerbaciones en la EPOC estan asociadas con la inflamacién ya sea
sistémica como en via aérea. Marcadores como el factor de necrosis tumoral
(TNF-alfa), interleucina 8 (IL-8), interleucina 6 (IL-6), proteina C reactiva,
neutrofilos, eosinofilos y linfocitos han sido estudiados pero muy pocos estudios
han tratado de relacionar patron inflamatorio y germen causal (40). En este
sentido existen estudios que han mostrado que las exacerbaciones causadas
por virus producen mayor sintomatologia, caidas de la funcién pulmonar e
incremento de IL-6 e interleucina 10 (IL-10) (36, 45-47), mientras que en otros
esto se relacionaba con la infeccion bacteriana (42, 48-50), pero con la
limitacién de no haber testado bacterias en esputo en los primeros, ni virus en

los segundos.

Los estudios comparando la etiologia virica frente a la bacteriana han concluido
con resultados contradictorios; asi la presencia de bacterias, pero no de virus
se asocid con marcadores de inflamacion de la via aérea aumentados, en
concreto los neutrdfilos, IL-8 y TNF-alfa (51,52). Por otra parte Papi et al. (53)
no observaron diferencia alguna entre la infeccion virica y la bacteriana tanto
en el tipo de inflamacién como en las caracteristicas clinicas (purulencia del
esputo), aunque la presencia de eosindfilos se incrementé significativamente

en las agudizaciones inducidas por virus.

Sin embargo Bafadhel et al. (54) identificaron la eosinofilia en esputo como
marcador de un fenotipo no necesariamente asociado a infeccion virica o

bacteriana y que se podria beneficiar de tratamiento con corticoides.

En un reciente estudio (55) enfocado especificamente en inflamacién sistémica
y realizado en enfermos ingresados, se detectaron niveles mas elevados de

proteina C reactiva en aquellos casos en que la infeccién virica fue la causa y
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ademas esta correlaciond con la presencia de fiebre, contrariamente a los

casos con aislamiento de bacterias.

Todos estos datos contrastan con estudios realizados en enfermos con
neumonia en los que la infeccion virica se suele asociar a menor respuesta
inflamatoria. En un estudio con 654 neumonias (56) en los que se analizaron
diversos biomarcadores sistémicos y locales se observé una mayor respuesta
inflamatoria en los casos en que S. pneumoniae, Enterobacterias y L.
pneumophila estaban implicados, mientras los casos producidos por virus y
bacterias atipicas presentaban la respuesta inflamatoria mas baja de todos los

microorganismos analizados.

En exacerbaciones bacterianas de la EPOC no existen estudios comparativos
entre las diferentes bacterias y los resultados difieren segun el estudio. Asi, hay
autores que reportan los valores mas elevados de proteina C reactiva en
agudizaciones debidas a S. pneumoniae y S. aureus (57,58), mientras que
otros refieren los valores mas elevados en agudizaciones por H. influenzae y
M. catarrhalis (50).

1.5. Gravedad de la exacerbacion

La gravedad de una agudizacién esta influenciada por estado basal de los
enfermos y la intensidad de la noxa causante. De esta forma los pacientes que
presentan mayor gravedad de su obstruccion o un indice de BODE mas
elevado o comorbilidades graves, presentan mas riesgo de muerte en caso de
exacerbacion. Las exacerbaciones producen inflamacién de la via aérea,
aumento de las secreciones bronquiales, broncoespasmo y todo ello conduce a
un deterioro gasomeétrico que puede conducir a una insuficiencia respiratoria
hipoxémica o hipercapnica. En los casos méas graves el enfermo puede requerir

asistencia ventilatoria (59).

En las guias clinicas mas antiguas la gravedad de la exacerbacion se ha
estratificado por niveles, asi nivel | corresponderia a aquella agudizacién que
se puede tratar ambulatoriamente, nivel Il aquella que precisa ingreso

hospitalario y nivel Ill aquella que requiere una unidad de cuidados intensivos

24



(60). Aunque la clasificacion es obvia, no ha sido hasta hace pocos afios que
guias como la GesePOC (9) han tratado de establecer algoritmos utiles en la
valoracion de la gravedad. Sin embargo existen pocos estudios de cohortes
bien caracterizados en los que se analicen todas las variables potencialmente
asociadas a gravedad. Asi, en el metaandlisis de Franciscosi et al. (61) en el
gue se analizan 268 estudios que incluyen 142.317 pacientes con EPOC,
Unicamente se pudo establecer la hipercapnia y la frecuencia respiratoria como
marcadores de gravedad del episodio. En este metaanalisis se relacionaron,
entre otros, parametros fisiol6gicos, biomarcadores y comorbilidades con la
gravedad de la exacerbacion estratificada en 3 niveles: atencién ambulatoria,
atencion hospitalaria o requerimiento de ingreso en UCI. Como limitacion del
estudio fue la falta de datos suficientes de algunos pardmetros analizados
como por ejemplo y especialmente los biomarcadores (61).

Mas recientemente en una cohorte de 2487 pacientes con EPOC atendidos en
los Servicios de Urgencias de varios centros espafioles se ha tratado de
identificar aquellos parametros objetivos relacionados con la gravedad del
proceso. Aunque con limitaciones por datos incompletos, se concluyé que la
PaO:2 por debajo de 60 mmHg y la PaCO:2 por encima de 45 mmHg fueron
factores independientes asociados a la necesidad de ingreso hospitalario junto
a otros como ingresos previos y disnea de reposo. Sin embargo en relacién con
el riesgo de muerte, la adicion de estos parametros fisiolégicos no aportd mas

precision al modelo (62,63).

1.5.1. Biomarcadores de gravedad

Un biomarcador es "una caracteristica bioldgica, medida objetivamente (es
decir, con precision y reproducibilidad aceptables) y que se utiliza como un
indicador de un proceso fisiolégico o patolégico, o de la actividad de un

medicamento " (64).

Los biomarcadores pueden tener una funcidon diagnostica, pero también
prondstica, en el sentido de establecer valores asociados a determinados

outcomes que permiten estratificar el riesgo de determinado evento.
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De este modo existe bibliografia extensa en la relacion de diversos marcadores
en la fase estable de la EPOC y prediccion de mortalidad o deteccion de riesgo
de exacerbacion. Asi, en una cohorte de 1774 enfermos con EPOC seguido
durante 3 afios un subgrupo de pacientes con EPOC (16%) demostré
inflamacion sistémica persistente con = 2 marcadores biolégicos (recuento de
leucocitos, proteina C reactiva, IL-6, o fibrinGgeno) en el primer cuartil después
de 1 afio de seguimiento, lo cual se asocio con un aumento en la frecuencia de
exacerbacion y un aumento de la mortalidad (65). En otro estudio con 6574
afectos de EPOC la elevacion de la proteina C reactiva (> 3 mg/L), del
fibrinégeno (> 14 ymol/L) y de la cifra total de leucocitos (> 9 x10°%L se asocio
con un riesgo de exacerbacion el primer afio de seguimiento 3,7 veces mayor
que enfermos con los tres biomarcadores por debajo del punto de corte
establecido (66).

En cuanto a la valoraciéon de gravedad de las agudizaciones, los resultados son
dispares. Asi, en un estudio ya clasico se evalu6 la capacidad de 36
biomarcadores para confirmar la presencia de exacerbacion y su gravedad
determinandose que Unicamente la proteina C reactiva fue la mas util. Aun asi,
con un punto de corte de 5 mg/L su sensibilidad fue del 76% y su especificidad
del 57,5%; en cuanto a la gravedad no demostr6 ser de utilidad clinica (51). Por
otra parte, la gravedad de la exacerbacion no se pudo establecer por la

magnitud de la elevacion de ninguno de los biomarcadores analizados.

Otros biomarcadores como la copeptina, también ha sido objeto de estudio
mostrandose superior a proteina C reactiva y procalcitonina en cuanto a
capacidad de prediccion de mortalidad intrahospitalaria o aumento de la
estancia media, independientemente de la funcion pulmonar y comorbilidades
asociadas (67). En este estudio un punto de corte de > 40 pmol/l se relaciond
con un incremento de la estancia hospitalaria de 5 dias. Actualmente esta
siendo estudiado como biomarcador de severidad y estratificacion de riesgo

tras distintas afectaciones cardiacas.

El amiloide A sérico es una proteina producida en el higado, de fase aguda
indicadora de inflamacién, ya que su secrecién es inducida por mediadores

inflamatorios como son IL-6, interleucina 1beta (IL-1beta) y TNF-alfa, que estan
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elevados durante la exacerbacion de la EPOC. El valor de este marcador viene
determinado por su elevacion durante la exacerbacion, llegando hasta cuatro
veces su valor en exacerbaciones graves. Es mas sensible que la proteina C,
sola o en combinacién con la disnea para exacerbaciones graves (68). En este
estudio, la procalcitonina no tuvo ninguna utilidad ni en el diagnostico de

exacerbacion ni en la evaluacion de la gravedad.

Encontrar un biomarcador sensible y especifico eliminaria la variabilidad
existente a la hora de definir la gravedad de un episodio de exacerbacion y
permitiria estratificar de forma adecuada la gravedad de los episodios que

posteriormente permitieran comparar los resultados de los diferentes estudios.

1.6. Cobertura antibiética de la exacerbacion

Desde el estudio original de Anthonisen (12) en que se demuestra la utilidad
del tratamiento antibidtico cuando el paciente presenta agudizaciones tipo |, ha
existido mucho debate en cuanto al riesgo-beneficio del tratamiento antibiético,
principalmente debido a falta de marcadores de infeccion bacteriana
especificos y a la controversia sobre la patogenicidad de los diferentes

microorganismos hallados en el esputo.

Sin embargo los metaanalisis mas recientes parecen clarificar las indicaciones
del tratamiento antibiético; asi Puhan et al. (69) analizaron 13 ensayos clinicos
gue incluyeron 1557 enfermos, observandose mayor eficacia del antibiético en
funcion de la gravedad de la exacerbacién. En los episodios mas leves aquellos
de manejo ambulatorio la tasa de fracasos fue similar a los episodios no
tratados con antibiotico, al contrario que las exacerbaciones que requirieron
ingreso hospitalario. Estos resultados se superponen a una reciente revision
Cochrane, aunque en esta Ultima el tratamiento antibiético no parece mejorar la

mortalidad ni la estancia hospitalaria en pacientes hospitalizados (70).

Por otra parte la seleccion del antibidtico puede tener influencia en la tasa de
fracasos terapéuticos; asi en un estudio comparativo entre amoxicilina-
clavulanico y moxifloxacino realizado en 1352 enfermos con EPOC moderado-

grave (FEV1i< 60%), moxifloxacino demostré6 menor tasa de fracaso terapéutico
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a las 8 semanas postratamiento que los enfermos tratados con amoxicilina-

clavulanico (71).

Hoy dia existe evidencia suficiente para tratar con antibidticos las
agudizaciones de la EPOC en las que se cumplen los criterios de Anthonisen,
especialmente en exacerbaciones moderas 0 graves. Asimismo existe
consenso en la cobertura antibiética en exacerbaciones muy graves y aquellas
que llevan a los enfermos ser intubados, aunque no se cumpla con los criterios
arriba sefialados. En enfermos tratados ambulatoriamente el tratamiento

antibiotico estaria indicado cuando se cumpla los tres criterios de Anthonisen

9).

1.6.1. Factores de riesgo de P. aeruginosa

La cobertura antibiotica empirica debe cubrir gérmenes como S. pneumoniae,
H. influenzae y M. catharralis, pero la posibilidad de infeccidon por P. aeruginosa
no es despreciable dado que un tratamiento inadecuado puede conllevar un
riesgo para el paciente. Por ello muchas guias recomiendan algoritmos
basados en factores de riesgo conocidos pero que no estan validados. Asi en
las guias europeas (72) se propone un algoritmo no validado de 4 puntos, de
los que si se cumplen 2 es suficiente para tratar con cobertura
antipseudomonica. La obstruccion grave (FEV1<30%), la hospitalizaciéon
reciente, el uso de corticoides durante las semanas previas al episodio y el
recibir 4 tandas antibioticas durante el afio previo o tratamiento antibiético en
los 30 dias previos se consideran factores de riesgo de infeccion por P
aeruginosa. En la guia Gesepoc se consideran factor de riesgo la presencia de
obstruccion grave (FEV1<50%), més de 4 tandas antibidticas, la presencia de
bronquiectasias significativas o el aislamiento de P. aeruginosa previa ya sea

en fase estable como en agudizacion.

En general el riesgo esta asociado a la gravedad de la obstruccién bronquial,
siendo los de mayor riesgo aquellos con FEVi< 50% (73) y especialmente
cuando el FEV1< 35% (74). Desde entonces en los pocos estudios realizados
se han identificado otros potenciales factores de riesgo como, el uso previo de
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antibidticos, la falta de vacunacién antigripal, el aislamiento previo de P.

aeruginosa, la hospitalizacion previa y el tratamiento con corticoides (75-77).

Los enfermos con infecciones por P. aeruginosa presentan mayor mortalidad

(78) especialmente si este microorganismo es multirresistente (79).

1.6.2. Biomarcadores y tratamiento antibiotico

La vaguedad de la definicion de exacerbacion del EPOC que se propone en
las guias clinicas y el conocimiento de que la mayoria de exacerbaciones
ocurren como fendmeno inflamatorio ha promovido la busqueda de marcadores
sensibles y especificos que mejoren la precision de la definicién clinica de

exacerbacion.

Probablemente el biomarcador mas utilizado sea la purulencia del esputo; ésta
ha correlacionado con la presencia de bacterias ya sea en agudizacion (80,81)
como en fase estable (28). En el estudio de Daniels et al. (80) la purulencia
correlacioné asimismo con la elevacion de la proteina C reactiva. Como
limitacion de estos estudios es de sefialar que en ninguno de ellos se investigd

la presencia de virus como causa de la agudizacion.

A la hora de mejorar la precisién cuando se indica un antibiético, aparte de los
datos clinicos como la purulencia del esputo existe la posibilidad de utilizar
otros biomarcadores. Entre los biomarcadores mas estudiados destaca la
proteina C reactiva. La proteina C reactiva es una proteina sintetizada en el
higado que muestra marcada variabilidad intra e interindividual pero en
poblacion sana los valores se encuentran habitualmente por debajo de 1 mg/L.
Ante un estimulo, aumenta entre 4-6 horas después de producido éste,
llegando a la respuesta maxima a las 48 horas. La velocidad de produccion es
el principal determinante de las diversas patologias (82). El potencial uso como
biomarcador de infeccion bacteriana puede estar alterado por el hecho de
hallarse elevado en estado estable y es una de las potenciales limitaciones

que presenta.

29



En un estudio aleatorizado comparando tratamiento antibiético con doxiciclina
vs placebo, los valores de proteina C reactiva por encima de 50 mg/L se
asociaron con mejor respuesta al antibiético comparado con placebo, aunque
no llegb a ser significativa estadisticamente. En el mismo estudio la
procalcitonina no fue lo suficientemente sensible en la deteccién de respuesta

de la infeccién al antibidtico (83).

En otro estudio realizado con pacientes ingresados por agudizacion grave se
aleatorizaron en funcién de purulencia del esputo; aquellos con esputo
purulento recibieron tratamiento antibiético y el resto no. El esputo purulento se
asocio con valores mas altos de proteina C reactiva, mientras que
procalcitonina no mostré diferencias entre ambos grupos. No hubo diferencias

en las tasas de fracaso clinico entre los dos grupos (84).

Otros estudios basados en la utilizacion de la procalcitonina como indicador de
antibioterapia han mostrado la utilidad de este biomarcador en reducir la
necesidad de tratamiento antibiético en infeccion respiratoria baja (85). Este
mismo grupo (86) llevd a cabo otro estudio Unicamente en pacientes con EPOC
demostrando una reduccion del 32% en los antibioticos prescritos en el grupo
de procalcitonina respecto al grupo estdndar. No hubo diferencias en otros
outcomes. Curiosamente no hubo relacién alguna con la purulencia del esputo,
ni la clasificacion de Anthonisen, ni tampoco con la presencia de bacterias en el

cultivo.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Esta tesis pretende profundizar en el estudio de las exacerbaciones de causa
infecciosa en la poblacion EPOC grave que es el grupo de enfermos que
presenta mas riesgo y mayor gravedad cuando la exacerbacién aparece.
Aunque existe abundante bibliografia sobre dicho tema faltan estudios clinicos
en enfermos graves que incluyan todas las posibles causas de infeccion y que
sean seguidos durante un tiempo suficientemente prolongado. Asimismo en un
escenario real como el que se propone en esta tesis (enfermos atendidos
ambulatoriamente y por el mismo equipo asistencial) se tratara de evaluar la
importancia de un biomarcador como la proteina C reactiva en las
agudizaciones, dado que en estudios previos los resultados son contradictorios,
especialmente debido a disefios dispares y metodologia diversa.

Establecer que gérmenes son los principales causantes de la exacerbacion y
medir su impacto en la gravedad mediante un marcador de inflamacion facil de
determinar como la proteina C reactiva permitira proponer medidas preventivas
en estos enfermos.

Este grupo de enfermos presentan ademas, mayo riesgo de infecciones por
microorganismos poco habituales, especialmente P. aeruginosa, precisando un
tratamiento antibiético especifico dado que suelen ser resistentes a los
antibioticos de uso habitual

Los factores de riesgo de infeccibn P. aeruginosa no estan suficientemente
establecidos en la literatura. Asi, la presencia de bronquiectasias como
comorbilidad podria estar relacionada con este riesgo o0 bien ser un factor de
confusion en la utilizacién de antibiéticos. Asimismo conocer la prevalencia de
colonizacion por este germen y sus factores asociados permitira plantear
estrategias terapéuticas que lo eviten o modulen al igual que ya se realiza en

los enfermos con fibrosis quistica.
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. HIPOTESIS

La gravedad de las exacerbaciones de causa infecciosa esté relacionada
con el microorganismo causal en poblacion con EPOC grave. La
determinacidén de la Proteina C reactiva en sangre puede ser util para
valorar la gravedad de la exacerbacién y orientar sobre la etiologia de la

misma.

En enfermos EPOC con FEVi<50%, el riesgo de exacerbacion por
Pseudomonas aeruginosa puede estar relacionado con la utilizacién previa

de antibiéticos.

La presencia de bronquiectasias cripticas puede facilitar la infeccion por

Pseudomonas aeruginosa en estos pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Estudio 1: Etiologia y respuesta inflamatoria en las exacerbaciones de
los enfermos con EPOC grave

a) Determinar la etiologia de las exacerbaciones infecciosas en una
cohorte de enfermos con EPOC grave.

b) Relacionar la etiologia de la exacerbacion y la respuesta inflamatoria

medida mediante la proteina C reactiva.

c) Valorar la influencia de la respuesta inflamatoria medida mediante la

proteina C reactiva en la gravedad de la exacerbacion.

4.2. Estudio 2: Factores de riesgo de infeccion por P. aeruginosa en la
EPOC grave

a) Estudiar los factores de riesgo de aislamiento de P. aeruginosa en esta

poblacion. Influencia de las bronquiectasias.

b) Evaluar la prevalencia de colonizacion por P. aeruginosa en dicha

poblacion.

c) Conocer la caracterizacion microbioldgica de las cepas de P. aeruginosa.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Disefio del estudio

Estudio observacional y prospectivo realizado a partir de una cohorte de
pacientes con EPOC atendidos de forma regular en el hospital de dia de
enfermedades respiratorias, visitandose tanto de forma programada como de

forma espontédnea cuando se exacerbaban.

La definicion de EPOC se realizd, de acuerdo con la guia GOLD, por la
existencia de una relacion entre FEV1 y FVC post-broncodilatador inferior a 0,7,

en un paciente con un habito tabaquico de mas de 10 paquetes-afio (1).

El estudio se desarrollé entre los meses de enero del 2005 y marzo del 2008,
realizandose un seguimiento minimo de 1 afio. Esta cohorte incluy6 a pacientes
con EPOC grave, definida por la presencia de un FEV1 posbroncodilatador por
debajo del 50% del valor de referencia y que habian sufrido 3 0 mas
exacerbaciones graves durante el afio previo a la inclusidon. Los pacientes
recibieron educacion en el autocuidado de la enfermedad y un plan de accion
personal, que incluyé visitas no programadas en la unidad cuando aparecian

sintomas de exacerbacion.

5.2. Criterios de inclusién: se incluyeron las exacerbaciones de la EPOC
(AEPOC) de causa potencialmente infecciosa, que cumplian con 2 o méas de
los 3 criterios clasicos de Anthonisen (12).

5.3. Criterios de exclusion: pacientes <40 afios de edad, pacientes
previamente diagnosticados de bronquiectasias en vista de los sintomas y las
radiografias de torax, pacientes diagnosticados de asma, fibrosis quistica o
neoplasia activa, pacientes en tratamiento crénico con corticosteroides orales o
farmacos inmunosupresores por cualquier motivo y aquellos pacientes en

tratamiento con antibidticos sistémicos o inhalados a largo plazo.

En todos los episodios se registraron los sintomas agudos, incluyendo los
sintomas del tracto respiratorio superior (congestion nasal, rinorrea, odinofagia),

junto con la fiebre, la frecuencia respiratoria y la saturacion de la
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oxihemoglobina (Sat O2). Se realiz6 también una radiografia de torax, con el
objetivo de descartar neumonia. En todos los casos se obtuvo una muestra de
esputo espontaneo antes de la administracién de antibiéticos y una analitica de
sangre que incluyé hemograma, funcién renal, electrolitos y niveles de proteina
C reactiva, asi como una gasometria arterial cuando se consideré necesario.
Las decisiones relacionadas con el tratamiento y la necesidad de ingreso
hospitalario fueron tomadas por el médico responsable, de acuerdo con las
guias internacionales vigentes durante el periodo de realizacién del estudio
(1,72, 60).

Las exacerbaciones en las que se administraron antibiéticos o corticosteroides

en los dias previos al episodio (<5 dias) fueron excluidas del analisis final (15).

5.4. Microbiologia
5.4.1. Cultivo bacterioldgico

Se recogieron muestras de esputo en cada exacerbacion y en estabilidad
clinica (al menos un mes después del episodio de exacerbacion) siempre y
cuando el enfermo fuera capaz de expectorar espontaneamente. Todas las
muestras se procesaron dentro de los 60 minutos posteriores a su obtencion.
De cada una de ellas se separ6 una alicuota para congelacién y conservacion
(-80C").

Se utilizaron los criterios de Murray-Washington para la seleccion de muestras
representativas de secreciones bronquiales (87). Las muestras de esputo
clasificadas como Murray V-V se cultivaron para el aislamiento de gérmenes
potencialmente patégenos (PMP) en medios generales y selectivos de acuerdo
con métodos estandar; los cultivos se consideraron positivos cuando se
observo crecimiento de dichos microorganismos (88).
Brevemente, las muestras se agitaron en vortex durante 30-60 segundos
después de la homogeneizacion con N-acetilcisteina. Se cultivaron 10 pL de la
solucién obtenida en agar sangre, agar sangre con acido nalidixico, agar
chocolate y agar McConkey. Todas las placas se incubaron en estufa a 35 °C
en atmosfera con 5% de diéxido de carbono (agar MacConkey en atmoésfera

aerobia) y la lectura se realizé a las 24 y 48 horas. Las bacterias gramnegativas
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y grampositivas reconocidas como agentes causantes de infecciones
respiratorias, tales como Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae,
Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, y Enterobacteriaceae fueron considerados como PPMs
(89).

El nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro de esputo (ufc/mL)
se calcul6 a partir del nimero de colonias obtenidas y la dilucién. Los datos se

expresaron como el recuento total de bacterias en logaritmo en base 10.

5.4.2. RT-PCR para deteccion de virus

El ADN / ARN viral se extrajo a partir de 200 yL de muestras clinicas
respiratorias previamente licuados con Sputasol® en un bafio de agua (37° C)
durante 20 minutos. Entonces, se siguio el método de extraccion de RNA/DNA,
QIAmp MinElute Virus Spin segun el kit QlAcube® (Qiagen, Hilden, Alemania)
obteniéndose 50 uL de elucion de acido nucleico.
Se utilizé un ensayo de RT-PCR multiplex para la deteccion simultanea de virus
parainfluenza (1, 2, 3, 4AB), coronavirus humano 229E y OC43, enterovirus,
rinovirus, virus de la gripe A, B, C, virus respiratorio sincitial (VRS) y de

adenovirus siguiendo el procedimiento descrito por Coiras et al. (90).

Las pruebas de sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de P.
aeruginosa se realizaron mediante microdilucion en caldo de acuerdo con los

procedimientos del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (91).

5.4.3. Genotipado de P. aeruginosa

Las cepas de P. aeruginosa se congelaron a -80 ° C y posteriormente se
genotiparon. La relacién genética de la cepas de P. aeruginosa se evalud
mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), usando el método
de Durmaz et al modificado (92). Se prepar6 ADN gendmico después de la
centrifugacion de 1 mL de una solucién de 1,5 McFarland obtenido a partir de
cultivos frescos sembrados en placas de agar sangre. Los sedimentos se
resuspendieron en 120 uyL de tampon de suspension (CSB; 100 mM de Tris-

HCI [pH 8,0], EDTA 10 mM) y se mezclaron con un volumen igual de de
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agarosa liquida (55 °C) InCert® 2% (Lonza) preparado en CSB con 1 % de
sulfato dodecil de sodio (SDS). La digestion del ADN se realiz6 con 30 U de
enzima de restriccion Spel (New England Biolabs) y se incub6 a 37 ° C durante
17 horas. El ADN digerido se sometié a electroforesis en un sistema CHEF-DR
lll (Bio-Rad) con los siguientes parametros de funcionamiento: 6 V / cm a 14°C
con pulso de tiempo de 5 a 25 segundos, durante 20 horas. Los geles se
tineron con SYBR Seguro (Invitrogen) y se documentan en un ImageQuantTM
LAS 4000 (GE Healthcare). Las imagenes del gel se analizaron utilizando el

software InfoQuestTM FP version 4.5 (Bio-Rad, Laboratories)

La correlacion entre las bandas se llevo a cabo teniendo en base al coeficiente
de correlacion de Dice, y el arbol filogenético se obtuvo con el método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method). En el dendograma se considerd, que los
aislados que presentaban una similitud > 90% correspondian al mismo

pulsotipo.

5.4.4. Definiciones

La interpretacion de los resultados de microbiologia se realiz6 en base a las

siguientes definiciones:

5.4.4.1. Colonizacion cronica por P. aeruginosa: El aislamiento de P.
aeruginosa en tres o0 mas cultivos de esputo consecutivos, separados al menos
por un mes, durante un periodo de 6 meses, se consideré como colonizacion
cronica por este MPP, independientemente de su recuperaciéon de los periodos

de exacerbacion o estabilidad (93).

5.4.4.2. Multirresistencia: La multirresistencia (MDR) en P. aeruginosa se
definié como la resistencia a tres 0 mas grupos de antibiéticos generalmente
activos contra el MPP, incluyendo beta-lactdmicos (penicilinas y cefalosporinas),

carbapenems, quinolonas o aminoglucosidos, polimixinas y monobactams (94).
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5.5. Evaluacién radioldgica de las bronquiectasias

La evaluacion de la presencia y extension de las bronquiectasias se realizé en
estabilidad clinica del paciente. Se utiliz6 un equipo de tomografia
computarizada multidetector (TCMD) (Siemens Sensation 16, Erlangen,
Alemania). Se obtuvieron imagenes de alta resolucion (TACAR), con apneas en
inspiracion forzada, en posicion supina, desde el vértice pulmonar al diafragma.
Se realizaron cortes finos (de 1 mm de grosor a intervalos de 10 mm) con los
siguientes parametros: 120 kVp, 250 mA y 1 segundo de tiempo de exploracion.
Las imagenes fueron obtenidas sin inyeccion de contraste endovenoso y
visualizadas en ventana de pulmoén (anchura de la ventana, 1500 UH; nivel de
la ventana, -600 UH), utilizando un algoritmo de reconstruccion de alta
resolucion.

Las tomografias computarizadas fueron interpretadas de forma ciega por dos
radidlogos (EC y XG) con experiencia en la interpretacion de la TACAR. Las
discrepancias en las lecturas se resolvieron por consenso. La presencia de
bronquiectasias se basdé en los siguientes criterios: bronquio que no se
estrecha distalmente con un diametro interno de 110% o mayor que el de la
arteria pulmonar adyacente, o bronquios visibles en la porcion periférica (1cm)
de la superficie pleural, mediastinica o costal (95). La extension de las
bronquiectasias se evalué en cada lobulo pulmonar; la lingula se considero
como un como un I6bulo independiente. La existencia de pequefias
bronquiectasias aisladas en un segmento de un I6bulo pulmonar no fue
considerada patoldgica, ya que pueden aparecer en un porcentaje significativo
de la poblacion sana (96). Se utilizé el sistema de clasificacion propuesto por
Smith y colaboradores (97); la ausencia de bronquiectasia se clasific6 como 0,
las bronquiectasias presentes en menos del 25% de los bronquios como 1, en
el 25-49% de los bronquios como 2, en el 50 a 74 % como 3, y en el 75% o
mas como 4. La puntuacion total oscilé entre un valor minimo de O puntos
correspondiente a la ausencia de bronquiectasias, y un valor maximo de 24
puntos que indicaban la afectacién de todos los l6bulos pulmonares. Los

pacientes con una puntuacion < 1 se consideraron como normales.
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5.6. Variables del estudio

En resumen, se recogieron las siguientes variables:

a) Descriptivas: edad, IMC, sexo

b) Clinicas: tabaquismo, ingesta de alcohol, comorbilidades, exacerbaciones
ocurridas en el afio previo a la inclusién en el estudio, hospitalizacion durante
los 3 meses previos a la exacerbacion, antibidticos previos, antibidticos
administrados durante el episodio actual (clase antibiética, dias de tratamiento,
dosis), corticoesteroides en el afo previo (tandas administradas y dosis
acumulada) y gravedad de la exacerbacion. En caso de hospitalizacion: dias de
estancia, antibioticos administrados, necesidad de ventilacion mecanica y
morbimortalidad.

¢) Funcion pulmonar (en fase de estabilidad clinica): espirometria forzada,
gasometria arterial.

d) Radiologia (en fase de estabilidad clinica): TAC toracico de alta resolucion.
e) Analitica de sangre (en exacerbacion): hemograma, funcion renal,
electrolitos, proteina C-reactiva

f) Microbiologia: Cultivo de esputo cuantitativo, sensibilidad antibiotica, RT-PCR

frente a virus influenza, parainfluenza, rinovirus, adenovirus, VRS y coronavirus.

5.7. Andlisis estadistico

Estudio 1: Se realizd el analisis estadistico basandose en un modelo de
Ecuaciones de Estimacion Generalizadas (GEE) con una estructura de
correlaciéon intercambiable en el mismo paciente y errores estandar robustos
para dar cuenta de los pacientes individuales con mdultiples exacerbaciones. El
modelo de regresion logistica GEE se utilizO para analizar los factores
asociados con el ingreso en el hospital. En el modelo se incluyeron todas las
covariables relacionadas con los pacientes que se consideraron a priori
clinicamente relevantes y las que tenian un valor de p <0,1. Se examinaron las
correlaciones entre pares de predictores para garantizar la ausencia de
multicolinealidad en el modelo. Odds ratio (OR) y sus intervalos (IC) se
calcularon con una confianza del 95%. Para todos los analisis GEE, se llevo a

cabo en primer lugar un analisis univariante.
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Estudio 2: Los resultados para las variables categoricas se expresaron como
frecuencias absolutas y relativas, y las variables continuas se expresaron como
media y desviacion estandar (DE). Se compararon los grupos de PA (pacientes
con algun aislamiento de P. aeruginosa) y no PA (pacientes sin aislamiento de
P. aeruginosa) para evaluar los factores asociados con el aislamiento de P.
aeruginosa, mediante la prueba de chi-cuadrado con correccion de continuidad
para las variables categéricas. Las variables cuantitativas se analizaron
mediante la prueba t de Student o las pruebas no paramétricas
correspondientes cuando fue necesario.

El analisis multivariante mediante regresion logistica paso a paso se realizo
con el aislamiento de P. aeruginosa como variable dependiente. Las variables
gue mostraron una asociacion en el analisis univariante (p <0,10) se incluyeron
en el modelo como covariables. La posibilidad de multicolinealidad se evalu6
por medio de factor de inflacion de varianza (VIF); teniendo en cuenta que
valores por debajo de 2,5 en cada uno de covarianza descartaron colinealidad
en el modelo. Los resultados se expresaron como odds ratios crudas y
ajustadas (OR) con intervalos de confianza del 95% (IC 95%). Todas las
pruebas estadisticas fueron bilaterales, considerandose significacion

estadistica cuando el valor de la p fue < 0,05.
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6. RESULTADOS

Se incluyeron 118 enfermos con criterios espirométricos de EPOC grave y con
una media de seguimiento de 1003 = 306 dias. La poblaciéon de estudio fue
predominantemente masculina, con una edad media de 69 * 8 afos, y
clasificada como GOLD IV en mas de la mitad de los casos. Las caracteristicas
clinicas de los pacientes al inicio del estudio se muestran en la Tabla 1.

Se obtuvieron un total de 466 muestras de esputo durante el seguimiento, de
las cuales 386 correspondian a exacerbaciones que cumplian 2 0 mas criterios

de Anthonisen y 80 se obtuvieron en fase de estabilidad clinica.
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Tabla 1: Caracteristicas clinicas de los 118 pacientes con EPOC grave

Pacientes 118
Seguimiento (dias), m (DE) 1003 + 306
Edad (afios), m (DE) 69,5+ 8,2
Tabaquismo activo, n (%) 13 (12)
Paquetes-afio, m (DE) 63,3+31,9
Enolismo >80 g/l, n (%) 3(2,5)
Vacunacion antigripal, n (%) 105 (89)
Vacunacion antineumococica n (%) 57 (48,3)
IMC (Kgr/m2) 275+4,6
FEV1 pos-PBD (L), m (DE) 0,97 £0,3
FEV1 pos-PBD (% predicho), m (DE) 34+11
GOLD IV, n (%) 71 (60)
Puntuaciéon BODE , m (DE) 51+1,6
Hipercapnia basal, n (%) 49 (41,5)
Oxigenoterapia crénica, n (%) 50 (42,4)
Indice Charlson, m (SD) 4,13+1,5
Bronquiectasias n (%) 56 (47,5)

Datos expresados como media + DE o valor absoluto y porcentaje (n %).
Hipercapnia definida como PaCO > > 5.9 KPa.
Abreviaciones: Pos-PBD = posbroncodilatador.
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6.1. Resultados del Estudio 1

Las 386 exacerbaciones analizadas correspondieron a 44 pacientes con una
Unica exacerbacion, a 24 con dos exacerbaciones y a 50 con tres 0 mas
exacerbaciones. Seis de estos episodios se excluyeron del analisis final debido
al tratamiento con corticosteroides y/o antibiéticos en los cinco dias previos a
la exacerbacion. De los 380 episodios restantes, 227 (60%) se trataron de
forma ambulatoria con antibidticos orales y/o corticoides (96,5% y 59%
respectivamente), mientras que 153 episodios (40%) fueron considerados
graves y requirieron ingreso hospitalario.

De un total de 380 muestras de esputo recogidas, los analisis microbiologicos
completos fueron posibles en 265 exacerbaciones, al disponer de muestras
véalidas para el analisis segun los criterios de Murray-Washington y de material
suficiente para realizar RT-PCR (fig 1). Las bacterias patdégenas se cultivaron a
partir de 167/265 (63%) de los episodios, siendo H. influenzae (n = 66), S.
pneumoniae (n = 28), M. catarrhalis (n = 28) y P. aeruginosa (n = 28) las
especies mas frecuentemente recuperadas. En 96/265 muestras (36%) se
detectaron virus; rinovirus fue el mas comun (n = 56), seguido de
parainfluenzae (n = 17), virus de la gripe (n = 9), coronavirus (n = 7), VRS (n =
5) y adenovirus (n = 2). Los virus fueron identificados en 45 de las 98 muestras
con cultivos negativos para bacterias (45,9%) y en 51 de las 167
exacerbaciones con cultivos positivos para bacterias (30,5%), siendo
considerados como coinfecciones. En estos episodios, las relaciones entre el
tipo de bacterias y virus detectados no mostro significacion estadistica (p = 0,9).
La distribucion estacional de los virus demostr6 una mayor prevalencia de
infecciones por virus en los periodos de otofio e invierno. Los rinovirus
estuvieron presentes en todas las épocas del afio, mientras que los virus
parainfluenza, influenza y VRS fueron predominantemente aislados en otofio o

invierno (figura 2).
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Figura 1: Flujograma de las muestras de esputo
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Figura 2: Patron estacional de deteccion de virus en los episodio de exacerbacion de
la EPOC (265 episodios analizados)
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6.1.1. Niveles de proteina C reactiva y etiologia de las exacerbaciones
La mediana de los niveles de proteina C reactiva, a partir de los 265 episodios
con los analisis microbiolégicos completos, fue mayor en los casos con cultivos
positivos para bacterias (58,3 mg/L, 21,0 a 128,2 RIC) que en los episodios de
etiologia virica (37,3 mg/L, 18,6 a 79,1 RIC) y que en los casos negativos para
cualquier microorganismo (36,4 mg/L, RIC 10,8 a 93,7) (p <0,014). En las
infecciones bacterianas, la proteina C reactiva alcanzé los niveles mas altos en
las exacerbaciones por S. pneumoniae (74,1 mg/L, 42,0 a 220,7 RIC) y H.
influenzae (74,5 mg/L, 23,9 a 167,9 RIC) en comparacion con los episodios
relacionados con P. aeruginosa (45,2 mg/L, 11,1 a 70,1 RIC) o en las
infecciones debidas exclusivamente a virus (37,3 mg/L, 18,6 a 79,1 RIC) (Tabla
2). La proteina C reactiva no se relacion6 con la carga bacteriana, a excepcion
de los aislamientos de S. pneumoniae, en los que si se observé una correlacion

significativa (fig 3). Los episodios debidos a S. pneumoniae también refirieron
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fiebre (n = 15, 56%) y necesitaron ingreso hospitalario (n = 17, 60,7%) con mas
frecuencia que los episodios relacionados con otros microorganismos (p =
0,061 y p = 0,002, respectivamente). Los sintomas de vias respiratorias
superiores referidos por los pacientes fueron similares en todos los grupos
(Tabla 2).

Figura 3: Relacion entre carga bacteriana y valores de proteina C reactiva
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Tabla 2: Caracteristicas clinicas y biomarcadores de cada microorganismo (N=265)*

Fiebre (%) +
SVA (%) # 26,2 17,9 28,6 5,6 6,0 18,4 25,6 0,315
Leucocitos 10480 11500 9420 8985 9250 10435 9585 0,039
(RIQ) (8560- (9670- (7862- (7927- (6740- (8487- (7230-

12970) 14740) 9420) 10365) 13250) 11427) 11355)
PCR mg/L 74,50 74,10 38,10 45,20 51,90 36.40 37.30 0,026
(RIQ) (23,90- (42,0- (20,60- (11,10- (23,60- (10.80- (18.60-

167,90) 220,7) 95,40) 70,10) 166,0) 93,70) 79,10)
Hospitalizacién | 47 60,7 21,4 57 41,1 22,6 37,8 0,002
(%)

*Cuando se aislaron mas de 2 bacterias se analiz6 aquella con més carga.

+ Valores perdidos: 1 en grupo HI, 1 en SP, 3 en MC, 2 en PS, 2 en Otros, 5 Negativo y 2 en virus

# Valores perdidos: 1 en HI, 4 en Negativo y 2 en virus

Abreviaturas: HI: H. influenza, SP: S.pneumoniae, MC: M. catarrhalis, PS: P aeruginosa. SVA: Sintomas via
aérea alta.

6.1.2. Niveles de proteina C reactiva y gravedad de la exacerbacion

En las 380 exacerbaciones se encontraron diferencias significativas en los
niveles de proteina C reactiva entre los episodios atendidos ambulatoriamente
(37,3 mg/L, 12,8- 82,7 RIC) y los que precisaron hospitalizacion (67,4 mg/L, 27-
189 RIC). Otros marcadores de gravedad de la exacerbacion tales como
frecuencia respiratoria (FR), Sat Oz, PaO2 y PaCO: también se asociaron con
la necesidad de ingreso hospitalario (Tabla 3). EI aumento de la proteina C
reactiva se asocio significativamente con el aumento de FR, de leucocitos y con
la disminucion de la Sat O2 (rho = 0,143; p = 0,012, rho = 0,270; p <0,01 y rho

47




= -0,185; p <0,01, respectivamente). En el modelo GEE para evaluar la
influencia de la respuesta inflamatoria en la gravedad de la exacerbacion, la
proteina C reactiva fue un factor predictor de gravedad, junto con la
oxigenoterapia cronica y la hipercapnia basal. Tras ajustar por las variables
clinicas y las comorbilidades, tanto la hipercapnia basal como la proteina C
reactiva se mantuvieron en el modelo, asociandose los valores de proteina C
reactiva por encima de 100 mg/L con un riesgo cuatro veces mayor de ingreso

hospitalario (Tabla 4).

Tabla 3: Marcadores de gravedad de la exacerbacion (N=380)

Ambulatorio Hospitalizacién p*

Episodios 227 153

PCR (mg/L) (RIQ) 37,3 (12,8-82,7) 67,4 (27,0-189,0) <0,0001
Leucocitos (RIQ) 9900(7860-11460) 10030(8500-14002) 0,001
FR (RIQ) 24 (20-28) 26 (24-30) 0,002
Sa02 (RIQ) 94 (92-95) 89 (85-92) <0,0001
PaO2 (KPa) RIQ+ 7,9 (7,3-8,6) 7,0 (6,2-7,6) 0,002
PaCO2 (KPa) RIQ+ 5,7 (5,2-6,6) 6,2 (5,4-7,5) 0,001
PH (RIQ)+ 7,42 (7,40-7,44) 7,41 (7,39-7,44) 0,443

* Andlisis univariante con GEE
+ Unicamente en 197 episodios

Datos expresados como mediana (rango interquartil)
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Tabla 4: Andlisis de los factores asociados al ingreso hospitalario. Resultados del

analisis univariante y multivariante mediante GEE

OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
GOLD IV 1,28 (0,75-2,18) 036 |
Charlson 1,15 (0,95-1,40) 0,14 1,12 (0,95-1,32) 0,15
Bronquiectasias | 1,39 (0,78-2,47) 026 | e e
BODE 1,13 (0,93-1.37) 021 |
OCD 1,89 (1,08-3,32) 0,02 1,14 (0,61-2,13) 0,67
Hipercapnia 2,69 (1,56-4,64 <0,0001 2,70 (1,46-4,9) 0,01
basal
PCR (mg/L)*
<18 1 1
19-40 1,74 (0,91-3,33) 0,09 1,64 (0,85-3,15) 0,13
41-100 2,56 (1,25-5,24) 0,01 2,21 (1,05-4,68) 0,03
>100 4,44 (2,25-8,78) <0,0001 4,23 (2,12-8,44) <0,0001

* Mediana y cuartiles

6.2. Resultados del Estudio 2

6.2.1. Prevalencia y factores de riesgo para la presencia de P. aeruginosa
P. aeruginosa se aislé en las muestras respiratorias de 41/118 pacientes
(34,7%) que fueron incluidos en el grupo de PA. En 5 de ellos, se
documentaron aislamientos en el afio previo a la inclusion sin posteriores
aislamientos durante el periodo de seguimiento; en 22 se observaron cepas de
P. aeruginosa antes y durante el periodo de estudio, y en los 14 pacientes
restantes, este MPP se recuper6 Unicamente durante el seguimiento.
La comparacion de grupos (PA versus no PA) no mostré diferencias
significativas en la edad, historia de tabaquismo, volumen espiratorio forzado
en el primer segundo (FEV1), indice de masa corporal, puntuacion BODE,

comorbilidades, tasa de vacunacion antigripal, tasa de vacunacién
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antineumocécica y uso de oxigenoterapia domiciliaria. Los pacientes del grupo
PA sufrieron significativamente mas exacerbaciones de la EPOC, presentaron
tasas de prescripcion de antibiéticos y corticosteroides mas elevadas y
estancias hospitalarias mas prolongadas que el grupo no-PA (Tabla 5).
Se detectaron bronquiectasias en 56 pacientes (47%), con una puntuacion
media de 4,2 + 2,5 cuando estaban presentes. En 29/56 pacientes (51,8%) las
bronquiectasias se localizaron so6lo en los I6bulos inferiores y en 12/56
participantes (21,4%) se identificaron en més de cuatro I6bulos. Los scores de
bronquiectasias fueron significativamente mayores en el grupo PA que en el
grupo no-PA (3 vs 1,6, p = 0,02). La mortalidad también fue significativamente
mayor en el grupo PA que en el grupo no-PA (27% vs 8%, p = 0,005) (Tabla 5).
Para la identificacion de los factores de riesgo para el aislamiento de P.
aeruginosa en pacientes con EPOC grave, las bronquiectasias se clasificaron
en tres grupos segun su extension: Categoria 1: No se detectaron
bronquiectasias; Categoria 2: bronquiectasias con score entre 2 y 5 y Categoria
3: score mayor de 5. La categoria 1 se utiliz6 como categoria de referencia.
Cuarenta y cinco pacientes (38%) tuvieron una puntuacion entre 2y 5 yen 11
pacientes (9%) la extension de las bronquiectasias sumd puntuaciones
superiores a 5.

El andlisis multivariante demostré que la extension de las bronquiectasias (OR
9,8; IC 95%: 1,7 a 54,8) y el numero de ciclos de tratamiento antibidtico (OR
1,7, IC 95%: 1,1 a 2,5) se asociaron de forma independiente con un mayor
riesgo de aislamiento de P. aeruginosa en las secreciones bronquiales (Tabla
6).
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Tabla 5: Caracteristicas clinicas de 118 pacientes con EPOC grave, con y sin
aislamiento de P. aeruginosa
Total Grupo PA Grupo no PA P
cohorte

Sujetos, (%) 118 41 (34.7) 77 (65,3)
Seguimiento (dias), m (DE) 1003 + 306 1036,9 + 347,5 984,9 + 282,3 0,41
Edad (afios), m (DE) 69,5+8.2 70,3+7,7 6985 0,42
Tabaquismo activo (%) 13 (11) 2 (4,9) 11 (14,3) 0,21
Paquetes-afio, m (DE) 63,3+31,9 69,4 + 36,3 60 = 28,9 0,15
Enolismo >80 g/I, n (%) 3(2,5) 12,4 2 (2,6) 1
Vacunacién antigripal, n (%) 105 (89) 38 (92,7) 67 (87) 0,53
Vacunacién antineumococica n (%) 57 (48,3) 23 (56,1) 34 (44,2) 0,21
IMC (Kgr/m?) 275+4.6 26,54 28,1+49 0,17
FEV1 pos-PBD, (L), m (DE) 0,97 +0,3 0,91 +0,28 1,0+0,31 0,13
FEV1 pos-PBD, (% predicho), m (DE) 34+11 34+13 34,3+10 0,82
GOLD IV, n (%) 71 (60) 27 (66) 44 (57) 0,35
Puntuacion BODE , m (DE) 51+1,6 5315 5+16 0,38
Oxigenoterapia crénica, n (%) 50 (42,4) 21 (51,2) 29 (37,7) 0,15
Charlson, m (DE) 4,13+15 4,29+15 4,04£15 0,39
Puntuacion bronquiectasias, m (DE) 21+26 3+35 16+1,8 0,02
Exacerbaciones seguimiento, m (DE) 3,19+2,9 44+4 2512 0,008
Exacerbaciones/afio, m (DE) 219+2 327 1,714 0,006
Tandas antibioticas* 8975 125+9,2 7,01 5,7 <0,001
Tandas antibiéticas/afo 33+x25 47+29 26+1,8 <0,001
Tandas corticoides* 6,3+5,8 8+6,3 55+54 0,02
Tandas corticoides/afio 230+1,8 29+2 19+1,6 0,004
Dias ingreso hospitalario* 29,4 +37,9 43,8 £+43,9 21,3+31,9 0,005
Mortalidad, n (%) 17 (14,4) 11 (27) 6 (8) 0,005

Datos expresados en media + DE o valor absoluto y porcentaje (n %). Grupo PA=
Grupo con aislamientos de P. aeruginosa ; Grupo No PA= Nunca aislamientos de P.

aeruginosa ; pos-PBD= posbroncodilator. * afio previo incluido.
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Tabla 6: Resultados del analisis multivariante de los factores asociados al aislamiento
de P. aeruginosa

Factor OR IC 95% p
Score bronquiectasias (>5) 9,8 1,7-54,8 0,009
Prescripciones antibidticos/afio 1.7 11-25 0,008
Dias de estancia hospitalaria 1 09-1 0,3
Tandas corticoides/afio 0,7 05-1,2 0,2

6.2.2. Colonizacion crénica por P. aeruginosa

Cinco de los 41 pacientes del grupo PA (12,2%) cumplieron los criterios de
colonizacion crénica por P. aeruginosa, sin observarse relacion entre esta
situacion clinica y la extension de las bronquiectasias. Tres de los cinco
pacientes colonizados cronicamente (60%) no mostraron bronquiectasias en la
TACAR; como tampoco 15 de los 23 pacientes que tenian aislamientos
individuales de P. aeruginosa (65%) (p = 0,75). La observacion del morfotipo
mucoide, sin embargo, se asocio significativamente con un score de
bronquiectasias mayor de 5 (p = 0,004), y se encontré este morfotipo en 4/5

enfermos con score por encima de 5.

6.2.3. Caracterizacion microbiolégica de las cepas de P. aeruginosa

Se recuperaron 92 cultivos positivos para P. aeruginosa de 41 pacientes, con
78 aislamientos validos para el genotipado, correspondientes a 31 pacientes.
Se identificaron 36 pulsotipos a partir de estos 78 aislamientos, especificos
para cada enfermo, excepto en un caso de un pulsotipo compartido por dos
pacientes. En la figura 4 se muestra el esquema general del grupo PA con
genotipado de P. aeruginosa, y en la figura 5 se muestra el dendograma de
patrones de PFGE para las 78 cepas de P. aeruginosa genotipadas. Trece de
los 31 pacientes (41,9%) presentaron un unico aislamiento de P. aeruginosa.
Entre los restantes 18 pacientes con aislamientos repetidos de P. aeruginosa,
12 pacientes mostraron la misma clona durante el seguimiento, cumpliendo 5
de ellos los criterios establecidos de colonizacion cronica (5/41:12%). La
evaluacion del morfotipo mucoide en las muestras genotipadas demostré este

morfotipo en 11 aislamientos de cinco pacientes diferentes (niumeros 1, 25, 28,
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30, y 36, en las Tablas 7 y 8) con tres clones (P16, P26 y P4) que adoptan
diferentes morfotipos a lo largo del tiempo (tablas 7 'y 8).
Treinta y siete de las 78 cepas de P. aeruginosa mostraron sensibilidad a todos
los antibi6ticos testados (47,4%), 20/78 fueron resistentes frente a uno o dos
grupos de antibioticos (25,6%), mientras que las 21/78 restantes cumplieron
criterios de multirresistencia (26,9%). El perfil de resistencia a los antibioticos
de las 78 cepas de P. aeruginosa genotipadas se muestra en la Tabla 9. Las
cepas multirresistentes fueron aisladas en 5 pacientes (nameros 1, 13, 19, 25y
29, en las Tablas 7 y 8), tres de ellos colonizados crénicamente. Estos tres
pacientes albergaron 19 de las 21 cepas multirresistentes observadas (90%).
Las clonas de todos estos pacientes mostraron fluctuaciones de la sensibilidad

frente a los antimicrobianos a lo largo del tiempo.
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Grupo PA
41 pacientes

10 pacientes sin genotipados de

_ cepas
(Un solo cultivo positivo)

En 31 pacientes
78 cepas genotipadas (PFGE)

13 pacientes 18 pacientes
Un aislado de P. aeruginosa >1 aislado de P. aeruginosa

! '

13 pacientes

. N S L 5 patients
Sin criterios de colonizacién cronica

Con criterios de colonizacién

| !
2 pacientes 4 pacientes 7 pacientes 5 pacientes
Indeterminados con diferentes clonas con la misma clona Persistencia clonal

Figura 4: Flujograma de la distribucion de los pacientes con aislados de P.
aeruginosa genotipados. El grupo indeterminado corresponde a enfermos con tres

aislamientos pero un Unico aislado genotipado
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Tabla 7: Caracteristicas de los aislados de P. aeruginosa genotipados en pacientes
con criterios de colonizacion crénica

Aislados enfermo PFGE Genotipo AEPOC Dia aislamiento Morfotipo

le P16 No 24/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa
1f P32 No 24/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa
la P16 Si 10/Ene/07 Pseudomonas aeruginosa
1b P16 No 16/Feb/07 Pseudomonas aeruginosa
19 P16 Si 21/Mar/07 Pseudomonas aeruginosa
1i P16 Si 21/Mar/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
1c P16 Si 23/Abr/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
1d P16 Si 31/May/07 Pseudomonas aeruginosa
25a P26 Si 18/Ago/05 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25b P26 No 3/Nov/05 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25¢c p263t Si 5/Dic/05 Pseudomonas aeruginosa
25d P26t No 9/Ene/06 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25e P26 No 17/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25f P26 Si 11/Ene/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25¢g P26° Si 23/Abr/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
26a P27 Si 10/Oct/07 Pseudomonas aeruginosa
26b p27 Si 12/Nov/07 Pseudomonas aeruginosa
26¢ p27 No 14/Dic/07 Pseudomonas aeruginosa
29a P30%* Si 2/Mar/05 Pseudomonas aeruginosa
29b P30* No 17/Jun/05 Pseudomonas aeruginosa
29c P30 Si 9/Nov/05 Pseudomonas aeruginosa
29k P30t Si 12/Dic/05 Pseudomonas aeruginosa
29I P30% Si 12/Dic/05 Pseudomonas aeruginosa
29d P30 No 23/Ene/06 Pseudomonas aeruginosa
29%e P30b No 3/Jul/06 Pseudomonas aeruginosa
29f P30 No 18/Sep/06 Pseudomonas aeruginosa
29¢g P30 No 7/Nov/06 Pseudomonas aeruginosa
29h P30% No 27/Dic/06 Pseudomonas aeruginosa
29i P30P No 12/Sep/07 Pseudomonas aeruginosa
29 P30° No 17/Dic/07 Pseudomonas aeruginosa
3la P0G Si 9/0ct/06 Pseudomonas aeruginosa
31b P06 No 21/Nov/06 Pseudomonas aeruginosa
31c P06? Si 22/Mar/07 Pseudomonas aeruginosa
31d P062 No 27/Abr/07 Pseudomonas aeruginosa
3le P062 Si 4/Sep/07 Pseudomonas aeruginosa
31f PO6P No 17/Oct/07 Pseudomonas aeruginosa

Los pacientes estan identificados por numeros y los diferentes aislados por letras. Los
pulsotipos estan identificados por ndimeros y el superindice indica los mismos

pulsotipos con un coeficiente de Dice entre el 90-99%.
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Tabla 8: Caracteristicas de los aislados genotipados de P. aeruginosa en enfermos sin
criterios de colonizacion crénica por P. aeruginosa

Aislados PFGE AEPOC Dia Morfotipo
enfermos Genotipo aislamiento
2a P14 Si 17/Oct/06 Pseudomonas aeruginosa
2b P33 Si 15/Feb/08 Pseudomonas aeruginosa
3 P19 Si 17/Oct/05 Pseudomonas aeruginosa
4 P10 Si 2/Jun/05 Pseudomonas aeruginosa
5 P0O42 Si 22/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa
6 P23 Si 4/Jul/05 Pseudomonas aeruginosa
7a P07 Si 1/Dic/06 Pseudomonas aeruginosa
7b P07 No 12/Nov/07 Pseudomonas aeruginosa
8a P31 No 8/Sep/05 Pseudomonas aeruginosa
8b P31 No 12/Dic/05 Pseudomonas aeruginosa
9 P12 Si 14/Dic/07 Pseudomonas aeruginosa
10 P28 Si 10/Ago/06 Pseudomonas aeruginosa
11 P29 Si 5/0ct/07 Pseudomonas aeruginosa
12a P13 Si 7/Apr/05 Pseudomonas aeruginosa
12b P13 No 18/Oct/05 Pseudomonas aeruginosa
13a P34 Si 30/May/06 Pseudomonas aeruginosa
13b P02 Si 11/Oct/06 Pseudomonas aeruginosa
1l4a P18 Si 28/Ene/06 Pseudomonas aeruginosa
14b P18 Si 28/Jul/06 Pseudomonas aeruginosa
15 P05 Si 2/Feb/06 Pseudomonas aeruginosa
16a P15 Si 23/Nov/05 Pseudomonas aeruginosa
16b P15 Si 3/Ene/06 Pseudomonas aeruginosa
17a P20 Si 3/Nov/05 Pseudomonas aeruginosa
17b P20 Si 22/Dic/05 Pseudomonas aeruginosa
17c P20 Si 8/Jun/06 Pseudomonas aeruginosa
19a P25 Si 19/Dic/05 Pseudomonas aeruginosa
19b P35 No 12/Jun/06 Pseudomonas aeruginosa
19c P17 Si 3/Mar/08 Pseudomonas aeruginosa
20 P03 Si 28/Nov/06 Pseudomonas aeruginosa
21 PO1 Si 4/Feb/08 Pseudomonas aeruginosa
23 P24 Si 6/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa
24 P09 Si 30/Jun/06 Pseudomonas aeruginosa
27a P08 Si 20/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa
27b P08 No 12/Abr/06 Pseudomonas aeruginosa
27c P08 No 25/Jul/07 Pseudomonas aeruginosa
28 P11 Si 11/Oct/07 Pseudomonas aeruginosa
mucoid
30a P0O42 Si 10/Ene/07 Pseudomonas aeruginosa
30b P04® No 21/Feb/07 Pseudomonas aeruginosa
mucoid
30c p22 No 19/Dic/07 Pseudomonas aeruginosa
30d p22 Si 8/Feb/08 Pseudomonas aeruginosa
36 P36 Si 23/May/05 Pseudomonas aeruginosa
mucoid
32 P21 Si 10/Nov/06 Pseudomonas aeruginosa

Los pacientes estan identificados por nimeros y los diferentes aislados por letras. Los pulsotipos estan identificados por
numeros y el superindice indica los mismos pulsotipos con un coeficiente de Dice entre el 90-99%.
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Tabla 9: Sensibilidad frente antibi6ticos de las 78 aislamientos de P. aeruginosa

Grupo antibidtico Antibiético N° cepas sensibles (%)
Quinolonas 39 (50)
Ciprofloxacino 37 (47,4)
Levofloxacino 39 (50)
Aminoglicésidos 63 (80,8)
Tobramicina 54 (69,2)
Amikacina 61 (78,2)
Gentamicina 37 (47,4)
Penicilinas 63 (80,8)
Ticarcilina 58 (74,4)
Piperacilina tazobactam 63 (80,8)
Cefalosporinas 58 (74,4)
Ceftazidima 58 (74,4)
Cefepime 51 (65,4)
Carbapenems 62 (79,5)
Imipenem 50 (64,1)
Meropenem 62 (79,5)
Polimixinas Colistina 76 (97,4)
Monobactams Aztreonam 59 (75,6)
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7. DISCUSION

7.1. Estudio 1: Etiologia y respuesta inflamatoria en las exacerbaciones de
los enfermos con EPOC grave

En una cohorte bien caracterizada de pacientes con EPOC grave con
exacerbaciones tipo I-l1l de Anthonisen, la inflamacion sistémica, medida por
proteina C reactiva, se asocio con la etiologia bacteriana (principalmente S.
pneumoniae o H. influenzae), y con la carga bacteriana cuando S. pneumoniae
era el agente causal. La proteina C reactiva fue, ademas, un buen predictor de
la gravedad: las exacerbaciones con niveles de proteina C reactiva por encima
de 100 mg/L se asociaron con una probabilidad 4 veces mayor de
hospitalizacion respecto a aquéllas con valores inferiores; asimismo este riesgo
fue directamente proporcional, es decir aumentaba con el incremento de la
respuesta inflamatoria. La hipercapnia basal fue también un predictor adicional
de la probabilidad de hospitalizacién en nuestra cohorte. Por tanto, la proteina
C reactiva aparece como un buen marcador biolégico para la identificacion de
las exacerbaciones graves en los pacientes con EPOC con enfermedad
avanzada, principalmente relacionado con infecciones bacterianas debidas a S.
pneumoniae y H. influenzae.

La prevalencia de la infeccion en los pacientes ambulatorios con EPOC grave
en nuestro estudio fue del 80%, con cifras de mas del 60% para bacterias y
casi el 40% para virus, la mitad de ellos como coinfecciones con bacterias
patdgenas. Estos datos son similares a los obtenidos en otros estudios
centrados en pacientes que requieren hospitalizacién debido a la gravedad del
episodio, (53,98) lo que sugiere que este patron etioldégico caracteriza las
exacerbaciones en la EPOC grave. H. influenzae fue la bacteria mas
frecuentemente aislada en el presente estudio y fue la causa de una cuarta
parte de las exacerbaciones, seguido por S. pneumoniae, M. catharralis y P.
aeruginosa.

En consonancia con otros estudios, los rinovirus fueron los mas detectados en
nuestro estudio, en el 30% de los casos como una coinfeccion con bacteria
patdgena (36,53). Los niveles de proteina C reactiva en sangre periférica

estuvieron claramente relacionados con la etiologia de la exacerbacion en la
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poblacion estudiada, observandose las cifras mas altas en las exacerbaciones
por S. pneumoniae y H. influenzae, con una relacién estadisticamente
significativa entre la carga bacteriana y los niveles plasmaticos de este
marcador inflamatorio en el caso de S. pneumoniae. El impacto sistémico de
este MPP ha sido evaluado en pacientes con neumonia, relacionandose con la
gravedad y el prondstico (99,100) y esta determinado por una interaccion
huésped-patégeno favorecida por polisacarido C de la pared celular
neumocécica (101). El poder inflamatorio de H. influenzae en el arbol bronquial
es bien conocido, y se ha relacionado con la carga microbiana (102), pero el
efecto sistémico de este MPP ha sido estudiado s6lo marginalmente. Nuestros
resultados confirman que las infecciones bronquiales debidas a H. influenzae
tienen un claro efecto sistémico en los pacientes con EPOC grave, equivalente
al efecto producido por S. pneumoniae. Este hallazgo es clinicamente
significativo, ya que H. influenzae es la causa mas frecuente de exacerbacion
en estos pacientes, representando las infecciones por H. influenzae y S.
pneumoniae casi la mitad de los episodios. Por el contrario, la deteccion de
virus se asocio con niveles mas bajos de PCR y menor gravedad. Nuestros
resultados estan en desacuerdo con los de estudios previos que han observado
niveles elevados de PCR en suero en pacientes con exacerbaciones inducidas
por virus (36,55) Las diferencias son probablemente debidas a que los estudios
anteriores se han centrado en las exacerbaciones graves que requieren
hospitalizacion, perdiendo episodios de menor gravedad, que pueden estar
parcialmente relacionados con los virus y que probablemente cursan con
niveles menores de proteina C reactiva, los cuales si han sido evaluados en
nuestro estudio.

Desafortunadamente, y como ya se establecié en investigaciones previas (103)
los niveles de proteina C reactiva fueron incapaces de predecir la etiologia de
la exacerbacion, debido a la superposicion de niveles entre los diferentes
microorganismos.

En nuestro estudio, los niveles de proteina C reactiva se relacionaron
claramente con la necesidad de hospitalizacion: valores de proteina C reactiva
por encima de 100 mg/L, se asociaron a una probabilidad de ingreso
hospitalario 4 veces superior con respecto a aquellos episodios con valores

inferiores. Estas cifras elevadas de proteina C reactiva se relacionaron
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principalmente con infecciones bacterianas producidas por S. pneumoniae y H.
influenzae. Esta relacion no dependié de las covariables evaluadas, y apoya la
importancia de este marcador inflamatorio en la evaluacion de las
exacerbaciones en enfermos con EPOC grave; sin embargo, en estudios
previos, no resultd util en la prediccion de la gravedad (51,68). Nuestro estudio
sugiere similitudes con la neumonia en lo que se refiere a la importancia de la
proteina C reactiva para la manejo de estas entidades. De hecho, un punto
corte por encima de 100 mg/L se ha asociado con resultados adversos (100) y
demostrado una capacidad predictiva para la seleccion de pacientes con
neumonia que requieren ingreso en UCI (104). Valores similares de proteina C
reactiva han demostrado también poder predictivo en la seleccion de pacientes
con EPOC agudizada que requiere ingreso en la UCI, aunque el niumero de
pacientes estudiados (n = 64) no fue suficiente como para extraer conclusiones
generalizables (105).

Nuestro estudio también ha subrayado la importancia de la hipercapnia basal
como un marcador de la gravedad de los episodios agudos, en consonancia
con estudios anteriores que han demostrado asociacion de la hipercapnia con
la disminucion de la supervivencia (106). La presencia de hipercapnia basal
duplicé el riesgo de ingreso hospitalario y parece razonable pensar que esta
alteracién es un marcador de un subgrupo de pacientes mas graves y fragiles,
al menos en nuestra cohorte. En dos estudios con pacientes afectos de EPOC
exacerbada (62,63) la adicion de los parametros de gases en sangre arterial
(presion parcial de oxigeno y de diéxido de carbono y pH) en el momento de la
exacerbacion no mejor6 la prediccion de la mortalidad durante la
hospitalizacion, pero se demostré estrechamente relacionada con la necesidad
de ingreso. Sin embargo, en estos estudios no se aportaron los valores

gasométricos basales.

7.1.1. Limitaciones del Estudio 1

El presente estudio presenta algunas limitaciones relacionadas con la seleccién
de los pacientes. Los participantes procedian de una poblacion de EPOC grave
controlada regularmente en un hospital de dia de neumologia, y nuestros

resultados podrian no ser extrapolables a la poblacion de EPOC en su
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conjunto. ElI nimero de episodios registrados en los diferentes pacientes
también varid ampliamente. A pesar de que se utilizO un enfoque estadistico
basado en GEE para afrontar este problema, no podemos descartar una
posible sobrerrepresentacion de un subgrupo particular de pacientes que
pueden ser mas susceptibles a  microorganismos  especificos.
Por dltimo, las infecciones por virus respiratorios comunes Ccomo
metapneumovirus y bocavirus no fueron analizados en nuestro estudio, por lo
gue la verdadera prevalencia de la infeccion por virus podria estar ligeramente

subestimada.

7.2. Estudio 2: Factores de riesgo de infeccion por P. aeruginosa en la
EPOC grave

Nuestro estudio muestra una alta prevalencia de aislamientos de P. aeruginosa
en una cohorte de pacientes con EPOC grave. La extension de las
bronquiectasias y el uso recurrente de antibidticos fueron los principales
factores de riesgo para la recuperaciéon de este MPP en muestras respiratorias.
La mayoria de los pacientes en el grupo PA tuvieron aislamientos unicos de P.
aeruginosa, pero hasta el 12% de los pacientes cumplieron criterios de
colonizacion cronica, aunque esta situacién clinica no se relacioné con la
presencia de bronquiectasias. Ademas, en este subgrupo de enfermos se
observo persistencia clonal de la P. aeruginosa, tal y como esta descrito en

pacientes con fibrosis quistica.

Prevalencia y factores de riesgo para la presencia de P. aeruginosa
Se aisld P. aeruginosa en esputo en casi el 40% de los pacientes con EPOC
grave en nuestra serie, la mitad de los cuales presentaron bronquiectasias.
Estas cifras son similares a las observadas en estudios previos en pacientes
con enfermedad avanzada, tal y como mostraron Murphy et al (107) y Renom
et al (108), que informé del aislamiento de P. aeruginosa en mas de un tercio

de las muestras de esputo obtenidas de pacientes EPOC.
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En nuestro estudio se observa una fuerte asociacion entre la extension de las
bronquiectasias y el aislamiento de P. aeruginosa. La comorbilidad de las
bronquiectasias ha quedado claramente establecida en diversos estudios
realizados en EPOC grave (95,109, 110], pero la asociacién entre las
bronquiectasias y el aislamiento de P. aeruginosa se ha abordado soélo
marginalmente en los estudios anteriores. Garcia-Vidal et al (76) analizaron
188 pacientes con EPOC moderada a grave ingresados en el hospital por
agudizacion de su EPOC vy estudiados con TACAR, identificando
bronquiectasias en el 52% de ellos, pero sin encontrar relaciones significativas
entre las bronquiectasias y el aislamiento de P. aeruginosa. En una poblacién
similar de 201 pacientes con EPOC, Martinez-Garcia et al (110) observaron
gue el aislamiento de P. aeruginosa fue significativamente mas frecuente en los
pacientes con bronquiectasias (13% frente a 4,7%). Nuestro estudio demuestra
gue, en pacientes con EPOC avanzada, la relacion entre las bronquiectasias y
el aislamiento de P. aeruginosa esta claramente definida y asociada con la
extension de la anormalidad bronquial. Ademas, entre los otros factores de
riesgo evaluados para la presencia de P. aeruginosa en nuestro estudio,
Gnicamente el numero de tratamientos antibidticos previos se asocio
independientemente con la recuperacion de este MPP, tras tener en cuenta las
covariables en el andlisis multivariante. Esta conclusién est4 de acuerdo con
estudios previos que han encontrado una relacion entre los tratamientos
antibiéticos y el posterior aislamiento de P. aeruginosa en muestras de esputo
(76,77). La falta de una relacion en el analisis multivariante entre los ingresos
hospitalarios previos y la recuperacion de P. aeruginosa en nuestro estudio
puede atribuirse a las diferencias en el disefio del mismo, debido a que se
centr6 en los pacientes que asisten regularmente a un hospital de dia, o al
mayor peso de los tratamientos antibioticos recurrentes como predictor.
Aunque el presente estudio no fue disefiado para evaluar la mortalidad, se
observé una mayor tasa de mortalidad durante el seguimiento en el grupo PA,

lo que esta en consonancia con lo referido por otros autores (78, 108).

Caracterizacion de P.aeruginosa en la colonizaciébn croénica
Cerca del 50% de los pacientes con EPOC (grupo PA) tuvieron aislamientos
repetidos de P. aeruginosa, cumpliendo criterios de colonizacién crénica por
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este MPP mas del 10% de los casos. Del mismo modo, Martinez-Garcia et al
(110) observo colonizacion crénica por P. aeruginosa en 11/201 pacientes con
EPOC moderada a grave. La caracterizacion molecular de cepas de P.
aeruginosa en nuestra cohorte de enfermos demostr6 la persistencia de un
mismo pulsotipo en dos tercios de ellos y en todos los pacientes colonizados
cronicamente.

Son pocos los estudios que han evaluado la colonizacion cronica por P.
aeruginosa en pacientes con EPOC y aquellos en los que se ha estudiado, han
mostrado resultados contradictorios. Los estudios que evaluaron cepas de P.
aeruginosa por PFGE en muestras respiratorias de enfermos con EPOC
mostraron un patron de infeccion crénica similar a la fibrosis quistica (111,112)
en un limitado nimero. Por el contrario, en un estudio de seguimiento a 10
afos que incluyd 126 pacientes con EPOC, Murphy et al (107) observaron dos
patrones distintos de aislamiento de P. aeruginosa: un patron mas frecuente de
presencia a corto plazo seguida por la eliminacion de la cepa, en hasta la mitad
de los episodios, y un patron de persistencia de la misma cepa, en una cuarta
parte de los episodios. Rakhimova et al (113) genotip6 cepas de P. aeruginosa
de la misma cohorte y los comparé con cepas aisladas de pacientes con
fibrosis quistica que presentaban infeccidn cronica por P. aeruginosa (n = 128),
llegando a la conclusion de que la infeccidn esporadica o intermitente por P.
aeruginosa fue el mas hallazgo frecuente en las secreciones bronquiales de
pacientes con EPOC, que presentaron un recambio clonal frecuente, un patrén
gue se diferencia del de portador crénico de clonas de P. aeruginosa, tipico de
enfermos con fibrosis quistica. Nuestros resultados confirman que, aunque el
patron mas frecuente en la EPOC grave es un aislamiento autolimitado de P.
aeruginosa, mas del diez por ciento de los pacientes graves muestran
colonizacion crénica por P. aeruginosa, con el patron de persistencia clonal, en
estrecha similitud con la fibrosis quistica. No se pudo relacionar, sin embargo,
la colonizacién crénica con la extension de las bronquiectasias. Factores
distintos de las bronquiectasias que no fueron evaluados en nuestro estudio,
tales como los factores de virulencia o la produccion de biofilm, podrian explicar
la capacidad de P. aeruginosa para colonizar a estos pacientes (111). Mas de
la mitad de los aislamientos procedentes de pacientes colonizados

cronicamente por el mismo pulsotipo mostraron resistencia a multiples
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farmacos y presentaron fluctuaciones en su susceptibilidad antimicrobiana a lo
largo del tiempo. Esta variabilidad en el antibiograma de P. aeruginosa se ha
descrito previamente (114) en la fibrosis quistica, sugiriendo una poblacién
policlonal que puede no estar bien representada en los cultivos de esputo. Del
mismo modo, algunos clonas de P. aeruginosa en nuestro estudio adoptaron
ambos fenotipos, mucoide y no mucoide durante el seguimiento, un hallazgo
gue también se ha descrito en la fibrosis quistica (115). Por altimo, aunque el
morfotipo mucoide se considera un marcador de colonizacién cronica (116], en
nuestro estudio se relaciond especialmente con los scores elevados de

bronquiectasias.

7.2.1. Limitaciones del Estudio 2

Los pacientes con EPOC de una poblacidén seleccionada participaron en este
estudio y los resultados no se pueden extrapolar a la poblacion de EPOC en su
conjunto. Soélo se incluyeron pacientes con EPOC grave y exacerbaciones
frecuentes, tratadas de forma ambulatoria u hospitalaria a través de nuestro
hospital de dia: los resultados en estos pacientes pueden no ser aplicables a
pacientes que requieren ingresos hospitalarios repetidos en las exacerbaciones
0 a pacientes con una enfermedad menos grave.

Ademas, los analisis microbiolégicos se llevaron a cabo sélo en muestras de
esputo espontaneo, y no se obtuvo informacion sobre la flora bronquial de
pacientes o de episodios sin produccion de esputo. Estas limitaciones, sin
embargo, no reducen la importancia de los resultados obtenidos, teniendo en
cuenta que la produccién de esputo espontaneo es la situacion mas comun en

estos pacientes durante las exacerbaciones.

65



8. CONCLUSIONES

8.1. Conclusiones del Estudio 1

En conclusion, este estudio demuestra una alta prevalencia de la infeccion
bacteriana, debida principalmente a H. influenzae, S. pneumoniae, M.
catarrhalis y P. aeruginosa, en las exacerbaciones que aparecen en pacientes
ambulatorios con EPOC grave. La prevalencia de las infecciones virales fue
significativamente menor. La inflamacion sistémica evaluada a través de los
niveles en sangre de proteina C reactiva fue mayor en las infecciones
bacterianas, sobre todo en las causadas por H. influenzae y S. pneumoniae, y
las cifras elevadas de este biomarcador inflamatorio se relacionaron con la
gravedad del episodio. Los resultados sugieren que los niveles en sangre de
PCR pueden desempeiiar un papel en el manejo de las exacerbaciones que

aparecen en estos pacientes graves.

8.2. Conclusiones del Estudio 2

En resumen, nuestro estudio demuestra una alta prevalencia de aislamientos
de P. aeruginosa en pacientes con EPOC grave. La extension de las
bronquiectasias y el nimero de tandas de tratamiento antibiotico recibidas
fueron los principales factores de riesgo asociados con el aislamiento de este
MPP. Asimismo, mas de una décima parte de los pacientes con EPOC
cumplieron criterios de colonizacion crénica por P. aeruginosa y mostraron
persistencia clonal de este MPP, independientemente de la extension de las
bronquiectasias.

Estos resultados tienen implicaciones clinicas para el manejo de los pacientes
con EPOC grave y exacerbaciones frecuentes, los cuales pueden requerir la
realizacion de una TACAR para la identificacion de las bronquiectasias y de
cultivos de esputo repetidos para la valoracién de la colonizacion bronquial
cronica por este MPP. La P. aeruginosa debe ser considerado como un agente
causal frecuente en estos pacientes, especialmente en aquellos con un score
alto de bronquiectasias y que reciben tratamiento antibiotico frecuentemente.
De acuerdo con nuestros datos, seria recomendable un seguimiento cercano a
aquellos pacientes en los que se aisla P. aeruginosa, para una identificacién
temprana de la colonizacién crdonica, una situacion que requeriria un enfoque

similar al aplicado en la fibrosis quistica.
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Abstract

Background: Patients with severe chronic obstructive pulmonary disease (COPD) are at increased risk of infection
by P. aeruginosa. The specific role of bronchiectasis in both infection and chronic colonization by this
microorganism in COPD, however, remains ill defined.

To evaluate the prevalence and risk factors for P. aeruginosa recovery from sputum in outpatients with severe
COPD, characterizing P. aeruginosa isolates by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and focusing on the influence
of bronchiectasis on chronic colonization in these patients.

Methods: A case-cohort study of 118 patients with severe COPD attended at a Respiratory Day Unit for an acute
infectious exacerbation and followed up over one year. High-resolution CT scans were performed during stability
for bronchiectasis assessment and sputum cultures were obtained during exacerbation and stability in all patients.
P. aeruginosa isolates were genotyped by PFGE. Determinants of the recovery of P. aeruginosa in sputum and
chronic colonization by this microorganism were assessed by multivariate analysis.

Results: P. geruginosa was isolated from 41 of the 118 patients studied (34.7%). Five of these 41 patients (12.2%)
with P. aeruginosa recovery fulfilled criteria for chronic colonization. In the multivariate analysis, the extent of
bronchiectasis (OR 9.8, 95% Cl: 1.7 to 54.8) and the number of antibiotic courses (OR 1.7, 95% Cl: 1.1 to 2.5) were
independently associated with an increased risk of P. aeruginosa isolation. Chronic colonization was unrelated to
the presence of bronchiectasis (p = 0.75). In patients with chronic colonization the isolates of P. aeruginosa retrieved
corresponded to the same clones during the follow-up, and most of the multidrug resistant isolates (19/21) were
harbored by these patients.

Conclusions: The main risk factors for P. geruginosa isolation in severe COPD were the extent of bronchiectasis and
exposure to antibiotics. Over 10% of these patients fulfilled criteria for chronic colonization by P. aeruginosa and
showed clonal persistence, independently of the presence of bronchiectasis.
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Background

Infectious exacerbations are the most important cause
of hospital admission and mortality in severe chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) [1,2]. Potentially
pathogenic microorganisms (PPMs) such as Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrha-
lis and viruses are the leading causative agents of these
acute episodes, but P. aeruginosa accounts for 5-10% of
COPD exacerbations in these patients and has been associ-
ated with increased mortality [3].

It is widely accepted that the probability of bacterial
infection is higher in exacerbations appearing in severe
COPD patients. Two studies [4,5] have shown that indi-
viduals with a FEV1 below 50% of the reference level
have a six-fold higher risk of suffering exacerbations due
to H. influenzae and P. aeruginosa than patients with
mild or moderate COPD. Likewise, P. aeruginosa infec-
tion in COPD has also been related to risk factors such
as previous hospital admissions and use of oral cortico-
steroids or antibiotics [6-9] but the importance of these
individual determinants has not been elucidated. More-
over, the role of other potential factors such as bronchiec-
tasis, as a risk factor of P. aeruginosa in cursive infection-a
factor associated with severe airflow obstruction in COPD
[10], has been addressed only marginally [8]. In the con-
text of COPD exacerbation, the majority of guidelines
recommend specific treatment against P. aeruginosa in
patients reporting hospital admissions and/or recurrent
use of antibiotics or corticosteroids [11,12]; but the man-
agement of patients with repeated isolates of this PPM is
not well established. Recent studies based on pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) and polymerase chain reaction
have shown that most clones are cleared over time and that
only a minority persist [13]. In some patients a pattern of
chronic colonization by P. aeruginosa has been reported,
closely resembling those seen in cystic fibrosis [14,15]. Un-
fortunately, the relationship between chronic colonization
by P. aeruginosa, the pattern of clonal carriage and bronchi-
ectasis has not been evaluated to date.

The objectives of our study were to evaluate the preva-
lence and risk factors for, P. aeruginosa isolation in sputum
samples from outpatients with severe COPD, characterizing
P. aeruginosa isolates in these patients with pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) and focusing on the influence
of bronchiectasis and other risk factors, on bronchial
colonization in these patients.

Methods

Study subjects

Studied patients were part of a cohort of severe COPD
outpatients attending regularly Respiratory Diseases Day
Care Unit of Sabadell University hospital for scheduled
and exacerbation visits. This cohort included COPD
patients with a postbronchodilatador FEV1 below 50%
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from the reference who reported three or more severe
exacerbations in the previous year. Patients in the cohort
received education on self-care of the disease and a per-
sonal action plan, which included unscheduled visits to
the Unit when exacerbation symptoms appear.

Patients with severe COPD attending the Unit for an
exacerbation of COPD (ECOPD), defined by the pres-
ence of two or three of Anthonisen’s criteria [16], were
enrolled in this case-cohort study between January 2005
and March 2008, and followed from that episode on-
wards for a minimum period of one year.

Exclusion criteria: patients previously diagnosed with
bronchiectasis in view of symptoms and chest X-rays, pa-
tients <40 years of age, patients diagnosed with asthma,
cystic fibrosis or active neoplasia, those receiving chronic
treatment with oral corticosteroids or immunosuppressive
drugs for any reason and those patients under long-term
systemic or inhaled antibiotic therapy.

For the purpose of the study, patients were divided
into two groups according to the presence of P. aeruginosa
in sputum samples. Patients with one or more isolates
of P. aeruginosa from sputum at baseline or during the
follow-up, or with P. aeruginosa recoveries from spu-
tum samples in the previous year were assigned to the
P. aeruginosa group (PA group), and patients with no
previous recovery of P. aeruginosa and who did not present
this microorganism from their sputum samples during the
follow-up were assigned to the non-P. aeruginosa group
(non-PA group). Written informed consent was obtained
from each subject and ethical permission for the study
was obtained from the Sabadell University Hospital Ethics
Committee.

COPD clinical evaluation
COPD was defined as a postbronchodilator ratio of FEV,
to FVC of less than 0.7 according to the Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) criteria in
a patient with a smoking habit of more than 10 pack-years
[12]. At baseline, smoking history, severity of the disease,
BODE index [17], comorbidities (Charlson index) [18], use
of long-term home oxygen therapy, short-term treatments
with antibiotics and corticosteroids and hospitalizations due
to respiratory causes in the previous year were recorded.
All patients underwent the same scheduled clinical con-
trols at the Respiratory Day Care Unit [19] by the same
team of pulmonologists and received regular treatment
with long-term beta-agonists (LABA), anticholinergics and
inhaled corticosteroids (ICS). After the enrolment visit,
scheduled visits were recorded together with unscheduled
acute ECOPD visits, hospitalizations and mortality due to
respiratory causes. When acute symptoms appeared, chest
radiography was performed to rule out acute pneumonia
and decisions regarding antibiotic treatment and admission
were left to the discretion of attending physicians in
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accordance with international guidelines [11,12], adjusting
the antibiotic prescriptions to the antibiogram. In case
of Pseudomonas aeruginosa isolation, oral quinolone
(ciprofloxacin or levofloxacin) or anti-pseudomonal intra-
venous therapy was initiated according to the severity of
the episode.

Isolation of P. aeruginosa in three or more consecutive
sputum cultures, taken at least one month apart during
a 6-month period, was considered as chronic colonization
by this PPM, independently of their recovery from exacer-
bation or stability periods and assuming the persistence of
the microorganism in the periods of stability between
exacerbations, [20]. In these patients, chronic treatment
with inhaled colistin plus long-term azithromycin was
indicated and prescribed from the diagnosis.

Bronchiectasis assessment

CT scans were performed in stability to evaluate bron-
chiectasis using a Multidetector CT scanner (Sensation
16 Siemens; Erlangen, Germany). High resolution CT
(HRCT) images were obtained, during fully suspended
inspiration in the supine position from the lung apex to
the diaphragm, using a thin-section technique (1-mm
collimation at 10-mm intervals) with the following pa-
rameters: 120 kVp tube voltage, 250 mA, and 1-second
scanning time. The images were obtained without injection
of contrast material and viewed in a lung window (window
width, 1500 HU; window level, -600 HU), using a high
spatial frequency algorithm for image reconstruction.

The CT scans were interpreted for the presence of bron-
chiectasis by two radiologists experienced (EC and XG) in
the interpretation of HRCT and blinded to the patient
grouping. Any differences in the reading were resolved by
consensus. Presence of bronchiectasis was based on the fol-
lowing criteria: non-tapering bronchus with internal diam-
eter 110% or greater than the adjacent pulmonary artery, or
visible bronchi within 1 cm of the costal or mediastinal
pleural surface [21]. Bronchiectasis extent was scored for
each pulmonary lobe, grading the lingula as a separate lobe.
Small bronchiectasis only visible in a single pulmonary seg-
ment were not considered, as they may appear in a signifi-
cant percentage of healthy population [22]. The grading
system proposed by Smith and coworkers [23] was used in
the study, scoring the absence of bronchiectasis as 0, bron-
chiectasis in fewer than 25% of bronchi as 1, in 25-49% of
bronchi as 2, in 50-74% as 3, and in 75% or more as 4.
Total score ranged from a minimum value of 0 points cor-
responding to absence of bronchiectasis, to a maximum
value of 24 points indicating involvement of all pulmonary
lobes. Patients with a score < 1 were considered as normal.

Sputum bacteriology
Spontaneous sputum samples were collected in each
ECOPD before antibiotic administration. Stability samples
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were collected in scheduled visits at least one month after
the clinical resolution of any previous acute episode in pa-
tients producing spontaneous sputum. Recovered sputum
was processed within 60 minutes of collection in all cases,
and Murray-Washington criteria were used for the identi-
fication and selection of samples representative of bron-
chial secretions [24]. Sputum samples graded Murray
IV-V were cultured for PPMs in selective media accord-
ing to standard methods [25], and cultures were consid-
ered positive when PPMs were recovered.

Briefly, samples were vortexed for 30—60 seconds after
homogenization with sputolysin and 10 uL were cultured
using a calibrated loop in blood agar, blood agar with
nalidixic acid, chocolate agar and McConkey agar plates.
All plates were incubated in a 5% carbon dioxide incuba-
tor at 35°C and read at 18 and 48 hours. Gram-negative
and Gram-positive bacteria recognized as agents causing
respiratory infections, such as H. influenzae, Haemophi-
lus parainfluenzae, S.pneumoniae, M. catarrhalis, P. aer-
uginosa, Staphylococcus aureus, and Enterobacteriaceae
were considered as PPMs [26]. The presence or absence
of a mucoid phenotype was recorded for each isolate.
Antimicrobial susceptibility testing of P. aeruginosa isolates
were performed using the microdilution assay to determine
the minimum inhibitory concentration according to the
procedures of the Clinical and Laboratory Standards
Institute [27]. Multidrug resistance (MDR) in P. aeruginosa
was defined as resistance to three or more antibiotic groups
usually active against the PPM, including beta-lactams
(penicillins and cephalosporins), carbapenems, quinolones
or aminoglycosides, monobactam and polymyxins [28].

P. aeruginosa genotyping

P. aeruginosa isolates were frozen at -80°C and subse-
quently genotyped. The genetic relatedness of the P.
aeruginosa isolates in the present study was assessed by
pulsed-field electrophoresis (PFGE), essentially follow-
ing a modification of the method of Durmaz et al. [29].
Genomic DNA was prepared after centrifugation of 1 ml
from a 1.5 McFarland solution obtained from fresh cul-
tures grown on blood agar plates. Pellets were resuspended
in 120 pL of suspension buffer (CSB; 100 mM Tris—HCI
[pH 8.0], 10 mM EDTA) and mixed with an equal volume
of molten (55°C) 2% InCert® agarose (Lonza) prepared in
CSB with 1% sodium dodecyl sulphate (SDS). The DNA
was digested with30 U of Spel restriction enzyme (New
England Biolabs) and incubated at 37°C for 17 hours. The
digested DNA was electrophoresed in a CHEF-DR III
system (Bio-Rad) with the following running parame-
ters: 6 V/cm at 14°C with pulse times ranging from 5 to
25 seconds for 20 hours. Gels were stained with SYBR®
Safe (Invitrogen) and documented in a ImageQuant™
LAS 4000 (GE Healthcare). Gel images were analyzed using
InfoQuest™ FP software version 4.5 (Bio-Rad, Laboratories).
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Cluster analysis was generated using the Dice coefficient,
with an unweighted pair-group method that uses arithmetic
average (UPGMA) clustering, with a tolerance setting of
1% and optimization of 0.5%. Isolates were defined as the
same PFGE clonal type if the Dice coefficient was 290%.

Statistical analysis
The SPSS statistical package version 17.0 (SPSS; Chicago,
Illinois) was used for the statistical analysis. Results for
categorical variables were expressed as absolute and rela-
tive frequencies, and continuous variables were expressed
as means and standard deviations (SD). PA and non-PA
groups were compared for the assessment of factors asso-
ciated with P. aeruginosa isolation, using the chi-square
test with continuity correction for categorical variables.
Quantitative variables were analyzed using Student’s
t-test or the corresponding non-parametrical tests when
required.

Multivariate analysis using stepwise logistic regression
was performed with PA isolation as dependent variable.
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Variables showing a univariate association (p < 0.10) were
included in the model as covariates. Multicollinearity was
evaluated by means of Variance Inflation Factor (VIF);
considering that values below 2.5 in each covariate ruled
out collineality in the model. Results were expressed as
crude and adjusted odds ratios (OR) with 95% confidence
intervals (95% CI). All statistical tests were two-sided, with
a p value of 0.05 or less reported as statistically significant.

Results
Population sample
One hundred eighteen severe COPD patients with a mean
(SD) follow-up of 1003 (306) days were enrolled over the
study period. The study population was predominantly
male, with a mean (SD) age of 69 (8) years, and classified
as GOLD 1V in over half of the cases. Clinical characteris-
tics of participating patients at baseline are shown in
Table 1.

A total of 466 sputum samples were obtained at base-
line and during the follow-up, both during exacerbations

Table 1 Baseline and clinical characteristics of 118 severe COPD patients attended for COPD exacerbation (ECOPD),

with and without P. aeruginosa isolation

Whole group PA-group Non PA-group P value
Subjects, (%) 118 41 (34.7) 77 (653)
Follow-up (days), m (SD) 1003 + 306 10369+ 3475 9849 + 2823 041
Age (years), m (SD) 69.5+82 703+7.7 69+85 042
Current smoking, (%) 13(11) 2 (49 11 (14.3) 0.21
Pack-year, m (SD) 633+319 694 +363 60+ 289 0.15
Alcohol abuse >80 g/, n (%) 3(25) 1(24) 2 (2.6) 1
Influenza vaccination, n (%) 105 (89) 38(92.7) 67 (87) 0.53
Pneumococcus vaccination n (%) 57 (483) 23 (56.1) 34 (44.2) 021
Body mass index (Kgr/mz) 275+46 26514 281+49 017
FEV1 post-BD, (L), m (SD) 097+03 091+028 1.0+031 0.13
FEV1 post-BD, (% predicted), m (SD) 34+11 34+13 343+10 0.82
GOLD stage IV, n (%) 71 (60) 27 (66) 44 (57) 0.35
BODE score, m (SD) 51+16 53+15 5+£16 038
Home oxygen therapy, n (%) 50 (42.4) 21 (51.2) 29 (37.7) 0.15
Charlson, m (SD) 41315 429+15 404+15 0.39
Bronchiectasis score, m (SD) 21+26 3+35 16+18 0.02
ECOPD during follow-up, m (SD) 319429 44+4 25+2 0.008
ECOPD/year, m (SD) 219£2 3+£27 1.7£14 0.006
Antibiotic prescriptions* 89+75 125+92 701+57 <0.001
Antibiotic prescriptions/year 33+£25 47+29 26+18 <0.001
Corticosteroid courses* 63+58 8+6.3 55+54 0.02
Corticosteroid courses/year 230+18 29+2 19+16 0.004
Days of hospital stay* 294+379 438+439 213+£319 0.005
Mortality, n (%) 17 (14.4) 11 27) 6 (8) 0.005

Data are presented as means + SD or n (%), unless otherwise stated. PA group = P. aeruginosa group; Non PA group = Non P. aeruginosa group; ns = not significant;

post-BD = post bronchodilator. *prior year included.
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(n=386) and in stability (n=280). Three hundred and
twenty PPMs were isolated from 263 sputum samples
and in 92 sputum samples no PPM was recovered. The
most frequently isolated bacteria were H. influenzae (94
recoveries, 29.3%) P. aeruginosa (92, 28.7%) S. pneumoniae
(51, 15.9%) and M. catarrhalis (46, 14.3%).

Prevalence and risk factors for P. aeruginosa isolation

P. aeruginosa was recovered once or more from sputum
samples in 41 of 118 patients (34.7%) who were included
in the PA group. In five of them, isolates were reported
during the year before inclusion with posterior negative
samples for this PPM during the follow-up period; twenty-
two had isolates growing P. aeruginosa before and during
study period, and in the remaining 14 patients, this PPM
was recovered only during follow-up.

Group comparison showed no significant differences
in age, smoking history, FEV1, body mass index, BODE
score, comorbidities, influenza and pneumococcus vaccin-
ation and long-term oxygen therapy use. Patients in the
PA group had significantly more COPD exacerbations,
higher antibiotic and corticosteroid prescription rates, and
longer hospital stays than the non-PA group (Table 1).

Bronchiectasis were found in 56 patients (47%), with a
mean score of 4.2 (2.5) when present. In 29 patients (51.8%)
bronchiectasis were localized only in lower lobes, and in 12
participants (25.4%) were identified in more than four lobes.
Bronchiectasis scores were significantly higher in the PA
group than in the non-PA group (3 vs 1.6, p = 0.02). Mor-
tality was also significantly higher in the PA group than in
the non-PA group (27% vs 8%, p = 0.005) (Table 1).

For the identification of risk factors for P.aeruginosa
isolation in severe COPD, bronchiectasis were categorized
in three groups according to their extent: 1) No bronchiec-
tasis; 2) bronchiectasis scored 2—5; and 3) bronchiectasis
scored over 5, using the first group as reference category.
Forty-five patients (38%) had scores between 2 and 5, and
11 patients (9%) had more extensive bronchiectasis with
scores higher than 5. Multivariate analysis showed that the
extent of bronchiectasis (OR 9.8, 95% CI: 1.7 to 54.8) and
the number of courses of antibiotic therapy (OR 1.7, 95%
CIL: 1.1 to 2.5) were independently associated with an
increased risk of P. aeruginosa isolation in bronchial
secretions (Table 2).

Table 2 Results of multivariate analysis of factors
associated with P. aeruginosa isolation

Factor OR 95% ClI P value
Bronchiectasis score (>5) 9.8 1.7 - 54.8 0.009
Antibiotic prescriptions/year 1.7 1.1-25 0.008
Days of hospital stay 1 09-1 03
Corticosteroid courses/year 0.7 05-12 0.2
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P. aeruginosa colonization and bronchiectasis

Five of 41 patients (12.2%) fulfilled criteria of chronic
colonization by P. aeruginosa without a relationship be-
tween this clinical situation and the extent of bronchiec-
tasis. Three out of five chronically colonized patients (60%)
did not show bronchiectasis on the CT scan; nor did 15
out of 23 patients who had single isolates of P. aeruginosa
(65%) (p = 0.75). The observation of a mucoid morphotype,
however, was significantly associated with a bronchiectasis
score over 5 (p =0.004), and found in four out of five
patients with this morphotype.

Characterization of P. aeruginosa isolates
Ninety-two positive cultures of P. aeruginosa were recov-
ered from 41 patients, with 78 isolates valid for genotyping,
corresponding to 31 patients. Thirty-six clones were identi-
fied from these 78 isolates, specific for each patient, except
in the case of one clone shared by two patients. Figure 1
shows the overall scheme of the PA group with P. aerugi-
nosa genotyped, and Figure 2 shows the dendogram of
PFGE patterns for the 78 genotyped P. aeruginosa isolates.
Thirteen of 31 patients (41.9%) showed a single P.
aeruginosa isolate with a single clone. Among the
remaining 18 patients with repeated isolates of P. aerugi-
nosa, 12 patients showed the same clone during follow-up,
five of them fulfilling the criteria for chronic colonization.
The assessment of mucoid morphotype in the genotyped
samples demonstrated this morphotype in 11 isolates from
five different patients (numbers 1, 25, 28, 30, and 36; in
Tables 3 and 4) with three clones (P16, P26 and P4) adopt-
ing different morphotypes over time (Tables 3 and 4).
Thirty-seven isolates of P. aeruginosa analyzed were
susceptible to all tested antibiotics (47.4%), 20 were re-
sistant to one or two antibiotic groups (25.6%), while the
remaining 21 were multidrug resistant (26.9%). The anti-
biotic resistance profile of the 78 genotyped P. aeruginosa
isolates is shown in Table 5. Multidrug resistant isolates
were retrieved in five patients (numbers 1, 13, 19, 25 and
29; in Tables 3 and 4), three of them chronically colonized.
These three patients harbored 19 of the 21 multidrug
resistant isolates observed (90%). The clones of all these
patients showed fluctuations in antimicrobial suscepti-
bility over time.

Discussion

Our study showed a high prevalence of P. aeruginosa
isolation in a cohort of severe COPD patients. The extent
of bronchiectasis and recurrent use of antibiotic therapy
were the main risk factors for the recovery of this PPM
from bronchial secretions. Most patients in the PA group
had single isolates of P. aeruginosa, but up to 12% of
patients met criteria for chronic colonization by this PPM,
though this clinical situation was not related to the pres-
ence of bronchiectasis. Furthermore, clonal persistence was
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PA-Group
41 patients

_

10 patients non-genotyped:
(Only one positive culture
for P. aeruginosa)

31 patients genotyped:
78 strains genotyped (PFGE)

— T

13 patients
A single isolate of P. aeruginosa

>1 isolate of P. aeruginosa

18 patients

v

¢

13 patients
No chronic colonization
by P. aeruginosa

5 patients
Chronic colonization
by P. aeruginosa

[
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l v

2 patients
Indeterminate

4 patients
with different clones

7 patients
with the same clone

5 patients
Clonal persistence

Figure 1 Flow chart illustrating the distribution of PA-group patients with P. aeruginosa isolates genotyped. The indeterminate group
corresponds to patients with three isolates, but only one isolate genotyped.

observed in this subset of patients, as previously reported
in patients with cystic fibrosis.

Prevalence and risk factors for P. aeruginosa isolation
We recovered P. aeruginosa from sputum in nearly 40%
of the severe COPD patients in our series, half of whom
presented bronchiectasis. These figures were similar to
those reported in previous studies in patients with ad-
vanced disease, as shown by Murphy et al. [30] and Renom
et al. [9], who reported P. aeruginosa isolation in over one
third of the sputum samples obtained from COPD patients.
A strong relationship between the extent of bronchiec-
tasis and P. aeruginosa recovery was observed in our
study. Bronchiectasis have been often reported in severe
COPD [10,21,31] but the association between bronchiec-
tasis and P. aeruginosa isolation have been only margin-
ally addressed in previous studies. Garcia-Vidal et al. [8]
analyzed 188 patients with moderate to severe COPD
admitted to hospital for a COPD exacerbation and studied
by HRCT identifying bronchiectasis in 52% of them, with-
out finding significant relationships between bronchiec-
tasis and P. aeruginosa isolation. In a similar population of
201 COPD patients Martinez-Garcia et al. [22] observed
that the isolation of P. aeruginosa was significantly more
frequent in patients with bronchiectasis (13% versus 4.7%).
Our study demonstrated that in COPD patients with
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advanced disease the relationship between bronchiectasis
and the recovery of P. aeruginosa is clearly defined and as-
sociated with the extent of the bronchial abnormality.
Additionally, among the other risk factors evaluated for
P. aeruginosa isolation in our study, only the number of
previous antibiotic treatments was independently asso-
ciated with the recovery of this PPM in our study, after
accounting for covariates in the multivariate analysis.
This finding is in agreement with previous studies that
have found a relationship between antibiotic treatments
and the subsequent isolation of P. aeruginosa in sputum
samples [7,8]. The lack of a relationship in the multivariate
analysis between previous hospital admissions and P.
aeruginosa recovery in our study may be attributed to
the differences in study design, because the present study
focus on patients regularly attending an outpatient day
care facility, or to the higher weight of recurrent antibiotic
treatments as a predictor. Although the present study was
not designed to evaluate mortality, we observed a higher
death rate during the follow-up in the PA group, in agree-
ment with other authors [9,32].

Characterization of P.aeruginosa isolates in chronic
colonization

Near 50% of COPD patients (PA-group) had repeated iso-
lates of P. aeruginosa, accomplishing criteria of chronic
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Table 3 Characteristics of P. aeruginosa isolates genotyped in patients who met criteria for chronic bronchial
colonization by P. aeruginosa

Patient isolates PFGE Genotype ECOPD Isolation date Morphotype

le P16 No 24/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa

1f P32 No 24/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa

1a P16 Yes 10/Jan/07 Pseudomonas aeruginosa

1b P16 No 16/Feb/07 Pseudomonas aeruginosa

19 P16 Yes 21/Mar/07 Pseudomonas aeruginosa

1i P16 Yes 21/Mar/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
1c P16 Yes 23/Apr/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
1d P16 Yes 31/May/07 Pseudomonas aeruginosa
25a P26°' Yes 18/Aug/05 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25b P26 No 3/Nov/05 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25¢ P26°! Yes 5/Dec/05 Pseudomonas aeruginosa
25d P26°" No 9/Jan/06 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25e P26°2 No 17/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa mucoid
25f P26°! Yes 11/Jan/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
259 p26° Yes 23/Apr/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
26a p27 Yes 10/0ct/07 Pseudomonas aeruginosa
26b p27 Yes 12/Nov/07 Pseudomonas aeruginosa
26¢ p27 No 14/Dec/07 Pseudomonas aeruginosa
29a P30 Yes 2/Mar/05 Pseudomonas aeruginosa
29b P30 No 17/Jun/05 Pseudomonas aeruginosa
29¢ P30°2 Yes 9/Nov/05 Pseudomonas aeruginosa
29k P30°" Yes 12/Dec/05 Pseudomonas aeruginosa

291 P30% Yes 12/Dec/05 Pseudomonas aeruginosa
29d P30°' No 23/Jan/06 Pseudomonas aeruginosa
2% P30b No 3/Jul/06 Pseudomonas aeruginosa

20f P30°! No 18/Sep/06 Pseudomonas aeruginosa
299 P30° No 7/Nov/06 Pseudomonas aeruginosa
29h P30 No 27/Dec/06 Pseudomonas aeruginosa

29i P30° No 12/Sep/07 Pseudomonas aeruginosa

29j P30° No 17/Dec/07 Pseudomonas aeruginosa

31a PO6P Yes 9/0ct/06 Pseudomonas aeruginosa
31b P06° No 21/Nov/06 Pseudomonas aeruginosa

31c P06° Yes 22/Mar/07 Pseudomonas aeruginosa
31d PO6° No 27/Apr/07 Pseudomonas aeruginosa
3le PO6? Yes 4/Sep/07 Pseudomonas aeruginosa

31f POG° No 17/0ct/07 Pseudomonas aeruginosa

Patients are identified by numbers and different isolates by letters. The PFGE clones are identified by numbers and the superscript indicates same clones with a

Dice coefficient between 90-99%.

colonization by this PPM in over 10% of cases. Similarly,
Martinez- Garcia et al. [31] found chronic colonization by
P. aeruginosa in 11/201 moderate-to-severe COPD pa-
tients. The molecular characterization of P. aeruginosa
isolates in our COPD cohort demonstrated the persistence
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of the same clone in two thirds of them and in all chronic-
ally colonized patients.

Few studies to date have evaluated chronic colonization
by P. aeruginosa in COPD patients and those that have
been performed have showed conflicting results. Studies
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Table 4 Characteristics of P. aeruginosa isolates genotyped in patients without criteria for chronic bronchial
colonization by P. aeruginosa

Patient isolates PFGE Genotype ECOPD Isolation date Morphotype

2a P14 Yes 17/Oct/06 Pseudomonas aeruginosa
2b P33 Yes 15/Feb/08 Pseudomonas aeruginosa
3 P19 Yes 17/0ct/05 Pseudomonas aeruginosa
4 P10 Yes 2/Jun/05 Pseudomonas aeruginosa
5 P04? Yes 22/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa
6 P23 Yes 4/Jul/05 Pseudomonas aeruginosa
7a po7 Yes 1/Dec/06 Pseudomonas aeruginosa
7b po7 No 12/Nov/07 Pseudomonas aeruginosa
8a P31 No 8/Sep/05 Pseudomonas aeruginosa
8b P31 No 12/Dec/05 Pseudomonas aeruginosa
9 P12 Yes 14/Dec/07 Pseudomonas aeruginosa
10 p28 Yes 10/Aug/06 Pseudomonas aeruginosa
1 P29 Yes 5/0ct/07 Pseudomonas aeruginosa
12a P13 Yes 7/Apr/05 Pseudomonas aeruginosa
12b P13 No 18/0ct/05 Pseudomonas aeruginosa
13a P34 Yes 30/May/06 Pseudomonas aeruginosa
13b P02 Yes 11/0ct/06 Pseudomonas aeruginosa
14a P18 Yes 28/Jan/06 Pseudomonas aeruginosa
14b P18 Yes 28/Jul/06 Pseudomonas aeruginosa
15 P05 Yes 2/Feb/06 Pseudomonas aeruginosa
16a P15 Yes 23/Nov/05 Pseudomonas aeruginosa
16b P15 Yes 3/Jan/06 Pseudomonas aeruginosa
17a P20 Yes 3/Nov/05 Pseudomonas aeruginosa
17b P20 Yes 22/Dec/05 Pseudomonas aeruginosa
17¢ P20 Yes 8/Jun/06 Pseudomonas aeruginosa
19a P25 Yes 19/Dec/05 Pseudomonas aeruginosa
190 P35 No 12/Jun/06 Pseudomonas aeruginosa
19¢ P17 Yes 3/Mar/08 Pseudomonas aeruginosa
20 P03 Yes 28/Nov/06 Pseudomonas aeruginosa
21 PO1 Yes 4/Feb/08 Pseudomonas aeruginosa
23 P24 Yes 6/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa
24 P0o9 Yes 30/Jun/06 Pseudomonas aeruginosa
27a p0o8 Yes 20/Mar/06 Pseudomonas aeruginosa
27b P08 No 12/Apr/06 Pseudomonas aeruginosa
27¢ P08 No 25/Jul/07 Pseudomonas aeruginosa
28 P11 Yes 11/0Oct/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
30a Po4? Yes 10/Jan/07 Pseudomonas aeruginosa
30b P04° No 21/Feb/07 Pseudomonas aeruginosa mucoid
30c p22 No 19/Dec/07 Pseudomonas aeruginosa
30d P22 Yes 8/Feb/08 Pseudomonas aeruginosa
36 P36 Yes 23/May/05 Pseudomonas aeruginosa mucoid
32 P21 Yes 10/Nov/06 Pseudomonas aeruginosa

Patients are identified by numbers and different isolates by letters. The PFGE clones are identified by numbers and the superscript indicates same clones with a
Dice coefficient between 90-99%.
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Table 5 Antibiotic resistance profile of 78 P. aeruginosa
isolates

Antibiotic group Antibiotic Number of susceptible

strains (%)

Quinolones 39 (50.0)
Ciprofloxacin 37 (47.4)

Levofloxacin 39 (50.0)

Aminoglycosides 63 (80.8)
Tobramycin 54 (69.2)

Amikacin 61 (78.2)

Gentamicin 37 (47.4)

Penicillins 63 (80.8)
Ticarcillin 58 (74.4)

Piperacillin tazobactam 63 (80.8)

Cefalosphorins 58 (74.4)
Ceftazidime 58 (74.4)

Cefepime 51 (65.4)

Carbapenems 62 (79.5)
Imipenem 50 (64.1)

Meropenem 62 (79.5)

Polymyxins Colistin 76 (974)
Monobactams Aztreonam 59 (75.6)

assessing P. aeruginosa isolates by PFGE from COPD
respiratory samples showed a chronic infection pattern
similar to cystic fibrosis [14,15] in a limited number of
COPD patients. Conversely, in a 10-year follow-up study
which included 126 COPD patients, Murphy et al. [30]
observed two distinct patterns of carriage of P. aeruginosa:
a more frequent pattern of short-term carriage followed
by clearance of the strain in up to half of episodes, and a
persistence pattern of the same strain in a quarter of the
episodes. Rakhimova et al. [13] genotyped P. aeruginosa
isolates from this cohort and compared them with strains
recovered from patients with cystic fibrosis showing
chronic P. aeruginosa infection (n = 128), concluding that
sporadic or intermittent infection with P. aeruginosa was
the most common finding in bronchial secretions from
COPD patients, who presented a frequent clone turnover,
a pattern that differs from the chronic carriage of P. aeru-
ginosa clones found in cystic fibrosis. Our results confirm
that although the most frequent pattern in severe COPD
is a self-limited isolation of P. aeruginosa, over ten per
cent of severe patients show chronic colonization by P.
aeruginosa, with clonal persistence pattern in close simi-
larity with cystic fibrosis. A relationship with the extent of
bronchiectasis was not observed in our study in this sub-
set of patients, however. Determinants other than bron-
chiectasis that were not evaluated in our study, such as
virulence factors or biofilm production, could explain the
ability of P. aeruginosa to colonize these patients [14].

88

Page 10 of 12

More than half of the isolates recovered from chronically
colonized patients who harbor the same clone showed
multidrug resistance and presented fluctuations in their
antimicrobial susceptibility over the time. This variability
in the antibiogram of P. aeruginosa has been reported
previously [33] in cystic fibrosis, suggesting a polyclonal
population that may not be well represented in sputum
cultures. Similarly, some P. aeruginosa clones in our study
adopted both mucoid and non-mucoid phenotypes during
the follow-up, a finding that has also been reported in cys-
tic fibrosis [34]. Finally, although the mucoid morphotype
is considered a marker of colonization [35], in our study it
was mainly related to high score of bronchiectasis.

Limitations

Patients from a selected COPD population participated
in this study and our results can not be extrapolated to
the COPD population as a whole. Only patients with severe
COPD and frequent exacerbations who were managed on
an outpatient basis at a day care facility were enrolled: re-
sults in these patients may not be applicable to patients
who require recurrent admissions when exacerbation symp-
toms appear or has less severe disease. Additionally, micro-
biological analyses were performed only in spontaneous
sputum samples, and no information on bronchial flora
was obtained from patients or from episodes without spu-
tum production. These limitations, however, do not reduce
the significance of the results obtained, considering that
spontaneous sputum production is the most common situ-
ation for these patients during exacerbations.

Conclusions

In summary, our study suggests a high prevalence of P.
aeruginosa isolations in severe COPD patients. The extent
of bronchiectasis and the number of antibiotic treatment
regimens received were the main independent risk factors
for the recovery of this PPM. Moreover, over one tenth
of COPD patients met criteria for chronic colonization
by P. aeruginosa and showed clonal persistence of this
PPM regardless of the extent of bronchiectasis.

These findings have clinical implications for the man-
agement of severe COPD patients with frequent exacer-
bations, who may need the performance of CT scans
and repeated sputum cultures for the identification of
bronchiectasis and bronchial colonization by this PPM.
P. aeruginosa must be considered a common causative
agent in these patients, especially in those with a high ex-
tent in their bronchiectasis and receiving frequent antibiotic
treatment. According to our data, a close follow-up may be
recommended when P. aeruginosa is isolated in sputum
cultures, for an early identification of chronic colonization,
a situation which will require an approach similar to that
applied in cystic fibrosis.
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