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Resumen

RESUMEN

ANTECEDENTES

A pesar de la importancia de las agudizaciones en la Enfermedad Pulmonar
Obstructiva  Cronica (EPOC), sabemos relativamente poco de

su microbiota caracterizada mediante metagenomica.

OBJETIVO

Caracterizar la microbiota de la via respiratoria baja de pacientes con EPOC en
estado clinico estable vs agudizado.

MATERIAL Y METODOS

Se estudid la microbiota respiratoria de 60 pacientes con EPOC. A cada
paciente se le tomé una muestra de esputo en estado estable de la enfermedad

y otra en estado agudizado.

Tras la extraccion del DNA a partir de las muestras de esputo se realizo la
sintesis  de las librerias de amplicones del gen  16s ribosomal utilizando
oligonucledtidos universales. La region amplificada fue la comprendida entre la
posicion 27 y la 533 del gen 16srRNA bacteriano empleando la
tecnologia Illlumina miseq. Después del ensamblado y filtrado por calidad de las
secuencias obtenidas solo se emplearon para el estudio secuencias de un

tamafio minimo de 400 bp.

El analisis bioinformético de las secuencias obtenidas se hizo con el
programa giime v1.8.0, con el cual se realizaron las anotaciones taxonémicas
de las lecturas y sus asignaciones a cada paciente desde Fillum hasta
Género, empleando para ello la ultima version disponible de la base de datos

“Ribosomal Database Project”.

Se realizaron histogramas de composicion taxondmica, y analisis de alfa y beta

diversidad determinando los indices de biodiversidad Shannon-Wiener (H’) y
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riqueza de especies (Chaol) para cada muestra y para las agrupaciones de
muestras (cluster) con una microbiota similar identificados a través de un

Andlisis de Componentes Principales.

Por dltimo, se realizd6 una gPCR en las muestras de esputo del grupo
“agudizado” para la identificacion de los virus respiratorios Influenza A y
B, Metapneumovirus, Rhinovirus, Enterovirus, Parainfluenza A y Virus

Respiratorio Sincitial.

RESULTADOS

De las 120 muestras de esputo pertenecientes a los 60 pacientes incluidos en
el estudio, finalmente se obtuvieron un total de 118 muestras de esputo con
calidad suficiente para poder ser sometidas a los andlisis bioinformaticos
pertinentes: 60 procedentes de la categoria clinica “agudizado” y 58 obtenidas

tras la posterior estabilizacion.

La microbiota fue menos diversa en las muestras de los pacientes en

agudizacion.

La abundancia relativa (AR) del genero Haemophilus pasé de un 6° lugar en
estable (AR=3,75%) a un primer lugar en agudizado (AR=17%), siendo la
diferencia en las abundancias relativas estadisticamente significativa
(p=0.014).

El Andlisis de Componentes Principales reveld6 que las 118 muestras se
distribuyeron agrupandose en 4 clusters diferenciados a nivel de microbiota
(Clusters 1-4).

La microbiota del Cluster 1 (n=7/60 muestras de la  categoria  clinica
“agudizado”) estuvo compuesta mayoritariamente por Haemophilus (73,6%
abundancia relativa), principalmente Haemophilus del tipo “No Tipable” (NTHi),
presentando la disbiosis mas alta desplazando al resto de especies bacterianas
H'=1,57; Chaol=6,61.
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La del Cluster 2 (n=12/60 “agudizado”) estuvo compuesta por Haemophilus
(AR=35,5%), Streptococcus spp. (AR=18,2%) y 30 géneros mas
(AR=46,3%%). EI Haemophilus mas prevalente fue el no encapsulado, siendo
la disbiosis menor, desplazando en menor medida al resto de especies:
H'=2,31; Chaol=14,67.

La microbiota del Cluster 3 (n=3/60 “agudizado”) estuvo compuesta por
Pseudomomonas (46,2%), Enterobacteriaceae (Serratia) (16,1%), Streptococc

us spp (9,1%) y 13 géneros mas (28,6%).

En el Cluster 4 se encontraron todas las muestras de la categoria “estable”
(n=58/58) como el resto de Ila categoria “agudizado” (n=38/60).
La microbiota del cuarto cluster de pacientes agudizados fue la que mas
diversidad manifestd, siendo similar a la microbiota en fase estable de todos los
pacientes. En global, la microbiota del cluster 4 estuvo formada por
Streptococcus (32,8%), Prevotella (9,1%), Veillonella (5,8%) y 42 géneros mas
(52,3%) con un indice H'=2,73 y un indice Chao1=20,53.

En 10 de las 38 muestras agudizadas de este Cluster 4 se encontré al menos
un virus respiratorio. Los virus encontrados en este Cluster 4 fueron en orden
de frecuencia: Rhinovirus (n=4), Influenza A (n=3), Metapneumovirus (n=2) y
Coronavirus OC43 (n=1). Enlas 28 muestras agudizadas restantes no se
determind una causa infecciosa de las agudizaciones. En pacientes asmaticos
la presencia de agudizaciones de causa no infecciosa fue superior, si bien las

diferencias no alcanzaron significacion estadistica.

Los agentes bacterianos causantes de las agudizaciones fueron los mismos
en grados GOLD 1-2 versus 3-4. Fueron asimismo similares en los pacientes
con mas o menos sintomatologia en base a escala mMMRC y Cuestionario CAT,
y en pacientes con un historial de al menos dos agudizaciones el afiio previo

frente a los que sufrieron una o ninguna el afo previo.
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CONCLUSIONES

A través del Analisis de Componentes Principales, se han identificado
4 microbiotas distintas en esputos de pacientes con EPOC en estado estable
y agudizado. Las microbiotas 1, 2 y 3 son especificas de pacientes agudizados
siendo la causa de la agudizacion bacteriana, mientras que la microbiota 4 es
compartida por los pacientes en estado estable y los pacientes en estado
agudizado (38/60).

El género Haemophilus pasé de un 6° lugar en muestras estables a un primer
lugar en agudizadas, siendo la diferencia en las abundancias relativas
estadisticamente significativa. El microbioma con mayor abundancia relativa
de Haemophilus del tipo “No Tipable” (NTHi) agrupado en el Cluster 1, presenté
la disbiosis mas alta desplazando al resto de especies bacterianas.

En 10 de los 38 pacientes agudizados con microbiota 4 se pudo atribuir a una
agudizacion de origenvirica 'y en el resto (28/38) la
agudizacion probablemente se debié a una etiologia no infecciosa. La
agudizacion virica, no modifico la microbiota, siendo similar a la microbiota de
las agudizaciones de etiologia no infecciosa y a la de las muestras en fase
estable, méas alld de un aumento de la abundancia relativa de microorganismos

consumidores de lactato.
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SUMMARY

BACKGROUND

Despite the importance of exacerbations of chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), we know relatively little about

their microbiota characterized by metagenomic.

OBJECTIVE

To characterize the microbiota of the low respiratory tract of COPD

patients during exacerbation and posterior stabilization.

METHODS

Samples and patients employed: The respiratory microbiota of 60 patients with
COPD was studied. A sample of good quality expectorated sputum during
exacerbation and posterior stabilization was obtained from each patient. After
DNA extraction, 16S rRNA gene libraries were synthesized using universal
primers. A region between position 27 and 533 of the 16S rRNA gene was
amplified and then sequenced by NGS illumina miseq. Only sequences of a

minimum size of 400 bp were used for the study.

Bioinformatics analysis of the obtained sequences was performed by
using QIIME  v18.0, with  which they were madethe taxonomic
groupings and their assignments to each patient from Fillum to Gender, using
the latest available version of the database “Ribosomal Database Project”.

Histograms of taxonomic composition and alpha and beta diversity analyzes
were performed, determining the Shannon-Wiener (H) and species richness
indexes (Chaol) for each sample and for clusters of samples with a similar
identified microbiota through a Principal Components Analysis.
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A gPCR was lastly performed on sputum samples from the "acute" group for
the detection of respiratory viruses as Influenza A and B, Metapneumovirus,

Rhinovirus, Enterovirus, Parainfluenza A and Respiratory Syncytial Virus.

RESULTS

Of the 120 sputum samples belonging to the 60 patients included in the study, a
total of 118 sputum samples of sufficient quality were finally included
for bioinformatics analysis: 60 from the “exacerbated" clinical category
and 58 obtained after posterior stabilization.

The microbiota was less diverse in the samples of patients in exacerbation.

The relative abundance (RA) of the genus Haemophilus went from a 6th place
in stable (RA=3.75%)to a first place (RA=17%) in exacerbated sputum
samples, with the difference in relative abundances being statistically
significant (p=0.014).

Principal component analysis revealed that all 118 samples were grouped into
four clusters differentiated at the microbiota level.

The cluster 1  microbiota (n=7/60 sputum  from  exacerbation)
was mostly composed of Haemophilus (73.6% relative abundance), mainly of
the "No TipableHaemophilus influenzae (NTHi)", presenting the
highest dysbiosis and displacing the rest of bacterial species H’ index= 1.57;
Chaol index= 6.61.

Cluster 2 (n=12/60 "exacerbated”) was composed of Haemophilus (35.5%),
Streptococcus spp. (18.2%) and other 30 genus (46.3%). The most
prevalent Haemophilus was the non-encapsulated, being the dysbiosis smaller
and displacing to a lesser extent the rest of species: H'= 2.31; Chaol = 14.67.
Cluster 3 (n=3/60 "exacerbated") comprised Pseudomomonas (46.2%), Serratia
(16.1%), Streptococcus spp. (9.1%) and other 13 genus (28.6%).

In cluster 4, both the “stable” n=(58/58) and the rest of the "exacerbated"
sputum samples (n=38/60) were found. Microbiota of this cluster consisted of
Streptococcus spp. (32.8%), Prevotella (9.1%), Veillonella (5.8%) and
other 42 genus (52.3%) with an index H'=2.73 and a Chaol index = 20.53.
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In 10 of the 38 exacerbated samples of this Cluster 4 at least one respiratory
virus was found. The viruses found in this Cluster 4 were in order of frequency:
Rhinovirus (n = 4), Influenza A (n = 3), Metapneumovirus (n = 2) and
Coronavirus OC43 (n = 1).In the remaining 28 exacerbated samples, no
infectious cause of exacerbations was determined. In asthmatic patients, the
presence of non-infectious cause exacerbations was higher, although the

differences did not reach statistical significance.

The bacterial agents causing the exacerbations were the same in
GOLD grade 1-2 versus 3-4. They were also similar in patients with more or
less symptomatology based on mMRC scale and CAT Questionnaire, and in
patients with a history of at least two exacerbations the previous year compared

to those who suffered one or none exacerbation the previous year.

CONCLUSIONS

Through the Principal Components Analysis, 4 different microbiotas have been
identified in sputum from patients with COPD. The bacterial microbiotas 1, 2
and 3 are specific for exacerbated patients and bacterial seems to be the
cause of the exacerbation. The role of bacterial microbiota of cluster 4 on
exacerbations is less clear because microbiota from exacerbated samples is the

same as the microbiota of all stable patients.

The genus Haemophilus went from a 6th place in stable samples to a first place
in exacerbated sputum samples, being the difference in relative abundances
statistically significant. The microbioma with the highest relative abundance
of "No TipableHaemophilus influenzae (NTHi)" grouped in Cluster 1, presented
the highest dysbiosis displacing the rest of bacterial species.

In 10 out of 38 exacerbated patients with microbiota 4, exacerbation seems to
be of viral origin and in the rest (28/38) the exacerbation was probably due to a
non-infectious etiology. The viral exacerbation did not modify the microbiota,
being similar to the microbiota of exacerbations of non-infectious etiology and
that of the stable samples, beyond an increase of the relative abundance of

microorganisms consuming lactate.
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I. INTRODUCCION

I.1. Importancia.

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) es una causa
importante de morbimortalidad a nivel mundial. Hemos aprendido mucho
acerca de la EPOC desde que la Iniciativa Global para la Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Cronica publicé su primer informe, (Global Strategy for
the Diagnosis, Management and Prevention of COPD / Estrategia Global para

el Diagndstico, Tratamiento y Prevenciéon de la EPOC), en 2001.

El tratamiento actual de la EPOC se centra tanto en el alivio inmediato y la
reduccion del impacto de los sintomas, como en disminuir el riesgo de eventos
adversos como son las exacerbaciones o agudizaciones. Conseguir este doble
objetivo obliga a que los médicos se concentren en las repercusiones de la
EPOC en sus pacientes tanto a corto como a largo plazo. Asi, una estrategia
de manejo de la EPOC que combine la evaluacion individualizada de la
enfermedad con dichos objetivos terapéuticos podra satisfacer mejor las
necesidades de cada paciente (Global Strategy GOLD 2011).

Las enfermedades respiratorias cronicas se sitian en el cuarto lugar de las
enfermedades de larga duracién diagnosticadas en adultos (Encuesta Europea
de Salud 2009), por detras del dolor lumbar, los trastornos psiquicos y la
cefalea (Raherison & Girodet, 2009).

En Espafa, la EPOC representa la cuarta causa de mortalidad, con una tasa
global de 33 por 100.000 habitantes, que asciende a 176 por 100.000
habitantes en mayores de 75 afos, ademas, es la responsable del 35% de las
consultas externas en Neumologia y supone unas 39.000 hospitalizaciones al
afo. Junto con los trastornos cerebrovasculares, es el proceso no quirdrgico

cuya atencion hospitalaria genera mayor coste.
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Globalmente, los gastos derivados de la EPOC equivalen al 0,2% del producto
interior bruto (PIB) y una parte significativa de este gasto es ocasionada por la
gran cantidad de tratamientos antibidticos que reciben estos pacientes sobre
todo en las agudizaciones de dicha enfermedad (Barbera, 2001). Las
agudizaciones producen un deterioro acelerado de la funcion pulmonar y
empeoramiento en la calidad de vida de los pacientes, con un aumento de la

mortalidad (Seemungal, et al. 2000; Soler-Catalufia, et al. 2005).

Debido a su alta prevalencia, elevada morbimortalidad y significativos costes
socioeconémicos, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
constituye un problema de salud publica de enorme y creciente importancia,
siendo el proceso respiratorio cronico que origina una mayor alteracion de la
calidad de vida de los pacientes (Sobradillo-Pefia et al. 2000; Miravitlles et al.
2009a; Agusti & Vetsbo, 2011; Clinical GeseEPOC, 2012; Vestbo et al. 2013).

El conocimiento de la verdadera flora respiratoria presente en cada tipo de
paciente (diferentes tipos de gravedad y situacion de agudizacion 0 no),
permitira disefiar mejores protocolos de terapia empirica y ajustar mejor los
tratamientos de los pacientes a la realidad, aumentando su eficacia y por lo
tanto, disminuyendo su alto coste.

[.2. Concepto.

La EPOC se define como una enfermedad respiratoria frecuente, compleja,
heterogénea, multicomponente, caracterizada esencialmente por una limitacién
persistente y crénica al flujo aéreo que no es totalmente reversible pero si
prevenible y tratable. La limitacion al flujo aéreo es progresiva y se asocia con
una anormal respuesta inflamatoria de los pulmones a particulas nocivas o
gases, causada principalmente por el humo del tabaco, aunque
aproximadamente en un 20-25% de los casos no existe antecedente tabaquico
(Calle et al. 2010; Clinical GesePOC, 2012; Vestbo et al. 2013).
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Otras particulas vehiculizadas en el humo, como la biomasa, parecen tener
implicaciones similares, sobre todo en zonas rurales y menos desarrolladas
(Salvi & Barnes, 2009; Po et al. 2011).

Otros factores identificados causantes o agravantes de la EPOC son: la
contaminacion atmosférica, exposicion ocupacional, tabaquismo pasivo,
tuberculosis pulmonar, factores genéticos y gestacionales, infecciones
respiratorias durante la infancia, hiperreactividad bronquial, y factores

socioeconémicos (Vestbo et al. 2013; Grupo Semergen DOC, 2013).

El factor de riesgo genético mejor documentado es una severa deficiencia
hereditaria de alfa-1 antitripsina, responsable del 1% de los casos de EPOC y
del 2-4% de los enfisema, proporcionando un modelo de cédmo se cree que
otros factores de riesgo genético contribuyen a la EPOC (Global Strategy
GOLD 2011).

El humo del tabaco produce cambios inflamatorios pulmonares en todos los
fumadores, aunque sélo una parte (25-30%) desarrollara la enfermedad (Lokke
et al. 2006; Grupo SEPAR-SEMFYC, 2010). La intensidad y el tiempo de
exposicion al tabaco influyen en ese desarrollo (Miravitlles et al. 2009a).

El deterioro de la funcién pulmonar esta acelerado en los fumadores activos,
pero ralentiza su progresion cuando dejan de fumar, aunque ésta no se
recupera, sobre todo antes de los 40 afos (Fletcher & Peto, 1977; Kohansal et
al. 2009).

Los sintomas que mas frecuentemente aparecen asociados a la enfermedad

son la disnea, la tos y la expectoracion en mayor o menor medida.

La disnea, (dificultad para respirar), es una de las causas mas importantes de
incapacidad y ansiedad asociadas con la enfermedad. La tos crénica es el
primer sintoma que aparece habitualmente, intermitente al inicio, para
manifestarse después a lo largo de cada dia, siendo a menudo productiva. La
produccion regular de esputo durante tres meses o mas en dos afios
consecutivos es la definicibn epidemioldégica de bronquitis crénica. Los
pacientes que producen grandes cantidades de esputo pueden padecer de

bronquiectasias subyacentes. Ademas, la presencia de un esputo purulento
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indica el aumento de la inflamacion que identifica el comienzo de una
exacerbacion o agudizacibn de causa bacteriana. La tos crénica o la
produccion de esputo pueden aparecer afios antes que la limitacion del flujo
aéreo, y a la inversa, la limitacion del flujo aéreo puede aparecer sin tos crénica
o produccion de esputo (Clinical GeseEPOC 2012; Global strategy GOLD 2011).

Su presentacion clinica es muy heterogénea y se pueden definir diversas
formas clinicas o fenotipos con repercusion clinica, pronostica y terapéutica
(Miravitlles, 2012).

La presencia de comorbilidades y agudizaciones son caracteristicas y
contribuyen al aumento de la gravedad y al empeoramiento de la calidad de
vida en algunos pacientes (Celli & MacNee, 2004; Peces-Barba et al. 2008;
Clinical GesePOC, 2012).

La EPOC también tiene repercusion sistémica. Estd demostrada la
concentracion mas alta de biomarcadores inflamatorios en estos pacientes,
sobre todo en los que sufren frecuentes agudizaciones de la enfermedad
(Pinto-Plata et al. 2007; Barnes & Celli, 2009; Miravitlles et al. 2014). Esta
actividad pro-inflamatoria, junto al envejecimiento, sedentarismo y el efecto
sistémico del tabaquismo, son consideradas asi mismo como favorecedoras de
las comorbilidades (Gan et al. 2004; Agusti, 2007; De Miguel et al. 2010.

1.3. Epidemiologia.

1.3.1. Prevalencia.

La reciente publicacion del estudio de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) de la Carga Mundial de Enfermedades (Global Burden of Disease
Study-GBD-) en 2010, actualiza las estimaciones mundiales anteriores en
EPOC y otras enfermedades respiratorias y da algunas nuevas estimaciones
sobre el asma, los trastornos relacionados con el suefio, las infecciones de las

vias respiratorias inferiores, el cancer de pulmoén y la tuberculosis (Vos et al.
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2012). En general, las enfermedades respiratorias cronicas representaron el
6,3% de los YLD (afios vividos con enfermedad, o years lived with disease)
mundiales, y su mayor contribuyente es la EPOC con 29,4 millones de YLD,
seguida por el asma con 13,8 millones de YLD. Ademas, las enfermedades
respiratorias cronicas como grupo, representaron el 4,7% de los DALY (afios
de vida perdidos ajustados por discapacidad / disability-adjusted lost years)
global (Murray et al. 2012).

Las nuevas informaciones de mortalidad y prevalencia de EPOC en el mundo,
se presentan en el ranking mundial de causas de muerte, donde las
enfermedades respiratorias representan 4 (o 5) puestos dentro de los 10
primeros. La EPOC subié del cuarto puesto en 1990 al tercero en 2010, justo
por detras de la cardiopatia isquémica y el accidente cerebrovascular, mientras
que las traqueobronquitis son ahora ya la cuarta causa de muerte, el cancer de
pulmén la quinta y la tuberculosis la décima. También podriamos incluir una
proporcion significativa (hasta 1 de cada 3) de las muertes en accidente de
trafico (octava en esta clasificacion) asociadas con la apnea del suefio (Lozano
et al. 2012).

La actualizacién del GBD 2010 indica un incremento del nimero de personas
con EPOC desde la anterior cifra en 1990 de 210 millones de personas con
EPOC en todo el mundo, a la actual de 328.615.000 con EPOC (168 millones

en varones y 160 millones en mujeres) (Vos et al. 2012).

En el estudio EPI-SCAN realizado en Espafia, la prevalencia de la EPOC en la
poblacion espafiola de 40-80 afios es del 10,2% (15,1% en varones y 5,7%
mujeres) y se detectd un 73% de infradiagndstico (Miravitlles et al. 2009a). Con
estos datos, se estima que actualmente, entre los 21,4 millones de espafioles
con una edad entre 40 y 80 afos hay 2.185.764 que presentan EPOC. Por
sexos, las cifras corresponden a 1.571.868 varones y 628.102 mujeres. Si el
73% de ellos aun no estan diagnosticados, puede decirse que mas de
1.595.000 espafioles aun desconoce que padece EPOC vy, por lo tanto, no

recibe ningun tratamiento para su EPOC (Ancoechea et al. 2013).

A su vez, se identificd también una importante variabilidad geogréfica en el

infradiagndstico de la EPOC, aunque con un marcado predominio en mujeres.
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A nivel mundial, también se ofrecen resultados entre el 8-10%, en pacientes de
mas de 40 afios (Halbert et al. 2006; Atsou et al. 2011).

En Cantabria, las estimaciones son de que podria afectar en torno a 27.500

pacientes mayores de 40 afios (Aguero et al. 2011).

1.3.2. Mortalidad.

La EPOC representa la cuarta causa de mortalidad mundial y la OMS espera
gue sea la tercera en el afio 2030 (WHO, 2008; Lozano et al. 2012).

Este incremento en la mortalidad de debe basicamente al aumento del habito
tabaquico en las décadas precedentes, a la reduccion de mortalidad por otras
enfermedades comunes (enfermedades infecciosas, fallo cardiaco, etc.) y al

envejecimiento de la poblacion mundial (Global Strategy GOLD 2011).

La tasa de mortalidad por EPOC por 100.000 habitantes, ajustada por
poblacién mundial, en el afio 2008 fue de 449,22 en hombres y 238,47 en
mujeres. La mortalidad por EPOC en Espafia, comparando las tasas ajustadas
por poblacion mundial, muestra una tendencia a la disminucién durante la

dltima década, tanto en hombres como en mujeres (Clinical GeseEPOC 2012).

En Espafia, también se sitia en un cuarto lugar y representa el 4,1% del total
de defunciones, por detrds del cancer (27%), las enfermedades del corazén
(20,5%) y las cerebrovasculares (7,9%). La tasa de mortalidad bruta por EPOC,
en el afio 2010 fue de 34 por 100.000 habitantes para ambos sexos (51,3 en
hombres y 17,2 en mujeres). Las tasas de mortalidad aumentan de manera
significativa, sobre todo en hombres, a partir de los 55 afios, llegando a una
tasa de 431,1 por 100.000 habitantes en ambos sexos por encima de 75 afios.
En las mujeres, se observa en los ultimos afios un ascenso de la mortalidad por
causas respiratorias, posiblemente tanto por aumento en la incorporacién al
hébito tabaquico, como por mejora en la supervivencia de otras causas de
mortalidad. (Regidor et al. 2010).
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La mortalidad global a los 4-7 afios, del diagnostico de EPOC, con una edad
media de 65—70 afos, oscila entre el 30—-48% (Soriano et al. 2010). La principal
causa de muerte del paciente EPOC es la propia evolucion de la enfermedad,
siendo la respiratoria la causa principal, ya sea por agudizacion o por neoplasia

de pulmon (Solanes & Casan, 2010).

En Cantabria en el afio 2010, la EPOC también fue la cuarta causa de muerte y
llegando a una tasa bruta de 31,3 por 100.000 habitantes, algo por debajo de la

media nacional. (Regidor et al. 2010).

1.3.3. Impacto econémico.

Dadas sus caracteristicas de enfermedad cronica y progresiva, la EPOC
supone un coste elevado, tanto en consumo de recursos sanitarios como en

pérdida de la calidad de vida relacionada con la salud (CVRS) de los pacientes.

La estimacion de los costes de la EPOC en Espafia revisados en el documento
Estrategia en EPOC del SNS del Ministerio de Sanidad y Consumo se estima
en 750-1000 millones de euros/afo, incluidos los costes directos, indirectos e
intangibles. El coste medio directo por paciente con EPOC se estima entre
1.712 y 3.238 euros/afo.

Estos costes directos se distribuyen en gastos hospitalarios (40-45%),
farmacos (35-40%) y visitas y pruebas diagnoésticas (15-25%); a estos costes
se deben afadir los costes indirectos. Los pacientes que incurren en un mayor
coste son los mas graves y/o con agudizaciones frecuentes. Globalmente, los
gastos derivados de la EPOC equivalen al 0,2% del producto interior bruto
(Miravitlles et al. 2003; Estrategia EPOC SNS, 2009).

El coste farmacologico de las agudizaciones representa mas de un tercio del
gasto total del tratamiento farmacolégico para la EPOC y las hospitalizaciones
gue sufren estos pacientes, acaparan la partida de gasto mas importante. Los
pacientes con EPOC mas grave, evidentemente tienen mas agudizaciones que

conllevan hospitalizacion y por lo tanto, adecuar el seguimiento y tratamiento
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de este colectivo reduciria en gran medida el gasto. (Miravitlles et al. 2003;
Masa et al. 2004; Blasi et al. 2014). Asi mismo, reducir la progresion de la
enfermedad hasta fases avanzadas mejoraria la calidad de vida de los
pacientes y el gasto sanitario. Recientes comunicaciones resaltan la
importancia de la existencia y el control de las comorbilidades como factor de
riesgo y coste afadido (Gomez et al. 2014).

Actualmente, las medidas més costo efectivas en el manejo de la EPOC serian
un diagnéstico precoz y la abstinencia tabaquica (Clinical GesEPOC, 2012;
Vestbo et al. 2013).

l.4. Diagnastico.

La espirometria es imprescindible para poder establecer el diagnostico de la
EPOC. Este, se fundamenta en tres etapas basicas: la deteccién precoz y
proactiva mediante la sospecha clinica, la caracterizacion del fenotipo y la
valoracion de la gravedad (Clinical GesePOC, 2012; Vestbo et al. 2013).

El diagnostico clinico de sospecha de EPOC ha de considerarse en todas las
personas adultas con exposicion a factores de riesgo, basicamente el habito
tabaquico (con una exposicion de al menos 10 paquetes/afio) que presentan

tos crénica, con o sin produccién de esputo o disnea.

Habitualmente el paciente con EPOC es o ha sido fumador durante un tiempo
prolongado y refiere el comienzo de sus sintomas desde los 35 afios en

adelante.

Para lograr este objetivo, es fundamental una adecuada coordinacion entre los
diferentes niveles asistenciales. Asi, en Cantabria, recientemente se ha puesto
en marcha un plan diagndstico-asistencial de caracter multidisciplinar con la
intencién de estructurar todo este proceso diagnostico, basandose en las guias

nacionales. (Ruta asistencial de la EPOC Cantabria, 2014).
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La sospecha clinica debe confirmarse por medio de una espirometria forzada
con prueba broncodilatadora realizada en la fase estable de la enfermedad,

imprescindible para establecer el diagndstico de EPOC.

Los objetivos de la espirometria en la evaluacién inicial del paciente son: la
confirmacion del diagndstico de sospecha y evaluar la gravedad de la
obstruccion al flujo aéreo (Clinical GesEPOC, 2012).

Se considera que hay obstruccion al flujo aéreo si al dividir el volumen
espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1) entre la capacidad vital forzada (FVC)

postbroncodilatacion (PB), el resultado es inferior a 0,7 (Vestbo et al. 2013).

La utilizacion del cociente FEV1/FVC (PB) comporta un riesgo de
infradiagndstico en edades jovenes y de un sobrediagndstico en edades
avanzadas, ya que el cociente disminuye con la edad (Decramer, 2012), por lo
que el diagnéstico de EPOC en individuos de edad avanzada que no hayan
tenido exposicion a factores de riesgo y con un FEV1 (PB) normal puede ser

sobreestimado.

g Estrat ra Dingridstico: Maneio'y Preve , Estrateg ) gnostico, Manejo y Prev 1 de EPOC
& . ’ S Espirometria caracteristica del paciente con EPOC
-.f Espn‘ometrta normal -./ I

2ve @ moderado

Figura 1A. Espirometria Normal Espiromelria Caradteristica de un Paciente con EPOC Leve o Moden

FEV, = 4L
FVC = 5L
FEV,/FVC = 0,8

FEV, = 1,8L
}Alteracién

Volumen (litros)

5

<

3 o

2
obstructiva

1

FEV,/FVC = 0,56

T | T S B B |
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Tiempo (segundos) Tiemoo (seaundos)
© 204 Global Intiative for Chronic Of

Figura 1. Espirometria en paciente normal (izqda.) o con enfermedad
obstructiva (dcha.).Modificado de GOLD report 2013.
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La EPOC es una enfermedad muy heterogénea y por lo tanto, no es posible
describirla utilizando s6lo el volumen espiratorio forzado durante el primer
segundo (FEV1).

La denominacion de fenotipo se utiliza para referirse a formas clinicas de los
pacientes con EPOC. Un grupo de expertos internacionales ha definido el
fenotipo clinico de la EPOC: “aquellos atributos de la enfermedad que, solos o
combinados, describen las diferencias entre individuos con EPOC en relacion
con parametros que tienen significado clinico (sintomas, agudizaciones,

respuesta al tratamiento, velocidad de progresiéon de la enfermedad, o muerte)”.

Por lo tanto, el fenotipo deberia ser capaz de clasificar a los pacientes en
subgrupos con valor pronostico que permitan determinar el tratamiento mas
adecuado para lograr mejores resultados clinicos. (Buist et al. 2007; Han et al.
2010; Clinical GesePOC, 2012).

La guia GesePOC propone cuatro fenotipos clinicos: a) Fenotipo no
agudizador; b) Fenotipo mixto EPOC-asma; c) Fenotipo agudizador con
enfisema y d) Fenotipo agudizador con bronquitis cronica (Clinical GesePOC,
2012; Miravitlles et al. 2014).

Fenotipo

mixto EPOC-asma

Fonotioo Fenotipo Fenolipo
oqudu:hx agudizador | agudizador
(= 2 agudizaciones con enfisema con
a0, sin Ingresos) bronquitis
cromica _ Fenatipo

mixto

Fenotipo no  agudizador
Fenotipo

no agudizador

(< 2 agudzaciones /

afo, sin ingresos

Fenotipo Fenotipo

enfisoma bronquitis cronica

Figura 2. Clasificacion en fenotipos del paciente EPOC. Guia GesePOC 2012.
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La gravedad de la obstruccién bronquial se basa en la medida dada por el
FEV1 PB, segun escala GOLD: I. Leve: = 80%; Il. Moderada: 50% < FEV1<
80%; Ill. Grave: 30% < FEV1 < 50%; IV. Muy grave: FEV1< 30% (Global
Strategy for Diagnosis, Management, and Prevention of Chronic Obstructive
Pulmonary Disease. 2017 Report).

lTIbk 2.4, Classification of airflow limitation severity in COPD (Based on post-bronchodilator FEV,)
|In patients with FEV,/FVC < 0.70:

.(iULD 1! Mild FEV, 2 80% predicted

GOLD 2: Moderate 509 < FEV, < B0% predicted

1GOLD 3: Severt 10% < FEV, < 50% predicted

1GOLD 4: Very Severe FEV, < 308 predicted

Figura 3. Clasificacion de la gravedad de la obstruccion en funcion del FEV1
post-broncodilatador en pacientes EPOC. (Global Strategy for Diagnosis,
Management, and Prevention of Chronic Obstructive Pulmonary Disease. 2017

Report).

Para determinar la gravedad pronostica de la EPOC, la guia internacional
GOLD propone un nuevo enfoque mediante el refinamiento de la clasificacién
ABCD que elimina los grados espirométricos de los parametros de
clasificacion. Para algunas recomendaciones terapéuticas, los grupos ABCD se
estableceran solo con los sintomas y la historia de exacerbaciones. Esta nueva
proposicion reconoce las limitaciones del FEV1 para influir en las decisiones
terapéuticas para pacientes individuales y enfatiza la importancia de los

sintomas y el riesgo de las exacerbaciones para guiar la terapia.

La espirometria, junto con los sintomas (a través de diferentes escalas como la
MMRC (Bestall et al.1999) y el CAT (Jones et al. 2009)) y con la historia de
exacerbaciones, sigue considerandose vital para el diagndstico, prondstico y
consideraciones de otros tipos de tratamientos.
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Figure 2.4. The refined ABCD assessment tool

Spirometrically
confirmed
diagnosis

Assessment of
symptoms/risk of
exacerbations

) Assessment of
airflow limitation |

Exacerbation
history
~og e
or
Post-branchodilator GOLD 1 80 2 1 leading c D

. { |
FEV,/FVC < 0.7 GOLD 2 50-79 Tdhmr:::'l‘l:

GOLD 3 10-49
Oorl
GOLD 4 | 30 (not leading

to hospital A B

admission)

mMRC 0-1, mMRC 2 2
CAT <10 ' CAT 2 10

Symptoms

Figura 4. Clasificacion GOLD. Modificado de GOLD (Global Strategy for
Diagnosis, Management, and Prevention of Chronic Obstructive Pulmonary

Disease. 2017 Report).

Escala de disnea modificada del MRC (mMRC)

Grado Acrtividad
0 Ausencia de disnea al realizar ejercicio intenso
1 Disnea al andar de prisa en llano, o al andar subiendo una pendiente

poco pronunciada

2 La disnea le produce una incapacidad de mantener el paso de otras
personas de la misma edad caminando en llano o tener que parar a
descansar al andar en llano a su propio paso

3 La disnea hace que tenga que parar a descansar al andar unos 100 m
o pocos minutos después de andar en llano

4 La disnea le impide al paciente salir de casa o aparece con
actividades como vestirse o desvestirse

Figura 5. Escala de disnea modificada del MRC (mMMRC)
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[ o ] [ e J

COPD Assessment Test

{Cémo es la EPOC que padece? Realizacién del COPD
Assessment Test™ (CAT)

a usted y al profesional del cuidado de la salud a medir o que la EFOC (enfermeda
niends su bienestar &

tar y su Ia puntuacién de la prucba pueden

>
o = = p=, Tango el pacho
No tengo flema Th % S &8 Y dD plecamente
(mucosidad) enelpacho /LI IL S L S LS LSS m:(mucnsidﬂ:)u‘nde }
.

Me siento seguro al salir No me siento nada
de ——

Mww]

hd
PUNTUACION
TOTAL

Figura 6. Cuestionario de calidad de vida CAT (COPD Assessment test)

@ 20 of o
Last Updated® February 76, 2012

La guia GesEPOC propone una clasificacion integral de la gravedad en 5
niveles, a través del indice BODE. Este indice integra la informacién del indice
de masa corporal (IMC) (B, de bode mass index), FEV1 (O, de airflow
obstruction), disnea (D) y capacidad de ejercicio (E), evaluada mediante la
prueba de marcha de 6 minutos (Celli & MacKnee, 2004). Si no se dispone de
la prueba de los 6 minutos, se puede utilizar el indice BODEX, donde se tiene
en cuenta el numero de exacerbaciones graves (Ex) (Soler-Catalufia et al.

2009) como una alternativa, para los niveles 1 y Il (EPOC leve o moderado).
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indice BODE fndice BODEx
Marcadores Puntuacidn Marcadores Puntuacion
0 1 7 3 0 1 2 3
B Ve 291 < B IMC (kg/m?) >21 <2
0 FEV, (%) 265 5064 3649 <35
0 FEV, (%) 265 50-64 3649 <3
D Disnea (mMRC) 0-1 2 3 4
D Disnea (MRC) (-1 2 3 4 _
Ex Exacerbaciones graves 0 1-2 23

E MM (m) 2350 50340 15049 <149 - -
IMC: indice de masa corporal; mMRC: escala modificada de la MRC; Ex:

IMC: indice de masa corparal; MRC: escala modificada de la MRC; 6 MM: distancia exacerbaciones graves (s incluyen dnicamente visitas a urgencias hospitalarias o

recorrida en la prueba de los & minutos marcha. INGTESOS). N .
Propuesto por el et al* Propuesto por Soler-Catalufia et al ™.

Figura 7. Indice BODE Indice BODEX

1.5. Fisiopatologia.

[.5.1. Etiopatogenia.

Los gases y particulas nocivas del ambiente que son inhaladas,
fundamentalmente el humo de tabaco, provocan una respuesta inflamatoria en
el pulmoén. Esta respuesta inflamatoria esta alterada en pacientes con EPOC y
es la responsable de que los mecanismos de defensa y reparacion celular
funcionen anormalmente, dando lugar a la fibrosis de las vias aéreas pequefias
y a la destruccion del parénquima pulmonar, produciendo enfisema, cambios
patolégicos que causan una limitacién progresiva del flujo aéreo, principal

caracteristica de la enfermedad.

Los principales mecanismos que provocan el engrosamiento y destruccion de
la via aérea no son bien conocidos todavia, pero probablemente, se trate de un
proceso multifactorial en el que interactian estimulos ambientales junto a los
determinantes genéticos de los pacientes (Decramer et al. 2012; Brusselle et
al. 2011).
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Las alteraciones patologicas que podemos encontrar en el pulmoéon de los
pacientes con EPOC son principalmente:

a) Bronquitis _cronica: Se caracteriza por un aumento en la produccion del

moco, una disminucion del aclaramiento mucociliar y un aumento de la
permeabilidad en la barrera epitelial. La inflamacion asociada aparece en el
epitelio de las vias aéreas centrales, mayores de 4 mm de diametro interno y

en las glandulas submucosas.

En este proceso participan distintas células inflamatorias, tanto de la respuesta
inmune innata como adaptativa (Decramer et al. 2012; Brusselle et al.2011,
Hogg, 2004).

b) Enfisema: Se define como el agrandamiento permanente de los espacios
aéreos distales a los bronquiolos terminales, con destruccién de las paredes
alveolares, ocasionalmente con fibrosis manifiesta, lo que provoca una

reduccion del flujo espiratorio maximo.

La relacién entre la presencia de enfisema vy la exposicion al humo de tabaco,

medido como paquetes-afio, muestra una marcada relacion dosis-respuesta.
Existen dos subtipos de enfisema: centroacinar y panacinar.

El enfisema centroacinar es predominante en fumadores, como consecuencia
de la dilatacién o destruccién de los bronquiolos, vinculado a la obstruccion e
inflamacion de la pequefia via aérea. El panacinar se asocia al déficit de alfa-1-

antitripsina y a la destruccién de todo el acino.

c) Bronquiectasias: Son dilataciones anormales e irreversibles de los bronquios

y bronquiolos que producen tos cronica, produccion de esputo e infecciones
bacterianas recurrentes. Resultado final de enfermedades diferentes que tienen
aspectos comunes, debido a ciclos repetidos de inflamacion, infeccién vy
remodelado, con alteracion en el sistema mucociliar y destruccion de la pared
bronquial. Se asocian a infecciones respiratorias recurrentes que pueden ser
severas y a una pérdida progresiva de la funcién pulmonar, pudiendo provocar
mortalidad precoz (O"Donnell, 2008; Vendrel et al. 2008).
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d) Obstruccién de la via aérea pequefia: El sitio donde se produce el trastorno

ventilatorio obstructivo es principalmente en la via respiratoria pequefa (< de 2
mm de diametro). A menudo se asocia con bronquitis cronica, produciéndose
una hiperplasia de las células epiteliales con alteracion de la reparacion tisular

y un engrosamiento de la pared que obstruye el flujo aéreo.

Para mantener la homeostasis del tejido pulmonar la apoptosis celular y la
destruccion de la matriz extracelular se compensan continuamente. Las células
madre residentes en el pulmén son activadas por el dafio epitelial, pero el
humo de tabaco desregula el proceso de reparacion mediado por el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), provocando la fibrosis pulmonar
(Decramer et al. 2012; Brusselle et al. 2011; Hogg, 2004).

Mecanismos de defensa: Los mecanismos de defensa contra el dafio causado

por el humo del tabaco y otros irritantes a nivel fisiopatologico los proporcionan

la respuesta inflamatoria y la respuesta inmune (innata y adaptativa).

Mecanismosde
defensa
Innatos Adaptativos

Respuesta inmune
innata

Barreras
naturales Respuesta
inmune
Inflamacién Fagocitosis adaptativa
Piel, Celular Humoral

mucosas y otros
Figura. 8. Mecanismos de defensa de la respuesta inmune.
Entre los mecanismos de defensa innata se incluyen el sistema mucociliar de la
via aérea, que junto con los macréfagos eliminan las particulas extrafas al

organismo, y las células epiteliales, que establecen una barrera fisica entre el

espacio aéreo y el tejido pulmonar.
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Esta barrera protectora desencadena una respuesta inflamatoria aguda, no
especifica, liberando moléculas relacionadas con el dafio, que son reconocidas
por receptores especificos, como los receptores toll-like. Se liberan citoquinas
proinflamatorias como la interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 8 (IL-8) y el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que reclutan macrofagos, neutréfilos y células
dendriticas. Ademas, también se liberan enzimas proteoliticos, como elastasas
y metaloproteinasas de matriz (MMPSs), y especies reactivas de oxigeno (ROS)
que cuando no son contrarrestadas por inhibidores de proteasas y
antioxidantes, generan mas dafo en el tejido, favoreciendo que se perpetle asi

la respuesta inflamatoria.

Los componentes de la respuesta inmune adaptativa reaccionan ante los
antigenos conocidos que llegan al pulmén, se depositan en la superficie
epitelial y pueden ser transportados al interior por mecanismos especializados
o0 a través del tejido dafiado. Las células dendriticas, que se encuentran debajo
de las células epiteliales formando una red, recogen los antigenos llevandolos
hacia el tejido linfatico bronquial y ganglios linfaticos, donde los presentan a las

células Ty B.

Las células T activadas, producen linfocitos T colaboradores CD4+ que
estimulan el crecimiento y la diferenciacion de mas células B que comienzan a
producir anticuerpos, permaneciendo algunas como células de memoria.
Ademas, la respuesta inmune adaptativa celular ayuda en la destruccion de los
microbios procesados por los macréfagos alveolares en la respuesta innata ya
que los linfocitos T colaboradores CD4+ reconocen el complejo antigénico
expresado en la superficie de estos macréfagos y secretan interferon gamma

(IF-y) para activar dicha destruccion.

Los linfocitos T citoliticos CD8+ reconocen las células nucleadas infectadas por
patogenos intracelulares y las destruyen (Decramer et al. 2012).

Metaloproteinasas de matriz: Las MMPs son una familia de endopeptidasas

dependientes de zinc que pertenecen a la familia de las metzincinas.

Su funcién principal es regular la integridad y composicion de la matriz

extracelular (MEC). Como enzimas proteoliticos, tienen la capacidad de
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degradar los componentes de la MEC, asi, las MMPs pueden afectar a la
adherencia de las células a la MEC, liberar fragmentos de ésta y atrapar

mediadores del microambiente para facilitar que las células reaccionen.

Las MMPs contribuyen a la génesis del trastorno ventilatorio obstructivo en la
EPOC al provocar una alteracion en el remodelado de la MEC, induciendo
colateralmente inflamacion (Hu et al. 2007; Shiomi et al. 2003).

-Humo del tabaco, humo
s de biomasa, otras

particulas y gases C—m

MASTOCITOS A ——
e S

S CHUAS T UNFOCITOS T
DENDRITICAS 7 (pa+  cog*

@ @®

] Perforina

Granzima B
TNF-§
LINFOCITOS B

Brongquiolos —

Parénquima
-Fibrosis \ ’
-Hipersecrecion mucosa -Enfisema
-Contraccién masculo liso -Inflamacién
-Inflamacién

Figura 9. Células inflamatorias y sus principales mediadores quimicos en la

EPOC. La respuesta inflamatoria caracteristica de la EPOC engloba células de

la inmunidad innata y de la adquirida.

( IL-6: interleuquina 6; CXCL 1: ligando quimioquina CXC 1; CXCL 8: ligando quimioquina CXC
8; LTB4: leucotrieno B4; IL-8: interleuquina 8; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos-
1; PAF: factor activador de plaquetas; TFG-B: factor de crecimiento transformante; PG-D2:
prostaglandina D2; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; MMPs: metaloproteasas de matriz;
HNE: elastasa de neutréfilos humana; IL-17A: interleuquina 17A; INF-y: interferon y; TNF-£:

factor de necrosis tumoral 8 o linfotoxina ).
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[.5.2. Colonizacion vs infeccidon bronquial crénica (IBC).

La presencia de microorganismos (bacterias) en las vias respiratorias inferiores
de los pacientes con EPOC estable es o que generalmente se conoce como
colonizacion bronquial, de escasa significacion patolégica.

La mayoria de estudios que han analizado la colonizacion de los pacientes con
EPOC se han basado en la deteccion e identificacion de las bacterias mediante
cultivos microbiolégicos de muestras de secreciones respiratorias, como son el
esputo espontaneo o inducido, el cepillo bronquial protegido y el BAL.

El papel de estos microorganismos, especialmente bacterias, en la historia
natural de la EPOC es un tema controvertido, pero actualmente novedoso.

Son la principal causa de las exacerbaciones de la enfermedad, pero su papel
durante las fases de estabilidad no esta claro, aunque varios estudios sugieren
que contribuyen a la inflamacion bronquial cronica y a la progresion de la
enfermedad (Marin et al. 2010; Sethi & Murphy, 2008).

Las bacterias aisladas se clasifican en microorganismos potencialmente
patégenos (MPPs) y microorganismos no reconocidos como potencialmente
patogenos (nMPPs).

Recientemente, se ha sugerido que el término infeccién bronquial crénica (IBC)
seria mas adecuado que el de colonizacién para referirse a la existencia de
concentraciones significativas de MPPs en la via aérea inferior del paciente con
EPOC, de tal manera que el término colonizacion seria mas apropiado para
definir la presencia de microorganismos no MPPs en el tracto respiratorio de
individuos con o sin enfermedad respiratoria cronica (Sethi, 2010; Matkoviz,
2013b).

En los pacientes con EPOC estable y agudizada se ha observado que los
microorganismos involucrados son muy similares aunque la carga bacteriana
aumenta de forma significativa durante la agudizacion (infeccion bronquial
aguda). La variabilidad de dichos microorganismos, la exposicién al humo del

tabaco, factores intrinsecos y extrinsecos van a determinar la naturaleza e
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intensidad de la IBC asi como la transicion de ésta a la agudizacion (Monso et
al. 1995; Rosell et al. 2005; Garcha et al.2012; Miravitlles, 2002).

También se ha sugerido que la IBC (junto a exposicién del humo del tabaco)
podria causar la inflamacion sistémica persistente en la EPOC y junto al estrés
oxidativo, asociarse a la presencia de comorbilidades (enfermedad
cardiovascular, arteriosclerosis,  osteoporosis, alteraciones  musculo-
esqueléticas, cancer, caquexia-anorexia, diabetes mellitus, insuficiencia renal,

depresion, ansiedad, etc.). (Marin et al. 2012).

Dentro de los MPPs encontramos bacterias que son causa conocida de
infeccion  respiratoria, como Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, y otras menos frecuentemente etiolégicas como Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens y Enterobacter

cloacae.

H. influenzae, S. pneumoniae y M. catarrhalis son las mas frecuentemente
aisladas en pacientes estables como bacterias colonizadoras, junto con P.
aeruginosa en los pacientes con enfermedad mas avanzada, siendo frecuente
el aislamiento de mas de un patdgeno en un mismo paciente.

Dentro de los MPPs existen microorganismos con bajo potencial patogénico
como H. parainfluenzae y H. haemolyticus que producen una inflamacién
mucho menor y son considerados como no MPPs.

Dentro de los microorganismos no MPPs se incluyen especies como Candida
spp., Corynebacterium spp. y Streptococcus viridans que pertenecen a la flora
normal y no suelen estar involucrados en procesos infecciosos (Matkoviz &
Miravitlles, 2013a).

En las muestras de los pacientes con EPOC se aislan frecuentemente MPPs y
también no MPPs debido al fallo del sistema mucociliar que facilita el
crecimiento bacteriano en la via aérea distal, tanto en la fase de agudizacion
como en la estable (Rosell et al. 2005; Miravitlles et al. 2010).

El porcentaje de cultivos positivos en los pacientes con EPOC estable depende

en cierto grado del tipo de muestra recogida. Los estudios que han utilizado
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muestras de esputo han hallado un 38-74% de los cultivos positivos para
MPPs. Los estudios que han usado el cepillo bronquial protegido han
encontrado niveles de colonizacion mas bajos (22-83%), con MPPs aislados en
un 25-31% de los casos, y resultados similares se han hallado en muestras de
BAL, positivas para MPPs en 33-43% de los casos. (Sethi, 2006; Hill, 2000;
Matkoviz & Miravitlles, 2013a; Patel, 2002; Rosell et al. 2005; Soler, 1999;
Monso et al. 1995; Cabello et al. 1997; Zalacain et al. 1999).

Algunas caracteristicas clinicas pueden ayudarnos a identificar los pacientes
con alto riesgo de IBC (infeccién bronquial crénica por MPPs). El tabaquismo
activo o exfumador, el deterioro grave de la funcion pulmonar (FEV1 y/o FVC
bajas), las comorbilidades, las exacerbaciones frecuentes, la presencia de
bronquiectasias, la expectoracion purulenta, el aumento de la disnea y el uso
de corticoides inhalados en altas dosis se han relacionado con una mayor
frecuencia de IBC en la EPOC (Miravitlles et al. 2010; Zalacain et al. 1999;
Weinreich & Korsgaard, 2008; Monso et al. 1999).

La infecciébn cronica por MPPs (IBC) contribuye a la progresion de la
enfermedad al amplificar la respuesta inflamatoria. La hipotesis del circulo
vicioso intenta explicar como la infeccidn perpetda la inflamacién y contribuye al

progreso de la EPOC.

Son las bacterias quienes liberan moléculas con efectos proinflamatorios
potentes, como las endotoxinas, lipoproteinas de la membrana externa,
fragmentos de peptidoglicano, acido lipoteicoico, toxinas y otros (Murphy, 2006;
Ha et al. 2007).

En respuesta a estas moléculas, las células epiteliales de las vias respiratorias
y los macréfagos producen mediadores inflamatorios (IL-6, IL-10, factor de
necrosis tumoral alfa, MPC-1), que llevan al reclutamiento y activacion de
neutréfilos, nuevos macrofagos y otras células inflamatorias (Clemans et al.
2000; Fuke, 2004).

Los neutréfilos, que predominan en fumadores y pacientes con EPOC, son
reclutados de la circulacion y activados en respuesta a quimioatrayentes (en
particular la IL-8 y el leucotrieno B4) mediante moléculas de adhesion como la

e-selectina y la molécula de adhesion intercelular (ICAM-1), expresadas en el
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endotelio vascular. Los neutrofilos activados se degranulan liberando
mieloperoxidasa y diferentes tipos de proteinasas (elastasa, catepsina G,
proteinasa 3 y metaloproteinasas), que en conjunto participan en varios

aspectos del dafio tisular.

Los pacientes cronicamente infectados presentan concentraciones mas altas
de citoquinas, neutrofilos y sus productos, comparados con pacientes no
infectados con un grado de obstruccion bronquial similar, lo que indicaria un
nivel de inflamacién mayor inducido por bacterias (Sethi & Murphy, 2008; Marin
et al. 2012; Hill, 2000).

Existen también diferencias en el grado de virulencia de las diferentes especies
que pueden influir en la gran variabilidad de la duracion de la IBC (Martinez-
Solano, 2008).

Asi pues, una vez que los microorganismos han accedido a las vias
respiratorias inferiores debido a: defectos en el sistema mucociliar, aumento en
la produccion de moco, dafio en el epitelio, represion en la produccion de IgA 'y
disminuciébn de la capacidad fagocitica celular, caracteristicos de la
enfermedad; facilitan la colonizacién de la via aérea y provocan un aumento de

la respuesta inflamatoria.
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Figura 10. Impacto de la infeccion en la patogénesis de la EPOC en fase

estable y durante las agudizaciones.

Tanto las propias bacterias como el dafo epitelial que generan, contribuyen a
alterar la respuesta inmune del huésped, de forma que mas microorganismos
son capaces de persistir en las vias respiratorias inferiores, formandose un
ciclo vicioso de inflamacion cronica y infeccion bronquial mantenida en el

tiempo.
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Figura 11. Circulo vicioso de la infeccion bronquial.

1.5.3. Papel del sistema inmunoldgico de la mucosa respiratoria.

La mucosa proporciona una barrera fisica entre el interior y el exterior del
cuerpo, por lo tanto, los mecanismos de defensa a ambos lados, deben de ser
diferentes. La superficie aproximada de la mucosa de la via aérea es de unos
100 m2 y esta continuamente expuesta a antigenos y biotoxinas inhaladas, lo

que supone un reto para nuestro sistema inmune.

La presencia de un microorganismo en el parénquima indica infeccion, sin
embargo, la superficie mucosa esta colonizada por una microbiota comensal y
constantemente expuesta a antigenos ambientales. Asi, mientras que el
sistema inmune sistémico debe actuar de forma contundente ante la presencia
de microorganismos, el sistema inmune de las mucosas debe mantener una

microbiota normal mientras reacciona ante la presencia de MPPs.

El principal mecanismo de defensa de las vias respiratorias superiores e
inferiores depende de la inmunoglobulina A secretora (slgA), debido a su
elevada capacidad de union a antigenos y su resistencia a la proteolisis por la
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flora comensal (Pilette, 2004). Es la principal inmunoglobulina en las mucosas y
la segunda mas importante en circulacion. Hay dos subclases, IgAl e IgA2, con
diferente distribucién en suero y otras secreciones. En la mucosa respiratoria,
la IgAl representa mas del 90% de la IgA total presente (Rao,1999;
Brandtzaeg, 1992).

Las IgA se producen localmente en células plasmaticas en forma de dimero o
polimero, en contraste con la IgA presente en el suero que es monomerica y se
sintetiza en las células plasmaticas de la médula 6sea. Es liberada en las
secreciones en forma de un complejo con el componente secretor (SC), la
porcidn extracelular del receptor de inmunoglobulina polimérico, que permite el

reconocimiento y el transporte selectivo a través de la mucosa epitelial.

Las IgA protegen las superficies mucosas mediante la unién a microorganismos
o macromoléculas ambientales, previniendo su contacto con la superficie
epitelial y facilitando su eliminacion por el movimiento mucociliar, un
mecanismo denominado exclusion inmune. También actian en la ldmina propia
donde se une a antigenos y los excreta al lumen a través de las células
epiteliales por un mecanismo de transcitosis mediada por el receptor de
inmunoglobulina polimérico, gracias a este procedimiento, es capaz también de
inhibir la produccion intracelular de virus y de neutralizar antigenos
proinflamatorios que aparecen en los endosomas (Brandtzaeg, 2013; Corthésy,
2013).

No existen muchos estudios sobre los niveles de IgA en los pacientes con
EPOC, pero éstos sugieren que la produccion de IgA en la mucosa bronquial
de pacientes con EPOC esta disminuida, sin embargo, la respuesta sistémica
mediada por IgA se ha hallado preservada en la EPOC (Pilette, 2004,
Qvarfordt, 2001; Von Hertzen et al. 1997).
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Figura 12. Formacion de la Ig A secretora (sIgA) en la mucosa.

|.6. Agudizaciones en la EPOC.

1.6.1. Definicion de agudizacion en la EPOC. Etiologia.

La agudizacion o exacerbacion (AEPOC) 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, de la tos, e incremento del volumen y/o cambios
en el color del esputo o cualquier combinacion de éstos, que haga necesario un
cambio terapéutico (Celli & Barnes, 2007).

En las exacerbaciones, el nivel de inflamacion de la via aérea se incrementa y
se produce un aumento de las células inflamatorias en esputo (neutrdfilos,
eosinofilos y linfocitos) asi como de mediadores inflamatorios con produccién
de edema de la mucosa respiratoria, broncoespasmo e hipersecrecion mucosa,

lo que empeora los sintomas respiratorios.
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La inflamacién neutrofilica, la purulencia del esputo y las exacerbaciones
bacterianas son una asociacion bien establecida y por lo tanto una base légica
para el uso de la purulencia del esputo como indicador de infeccidn bacteriana
y la necesidad de tratamiento antibiotico (Stockley, 2000; Miravitlles, 2012b).
Las exacerbaciones de la EPOC tienen un impacto significativo en la calidad de
vida, la progresion de la enfermedad, la mortalidad, los costes y la utilizacion de

recursos.

Es fundamental distinguir una nueva agudizacién de un fracaso terapéutico
previo, de una recaida o recurrencia para que no sea considerada como una

nueva agudizacion.

Asi, el fracaso terapéutico se define como un empeoramiento de sintomas que

sucede durante la propia agudizacion y que requiere un tratamiento adicional.
Una recaida es cuando se produce un nuevo empeoramiento de los sintomas
entre la finalizacion del tratamiento de la agudizacion y las 4 semanas
posteriores. Recurrencia se produce cuando los sintomas reaparecen en un
plazo inferior a un afio desde la agudizacion precedente, después de un
periodo de relativo buen estado de salud. Para ello, se establece que deben
haber transcurrido al menos 4 semanas después de completar el tratamiento
de la agudizacion previa o bien 6 semanas desde que se iniciaron los sintomas
(Clinical GesePOC, 2012).
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Figura 13. Agudizacion, fracaso terapeutico, recaida y recurrencia. Guia
GeseEPOC 2012.

Identificar las causas de la agudizaciébn es de gran importancia para un
adecuado tratamiento pero, aproximadamente en un tercio de los casos, la
etiologia no se llega a conocer. Hasta en el 70% de los casos, la causa de la
exacerbacion es la infeccién del arbol traqueobronquial (virus 30%, bacterias
50% vy co-infecion hasta el 25%). La contaminacion ambiental puede ser la
causante del 5-10% de las exacerbaciones (Seemungal et al. 2001; Grupo
SEPAR-SEMFYC, 2010).

Las bacterias MPPs identificadas con mayor frecuencia son Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae y Moraxella catarrhalis, aunque en
agudizaciones graves, Enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa pueden ser
frecuentes (Miravitlles, 1999).

La co-infeccion indica una cierta susceptibilidad a la infeccion bacteriana tras el
proceso viral y conlleva una mayor gravedad, con una estancia hospitalaria
significativamente mayor en estos pacientes. Hasta un 19% de los pacientes
ingresados pueden requerir una nueva atencion hospitalaria o incluso fallecer

en el mes siguiente al alta. (Papi et al. 2006).
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También es necesario diferenciar la AEPOC, de otras situaciones que se
pueden superponer o agravar una disnea o aumento de tos, como insuficiencia
cardiaca, tromboembolismo pulmonar, neumotorax, arritmias, farmacos, etc.
(Pozo-Rodriguez et al. 2012; Vestbo et al. 2013).

El hecho de tener mas agudizaciones, supone un aumento de la inflamacion
subyacente, un deterioro de la funcién pulmonar mas acelerado, peor calidad
de vida y una mayor probabilidad de mortalidad (Miravitlles et al. 2004; Kessler
et al. 2006; Donaldson et al. 2008; Anzueto, 2010).

La gran variabilidad en la propia definicion de AEPOC, supone un problema de
validez externa en los diferentes estudios sobre AEPOC. Algunos estudios
estan basados en la valoracion del propio paciente y otros en la del clinico
(Pauwels et al. 2004; Hoogendoorn et al. 2010).

Asi, se ha propuesto clasificar la gravedad de la AEPOC, en diferentes grados:

Leves: serian aquellas que no se notifican al médico. El paciente las puede
resolver con modificaciones de su tratamiento de base, en el domicilio
(Seemungal et al. 1998). Algun estudio, ha demostrado que mas de la mitad de
todas las AEPOC no se notifican (Langsetmo et al. 2008; Jones et al. 2011,
Leidy et al. 2014).

Moderadas: son aquellas que originan un cambio terapéutico que conlleva la
prescripcién de antibiéticos y/o corticoides sistémicos.

Graves: aquellas que ademés de lo anterior, conllevan un ingreso hospitalario
(Wedzicha & Seemungal, 2007; Hurst et al. 2010).

[.6.2. Fenotipo agudizador y factores predictores del riesgo de

agudizaciones futuras.

Los pacientes EPOC presentan 1-4 agudizaciones/aiio de media, pero la
distribucion es muy variable, desde pacientes sin agudizaciones hasta otros en
los que aparecen de forma repetitiva y estable en el tiempo (Hurst et al. 2010).

Esta variabilidad ha hecho sospechar la existencia de un ‘Fenotipo Agudizador’

(FA) en algunos pacientes EPOC que tendrian una predisposicién a padecer
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AEPOC y por lo tanto, a un peor pronostico, menor calidad de vida, mayor
mortalidad y aumento de costo sanitario (Peces-Barba et al. 2008; Soler-
Catalufia et al. 2011; Clinical GesEPOC 2012; Vestbo et al. 2013).

Por lo tanto, fenotipo agudizador (FA), tendria todo paciente con EPOC que

presente 2 o0 mas agudizaciones al afio. No esta claro, si para esa definicion
habria que considerar todas las agudizaciones o solo las moderadas y graves.
La implicacion pronéstica de las leves aun no esta bien clara y son mas dificiles
de interpretar, por lo que no suelen estar incluidas (Soler-Catalufia et al. 2005;
Soler-Cataluiia & Rodriguez-Roisin, 2010).

Existe cada vez més interés por encontrar factores predictores relacionados
con este FA y con las variaciones clinicas en los pacientes EPOC (Donaldson
et al. 2013). Cuanto antes se identifiquen esos riesgos, antes se pueden poner
en marcha estrategias de prevencion, control, e intensificacion terapéutica
(Vestbo et al. 2013; Wedzicha et al. 2013).

El factor predictor de FA mas fiable conocido hasta la fecha es la historia previa
de agudizaciones. La edad es un factor de riesgo existente pero no modificable
(Hurst et al. 2010; Donaldson et al. 2013; Millerova et al. 2014; Miravitlles et al.
2014).

Factores que parecen tener una relacibn demostrada con la frecuencia de
agudizaciones, pero con puntualizaciones, son el FEV1, la presencia de
comorbilidades y la hipersecrecién bronquial. Entre los que la relacion es
factible estarian, la tenencia y persistencia de marcadores inflamatorios,
susceptibilidad a infeccion viral, colonizacion bacteriana en la via aérea,
atrapamiento aéreo, predisposicion genética y una mala adherencia terapéutica
(Patel et al. 2002; Donaldson & Wedzicha, 2006; Wedzicha, 2007; Perera et al.
2007; Hurst et al. 2010; Boixeda et al. 2012; Wedzicha et al. 2013; Makela et al.
2013; Rabe et al. 2013; Thomsen et al. 2013; Yang et al. 2014).

La gravedad del FEV1 influye en la probabilidad de padecer mas y mas
intensas agudizaciones, pero también se ha demostrado que en pacientes con
grados de obstruccién moderados (GOLD 2), se puede presentar un patrén de
agudizacion frecuente, por lo que parece que no es el Unico factor influyente
(Hurst et al. 2010).
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La comorbilidad cardiovascular estd relacionada con las AEPOC graves,
aunque no hay certeza sobre si como causa 0 consecuencia de las mismas
(Dewan et al. 2000; Soler-Cataluifia & Rodriguez-Roisin, 2010; Alcazar et al.
2012).

|.7. Tratamiento y vacunas en la EPOC.

El objetivo de un plan terapéutico adecuado en EPOC consiste en mejorar los
sintomas de base de la enfermedad, disminuir la frecuencia e intensidad de las
agudizaciones y mejorar el prondstico (Postma et al. 2011; Clinical GesePOC,
2012; Vestbo et al. 2013).

Los tratamientos inhalados conocidos hasta ahora no han demostrado
disminuir el empeoramiento de la funcién pulmonar propio de estos pacientes,

aunqgue si han mejorado su calidad de vida (Vestbo et al. 2013).

Evitar el tabaquismo y los gases contaminantes, una nutricibn adecuada, la
actividad fisica regular, la evaluacion y el tratamiento de las comorbilidades y la
vacunacion antigripal y anti-neumocdcica, son las medidas generales mas
importantes del tratamiento. La rehabilitacion respiratoria es fundamental como
prevencion terciaria (Alfageme et al. 2006; Nice et al. 2006; Garcia-Aymerich et
al. 2007; Alcolea et al. 2007; Vestbo et al. 2013; Miravitlles et al. 2014).
GesEPOC propone adecuar el tratamiento farmacologico de la EPOC en fase
estable al fenotipo de cada paciente y los indicadores de gravedad servirian
para regular la intensidad y el grado de supervision. (Miravitlles 2009b; Lopez-
Campos, 2010; Clinical GesePOC, 2012).

La base del tratamiento farmacolégico son los broncodilatadores de larga
duracion (BDLD) (B-adrenérgicos-LABA-, antimuscarinicos-LAMA-). Los
farmacos que se deben afadir a los BDLD dependeran del fenotipo del
paciente.

En el fenotipo no agudizador (FNA) (enfisema o bronquitis crénica), el uso de

los BDLD en combinacion es la base del tratamiento.
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En el fenotipo mixto (ACO), es la utilizacion de BDLD combinados con

corticoides inhalados (IC).

En el fenotipo agudizador con enfisema se basa en BDLD a los que se pueden

afadir los Cl y la teofilina segun el nivel de gravedad.

En el fenotipo agudizador con bronguitis crénica los BDLD, a los que se pueden

afadir Cl (se desaconseja la combinacion unica LAMA+CI), inhibidores de la
fosfodiesterasa-4 (Roflumilast), mucoliticos segun la gravedad y en casos
especiales antibioticos de forma preventiva (macrolidos y quinolonas a bajas
dosis) (Puhan et al. 2009; Lépez-Campos, 2010; Miravitlles, 2009b; Miravitlles
et al. 2008, 2012, 2014).

En las AEPOC, la principal intervencion es optimizar la broncodilatacion
(McCrory et al. 2001). Los antibiéticos estan indicados en presencia de esputo
purulento, aumento de disnea o expectoracion (Miravitlles et al. 2008, 2014).
Una pauta corta de corticoides sistémicos deberia prescribirse, en los casos
moderados, graves y en los leves que no responden al tratamiento inicial
(Walters et al. 2009). La administracion de oxigeno en AEPOC graves, debe

realizarse siempre de forma controlada (Clinical GesePOC, 2012).

Las vacunas son una estrategia para reducir el riesgo de agudizaciones
relacionadas con el virus de la gripe, la neumonia neumocécica y sus
complicaciones (Clinical GesePOC, 2012).

Existen diversas revisiones sistematicas y meta-analisis recientes apoyando la
seguridad y los beneficios de la vacunacion antigripal en poblacion general
adulta en cuanto a sintomas gripales y dias de trabajo recuperados, que serian
moderados (Osterholm et al. 2012; Jefferson et al. 2014).

En relacion a subgrupos especificos de riesgo como los pacientes con EPOC, a
pesar del consenso generalizado a favor de la vacunacion antigripal (Clinical
GesEPOC, 2012; Vestbo et al. 2013), los estudios publicados son mas escasos
(Hovden, 2007).

Adicionalmente, en paises desarrollados los porcentajes de vacunacion en
pacientes con EPOC son heterogéneos, siendo descritos en su mayoria

porcentajes de vacunacion suboptimos (Harper et al. 2005; Plans-Rubid, 2007).
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Por ello, la mayoria de estudios y revisiones centrados en EPOC (Nichol et al.
1999; Poole et al. 2006; Menon et al. 2008; Vila-Corcoles et al. 2008; Schembri
et al. 2009; Seo et al. 2013; Montserrat-Capdevila et al. 2014) concluyen que
todavia son necesarios mas trabajos para tratar de determinar la efectividad de
la vacunacion antigripal en diferentes areas geogréficas y en distintos
subgrupos de pacientes.

Esta heterogeneidad en los porcentajes de vacunacion parece ser mayor en
Espafia, donde las cifras de los ultimos estudios publicados muestran un rango
entre el 52,2% (Montserrat-Capdevila et al. 2014) y el 87,2% (Jiménez-Garcia
et al. 2005, 2007).

Con respecto al uso de las vacunas anti-neumocacicas polivalentes (14 y 23
serotipos) en los pacientes con EPOC, diversos estudios no observaron
efectos significativos en los resultados (riesgo de neumonia, riesgo de
agudizacion, ingresos hospitalarios y mortalidad) (Alfageme et al. 2006; Walters
et al. 2010). Aun asi, la mayoria de las Guias siguen recomendando en la
actualidad la vacunacion anti-neumocadcica con una revacunacion a los 8 afos,
dado su bajo coste y gran seguridad. (Clinical GesePOC, 2012; Vestho et al.
2013).

[.8. Metagenémica y microbioma humano.

Elestudio de la biodiversidad microbiana en muestras clinicas se
ha fundamentado en el cultivo. Las técnicas convencionales de aislamiento e
identificacion de los microorganismos presentes en las secreciones
respiratorias de los pacientes con EPOC son, hasta ahora, la base para el
manejo terapéutico durante la exacerbacion y la estabilidad de la enfermedad.
Para ello, los métodos de cultivo utilizados se han adaptado a aislar aquellos
microorganismos mas comunmente involucrados en las infecciones bronquiales

observadas en estos pacientes.

Hacia mediados y finales del siglo XX, el cultivo de bacterias y su examen

microscopico seguian siendo las principales herramientas de estudio para los
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microbiblogos. El estudio de una determinada comunidad microbiana en un
ambiente se realizaba mediante evaluacién microscopica directa, el uso de
pruebas bioquimicas, y las técnicas de cultivo de enriquecimiento. Sin
embargo, la diversidad observada a través del microscopio no podia ser
explicada mediante lo cultivado en medios de cultivo enriquecido
(Staley & Konopka, 1985).

Esta situacion no permite evaluar la diversidad microbiana de las secreciones
respiratorias, ni detectar microorganismos no considerados como habituales
causantes de infeccion, que podrian participar en la fisiopatologia de la

enfermedad.

[.8.1. Estudio de metagenomas.

El aislamiento a partir de muestras de secreciones respiratorias requiere del
uso de medios selectivos adaptados al cultivo de diferentes microorganismos,
principalmente H. influenzae, S. pneumoniae, M.catarralis, P. aeruginosay S. a
ureus, que a menudo no son capaces de aislar microorganismos de
crecimiento dificil, y pueden contaminarse por especies ambientales. Por lo
tanto, la estimacién de la diversidad microbiana por los métodos de cultivo esta
necesariamente sesgada, y puede no ser representativa de la variabilidad real
en muestras de secreciones respiratorias. EI nimero de microorganismos

cultivables es mucho menor que el de los no cultivables.

La mayoria de métodos de asignacion taxonomica requieren no solo que la
bacteria sea cultivable sino que seamos capaces de aislarla, lo cual restringe
enormemente el nimero de bacterias a estudiar. Somos incapaces de cultivar
la mayoria de especies bacterianas y, segun las Ultimas estimaciones,
solamente en 8 de los 28 phyla bacterianos conocidos hay especies cultivables
en la actualidad (Achtman & Wagner, 2008).

Uno de los argumentos que explican nuestra incapacidad para cultivar la
mayoria de las bacterias es que no disponemos de informacion suficiente para

el desarrollo de medios de cultivo, ya que no conocemos todas las
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concentraciones y proporciones de oligoelementos y sustratos requeridos,
aunque, de hecho, poco a poco se estan haciendo avances en esta direccion
(Kaeberlein et al. 2002; Stevenson et al. 2004).

Otras especies bacterianas, son capaces de entrar en un estado viable no
cultivable o inactivo y, a pesar de tener las condiciones Optimas para crecer,
necesitan una sefial para activarse. Algunas de estas sefiales pueden ser
moléculas involucradas en quorum sensing y transduccion de sefales, como
el AMP-ciclicoy las acil-homoserina-lactonas (Stevenson et  al.2004;
Zengler, 2009).

Las especies que colonizan la mucosa bronquial son responsables de
infecciones en pacientes con EPOC (Rogers AV. Et al. 2008), aunque la
informacion sobre diversidad microbiana en muestras respiratorias es escasa y
principalmente basada en el cultivo. En algunos casos, aproximaciones
moleculares basadas en la amplificacion del gen 16S ARNr y su clonado se
han llevado a cabo en muestras de esputo de individuos con fibrosis quistica y
EPOC (Bittar et al. 2008; Rogers et al. 2009).

La metagen6mica consiste en el estudio del conjunto de genomas que
conforman las comunidades microbianas de un determinado entorno a partir de
muestras recogidas directamente de dicho ambiente, sin necesidad de que los
microorganismos sean cultivados y aislados. Las secuencias obtenidas (que
estan aproximadamente en proporcion a la frecuencia con que aparecen
en la poblacion) se comparan con bases de datos de genes donde se
encuentra toda la informacion necesaria para la asignacion e identificacion de
los genes secuenciados, pudiendo de esta manera identificar las comunidades
microbianas que habitan por ejemplo, en el ser humano. El desarrollo de
técnicas microbiolégicas basadas en el analisis de &acidos nucleicos (New
Generation Sequencing) ha permitido la proliferacion de estrategias
independientes del cultivo para la identificacion de microrganismos.

La aplicacion de estas nuevas tecnologias al estudio de la diversidad
microbiana en muestras de individuos sanos y de pacientes enfermos ayudara
a determinar la contribucidon de determinadas especies al desarrollo de las
enfermedades. Por lo tanto, seria deseable el estudio de la diversidad
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procariota en muestras de moco de individuos control (sanos) y de pacientes
con distintas patologias mediante una aproximacion basada en el analisis del
metagenoma, que pueda analizar de una manera mas certera la implicacion de
los microorganismos que habitan en nuestro cuerpo y su implicacion con las
patologias infecciosas con su consecuentemente trascendencia para la salud
publica.

La amplificacion de genes concretos como la amplificacion universal del gen
16S ARNr seguida de secuenciacion por pirosecuenciacion de una muestra
clinica, presenta ventajas considerables para identificar la composicion de la
microbiota que los métodos dependientes del cultivo microbiologico. En
concreto en pacientes con EPOC se ha visto que la microbiota identificada en
el esputo es mucho mayor que la identificada a través de métodos
microbiolégicos basados en el cultivo (Aguirre et al. 2015).

En cuanto a la identificacion taxonomica de los microorganismos, la
microbiologia actualmente dispone de dos aproximaciones; la caracterizacion
fenotipica y la identificacion genotipica.

La caracterizacién fenotipica estudia los rasgos morfol6gicos, metabdlicos, fisio
l6gicos y quimicos de la célula. La caracterizacion genotipica estudia los

aspectos comparativos de las células al nivel de su genoma.

Taxonomia

Clasificacion cientifica

Reino: Bacteria
Phylum: Firmicutes
Clase Bacill
Orden Lactobacillales
Familia Streptococcaceae
Género: Streptococcus
<
»

Especie

. mutans
Nombre binomial

Streptococcus mutans

iIree G5)

Figura 14. Taxonomia y nomenclatura bacteriana
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La asignacion taxonomica, como la historia evolutiva de los microorganismos,
se lleva a cabo en base a los datos genéticos, principalmente del gen
16S ARNr. Los ARNr y los genes que los codifican fueron los primeros
marcadores moleculares utilizados para establecer las relaciones filogenéticas
en los procariotas (Sogin et al. 1971; Woese et al. 1974).

El ARNr tiene una funcion universal y constante que ha presentado un elevado
grado de conservacion desde las primeras etapas de la evolucion. La mayoria
de los estudios de diversidad bacteriana medioambientales estan basados en
el andlisis de la subunidad pequefia del gen ribosGmico
16S ARNr (Woese & Fox, 1977). Este gen codifica para un ARN que forma
parte de la subunidad 30S del ribosoma de los procariotas. Esta presente en
todas las bacterias y esta lo suficientemente conservado como para poder
alinear de forma precisa las posiciones homologas de unas especies con otras.
Ademas, los genes ribosomicos son buenos marcadores moleculares por
presentar distinta tasa de evolucién a lo largo de sus secuencias, de modo que
hay alternancia de regiones conservadas y variables como para llevar a cabo

analisis filogenéticos (Woese et al. 1990).

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

unspecific applications
VARIABLE REGIONS: group or species-specific applications

Figura 15. Regiones conservadas e hipervariables (V1-V9) del gen 16S ARNT.

El uso del analisis comparado de la secuencia del gen 16S ARNr ha sido muy
importante para el desarrollo de la taxonomia moderna de los procariotas por
dos motivos principalmente: la informacidén contenida en este marcador es muy
superior a sus alternativas y la calidad de las bases de datos disponibles

permite tener buena resolucion practicamente hasta nivel de especie

71



Introduccion

(Ludwig, 2007). En 1980, Carl Woese y su grupo proporcionaron una vision
general de la filogenia bacteriana basandose en secuencias de 16S ARNr,
independientes de caracteristicas morfologicas y bioquimicas que siempre
habian sido utilizados para clasificar las bacterias (Woese, 1987). También se
utilizé para identificar bacterias en comunidades mixtas sin necesidad de cultivo
(Stahl et al. 1984).

Poco después, con el desarrollo de la PCR y la secuenciacién, todo se agilizé
mediante la clonacién y posterior secuenciacion clasica (método Sanger) del
gen 16S ARNr usando cebadores universales que permiten un andlisis mas

profundo de las comunidades microbianas (Giovannoni et al. 1990).
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Figura 16. Método se secuenciacion de Sanger (1977)

La tecnologia clasica de secuenciacion (Método de Sanger) fue la dominante
durante dos décadas para la comparacion de secuencias del gen 16S ARNr si
se queria caracterizar la composicion de una comunidad bacteriana hasta la

entrada de los nuevos métodos de secuenciacion masiva.

En los Ultimos afos, la llegada de las ciencias 6micas, que permiten estudiar
comunidades completas de microorganismos y con las técnicas

de secuenciacion de nueva generacion (Nest Generation Sequencing, NGS),
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se ha llegado a la metagenomica, abriendo nuevas posibilidades para el
estudio de las relaciones entre microorganismos en el campo de la

microbiologia (Medini et al. 2008).

El andlisis taxondmico de las comunidades microbianas (Determinacion de
Unidades Taxondmicas Operacionales (OTU’s)) se basa en la amplificacion
universal del gen 16S ARNr, su posterior secuenciacion por NGS y su
asignamiento taxonémico de cada secuencia obtenida. De modo que de cada
muestra analizada se obtiene una detallada informacion de su composicion
microbiana. Una vez asignada la composicibn de microorganismos de la
muestra se pueden realizar analisis ecologicos entre las distintas muestras o

grupos de muestras sometidas al estudio.

Para la comparacion entre poblaciones microbianas de muestras o grupos de
muestras distintas se emplean indicadores como la diversidad microbiana
mediante indices especificos como Shannon-Wiener (H’) y Chao1, ademas de

otras comparaciones a nivel de composicion taxonémica.

1.8.2. Estudio de comunidades microbianas.

Para el andlisis comparativo de poblaciones bacterianas a partir de metadatos
obtenidos por secuenciacibn masiva del gen 16S ARNr se emplean
herramientas bioinformaticas que estructuran la estrategia de analisis en tres

pasos claves:

1. Filtrado de calidad de las secuencias a analizar: Donde se seleccionan

las secuencias que han pasado un umbral predefinido de calidad basado

en calidad de lectura y longitud de secuencia.

2. Anotacion taxondmica de las secuencias obtenidas: En este paso se

obtiene la informacién taxonémica de cada muestra analizada.

3. Comparacién entre las muestras sometidas a estudio: En este paso se

comparan las comunidades microbianas obtenidas en cada muestra

contra el resto de muestras sometidas a estudio.
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Una de las herramientas bioinforméaticas més importante para el estudio de
comunidades microbianas es el software de libre acceso Qiime (Caporaso et al.
2010).

Aplicando estos avances en el analisis de las comunidades microbianas a las
patologias humanas de origen microbiano se va a poder analizar de una
manera mas profunda sus implicaciones que empleando la metodologia clasica
basada en el cultivo.

Los principales analisis empleados en el andlisis de comunidades microbianas
son los analisis de alfa-diversidad y los analisis de beta-diversidad:

Alfa-diversidad: diversidad dentro de una muestra. La diversidad alfa es la

rigueza de especies de una comunidad particular a la que consideramos
homogénea. Se pueden emplear métodos basados en la cuantificacién del
namero de especies presentes (riqueza especifica), o también en funcion de la
estructura de la comunidad, es decir, la distribucion proporcional del valor de
importancia de cada especie, expresado por ejemplo como abundancia relativa.
Los métodos basados en la estructura pueden a su vez clasificarse segun se
basen en la dominancia (indice de Simpson, Serie de Hill) o en la equidad de la
comunidad, como en el indice de Shannon-Wiener, uno de los mas empleados
en los estudios de microbioma humano (Pla, 2006). Este indice se representa

normalmente como H’ y se expresa con un numero positivo.

La férmula del indice de Shannon es la siguiente:

T
H' = - pilog, p;

1i=1

5 — nimero de especies (la riqueza de especies)

Pi — proporcién de individuos de la especie “i”", respecto al total de individuos

(es decir la abundancia relativa de la especie “"):

i — namero de individuos de la especie
N - ntmero total de individuos de todas las especies

De esta forma, el indice contempla la cantidad de especies presentes en el
area de estudio (rigueza de especies), y la cantidad relativa de individuos de

cada una de esas especies (abundancia). Adquiere valores entre cero, cuando
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hay una sola especie, y el logaritmo de S, cuando todas las especies estan

representadas por el mismo numero de individuos.

indice _de Shannon, Chaol, Simpson: son parametros que miden la a-
diversidad de una muestra. A partir de estos valores, se pueden crear las
curvas de rarefaccion, que representan la relacion entre el numero de
secuencias recogidas de una muestra y el niamero de taxones diferentes

presentes, en base a las abundancias detectadas.

Beta-diversidad: Comparaciéon de la diversidad entre diferentes muestras.

Representa la similitud o diferencia en la composicion de organismos entre
muestras. La diversidad beta es el grado de diferencia en la composicién de
especies entre distintos habitats, comunidades o individuos, también definida
como el cambio bidtico a través de gradientes ambientales (Koleff et al. 2003).
A diferencia de las diversidades alfa y gamma que pueden ser medidas en
funcién del numero de especies, la beta diversidad se basa en proporciones 0
diferencias. Se mide a través de la abundancia de composicion o disimilitud

mediante la distancia de Bray-Curtis (Indice de disimilitud de Bray-Curtis). El

valor estd comprendido entre 0 y 1, donde 0 significa que las muestras tienen la
misma composicién y 1 que son completamente diferentes. A partir de este
indice, se pueden realizar analisis de coordinadas principales (PCoA por sus
siglas en inglés), que permiten extraer y visualizar los componentes de
variacion mas informativos de un grupo de datos complejo y multidimensional.
Asi, se hace una transformacién de los datos presentes en una matriz de
distancias a unos nuevos ejes octogonales de forma que la primera
coordenada explica el mayor porcentaje de variacion y asi sucesivamente. El
Andlisis de Componentes Principales (ACP o PCA por sus siglas en inglés) es
otra técnica estadistica multivariable de sintesis de la informacion o reduccién
de la dimension (numero de variables), que permite encontrar los factores
subyacentes que mejor explican, tras un conjunto de datos, la variabilidad de

éstos.
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1.8.3. Tecnologias de secuenciacion masiva.

Los nuevos métodos de secuenciacibn masiva o secuenciacion  de

nueva generacion (NGS), como 454 (Roche) o illumina (lllumina), consiguen

una secuenciacion ultra profunda de cada muestra, pudiendo detectar la

mayoria de los microorganismos presentes.

Overview of The 454 Sequencing System
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Figura 17. Método de secuenciacion masiva de nueva generacion 454 (Roche).
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| Il'umina/Solexa

Solid-phase ampilification can produce 100-200 million spatially
separated clusters, providing free ends to which a universal sequencing
primer can be hybridized to initiate the NGS reaction

llumina/Solexa
Solid-phase amplification

One DNA molecule per cluster

Figura 18. Método de secuenciacién masiva de nueva generacion Solexa

(lumina).

Desde 2006, la técnicas de secuenciacién masiva se ha utilizado para explorar
una gran variedad de comunidades bacterianas ambientales, siendo en 2008
cuando se empez6 a estudiar en diferentes nichos del cuerpo humano, siendo
el primero la microbiota gastrointestinal (Andersson, 2008). Desde entonces, se
han estudiado diferentes nichos del cuerpo humano, algunos tan desconocidos

y extremos como la mucosa del estomago (Delgado et al. 2012).

Aunque la metagenOmica en sus primeros pasos mediante secuenciacion
Sanger supuso un gran hito, el enorme aumento en el nimero de secuencias
obtenidas con estos métodos de secuenciacién masiva permitié abordar mucha
mas diversidad. A pesar del avance que esto implica, todavia existen retos y
limitaciones asociadas con la descripcion de las comunidades mediante
secuencias del gen 16S ARNr. Una de las limitaciones mas grandes del
estudio de un determinado ambiente mediante el analisis del gen 16S ARNr,
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es que no aporta ninguna informacion funcional acerca de los microorganismos

identificados.

Si se pretende obtener una vision mas completa y robusta de las comunidades
microbianas, se deben considerar otros abordajes complementarios que
proporcionen evidencia acerca de las funciones expresadas y la actividad de
las bacterias. Para este fin, se han desarrollado otras técnicas como

la metatranscriptomica, que consiste en obtener informacion de los genes

expresados de un determinado ambiente mediante la secuenciacion
del cDNA total de una muestra (Gosalbes et al. 2011). También, se puede
llevar a cabo el estudio metaproteémico de la muestra, generalmente mediante
espectrometria de masas, obteniendo informacién de las proteinas presentes
en un ecosistema, si bien esta estrategia, tiene algunos inconvenientes en la

extraccion, separacion e identificacion (Wilmes P. & Bond, 2006).

En definitiva, el desarrollo de los métodos de secuenciacion masiva nos ha
permitido entrar en una era donde podemos alcanzar, con relativo esfuerzo
econdémico, un nivel de resoluciébn genética impensable hasta hace pocos
afnos. Todo este flujo de informacion ha posibilitado nuevas metas pero también
ha supuesto nuevos desafios y nos abre las puertas al uso de otras tecnologias
disponibles que se pueden adaptar a estas nuevas técnicas de
secuenciacion, ampliando de manera considerable el nivel de preguntas que
podemos plantear, asi como las respuestas a obtener, siempre y cuando
seamos capaces de manejar las enormes necesidades computacionales y

estadisticas asociadas a la secuenciacion masiva.

1.8.4. Microbiomay microbiota. Diferencias.

Los humanos viven en simbiosis con millones de especies microbianas
gue habitan en las superficies externas e internas de nuestro cuerpo (Mardis,
2011).

El microbioma es el genoma colectivo y los productos genéticos de los

microorganismos residentes en el cuerpo humano (bacterias, arqueas, hongos
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y virus), es decir, el ecosistema que engloba todos los microorganismos de un
determinado ambiente junto con las interacciones de sus genes con el
ambiente. Al grupo de microorganismos formado por bacterias y arqueas se le

denomina microbiota.

Se estima que el contenido gendmico de las microbiotas que existen en las
diferentes partes del cuerpo es 100 veces mayor que el del genoma humano.
Estos microorganismos intervienen en una gran seleccion de funciones
bioquimicas vy fisiolégicas que mantiene la homedstasis del huésped en estado
de salud (Mardis, 2011; Cox et al. 2013; Petrosino et al, 2009).

La microbiota humana puede variar en funcion de la localizacion, la edady
factores ambientales como la dieta. Tampoco estd claro si se puede definir
una microbiota comun humana, ya que en diferentes regiones del cuerpo se
pueden encontrar diferentes especies con distintas abundancias.

El estudio de las comunidades microbianas es muy complejo en comparacion,
debido a que hay gran cantidad de lagunas en el conocimiento (62% de las
especies que se ha identificado en el intestino humano no se conocian, y un

80% se consideran no-cultivables).

La microbiota representa un componente clave en la medicina personalizada
del futuro, en primer lugar porque se ha asociado un gran numero de
enfermedades con la funcion de la microbiota, como la obesidad, la diabetes,
la depresion, la fibromialgia, el autismo y la alergia (Sekirov & Finlay, 2009).

1.8.5. Microbiota en la EPOC y justificacion del estudio.

El arbol bronquial y el parénquima pulmonar son considerados estériles en
sujetos sanos, pero microorganismos potencialmente patdogenos se han
recuperado a partir de secreciones bronquiales en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) durante los periodos de estabilidad
clinica y sobretodo durante las exacerbaciones, cuando la carga bacteriana

aumenta significativamente (Rosell et al. 2005; Wilkinson et al. 2003).
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Ningun estudio llevado a cabo con las nuevas técnicas moleculares de

deteccion microbiolégica ha podido demostrar esta esterilidad.

Cuando el esputo se ha usado para la identificacion de la colonizacion
bronquial por MPPs en EPOC estable, se han obtenido cultivos positivos
entre el 20%-75% de los pacientes y en la mayoria de los casos, se observé un
anico microorganismo (Sethi et al. 2002; Hill et al. 2000).

Los cultivos positivos para MPPs se han encontrado en un tercio de los
pacientes con EPOC en ausencia de sintomas de infeccién bronquial cuando la
muestra se tomo de las vias inferiores, evitando la oro-faringe bajo condiciones
de esterilidad. Las bacterias mas frecuentemente encontradas fueron
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, y  Mycobacterium
catarrhalis (Rosell et al. 2005), un hallazgo que confirma la presencia de estos
microorganismos en la parte inferior del arbol bronquial de los pacientes con
EPOC. Dicha colonizacion bronquial ha sido también demostrada en muestras
de lavado broncoalveolar (BAL) obtenidas a partir de pacientes con EPOC,
recuperando secreciones periféricas del arbol bronquial (Chin et al. 2005;
Sethi et al. 2006; Soler et al. 1999).

La mayoria de los MPPs se han cultivado a partir muestras de pacientes con
EPOC estable, con una carga microbiana baja (< 100.000 UFC/ml), sin
embargo, no se asocia con una respuesta inflamatoria neutrofilica (Patel et al.
2002; Wilkinson et al. 2006). Con alta carga bacteriana se encuentran casi
exclusivamente H. influenzae y bacterias comensales (Marinet al. 2010;
Marin et al. 2012).

Estos resultados confirman que los microorganismos potencialmente
patogenos (MPPs) se pueden encontrar en los arboles bronquiales de algunos
pacientes con EPOC. Esta colonizacion puede estar relacionada con las
bacterias oro-faringeas que migraron al arbol bronquial o a la microbiota que
coloniza especificamente el arbol bronquial inferior (VanScoy, 1977).

Mediante las técnicas de cultivo se infradiagnostica a los pacientes con una
colonizacion bronquial por debajo del limite de deteccion del cultivo de esputo,
identificando una décima parte de las muestras de esputo con cultivo negativo
(Murphy et al. 2004).
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Actualmente se desconoce el efecto que el humo del tabaco de pacientes
fumadores tiene en la microbiota pulmonar y si esta puede estar influenciada
también por la zona geografica donde se resida como asiocurre en
la microbiota intestinal. Sin embargo, la microbiota de las vias respiratorias
superiores si parece estar afectada por el humo del tabaco (Dickson et
al. 2013; Yatsunenko, 2012).

El uso de métodos moleculares tales como la amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) del gen ribosomico 16S (ADNr), seguido por la
clonacion y secuenciacion de Sanger tradicional en muestras de secrecion
bronquial, ha permitido la identificacion de especies bacterianas no detectadas
anteriormente por cultivos selectivos utilizados para la identificacion de
microorganismos potencialmente patégenos y, mas recientemente, la
aplicacion técnicas como la secuenciacion masiva ha llevado el estudio de la
diversidad microbiana a un nivel de detalle sin precedentes (Charlson et al.
2011; Erb-Downward et al. 2011; Hilty et al. 2010).

En los estudios en los que se ha analizado la microbiota pulmonar de
individuos sanos a partir de muestras de BAL, concuerdan con estudios en los
gue las muestras analizadas provenian de las vias respiratorias superiores
(orofaringeas o nasales), aunque con diferentes abundancias relativas (Erb-

Downward et al. 2011; Sze et al. 2012). Los filos bacterianos que se han
encontrado con mayor abundancia relativa han sido Bacteroidetes, Firmicutes y
Proteobacteria y los géneros bacterianos mas prevalentes fueron

Prevotella, Veillonella, Streptococcus y Pseudomonas.

Diferentes estudios que han analizado la microbiota pulmonar de los pacientes
con EPOC, se han realizado en estos ultimos afios y la mayoria se realizaron
sobre muestras de BAL, con pacientes que no presentaban signos de infeccion
respiratoria y que no habian tomado antibidticos previamente. La principal
conclusién es que la microbiota de las vias respiratorias inferiores de los
pacientes con EPOC es diferente de la de los individuos sanos. Este hecho
podria ser relevante para el desarrollo de la enfermedad como para la aparicion

de exacerbaciones de caracteristicas infecciosas.
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En otro trabajo realizado por Hilty y colaboradores con muestras de pacientes
con EPOC vy asma, comparadas con muestras de individuos sanos,
encontraron que la microbiota de los pacientes con EPOC era mas parecida a
la de los asmaticos que a la de los individuos sanos, presentando un aumento
en la abundancia de Proteobacteria y una disminucién de Bacteroidetes. Los
pacientes con EPOC tenian una abundancia mayor de Haemophilus spp. que

los individuos sanos (Hilty et al. 2010).

En el estudio de Erb-Downward y su grupo, realizado mediante BAL, se
compard la microbiota de pacientes con EPOC grave frente a controles
fumadores y no fumadores, observandose una menor diversidad bacteriana en
los pacientes con EPOC, donde se identificaron principalmente Pseudomonas,
Streptococccus, Prevotella y Haemophilus, aunque la abundancia fue muy
similar en los tres grupos. Ademas, observéd que la microbiota se distribuye por
el arbol bronquial de una forma desigual y heterogénea, lo que dificulta mas la

interpretacion de los resultados (Erb-Downward et al. 2011).

Por el contrario, en el estudio de Pragman de 2012 si encontr6 una mayor
diversidad en los pacientes con EPOC que en los controles y ésta se
correlacionaba de forma positiva con la gravedad de la enfermedad
(Pragman et al. 2012). Sze, en el mismo afio, observo la misma diversidad y
abundancia microbiana en pacientes EPOCy sujetos sanos, aunque
la microbiota era diferente con mayor nivel de Firmicutes en el EPOC, en

muestras recogidas de tejido pulmonar (Sze et al. 2012).

En otro trabajo llevado a cabo en 2010 por el grupo de Huang, realizado en
pacientes con EPOC después de una agudizacion se observé una gran
diversidad microbiana incluso después de haber sido tratados con antibiéticos
(Huang et al. 2010).

Estos enfoques demuestran que existe una amplia diversidad de
microorganismos en las secreciones respiratorias que no se detectan mediante
cultivo (Guss et al. 2011; Galiana et al. 2014) y sugieren que el microbioma
bronquial puede ser heterogéneo en la EPOC, con diferencias significativas
entre las secciones bronquiales (Erb-Downward et al. 2011). Por consiguiente,
el objetivo del presente trabajo es identificar los microorganismos de las vias
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respiratorias pulmonares en pacientes con EPOC agudizado y en fase estable,
asi como examinar la complejidad de la microbiota en estos pacientes,
mediante el uso de la amplificacion y seceunciacion masiva del gen ribosémico
16S ARNr de las muestras de esputos obtenidas de dichos pacientes con

EPOC para el andlisis de sus comunidades microbianas.
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II.LHIPOTESIS

1-

El ecosistema microbiano en los pacientes con EPOC es complejo, formado
por muchas especies diferentes de bacterias, tanto aerobias, como
anaerobias 0 microaerofilas. Este ecosistema no es estatico, sino variable

en el tiempo en funcion de las caracteristicas clinicas de cada paciente.

Estas variaciones pueden ser tanto cualitativas (en cuanto a las especies
existentes), como cuantitativas (en cuanto a la carga microbiana, es decir, el
porcentaje que cada especie representa respecto al total de los

microorganismos presentes en la mucosa del enfermo).

La secuenciacion masiva es una herramienta que posibilita el estudio de las
poblaciones bacterianas presentes en la mucosa respiratoria. El analisis
comparativo de la microbiota de la mucosa respiratoria de los mismos
pacientes con EPOC entre las categorias clinicas estable o agudizado
permitira avanzar en el conocimiento de la composicion de la microbiota de

la mucosa respiratoria.
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lll. OBJETIVOS

[11.1. Objetivo general.

Estudiar la microbiota del esputo en pacientes con EPOC agudizado y tras su

posterior estabilizacién a través de secuenciacion masiva.

[11.2. Objetivos especificos.

1- Identificar las distintas especies bacterianas presentes en las vias
respiratorias de pacientes con EPOC (pacientes con EPOC leve, moderado,
grave y muy grave, ademas de agudizadores y no agudizadores en el ultimo

afo).

2- Estudiar el cambio de la microbiota entre la fase de captacion (en plena

agudizacion), y tras su recuperacion y estabilizacion.

3- ldentificar los principales microorganismos implicados en el proceso de

agudizacion.

4. ldentificar los tipos de microbiotas respiratorias presentes en los procesos

clinicos de EPOC agudizado o estable.
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IV. MATERIAL Y METODOS.

IV.1. Disefio.

Estudio analitico observacional, en pacientes agrupados en funcién de la
espirometria, del n°® de agudizaciones en el ultimo afio y de su sintomatologia,
que acudieron con clinica de agudizacion de su EPOC. En cada uno de los
grupos de pacientes, se realizd un estudio con un disefio pre-post comparando
las diferencias en fase de agudizacion y en fase estable tras la recuperacion de

la agudizacion, en cuanto a la flora microbiana.

IV.2. Poblacion de estudio.

Pacientes diagnosticados de EPOC de acuerdo con la normativa internacional
(FEV1/FVC<70%), de acuerdo a los siguientes criterios de inclusion y de
exclusion:

Criterios de inclusién:

- Edad >35 afios.

- Diagnéstico de la EPOC: FEV1/FVC%<70 en la espirometria post-

broncodilatacion.
- Capacidad para producir esputo espontaneo.

Criterios de exclusién:

- Consumo de antibi6ticos en el mes previo a la toma de muestra.

- Presencia de asma u otra enfermedad respiratoria cronica que justifique el
trastorno respiratorio.

- Bronquiectasias difusas no asociadas a la EPOC.

- Presencia de neoplasia o comorbilidades muy graves que no permitan la

realizacion de las pruebas.
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60 pacientes fueron incluidos en el estudio. A cada uno de estos 60 pacientes
se le tomo6 una muestra de esputo espontdneo de calidad, segun los criterios
microbioldgicos establecidos. 118 de los 120 esputos fueron considerados con
calidad suficiente para poder ser sometidas a los analisis bioinformaticos. Los
dos esputos con calidad insuficiente pertenecieron a la fase de estabilizacion.

En 5 casos no fue posible la obtencion variables clinicas. Para el analisis entre
las muestras agudizadas en global, se incluyeron las 118 muestras, y para el
analisis en funcion del deterioro funcional, sintomatologia y el riesgo de
desarrollar exacerbaciones (fenotipo exacerbador o no en base al n° de
exacerbaciones el afo previo), solo se incluyeron las muestras procedentes de

los 55 pacientes con informacion clinica.

IV.3. Recogida y analisis de los datos.

La informacion de los pacientes se recogio por los propios facultativos de los
Centros de Salud o de los centros Hospitalarios mediante un formulario
especifico.

El criterio diagnostico de confirmacion de la EPOC fue definido por un cociente
FEV1/FVC <70% hallado en una espirometria tras prueba broncodilatadora en
fase estable (Vestbo et al. 2013; Miravitlles et al. 2014). Se buscé este dato
para cada paciente, anotando asimismo la fecha de la espirometria
comprobando que estaba hecha en los ultimos 2 afios, como dato de buen
seguimiento (Soler-Catalufia et al. 2009).

Las muestras respiratorias fueron analizadas mediante técnicas de
metagenOmica para detectar la presencia del ADN total bacteriano segun el

protocolo de trabajo descrito a continuacion.
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IV.4. Protocolo de trabajo.

IV.4.1. Obtencion de muestras y procesamiento de muestras:

Las muestras de esputo se obtuvieron mediante expectoracién espontanea de
buena calidad microbiolégica. Las muestras se congelaron en la primera hora
tras su obtencion a -20°C y se almacenaron hasta su traslado al Biobanco H
Alicante en hielo seco.

Una vez recibidas en el Hospital de Alicante, el esputo se homogeneizé con N-
acetilcisteina y se dividio en dos partes, una para el estudio de cara a la
extraccion de los acidos nucleicos en el Hospital de Alicante y otra para
almacén en el Biobanco.

Como control de calidad de la muestra se realiz6 una tincion de Gram de la
muestra y analisis microscopico. Solo se consideraron para el estudio aquellos
esputos que en la escala de Barlet obtuvieron como minimo un valor de G4
(observacion de mas de 25 leucocitos y menos de 10 células epiteliales por

campo).

IV.4.2. Extraccién de &cidos nucleicos (Hospital de Alicante):

La extraccidén de acidos nucleicos totales de cada muestra de esputo se realizé
con el extractor automatizado MagnaPure (Roche) con el kit de extraccion
“Total nucleica cid isolation kit”. Previo al proceso de extraccion de acidos
nucleicos los esputos fueron pretratados con un igual volumen de N-
aacetilcisteina para reducir la viscosidad del moco y para el proceso de

extraccion de acidos nucleicos se empleo un volumen de 0.5 ml.

IV.4.3. Secuenciacion del microbioma bacteriano representado en muestra
de esputo de pacientes con EPOC:
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El ADN obtenido de la extraccion de cada muestra sometida a estudio se
secuencié masivamente con el fin de obtener la composicion de su microbioma.
Para la secuenciacion de los microbiomas de esputo, se sintetizé una libreria
de amplicones del gen 16s rRNA para cada muestra (459 bp) vy
que comprendian las regiones de hipervariabilidad V3 y V4 empleando unos
cebadores universales para dicho gen. El protocolo empleado para este
proceso es el descrito por Klindworth et al. publication (Klindworth et al. 2013).
Durante la sintesis por PCR de cada una de las librerias de ampliaciones, se
introdujeron los adaptadores con los identificadores especificos para cada
muestra necesarios para la posterior asignacion de las secuencias. La reaccion
de secuenciacion fue del tipo pair-end 2x300 y se llevo a cabo por la empresa
Stab Vida (Caparica, Portugal) en un secuenciador masivo Illumina miseq.

El proceso de secuanciacion masiva empleando la tecnologia lllumina miseq se

divide en cuatro etapas:

1. Sintesis de la libreria de amplicones de interés: Se realiza por PCR y
consiste en el enriquecimiento en la muestra de un fragmento del gen 16s
rRNA de todos los microorganismos presentes en la muestra de esputo. Al
mismo tiempo se inserta en la secuencia un identificador conocido (secuencia

de ADN) especifica para cada muestra.

2. Generacion del cluster de moléculas de ADN a secuenciar: Cada
molécula de cadena sencilla de ADN sometida a secuenciacion se inmoviliza
por un extremo en un soporte sélido donde se amplifica por una “amplificacion
puente” consiguiendo asi sintetizar un cluster de moléculas (50% son
moléculas de la hebra + y el otro 50% de la hebra -) totalmente idénticas,

necesario previo a la secuenciacion.
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Figura 19. Detalle de la amplificacion en puente en la superficie de cristal y
creacion de las agrupaciones de ADN.Método de secuenciacion masiva de

nueva generacion Solexa (lllumina).

3. Secuenciacion por Sintesis: Cada una de las moléculas de cadena sencilla
qgue forman el cluster se secuencian por ciclos repetidos a los que se les va
afadiendo un terminador concreto. En cada ciclo se afiaden 4 terminadores
conocidos y marcados de manera distinta para conocer en todo momento que
secuencia se ha afadido al cluster de moléculas que se estan secuenciando.
Después de cada ciclo, se eliminan los terminadores que no se han
incorporado a la molécula y se lee con un lector laser que terminador es el que

se ha incorporado.

Incorporacion de los Identificacién de los Eliminacién de los
cuatro nucleotidos nucledtidos segun su terminadores

1 A2 O £
H‘"/%wﬁ\/

Figura 20. Secuenciacién masiva de nueva generacion Solexa (lllumina). Se
afiaden los cuatro nucleotidos con los extremos 3’ bloqueados y unidos a un
marcador fluorescente, que compiten entre si para unirse

complementariamente a la secuencia.
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4. Analisis bioinformético de las secuencias obtenidas: Previo al andlisis
de las comunidades microbianas que componen la microbiota del esputo, se
hizo un filtrado por tamafo y calidad de las secuencias obtenidas por Illumina
miseq empleando el software bioinformatico Qiime 1.80. Una vez eliminadas
las secuencias de baja calidad y secuencias quiméricas (derivadas de
productos aberrantes producidos por PCR) y realizado el proceso de “end-
trimming” > 25 de cada secuencia, se procedid al ensamblaje de secuencia
para obtener fragmentos de aproximadamente 250-400 bp y la asignacién de

lecturas a cada muestra.

IV.4.4. Analisis ecoldgico de las comunidades microbianas identificadas

en esputo.

El anadlisis ecologico de las comunidades que forman la microbiota del esputo
de pacientes con EPOC se realiz6 también con el software Qiime 1.80. Para
ello las secuencias asignadas a cada paciente se anotaron a nivel taxonémico
desde Fillum hasta Género empleando para ello la ultima version disponible de
la base de datos “Ribosomal Database Project”.

Una vez realizada la asignacion taxonomica (OTU, Operational Taxonomic
Unit) se realizaron los estudios de alfa y beta diversidad atendiendo a distintas
variables donde también se incluyeron los indices de riqueza y de biodiversidad

Chaol y Shannon-Weinner.
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IV.4.5. Deteccidn de virus respiratorios.

Debido a que uno de los factores implicados en la agudizacion de los pacientes
con EPOC es la infeccidn por virus respiratorios, se procedio a la identificacion
de los virus respiratorios mas frecuentes (Influenza A, Influenza B,
Parainfluenza 1, Metapneumovirus, Rhinovirus, Enterovirus y Coronavirus
0OC43). Para ello se emple6 la metodologia descrita por Brittain-Long et al,
2008 (Multiplex real-time PCR for detection of respiratory tract infections).

IV.4.6. Identificacion molecular de Haemophilus NTHI.

La identificacion molecular de cepas bacterianas del tipo Haemophilus NTHI se
realiz6 a partir de los &cidos nucleicos totales aislados a partir de esputo,

siguiendo el protocolo de trabajo descrito por Parameswaran et al. (2011).

IV.5. Variables.

De acuerdo a las dos ultimas revisiones de la guia GOLD (Vestbo et al. 2013)
los pacientes EPOC se clasificaron considerando no solo en cuanto a su
deterioro funcional, sino también a su sintomatologia y al riesgo de desarrollar

exacerbaciones.

Los pacientes fueron categorizados en 4 grados en cuanto a su deterioro
funcional, en funcién de la obstruccién bronquial basada en los datos obtenidos
en el FEV1 de la ultima espirometria, de acuerdo a la guia internacional GOLD
(Vestbo et al. 2013):

- Grado 1: 280%.

- Grado 2: 250 - <80%.

- Grado 3: 230 - <50%.

- Grado 4: <30%.

101



Material y métodos

El riesgo de desarrollar exacerbaciones (Fenotipo exacerbador) se determind
por los antecedentes de exacerbaciones en el afio anterior de evaluacion

(menos de 2 0 = 2, respectivamente).

El concepto Agudizacion de la EPOC (AEPOC), se defini6 como un cambio
agudo en la situacion clinica basal del paciente, mas alla de la variabilidad
diaria, que cursa con aumento de la disnea, de la expectoracion vy
expectoracion purulenta, o cualquier combinacion de estos 3 sintomas, y que
precis6 un cambio terapéutico. Las AEPOC de caracter leve, son aquellas que
no necesitan modificacion terapéutica sustancial y normalmente no solicitan
consulta médica, por lo tanto no quedan registradas. De esta forma, en el
presente estudio Unicamente se valoraron las agudizaciones moderadas y
graves (a las que denominamos ‘agudizaciones totales’). Asi pues, tanto el tipo
de las agudizaciones registradas como sus definiciones fueron las mismas que
las usadas en el estudio ECLIPSE (Hurst et al. 2010). La AEPOC moderada
conllevé la prescripcién de un antibidtico y/o un corticoide sistémico y la de
caracter grave supuso un ingreso hospitalario de mas de 24h (Burge et al.
2003; Wedzicha & Seemungal, 2007).

Se definié el concepto de ‘Fenotipo Agudizador’ (FA), como la caracteristica
clinica de aquel paciente que presentara al menos 2 agudizaciones en un afio,
similar al de ‘Agudizador Frecuente’, usado en las principales guias nacionales
e internacionales (Wedzicha & Seemungal, 2007; Hurst, 2010; Clinical
GesEPOC, 2012; Vestbo et al. 2013). Igualmente fue ‘Fenotipo No Agudizador’
(FNA), sinonimo de ‘Agudizador Infrecuente’, aquel que tuvo una agudizacion o

ninguna en un afo.
Cada agudizacion debié estar separada al menos, 4 semanas desde la

finalizacion del tratamiento de la agudizacion previa para diferenciar un nuevo

evento de un fracaso terapéutico anterior.
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Para establecer la importancia de la sintomatologia, se utilizd la escala
modificada de disnea del mMMRC (poco sintométicos cuando mMRC < 2 y muy
sintomaticos cuando mMMRC = 2) o el cuestionario de calidad de vida CAT

(poco afectados si CAT < 10 y muy afectados si CAT = 10).

La escala de disnea mMRC (Bestall et al. 1999) es un instrumento que
establece la gravedad de la disnea en relacion con diversas tareas fisicas.
Consta de 5 items y su valor se establece en un rango de 0 (no disnea o solo

con grandes esfuerzos) a 4 (disnea de reposo).

El cuestionario CAT (Jones et al. 2009) es una herramienta para valorar la
calidad de vida de los pacientes con EPOC, autoaplicable. Consta de 8 items,
de los que se obtiene una puntuacion de 0 a 40; a mayor puntuacion, peor

estado de salud y peor calidad de vida.

Recientemente, la Global Initiative for Asthma (GINA) y la GOLD publicaron un
documento conjunto acufiando el término “sindrome de superposicion asma—
EPOC” (SAOC) (o ACOS por las sigas del inglés), que se emplea cuando una
persona tiene caracteristicas clinicas tanto de asma como de EPOC. Esta
superposicion ha sido asociada a un peor prondstico en cuanto a
morbimortalidad en los pacientes (Lange et al. 2016; Postma DS & Rabe,

2015). En el presente estudio se recogio el diagnostico concomitante de asma.

Asimismo, se estudiaron otros aspectos sociodemograficos, clinico-

terapéuticos y de comorbilidad:

1. indice de masa corporal (IMC): peso/altura® (kg/metros?). Tomando en
consideracion la clasificacién de la OMS (WHO, 2000):
- Bajopeso: IMC <18,5.
- Normopeso: IMC 18,5-24,9.
- Sobrepeso: IMC 25-29,9.
- Obesidad: IMC =30.
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2. Habito tabaquico: consumo activo y estable de tabaco.
- Fumador activo: consumo activo durante el ultimo afio.
- Exfumador: consumo finalizado hace mas de afo.
- No fumador: nunca consumidor de tabaco.
a. Intensidad del hébito tabaquico: en base a la unidad paquete(s)/afio
registrada.
b. N° de afios sin fumar en exfumadores.

3. Las siguientes comorbilidades prevalentes fueron consideradas: diabetes
mellitus, insuficiencia cardiaca, hipertension arterial, hiperlipemia,
depresion, enfermedad por reflujo gastro esofagico (ERGE). (DeMiguel et
al. 2010; Clinical GesePOC, 2012).

4. Tratamiento inhalador basal de cada paciente; para lo cual debia haberse
prescrito de forma habitual para la enfermedad, durante al menos los 6
meses anteriores al reclutamiento del paciente.

- SABA: broncodilatadores 32 de accion corta.

- SAMA: anticolinérgicos de accién corta.

- LABA: broncodilatadores 2 de accion larga.
- LAMA: anticolinérgicos de accion larga.

- CI: corticoides inhalados.

I\V.6. Estrategia de analisis de resultados.

El analisis de datos incorpord un analisis descriptivo inicial de las principales
variables independientes de la muestra. Para las variables categoéricas y
discretas se estimaron proporciones con sus correspondientes intervalos de
confianza al 95%, segun el método de Wilson, utilizando la prueba ji-cuadrado
de Pearson para realizar comparaciones, o alternativamente el test exacto de
Fisher cuando mas del 20% de las casillas presentaron un niamero de casos
esperados menor o igual a 5. Para las variables continuas se estimaron medias
con su desviacion estandar o medianas y rangos intercuartilicos en caso de

distribuciones asimétricas. Se comprobd previamente la condicion de
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normalidad mediante la prueba de Saphiro-Wilk. Se utilizaron los test t de
Student o ANOVA para analizar la relacion entre variables cuantitativas y
variables categéricas con 2 niveles, o variables categoricas con mas de 2
niveles, respectivamente. Todos estos analisis estadisticos clasicos se hicieron
con el paquete SPSS v22.0 de IBM. El error alfa se fij6 en 0,05 y todas las p
fueron bilaterales.

Teniendo en cuenta los diferentes estados clinicos de los pacientes para cada
muestra (EPOC Estable o Agudizado), se protocolizé una primera estrategia de
andlisis de resultados en microbioma predefinida, para lo cual se realizaron
comparaciones entre las variables clinicas (deterioro funcional, sintomatologia
y riesgo de desarrollar exacerbaciones) y los distintos indices de diversidad
bacteriana, usando las pruebas de ANOVA y G-test de independencia. El
andlisis de alfa diversidad se realiz6 mediante el calculo de las curvas de
rarefaccion y el indice de Shannon (H’) usando el sofware informéatico R v

2.15.2 (http://R-project.org). La Beta diversidad se analiz6 mediante el andlisis

de coordinadas principales (PcoA por sus siglas en inglés).

En una segunda estrategia de andlisis, se identificaron los clusters a través del
Andlisis de Componentes Principales (ACP) que tenian un microbioma de
similar composicion. Una vez definidos estos clusters, se estudid en que
medida las variables clinicas (deterioro funcional, sintomatologia y riesgo de
desarrollar exacerbaciones) u otro tipo de variables podrian asociarse con los
diferentes clusters, también en los dos estados clinicos “Agudizado” y
“Estable”.
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IV.7. Consideraciones éticas.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité Etico en Investigacion
Clinica de Cantabria.

A todos los participantes del estudio, de acuerdo a la declaracion de Helsinki,
se les ofreci6 una hoja de informacion al paciente y un consentimiento
informado detallado y especifico para las técnicas de obtencion de muestras
previamente a su inclusion en el estudio. Se informd6 de que no participacion en
el proyecto en ningun caso afectaria al acceso a un tratamiento de alta calidad
que consistio en el ofertado de forma habitual en el Hospital o Centro de Salud
con independencia de la participacion o no en el estudio.

Los datos fueron anonimizados y tratados de un modo confidencial con arreglo
a la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal. Se mantuvo la confidencialidad de la informacion con
arreglo a la Ley 41/2002, de 14 de Noviembre y la Ley de Cantabria 7/2002, 10
de Diciembre, de Ordenacion Sanitaria de Cantabria y se aplicé la legislacion
vigente en materia de investigacion biomédica y tratamiento de las muestras
biolégicas de origen humano (Ley de Investigacion Biomédica 14/2007, RD
1716/2011 de autorizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de
investigacién biomédica y del tratamiento de las muestras bioldgicas de origen

humano).
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V. RESULTADOS

V.1. Caracteristicas de los pacientes EPOC (al menos un

esputo de calidad analizado).

V.1.1. Edad, habito tabaquico y peso-IMC de los pacientes a estudio.

En la tabla 1 se presentan las variables edad, habito tabaquico y peso-IMC de

la muestra a estudio, en funcidon del sexo.

La muestra incluyé a 55 pacientes con informacion clinica, de los cuales 42
(76,4%) fueron hombres. La edad media global fue de 73,33 afios [DE=10,27].
Los hombres fueron en promedio 14,83 afios mayores, 1C95% (9,66-20,01), p <
0,001.

El 45,5% de la muestra tuvo <= a 75 afos, y el 54,5% tenian mas de 75 afios

cuando se les tomo la muestra. La mediana fue de 77 afnos.

Respecto al habito tabaquico, se encontraron grandes diferencias en funcion
del sexo p<0,001- Las mujeres fueron en mayor % no fumadoras (15,4%) que
los hombres (4,8%) o fumadoras actuales (53,8% frente a un 4,8% de hombres
fumadores actuales). El 90,5% de los hombres habia abandonado el habito

tabaquico frente a un 30,8% de exfumadoras entre las mujeres.

Respecto al peso-IMC, un 15,4% de las mujeres y un 2,4% de los hombres
tuvieron un IMC <18,5 (Bajopeso). Un 38,5% de las mujeres y un 38,1% de los
hombres fueron obesos de acuerdo al IMC. El 23,1% de mujeres y el 40,5% de
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los hombres tuvieron sobrepeso. Estas diferencias no llegaron a alcanzar la

significacion estadistica (p=0,263).

Tabla 1. Edad, habito tabaquico y peso-IMC de los pacientes, en funcion del

sexo.
Hombres Mujeres Total
N %columna N %columna N %columna Valor
p
42 76,4 13 23,6 55 100
Edad. Media 76,83 7,90 62,00 8,88 73,33 10,27 <0,001
[DE]
Fumador
No fumador 2 4,8% 2 15,4% 4 7,3% 0,000
Ex fumador 38 90,5% 4 30,8% 42 76,4%
Fumador 2 4,8% 7 53,8% 9 16,4%
activo
Peso-IMC. 29,01 4,99 26,88 6,24 28,51 5,33 0,210
Media [DE]
Normopeso 8 19,0% 3 23,1% 11 20,0% 0,263
(18,5-24,9)
Sobrepeso 17 40,5% 3 23,1% 20 36,4%
(25-29,9)
Obesidad 16 38,1% 5 38,5% 21 38,2%
(230)
Bajopeso 1 2,4% 2 15,4% 3 5,5%
(<18,5)
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V.1.2. Variables clinicas.

En la tabla 2 se presentan las caracteristicas clinicas de los pacientes EPOC,

en funcién del sexo.

La media de agudizaciones en el total de la muestra en los 12 meses anteriores
a la toma de muestras fue de 1,75 [DE=1,66]. El 50,9% tuvo al menos 2
agudizaciones el afio previo (fenotipo agudizador), en relacién al sexo el % con
fenotipo agudizador fue ligeramente superior en hombres (54,8%) que en
mujeres (38,5%).

El 29,1% de los EPOC, habia presentado al menos una agudizacion grave
(hospitalizacién por AEPOC) el afio previo, siendo las agudizaciones graves

mas prevalentes en hombres que en mujeres.

En cuanto a la gravedad de la EPOC en funcién de los grados GOLD en base
al FEV1, la mayoria de los pacientes (52,7%) presentaron un grado 2
(moderado) de EPOC o un grado 3 (grave) (41,8%). Unicamente dos pacientes
(ambas mujeres) presentaron un grado 1 (leve), y Unicamente un paciente

(hombre) presentd un grado 4 (muy grave).

En cuanto a sintomatologia determinada a través del cuestionario mMRC, el
27,3% puntuaron por debajo de 2 (poco sintomaticos) y el 72,7% puntuaron al
menos 2 puntos (Muy sintomaticos). Las puntuaciones =2 puntos fueron mas

prevalentes en hombres (78,6%) que en mujeres (53,8%), p 0,064.

En cuanto a afectacion determinada a través del cuestionario CAT, el 96,4%
puntuaron al menos 10 puntos (Muy afectados). El promedio de puntuacion en
mujeres fue de 23,54 puntos (DE=6,45), ligeramente mayor a los hombres

(media=18,31, DE=6,22), puntuando todas ellas al menos 10 puntos.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes EPOC, en funcién del sexo.

Hombres Mujeres Total
N %columna N %columna N %columna Valor p
42 76,4 13 23,6 55 100
Agudizaciones totales afio previo
Media [DE] 1,81 1,66 1,54 1,71 1,75 1,66 0,611
N° Agudizaciones afio previo
(Fenotipo)
No Agudizador (< 2) 19 45,2% 8 61,5% 27 49,1% 0,304
Agudizador (= 2) 23 54,8% 5 38,5% 28 50,9%
Agudizaciones graves afio previo
(hospitalizacion por AEPOC)
Media [DE] 0,50 0,80 0,15 0,38 0,42 0,74 0,038
N° Agudizaciones graves
(hospitalizacién por AEPOC) el afio
previo
Ninguna 28 66,7% 11 84,6% 39 70,9% 0,304
Una (1) 8 19,0% 2 15,4% 10 18,2%
Dos o mas (22) 6 14,3% 0 6 10,9%
Ultimo FEV1 (%)
Media [DE] 52,47 13,55 57,54 16,97 53,67 14,43 0,272
Gravedad GOLD (FEV1)
Grado 1 (=280%) 0 2 15,4% 2 3,6% 0,064
Grado 2 (=50-80%) 22 52,4% 7 53,8% 29 52,7%
Grado 3 (=30-49,9%) 19 45,2% 4 30,8% 23 41,8%
Grado 4 (<30%) 1 2,4% 0 1 1,8%
mMRC. Media [DE] 2,05 0,76 1,69 0,75 1,96 0,77 0,147
Poco sintomaticos (< 2) 9 21,4% 6 46,2% 15 27,3% 0,064
Muy sintomaticos (= 2) 33 78,6% 7 53,8% 40 72,7%
CAT. Media [DE] 18,31 6,22 23,54 6,45 19,55 6,60 0,210
Poco afectados (< 10) 2 4,8% 0 0,0% 2 3,6% 0,423
Muy afectados (= 10) 40 95,2% 13 100,0% 53 96,4%
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V.1.3. Comorbilidades.

En la tabla 3 se presentan las comorbilidades de los pacientes EPOC, en

funcioén del sexo.

Las comorbilidades méas prevalentes en la muestra fueron la HTA (presente en
el 61,8% de los pacientes), y la Hiperlipemia, presente en el 50%.

9 pacientes (16,45%) tuvieron el diagndstico de asma, pudiendo considerarse
ACOS segun la definiciobn descrita en la metodologia. La prevalencia de este
diagnéstico fue superior en mujeres: 6 mujeres (46,2%) frente a 3 hombres
(7,1%), p=0,001.

La depresion fue mas prevalente asimismo en las mujeres de la muestra (la
prevalencia en mujeres fue del 61,5% frente al 7,1% en hombres, p<0,001. El

resto de comorbilidades estudiadas fueron mas prevalentes en hombres.
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Tabla 3. Comorbilidades de los pacientes EPOC, en funcién del sexo.

Hombres Mujeres Total

N %columna N %columna N %columna

42 76,4 13 23,6 55 100 Valor p
Asma
No 39 92,9% 7 53,8% 46 83,6% 0,001
Si 3 7,1% 6 46,2% 9 16,4%
Insuficiencia cardiaca
No 27 64,3% 13 100,0% 40 72,7% 0,012
Si 15 35,7% 0 0,0% 15 27,3%
Hipertensién arterial
No 14 33,3% 7 53,8% 21 38,2% 0,183
Si 28 66,7% 6 46,2% 34 61,8%
Diabetes
No 32 76,2% 11 84,6% 43 78,2% 0,520
Si 10 23,8% 2 15,4% 12 21,8%
Depresion
No 39 92,9% 5 38,5% 44 80,0% <0,001
Si 3 7,1% 8 61,5% 11 20,0%
ERGE
No 37 88,1% 12 28,6% 49 116,7% 0,670
Si 5 11,9% 1 2,4% 6 14,3%
Hiperlipemia
No 28 66,7% 6 14,3% 34 81,0% 0,183
Si 14 33,3% 7 16,7% 21 50,0%

V.1.4. Tratamientos

En la tabla 4 se presenta el tipo de tratamiento prescrito de forma habitual para
la enfermedad, durante al menos los 6 meses anteriores al reclutamiento del
paciente.

Los LAMA y LABA fueron prescritos en el 81,8% y 80% respectivamente de los

pacientes, sin diferencias significativas en cuanto a sexo.
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Los corticoides inhalados fueron prescritos en el 65,5% de los pacientes. Por
altimo, los broncodilatadores de accion corta fueron asimismo prescritos por el

facultativo en el 47,3% de los pacientes.

Tabla 4. Tratamientos de los pacientes EPOC, en funcién del sexo.

Hombres Mujeres Total

N %columna N %columna N %columna

42 76,4 13 23,6 55 100 Valor p
SAMA&SABA
No 20 47,6% 9 69,2% 29 52,7% 0,173
Si 22 52,4% 4 30,8% 26 47,3%
Corticoides
inhalados
No 15 35, 7% 4 30,8% 19 34,5% 0,510
Si 27 64,3% 9 69,2% 36 65,5%
LAMAS
No 6 14,3% 4 30,8% 10 18,2% 0,178
Si 36 85,7% 9 69,2% 45 81,8%
LABA®
No 8 19,0% 3 23,1% 11 20,0% 0,751
Si 34 81,0% 10 76,9% 44 80,0%

% SAMA: anticolinérgicos de accion corta.
® SABA: broncodilatadores 2, de accién corta.
° LAMA: anticolinérgicos de accion larga.
4 LABA: broncodilatadores B2, de accién larga.

V.2. Analisis bioinforméatico de la microbiota de la mucosa

respiratoria.

V.2.1. Caracteristicas en cuanto a la calidad de las muestras empleadas

para el estudio de microbiota.

Se analizd la microbiota de 120 muestras de esputo pertenecientes a los

pacientes incluidos en el estudio (tabla 5). De las cuales, finalmente se obtuvo un
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total de 118 muestras de esputo con calidad suficiente para poder ser sometidas

a los andlisis bioinformaticos pertinentes.

Se obtuvieron un total de 186.914 secuencias post-ensamblaje de las
secuencias, pertenecientes al gen 16SrRNA de un tamafio aproximado entre 350
pb y 500 pb que comprendian las regiones de hipervariabilidad genética del gen
16SrRNA V1-V2 (Figura 21). Los datos de las secuencias medias obtenidas por
muestra y muestras finales presentes en las muestras categorizadas segun los

estados clinicos “Estable” o “Agudizado” se muestran en la Tabla 5.

Todos los resultados de alfa y beta diversidad mostrados en este estudio se

realizaron a una profundidad de 1.000 iteraciones por muestra
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Figura 21. Histograma de frecuencia del tamafio del amplicon empleado para la

clasificacién taxonémica.
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Tabla 5. Datos bioinformaticos de las muestras incluidas en el estudio.

Muestras

Agudizado Estable Total
N° muestras 60 58 118
Lecturas 99.267 87.647 186.914
N° secuencias medio 1.654 1.511

Atendiendo a los resultados de rarefaccion de cada una de las categorias
clinicas “Estable” o “Agudizado”, se observd que la profundidad obtenida por la
técnica de secuenciacion masiva empleada (lllumina mi-seq) fue lo
suficientemente profunda para cada uno de los grupos obteniéndose una
secuenciacion casi por completo de todas las secuencias presentes en cada

categoria. En la Figura 22 se muestran los resultados de rarefaccion.

— Agudizado
= Estable

Figura 22 Curvas de rarefaccion para las categorias clinicas “Estable” y

“Agudizado”.
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V.2.2. Analisis de la microbiota segun la categorias clinica de “Estable” y

“Agudizado”.

Atendiendo a los resultados mostrados por el andlisis de componentes
principales, en las muestras de la categoria clinica “Estable” se identificé un
cluster compacto donde se encuentran todas las muestras de esta categoria,

mostrando una composicién similar de microbiota.

Por el contrario, en la composicién de la microbiota de la mucosa respiratoria
para la categoria clinica “Agudizado”, se identificaron hasta la presencia de 4
clusteres distintos, indicando la presencia de varios tipos de microbiota distinta.
El Andlisis de Componentes Principales y la composiciéon de la microbiota
expresada en abundancia relativa de cada género bacteriano para las categorias

“Estable” y “Agudizado”, se muestran en la Figura 23.
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Figura 23. Analisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de

la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada

género bacteriano, para las categorias clinicas “Estable” y “Agudizado.

Las abundancias relativas (AR) de los géneros bacterianos (OTU) por encima de

un valor de 0,01 identificados en cada una las categorias “Estable” o “Agudizado”

y los indices de biodiversidad Shannon-Wiener (H’) y riqueza de especies

(Chaol) y su comparacion entre las categorias se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. OTU’s, Abundancia Relativa (AR), indice de Shannon-Wiener (H’),
indice de riqueza (Chaol) y su comparacion entre las categorias clinicas

“Estable” y “Agudizado”.

OoTU AR H' Chaol
Estable Streptococcus (Otros) 0,2082

Streptococcus (Viridans) 0,0893

Prevotella 0,0862

Veillonella 0,0529

Rothia 0,0425

Haemophilus 0,0375

Porphyromonas 0,0348 2,68 35,31

Pseudomonas 0,0316

Leptotrichia 0,0303

Fusobacterium 0,0216

Oribacterium 0,0165

Acinetobacter 0,0161

Atopobium 0,0133

Neisseria 0,0124
Agudizado Haemophilus 0,1700

Streptococcus (Otros) 0,1521
Streptococcus (Viridans) 0,1116

Prevotella 0,0578
Rothia 0,0499
Veillonella 0,0430
Porphyromonas 0,0291 2,42 28,23
Pseudomonas 0,0281
Neisseria 0,0172
Leptotrichia 0,0153
Fusobacterium 0,0133
Capnocytophaga 0,0120
Atopobium 0,0112
p-valor 0,035 0,013

La microbiota fue menos diversa en las muestras de los pacientes agudizados
(H'= 2,42, Chao1= 28,23) si se compara con los indices de biodiversidad de las

muestras de los pacientes en estado estable (H'= 2,68, Chao1= 35,31) donde
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la microbiota fue mas diversa. Las diferencias en estos indices alcanzaron
significacion estadistica, tanto para la comparacion los indices de biodiversidad
H: p=0,035 como Chao1l: p=0,013, ademas de en la AR del género
Haemophilus. En la Tabla 7 se muestra la comparacion de las ARs de este

género para cada una de las categorias y su p-valor de modo especifico.

Tabla 7. Diferencias en la AR del género Haemophilus entre la categoria

“Estable” y “Agudizado”.

OTU AR Estable AR Agudizado p-valor

Haemophilus 0,0375 0,1700 0,014

La composicién de la microbiota de las dos categorias clinicas “Estable” y
“Agudizado” determinadas en cada muestra que compone cada uno de los

grupos estudiados se muestran en las Figuras 24 y 25.
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Figura 24. Composicion de la microbiota de las muestras pertenecientes a la

categoria clinica “Estable”.
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V.2.3. Primera estrategia de analisis. Estrategia de analisis de resultados en

microbioma predefinida.

V.2.3.1. ANALISIS DE LA MICROBIOTA SEGUN DETERIORO FUNCIONAL EN BASE AL FEV1

(GRADOS GOLD DE GRAVEDAD).

Segun los resultados mostrados por el Andlisis de Componentes Principales, al
clasificar las muestras de esputo atendiendo a su grado GOLD en base al FEV1,
no se identifico ningun tipo de microbiota especifica para las categorias Leve-
Moderado (Grados GOLD 1-2) o Grave-Muy grave (GOLD 3-4) en la categoria
clinica “Agudizado”.

A continuacibn se muestra el Andlisis de Componentes Principales y la
composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada género
bacteriano para las categorias GOLD 1-2 y GOLD 3-4 en categoria clinica

“‘Agudizado”, Figura 26.
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Figura 26. Analisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de
la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada
género bacteriano, para los “grados GOLD 1-2” y “grados GOLD 3-4” en la

categoria clinica “Agudizado”.

Las abundancias relativas (AR) de los géneros bacterianos (OTU) por encima de
un valor de 0,01 identificados en cada una las categorias “GOLD 1-2” y “GOLD
3-4” en categoria clinica “Agudizado” y los indices de biodiversidad Shannon-
Wiener (H’) y riqueza de especies (Chao1) y su comparacion entre las categorias

se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. OTU’s, Abundancia Relativa (AR), indice de Shannon-Wiener (H’),
indice de riqueza (Chao1) y su comparacion entre las categorias clinicas “GOLD

1-2” y “GOLD 3-4” en categoria clinica “Agudizado”.

oTuU AR H' Chaol
Haemophilus 0,1707
Streptococcus (Otros) 0,1591
Streptococcus (viridans) 0,1141
Prevotella 0,0712
Rothia 0,0523
GOLD 1-2 Veillonella 0,0390 2.4 26,63
Porphyromonas 0,0369
Neisseria 0,0190
Capnocytophaga 0,0177
Leptotrichia 0,0159
Acinetobacter 0,0123
Atopobium 0,0120
Haemophilus 0,1946
Streptococcus (Otros) 0,1858
Streptococcus (viridans) 0,0981
Veillonella 0,0612
Rothia 0,0579
GOLD 3-4  Prevotella 0,0421 2,4 26,83
Actinobacillus 0,0208
Neisseria 0,0197
Fusobacterium 0,0172
Leptotrichia 0,0163
Porphyromonas 0,0121
p-valor 1 1

No se han observado diferencias estadisticamente significativas a nivel de
composicién de géneros e indices de riqueza y biodiversidad para las categorias
clinicas “GOLD 1-2” y “GOLD 3-4” en categoria clinica “Agudizado”.
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Al repetir los analisis en las muestras de la categoria clinica “Estable”, los
microbiomas fueron asimismo similares (datos no mostrados en tablas ni en

figuras).

V.2.3.2. ANALISIS DE LA MICROBIOTA ATENDIENDO AL RESTO DE VARIABLES
EPIDEMIOLOGICAS: SEXO, EDAD, IMC, TABAQUISMO, SINTOMATOLOGIA
(MMRC, CAT) Y RIESGO DE DESARROLLAR EXACERBACIONES (FENOTIPO

AGUDIZADOR).

Los Analisis de Componentes Principales para cada una del resto de las
variables analizadas: Sexo, Edad (mayor versus menor o igual a 75 afios), IMC
(categorias OMS), Tabaquismo (Fumadores, exfumadores y no fumadores),
sintomatologia en base a escala modificada de disnea del mMMRC (poco
sintomaticos, mMMRC < 2 versus muy sintomaticos, mMMRC = 2) y a cuestionario
de calidad de vida CAT (poco afectados, CAT < 10 versus muy afectados, CAT =
10), y riesgo de desarrollar exacerbaciones (Fenotipo Agudizador), no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre cada variable y el tipo de
microbiota identificado, atendiendo a cada categoria clinica de “Estable” versus
“Agudizado”. Por ello, los resultados de estas comparaciones se encuentran

recogidos en el Anexo .
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V.2.4. Segunda estrategia de anélisis. Identificacion de los clusters que
tuvieron un microbioma de similar composicién, a través del Andlisis de

Componentes Principales.

En una segunda estrategia de andlisis, se identificaron los clusters que tuvieron
un microbioma de similar composicion, a través del Analisis de Componentes
Principales. El analisis de la composicion de la microbiota de las 118 muestras
incluidas en el estudio reveld la presencia de 4 tipos de microbiotas distintas
(Clusters 1, 2, 3y 4). Ver tabla 9.

Tabla 9. Distribucion de las muestras en funcion de su pertenencia a la categoria
clinica “Estable” o “Agudizado” y cada uno de los Clusters identificados en el

Andlisis de Componentes Principales.

Cluster Estable Agudizado Total
C1 - 7 7

Cc2 - 12 12
C3 - 3 3

Cc4 58 38 96
Total 58 60 118

En la Figura 27, se muestra en Analisis de Componentes Principales e
histogramas de frecuencia de la composicion de la microbiota expresada en
abundancia relativa de cada género bacteriano, atendiendo a la categoria clinica
“Estable” o “Agudizado” y a la pertenencia de cada una de las 4 microbiotas

distintas identificadas (Clusters).
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Las abundancias relativas (AR) de los géneros bacterianos (OTU) por encima de
un valor de 0,01 identificados en cada Claster (C1-4) y los indices de
biodiversidad Shannon-Wiener (H’) y riqueza de especies (Chao1) se muestran
en la Tabla 10.

El Cluster 1 lo formaron muestras (n=7) en categoria clinica “Agudizado” y su
microbiota estuvo compuesta principalmente por el género Haemophilus. En
concreto las técnicas moleculares mostraron que la mayoria de estos

Haemophilus fueron del tipo “No Tipable” (NTHI) (n=5/7 muestras).

El Cluster 2 (n=12) también estuvo formado por muestras de la categoria clinica
“Agudizado” y principalmente compuesto por microorganismos del género
Haemophilus aunque no presentd una disbiosis tan acentuada como los
pacientes del Cluster 1, observandose la presencia de otros géneros que
también estdn presentes en las muestras de pacientes estables aunque en

menor abundancia relativa (AR).

El Cluster 3 (n=3) estuvo compuesto por muestras de la categoria clinica
“Agudizado” y principalmente por microorganismos del género Pseudomonas y

de la familia Enterobacteriaceae.

En cuanto a la composicion del Cluster 4 (n=96) se observd que estaba
compuesto tanto por muestras de la categoria clinica “Estable” (n=58) como por
muestras de la categoria clinica “Agudizado” (n=38), presentando una microbiota

mucho mas diversa que cualquiera de los tres Cluster anteriores.
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Figura 27. Andlisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de

la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada

género bacteriano, atendiendo a la categoria clinica “Estable” o “Agudizado” y a

la pertenencia de cada una de las 4 microbiotas distintas identificadas (Clusters).
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Tabla 10. OTU’s, Abundancia Relativa (AR), indice de Shannon-Wiener (H’),

indice de riqueza (Chaol) y su comparacion entre los distintos Clusters

identificados.
OoTU AR H' Chaol
Haemophilus 0,7363
Pasteurella 0,1382
Claster 1 Neisseria 0,0452 1,57 6,61
Streptococcus (Otros)  0,0444
Streptococcus (viridans) 0,0128
Haemophilus 0,3553
Streptococcus (viridans) 0,1022
Streptococcus (Otros)  0,0793
Prevotella 0,066
Veillonella 0,0381
Cluster 2 Rothia 0,0321 2,31 14,67
Neisseria 0,0265
Leptotrichia 0,0216
Porphyromonas 0,0203
Actinobacillus 0,0176
Fusobacterium 0,0151
Pseudomonas 0,4619
Enterobacteriaceae 0,1612
Streptococcus (viridans) 0,0536
Claster 3 Streptococcus (Otros)  0,0374 2,04 10,61
Achromobacter 0,0278
Gluconacetobacter 0,0144
Prevotella 0,0113
Streptococcus (Otros)  0,2205
Prevotella 0,0907
Streptococcus (viridans) 0,1007
Veillonella 0,0576
Rothia 0,0421
Porphyromonas 0,0376
Leptotrichia 0,0328
Claster 4 Haemophilus 0,0247 2,73 20,53
Fusobacterium 0,0236
Oribacterium 0,0179
Acinetobacter 0,0178
Atopobium 0,0136
Campylobacter 0,011
Capnocytophaga 0,0107
Neisseria 0,0105
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A continuacion, en la tabla 11 se muestra una comparacion de los indices de

biodiversidad Shannon-Wiener (H’) y riqueza de especies (Chao1) entre los

distintos Cluster identificados.

Tabla 11.Comparacion de los indices de biodiversidad Shannon-Wiener (H’) y

riqueza de especies (Chaol) entre los distintos Cluster identificados.

Comparacion H' p-valor Chaol p-valor
Cl-C2 1,57 vs 2,31 0,21 6,61 vs 14,67 0,126
C1-C3 1,57 vs 2,04 1 6,61 vs 10,61 1
Cl-C4 1,57 vs 2,73 0,037 6,61 vs 20,53 0,021
C2-C3 2,31vs 2,04 1 14,67 vs 10,61 1
C2-C4 2,31vs 2,73 1 14,67 vs 20,53 1
C3-C4 2,04 vs 2,73 1 10,61 vs 20,53 1

Se observaron diferencias estadisticamente significativas a nivel de los indices

de biodiversidad y riqueza, ademas de en la AR del género Haemophilus, para la

comparacion del Cluster 1 (C1) vs Cluster 4 (C4). En la Tabla XX se muestra la

comparacion especifica de las ARs para este género entre C1 y C4.
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Tabla 12. Diferencias en la AR del género Haemophilus entre el Cluster 1 (C1) y
el Cluster 4 (C4).

oTuU AR C1 AR C4 p-valor

Haemophilus 0,73 0,02 0,014

En la tabla 13 se presenta de forma tabulada el microorganismo considerado con
implicacion directa en el proceso de agudizacion con cada una de las muestras
de los Clusters 1, 2 y 3. En el Cluster 1 como hemos comentado anteriormente el
aumento de la abundancia relativa haria las agudizaciones atribuibles al género
Haemophilus, en su mayoria del tipo “No Tipable” (NTHI). En el cluster 2 las
haria atribuibles al Haemophilus tipable en todos los casos. En el cluster 3, la
abundancia relativa hace que la agudizacion sea atribuible a Pseudomonas en
dos de los pacientes, mientras que en la microbiota del tercer paciente se

detectd Serratia marcenses de la familia Enterobacteriaceae.

Tabla 13. Descriptivo de los microorganismos considerados con implicacion
directa en el proceso de agudizacion con cada una de las muestras de los
Clusters 1,2y 3.

C1 Cc2 C3
Haemophilus (NTHI) 5
Haemophilus 2 12
Pseudomonas 2
Serratia marcenses 1
Total 7 12 3

133



Resultados

V.2.5. Estudio de la etiologia virica de las agudizaciones en los pacientes
con EPOC del Cluster 4.

Se identifico la presencia de virus respiratorios en 11 muestras, todas ellas de la

categoria clinica "Agudizado”.

El virus mas frecuente implicado en el proceso de agudizacién del paciente con
EPOC fue el Rhinovirus (n=5), seguido por Influenza A (n=3), Metapneumovirus
(n=2) y Coronavirus OC43 (n=1).

El Analisis de Componentes Principales mostr6 que 10 de las muestras
agudizadas donde existia la presencia de alguin agente viral pertenecieron al
Cluster 4 identificado en el Analisis de Componentes Principales. La otra
muestra agudizada en la que se aislaron Rhinovirus pertenecié al Cluster 2,
coexistiendo con Haemophilus, si bien esta muestra en concreto mostré
caracteristicas especiales estando mas alejada que el resto del Cluster 2 y

acercandose al Cluster 4. Ver tabla 14. Ver Figura 28.
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Tabla 14. Causas de la agudizacion y Cluster al que pertenece en el total de las

muestras en Agudizacion (60 pacientes).

Id Cluster Causa Patdgeno

1 C1 Bacteriana Haemophilus (NTHI)
2 C1 Bacteriana Haemophilus (NTHI)
3 C1 Bacteriana Haemophilus

4 C1 Bacteriana Haemophilus

5 C1 Bacteriana Haemophilus (NTHI)
6 C1 Bacteriana Haemophilus (NTHI)
7 C1 Bacteriana Haemophilus (NTHI)
8 C2 Bacteriana Haemophilus

9 C2 Bacteriana Haemophilus

10 C2 Bacteriana Haemophilus

11 C2 Bacteriana Haemophilus

12 C2 Bacteriana Haemophilus

13 C2 Bacteriana Haemophilus

14 Cc2 Bacteriana Haemophilus

15 Cc2 Bacteriana Haemophilus

16 Cc2 Bacteriana Haemophilus

17 Cc2 Bacteriana Haemophilus

18 C2 Bacteriana Haemophilus

19 Cc2 Viral-Bacteriana Rhinovirus-Haemophilus
20 C3 Bacteriana Serratia

21 C3 Bacteriana Pseudomonas

22 C3 Bacteriana Pseudomonas

23 C4 No infecciosa -

24 C4 No infecciosa -

25 C4 Viral Metapneumovirus
26 C4 No infecciosa -

27 C4 No infecciosa -

28 C4 No infecciosa -

29 C4 No infecciosa -

30 C4 No infecciosa -

31 C4 Viral Rhinovirus

32 C4 No infecciosa -

33 C4 Viral Rhinovirus

34 C4 Viral Influenza A

35 C4 No infecciosa -

36 C4 No infecciosa -

37 C4 Viral Influenza A

38 C4 Viral Rhinovirus

39 C4 No infecciosa -

40 C4 No infecciosa -

41 C4 Viral Rhinovirus

42 C4 No infecciosa -

43 C4 No infecciosa -

44 C4 No infecciosa -

45 C4 Viral Influenza A

46 C4 No infecciosa -

47 C4 Viral Metapneumovirus
48 C4 No infecciosa -

49 C4 No infecciosa -

50 C4 No infecciosa -

51 C4 No infecciosa -

52 C4 No infecciosa -

53 C4 No infecciosa -

54 C4 No infecciosa -

55 C4 No infecciosa -

56 C4 No infecciosa -

57 C4 No infecciosa -

58 C4 No infecciosa -

59 C4 No infecciosa -

60 C4 Viral 0C43
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En la figura 28 se presenta el Analisis de Componentes Principales e
histogramas de frecuencia de la composicion de la microbiota expresada en
abundancia relativa de cada género bacteriano, atendiendo a la categoria clinica
“Estable” o “Agudizado” de las muestras del Cluster 4, y a la identificacion de

virus en las mismas.

La composicion de la microbiota de las muestras con virus identificados, fue muy
similar a la del resto de muestras con categoria clinica “Estable” o “Agudizado
que pertenecian al mismo Cluster 4, salvo por incrementos en la abundancia
relativa (AR) del genero Veillonella y en menor medida por la categoria

streptococcus (otros).
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Figura 28. Analisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de

la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada

género bacteriano, atendiendo a la categoria clinica “Estable” o “Agudizado” de

las muestras del Cluster 4, y a la identificacion de virus en las mismas.

En la tabla 15 se muestran las abundancias relativas (AR) de los géneros

bacterianos (OTU) por encima de un valor de 0,01 y los indices de biodiversidad

Shannon-Wiener (H’) y riqueza de especies (Chao1), atendiendo a la categoria

clinica “Estable” o “Agudizado” de las muestras del Cluster 4, y a la identificacion

de virus en las mismas.
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Tabla 15. Abundancias relativas (AR) de los géneros bacterianos (OTU) por
encima de un valor de 0 y los indices de biodiversidad Shannon-Wiener (H’) y
riqueza de especies (Chao1), atendiendo a la categoria clinica “Estable” o
“Agudizado” de las muestras del Cluster 4, y a la identificacion de virus en las

mismas.

OoTU AR H' Chaol
Streptococcus (Otros) 0,2611
Veillonella 0,1324

. L Prevotella 0,1023

Claster 4VAir%l|Jd|zaC|on Streptococcus (viridans) 0,0972 2,54 24,36

Haemophilus 0,0255
Rothia 0,0241
Atopobium 0,0166

Streptococcus (Otros) 0,2247
Streptococcus (viridans) 0,1393

Rothia 0,0785
Prevotella 0,0513
Porphyromonas 0,0453
Veillonella 0,0405
, Haemophilus 0,0165
Claster 3&%“"0 (N Atopobium 0,0163 271 35,2
Acinetobacter 0,0152
Fusobacterium 0,0142
Leptotrichia 0,0135
Moraxella 0,0133
Capnocytophaga 0,0127
Neisseria 0,0119
Oribacterium 0,0116
Streptococcus (Otros) 0,2205
Prevotella 0,0907
Streptococcus (viridans) 0,0868
Veillonella 0,0575
Rothia 0,0421
Porphyromonas 0,0375
Leptotrichia 0,0328
Cluster 4 Estable Haemophilus 0,0247 2,73 36,3
Fusobacterium 0,0235
Oribacterium 0,0178
Acinetobacter 0,0178
Atopobium 0,0135
Campylobacter 0,0109
Capnocytophaga 0,0107
Neisseria 0,0105
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En la tablal6 se muestra la comparacion de la AR del género Veillonella entre
muestras del Cluster 4 (C4) agudizadas por infeccion virica, y el resto de
muestras del mismo claster. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas a nivel de AR del género Veillonella, entre las muestras del C4 en
las que se identificé algun agente viral y el resto de muestras del mismo cluster.
Ver tabla 16. Las diferencias en la AR para la categoria streptococcus (otros), no

llegaron a alcanzar significacion estadistica (datos no mostrados en tabla).

Tabla 16. Comparacion de la AR del género Veillonella entre muestras del

Cluster 4 (C4) agudizadas por infeccion virica, y el resto de muestras del mismo

cluster.
OoTuU AR resto C4 AR C4 Viral p-valor
Veillonella 0,04 0,13 0,002

V.2.6. Estudio de factores asociados a las agudizaciones en los pacientes

con EPOC del Cluster 4, clasificadas como No Infecciosas.

Debido a que en un numero importante de muestras en categoria clinica
“Agudizado” (n=28) la composicion de la microbiota fue similar a la composicion
de la microbiota de las muestras en categoria clinica “Estable” (C4) y que
tampoco se identificd ningun agente viral al que poder atribuir el estado de

agudizacion, estas se clasificaron como “No Infecciosas”.

Se tuvo en cuenta el diagnostico concomitante de Asma como posible factor que

podria estar asociado a la existencia de agudizaciones no infecciosas.
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En la tabla 17, se presentan los % de fila de cada tipo de agudizacion, en funcién
de la disponibilidad de informacion clinica sobre el diagnostico concomitante de
Asma y EPOC. El 67% de las agudizaciones en los pacientes asmaticos (N=6)
fueron de etiologia no infecciosa, mientras que en los EPOC no asmaticos, el %
de agudizaciones no infecciosas fue algo menor (del 45,7%) sin llegar a alcanzar

las diferencias significacion estadistica (p=0,513).

Tabla 17. Tipo de agudizacién, en funcién de la disponibilidad de informacion
clinica sobre el diagnostico concomitante de Asma y EPOC.

Clusters1-3 Cluster 4 Cluster 4
BACTERIANO NO INFECCIOSO VIRICO Total
No asmaticos N 16 21 9 46
% fila  34,8% 45,7% 19,6% 100,0%
Asmaticos N 2 6 1 9
% fila 22,2% 66,7% 11,1% 100,0%
Total 18 27 10 55

En la Figura 29 se muestra en Andlisis de Componentes Principales donde
aparecen marcadas en blanco las muestras agudizadas del cluster 4 de
pacientes asmaticos (N=6), y donde se observa que la composicién de su
microbiota es similar a la composicion del total de muestras de la categoria

clinica “Estable” todas ellas pertenecientes al cluster (C4).
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. Estable

O Agudizado Asmaticos

Clister 4

Figura 29. Andlisis de Componentes Principales donde aparecen marcadas en
blanco las muestras agudizadas del cluster 4 de pacientes asmaticos (N=6),
junto con el total de muestras de la categoria clinica “Estable” (N=58), todas ellas

pertenecientes también al cluster (C4).
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VI. DISCUSION

VI.1 Discusion.

De acuerdo a las curvas de rarefaccion, la técnica de secuenciacion masiva
empleada (lllumina mi-seq) fue lo suficientemente profunda para cada uno de
los grupos obteniéndose una secuenciacién casi por completo de todas las
secuencias presentes en cada categoria y por tanto permitiendo obtener una
idea en profundidad representativa de la diversidad de la microbiota tanto en

las muestras de la categorias clinica “Agudizado” como “Estable”.

Coincidiendo con la bibliografia publicada (Aguirre et al. 2015; Galiana et al.
2014), la microbiota fue menos diversa en las muestras de los pacientes
agudizados si se compara con los indices de biodiversidad y riqueza de las
muestras de los pacientes en estado estable donde la microbiota fue mas

diversa. Las diferencias en estos indices alcanzaron significacion estadistica.

Al analizar por separado las muestras atendiendo a la pertenencia de categoria
clinica “estable” o “agudizado” en el Analisis de Componentes Principales,
todas las muestras pertenecientes a la categoria clinica “estable” formaron una
nube de puntos compacta, sugiriendo un cliuster de composicion similar. Las
muestras de la categoria clinica “agudizado” no mostraron una nube de puntos
Gnica, sugiriendo mas de un tipo de microbioma, esto es, mas de un cluster. El
género Haemophilus con diferencia fue el mas prevalente en el paciente
agudizado, pasando de una sexta posicion en cuanto a abundancia relativa en
las muestras de la categoria clinica “Estable” a una primera posicion en las
muestras de los mismos pacientes en agudizacién, indicando una relacion
causal entre el estado de agudizacion y este género bacteriano. Esto es

consistente con la literatura publicada: Barker et al. (2015) estudiaron muestras
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de esputo pareado en 55 sujetos con enfermedad estable y exacerbada,
observando que la relacion mas fuerte entre las abundancias relativas
bacterianas, la inflamacién y los sintomas se observé con H. influenzae. Sethi
et al. (2002) observaron que el aislamiento de nuevas cepas de patdégenos
estaba asociado con un mayor riesgo de exacerbaciones (Sethi et al. 2002).
Huang et al. (2010, 2014) observaron una mayor diversidad de bacterias,
aislando multiples especies bacterianas orofaringeas e intestinales, lo que
sugiere un papel potencial de estas cepas en las exacerbaciones de EPOC,
planteando la hipGtesis de la presencia de dos microbiotas bacterianas
relacionadas con la EPOC exacerbada, una caracterizada por una prevalencia
de Proteobacterias, la otra por una prevalencia de Firmicutes, que podria estar
asociada con una mayor diversidad (Huang et al. 2010; 2014). Millares et al.
(2014) también encontraron que las exacerbaciones se asociaron con un
aumento selectivo en la abundancia relativa de bacterias (bacterias de la
cavidad bucal y del tracto gastrointestinal), tipicamente asociada con
exacerbaciones como Haemophilus, Pseudomonas y Moraxella (Wang et al
2016, Millares et al. 2014, Sethi et al 2008,).

Al analizar todas las muestras conjuntamente en el Analisis de Componentes
Principales, este procedimiento estadistico identificé 3 microbiotas distintas:
Clusters C1, C2 y C3, en las que solo se encontraron muestras en estado de
agudizacion El primer Cluster agrupo a 7 pacientes. El segundo Cluster agrupo
a 12 pacientes y el tercer Cluster agrupo a 3 pacientes, agrupando por lo tanto
los tres Clusters 22 de las 60 muestras agudizadas.

Para clasificar a las exacerbaciones como asociadas a bacterias, se tomaron
en cuenta las bacterias contempladas en las definiciones de los estudios
previos (Bafadhelet al. 2011; van d V et al. 2004; Stockley et al. 2000)en
relacion a los patdogeno bacterianos positivos en los cultivos de rutina:
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.
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En relacién al microorganismo considerado con implicacion directa en el
proceso de agudizacion, el Cluster 1 estuvo compuesto principalmente por el
género Haemophilus, en su mayoria del tipo no tipable (NTHI). Este tipo de
Haemophilus influenzae tiene una capacidad extraordinaria de colonizar e
invadir el tracto resultando en una disbiosis del microbioma respiratorio tal y
como se observa en los resultados de este trabajo. Esta disbiosis se ocasiona
debido a la capacidad de estas cepas de modificar los antigenos de superficie
de membrana para no ser reconocidas por el sistema inmunitario produciendo
una colonizacién e invasion del tracto respiratorio mas eficiente que otras
cepas de Haemophilus influenzae que no pertenecen a la clase NTHI (Foxwell
et al, 1998). Ademas también se ha observado que las cepas NTHI producen
un aumento en la produccion del moco en pacientes infectados ademas de que
son capaces de secretar proteasas con capacidad de degradar
inmunoglobulinas de la clase A (IgA) y producir deterior en el tejido del tracto
respiratorio sugiriendo que el deterioro del tejido respiratorio podria ser mayor
en pacientes con este tipo de cepas. También se ha demostrado en estudios
recientes que la respuesta inmunitaria innata en tejido respiratorio de pacientes
con EPOC y/o fumadores expuestos a este tipo de cepas bacterianas no
desencadena en una respuesta como en pacientes sanos por lo que la
eliminacién por parte del sistema inmune del paciente no se hace pasando a
producir una infeccion cronica (Amantgalim et al, 2017). En el cluster 2 el
aumento de la abundancia relativa hace las agudizaciones atribuibles
Haemophilus sp., distintos a estirpes del tipo NTHI en todos los casos (Sethi et
al, 2008, Persson et al, 2017). A diferencia que con las cepas NTHI, aqui se
observa una mayor diversidad en el esputo agudizado de los pacientes de este
cluster ya que la abundancia relativa del género Haemophilus en este cluster
no supero el 0,35 aunque fue el género mas abundante en el esputo pudiendo
atribuir la causa de la agudizacién a este género (Sethi et al, 2008, Molyneaux
et al, 2013). En el cluster 3 por el contrario, la abundancia relativa hace que la
agudizacion sea atribuible a Pseudomonas sp. En uno de los pacientes del
cluster 3, entre la microbiota se detectdé Serratia sp.de la familia

Enterobacteriaceae, considerado un patégeno con implicacion directa en el
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proceso de agudizacion segun los métodos clasicos microbiolégicos y de
relevancia en el manejo clinico y microbiolégico clasico con las agudizaciones
(Sandner-Miranda et al, 2016, Pragman et al, 2014).

Asi pues, en 22 de las 60 muestras (36,7%) la agudizacion puede considerarse
bacteriana. Clasicamente la bibliografia publicada considera que las bacterias
pueden jugar un papel etiolégico importante hasta en un 50% del total de
exacerbaciones (Bafadhel et al. 2011;Sethi& Murphy, 2008), pero estos mismos
estudios citan en sus limitaciones que las definiciones para considerar una
agudizacion como de causa bacteriana se basan en la positividad en los
cultivos clasicos o en una carga bacteriana alta por PCR, con las limitaciones

que esto supone frente a la metagendmica.

En relacién al género Haemophilus spp., en el Cluster 2 a pesar de poder
atribuirse la etiologia a Haemophilus ssp. distintos a los NTHI, el cluster 2 no
presentd una disbiosis tan acentuada como la de los pacientes del Cluster 1,
observandose en el cluster 2 la presencia de otros géneros que también estan
presentes en las muestras de pacientes estables, aunque en menor
abundancia relativa. Coincidiendo con la bibliografia explicada anteriormente,
esto sugiere que en este Cluster 2 el género de Haemophilusno encapsulado,
seria menos agresivo, esto es, con una capacidad menor de desplazar al resto

de géneros.

Por otro lado, en nuestro estudio, no se han hallado tantos géneros
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, como los descritos mediante las
técnicas microbiologicas convencionales (cultivo de esputo) (Bafadhelet al.
2011; van d V et al. 2004; Stockley et al. 2000). Esto apoya lo descrito en la
bibliografia (Aguirre et al. 2015; Pragaman et al. 2014) en relacion al sesgo que
supone el cultivo al favorecer el crecimiento de determinadas bacterias como

las de la familia Enterobacteriaceae.
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Al estudiar la microbiota de los esputos de la categoria clinica “Agudizado”, no
se encontraron grandes diferencias al comparar los pacientes mas graves en
base al FEV1 (grados GOLD 3-4) con los menos graves. Lo mismo ocurrié al
realizar estas comparaciones atendiendo al resto de variables epidemiolégicas
predefinidas: sexo, edad, IMC, tabaquismo, sintomatologia (MMRC, CAT) y
riesgo de desarrollar exacerbaciones el afio previo (Fenotipo Agudizador). Los
agentes causantes de las agudizaciones fueron los mismos en grados GOLD 1-
2 y 3-4. Fueron asimismo similares en los pacientes en cuanto a sexo, edad,
hébito tabaquico, IMC, en cuanto a sintomatologia en base a escala mMMRC y
cuestionario CAT, y en cuanto a historial de al menos dos agudizaciones el afio
previo frente a los que sufrieron una o ninguna el afio previo. En relacion a este
extremo, las graficas pueden sobrerepresentar visualmente las diferencias,
debido al escaso n° de muestras en algunas categorias, pero para ninguna de
estas variables se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
microbiota ni en agudizacién. Tampoco se encontraron al realizar las mismas
comparaciones en los esputos de la categoria clinica “Estable”, esto es, tras la

recuperacion de sus agudizaciones.

En este sentido, una limitaciébn en nuestro estudio, podria ser que el escaso
tamafio muestral se asociara a una falta de potencia estadistica para detectar
pequefias diferencias en las abundancias relativas e indices de biodiversidad
Shannon-Wiener (H’) y riqueza de especies (Chao1). Posteriores estudios con
mayor tamafio muestral permitiran avanzar en el conocimiento de la influencia
del sexo, edad, habito tabaquico, y del resto de variables clinicas como
deterioro funcional, sintomatologia y riesgo de desarrollar exacerbaciones.
Nuestros resultados, a pesar de las limitaciones descritas, no apoyan que
tengan una gran influencia en la microbiota en cualquier caso. La bibliografia
consultada al respecto muestra resultados mixtos, que pueden explicarse por
las diferentes estrategias de analisis metagendmico. Asi, Sze et al. (2012) que
analizaron el microbioma en EPOC fumadores vs no fumadores observaron
gue no habia diferencias en la abundancia bacteriana de las muestras aunque

tuvieron una composicion diferente (Sze et al.2012). Pragman et al. (2012) en
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su Analisis de Componentes Principales no demostraron ninguna agrupacion
entre los sujetos que eran consumidores de tabaco activos ni tampoco para la
agrupacion de parametros clinicos como la edad y el sexo (Pragman et al.
2012). Los estudios en el microbioma de la EPOC en pacientes estables
revelan menos diversidad en la composicion del microbioma a medida que
aumenta la gravedad de la EPOC, asi el grupo de Galiana et al. (2014)
observaron una disminucion de la diversidad en el microbioma en el EPOC
grave frente al leve/moderado, al igual que el grupo de Garcia Nufiez et al.
(2014) que lo observaron en pacientes EPOC muy graves frente a
moderados/graves (Galiana et al.2014; Garcia Nufiez et al. 2014). Huang et al.
(2014) observaron que no se encontraron relaciones significativas entre la
composicién de la comunidad microbiana y los parametros de la funcién
pulmonar, la puntuacion de gravedad de los sintomas de exacerbacion o los
puntos temporales en los que se han recogido muestras (nimero de dias con
respecto a la fecha de inicio de la agudizacion). Estos resultados indican que la
variacion entre los sujetos en el momento de la recogida de la muestra antes y
después de una exacerbacion no fue un factor significativo en las diferencias
de composicién observadas (Huang et al. 2014). En los trabajos de Cameron et
al. (2016), sobre la evaluacion de la abundancia y su influencia en la gravedad
de la obstruccion al flujo aéreo (FEV1% del valor tedrico) se encontré una
correlacién positiva con el género Streptococcus y mas especificamente S.
pneumoniae (a menor diversidad, menor FEV1), al igual que el género
Neisseria el cual mostré una correlacion también positiva con el niamero de
paquetes/aios en fumadores. Ademas, observaron que Staphylococcus aureus
y S. maltophilia pueden estar relacionadas con la disminucion del FEV1(%) del
valor teorico durante la exacerbacion, sin embargo, sus analisis no sugieren

ninguna correlacion significativa con P. aeruginosa (Cameron et al. 2016).

En 11 de las 60 agudizaciones (18,3%) se determinaron virus. En una de las
muestras agudizadas se aislaron Rhinovirus coexistiendo con Haemophilus.
Esto es coherente con la literatura publicada que establece que la infeccion por

Rhinovirus favoreceria una posterior infeccion bacteriana por Haemophilus.
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(Huang et al. 2017; Molyneaux et al. 2013). Apoyando esta hipétesis, nuestro
Andlisis de Componentes Principales para este caso en concreto mostro su
pertenencia al Cluster 2 pero con la singularidad de alejarse del Cluster 2
yacercarse hacia el Cluster 4. El resto de virus (N=10) pertenecieron a las
muestras del Cluster 4. Al tener todas estas muestras pertenecientes al Cluster
4, una microbiota equivalente a las muestras de la categoria clinica “Estable”,
el origen de la agudizacion puede establecerse como virico Unicamente.Esto es
coherente con la bibliografia consultada (Britto et al. 2017; Kim et al. 2016;
Biancardi et al. 2016; Wedzicha&Seemungal, 2007; Wedzicha, 2004; Rohde et
al. 2003; Seemungal et al. 2001; Wedzicha 2004) que muestran un % de
agudizaciones viricas con respecto al total de agudizaciones de hasta el 29%en
infeccion Unica o mixta (coexistiendo con infeccion bacteriana o eosinofilia en
esputo), y de un 10% en infeccion Unicamente por virus(Bafadhel et al. 2011).
El papel de los virus en las agudizaciones que requieren ingreso parece ser
relevante, detectandose hasta en el 50% de las agudizaciones graves como
agente etiolégico Unico o mixto en coinfeccién bacteriana-virica (Papi 2006 et
al. Seemungal et al. 2001). Coincidiendo con la literatura, los virus mas
frecuentemente implicados en el proceso de agudizacién del paciente con
EPOC fueron los Rhinovirus seguidos por Influenza (Kim et al. 2016; Wedzicha,
2004). Algunas series han encontrado virus en pacientes estables (Wedzicha et
al. 2004; Seemungal et al. 2001.). Este no ha sido nuestro caso, al menos para

los virus analizados en nuestro estudio.

La agudizacién virica como muestran los resultados, no modifico la
composicién de géneros bacterianos de la microbiota, aunque si que se vié un
incremento en la abundancia relativa de Velillonella sp. en las muestras
agudizadas por un agente infeccioso viral si lo comparamos con el resto de
muestras agudizadas pertenecientes al Cluster 4. Tal y como se puede deducir
de la bibliografia, las infecciones virales producen un cambio drastico del
metabolismo celular eucariota. Durante una infeccién de células eucariotas por
el virus Influenza A, el virus replica su material genético y todas sus proteinas a

expensas de la maquinaria celular (Sanchez et al, 2015). La sintesis de los
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componentes de la particula viral requiere mucha energia metabdlica por parte
de la célula eucariota por lo que se modifican las rutas metabolicas clasicas de
procuccion de energia en aerobiosis, cambiando el metobolismo celular hacia
la generaciéon de energia en condiciones de anaerobiosis produciéndose
grandes cantidades de lactato durante la glicélisis (Janke et al, 2011). Esta
produccién de condiciones locales de anaerobiosis sumado a la generacion de
altas cantidades de lactato hace que se produzca una seleccién a causa de la
presion selectiva metabdlica y que aumente la cantidad relativa de aquellas
bacterias que en este entorno tienen un metabolismo méas ventajoso como el
género Veillonella o Prevotella que son anaerobios cuya fuente de carbono es
el lactato. Este seria uno de los hallazgos mas interesantes de nuestro estudio
por su caracter novedoso y que podria explicar los resultados obtenidos por
otros investigadores donde se propone utilizar al genero Veillonella como
biomarcador de cancer de pulmén (Yan et al, 2015). Debido a que el
metabolismo local de las células tumorales consume mucha glucosa, esta
glucosa incluso en condiciones normales oxigénicas se convierte a
consecuencia del metabolismo tumoral en piruvato y posteriormente en lactato
en lo que se conoce efecto Warburg. Debido a este efecto Warburg el lactato
se acumula a nivel local en el medio extracelular del tumor favoreciendo el
crecimiento de microorganismos como Veillonella sp (Romero-Garcia et al.
2016).

Segun nuestros datos, en 28 de las 60 agudizaciones (46,7%) no se pudo
determinar un origen bacteriano, por ser su microbiota similar a las muestras de
la categoria clinica “Estable”, tampoco se determind ninguno de los virus
analizados, clasificandose segun nuestra definicion basada en la literatura en
causa “No infecciosa” predominante (Bafadhel et al. 2011; Wedzicha y
Seemunga, 2007).

Recientemente, la Global InitiativeforAsthma (GINA) y la GOLD publicaron un
documento conjunto acufiando el término “sindrome de superposicion asma—

EPOC” (SAOC) (o ACOS por las sigas del inglés), que se emplea cuando un
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paciente tiene caracteristicas clinicas tanto de asma como de EPOC. Esta
superposicion ha sido asociada a un peor pronéstico en cuanto a
morbimortalidad en los pacientes (Lange et al. 2016; Postma DS & Rabe,
2015).

En paralelo a la definicion de este sindrome se ha estudiado el papel de los
eosindfilos en esputo inicialmente como predictores de morbimortalidad
(George & Brightling, 2016). Dados los inconvenientes de la medicién de los
eosinofilos en la practica clinica diaria, posteriormente se estudio el papel de la
esosinofilia en sangre (mucho mas faciles de obtener) como indicador indirecto,
con resultados prometedores, viéndose la eosinofilia asociada con un mayor
riesgo de exacerbaciones de causa no infecciosa, siendo ademas un factor
asociado a peor pronostico con mayor riesgo por ejemplo de hospitalizacion
(Couillard et al. 2017; Bafadhel et al. 2016; Duman et al. 2015).El % de esputos
en agudizacion con eosinofilia descrito en la literatura rondaria entorno al 28%

del total de exacerbaciones (Bafadhel et al. 2011).

Debido a los datos epidemioldgicos que apoyan el rol de los eosindfilos y del
diagnéstico de ASMA&EPOC (Sindrome ACOS) en la etiologia de las
agudizaciones no infecciosas se estudiaron los % de este tipo de agudizacién
en funcion del diagndéstico concomitante de asma. Apoyando nuestra hipétesis,
las agudizaciones de causa no infecciosa fueron mas frecuentes en los
pacientes con asma&EPOC si bien estas diferencias no alcanzaron
significacion estadistica. Para que las diferencias hubieran alcanzado
significacion estadistica, hubiera hecho falta un mayor numero de pacientes. La
microbiota de las muestras agudizadas de los pacientes con asma%EPOC fue

similar a la microbiotadel total de muestras “Estables” (N=58).

Por otro lado, Ko, FW y colaboradores (2016) publicaron un trabajo sobre las
causas no infecciosas de AECOPD incluyendo la contaminacion del aire, el
efecto meteoroldgico y las comorbilidades de los pacientes, tales como la

embolia pulmonar y la insuficiencia cardiaca siempre deben ser considerados.
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En Asia, la contaminacion del aire exterior es una causa importante de
AECOPD. Un aumento de los contaminantes atmosféricos como el dioxido de
azufre (S0O2), didxido de nitrogeno (NO2), ozono (03), PM10 y PM gruesa (2,5-
10 uym de diametro aerodinamico) aumenta el riesgo de AECOPD. Una
temperatura ambiente mas baja, incluso con una disminucion de 1 ° C, puede
conducir a AECOPD. El efecto es mas marcado cuando hay una caida
significativa (5 ° C) a temperatura ambiente. La temporada de invierno y la baja
humedad se confirman como desencadenantes de AECOPD (Ko et al, 2016).
Un estudio realizado en Nueva Zelanda (2010) ha demostrado que el uso de
una terapia de humidificacion a largo plazo, con aire completamente saturado y
humidificado a 37 ° C y un caudal de 20-25 L / min, puede conducir a un
namero significativamente menor de dias de exacerbacion en pacientes EPOC
(Rea et al, 2010). También, un reciente estudio coreano (2013) muestra como
las causas no infecciosas de AECOPD pueden incluir comorbilidades como la
embolia pulmonar (5%), insuficiencia cardiaca congestiva (2%) e interrupcién
de los farmacos en EPOC (1%) (Choi et al, 2013).

VI.2. Limitaciones.

Anteriormente, ya se ha comentado la falta de potencia para algunos analisis
como el caso de la asociacién del diagnéstico concomitante asma&EPOC vy el

mayor % de agudizaciones no infecciosas.

En cuanto a otras limitaciones, el analisis de la microbiota en nuestro estudio
se realiza sobre muestras de esputo de calidad. No se pudieron obtener
lavados broncoalveolares. Una cuestion importante en las investigaciones
hasta el momento es la recogida de muestras. Cabrera-Rubio et al. evaluaron
el microbioma de aspirados bronquiales, esputo, lavado bronquial (BAL) y
cepillados de la mucosa bronquial. Ellos encontraron que la diversidad
microbiana fue menor y la carga fue mayor en las muestras obtenidas de la

parte superior (aspirado y esputo) en comparacion con el tracto respiratorio
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inferior (BAL y la mucosa). No obstante, el estudio de Cabrera-rubio presenta
algunas limitaciones como que no se contemplo la calidad microbiologica de las
muestras de esputo procesadas por lo que sus muestras podrian ser mas
representativas del tracto respiratorio superior que las muestras con calidad
contrastada. Ademas comparé entre si muestras del mismo paciente pero de
distintas localizaciones del arbol respiratorio, y tal y como se ha visto en la
bibliografia, la composicion de la microbiota del arbol respiratrio no es igual
dependiendo de la localizacion de la muestra analizada (Erb-Downward et al,
2011). Otra limitacion importante es la comparacion entre si de pacientes con o
sin cancer de pulmén en los que que segun la bibliografia la composicién de la
microbiota puede ser muy distinta (Yan et al, 2015). En cuanto a los esputos
procesados en nuestro trabajo en los se ha identificado finalmente su
microbiota, hay que subrayar que todos fueron de calidad microbiolégica G3-
G4 por lo que podemos considerar que son muestras representativas de la

microbiota bacteriana de las vias respiratorias bajas.

El tratamiento de las agudizaciones: uso de antibiotico y corticoide, y el tipo de
farmaco y dosis, no fue registrado, lo cual podria suponer una limitacién. En los
agudos esto no tiene influencia porque las muestras se tomaron antes. En los
estables no se incluyd el registro de estas variables porque en base a la
bibliografia consultada (Wedzicha&Seemungal, 2007; Hurst et al. 2010), se
toméun tiemposuperior a 4 semanas, que garantizara que la flora fuera
independiente del tipo de tratamiento y dosis usadas para la agudizacion. El
haberse agrupado todas las muestras estables en un mismo Cluster en el
analisis de como principales, apoya este extremo sugiriendo que el uso de uno
u otro antibidtico, de corticoides, o las dosis, no influyen en el microbioma, al
menos cuando las muestras son tomadas con mas de 4 semanas de diferencia.
Por otro lado, no parece existir una gran variabilidad en el tratamiento

antibiético ni en las dosis (Ram et al. 2006).

Por ultimo, aunque los resultados en cuanto a microbiota y infeccion virica

pueden considerarse relativamente completos, no se pudieron determinar
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hongos, como por ejemplo infeccion por Pneumocystis jirovecii (antiguamente

conocido como P. carinii).
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VIl. CONCLUSIONES

1. La microbiota fue menos diversa en las muestras de los pacientes en
agudizacion. En las muestras de estos pacientes en fase estable tras la
recuperacion de sus agudizaciones, la microbiota fue mas diversa coincidiendo

con la bibliografia publicada.

2. En el Andlisis de Componentes Principales, todas las muestras pertenecientes a
la categoria clinica “estable” formaron una nube de puntos compacta, sugiriendo
un claster de composicion similar. Las muestras de la categoria clinica
“Agudizado” no mostraron una nube de puntos unica, englobandose en 4 tipos de

microbioma o Clusters distintos.

4. La abundancia relativa del genero Haemophilus pasé de un 6° lugar en estable
a un primer lugar en agudizado, siendo la diferencia en las abundancias relativas

estadisticamente significativa.

5. En los tres primeros Clusters de agudizaciones, la etiologia fue bacteriana.
Estos tres primeros Clusters tuvieron caracteristicas diferenciales en cuanto a

disbiosis y etiologia bacteriana.

6. El primer Cluster agrup6 a 7 pacientes. La agudizacion en estos pacientes fue
por Haemophilusdel tipo “No Tipable” (NTHi) principalmente, presentando la

disbiosis mas alta desplazando al resto de especies bacterianas.

7. El segundo Cluster agrupdé a 12 pacientes. En todos la etiologia fue por
Haemophilus no encapsulado, y la disbiosis fue menor, desplazando en menor

medida al resto de especies.
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8. El tercerCluster agrupo a 3 pacientes. La etiologia del tercer Cluster no fue por
Haemophilus sp. sino por Pseudomonas sp. en dos de ellos y Serratia sp. en el

tercer paciente.

9. El cuarto Cluster de muestras agudizadas agrupé a 38 pacientes. La microbiota
del cuarto cluster de pacientes agudizados fue la que mas diversidad manifesto,
siendo similar a la microbiota en fase estable de todos los 60 pacientes, sugiriendo

etiologia no bacteriana.

10. En 10 de los 38 pacientes agrupados en el Cluster 4 se determiné el origen
virico de las agudizaciones. La agudizacion virica, no modific6 la microbiota,
siendo similar a la microbiota de las agudizaciones de etiologia no infecciosay a la
de las muestras en fase estable, mas alla de un aumento de la abundancia relativa

de microorganimos consumidores de lactato.

11. Los agentes bacterianos causantes de las agudizaciones fueron los mismos en
grados GOLD 1-2 versus 3-4. Fueron asimismo similares en los pacientes con
mMAs 0 menos sintomatologia en base a escala MMRC y Cuestionario CAT, y en
pacientes con un historial de al menos dos agudizaciones el afio previo frente a los

que sufrieron una o ninguna el afio previo.

12. En pacientes asmaticos la presencia de agudizaciones de causa no infecciosa

fue superior, si bien las diferencias no alcanzaron significacion estadistica.
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Anexos

IX. ANEXOS.

ANEXO I. ANALISIS DE LA MICROBIOTA ATENDIENDO AL RESTO DE
VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS: SEXO, EDAD, IMC, TABAQUISMO,
SINTOMATOLOGIA (mMRC, CAT) Y RIESGO DE DESARROLLAR
EXACERBACIONES (FENOTIPO AGUDIZADOR).

I

i I

:

Estable Agudizado

Anexo | a. Analisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de
la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada
género bacteriano, en funcion del sexo, para las muestras de la categoria clinica

“Estable” y “Agudizado” separadamente.
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Estable Agudizado

Anexo | b. Analisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de
la composicién de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada
género bacteriano, en funcion de la edad (afios), para las muestras de la

categoria clinica “Estable” y “Agudizado” separadamente.
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Estable Agudizado

Anexo | c. Andlisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de
la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada
género bacteriano, en funcion del IMC (Categorias OMS), para las muestras de

la categoria clinica “Estable” y “Agudizado” separadamente.
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Anexo | d. Andlisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de
la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada
género bacteriano, en funcién del habito tabaquico, para las muestras de la

categoria clinica “Estable” y “Agudizado” separadamente.
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Anexo | e. Andlisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de
la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada
género bacteriano, en funcién de la sintomatologia determinada segun la escala
MMRC (poco sintométicos, bajo, si MMRC < 2 y muy sintométicos, alto, si
mMRC = 2), para las muestras de la categoria clinica “Estable” y “Agudizado”

separadamente.
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Estable Agudizado

Anexo | f. Andlisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de
la composicién de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada
género bacteriano, en funcion de la sintomatologia determinada segun el
cuestionario CAT (poco afectados, bajo, si CAT < 10 y muy afectados, alto, si
CAT = 10), para las muestras de la categoria clinica “Estable” y “Agudizado”

separadamente.
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No Agudizador

Estable Agudizado

Anexo | g. Analisis de Componentes Principales e histogramas de frecuencia de
la composicion de la microbiota expresada en abundancia relativa de cada
género bacteriano, en funcién del n°® de agudizaciones el afio previo (fenotipo
agudizador: =2 agudizaciones el afio previo), para las muestras de la categoria

clinica “Estable” y “Agudizado” separadamente.

203



	PORTADA
	Agradecimientos
	INDICE GENERAL
	INDICE DE TABLAS Y FIGURAS
	INDICE DE TABLAS
	INDICE DE FIGURAS

	ABREVIATURAS
	RESUMEN
	SUMMARY
	I.- Introducción
	I.1. Importancia.
	I.2. Concepto
	I.3. Epidemiología
	I.3.1. Prevalencia
	I.3.2. Mortalidad.
	I.3.3. Impacto económico.

	I.4. Diagnóstico.
	I.5. Fisiopatología.
	I.5.1. Etiopatogenia.
	I.5.2. Colonización vs infección bronquial crónica (IBC).
	I.5.3. Papel del sistema inmunológico de la mucosa respiratoria

	I.6. Agudizaciones en la EPOC.
	I.6.1. Definición de agudización en la EPOC. Etiología
	I.6.2. Fenotipo agudizador y factores predictores del riesgo de agudizaciones futuras.

	I.7. Tratamiento y vacunas en la EPOC.
	I.8. Metagenómica y microbioma humano.
	I.8.1. Estudio de metagenomas
	I.8.2. Estudio de comunidades microbianas
	I.8.3. Tecnologías de secuenciación masiva.
	I.8.4. Microbioma y microbiota. Diferencias
	I.8.5. Microbiota en la EPOC y justificación del estudio


	II.- Hipótesis
	III.- Objetivos
	III.1. Objetivo general.
	III.2. Objetivos específicos

	IV.- Material y métodos
	IV.1. Diseño.
	IV.2. Población de estudio.
	IV.3. Recogida y análisis de los datos
	IV.4. Protocolo de trabajo
	IV.4.1. Obtención de muestras y procesamiento de muestras
	IV.4.2. Extracción de ácidos nucleicos (Hospital de Alicante)
	IV.4.3. Secuenciación del microbioma bacteriano representado en muestra de esputo de pacientes con EPOC
	IV.4.4. Análisis ecológico de las comunidades microbianas identificadas en esputo.
	IV.4.5. Detección de virus respiratorios
	IV.4.6. Identificación molecular de Haemophilus NTHI

	IV.5. Variables.
	IV.6. Estrategia de análisis de resultados
	IV.7. Consideraciones éticas

	V Resultados
	V.1. Características de los pacientes EPOC (al menos un esputo de calidad analizado).
	V.1.1. Edad, hábito tabáquico y peso-IMC de los pacientes a estudio
	V.1.2. Variables clínicas.
	V.1.3. Comorbilidades
	V.1.4. Tratamientos

	V.2. Análisis bioinformático de la microbiota de la mucosa respiratoria
	V.2.1. Características en cuanto a la calidad de las muestras empleadas para el estudio de microbiota
	V.2.2. Análisis de la microbiota según la categorías clínica de “Estable” y “Agudizado”.
	V.2.3. Primera estrategia de análisis. Estrategia de análisis de resultados en microbioma predefinida
	V.2.3.1. ANÁLISIS DE LA MICROBIOTA SEGÚN DETERIORO FUNCIONAL EN BASE AL FEV1 (GRADOS GOLD DE GRAVEDAD).
	V.2.3.2. ANÁLISIS DE LA MICROBIOTA ATENDIENDO AL RESTO DE VARIABLES EPIDEMIOLÓGICAS: SEXO, EDAD, IMC, TABAQUISMO, SINTOMATOLOGÍA (MMRC, CAT) Y RIESGO DE DESARROLLAR EXACERBACIONES (FENOTIPO AGUDIZADOR).

	V.2.4. Segunda estrategia de análisis. Identificación de los clusters que tuvieron un microbioma de similar composición, a través del Análisis de Componentes Principales.
	V.2.5. Estudio de la etiología vírica de las agudizaciones en los pacientes con EPOC del Cluster 4.
	V.2.6. Estudio de factores asociados a las agudizaciones en los pacientes con EPOC del Cluster 4, clasificadas como No Infecciosas


	VI Discusión
	VI.1 Discusión
	VI.2. Limitaciones

	VII Conclusiones
	VIII Bibliografía
	IX Anexos
	ANEXO I. ANÁLISIS DE LA MICROBIOTA ATENDIENDO AL RESTO DE VARIABLES EPIDEMIOLÓGICAS
	Anexo I a
	Anexo I b.
	Anexo I c.
	Anexo I d.
	Anexo I e.
	Anexo I f.
	Anexo I g





