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1. PREAMBUL

1.1 CONTEXT DE LA TESI DOCTORAL

Aquesta tesi s'emmarca dins d’'una de les linies d’'investigacié del Servei
de Pneumologia de I'Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona. La linia de
recerca sobre la Malaltia Pulmonar Obstructiva Cronica (MPOC) iniciada a
mitjans dels 80, ha estat abordada des de diverses vessants, sovint en
col-laboracié amb altres grups d’investigacio en I'ambit pneumologic. Estudis
sobre la intervencio de la infeccio utilitzant el raspall protegit en poblacio
ambulatoria (1,2), estudis sobre antibioticoterapia inhalada en pacients amb
MPOC i bronquiectasi colonitzades per Pseudomona (3), estudis epidemiologics
sobre els factors que acompanyen les aguditzacions que requereixen
hospitalitzacio, estudis epidemiologics sobre la influéncia de l'activitat laboral
agricola i ramadera en la patologia pulmonar obstructiva (4) , estudis sobre
tabaquisme (5,6) i estudis sobre qualitat de vida en diversos subgrups de
pacients amb MPOC (7,8), son apartats on s ha desenvolupat la tasca

investigadora.

Els dos articles que es presenten com a base per la Tesi Doctoral sén els
desenvolupats des del Gabinet de Broncoscopies, utilitzant el raspall protegit via

broncoscopi flexible, com a mostra microbiologica endoluminal.



1.2 ABREVIACIONS

MPOC: Malaltia Pulmonar Obstructiva Cronica
FEV1%b6: volum espirat en el 1ler segon en I'espirometria forcada
FVC: capacitat vital forcada

UFC/mI : unitats formadores de colonies per mil-lilitre
RBA: rentada broncoalveolar

MPP: microorganismes potencialment patdogens
MnPP: microorganismes no potencialment patogens
PEM: proteines externes de la membrana

LOS: lipooligosacarids

ELISA: enzyme linked immunoabsorbent assay

ON: oxid nitric

H202: peroxid d’hidrogen

TAC: tomografia axial computeritzada

IL: interleucina

OR: odds ratio
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2. INTRODUCCIO

2.1 DEFINICIONS

2.1.1 MPOC (Malaltia pulmonar obstructiva cronica) i emfisema

Segons articula la Societat Europea de Pneumologia (ERS, European
Respiratory Society) (9) es refereix en aquella entitat nosologica caracteritzada
per una reduccié del pic de flux maxim i buidament lent dels pulmons en
I'espiracio forcada; caracteristiques que no varien excessivament al llarg dels
mesos. Aquesta limitacio al flux aeri és majoritariament irreversible i lentament
progressiva i es deu a varies combinacions d'alteracions de la via aeria i
d’emfisema. La contribucio relativa d’ambdds processos és dificil de definir in

Vivo.

L’dnic requeriment pel diagnostic és una espirometria alterada, encara
gue hi ha daltres causes d'obstruccié al flux aeri (per exemple, obstruccié

extratoracica, obstrucci6 intrabronquial o fibrosi quistica) que queden excloses.

Havent descartat tot aquest grup d’etiologies, queda el tabac com a factor
principal. La clinica no forma part del diagnostic, a diferencia del que estableix
la ATS (American Thoracic Society) en qué la MPOC es defineix per “preséncia

d’obstruccié al flux aeri deguda a bronquitis cronica o emfisema” (10).



S’estableixen 3 categories d'obstruccié en funcidé del percentatge
del volum espirat en el ler segon en una espirometria forcada (FEV1%).

Els graus també son diferents en I'ERS i en la ATS.

Taula 1. Classificacions del grau d'obstruccioé segons la normativa de I'ERS i
I'ATS

ERS ATS
GRAU [: LLEU 370% 3 50%
GRAU II: MODERAT 50-69 % 35-49 %
GRAU IlI: GREU <50 % <35%

L'emfisema és defineix anatomicament per una dil.latacié permanent dels
espais distals als bronquiols terminals, per un procés destructiu que cursa sense

fibrosi rellevant.

2.1.2 Bronquitis cronica

Presencia de secrecid bronquial cronica o recurrent, en grau suficient
com per a produir expectoracié. Les secrecions s6n presents la majoria de dies
durant un minim de 3 mesos a l'any, durant 2 anys successius, en abséncia
d’altres malalties pulmonars o cardiaques. Existeix una base anatomica
expressada per I'index de Reid: quocient entre gruix de glandules i el gruix total
de la paret bronquial, que es troba augmentat en els pacients amb bronquitis

cronica. Pot haver hipersecrecié sense obstruccio al flux aeri (9), com ho



demostren diversos estudis que correlaciones funcié pulmonar amb I'index de

Reid(11,12)

La hipersecreci6 cronica de moc s’associa a un declini del FEV1% (13) i a

una taxa de mortalitat augmentada (14).

2.1.3 Aguditzacio de la MPOC

No hi ha una definici6 universalment acceptada. Siafakas et al (9)
proposen una definicié descriptiva: “deteriorament episodic i agut, sobreposat a
una MPOC estable, caracteritzat per increment de la dispnea, reduccié de la
capacitat d'activitat diaria, amb o sense canvis en el volum d'esput, color

d’aquest, tos o febre” .

Les causes son multiples i sovint multifactorials. En més de la meitat dels
casos hi ha una causa infecciosa de la via aéria, mentre que la resta és
secundaria al d'altres processos. Fins a una 1/3 de les aguditzacions greus no
es pot determinar el desencadenant (15). No tots els pacients amb MPOC
pateixen el mateix nhombre d’aguditzacions, pero es desconeixen pel moment
quins son els factors que predisposen a les recaigudes. S”ha considerat un
component inflamatori sobreafegit, I'adhesivitat bacteriana i possibles defectes

immunologics locals, sense arribar a cap conclusié definitiva(16-18)

2.1.4 Colonitzacio

Es la persisténcia d’'un bacteri en la pell o mucoses sense produir malaltia

clinica o subclinica. EI microorganisme obté l'aliment sense produir benefici ni



prejudici a I”hoste; es replica i pot ser identificat per cultiu en el laboratori. La
major part de la microflora humana pertany a aquesta categoria. També rep el

nom de comensalisme (19).

2.1.5 Portador

Persona colonitzada per un microorganisme, habitualment després
d'haver patit una malaltia. Els microorganismes poden cultivar-se en el
laboratori. L'estat de portador pot ser transitori, intermitent o cronic. Els factors
que influencien el temps de l'estat de portador, no estan ben establerts, pero

poden representar una immunitat parcial (19).

2.1.6 Infeccio

Preséncia i replicacié de microorganismes en els teixits d’un hoste que en
provoca una resposta. La resposta de I'hoste a la infeccid és variable, provocant

una malaltia subclinica o clinica (19).

2.1.7 Malaltia infecciosa

Es la infeccio que té expressio clinica, amb signes i simptomes. Aquesta
apareix quan I'hoste té poca capacitat defensiva, és envait per mdltiples
microorganismes 0 aquests sén molt virulents. La gravetat pot ser variable

(19).



2.1.8 Malaltia infecciosa subclinica

Es la infecci6 que no té expressio clinica, perd si es pot determinar la
seva presencia a partir de la resposta immunologica (per exemple,

guadruplicacioé del titol d'un agent infectant)(19).

2.1.9 Microflora normal

La flora comensal acull poblacions bacterianes anaerobiques i
aerobiques, aixi com alguns fongs, protozous i virus que recobreixen el cos
huma en la seva superficie de contacte amb el medi extern, excepte per I'arbre
traqueobronquial. La seva relacio amb I'hoste, com bé indica el seu nom és de
colonitzacié. Per alguns autors (20), el concepte de flora bacteriana normal és
estadistic perqué es basa en la immunocompeténcia de la majoria de la

poblacié.

La microflora pot dividir-se en dos grups: a) flora normal resident que és
la que es troba regularment i que en cas d’alterar-la es restableix rapidament, i
b) flora transitoria, que pot colonitzar a |”hoste durant periodes variables de

temps, perd que no s’estableix permanentment (21).

A l'aparell respiratori, en el sentit estricte, sols existeix flora normal en el
tracte respiratori superior: foses nasals 1 faringe. Nogensmenys,
aproximadament un 50% de subjectes normals i un 70% de subjectes amb
depressi6 de consciencia broncoaspiren durant la nit. Les secrecions

orofaringies contenen al voltant de 10 * organismes/ml . Aixi mateix, cada dia
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passen per l'arbre respiratori entre 15.000 i 20.000 litres d’aire, que deuen
contenir un nombre estimable de microorganismes, una part dels quals arriba -
perd no colonitza en condicions normals- a la traquea o arbre bronquial. Els
bacteris inhalats s6n eliminats més rapidament que els introduits per aspiracio.
El diposit de 10° Streptococcus pneumoniae en aerosol no causa malaltia en
animals d’experimentacié, mentre que 10° del mateix organisme produeix

pneumonia quan és instil-lat via transtraqueal (22).

Es probable que en subjectes sans en situacié normal existeixi un transit
constant de bacteris inhalats i broncoaspirats que son rapidament eliminats,

mantenint una dinamica esterilitat.

Composicié i estructura de la comunitat microbiana:

- Foses nasals anteriors: S.aureus esta present en un 20-30%, en menor
proporcié S.epidermidis i Corynebacterium. En la infancia és normal la

colonitzacié per Streptococcus pneumoniae i Haemophilus influenzae.

- Anell de Waldeyer (Amigdales i adenoides): Streptococcus viridans, i en
menor quantitat S.aureus , Lactobacillus, Propionibacterium, Corynebacterium,
Moraxella catarrhalis, Haemophilus parainfluenzae (i en menor quantitat
Haemophilus influenzae ). Com en la major part de les comunitats microbianes
establertes sobre mucoses, en condicions normals, els anaerobis superen en 10

vegades a la flora facultativa.
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- Faringe: conté gran quantitat de Streptococcus del grup viridans (S.mitis,
S.salivaris), S. aureus i S.epidermidis; també Corynebacterium, i en el 50% de
la poblacié sana s'ailla Streptococcus pneumoniae (amb una freqiencia maxima
en nens). Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus influenzae i Moraxella
catarrhalis sén també colonitzadors. El grup de les Neisseria (sicca, subflava,
mucosa, polysaccharea, cinerea i flavescens) forma part habitual de la flora
saprofita. La taxa de portadors de S.pyogenes i N.meningitidis és baixa (0O-
15%). Diferents especies del génere Mycoplasma (excepte pneumoniae) poden
també trobar-se en aquest territori. La flora anaerobica manté una composicio

idéntica a la de I'anell de Waldeyer.

2.1.10 Secreci6 traqueobronquial

La secrecio traqueobronquial és el resultat del moc excretat per les
cel-lules mucoses caliciformes de I'epiteli, les glandules submucoses i seroses de
la via aéria, juntament amb el fluid alveolar (surfactant). S’estima que el volum
produit diari és de 10 ml. Existeixen dues capes: una fase sol d’'unes 5nmm dins
la que els cilis bateguen de forma harmonica i metacronica i per sobre, la fase
gel o moc d'un 2 nm amb un moviment anapléctic, és a dir, que les ones
metacroniques van en la direccid contraria al cop efectiu i al moviment de la
secrecid (23). Es probable que les dues fases formin part del mateix procés

(exocitosi de mucina)(24).

Les cel-lules cil.liades es troben fins a la setzena divisié bronquial. Cada

una d’elles conté uns 200 cil.lis i nombrosos microvillis. Els cil.lis son projeccions
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citoplasmatiques de les cel-lules epitelials compostes per dos proteines
estructurals (la tubulina que forma part dels microtubuls i I'enzim dineia que
s'uneix entre ells). Els cilis poden transportar secrecions contra gravetat i
suportar fins a 10 gr/cm? sense enlentir el seu moviment. La velocitat a la
traquea varia entre 5-20 cm/min, disminuit progressivament cap a la periféria
del pulmé. En aquesta zona, les secrecions s6n més aquoses i soOn
reabsorbides. La gran majoria de particules inhalades sén eliminades en unes 6

hores i com a maxim en 24 hores (25).

La quantitat de moc present en la via aeria é€s el resultat de I'equilibri
entre produccid i eliminacié per via de la reabsorcié epitelial, I'evaporacio, el
transport cil-liar fins a glotis on es degluteixen i finalment la tos, en cas de

produir-se.

La seva composicio és una complexa mescla amb un 95% d’aigua,
proteines diverses (3%), sals inorganiques (1%) i algun lipid (1%). La
composicio ionica €s basicament hipotonica (45% menys de Na* i CI" i 600%
més de K* que en plasma) . Dins de les proteines es troben majoritariament les
glicoproteines o mucines  (responsables de la viscoelasticitat), lisozima
(bactericida per alguns gérmens), fibronectina (impedeix I'adheréncia del moc a
I'epiteli cil-liar), lactoferrina (bacteriostatica pels organismes dependents del
ferro), Ig A secretora (anticos principal de la secreci6), 1gG, transferrina, alfa-1-

antitripsina i ceruloplasmina, com les meés rellevants.
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Les propietats fisiques determinen que la secrecid traqueobronquial es
catalogui com un gel viscos i elastic. L'elasticitat és caracteristica propia dels
solids. Aquest fet s’explica en part pels tipus d’enllagos (ionics, covalents, no

covalents i del tipus Van der Waals).

La seva funcié és triple: 1) aclariment de particules dipositades en
I'interior del tracte respiratori, 2) proteccié contra la infeccio respiratoria i 3)
humidificacié de l'aire inspirat i prevencid de la pérdua excessiva de liquids en

la superficie de la via aéria (26).

2.1.11 Esput

Secrecio tragueobronquial emesa per la boca amb un cop de tos, que en
el seu transit per l'orofaringe es mescla amb saliva i cél-lules descamatives
epitelials. L'esput representa un increment de les secrecions normals, i per tant,

és un fenomen patologic (27).

2.1.12 Fumador

Subjecte que declara inhalar al menys 1 cigarret de tabac al dia al menys

durant 1 mes (28).

2.1.13 Radiologia simple del pacient amb MPOC

Els canvis radiologics solen acompanyar als pacients amb major afectacio
funcional i clinica. Aquestes son, sintéticament, les caracteristiques més

rellevants (29):
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- Engruiximent de les parets bronquials: Augment de la trama broncovascular,

configurant I'aparenca de “pulmé brut”.

- Atrapament aeri: visible per augment de la longitud del pulmo, aplanament
dels diafragmes i increment de [Iespai retrosternal. Anatomicament

correspondria a emfisema centrelobulillar, amb predomini als lobuls superiors.

- Oligémia: disminucio del calibre dels vasos pulmonars, amb rapid aprimament
en els trams distals. Té correlacié amb les arees de destruccié parenquimatosa

(emfisema).

Es possible que dins els canvis cronics caracteristics de la radiologia
simple, puguin albergar-se petites bronquiéctasi sols detectables per TAC d'alta
resolucio. El seu significatiu clinic Gltim esta encara per a determinar, pero

podria representar un factor de risc per a estar colonitzat.
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2.2 METODES DIAGNOSTICS D’INFECCIO BRONQUIAL

A continuacié s'expressen els metodes utilitzats per a l'obtencié de

material per a I'estudi microbiologic de les infeccions estrictament bronquials.

2.2.1 Esput

A. Métode:

Aconseguir expectoraci6 el més pura possible, sense material de la
nasofaringe ni saliva, dins d’'un recipient esteril i amb tancament hermeétic. En
cas de no expectorar, pot aconseguir-se de forma induida a partir de la
inhalacié de sérum hipertonic (3-10%) nebulitzat. Cal processar-lo abans de 5
hores per a evitar sobrecreixement de la flora comensal en detriment de
Streptococcus pneumoniae, Staphilococcus aureus i bacil gram negatius. Pels
organismes no colonitzadors (Mycobacterium tuberculosis, Mycoplasma
pneumoniae, Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Nocardia
asteroides), la seva preséncia en les diferents tecniques d’identifacié és sinonim
de positivitat i indica, per tant, infeccié. En la resta de microorganismes caldra
gue es compleixin una serie de requisits en la qualitat de l'esput i en les
caracteristiques del creixement bacteria. Tots aquests procediments es
realitzaran en el laboratori de Microbiologia i sintéticament s’expressen a

continuacio els més rellevants.

Rentats amb serum fisiologic per tal deliminar el maxim la saliva

acompanyant i la poblaci6 comensal que conté. En un estudi de Bartlett i
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Finegold (30), s’observa com les mostres d’esput amb concentracions de
contaminants superiors a 10° UFC/ml passaven del 70% al 26% quan es
procedia a rentar I'esput.

Classificacid citologica en funcié de les celul.les escamoses de I'epiteli de la

boca, neutrofils i marcofags alveolars. Les classificacions de Bartlett (31),
Heineman et al (32) i Baigelman (33) han estat superades per la de Murray i
Washington (34). En els seu article, estableixen una classificacié dels esputs
en 5 categories, i en comparen els resultats microbiologics amb els d’'uns
ATT (aspirats trasntraqueals), considerant els aspirats transtraqueals com la
mostra de referéncia a I'estar lliure de contaminacié orofaringia. El Grup 1
representa el menys pur mentre que el grup 5 és considerat el més

representatiu.

Taula 2. Classificacio de Murray-Washington

Grup Cel. Epitelials |Leucocits
1 >25 <10

2 >25 10-25

3 >25 >25

4 10-25 >25

5 <10 >25

ATT

ATT: aspirats transtraqueal

Els autors conclouen que només son susceptibles de ser cultivats els
esputs de grau 5. En aquest article no s'especifiquen les caracteristiques

cliniques dels pacients (MPOC, bronquitis cronics, tabaquisme, estable, infeccid
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aguda...), ni tampoc els ATT practicats son dels mateixos pacients. En I'analisi
dels germens aillats s'observa com la classificacidé citologica permet reduir
alguns gérmens, mentre que d’altres es mantenen practicament sense alterar-

Se.

Taula 3. Aillaments bacterians del Grup 1 i Grup 5 de Murray-Washington, i dels
aspirats transtraqueals (ATT)

Geérmens Grup 1 (%) |Grup 5 (%) |ATT(%)
S.viridans 93 44 28
S.epidermidis 80 35 15
Neisseria 89 33 19
Haemophilus 65 27 15
Fongs 28 16 26

Corynebacterium

S. pneumoniae

S. aureus 6 14 11
Moraxella 4 3 2
P. aeruginosa 13 21 15

En una recent editorial (35) de Chest, S. Chodosh afirma que malgrat els
criteris de Muray-Washingtonhan millorat significativament la fiabilitat de les
tincions de Gram dels esputs, sols han millorat de forma marginal els cultius
dels mateixos.

Estudis quantitatius: Bartlett i Finegold determinaren que els gérmens

potencialment patdgens es trobaven en concentracions de 10%® UFC/ml. Aquest

punt de tall també s™ ha utilitzat en estudis més recents (36)
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B. Avantatges:

Métode no invasiu, i el més natural, per a I'obtencié de material procedent de
les vies aéries. El material, encara que de volum variable, sol ser representatiu
d’extenses arees de I'arbre traqueobronquial. Té baix cost, doncs no es precisa
d’'instrumentacié especial. Permet altres estudis apart de 'estrictament
microbiologica (marcadors d’inflamacio, citologia...) (37). No es dilueix en
serum fisiologic, com el raspall protegit o la RBA . Permet multiples mostres en

el mateix subjecte, tant en fase estable com en aguditzada.

C. Desavantatges:

No és factible en persones incapaces d’expectorar (nens, pacients molt
debilitats...), o pot ser dificil d’obtenir en el moment en que es precisa. Per
definicio, presenten contaminacio de la flora comensal de I'orofaringe. S’ignora
el temps durant el qual I'expectoracié ha romas dins de la via aeria i la seva

repercussio clinica.

D. Resultats en la MPOC i BC aguditzada i I'estable

A continuacio s’expressen en 2 taules el articles més significatius que
proporcionen informacié sobre els cultius en fase estable i aguditzada. Per a la
MPOC aguditzada s” han emprat els seglents articles: Miraviltlles et al (36),

Smith et al (38), Viejo et al (39), Davies et al (40), Eller et al (41).
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Taula 4 . Cultius d’esput en la MPOC aguditzada

Article No Classi- | Cultiu Resultats
aillaments |ficacié | Quantitatiu
/N° esputs
Miraviltlles et al |91/91 M-W 5 |Si + > 10° HI 20/ SP 9/ MC 8/PA 14
(10° per SP)  |Bgn 7/MnPP 33
Smith et al 37/34 - - HI 16/SP 6/PA 5/MC 4/ bgn 5/
SA 1
Viejo et al 93/70 M-W 5 | Si HI 22/SP 11/ MC 6/PA 5/bgn
(no especificat | 5/MnPP 31/altres 13
el punt de tall)
Davies et al 578/500 |- - HI 190/MC 157/SP 154/PA 14/
SA 7/altres 56
Eller et al 112/112 |M-W 5 |- SP 19/HI 16/SA 15/MC 8/PA
14/ bgn 40
TOTAL 911/807 |264(29)HI1/199(22)SP/183(20)MC/PA52(5,7)/

bgn57(6,2)/SA23(2,5)/MnPP 64 (7) i altres 69 (7,5)

HI: H. influenzae, SP: S. pneumoniae, MC: M.catarrhalis, PA: P.aeruginosa,
SA: S.aureus, bgn: bacils gram negatius

En la segient taula s’expressen els resultats microbiologics dels articles que han

emprat I'esput en pacients amb bronquitis cronica estable.
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Taula 5. Cultius d’esput en la Bronquitis Cronics estable

Referéncia |N Clinica |Classific | Cultiu Resultats
acio Quantitatiu

Stuart- 86/172 |BC No No SP 50/ HI 15/SA 11/bgn5

Harris S.haemolyticus 5(86)

Brown 172/83 |BC No No SP 73/HI 50/
S.haemolyticus 25/ SA 10/
bgn 14 (172)

May 108/54 |BC No No SP 57/HI1 25/ SA 13/ bgn 13
(108)

Miller 119/110 |BC No No SP 35/HI 40/S.haemolyticus
32/ SA 5/ bgn 7 (119)

Rosell 18/10 MPOC |M-W5 |No HI 5/SP 1/MC 5/12 flora
comensal

TOTAL 485/419 | 215SP/130HI1/SA39/bng39/altres62

HI: H. influenzae, SP: S. pneumoniae, MC: M.catarrhalis, PA: P.aeruginosa,

SA: S.aureus, bgn: bacils gram negatius

Referéncies: Stuart-Harris(42), Brown(43), May(44) Miller et al.(45)

2.2.2 Punci6 transtraqueal

A. Méetode:

La tecnica fou descrita a finals de la decada del 50’ (46), i després del

seu auge en els 70, actualment s'utilitza sols ailladament al Japo (47-49).

Aquest declini s”ha produit per la seva dubtosa relacié risc-benefici juntament

amb l'avenc de la broncoscopia flexible i les seves técniques acompanyants.

En breu, el pacient ha d'estar en supi i el coll en hiperextensié. La

membrana intercricotiroidal es palpa i s'infiltra amb lidocaina al 2% i adrenalina.

Es punciona amb una agulla de 14G i es fa passar un cateter, retirant I'agulla
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un cop s”hagi guanyat l'espai traqueal. S’introdueix el catéter uns 20 cm i es
procedeix a aspirar amb una Xxeringa de 20 cc amb una clau Luer o bé
directament amb una aspiracié en Y i un tub de Luken. S"ha d’intentar no

instil-lar sérum per tal de no diluir la mostra.

B. Avantatges:

No hi ha contacte amb orofaringe durant el procediment. Irwin et al (50)
practiquen aspirats transtraqueals en 20 pacients amb MPOC estable ,havent
previament nebulitzat I'orofaringe amb blau de metile i amb control citologic de
les mostres, i no n'obtenen cap de contaminada. En canvi, en el context de
pneumonia té un 1% de falsos negatius i un 21% de falsos positius (51). El
material, encara que de volum variable, sol ser representatiu d’extenses arees
de l'arbre traqueobronquial. No es dilueix, en principi, en serum fisiologic com

el raspall protegit o el RBA. El cost és menor que una broncoscopia flexible.

C. Desavantatges:

Métode invasiu que precisa d’instrumentacio. S”ha descrit complicacions
diverses: en el lloc de puncié (sagnat, puncid paret posterior traquea,
abscessos, emfisema subcutani...), per introduccié del catéter d’aspiracio
(hipoxémia, arritmies, isquémia miocardica...) i sovint sindromes vasovagals.
Fins i tot s”ha registrat morts relacionades amb el procediment (52). Cal
respectar les contraindicacions (hemoptisi, diatesi hemorragica, hipoxémia,

pacients perdiatrics, impossibilitat d”hiperextensié del coll...) Es precisa de
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certa experiéncia i capacitat per a resoldre les complicacions. Quan la mostra
no és abundant s”ha de recérrer a instil-lar sérum fisiologic, diluint-la. Es una

mostra a cegues.

D. Resultats en la MPOC estable i aguditzada

S"ha utilitzat les seguents referencies, Bartlett (51), Haas (55), Irwin

(50) i Bjerkestrand et al (56).

Taula 6. Aspirats transtraqueals en la MPOC estable i aguditzada

Article N Clinica Cultius positius
Bartlett 16 MPOC aguditzada 100%
Haas 24 MPOC aguditzada 21 (87%)

SV6/HI2/SP1/NM2/C1
Irwin 10/20 MPQOC estable

12 aillaments

Bjerkestrand 26 MPQOC estable 85%

SV: S. viridans, HI: H. influenzae, SP: S. pneumoniae, NM: N. Meningitidis,

C: Corynecbacterium

2.2.3 Immunologia

Els meétodes amb base immunologica s'utilitzen en [l'actualitat
basicament per a determinar el paper etiologic de gérmens no colonitzadors de
I'orofaringe en estudis de recerca de la MPOC aguditzada . Respecte els
germens colonitzadors potencialment patogens, s’establiren en investigacions

dels anys 60, les seguents conclusions: que els pacients amb bronquitis cronica
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tenen més freqlentment anticossos serics contra Streptococcus pneumoniae i
Haemophilus influenzae que la poblacié normal, que no hi ha un increment
dels titols d’'anticossos contra Haemophilus influenzae en les aguditzacions i

gue aquests resulten invariables malgrat tractament antibiotic (57).

A continuacié es descriuen els métodes utilitzats per aquest grup de

patogens no colonitzadors habituals de I'orofaringe:

- Mycoplasma pneumoniae :

Determinacio per medi de fixacio del complement d’anticossos serics en
fase aguda i fase de convalescencia. La seva quadruplicacié sera diagnostica,
aixi com un titol de 1:128 en la fixacié del complement. Una altra forma és la
deteccié per enzim immuno assaig en fase solida o ELISA (enzym-linked
immnuoabsorbent assay) ja sigui amb gérmens lisats o bé amb la proteina
d’adhesi6 P1 purificada. La preséncia de crioaglutines a 1:32 és també

diagnostica.

- Chlamydia pneumoniae :

El métode emprat habitualment és la determinacié d’anticossos per
immunofluorescéncia indirecta, amb seroconversio per quadruplicacié del titol
inicial, 1g G 3 1: 1024(58) o un titol d’ Ig M 3 1: 32. Pot cultivar-se en medi
cel-lular i tecniques d’ampliacié genetica (sequéncies del gen que codifica 'ARN
ribosomal 16S-16S ARNr-, i d’'un element de 474 pb resultant de la restriccio

amb Pstl)
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- Legionella pnemophila:

Diverses tecniques sOn recomanades: la deteccié d’anticossos per medi
d'immunodeficiencia indirecta en serum de fase aguda i convalescent amb
seroconversio assolint un titol de 3 1:128 , un Unic titol en la fase aguda en la
concentracié de 1:128 o la deteccio d'un antigen soluble en orina via aglutinacio
amb latex, radioimmunoassaig o ELISA. Actualment també és possible la
determinacié a partir de l'ampliacié genica (sequéncies del gen mip, de
I'element REP i del gen codificant de I'ARN ribosomal 5S). Amb tot, el metode

definitiu de diagnaostic és el cultiu en agar modificat.
- Virus respiratoris (influenza, parainfluenza, adenovirus virus sincitial
respiratori, rhinovirus i coranovirus)

Es precisa una seroconversio de negatiu a positiu o bé quadruplicar el
titol de la fase aguda a fase de convalescéncia, per medi de la fixacio del
complement i ELISA. Es possible detectar tots els virus amb tropisme per
I'epiteli respiratori pels rentats nasofaringis o frotis faringi. Els cultius tenen un
cost elevat i tarden una setmana pel virus influenza i dos per la resta de virus.
Es per aixd que s ha desenvolupat técniques més rapides i econdmiques. La
deteccié d'antigens virics és possible en les secrecions respiratories a partir
d”’'immunofluorescéncia, assaig en fase solida o per hibridacié marcada d’acids
nucleics del virus. Pel diagnostic del citomegalovirus (CMV) s ha utilitzat
anticossos monoclonals. A excepcio dels adenovirus, herpes virus i CMV ,que

poden estar presents també en controls sans, la positivitat per aquests medis
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és diagnostica. El virus sincitial respiratori pot ser aillat mesos després de la
infeccié aguda. Aquestes técniques tenen una especificitat superior al 95% pero

amb una sensibilitat variable.

EL diagnostic histologic és menys sensible que el cultiu, ja que s’examina
una porcié petita. La diferenciacié entre les inclusions viriques no sempre €s
definitiva, per exemple, entre les inclusions intranuclears d”herpes virus i

adenovirus.

2.2.4. Tecniques broncoscopiques

Amb l'objectiu de sobrepassar la contaminacié orofaringia alguns autors
havien utilitzat sondes esteérils a través del broncoscopi rigid. Una de les ultimes
publicacions correspon a la de Gardiner et al (59). En 34 pacients amb
bronquitis cronica obté anaerobis (no especificats) en: 2 pacients amb > 10’
org/ml, 2 més amb 102-10° org/ml (total 11,7%); i aerobis (no especificats) en

15 pacients (44%). La resta dels cultius foren negatius.

Amb la introduccié de la broncoscopia flexible a la meitat dels anys
setanta, s'incorporen noves tecniques diagnostiqgues com s6n els
broncoaspirats, el rentat broncoalveolar i el raspall protegit. Els aspirats a
través del broncoscopi no demostraren des del principi cap benefici sobre els
aspirats transtraqueals (60) (61) i no s”han utilizat més en I'estudi bacteriologic
convencional dels pacients amb MPOC. A continuaci6 es descriuen les

caracteristiques més rellevants del rentat broncoalveolar i del raspall protegit.
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Rentada broncoalveolar (RBA):
A.Tecnica:

Un cop el broncoscopi flexible s”ha enclavat en un bronqui segmentari o
subsegmentari, s'instil-la a través del canal de treball sense haver aspirat o
haver instil-lat anestésic local, un total de 150 cc de sérum fisiologic al 0,9% o
Ringer Lactat en xeringues de 20 o 50 cc. Després de cada xeringa s’'aspira
recuperant parcialment del liquid introduit. En condicions normals es recupera
un 50% del total instil-lat. La primera fraccié es considera la bronquial al
contactar basicament amb trajecte bronquial, mentre que les dues ultimes

arriben a I'espai alveolar .

El RBA s'utilitza habitualment per a descartar infeccions oportunistes,

cancer de pulmo no central i malalties intersticials.

B. Avantatges:

Aconsegueix contactar una amplia zona pulmonar, encara que fora de les
vies respiratories principals, a no ser que sols s'utilitzi la primera aliquota (62).
Uns 100 ml de rentat cobreix uns 10° alveols. La recuperacié d'abundant
component cel-lular permet realitzar estudis citologics, bioquimics i
immunologics . Disminueix parcialment la contaminacio de l'orofaringe, sobretot
si la interpretaci6 es fa en base a un punt de tall d’'UFC/ml.

C.Desavantatges:

La propia practica de la broncoscopia flexible, amb totes les seves

contraindicacions i taxa de morbimortalitat associada. Imputable directament la
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RBA es descriuen: Febre i escalfreds (2-20%), pneumonitis (< 1%),
broncoespasme, pneumotorax i hipoxemia (63). Durant la instrumentacio en les
vies aeries superiors la contaminacio és indefugible, com ho demostren diversos
estudis en subjectes sans (60,64) (65) . Un metode per a descartar els gérmens
contaminants o els colonitzadors dels patogens, en el context del diagnostic de
pneumonia bacteriana , és quantificar el nombre d'unitats formadores de
colonies per mil-lilitre. Els gérmens contaminats es troben en concentracions
baixes i els infectants en concentracions altes (66,67). La mostra de la RBA esta
diluida aproximadament en la proporcié de 1 ml de secrecié traqueobronquial
en 10-100 ml de sérum fisiologic (factor de dilucié 1/10-1/100) i cal establir un
punt de tall que reverteixi aquest efecte i iguali la concentracié de 10°-10°
UFC/ml que s”ha demostrat identifica correctament els esputs de pacients amb
pneumonia (30). Donat que el factor de dil.lucié per esputs és nul, el punt de
tall per la RBA hauria de ser 10* UFC/mI. En els estudis abans mencionats en
subjectes sans (66,67), la majoria de mostres obtenen gérmens no
potencialment patdgens a concentracions < 10° UFC/ml. En alguns estudis,
encara que en el particular escenari dels pacients ventilats mecanicament,
aquesta diferenciaci6 no és fiable en la seva totalitat. Chastre et al (68)
evidencien que un 31% dels pacients ventilats mecanicament sense pneumonia
tenien > 10 UFC/ml i en 3 pacients amb pneumonia sobre un total de 5,
presentaven concetracions de germens inferiors al punt de tall establert. El punt
de tall no és, doncs absolutament descriminatiu i s”ha aboga per afegir altres

tipus de control. L'estudi citologic, dirigit a detectar la presencia cel-lules
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epitelials de la cavitat orofaringia i de polimorfonuclears provinents de la
infeccié pulmonar, és necessari per alguns autors (69). Aquests autors troben
en subjectes normals cultius amb > 10* UFC/ml i > 1% ceél-lules de la cavitat
oral, resultant d'un evident contaminaci6. Una altra forma d'obviar la
contaminacié orofaringia és obtenir el liquid de la RBA a través d'un cateter
amb oclusié distal i balo inflable en el seu extrem, és el denominat RBA
protegida proposat per Meduri (70). Aquesta tecnica s ha utilitzat
exclusivament en les pneumonies de pacient ventilats mecanicament i no s’ha
emprat en pacients amb MPOC. Per tant, la RBA no pot establir-se com el
meétode diagnostic definitiu per la pneumonia bacteriana en el pacient
immunocompetent. La seva aplicacid per l'estudi de la poblacié bacteriana

endobronquial resultara afectada per el mateix tipus de limitacions.

Altres desaventatges sén que la tecnica és dificilement repetible en el

pacient no ventilat i el seu cost és elevat.

D. Resultats en la MPOC aguditzada i estable

Per a la confecci6 de la seguent taula-resum s”ha emprar les seglents

referencies: Cabello et al (65), Soler et al (71), Pang et al (72).

Taula 7. La rentada bronco-alveolar en la MPOC (estable i aguditzada)

Referéncia N Clinica Punt de tall | Resultats (%)
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Cabello et al 2/16 MPOC estable 3 10 S. viridans 50%
UFC/mlI S.pneumoniae 50%
Soler et al 26/41 MPOC aguditzada, |3 10° SP 15/ HI 19/MC 11
(43 pacients intubats | UFC/ml PA 15/ bgn 15/MnPP 46
aillaments)
Pang et al 14/21 Bronquiéctasi (no |3 10* HI 30/PA 20/SA 15/
(20 fibrosi quistica) UFC/ml K ozaenae 10/P
aillaments) | estables fluoresecens 10/SP
5/Acaligenes spp 5/ S no
hemolitic 5

Raspall protegit

A. Evolucié historica

Els primers intents d’obtenir mostra per a cultiu amb un raspall foren en
els anys seixanta a través d’'un broncoscopi rigid (73). Amb la introduccié del
broncofibroscopi a principis del setanta, s'idearen métodes per a obtenir
secrecions traqueobronquials. Wanner et al (74) descriviren una tecnica que
consistia en passar a través del canal de treball del fibrobroncoscopi una llacada
metal.lica esteril dins d’'un catéter, sense I'extrem del mateix ocluit o protegit.
Els cultius no es quantificaren. Wimberley i col-laboradors (75) descriuen un
sistema en el que un raspall estéril es protegia dins de dos cateters telescopats.
L'extrem distal del cateter extern es trobaba ocluit per un tap de polietilenglicol,
gue un cop expulsat dins de I'arbre bronquial es reabsorbia. Un cop
s'aconseguia la mostra, el raspall es recol-locaba dins dels catéters i un cop a
fora es tallava la porci6 distal del raspall i es dipositava en 1 ml de sérum

fisiologic o Ringer lactat. Hayes et al (76) compararen aguest nou metode amb
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la técnica descrita anteriorment per Wanner et al. Hayes demostra que el
metode descrit per Wanner no evitava la contaminacié de la flora orofaringia
(cultius amb flora comensal en més del 50% de les mostres), mentre que el
meétode del raspall protegit proposat per Wimberley estava exempt de
contaminacio en els 10 subjectes examinats. Poc després, aparegueren 2
publicacions més que utilitzen també un raspall no ocluit. Teague et al (77) el
1981, a banda de quantificar els cultius i establir un punt de tall de 10 ® UFC/ml
, apliquen un control citologic amb tincié de Gram i Giemsa. Els resultats que
aporten son els seguents: tots els infectats presenten Gram positiu i leucocits
en la tincié de Giemsa essent els cultius tots positius pel punt de tall proposat;
en el grup control no s’observen gérmens en el Gram i els cultius positius ho
son per sota de 10 * UFC/ml. Winterbauer et al (78) el 1983, també
quantifiquen els cultius, amb un punt de tall de 10 * UFC/raspall. Detecten, aixi
mateix, els anticossos adherits als bacteris per medi de fluorescencia directa,
técnica importada dels estudis sobre infeccid urinaria, com a element
diferenciador de la infecci6 sobre la colonitzaci6. El 87% dels infectats
presentaven cultius positius i un 72% bacteris adherits. En el grup control cap
cultiu superava el punt de tall i sols en 1 sobre 60 subjectes es detectaven
bacteris adherits.

Per les mateixes dates ja es publiquen els primers estudis utilitzant la
técnica del raspall protegit(79,80) (81) (82) i ja sols apareixeran aillades
publicacions amb raspall no protegit. La més recent correspon a la de Dilworth

et al (83) en la que estudien la poblacié bacteriana endotraqueal en el moment
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de la intubacié en 24 pacients sotmesos a cirurgia abdominal alta. Cap d’ells no
s’especifica si és bronquitic cronic ni si esta afecta de MPOC. Els cultius no es
guantifiquen. Donat que sols centren el seu estudi a nivell traqueal en el
moment immediatament després de la intubacio, i el procediment es fa a
cegues sense control endoscopic, I'extrapolacié dels seus resultats és més que
dubtosa. Els seus resultats mostren cultius positius per Haemophilus influenzae
en 5 (20%), tots ells acompanyats de flora comensal orofaringia, bacils entérics
gram negatius 1 (4%), també acompanyats de flora comensal, i en 8 (33%),
flora comensal. La resta (37,5%) els cultius s6n negatius.

En la primera publicacio clinica rellevant aplicant el raspall protegit i
desenvolupada pel mateix equip (79) en la que s’exploren un total de 65
pacients, s'observa que els pacients amb patologia pulmonar infecciosa
(pneumonia bacteriemica, abscés pulmonar i pneumonia necrotitzant)
presentaven unes concentracions de gérmens superiors a 10 * UFC/m (i en el
grup de les pneumonies bacteriemiques els germens eren coincidents), mentre
que els no afectes d’'un procés infecciés o bé que havien rebut antibiotics, el
creixement era inferior a 10 * UFC/m. A partir d’aquesta publicacié es
considera aquest punt de tall com a diferenciador entre infeccié aguda
bacteriana i colonitzadors.

La primera mencio en la literatura en que es cultiva pacients amb
bronquitis cronica aguditzada (no s’especifica funcié pulmonar), és ja en el
mateix 1982. Pollock et al. estudien 78 pacients amb pneumonia i 11 amb

exacerbacio de la bronquitis cronica. EL 100% dels mateixos mostren un
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creixement bacteria amb concentracions 3 10° UFC/ml al menys en un dels
germens del cultiu. Cinc pacients (45%) presentaven cultius polimicrobians. Els
resultats expressats son: Haemophilus influenzae 8 (72%), quatre d’ells amb
flora mixta, Pseudomonas aeruginosa 2 (18%) i Streptococcus pneumoniae 1
(9%) juntament amb flora mixta. Donats els resultats, els autors no poden
especular sobre el significat de concentracions baixes o cultius negatius del
raspall protegit en la bronquitis cronica exacerbada, ni tampoc el paper dels
géermens no potencialment patogens.

El primer article publicat en que s’aplica el raspall protegit en pacients
amb bronquitis cronica (no s’especifica si amb MPOC) clinicament estable data
de 1986 (84). S6n 18 pacients als que es practica una broncofibroscopia per
sospita de neoplasia broncogenica. En tots els subjectes s’obtenen 2 mostres
del pulmé contralateral a I'opacitat radiologica: una per a cultiu convencional
amb quantificacié en forma d’'UFC/raspall i una segona mostra en una extensié
per a deteccid de bacteris recoberts d’anticossos per medi d’ immuno-
fluorescéncia (positiu si s'observaven al menys 5 bacteris recoberts en un camp
d’alta resolucid). EL 100% dels subjectes presentaven creixements bacterians:
Streptococcus pneumoniae 9 (50%), Staphilococcus aureus 5 (27%),
Haemophilus influenzae 4 (22%) i Psedomonas aeruginosa 1 (5%), i un cultiu
era polimicrobia. Les concentracions varien de 10* a 10* UFC/raspall, essent 6
(30%) delles 3 10° UFC/raspall. Totes les mostres excepte 1 presentaven
germens recoberts per anticossos. La discussio de I'article se centra en el

significat de la positivitat dels germens recoberts i sols menciona de forma
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somera que sols 1 pacient obté un creixement 3 10* UFC/ml, sense interpretar
els 5 pacients amb 3 10° UFC/ml.

Pang i col-laboradors (72) cultiven I'arbre bronquial amb el raspall
protegit i una RBA en 22 pacients amb bronquiectasi no associades a fibrosi
quistica i en situacio clinica estable. Per cada tipus de mostra utilitzen un
fibrobroncoscopi, a través d’'un tub orotraqueal. No s’especifica la funcié
pulmonar dels mateixos. La publicacié, que data de 1989, aporta les seguents
dades: 13 pacients presenten creixement bacteria amb un punt de tall de 3 10°
UFC/ml, detectant 3 creixements polimicrobians. Els germens detallats son:
Haemophilus influenzae 5 (29%), Pseudomonas aeruginosa 4 (24%), Kebsiella
ozaenae 2 (12%), Staphylococcus aureus 2 (12%) Pseudomonas fluorescens 1
(6%) Streptococcus pneumoniae 1 (6%) Staphyloccus coagulasa negatiu 1
(6%) Veillonella spp 1 (6%). Les combinacions polimicrobianes sén:
Streptococcus pneumoniae + Haemophilus influenzae , Pseudomonas
aeruginosa + Veillonella spp i Staphyloccus aureus + Haemophilus influenzae
+ Kebsiella ozaenae.

Es en el 1990 en que es publica el primer estudi en que els pacients
presenten una aguditzacié greu que obliga a ventilacid mecanica per
insuficiencia respiratoria hipercapnica. No s’especifica la funcié pulmonar dels
mateixos, pero a jutjar per la gravetat de I'exacerbacio, és presumible que tots
ells estiguessin afectes de MPOC. Dels 54 pacients cultivats, 27 (50%)

presenten creixements bacterians en diferents concentracions (44% amb 3 10°
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UFC/mI). S'aillen un total de 44 germens: Haemophilus parainfluenzae 11
(25%), Streptococcus pneumoniae 7 (16%), Haemophilus influenzae 6 (14%),
Staphyloccus aureus 4 (9%), Moraxella catarrhalis 3 (7%), Pseudomonas
aeruginosa 3 (7%), Proteus mirabilis 3 (7%), Escherichia coli 2 (4%),
Corynebacterium spp 1 (2%), altres estreptococs 4 (9%). Els autors consideren
tots els creixements com a patologics, independenment de la seva concentracio
0 potencialitat patogénica.

La primera investigacié del patro bacteria endobronquial en pacients amb
MPOC la duren a terme Riise et al (85) el 1994. En aquest treball comparen els
cultius d’'un grup control format per 14 subjectes, 22 fumadors amb bronquitis
cronica no obstructiva i 19 pacients fumadors amb bronquitis cronica i MPOC,
tots ells clinicament estables. S'estableix el punt de tall a 310% UFC/ml. EL
nombre d’aillaments positius per cada grup sén els seglients: 0 en sans, 6 en el
grup de bronquitis cronica simple i 12 en els pacients amb MPOC de grau
moderat ( FEV1% 62+2). Es contabilitzen 8 pacients amb més d’'un germen a
concentracions significatives, pero no s’especifica en el text quines sén les
combinacions ni a quin grup corresponen. Els resultats globals per germens sén
els seguients: Estreptococ alfa-hemolitic 7 (38%), bacils difteroides 3 (16%0),
estafilococ coagulasa negatius 2 (11%), Haemophilus influenzae 1 (5%),
Streptococcus pneumoniae 1 (5%) i altres-Haemophilus parainfluenzae,

estreptococ f tipus B, Neisseria spp. 4 (22%).
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Martinez et al (86) de I”Hospital de I'Esperit Sant de Santa Coloma de
Gramanet publiquen en el 1994 una segona serie de pacients ambulatoris amb
bronquitis cronica aguditzada que consulten a urgencies. No s’especifica la
funcioé pulmonar dels pacients. En 18 dels 20 (90%) dels pacients estudiats
s’obté algun tipus de creixement bacteria en diferents concentracions. En total
41 aillaments, 10 polimicrobians. S'estableix la divisi6 entre gérmens en 3 10°
UFC/ml i aquells amb menor concentracio. Alhora també divideixen els germens
entre potencialment patogenics i d'aquells que habitualment no s’hi consideren.
Els resultats globals son: Streptococcus pneumoniae 9 (21%), Haemophilus
influenzae 5 (12%), Moraxella catarrhalis 3 (7%), Pseudomonas aeruginosa 1
(2,4%), Neisseria meningitidis 1 (2,4%) i el grup de potencialment no
patogeénics: Streptococcus viridans 12 (29%), Neisseria spp 5 (12%),
difteroides 2 (4,8%), Staphyloccus coagulasa negatius 1 (2,4%), Streptococcus
agalactie 1 (2,4%) i Pasteurella multocida 1 (2,4%). En 18 (43%) aillaments
de gérmens potencialment patogens, la concentracié era 3 10° UFC/ml. En 19
(46%) dels aillaments de germens no potencialment patogens, la concentracio
també era 3 10° UFC/m.

El nostre grup és el que per primera vegada practica el mateix
procediment diagnostic en dos poblacions de pacients ambulatoris amb MPOC
,estable i aguditzada, sense diferencies significatives en la seva funcié pulmonar
ni les dades antropometriques basiques(2) . Aquest article és un dels dos que

forma part del cos de la tesi (veure apartat 4).
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EL seguent article rellevant es publica el 1997 produit pel Servei de
Pneumologia de I” Hospital Clinic de Barcelona (65). En aquest ampli estudi
s'investiga la colonitzacié bronquial de 116 pacients ambulatoris a partir del
raspall protegit i RBA, tal com Pang et al (72) havien realitzat en un reduit grup
de pacients amb bronquiéctasi. Aquesta és la série més llarga encara publicada.
El subjectes estudiats inclouen 16 sans, 33 amb neoplasia broncogénica, 18
amb MPOC (13 lleus i 5 moderats), 17 amb bronquiéctasi i 32 amb
traqueostomia. A diferencia de la resta de treballs publicats s’estableix el punt
de tall a 3 10? UFC/mlI pel raspall protegit i a 3 10° UFC/ml per la RBA i
s’estableix una diferenciacié entre MPP i els MnPP alhora d’expressar els
resultats i la consegiient interpretacid. S’ utilitza el mateix fibrobroncoscopi per
a I'obtencio del raspall protegit i la RBA, a diferéncia de Pang et al. La primera
fraccio del RBA es desestima, al contrari de Pang et al. En els subjectes sans es
descruiuen dos amb colonitzacio significativa, un amb MPP (Staphyloccus
aureus) i un altre subjecte amb dos MnPP (grup Streptococcus viridans,
Streptococcus grup D, no enterococ); 3 més presenten concentracions per sota
del punt de tall establert. En el grup dels pacients amb MPOC s’objectivitza: 2
cultius esterils, 1 per sota el punt de tall i 15 (83%) amb creixement significatiu
amb un total de 27 aillaments. De forma detallada: 11 (41%) del grup
Streptococcus viridans, 6 (22%) Neisseria spp, 2 (7%) Streptococcus
pneumoniae, 2 (7%) estafilococ plasmacoagulasa negatiu, 2 (7%) Haemophilus
influenzae, 2 (7%) Corynebacterium spp., 1 (4%) Staphyloccus aureus i 1 (4%)

Candida spp.
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L'article publicat per Zalacain et al (87) de I'Hospital de Cruces de
Barakaldo en el mateix 1997, també compara dos grups reduits de pacients
amb MPOC. Catorze en fase estable i 12 aguditzats. A diferencia del nostre
treball, el grau d'obstruccio de tots ells era greu (FEV1 % < 50%). El punt de
tall s'estableix en 3 10° UFC/mI. En 8 pacients estables (57%) s'obtenen 9
aillaments: Haemophilus influenzae 4, Moraxella catarrhalis 1, Escherichia coli
1 i Streptococcus viridans 3; 1 cultiu polimicrobia (Haemophilus influenzae +
Streptococcus viridans) . En un pacient s'obtingueren 10> UFC/ml de Neisseria
spp i els 5 restants foren cultius esteérils. En el grup dels aguditzats es
computen també 9 aillaments en 8 pacients (66%): Haemophilus influenzae 4,
Klebsiella pneumoniae 1, Pseudomonas aeruginosa 1, Acinetobacter
calcoaceticus 1, Neisseria menigitidis 1 i Streptococcus viridans 1. El cultiu
polimicrobia corresponia a Haemophilus influenzae + Streptococcus viridans.
Un pacient es registra 102 UFC/ml de Neisseria spp. i en un altre 10* UFC/ml de
Corynebacterium spp; la resta foren esterils.

L’any seguent, es publica un altre exhaustiu i complert estudi dut a
terme pel grup de I'Hospital Clinic de Barcelona , en 50 pacients amb MPOC
aguditzats que requereixen ventilacié mecanica. A banda del raspall protegit, es
practica RBA i serologies per a virus i gérmens atipics (Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae i Coxiella burnetii). Aquest és
I'dnic treball que combina raspall protegit i serologies en una aguditzacio de
pacients amb MPOC. S'utilitza el mateix fibrobroncoscopi per a I'obtencié del

raspall protegit i la RBA. La primera fracci6é de la RBA es desestima. Els punts
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de tall segueixen essent els mateixos que en la seva anterior publicacid. El grau
d’obstruccid, de les 43 espirometries obtingudes, mostra un esperable
predomini dels greus (27), pero també es comptabilitzen 10 moderats i 6 lleus.
Per sobre del punt de tall es detecten 26 aillaments (3 polimicrobians) de MPP i
11 aillaments (3 polimicrobians) de MnPP. En el primer cas representa un 46%
de la mostra (23/50) i pels MnPP un 16% (8/50). Els aillaments de MPP per
sobre el punt de tall son: Streptococcus pneumoniae 4 (15%), Haemophilus
influenzae 10 (38%), Moraxella catarrhalis 4 (15%), Enterobacter cloacae 1
(3,8%), Pseudomonas spp. 5 (19%), Stenotrophomonas maltophilia 2 (7,6%).
Per sota de 10? UFC/ml es troben: Haemophilus influenzae 1 i Enterobacter
cloacae 1. Quant als MnPP en el grup de 3 10? UFC/ml saillen: Streptococcus
viridans 8, Staphyloccus epidermidis 1 , Streptococcus grup F 1 i Candida spp.
1 . Dels aillaments per sota del punt de tall establert, s'identifiquen els
seguents: Streptococcus viridans 2, Staphyloccus epidermidis 1, Neisseria spp.
1, Corynebacterium 1 i Candida spp. 1. Tots els pacients reberen tractament
antibiotic i a les 72 h es repeteix I'obtencié de mostres via broncofibroscopi.
Tots els gérmens s’erradiquen a excepcié de 1 Haemophilus influenzae, 3
Streptococcus spp. i les 2 Stenotrophomona maltophilia. De les 38 parelles de
serologies obtingudes, 15 (40%) resulten positives, encara qgue només en 8
(21%) d’elles resulta I'4nica mostra microbiologica positiva. Comparant les
principals variables de gravetat (FEV 1 %, APACHE II, dies de ventilacié
mecanica i dies d’estada a I'UCI) del grup de pacients amb algun tipus de

mostra positiva amb els que no se” n ailla cap, no es demostren diferencies
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significatives. No s’expressen els resultats microbiologics en funcié del grau
d’obstruccio.

En el mateix 1998, un grup italia (88) reprodueix I'esquema de la nostra
primera publicacié. Setze pacients amb MPOC estable i 40 exacerbats son
estudiats, aportant idéntics resultats en quant al percentatge: 25% del primer
grup estaven colonitzats i 52% dels aguditzats infectats.

Aguest 1999 han aparegut 2 series més, coincidents en el mateix nimero
de I'Europen Respiratory Journal i que analitzen, totes dues, els factors de risc
associats a la colonitzacio . La primera correspon al grup de Zalacain et al(89)
en que compara 88 pacients ambulatoris bronquitis cronics i MPOC estabilitzada
amb 20 subjectes sans. A banda de I'estudi multivariant amb els factors de risc
(edat, grau d'obstruccio, habit tabaquic, paquest-any de tabac i alteracions
radiologiques), aquest estudi aporta per primera vegada el control citologic
(deteccid de cel-lules escamoses) com a garantia de qualitat de la mostra, aixi
com l'analisi dels cultius positius respecte el grau d’obstruccié. El punt de tall es
considera 3 10° UFC/m. El raspall protegit demostra creixement significatiu en
36 (40%) dels pacients, obtenint 45 gérmens: Haemophilus influenzae 13
(28%), Streptococcus viridans 11 (24%), Streptococcus pneumoniae 7 (15%),
Moraxella catarrhalis 4 (8,8%), Echerichia coli 2 (4,4%), Estafilococ coagulasa
negatiu 2 (4,4%), Staphyloccus aureus 1 (2,2%), Prevotella melaninogenicus 1
(2,2%) Peptostreptoccocus anaerobius 1 (2,2%) i Streptococcus sanguis 1
(2,2%). El nombre de cultius polimicrobians fou de 9: en 7 s'aillava

Streptococcus viridans i en els altres 2 s’aillava Streptococcus pneumoniae . Si
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només es tenen en compte els MPP la proporcio és de: 27 pacients (30%) amb
29 microorganismes. En 7 pacients la concentracié superava 10* UFC/m
(7,9%). Per sota de 10° UFC/ml es cultivaren: Streptococcus viridans 4,
Moraxella catarrhalis 1, Streptococcus pneumoniae 1, Neisseria spp. 2,
Haemophilus influenzae 1, Pseudomonas aeruginosa 1, Neisseria meningitidis.
Per sota de 10? UFC/ml: Escherichia coli 1, Streptococcus viridans 2, Neisseria
spp. 1. Del grup control sols en 1 dels 20 subjectes s’ailla algun tipus de
germen (2x10% UFC/ml de Streptococcus viridans). Després de I'analisi
multivariant, I'obstruccié bronquial i I'habit tabaquic resultaren predictors
independents per a creixement significatiu. La possibilitat d’obtenir cultiu positiu
en els pacients amb obstruccié greu respecte els lleus té una odds ratio de 5,11
(95% d'interval de confianca amb limits de 1,4 a 17,9; p = 0,01), i la
possibilitat d’estar colonitzat en fumadors respecte els no fumadors és també
alta, amb una odds ratio de 3,17 (95% d’interval de confianga amb limits de
2,8-8; p=0,015). L'estudi citologic permeté eliminar a 4 pacients per a
contaminacié orofaringia, el que representa un 3,7% de les mostres. El tercer
aspecte a comentar d’aquesta publicacié és I'analisi de la microbiologia en
relacio amb el grau d’obstruccid. La distribucié dels 29 MPP és la seglient: 16
en els greus, 10 en els moderats i 3 en els lleus.

L'dltim dels treballs publicats correspon al nostre grup (1) i en ell es
valoren els factors de risc associats a la colonitzacio. Aquest article és el segon i

altim dels que constitueixen la present tesi (veure apartat 4).
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B. El raspall proteqit en subjectes normals:

En al menys en 5 treballs publicats es cultiva la via aeries de subjectes
normals. Aquests en son els resultats expressats en la tabla-resum. Les
referéncies bibliografiques corresponen a Zalacain et al (90), Pollock et al(82),

Cabello et al(65), Riise et al (85) i Kirkpatrick et al (64).

Taula 8. Raspall protegit en subjectes normals

Autors N° |N° + N° | Gérmens N° |UFC/mlI
pac |Pac aill.

Zalacain |20 |1 (5%) 1 |S.viridans 1 |2x10°

Pollock 35 |12 (34%) |? |S.viridans 2 |10°
? ? |<10®

Cabello 16 |5 (31%) |6 |S.viridans 3 (10!
S. viridans 1 |2x10?
Streptococcus grup D 1 |5x10°
Staphyloccus aureus 1 |4x10°

Riise 13 |6 (46%) |12 |Estreptococ a-hemolitic |6 |» 4 amb 10*
Estafilococ coagulasa- |3 |» 8 amb 10 2
Staphyloccus aureus 1
Altres 2
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Kirkpratick

1(12,5%) |4 Estreptococ a-hemolitic
Neisseria spp.
B. melaninogenicus
Veillonella

3x10*
2x10*
7x10*
2,5x10*

Y

Si es considera, tal com proposava Fagon et al. (91) que no és precis cap

punt de tall, el total de subjectes sans amb creixement bacteria resulta d'un

28,5%. Dels 23 aillaments sols apareixen 2 MPP (Staphyloccus aureus), la resta

son flora comensal.

C. Correlacié ente raspall proteqit i esput:

Diverses investigacions han buscat la correlacio entre la mostra del

raspall protegit i I'esput. Les mostres poblacionals son molt heterogenies i no és

possible extrapolar la sensibilitat i especificitat. Les referéncies bibliografiques

corresponen a Vereen et al (84), Pollock et al (82), Pang et al (72) i Rosell et al

(92).

Taula 9. Correlacié entre raspall protegit i esput

Autors N Clinica Qualitat | Grau coincidéncia
esput

Vereen 18 Bronquitis ? 15% total, 38% parcial
cronica estable

Pollock 18 Pneumonia ? 30%

Pang 23 Bronquiéectasi | ? 43% total/parcial
estable

Rosell 8/31 |Bronquitis Grau 5 |25% (sensibilitat 28% i
cronica estable | M-W especificitat 66%0)
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En aquest llistat caldria afegir els resultats del treball de Irwin et al (50)
en els que es correlaciona els cultius d’esput amb els cultius per aspirat
transtraqueal pur (control per blau de metile i citologia). L'analisi estadistica
conclou que la probabilitat d’'identificar pel cultiu d’esput, tots els
microorganismes presents en l'aspirat transtraqueal, és del 67%, amb

sensibilitat del 66% i nul.la especificitat.

D. Interpretacié del punt de tall, técnica, clinica i tipus de germens

Justificacié pels cultius quantitatius i punt de tall en el diagnostic de la
pneumonia

Els resultats microbioldgics del raspall protegit es presentaren en els
treballs originals de Wimberley et al de forma quantificada: unitats formadores
de colonies per mil-lilitre (UFC/mI) amb una doble intencid. En primer lloc poder
revertir 'efecte dilucional, ja que el raspall un cop seccionat es col-loca en 1 ml
de sérum fisiologic o Ringer lactat i el material per a cultivar s’obté d’aquest
mil-lilitre. La quantitat de secreci6 recollida en el raspall protegit és
aproximadament de 0,01 a 0,001 ml, pel que el factor dilucional respecte
I'esput és de 1/100-1/1000. Coneixent aquest factor i la quantitat d'UFC/ml en
el cultiu procedent del raspall protegit podrem establir les relacions equitatives
amb la concentracié de germens presents en les secrecions (esput i aspirat
traqueobronquial) emergents d’'un bloc pneumonic aixi com del mateix teixit

(biopsia pulmonar postmortem per minitoracotomia) i que a continuacio es
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comenten. La segona rad per a la quantificacié és perque en el context de
pneumonia la quantitat de germens en la secrecié bronquial recollida en I'esput
gue discrimina la flora orofaringia contaminant o colonitzadora, de la patogena
causant de pneumonia és de 10°-10" UFC/ml tal com demostraren Monroe i
col-laboradors (93,94)i posteriorment Bartlett i Finegold(30). En pacients amb
pneumonia i ventilacié mecanica, la quantificacié dels aspirats
traqueobronquials també és capa¢ de discriminar la flora contaminat orofaringia
de la patogena. En diversos estudis (95), la correlacid amb el raspall protegit
s'estableix amb el punt de tall de 10° UFC/mlI, concentracié que també és
similar als estudis amb esputs abans detallats. Finalment, el cultiu quantitatiu
és també necessari per a poder establir 'equivaléncia amb el cultiu histologic,
gue representa el “gold-standard” per la pneumonia. Aquests models cadaveérics
s”han practicat en el context de la pneumonia associada a la ventilacio
mecanica. S ha pogut establir que el punt de tall de 10° UFC/ml en el raspall
protegit correspon al 10* UFC/ml del teixit pulmonar pneumonic en pacients
que no rebien tractament antibiotic (96).

De totes maneres, en una revisio (97) sobre el rendiment del raspall
protegit en el maneig de la pneumonia associada a la ventilacid mecanica en la
gue es conjuguen els resultats dels cultius amb la probabilitat pre-test de patir
una malaltia i el risc/benefici d'iniciar un tractament, es conclou que: (a) l'index
bacteria (98)(sumatori de les concentracions logaritmiques) €s meés
discriminatiu que la informacié aportada per les UFC/ml i (b) que el punt de tall

és variable en funcié d’aquestes dues variables.
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Taula 10. Punt de tall del raspall protegit en el diagnostic de pneumonia,
expressat com a index bacteria

Probabilitat Risc/benefici d'iniciar antibiotic
diagnostica pre-test

Alt Intermedi Baix
Sospita 33 31 31
Incerta 33 32 31
Dubtosa 34 33 32

En resum, el punt de tall en els resultats del raspall protegit en el context
de pneumonia és necessari per a poder establir en la gran majoria de situacions
diagnostiques, la linia divisoria entre infeccio i colonitzacio, infeccié avortada o

la possibilitat de contaminacio de la mostra.

Aplicacié del punt de tall en el context de la MPOC

Mentre que el punt de tall dels cultius en el context de pneumonia
aconsegueix un ampli consens entre investigadors independents i té un referent
o0 “gold standard” que l'avala, no s'aconsegueix el mateix en el diagnostic
d’infeccio bronquial. En la Taula seglient s’expressen els punts de tall escollits

en els diferents estudis practicats.

Taula 11. Punt de tall del raspall protegit utilitzat pels diferents autors

Autors Any Clinica Punt de tall
Pollock et al |1982 |BC aguditzada 10°
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Vereen et al |1986 |BC estable Cap
Pang et al 1989 |Bronquiéctasi estables | 10°
Fagon etal [1990 |BC aguditzada, Cap
ventilacid mecanica
Riise et al 1994 |MPOC estable 10°
Martinez et al | 1994 | BC aguditzada 10°
Cabello et al {1997 |MPOC estable 10°
Zalacain et al | 1997 | MPOC aguditzada i 10°
estable

Soleretal [1998 |MPOC aguditzadai  |10°
ventilaci6 mecanica
Zalacain et al | 1999 |MPOC estable 10°

L'interes d’establir un punt de tall en els cultius del raspall protegit en
I'estudi de la poblacié endobronquial de la MPOC radicaria en descartar
contaminacié ja que la presencia de germens colonitzadors ,al menys en fase
estable, ja és el proposit de la investigacié. En fase d’aguditzacié de la MPOC, la
preséncia de cultius amb baixos comptatges bacterians indueix a clars dubtes
sobre la seva patogenicitat i sS'imposa per aguest motiu la necessitat d'un punt
de tall aixi com etiquetar els microorganismes entre potencialment patogens

(MPP) d’aquells que no ho son (MnPP).

E. Distribucié de les diferents concentracions de gérmens en funcié de la clinica

S”han escollit les referéncies que permetessin una analisi detallada dels
diferents resultats per cada concentracié. En algunes cites ha estat precisa la
interpretacio del text, grafiques i taules per a poder aportar totes les dades. En

els subjectes sans s”han escollit les referéncies de Fagon et al, Zalacain et al
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(89), Pollock et al (82),Cabello et al (65), Riise et al (85) y Kirkpatrick et al (64),
en la MPOC estable els articles de Monso et al (2), Cabello et al (65), Zalacain
et al (87,89) i Riise et al (85) ; per la MPOC aguditzada els estudis de Monso et
al {Monso, Ruiz, et al. 1995 ID: 51}, Zalacin et al (87), Martinez et al (86) y
Fagon et al (91).

En la Taula comparativa s” han introduit també els parametres com el n®
d’aillaments per subjecte amb cultiu positiu o bé I'index bacteria per subjecte
amb cultiu positiu. Les diferencies sén estadisticament significatives (p <
0,0001 amb el test assimptotic del Chi-quadrat) entre les tres poblacions
estudiades, mostrant unes OR sans/MPOC estable de 3,2 (IC 95%, 1,9-5,6) i

OR sans/MPOC aguditzat de 4,3 (IC 95%, 2,6-8,7).

Taula 12. Patro bacteria en subjectes sans, MPOC estable aguditzada

Subjectes sans | MPOC estable | MPOC aguditzada
N° total pacients 92 178 115
N° total pacients 25 98 74
amb cultiu positu
% pacients amb 27% 55% 64%
cultiu positiu
N° aillaments 37 154 118
N© aillaments per 1,4 1,6 1,6
pacients amb cultiu
positiu
index 2,2 4,2 5,5
bacteria/pacient
amb cultiu positiu
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Figura 1. Cultius positius (sense punt de tall) i Index Bacteria ( x10 per a poder
ser expressat graficament) com a indicador de carrega bacteriana, en subjectes

sans, MPOC estable i MPOC aguditzada.
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Si s’analitza les cocncentracions bacterianes, expressades com a UFC/ml,
en les diferents situacions cliniques, observem com aquestes tendeixen a ser
menys concentrades en la poblacié sana mentre que s’acumula per sobre de
10° UFC/ml en la MPOC aguditzada. Aquestes diferéncies s6n estadisticament
significatives (Test exacte de Fisher, p < 0,0001).

Taula 13 . Distribucié de la poblacié bacteriana segons concentracions

Subjectes sans | MPOC estable | MPOC aguditzada
10* UFC/ml 16 45,7% |16 10% |3 2,5%
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102 UFC/ml 17 48,5% |37 24% |19 16%
10% UFC/ml 2 57% |80 5200 |44 37,2%
10* UFC/m 0 - 21 14% |28 24%
10° UFC/ml 0 - 0 - 20 17%
108 UFC/m 0 - 0 - 1 0,8%
10" UFC/ml 0 - 0 - 3 2,5%

En la figura 2 es presenta graficament la distribucio bacteriana en les tres

situacions cliniques (sans, MPOC estable i MPOC aguditzada)

60
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10 L
@)
10x1 10x2 10x3 10x4 =10x«
[OSubjectes sand5,7| 48,5 5,7 o o
B MPOC estab| 10 24 52 14 0)
OMPOC agudi] 2,5 16 37,2 24 20,3
UFC/I

La analisi presentada reflecteix el conjunt bacteria sense establir

diferencies entre MPP i els MnPP. A continuacié es presenten els resultats

separant ambdues poblacions. En els subjectes sans s” ha escollit les
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referencies de Fagon et al, Zalacain et al (89), Pollock et al (82),Cabello et al
(65), Riise et al (85) y Kirkpatrick et al (64), en la MPOC estable els articles de
Monso et al (2), Cabello et al (65), Zalacain et al (87,89) i Riise et al (85) ; per
la MPOC aguditzada els estudis de Monso et al (2), Zalacain et al (87), Martinez

et al (86) y Fagon et al (91) i s”ha pogut incorporar l'article de Soleret al (71).

Taula 14. Proporcié de MPP i MnPP en subjectes sans, MPOC estable i

aguditzada
Subjectes sans | MPOC estable |MPOC aguditzada
N° aillaments 35 154 162
MnPP 33 (94%) 91 (59%) 66 (41%)
MPP 2 (6%) 63 (41%) 96 (59%)

Aquestes diferéncies son estadisticament significatives (Test Chi-quadrat,
p<0,0001), amb OR sans/MPOC estable de 0,09 (IC 95%, 0,02-0,4) i OR
sans/MPOC aguditzat de 0,04 (IC 95%, 0,01-0,2). En la figura 3 s’exposa
graficament els tipus de poblacions (MnPP i MPP) en les diferents situacions
cliniques. S’observa com en la situaci6 d’aguditzacio té lloc una inversié de

poblacions bacterianes entre MnPP i MPP.
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Figura 3. Tipus de poblacié (MPP) i (MnPP) segons la situacio clinica
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Una visi6 més profunda requereix conéixer la distribucioé del tipus de
germen (MPP o MnPP) en funcio de les seves concentracions . En els subjectes
sans s” ha escollit les referencies de Zalacain et al (89), Pollock et al
(82),Cabello et al (65), Riise et al (85) y Kirkpatrick et al (64), en la MPOC
estable els articles de Monsé et al (2), Zalacain et al (87,89); per la MPOC
aguditzada els estudis de Monsé6 et al, Zalacin et al (87), Martinez et al (86) y

Fagon et al (91) i s” ha pogut incorporar l'article de Soleret al (71).

Taula 15. Distribucio dels MPP i MnPP segons la seva concentracio en subjectes

sans, MPOC estable i aguditzada
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Subjectes sans

MPOC estable (n=89)

MPOC aguditzada

(n=35) (n=118)
MPP  |MnPP MPP MnPP MPP MnPP
100 |0 16 (45,7%) |1 (1,1%) |3 (3,3%) (2 (1,7%) |1 (0,8%)
10° |2 14 (40%) |5 (5,6%) |13 (14,6%) |8 (6,7%) |11 (9,3%)
(5,7%)
10° |0 3(8,5%) |37 (41,5%) |19 (21,3%) |25 (21,2%) |19 (16,1%)
10* |0 0 11 (12,3%) |0 21 (17,8%) | 6 (5%)
10° |0 0 0 0 13 (11%) |8 (6,7%)
10° |0 0 0 0 1(0,8%) |0
10" |0 0 0 0 1(0,8%) |2 (1,7%)

La distribucio de les poblacions exhibeix com els MnPP en qualsevol de les tres

situacions cliniques es troben en concentracions baixes pero predominant en els

sans, mentre que els MPP s’acumulen en concentracions més altes. Les

diferents concentracions de MPP presenten diferencies estadisticament

significatives (p=0,0005, Test de Fisher) en les tres poblaciosn estudiades; aixi

com també les diferents concentraciosnde MnPP (p < 0,0001, Test de Fisher).
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Figura 4. Distribuci6 de les poblacions de MnPP (ler grafic) i MPP (2on grafic)

segons la concentracié bacteriana (presentacio en arees apilades)
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A continuacio es presenta la relacié entre tipus de gérmens
potencialment patogens i les seves concentracions durant la MPOC estable i

aguditzada, basant-se en les mateixes referencies bibliografiques anteriors.
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Taula 16 . Distribucié del MPP segons les seves concentracions en la MPOC

estable

10> |10° 10* Total

HI 2 17 7 26
3,70% [31,48% |13% 48,1%

SP 1 8 2 11
1,85% |14,8% [3,7% 20,3%

MC 1 5 1 7
1,85% (9,25% |1,85% [12,9%

BGN 1 5 1 8
,85% [1,85%9,25% |1,85% |14,8%

SA 0 2 0 2
0 3,7% 0 3,7%

TOTAL 5 37 11 54
5% [9,25% |65,5% [20,3% |100%

Taula 17. Distribucié del MPP segons les seves concentracions en la MPOC

aguditzada

10* 10? 10° 10* 10° 10° 10’ Total
HI 1 2 16 8 7 1 1 36

1 2,7% |21,6% [10,8% [9,45% |1,35% |1,35% |48,6%
SP 0 1 3 4 4 0 0 12

0 1,35% |4% 5,4% 54% |0 0 16,21%
MC 0 0 3 5 0 0 0 8

0 0 4% 6,75% |0 0 0 10,81%
BGN 0 4 4 2 1 0 0 11

0 54% |54% |[2,7% 1,35% |0 0 14,86%
SA 0 2 2 0 0 0 0 4

0 27% [2,7% |0 0 0 0 5,4%
TOTAL |2 9 29 19 13 1 1 74

2 12,2% [39,2% |25,6% |17,5% |1,35% |1,35% |100%
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Graficament s’exposa en la Figura 5, agrupant-se les concentracions superiors a
10° UFC/m. El primer grafic correspon a la situacié de MPOC estable i el segon

en fase d’aguditzacio, expressent-se ambdds en forma d’arees apilades.

A

10x1 10x2 10x3 10x4 >
10x5

UFC/ml
 HI ] SP
_ 1MC .1 BGN

HI: Haemophilus influenzae , SP: Streptococcus pneumoniae , MC: Moraxella

catarrhalis , BGN: bacil.Is Gram negatius, SA: Staphyloccus aureus
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2.3 FACTORS DE L'HOSTE | DEL GERMEN QUE AFAVOREIXEN LA

COLONITZACIO

Els estudis amb raspall protegit en pacients amb MPOC estable han
demostrat que les vies aéries estan més frequentment colonitzades, contenen
germens a concentracions més altes i la poblacié de MPP augmenta, malgrat no
superar als MnPP. Les raons per les que el patr6 bacteriologic de la MPOC
estable difereix de la normalitat raurien en el deficient aclariment mucocil-liar i
I'alteracié del sistema de defensa immunologic. Aquestes condicions de
deficient defensa local de I'hoste permeten que aquells gérmens amb

mecanismes adaptatius en aquest medi persisteixin.

2.3.1. Deficient aclariment mucocil-liar

La constant circulacid cefalica de la secrecid traqueobronquial pel
moviment harmonic del cil.lis de les cél-lules epitelials, és la primera barrera
defensiva que el pulmé presenta en front a les particules i microorganismes
inhalats o aspirats. Diferents estudis amb aerosol radioopac (99) o radiofarmac
(100,101), han comprovat com l'aclariment mucocil-liar esta enlentit en els

pacients amb MPOC. Els mecanismes son diveros:

Alteracions en I'estructura de les vies aéries

L'arbre traqueobronquial del pacient amb MPOC presenta una

configuraci6 geométrica i uns diametres diferents al subjecte normal. La
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proliferacio de cel-lules calicilars, la hipertrofia de les glandules submucoses, la
hiperplasia muscular, linfiltrat inflamatori epitelial, l'atrofia dels cartilags,
I'obliteracio i tortuositat bronquiolar (12) provoquen una disminucié de les llums
de distribuci6 irregular on la circulacié d'aire i secrecié traqueobronquial no és
uniforme (102,103), situacié que afavoreix les condicions per a la infeccio

bacteriana (104).

Alteracions de I'epiteli bronquial

L'epiteli bronquial presenta diverses lesions que afavoreixen I'adheréncia
i penetracié de bacteris. La hipertrofia de cél-lules calicilars provocara un major
produccié de moc i la descamacié de cel-lules cil.liades deixara amplies zones
denudades, on els bacteris podran adherir-se. En la publicacio de Chodosh i
Medici (105) es conclou que el pacient amb bronquitis cronica no exacerbada
perd 5,26 cm? d'epiteli bronquial al dia, a partir del calcul i quantificaci6 de les
cél-lules contingudes en esputs seriats. Riise et al (106) calculen a partir de la
mostra obtinguda amb raspall citologic durant la broncoscoipa flexible que la
proporcio cel-lular és diferent en el fumador amb bronquitis cronica d’aquell
subjecte no fumador asimptomatic. En el primer grup es comptabilitzen més
cel-lules calicilar (mitja 20; DE 8,6) i menys cel-lules epitelials (mitja 74,1; DE
9,4) que els subjectes sans (mitja de 9,2; DE 3,8 i mitja de 84,7 DE 6,6,
respectivament). El grup de S. Rennard (62) ha investigat la poblacié cel-lular
epitelial utilitzat la primera fraccié de la RBA en pacients amb MPOC, fumadors

asimptomatics i voluntaris sans. Les cel-lules calicilars es troben augmentades
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de forma significativa en el dos primers grups (mitja 36; DE 2 i mitja 22, DE 2,

respectivament) respecte als voluntaris sans (mitja 9, DE 1).

Alteracio en la secrecio traqueobronquial:

El volum de la secrecio i les seves propietats bioquimiques i
viscoelastiques estan alterades en el pacient amb bronquitis cronica. Els esputs
estudiats mostren una menor elasticitat, pero amb una incrementada viscositat
gue juntament amb I'augment del gruix de la secrecié provoquen que el flux de
la mateixa s’enlenteixi. A nivell bioguimic es detecta un augment d’albamina,
sialomucina, lipids, i ADN (107), aixi com una composici0 ionica mes
isotonica(108). Les mucines son menys acides que en subjectes normals (109).
En un model animal (110) s’observa que les secrecions son hipotoniques i que
incrementant el seu contingut sali es produeix un augment de la velocitat de
transport. A diferéncia dels pacients amb fibrosi quistica, el tractament amb

DNAasa no resulta efectiu en els pacients amb bronquitis cronica (111).

Disfunci6 del sistema cil-liar

Hi ha un gran nombre d’alteracions ultraestructurals cil-liar associats a la
bronquitis cronica (112). En [l'estudi de Lungarella i col-laboradors (113)
detecten entre 8-28% d’anormalitats en 18 pacients amb bronquitis cronica,
essent les més frequents cil.lis gegants amb axonemes complets o incomplets,
manca de doblets de microtubuls i cil.lis compostos. Verra et al (114) examinen

I'ultraestructura cil-liar de bronquitics cronics amb MPOC lleugera-moderada, ex
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-fumadors i sans, observant que les anomalies en el primer i segon grup sén
significativament superiors als sans (16,5% DE 2,7%, 17,5% DE 7% i 0,7% DE
0,2%, respectivament). Malgrat que en algun estudi (115) s”ha demostrat la
normalitzaci6 de les alteracions citologiques de [I'esput dels exfumadors
(macrofags pigmentats, cel-lules columnars, metaplasia, espirals mucoides), en
la mencionada publicacié de Verra et al, en 3 del 5 exfumadors es troben un alt
percentatge d'alteracions cil-liar, suggerint que el tabaquisme cronic en pacients
amb MPOC podria alterar de forma irreversible els mecanismes de la

cil.liogenesi per transformacio fenotipica de les cel-lules cil.liades.

A banda de les alteracions ultraestructurals, la infeccio (bacteriana i
virica) indueix alteracions en la motilitat cil-liar (116) o bé en la seva orientacio

(117).

2.3.2 Mecanismes immunologics locals

Defensa cel-lular:

El substracte patologic trobat en bronquiectasi suggereix la presencia
d'una reaccié6 immunologica cel-lular (118). No hi ha evidéncia de que la
resposta mediada pels limfocits tipus T als antigens dels bacteris comensals
sigui deficient (119). Nogensmenys, la defensa cel-lular no especifica podria no
ser totalment beneficiosa en els pacients amb bronquitis cronica i MPOC. Els
radicals lliures generats pels fagocits activats que actuen contra la invasio

bacteriana, alhora també destrueixen i inactiven les antiproteases(120). El
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perque aquest procés €s completament reversible en la pneumonia pero sembla

persistent en la bronquitis cronica encara no esta resolt (104).

Defensa humoral:

Un conjunt de més de 50 proteines solubles formen part de les secrecions

bronquials. El seu origen és local, plasmatic o d’ambdés.

Lisozima: es sintetitza en les cél-lules calicials i també en neutrofils. La seva
accio és hidrolitzar la paret de molts bacteris, probablement amb la comunio
de complement i d'altres enzims, doncs la seva acci6 aillada no és efectiva
(121). Alguns autors (18) han detectat nivells baixos en aquells pacients
amb bronquitis cronica amb aguditzacions de repeticid, relacionant-ho amb
un augment de l'adhesivitat bacteriana.

Lactoferrina: és una glicoproteina que s’uneix al ferro i transporta ions
férrics a dins les cel-lules, també inhibeix el creixement bacteria encara que
es desconeix el mecanisme d’aquesta accidé (121) . Ja que reté ferro a ph <
4,5; alguns gérmens com Haemophilus influenzae que precisen de Fe
poden utilitzar-lo com a font. La fase sol de l'esput dels pacients amb
bronquitis cronica té nivells superiors que els subjectes sans (122).
Peroxidasa: activa en front a bacteris, fongs i virus.

Fibronectines: és una glicoproteina de gran pes mol.lecular que inhibeix
I'adhesié de bacils gram negatius i estreptococs a les cél-lules epitelials,
Antiproteases: regulen [l'activitat enzimatica de les proteases d'origen

neutrofilic i bacterianes. Algunes antiproteases sén: l'alfa-1-antitripsina, que
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f.

és l'inhibidor més potent de l'elastasa dels neutrofils i la de la Pseudomonas
aeruginosa , o l'inhibidor de les metal.loproteinasa bacteriana que degrada
la IgA.

Citocines: son proteines secretades per les principals cel-lules inflamatories,
essent la seva principal accié la de modular la resposta inflamatoria, tot
activant altres cél-lules i a elles mateixes. Les seves accions més rellevants
son augmentar I'expressio de mol.lecules d’adhesié en la superficie dels
macrofags (FNTa), reclutar diferents tipus de cél-lules immunes cap el focus
inflamatori (IL-8), estimular els mecanismes de defensa intracel-lular

(interfero-c) i intervenir en la reposta immune mediada pels limfocits B iT.

. Complement: encara que quasi tots els components poden ser sintetitzats

pels macrofags alveolars, la majoria deriven de la difusio plasmatica. La via
alterna és la més important: el C3a i C5a sén potents quimiotactics per a
neutrofils, monacits i eosinofils; el C3b és un estimulant inespecific
d’anticossos, de produccié de limfocines i de la citotoxicitat cel-lular

depenent d’anticossos; el C5a té també activitat opsonitzant.

. Immunoglobulines: La documentacio serologica d’infeccid pels germens

comensals de I'orofaringe resulta practicament impossible en pacients amb
MPOC, ja que es determinen titols també fora dels episodis aguts (104).
Actualment és possible determinar anticossos dirigits contra antigens
especifics de I'estructura dels gérmens potencialment patogens (123).

Aquests es poden trobar tant en serum com en I'esput, pel que es pot
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interpretar que no existeix cap defecte en la sintesi de classes o subclasses
d’'IgA o 1gG(124). La IgA és la immunoglobulina amb més abundant i pot
arribar a representar fins el 10% de totes les proteines de la llum bronquial.
La IgA secretora és una combinacié entre la IgA produida en el plasma i un
component secretori sintetitzat en I'epiteli. La seva acci6 és aglutinar els
bacteris i evitar la seva adhesi6 a la superficie bronquial. La subclasse A1 és
la predominant en el tracte respiratori.

Es possible detectar anticossos especifics contra Haemophilus influenzae
després d’'un tractament antibiotic adequat i fins i tot en periodes de cultiu
negatiu (124). Aquest fet podria explicar-se per una anomala opsonitzacié o
bé per una variacié antigenica dels germens. Aquesta podria ser la rad per
la que la vacunacié oral amb Haemophilus influenzae resulta poc efectiva
(104). El grup de Riise va publicar el 1998 (125) un estudi comparatiu del
perfil immunologic en serum i RBA de pacients amb bronquitis cronica no
obstructiva, bronquitis aguda de repeticié i fumadors asimptomatics. Es
determinaren les diferents classes i subclasses d’immunoglobulines, aixi com
els fenotips dels limfocits, la produccio de citocines en front a diferents
estimuls i l'activitat de les cel-lules natural killer (NK). No es detectaren
importants alteracions en els diferents marcadors de I'activitat immunologica

cel-lular i humoral.
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2.3.3. Mecanismes adaptatius dels germens colonitzadors
Els bacteris que causen infeccions bronquials posseeixen una varietat
d’estratégies per a poder persistir en la via aéria i que s'expressen en la

segilent taula.

Taula 18. Factors de virulencia dels bacteris causants d’'infeccié bronquial

Estimulacio de la produccié de moc
Cil.liotoxicitat

Dany epitelial

Proteases contra IgAl

Heterogenicitat antigenica de la superficie bacteriana
Amagatalls (Microcolonies recobertes de gel

polisacarid/Endocitosi)

1/ EXOPRODUCTES QUE ALTEREN L’ACLARIMENT MUCOCIL-LIAR

Interaccié bacteriana amb el moc

El primer contacte del bacteri inhalat amb la mucosa respiratoria és amb
la secrecid bronquial. L’adherencia bacteriana amb el moc probablement

involucra dos tipus de mecanismes: I'especific (adhesina-receptor) i I'inespecific.
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L'afinitat dels bacteris amb el moc, i la seva relativa poca adheréncia amb
I'epiteli sa, explicaria el perqué no infecten les vies aeries normals amb
I'aclariment mucocil-liar conservat. Tenen capacitat per adherir-se al moc:
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Staphyloccus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, pero es desconeix de Mycoplasma pneumoniae ni
Bordetella pertussis. En la MPOC i bronquitis cronica, I'enlentiment de
I'aclariment mucocil-liar dona temps als bacteris per a produir factors virulents
en quantitats suficients per a colonitzar i infectar. Tant Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae com Pseudomonas aeruginosa tenen capacitat per
a estimular la produccié de moc (126).

Interaccié bacteriana sobre els cil.lis

Es coneixen alguns dels factors cil.lioinhibidors dels bacteris més
frequientment implicats en la infeccié bronquial: Haemophilus influenzae
segrega glicopeptids de baix pes mol.lecular, Streptococcus pneumoniae
produeix pneumolisina i Pseudomonas aeruginosa sintetitza dos pigments
fenacinics (piocianina i 1-hidroxifenacina) i el rhamnolipid. Tots aquests factors
cil.liotoxics poden enlentir la velocitat de moviment aixi com descoordinar-lo, tot
convertint-lo en eficag.

Dany i invasi6 epitelial

Els gérmens implicats presenten diferents mecanismes lesius sobre I'epiteli
bronquial. Hi ha evidencia que les unions interepitelials poden trencar-se en
cultius d’epiteli nasofaringi huma en presencia de Streptococcus

pneumoniae(127), Haemophilus influenzae (128)o Pseudomonas
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aeruginosa(129), encara que els factors bacterians inductors no estan encara
aclarits.

Un producte bacteria que provoca dany cel-lular és la proteasa
segregada per Pseudomonas aeruginosak. També s”ha comprovat la invasivitat
epitelial de Haemophilus influenzae en evidenciar la seva localitzacié
intercel-lular en cultius d’adenoides(130) i subepitelials en bidpsies bronquials
amb cultius de secrecions negatius(131).Neisseria meningitidis, i probablement
Moraxella catarrhalis per la seva estreta proximitat, tmabé s” han observat en
localitzacions intracel-lulars en cultius de teixit nasofaringi huma(130). No es
coneix si Streptococcus pneumoniae presenta invasivitat intra o
intercel-lular(132).

2/ ADHERENCIA BACTERIANA A L’EPITELI BRONQUIAL

La uni6 dels bacteris a la superficie mucosa es considera un fet crucial en
la majoria de malalties infeccioses. Nomeés si el germen colonitzador no és
eliminat de la superficie de I'epiteli bronquial pels mecanismes d’aclariment
mucocil-liar, podra sobreviure i proliferar. La unié bacteri-epiteli té lloc a partir
de les interaccions especifiques entre les adhesines de la superficie bacteriana i
els receptors de la superficie epitelial. Les adhesines bacterianes poden
constituir fimbries i no. Les fimbries sén un polimer piliforme d’'idéntiques
subunitats proteiques que actua com una ancora. Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella pneumoniae

expressen aquest tipus d’adhesines. Altres formes no mediades per fimbries
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s”han descrit en I Haemophilus influenzae, Staphyloccus aureus i
Streptococcus pneumoniae.

Els receptors pels diferents tipus d’adhesines (fimbries 0 no) sén
habitualment oligosacarids en glicopéptids i glicoproteines. L'estructura dels
mateixos és molt diversa, pero la majoria dels patogens tenen en comu la unio
amb l'asialo-ganglosid GM1. La distribucio dels receptors en els diferents epitelis
no és uniforme. Per exemple, Haemophilus influenzae s’adhereix bé sobre les
cel-lules epitelials cil.liades perd no sobre les cél-lules escamoses o cubiques del
mateix epiteli bronquial. Només Mycoplasma pneumoniae i Bordetella pertussis
s'adhereixen a I'epiteli sa. La resta precisara que aquest hagi estat lesionat per
toxines o proteases (128) (121).L’epiteli danyat exposa nous receptors en les
cel-lules malmeses, en la membrana basal i en les cél-lules que han migrat i
diferenciat per a reparar el dany. Per aquesta rao, tant el tabaquisme com la
bronquitis cronica s’associen a una adheréncia bacteriana augmentada,
concretament Streptococcus pneumoniae en fumadors i Haemophilus
influenzae en la bronquitis cronica. Alguns autors proposen que I'augment de
|”adhesivitat bacteriana a I'epiteli podria ser la causa de que uns pacients amb
bronquitis cronica presentessin més aguditzacions que els altres. En dos grups
de pacients similars, Taylor et (133) observen com el grup de pacients amb
multiples aguditzacions presentava una major adheréencia de la microflora
indigena a les cél-lules epitelials de la boca, aixi com un augment de
I'adhesivitat in vitro de |” Haemophilus influenzae també per les cel-lules

epitelials de la boca. En un altre context, un grup de pediatres(134) en un
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estudi prospectiu per a determinar quins factors s’associen a les otitis de
repeticio, observen com el percentatge d’adherencia de Haemophilus influenzae
a les cél-lules epitelials de la boca s'incrementa de forma significativa en el grup

gue presenta més infeccions.

Taula 19. Adheréncia bacteriana sobre diferents superficies

Bacteri Moc Epiteli sa |Epiteli danyat | Membrana basal

S.pneumoniae + - + +
H. influenzae + - + +
P. aeruginosa + - + +
S. aureus + - ? +
M. pneumoniae |9 + 2 2
B. pertussis ) + 2 2

3/ MECANISMES DE RESISTENCIA AL CONTROL IMMUNOLOGIC

Els microorganismes utilitzen diferents mecanismes per a evadir la defensa
immunologica de I'hoste, ja sigui destruint les immunoglobulines o bé burlant la
seva preséncia (canvi de la composicié antigénica de la superficie o bé situant-

se en localitzacions inaccessibles).

Proteases contra 1gA1
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Tant Streptococcus pneumoniae, com Haemophilus influenzae i
Moraxella catarrhalis sintetitzen aquest enzim que inactiva la IgA1 de la
superficie bronquial. H. influenzae és capac¢ de presentar, a més, proteases
IgA1 antigénicament diferents per tal d’evitar la resposta immunitaria de
|” hoste contra la mateixa. Aquestes foren les conclusions de la publicaci6 de
Lombholt i col-laboradors (135) en aillaments sequencials de nens sans.

Heterogenicitat antigénica de la superficie bacteriana

La membrana externa de Moraxella catarrhalis i Haemophilus influenzae
no encapsulat té contacte directe amb els components del sistema immunologic
de defensa. En el Streptococcus pneumoniae, la capsula de polisacarids i
algunes de les proteines de la superficie estan involucrades amb els
components de la defensa immunologica. La variacié dels antigens externs de
la membrana i dels polisacarids capsulars, €s un mecanisme dels bacteris per
escapar del contacte amb els anticossos.

S” ha tipificat més de 80 tipus antigénicament diferents de S.pneumoniae
(136). Menys es coneix sobre les proteines externes de la membrana de la M.
catarrhalis, detectant-se un antigen comu (antigen P) i un grup d’almenys 8
més (137). Murphy i Apicella (138) han demostrat que la composicié diferent de
les proteines externes de la membrana i lipopolisacarids de I” Haemophilus
influenzae no encapsulat, comporta una resposta antigenica també diferent. En
un model animal d’otitis mitja recurrent per H. influenzae, s’aconsegui evitar la
reinfeccio si els animals eren reinoculats amb la mateixa soca (139).

Groeneveld et al (140) en un estudi longitudinal, analitzen els esputs de 12
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pacients amb MPOC al llarg de 3 anys. Observen que la composicio de les
proteines externes de membrana dels H. influenzae canvien lleugerament
(només uns pocs amino acids), pero que aquests canvis indueix una resposta

immunologica significativa si s'injecten en conills.

Localitzacions inaccessibles

Els gérmens poden aconseguir burlar la resposta immunologica situant-
se en localitzacions inaccessible, com el recobriment de microcolonies per un
gel polisacarid o bé situant-se entre les cel-lules epitelials, fenomen conegut

com endocitosi (123).

4/ RESUM DELS MECANISMES DE VIRULENCIA DELS DIFERENTS GERMENS
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A continuacio es detallen de forma esquematica quins son els diferents
mecanismes de viruléncia dels géermens més freqientment implicats en les

aguditzacions dels pacients amb MPOC.

Taula 20. Factors de viruléncia dels bacteris causants d’'infeccions en la MPOC

Factor H. influenzae S. pneumoniae | M. catarrhalis | P. aeruginosa
moc

Cil.liotoxicitat + + ? +

Proteases + ? ? +

Inhibicio elastasa ? + ? +

Invasio epiteli + + + -

Fimbries + - + +
Adhesines (no fimbries) |+ + ? +

Proteasa IgA + + + -
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2.4 MICROBIOLOGIA DE LA COLONITZACIO I INFECCIO

Els microorganismes més freqientment implicats en la colonitzacio i
infeccié bronquial s6n Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae i
Moraxella catarrhalis. Un segon grup inclouen els bacils gram negatius, sobretot
Pseudomonas aeruginosa, virus respiratoris i els bacteris intracel-lulars com
Mycoplasma pneumoniae i Chlamydia pneumoniae. En els cultius amb raspall
protegit també s’aillen un grup considerable de germens que s’engloben com a
microorganismes no potencialment patdogens (MnPP). Aquests son els 3

apartats que s’exposen a continuacio.

2.4.1 Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae , Moraxella

catarrhalis

A/ HAEMOPHILUS INFLUENZAE no tipificable (123)

La practica totalitat d”H. influenzae aillats del tracte respiratori no tenen
capsula i s6n denominats, per aquest motiu, com no tipificables. La seva

capacitat patogénica €s menor.

Colonitzacio i adherencia

Son comensals del tracte respiratori alt, trobant-se fins a _ dels adults
sans. Es el germen que més freqilentment es cultiva de les secrecions de
pacients amb MPOC, i quan es practiquen cultius seriats, es poden trobar en la

guasi totalitat de pacients en algun moment. En els estudis que han emprat el
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raspall protegit s”ha determinat fins un 16,7% en fase estable. Expressen pili i
altres adhesines, unint-se de forma especifica al receptor GalNacbl-4Gal. Els
bacteris s’adhereixen al moc abans que a I'epiteli lesionat, no podent unir-se a

I'epiteli integre.

Antigens de superficie

La superficie de I'H. influenzae esta composta de proteines de la
membrana externa (PME), lipooligosacarids (LOS) i fimbries. La membrana
externa consisteix en una doble capa asimétrica que conté proteines inserides.
La capa externa conté els LOS, una mol.lécula amb potents efectes biologics. La
PME meés important és la P2, arribant a representar fins el 50% del contingut
proteic de la membrana externa. Petits canvis en la seva sequencia
d’aminoacids indueixen respostes immunes diferents, especifiques de cada
soca. La P6 és una lipoproteina que no arriba al 5% del total de les proteines
de la membrana externa i que expressa epitops en la superficie del bacteri
intacte. Es manté preservada en les diferents soques, tant a nivell proteic com
d’ADN. EI LOS és un important factor de viruléncia pels bacteris gram negatius
no enteérics, incloent H. influenza, i alhora un potent estimul inflamatori. Es un
antigen major de superficie i demostra una extensa heterogeneitat entre

soques.
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Resposta immune a H. influenzae no tipificable

Les infeccions del tracte respiratori representen un espectre que avarca
des d'infeccions lleus mucoses fins formes més invasives, incloent la
pneumonia. Els estudis que han utilitzat ELISA en sang i esput de pacients amb
MPOC han demostrat que contenen abundants anticossos contra la majoria de
les PME de les soques del propi pacient. Malgrat tot, els pacients es colonitzen i
infecten per aquests H. influenzae no tipificats. Probablement existeixen epitops

de superficie més rellevants

HAEMOPHILUS PARAINFLUENZAE:

Les especies patogenes d”Haemophilus , a banda d’Haemophilus
influenzae , inclouen H. parainfluenzae, H. aprophilus, H. paraprophilus i H.
ducreyi. D'elles, H. parainfluenzae és el més frequent. Es distingeix
d’Haemophilus influenzae pel fet de no requerir factor X (sols precisa del factor
V) pel seu creixement. Forma part de la flora normal del tracte respiratori
superior i la seva patogenicitat €s baixa en comparacié amb Haemophilus
influenzae.

Les infeccions per H. parainfluenza sén similars a les causades per
Haemophilus influenzae: faringitis, epiglotitis, otitis mitja, abscés dental,
pneumonia, septicémia i endocarditis entre d’altres.

En una cohort de 150 pacients amb MPOC seguits durant 8 anys,

s'observa com els aillaments d’H. parainfluenzae en I'esput no varien durant les
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exacerbacions respecte la fase d’estabilitat (35% versus 39%), com tampoc els
titols serologics, concluint que no és un patogen associat a les exacerbacions de
la MPOC{Smith, Golden, et al. 1976 ID: 457}. En un estudi retrospectiu que
abarca el periode de 1977 a 1986, es detecta com a partir de 1983 els
aillaments d’H. parainfluenzae en I'esput desapareixen, atribuint-se a una millor
identificacié del gérmen {Davies & Maesen 1988 ID: 320}.

Dels 9 articles que empren el raspall protegit, sols s’'identifica H.
parainfluenzae en 10 aillaments en la publicacié de Fagon et al {Fagon,
Chastre, et al. 1990 ID: 19} i 2 pacients amb carcinoma broncogenic en la de

Cabello et al {Cabello, Torres, et al. 1997 ID: 5}.

B/ STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE (123):

S. pneumoniae és la causa més frequent de pneumonia adquirida en la
comunitat i una causa important d’'infeccié invasiva en adults. En pacients amb

MPOC és pot cultivar en I'esput tant en fase estable com aguditzada.

Colonitzacio i adherencia

S. pneumoniae és un comensal de la via aéria superior tant en nens a
com en adults sans, amb una proporcié que varia entre 15-50%. Els pacients
amb MPOC estan colonitzats per pneumococ amb més proporcid que els
subjectes sans. A nivell bronquial s”"ha aillat un 20,3% utilitzant el raspall

protegit en la MPOC en fase estable. S. pneumoniae s’adhereix a les cél-lules
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faringes humanes a partir de les adhesines de la superficie bacteriana amb

glicoconjugats de I'epiteli bronquial (GIcNAcb1-3Galb o GalNAcb1-4Gal).

Estructura dels antigens de superficie

La superficie de S. pneumoniae esta constituida per la capsula de
polisacarids i la paret cel-lular, formada aquesta, per peptidglicans, polisacarids
i proteines. La capa de peptidglicans és més gruixuda i més entrecreuada que
la de I"H. influenzae no tipificable. En la seva superficie exposa acid teicoic,

acid lipoteicoic i polisacarid capsular.

Els diferents polisacarids capsulars sén antigenicament distingibles,
permetent una classificacié en 84 serotips, i tots ells constitueixen un factor de
virulencia. Els pneumococs no capsulats son avirulents. Els anticossos contra la
capsula desencadenen fagocitosi i confereixen una proteccid tipus especifica.

So6n un potent estimulador de la via alternativa del complement.

La paret cel-lular conté una capa de peptidglicans, que conté enllacos
covalents amb acid teicoic i acid lipoteicoic, i alguna proteina de superficie
antigénicament activa com la proteina de superficie A. Tots aquests
components s6n un potent estimulador de la via alternativa del complement i
de citocines dels monocits (menys el factor de necrosi tumoral, caracteristic de

les infeccions per bacils gram negatiu).
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Resposta immunitaria

L'analisi dels trastorns que predisposen a la infeccid pneumococcica
indiquen que la fagocitosi €s essencial per a la proteccié contra S. pneumoniae .
Els anticossos contra la capsula proporcionen el major grau de proteccio contra
la infeccié invasiva, pero no és dubtds el paper en la infecci6 mucosa (no
invasiva). El paper dels anticossos contra els antigens no capsular és menys

clar.

C/ MORAXELLA CATARRHALIS (123) :

Moraxella catarrhalis (abans Neisseria catarrhalis per la seva similitud en
el Gram i la forma de les colonies), ocupa el tercer lloc com a patogen en les
infeccions del tracte respiratori baix en pacients amb MPOC. Nogensmenys, fins
a finals de 1970 era considerat un comensal de l'orofaringe. En l'actualitat
existeixen evidencies microbiologiques, serologiques i terapeutiques del seu

potencial patogen (141).

Estructura dels antigens de superficie

La superficie de Moraxella catarrhalis esta composta de fimbries, PSEM i
LOS. Totes les soques expressen una proteina de superficie denominada
antigen P. Es detecten anticossos contra la proteina P en la majoria de la
poblacié normal. Investigacions recents han aportat la preséncia de 8 PSEM, i al
menys 3 d’elles expressarien determinants antigénics en la superficie del bacteri

intacte. L'accié del LOS en la patogénesi de la infeccid es desconeguda. Encara
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gue les diferents soques tenen similar massa mol.lecular, existeixen diferencies

antigeniques entre elles.

2.4.2 Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Virus

respiratoris

A/ CHLAMYDIA PNEUMONIAE

C. pneumoniae és un patogen intracel-lular que es transmet d”home a
home, amb una elevada seroprevaléncia (40-60%). Es causa d’infeccions en el
tracte respiratori (sinusitis, faringitis, bronquitis i pneumonia) i darrerament se
|“implicat també en I'ateromatosi i malaltia coronaria. A igual que els virus té
activitat ciliotoxica (142). No s”ha aillat en l'orofaringe de pacients amb MPOC

en les principals series publicades (58,71,143-145).

El diagnostic s’obté en cultius cel-lulars i per amplificacio genica. Es pot
confirmar per un augment dels titols d'anticossos, ja sigui per fixacidé del
complement o per microimmunofluorescencia. Existeixen 2 patrons, el de
primoinfeccié amb una elevacié rapida del test de fixacié del complement i una
resposta lenta del test de microimmunofluorescencia, apareixent IgM a les 3
setmanes i IgG a les 6 setmanes; i el patr6 de reinfecci6 amb titols nuls o
baixos de IgM i aparicio més rapida de la Ig G per microimmunofluorescencia

(146), pero practicament no per fixacié del complement.
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En 5 series (58,71,143-145) amb un total de 350 pacients amb

aguditzacio de la seva MPOC, s’objectivitza que C. pneumoniae és I'Unic

patogen en un 7,7% (veure Taula 19). En pacients amb MPOC estable, la

seroprevaléncia és igual que els controls (77% i 73%, respectivament)(145) o

significativament superior (63% i 46% en l'estudi de Blasi et al(143) i 96% i

73% en l'estudi de Miyashita et al (144).

Taula 21. Chlamydia pneumoniae en la MPOC aguditzada

Autors N° total pacients N° total pacients N© pacients amb serologia
amb serologia+ + sense copatogens

Soler et al 38 7 5

Blasi et al 142 2 6

Mogulkoc et al 49 11 8

Miyashita et al 77 2 6

Beaty et al 44 2 2

TOTAL 350 18/ 87 (20%) |27 (7,7%)

B/ MYCOPLASMA PNEUMONIAE

M. pneumoniae €s un bacteri sense paret, d’'aparenca filamentosa, que

presenta en el seu extrem un receptor d’acid neuramic per adherir-se a les

membranes cel-lulars de I'hoste. Es causa de pneumonia en tots els grups

d’edat, pero sobretot en joves i sovint en forma epidemica.

El diagnostic es basa en la determinacio per medi de fixacio del

complement d’ anticossos sérics en fase aguda i fase de convalescencia. La

seva quadruplicaci6 sera diagnostica, aixi com un titol de 1:128 en la fixacio del

complement. Una altra forma és la deteccio per enzim immnuo assaig en fase
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solida o ELISA ,ja sigui amb gérmens lisats o bé amb la proteina d’adhesié P1
purificada. La preséncia de crioaglutinines a 1:32 és també diagnostica.

S ha descrit ocasionalment associat a exacerbacions de I'asma (147) i
en pacients amb MPOC. En I'estudi de Buscho et al (148) s’evidencia que és el
responsable Unic de I'exacerbacio de la MPOC en 4 de 166 episodis
d’exacerbacio (2,4%) no observant-se igual fenomen durant la remissio.
Altrament, en aquest estudi prospectiu (1964-68) s’observa com en les restants
15 seroconversions tenen lloc juntament amb virus respiratoris, distribuits per
igual en fase estable que aguditzada. En dos publicacions (58,143) en les que
s'investiga la presencia alhora de C. Pneumoniae, sols es diagnostica en 3
pacients d’'un total de 191 (1,5%). En I'lnica investigaci6 (71) etiologica de
I'aguditzacié de la MPOC que es basa amb el raspall protegit i alhora es recullen

mostres per analisi serologica de M. Pneumoniae no se’n troba cap cas.

C/VIRUS RESPIRATORIS:

El virus implicats en la infeccid respiratoria pertanyen al grup dels virus
ADN (grup adenovirus, grup herpes virus) i als ARN (coronavirus, influenza A i
B, parainfluenza i virus sincitial respiratori). El mecanisme patogénic pot ser per
infeccio primaria (influenza, adenovirus), reinfeccié (virus sincitial respiratori,
coronavirus) o bé reactivacio (adenovirus, CMV i herpes).

L'efecte citopatic més rellevant té lloc en I'epiteli de les grans vies arees,
produint arees ulcerades, perdua de cil.lis, displasia i produccié de moc. A nivell

de petites vies, aquest procés es denomina bronquiolitis i condiciona una
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obstruccio al flux aeri (149). En el decurs de la infecci6 virica pot tenir lloc una
sobreinfeccio bacteriana per diversos mecanismes: els bacteris s’adhereixen
millor sobre les cel-lules infectades, l'aclariment mucocil-liar queda alterat, pero
sobretot per una greu disfuncio fagocitica (150).

Els pacients amb bronquitis cronica tenen més infeccions respiratories
d’origen viric, tal com es demostra en I'estudi longitudinal de la poblaci6é de
Tecumseh (151), amb especial susceptibilitat pels rhinovirus (152). Alhora, en
una revisio d’'infeccions respiratories per dos virus realitzada per Drews et al
(153) es calcula que el 58% dels pacients pateix alguna malaltia pulmonar
cronica. En la cohort de Buscho et al (148), un 30% de les exacerbacions de 46
pacients amb bronquitis cronica, eren imputables a I'accié de virus i M.
Pneumoniae (dades conjuntes), pero també es detectava fins un 27,5% durant
les fases de remissio. L'analisi pormenoritzada dels agents virics tampoc aporta
diferencies significatives, excepte per Influenza A i Coronavirus OCA3, que son
meés frequents en les exacerbacions. En I'estudi de la cohort de Smith et al
(154), formada per 120 pacients amb MPOC i 30 no obstructius seguits durant
8 anys, s’obté que un 20% de les exacerbacions s6n imputables als virus
respiratoris, sobretot rhinovirus i influenza; mentre que sols un 6% té lloc en
fase d’estabilitat. Gump i col-laboradors (155) troben un 34% de les 116
aguditzacions relacionades amb virus respiratoris. L'Unic treball que conjuga
raspall protegit en MPOC aguditzada i serologies per virus és el de Soler et al
(71). En aquesta série de 38 pacients, es registren 6 serologies positives , 5

Influenza virus i 1 virus sincitial respiratori. Dels 5 casos, en 3 s'aillen gérmens
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potencialment patogens, pel que el percentatge final atribuit sols a virus es

redueix a 4/38= 10,5%.

2.4.3 Microorganismes no potencialment patogens (MnPP)

En totes les publicacions en les que s ha emprat el raspall protegit en
'estudi de la poblacié bacteriana en pacients amb MPOC, es descriu la
presencia de microorganismes que s'etiqueten com a potencialment no
patogens, per a diferenciar-los dels potencialment patdgens. Aquests
descriptors reflecteixen certa reserva del paper ultim de la patogenicitat de tots
aquests germens en la MPOC. De fet, Moraxella catarrhalis fou considerada
com a comensal de la via aéria superior per la seva similitud amb Neisseria, i no
ha estat fins els darrers 20 anys en que se |"ha considerat com a veritable
patogen en les exacerbacions de la MPOC. Ambtot, alguns textos de referencia
en la Pneumologia (156) encara no l'inclouen com a patogen. La interpretacio
d’altes concentracions del MnPP en un pacient exacerbat o bé de MPP en fase
d’estabilitat clinica encara no tenen respostes definitives. Fagon et al (91)
consideren que tots els germens aillats en una aguditzacié s”han de considerar
responsables. Els percentatges de MnPP com a Unic patogen varia entre un 6 i

un 20% (veure taula 22).
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Taula 22. MnPP com a responsable de I'exacerbacio de la MPOC

Autors N° total de | N© de pacients amb | N°© de pacients amb
pacients cultiu positiu (sense | MnPP com a unic
estudiats punt de tall) germen

(% respecte el total)

Mons6 etal |29 19 2 (6,8%)

Soler et al 50 (Minim 23) 8 (16%)

Martinez et al |20 18 4 (20%)

L'analisi percentual de tots els MnPP aillats per raspall protegit en

diferents situacions cliniques (sans, MPOC estable i MPOC aguditzat), mostra

com aquests predominen sobre els MPP en els subjectes sans, quasi

s’equiparen en la MPOC estable i finalment son superats en la MPOC

aguditzada. Quan es guantifiquen els aillaments en les tres situacions cliniques

mencionades, la gran majoria es trobaria entre 10'-10% UFC/ml, a diferéncia

dels MPP que la gran majoria presenta concentracions entre 10%-10* UFC/ml.
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Individualitzacié del microorganismes no potencialment patogens en les

diferents situacions cliniques

A continuacio es presenten les dades dels diferents MnPP en subjectes

sans, MPOC estable i MPOC aguditzada, amb les respectives concentracions.

Els articles consultats pel grup dels sans son els de Zalacain et al (89), Pollock

et al (82), Cabello et al (65), Riise et al (85) i Kirkpatrick et al (64).

Taula 23. N°© d'aillaments de microorganismes no potencialment patogens

(MnPP) en subjectes sans

Autors Gérmens Ne UFC/mlI

Zalacain et al S.viridans 1 2x10°

Pollock et al S.viridans 2 10°

Cabello et al S.viridans 3 10"
S. viridans 1 2x10?
Streptococcus grup D 1 5x10?

Riise et al Estreptococ a-hemolitic 6 Tots < 10°
Estafilococ coagulasa (-) 3

Kirkpratick et al Estreptococ a-hemolitic 1 3x10*
Neisseria spp. 1 2x10*
B. melaninogenicus 1 7x10*
Veillonella 1 2,5x10"
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Per la MPOC estable s ha emprat les referencies segtients: Monso et al

(2) Zalacain et al (87,89), Cabello et al (65) , Riise et al (85)

Taula 24. N° d’'aillaments de microorganismes no potencialment patogens

(MnPP) en MPOC estable

Autors Gérmens Ne UFC/ml

Monso et al Neisseria spp 1 Tots a <10°
S. viridans 2
Corynebacterium spp 1

Zalacain et al S. viridans 3 10°
Neisseria spp 1 102

Cabello et al S. viridans 11 < 10°
S. viridans 1 tots > 10°
Estafilococ coagulasa (-) 2
Neisseria spp 6
Corynebacterium spp 2
Candida spp 1

Riise et al Estreptococ a-hemolitic 11 < 10°
Estreptococ a-hemolitic 3) > 10°
Estafilococ coagulasa (-) 2 <10°
Estafilococ coagulasa (-) 1 > 10°

Zalacain et al S.viridans 10 > 10°
S. viridans 4 102
S. viridans 2 10"
Neisseria spp 2 102
Neisseria spp 1 10*
Estafilococ coagulasa (-) 2 > 10°
Prevotella melaninogenicus 1 > 10°
Peptostreptcoccus anaerobuis |1 > 10°
Streptococcus sanguis |1 1 > 10°
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El calcul de la presencia de MnPP en la MPOC aguditzada s” ha basat en

les publicacions de Fagon et al (91), Martinez et al (86), Monso et al (2),

Zalacain et al (87) i Soler et al (71).

Taula 25. N° d’'aillaments de microorganismes no potencialment patogens

(MnPP) en MPOC aguditzada

Autors Gérmens Ne UFC/ml
Fagon et al Proteus mirabilis 2 10?
Proteus mirabilis 1 10*
Corynebacterium spp 1 10°
Estreptococs (no S. pneumoniae) 2 10?
2 10*
Martinez et al S. viridans 12 Tots <10°
Neisseria spp 5
Estafilococs coagulasa (-) 1
S. agalacties 1
P. mulocida 1
Soler et al S. viridans 8 >10?
Streptococcus grup F 1 >10?
Staphyloccus epidermidis 2 >10?
Candida spp 1 >10?
S. viridans 2 <10?
Staphyloccus epidermidis 1 <10?
Neisseria spp 1 <10?
Corynebacterium spp 1 <10?
Candida spp 1 <10?
Monsé et al S. viridans 1 Tots < 10°
Corynebacterium spp 2
Zalacain et al S. viridans 1 10°
Neisseria spp 1 102
Corynebacterium spp 1 5x10"
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A continuacio s’exposen els germens agrupats en les diferents situacions

cliniques, en base als articles anteriorment mencionats.

Taula 26. Aillaments de MnPP en subjectes sans, MPOC estable i aguditzada

(Grup viridans junt)

Subjectes sans MPOC estable | MPOC aguditzada

(n=21) (n=70) (n=64)
S. viridans 14 (66) 48 (68) 35 (54)
Neisseria spp 14,7 10 (14) 8 (12,5)
Streptococcus grup D 1(4,7) 0 0
Streptococcus agalactie 0 0 1(1,5)
Peptostreptococcus 0 1(1,4) 0
Staphilococcus epidermidis | 0 0 6 (9.3)
Estafilococ coagulasa (-) |3 (14) 7 (10) 115
Corynebacterium 0 2(2,8) 6 (9,3)
B. melaninogenicus 14,7 0 0
Prevotella melaninogenicus 1@4,7) 0 0
Proteus mirabilis 0 0 3 (4,6)
Veilloonella 14,7 0 0
P. multocida 0 0 1(1,5)
Candida spp 0 1(1,4) 4 (6,2)

Un cop agrupats els gérmens que pertanyen al grup viridans, s’aprecia

com presenta una lleu disminucio en la MPOC aguditzada, a igual que
Estafilococ coagulasa negatiu. En sentit contrari, Neisseria spp, Candida spp i

Corynebacterium , augmenten discretament.

2.4.4 Poblacions polimicrobianes

Sols en 4 treballs és possible conéixer els resultats individuals de cada
pacient i poder explotar les dades en quant a grau i combinacions de

poblacions. Les publicacions utilitzades per aquesta analisi sén: Monso et al (2),
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Zalacain et al (89) ,(87) i Kirkpatrick&Bass (64), i els seus resultats s’expressen

conjuntament en la seguent taula.

Taula 27. Poblacions polimicrobianes

N° total | N° pacients amb | N°® polimicrobians | Tipus de relacié

pacients | cultiu + P-P P-nP nP-nP
Subjectes sans 28 2 1 (50%0) - - 1
MPOC estable 142 70 19 (27%) 6 5 8
MPOC aguditzada |41 29 4 (13%0) 3 - 1

(P: patogen nP: no patogen)

Encara que les dades no permeten per una analisi exhaustiva, si que la
tendéncia de la combinacio en la MPOC estable és cap a la dentre
microorganismes no potencialment patogens, en la MPOC aguditzada,

s'inclinaria cap a la combinacié entre microorganismes potencialment patogens.

2.4.5 La flora orofaringia en la MPOC

En l'estudi de Sachs et al (157) que inclou pacients amb asma (n=48) i
MPOC (n=147) en fase estable i subjectes sans, es compara la flora orofaringia
a partir de rentats bucals i s’observa que sols hi ha diferencies significatives
amb  Staphyloccus  aureus  ,estreptococ b-hemolitic i  especies
d’Enterobacteriacies. Els dos primers son presents en menys quantitat, mentre

que els segons en més.
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Sols es troben tres referencies bibliografiques que facin referéncia al
patré bacteriologic orofaringi obtingut per frotis respecte a I'obtingut per raspall
protegit. En l'article de Cabello et al (65) s”analitzen 18 pacients amb MPOC
estable. Els resultats que s’especifiguen son tractats com a conjunt global
d’aillaments orofaringis i conjunt global del aillaments en el raspall protegit,
observant-se una coincidencia de microorganismes en un 58%, exclusivament
per MnPP, no trobant-se cap coincidéncia pels MPP. En I'estudi de Soler et al
(65), es correlacionen els resultats de 29 pacients amb MPOC aguditzada que
requereixen ventilacio mecanica. La correlacié entre els cultius, prenent un punt
de tall de 102 UFC/ml en el raspall protegit, és de k=0,07, que indica correlacié
aleatoria. En un abstract al Congrés de la SEPAR el 1996 (92), només 1 dels 8
cultius positius (> 10° UFC/ml) en el raspall protegit dels 31 pacients analitzats,

hi ha coincidencia amb el frotis faringi (12,5%).
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2.5 EL PAPER DE LA INFECCIO EN L’AGUDITZACIO DE LA MPOC

La causa d’'una exacerbacié de la MPOC pot ser infecciosa (bacteriana o
virica) o bé no infecciosa (contaminacié, tromboembolisme, farmacologic,
incompliment medicacio...). L'estrategia per a poder responsabilitzar I'accio
bacteriana en I'exacerbacio de la MPOC es basaria en: I) aillar un/uns germens
amb un meétode fiable durant el quadre clinic compatible, Il) demostrar que un
tractament antibiotic dirigit contra el germen en concret és eficagc i IlI)
comprovar la resolucié clinica i la negativitzacié dels cultius amb el tractament

prescrit.

2.5.1 Aillament de bacteris durant les exacerbacions

Els métodes més fiables per a I'obtencid de mostra per a cultiu bacteria
son el raspall protegit i 'aspiracio transtraqueal. Aquestes técnigues sols poden
aplicar-se en estudis d’investigacio en mostres reduides. Tal com s” ha comentat
anteriorment, el 64% dels pacients amb MPOC aguditzada tipus 1 i Il
d’Anthonisen , presenten creixement bacteria en el raspall protegit. D’aquest
percentatge un 39% correspon a MnPP i un 59% a MPP. Excloent els cultius
polimicrobians, els MnPP es troben com a Unic germen en els aillaments del
raspall protegit entre un 6 i un 20% dels casos estudiats. En I'Gnic article (71)
gue s'utilitza concomitanment el raspall protegit i la serologia per a virus, M.

Pneumoniae i C. Pneumoniar, no és possible identificar si els pacients amb



90

creixement Unic de MnPP tenien alguna serologia positiva. Si apliquem un punt
de tall, llavors el 64% es rebaixa progressivament fins a un 13%, en cas de
considerar el punt de tall de > 10° UFC/ml. En lactualitat no existeix consens
en quant a si s"ha daplicar algun punt de tall, i en aquest cas, quin. Les
investigacions basades en l'aspirat transtraqueal no han utilizat cap punt de tall

(50).

Altres gérmens bacterians en els que el seu diagnostic és serologic, com
Chlamydia pneumoniae o Mycoplasma pneumoniae es troben com a unic

patogen en un 7,7% (veure taula 20) i 2% respectivament.

En total, saillen bacteris en un 73% dels pacients amb MPOC
aguditzada, si no prenen cap punt de tall ni distincié entre MPP i MnPP en els

resultats del raspall proteqit.

Les investigacions cliniques centrades en la relacié entre virus i bacteris
en la MPOC son limitades. Smith et al (158) seguiren una cohort de pacients
durant 7 anys amb controls clinics i analitics bimensuals detectant que després
d'una infeccié per virus influenza, s'aillava Haemophilus influenzae amb una
freqléncia doble de I'esperada estadisticament. En un 26% dels casos va haver
una quadruplicaci6 dels titols d'anticossos especifics contra Haemophilus
influenzae després d'una infeccié per virus influenza. Aixi mateix, s'aillaren 2,4
vegades més de Streptococcus pneumoniae en aquells pacients infectats amb

virus influenza.



91

2.5.2 Eficacia del tractament antibiotic en les exacerbacions

Els assajos clinics de tractament antibiotic s”han d'interpretar amb
cautela ja que la majoria s6n empirics (159,160) o els que tenen una base
microbiologica sols utilitzen el cultiu d’esput (161). Aixi mateix, sovint van
dirigits a pacients amb bronquitis cronica pero no sempre s’especifiquen els
valors espirometrics (160) (162). Pines et al publicaren el 1968 i 1972 dos
assajos amb assignacié aleatoria i amb grup control. El primer fa referéncia a
exacerbacions greus i va haver de ser aturat perque en el grup control es
registraren 3 exitus de 15 pacients, mentre que cap en el grup tractat amb
combinacié de penicil-lina i estreptomicina. Pel contrari, en el segon estudi,
basat en 259 pacients amb exacerbaci6 moderada, el grup antibiotic
(tetraciclina o cloramfenicol) no mostra diferencies significatives en quant a
index de recaigudes respecte el grup placebo. Nicotra et alconclouen el 1982
els resultats d’'un assaig aleatoritzat, doble cec, amb tetraciclina versus placebo,
en 40 pacients amb MPOC exacerbada que requerien ingrés hospitalari. Es
conclou en que no hi diferencies entre ambdds grups. Una analisi més profunda
detecta que hi ha diferencies significatives tant en el gradient alveolocapil-lar
com en el pic de fluxos espiratoris. En larticle publicat a JAMA el 1987,
Anthonissen et al (159) descriuen un assaig aleatoritzat i a doble-cec amb un
de tres antibiotics (amoxicil-lina, doxiciclina o co-trimoxazol) versus placebo en
un total de 372 exacerbacions extrahospitalaries de 173 pacients amb MPOC
moderada-greu amb una mitja de 1,3 exacerbacions per any, concloent que

sols hi ha benefici en un subgrup de pacients. Aquest és un dels merits de
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I'estudi, doncs estratifiquen la presentacié clinica en 3 grups: tipus | inclou
pacients amb increment de la dispnea, expectoracié i purulencia de l'esput,
tipus Il sols presenten 2 de les 3 caracteristiques anteriorment descrites i el
tipus Il sols presenten una dels tres criteris, en combinaci6 amb daltres
simptomes (febre, odinofagia...). En aquest estudi hi ha un possible biaix de
I'investigador ja que en 35 de les 448 exacerbacions es considera que el pacient
estava greu i no entrd en el protocol. Es presumible que aquests pacients
rebessin tractament antibiotic. Dels anys 90 cal destacar dos publicacions.
Jorgensen et al (160) en un altre assaig clinic -amb 278 pacients bronquitics
cronics amb aguditzaci6 no complicada en la que es compara de forma
aleatoritzada i a doble cec, placebo i amoxicil-lina- conclouen que no hi ha
milloria clinica ni en el registre del pic de flux espiratori. Sachs et al (162) en un
assaig a doble cec, amb un de dos antibiotics (amoxicil-lina o co-trimoxazol)
versus placebo en un grup de 71 pacients amb asma o MPOC en regim
ambulatori, conclouen que no son eficacos. Nogensmenys, Sachs et al
defineixen exacerbacié simplement com un augment de la dispnea i no
especifiquen el grau d’obstruccio ni I'edat dels pacients. Per d’'altres parametres
,com el nombre d’aguditzacions per any (0,6) o les caracteristiques de I'esput
(només un 27% de les exacerbacions presentaven esput mucopurulent),
s'interpreta que presenten una menor afectacio. Per tant, podrien ser pacients
menys greus amb aguditzacions tipus | o Il d’Anthonissen, les que efectivament

no responen al tractament antibiotic.
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Les conclusions de tots aquests estudis no estan basicament
contraposades sind que més aviat es complementen. El tipus de pacients i el

tipus d’exacerbacions son diferents.

La meta-analisi de Saint et al (163) sobre I'efecte dels antibiotics en
I'exacerbaci6 de la MPOC es basa en 9 articles metodologicament similars
(assignacio aleatoria, doble cec i control amb placebo). En l'apartat anterior
s”ha comentat els 4 publicats en les darreres 3 decades. Aquesta meta-analisi
conclou que l'efecte de l'antibiotic és discretament beneficiés, amb una lleu
milloria del pic del flux espiratori (10,75 L/min, 95% IC, de 4,9 a 16,5 L/min),
perd que pot ser suficient perque els pacients més greus no entrin en

insuficiencia respiratoria.

En la practica clinica diaria, la decisié d'iniciar tractament se cenyeix
forca a les conclusions de [l'estudi d’Anthonisen: en un 7,5% de les
exacerbacions del tipus I, un 33% del tipus Il i un 64% del tipus IllI,
respectivament, no s’inicia antibioticoterapia en un estudi retrospectiu

recentment publicat (38).

Més enlla de la presentacié clinica, alguns autors (164)proposen
classificar els pacients segons presentin més o menys condicions comorbides:
grau d'obstruccio, edat, tabaquisme, n° d’exacerbacions prévies i altres
malalties. Concretament, en quant a la correlacié entre grau d’obstruccid i
germens aillats, s” han publicat en el darrer any alguns articles (36) (71,89)que

mostren com els bacils gram negatius estan més presents en pacients amb
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FEV1% < 50%. Aquesta nova informacié haura d’induir un canvi en la
prescripcié d’antibiotics, aconseguint probablement un major nombre d’exits

terapeutics.

2.5.3 Negativitzacio dels cultius després d’un tractament antibiotic

No tots els cultius d’esput es negativitzen després d'un tractament
antibiotic amb bona reposta clinica. Es registren periodes de 9 + 2 mesos per
Haemophilus influenzae i de 10 £ 2 mesos per Streptococcus pneumoniae
(132). Aguest fet reflecteix la persistencia en la via aeria dels germens en forma
de colonitzacié/portador. Dels grups que s’han basat en el raspall protegit , sols
n’existeix un (71) que valori la reposta antibiotica amb un segon cultiu. Dels 26
aillaments (> 10? UFC/ml) en 19 pacients, s’erradicd un 77% dels mateixos -
corresponent en la seva gran majoria a Pseudomonas i Stenotrophomonas

maltophilia- a les 72 hores d’haver iniciat el tractament.

2.6 PAPER DE LA INFECCIO EN EL DESENVOLUPAMENT DE MPOC |

EVOLUCIO DE LA MATEIXA.

2.6.1 Evidencia d’infecciéo bacteriana en els pacients amb MPOC

estable

Les diferents series que han utilizat el raspall protegit han evidenciat que
existeix poblacié bacteriana endobronquial en una proporcié de fins un 55% en

fase estable, si no s’aplica cap punt de tall. En la fase d’aguditzacié el
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percentatge arriba fina a un 64% i alhora augmenta la concentracié bacteriana,
passant I'index bacteria de 4,2 a 5,5. Tots els gérmens aillats sén habituals
comensals de [lorofaringe. El disseny de tots els estudis és transversal,
desconeixent ,per tant, si la resta de pacients amb MPOC poden estar
colonitzats en algun altre moment. També hi ha constancia bibliografica de que
els pacients amb MPOC tenen una seroprevaléncia més alta i nivells més alts

d’anticossos contra Chlamydia pneumonaie (144).

S”ha propugnat que les infeccions respiratories durant la infantesa eren
un factor de risc per a desenvolupar MPOC en ladult. En dos estudis
retrospectius a Anglaterra i Gales s'afirma aquesta hipotesi (165),(166) un cop
ajustat el consum tabaquic. En un estudi prospectiu (167), una cohort de 801
nens son estudiats durant 13 anys, detectant que els que havien sofert
infeccions respiratories abans dels 2 anys i 2 0 més episodis en algun any al
llarg del seguiment, s’associava a una reduccié del 20% en els fluxos
mesoespiratoris. A banda dels estudis epidemiologics, Matsuse et al(168)
exploren una possible patogénesi d’aquest fenomen, en analitzar el ADN de
I'epiteli bronquial de fumadors i detectar incorporada una sequiéncia de la regio

E1A de l'adenovirus, adquirit en la infancia.

2.6.2 Efecte de les aguditzacions

El paper de les aguditzacions com a causa d'alteracions permanents o
com accelerador del declini de la funcié pulmonar encara no s”ha aclarit. En els

dos unics estudis epidemiologics amplis en poblacié amb MPOC els resultats son
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contradictoris. Mentre que Bates (169) en un seguiment a 12 anys de 216
pacients no troba una correlacié entre el nombre d’aguditzacions i les
alteracions en I'espirometria, Kanner et al (170) en una cohort de 84 pacients
seguits durant 4 anys si que pot correlacionar el declini del FEV1 amb el
nombre d’aguditzacions.

En un altre nivell d’estudi, algunes investigacions a nivell mol.lecular
mostren com després d'una aguditzacié els marcadors dinflamacié poden
tardar setmanes en normalitzar-se. Per exemple la interleucina-8 en l'esput
(171) o bé I"ON exhalat (172). Els efectes a llarg termini encara no s” han

determinat.

2.6.3 Evidencia d’inflamacio6 en la MPOC estable i aguditzada

a. Gammagrafia de leucocits marcats amb Indi-111

Currie et al (173) demostren en un grup de 38 pacients amb MPOC
estable (24 amb bronquiéctasi i 14 sense bronquiéctasi), que els leucocits
marcats amb Indi-111 i injectats en una vena periferica, emigren al pulmé
amb més intensitat com més expectoraci6 mucopurulenta presenta el
pacient. A les 24 de la infusié del radiofarmac, la totalitat dels pacients
hipersecretors (> 20 ml/d) mostren una gammagrafia positiva, mentre que
sols el 21% quan I'expectoracié és < 5 ml/d. Aquesta associacié té una
correlacioé significativa de r = 0,4. La perdua de leucocits marcats al 5-7¢ dia

és el doble en el primer grup que en el segon.
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b. Visié endoscopica
L'index de Bronquitis (174), és una valoraci6 semi-quantitativa de la
inflamacié bronquial basada en la inspeccié visual durant la broncoscopia
flexible. Es el sumatori de 4 parametres amb 4 graus (0-3) d'intensitat cada
un. L'eritema, I'edema, les secrecions i la friabilitat sén els parametres
valorats. En subjectes normals és de 2,3 + 0,5 mentre que en pacients amb
MPOC és de 13,2 + 0,5. Aquest index té una correlacio positiva (r = 0,28, p

< 0,015) amb el percentatge de neutrofils en la fraccié bronquial de la RBA.

c. Esput (induit)

L’esput induit en la MPOC a partir de la inhalacié de sérum sali hipertonic
és un metode segur i reproduible, amb poca variacido entre investigadors.
Aporta informaci6 similar a la de la RBA , amb I avantatge que és facilment
repetible. En un article recent (37) es corrobora aquesta afirmacié aixi com la
preséncia de neutrofils en la MPOC (74,9 £ 4 % ) i la de macrofags en els
subjectes sans (74,0 + 4 %). A igual que en la RBA, els marcadors d'activitat
dels neutrofils estan elevats, tal com han demostrat Keatings et al, en dos
publicacions consecutives (175,176). La mieloperoxidasa dels granuls
primaris i sobretot la lipocalina dels granuls secundaris estan més elevats en
la MPOC que en l'asma i en subjectes sans, de la mateixa manera que el

factor de necrosi tumoral alfa i la interleucina-8.
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d. Rentada broncoalveolar (RBA)

La RBA dels pacients amb MPOC en fase estable presenta un perfil
cel-lular i dactivitat inflamatoria diferent als subjectes normals. Es
comptabilitza un major nombre de cél-lules (6,1 + 2,2 x 10° versus 3,7 + 0,5
x 10°, en normals) amb un increment de neutrofils: 35,8 + 5,6% , versus
10,3 £ 5,6% en normals (177). Els marcadors d’activitat de neutrofils,
fibroblasts i eosinofils estan incrementats, tal com reflecteixen els nivells de
mieloperoxidasa (MPO) i interleucina-8 (IL-8), hialuran, i proteina cationica
dels eosinofils, respectivament (16). Similars resultats han estat publicats per
altres grups, com Linden et al (178) També el factor estimulador de colonies
de granulocits i macrofags dels pacients amb MPOC presenta nivells
superiors que els subjectes normals (179). Durant les exacerbacions
augmenta de forma significativa el percentatge de neutrofils respecte I'estat
basal (83 + 18 x 10%i 10 + 3 x 10° cel/ml, respectivament), afegint-se també
de forma significativa els eosinofils (6,7 + 1,9 x 10®i 1,9 + 1,9 + 0,5 x 10°,
respectivament)(179).Els nivells del factor estimulador de colonies de
granulocits i macrofags també varia de forma significativa respecte I'estat

basal (54 + 8 versus 25 + 5 pg/ml, respectivament) (179).

e. Marcadors de la inflamacié en laire exhalat: Oxid nitric (ON) i peroxid
d’hidrogen (H202)
L’ ON és un gas altament reactiu amb un temps de vida mitja de segons

en els teixits vius, sintetitzat probablement en I'epiteli bronquial i amb diverses
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funcions fisiologiques com: antimicrobia, citotoxic per a cél-lules malignes,
vasodil.latador, broncodil.latador per via neural, broncoconstrictor per 'edema
bronquial, mediador de la inflamaci6 aguda i cronica per a diversos
mecanismes.

En un recent article, Corradi et al (180) determinen el ON exhalat de 20
pacients amb MPOC estable i 20 controls i observen com en el grup amb MPOC
els valors estan significativament elevats i a més presentaven una correlacié
positiva amb el FEV1 %. El subgrup de fumadors ,tan amb MPOC com en sans,
presentaven els nivells més baixos dins de cada grup. Agusti et al han descrit
molt recentment com I'ON exhalat augmenta durant les exacerbacions de la
MPOC, no millora amb la infusié de corticosteroides intravenosos, persisteix
elevat durant mesos i sembla produir-se tant en via central com periférica (172)

El H202, que sense ser un radical lliure té una potent accié oxidant,
forma part de les especies reactives de l'oxigen. Aquestes estan generades
majoritariament pels neutrofils, ja siguin circulants o bé segrestats en la
vasculatura pulmonar. La concentraci6 de H202 en el condensat de laire
espirat es considera el resultat net entre la produccié i la seva neutralitzacié
pel sistema antioxidatiu. Una produccié augmentada de H202 pot ser deguda
per un augment de les cél-lules inflamatories del pulmé o bé per un augment
de la seva produccié. Dekhuijzen et al (181) han demostrat que en els pacients
amb MPOC estable els nivells estan més elevats que en el grup de subjectes

sans (0,205 + 0,05 nmM i 0,029 + 0,012 mM, respectivament; p<0,05) i que
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augmenten de forma significativa durant les exacerbacions (0,600 £+ 0,075 M,

p<0,001).

f. Marcadors de la inflamacio en plasma

Els marcadors plasmatics d’inflamacié més habituals no han pogut trobar
cap correlaci6 amb el procés patologic del pulmd, I'organ diana. Si en canvi
s”ha pogut quantificar marcadors indirectament relacionats amb la inflamacio
com lactivitat antioxidant. En models animals dinflamacié aguda a nivell
pulmonar s"ha demostrat que el segrest de neutrofils alliberen especies
reactives d’oxigen (182). A partir del test ambTrolox, un analeg de la vitamina E
amb una elevada activitat antioxidant i els nivells dels productes de la
peroxidacié de lipids, Rahman et al (183) han demostrat que durant
I'exacerbacio de la MPOC els nivells plasmatics d’antioxidants disminueixen i els
productes de l'oxidacié augmenten de forma significativa respecte la situacid
basal, recuperant els nivells un cop superada la descompensacio.

Un altre marcador indirecte son les mol.lecules d’adhesio cel-lular.
Aguestes causen l'adhesié dels leucocits a I'endoteli, abans de que passin cap al
teixit diana. Riise et al (184) analitzen dos mol.lecules d’'adhesio: la ICAM-1
(intercellular adhesion molecule) i la selectina E. Ambdues estan elevades de
forma significativa en els pacients amb MPOC estable, respecte el grup
subjectes sans. La selectina-E es correlaciona de forma significativa respecte el

FEV1 i es troba igualment més elevada en aquells pacients amb colonitzacio
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bronquial significativa, expressada com a cultius bacterians obtinguts per raspall

protegit.

g. Histologia

Els investigadors (185) que han basat els seus estudis en les biopsies
bronquials broncoscopiques han demostrat que: 1) el gruix de la membrana
basal és similar que en subjectes sans, 2) existeix una infiltraci6 mononuclear
de predomini dels limfocits T (CD3+) i macrofags, en comparacié amb els
controls; amb predomini de la subpoblacié de limfocits CD8, 3) la infiltracié
mononuclear expressa receptors per a interleucina-2 i antigens d'activacio
molt tardana, fet que suggereix la preséncia de limfocits T en diferents
estadis d’activacio i que indica una resposta immunologica en aquesta
malaltia, 4) increment dels vasos que expressen les mol.lecules d’adhesié
leucocitaria endotelial tipus-1, mentre que no estan augmentats en nombre
de vasos que expressen mol.lecules d’adhesio intercel-lular tipus 1, 5) durant
I'exacerbaci6 es produeix un augment de la poblaci6 de neutrofils i
d’eosinofils perd sense apreciar un increment de les cel-lules que expressen

la citocina interleucina-5, caracteristica de I'activacio eosinofilica de I'asma.

En peces quirdrgiques també es descriu una major infiltracio de limfocits
CD8+ en la via periferica d'aquells fumadors que desenvolupen obstruccio

respecte aquells que tenen un funcionalisme conservat (186).

El perqué existeix una dissociacio entre la infiltracié limfocitaria del teixit i

un acumul de neutrofils en la RBA i I'esput, podria explicar-se pel rapid
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transit dels neutrofils cap a la llum, pel que la visié puntual d’aquest flux no
pot reflectir la seva magnitud (187). Una altra explicacié radicaria en que
aquesta infiltracio limfocitaria té predominantment lloc a nivell subepitelial,
pero estudis recents han evidenciat com existeix també preséncia de

neutrofils en I'epiteli i en les glandules bronquials(187,188).

2.6.4 La inflamacid6 cronica com a causa de dany histologic

Genericament, la inflamacié cronica és un procés en el que hi ha un cicle
continuo de dany i reparacié. De forma caracteristica, el dany tissular acaba
amb un infiltrat mononuclear, i com a consequéncia, en comptes d’'una rapida
resolucio i desaparicio del procés inflamatori, té lloc un procés de reparacié que
implica una proliferacio de petits vasos i fibroblasts, que acaba amb un diposit
de col-lagena i cicatritzacid. Algunes malalties intestinals (gastritis cronica,
malaltia celiaca o Malaltia de Crohn) o I'asma (189) son exemples de que la

inflamacio cronica d’'una superficie mucosa es relaciona amb canvis histologics.

Una lesié aguda sobre una superficie mucosa , té la capacitat de d’auto
recuperar-se ad integrum. Aix0 és possible pergue existeix un recanvi epitelial
continuo, oferint I'oportunitat de reemplacar i reparar la mucosa sense deixar
un dany perllongat, a diferéncia d’altres teixits amb un recanvi cel-lular menys
elevat que tendeixen a curar-se deixant cicatriu. En les superficies mucoses, les
cél-lules que sobreviuen son capces de migrar i proliferar, per tal d’omplir els
buits deixats per la majoria de les lesions. En aquest procés de reparacid estan

implicats diferents processos: 1) activacio de macrofags; 2) alliberament de
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factors de creixement i citocines fibrogéniques; 3) activacié de fibroblasts i
miofibroblasts; 4) elastolisi i elastosintesi; 5) augment de la sintesi de
col-lagena; 6) diposit de col-lagena i 7) augment de la sintesi i alliberament dels

components de la matriu extracel-lular (190).

Les cel-lules epitelials en procés de reparacié expressen un conjunt
diferent de mol.lecules de superficie. El factor de creixement transformador b
(TGF-b) és considera la citocina fibrinogénica més important que intervé en el
remodelament. A banda de ser generades per I'epiteli, pot ser també sintetitzat
per macrofags, fibroblasts i eosinofils. En les biopsies bronquials la seva
immunoreactivitat estava altament incrementada en I'epiteli i submucosa dels
pacients amb bronquitis cronica pero0 no en asmatics (191).També s ha
comprovat que augmenta l'expressio de les integrines epitelials aixi com
incrementa la fibronectina (192), la qual permet I'adheréncia de bacteris com

Staphiloccocus aureus (193) i Pseudomonas aeruginosa (194).

El diposit de components de la matriu extracel-lular en la paret de les
vies respiratories en fumadors pot ocorrer independent a la genesi d’emfisema
(195). En la publicacio de Cosio et al (196) s’estableix que la lesié inicial en la
petita via aéria és de tipus inflamatori que progressa a fibrosi amb diposit de
teixit connectiu. Aixi mateix, el grau d’'obstruccié no es correlaciona amb la
inflamacié sin6 amb la fibrosi, la metaplasia de cél-lules calicilars i escamoses ,
juntament amb la hiperplasia de muscul llis. Des d’'un altre punt de vista, un

estudi que correlaciona obstrucciéo pulmonar i grau d’emfisema per TAC d'alta
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resolucié conclou que I'emfisema té una escassa contribucié en la limitacié al

flux aeri (197).

Els factors que finalment determinen si es restaurara l'arquitectura
normal o bé si es desenvolupara fibrosi peribronquial i obstruccio al flux aeri

estan encara per a definir.

2.6.5 La infeccid bacteriana en la inflamacié cronica de la via aéria.

“Hipotesi del cercle vicios”

Els estudis de les infeccions pulmonars han demostrat que hi ha una
estreta relacié entre la carrega bacteriana i el reclutament de neutrofils (198)
aixi com la carrega bacteriana i els mediadors de la inflamacio (IL-8) en la fase
sol de l'esput. També s ha suggerit que els neutrofils juguen un paper
important en la patogenesi de les malalties pulmonars croniques, degut a la
seva habilitat d’alliberar una varietat d’oxidants i enzims proteolitics capacos de
causar dany pulmonar agut i cronic (199).

Cole i Wilson (200) hipotetitzen que en aquells individus amb els que les
defenses de primera linia estan alterades (per exemple, clearence mucocil-liar
disfuncionant i augment de la produccido de moc) és possible una adheréncia
prolongada de bacteris que inicien un “cercle viciés” ja que la resposta de
I'noste contra aquests no és completament efectiva. Tot el contrari, els
mediadors inflamatoris provoquen un dany tissular sobre el qual els bacteris
poden continuar sobrevisquent i alhora estimulant el sistema de defensa de

I'hoste conduint, finalment, a la formacié d’un teixit cronicament inflamat.
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Aguesta hipotesi esta recolzada per un model experimental de bronquiéctasi en
la rata, pel qual l'evoluci6 de les mateixes precisa de la persistéencia de
microorganismes viables (201).

Els factors quimiotactics dels neutrofils estan generats pels bacteris pero
sobretot pel mateix epiteli (202). Diferents grups han demostrat com I'epiteli
bronquial huma és capa¢ d’expressar i generar citocines especifiques com la IL-
6, IL-8 ,el factor de necrosi tumoral a i mol.lecules d’adhesi6 intercel-lular-1
(ICAM-1) (203,204).

Perd no tots els bacteris son capacos d'induir la mateixa resposta
inflamatoria. En un article pendent de publicar, Soler et al demostren com tant
el nombre de neutrofils com la IL-8 i factor de necrosi tumoral-a en la RBA
estan significativament més elevats en pacients amb MPOC infectats amb MPP
respecte els controls i els pacients amb MPOC sense poblaci6 de MPP en els

cultius de raspall protegit i RBA.
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2.7 EFECTES DEL TABAQUISME SOBRE LA VIA AERIA

El fum del tabac esta format per nombroses mol.lécules en fase gasosa i
en particules. Les conseqguéencies nocives sobre l'organisme sén multiples i
depenen de diferents compostos. No tots els tabacs comercialitzats indueixen
els mateixos simptomes. En un ampli estudi (205) en més de 1000 subjectes al
Brasil s’estableix que els simptomes respiratoris es presenten més freqientment
en els fumadors de tabac de fulla de blat de moro. Aquestes conclusions no es
contraposen amb un article previ derivat de I'estudi epidemiologic de Tucson
(27), en que es determina que no hi relacié entre presentar simptomes de

bronquitis cronica i el contingut de nicotina, monoxid d carbd i quitra.

El tabaquisme constitueix la principal causa d’obstruccio al flux aeri, pero
encara no s~ ha pogut determinar quins sén els fumadors susceptibles dels que
no. S”ha descrit més infiltracié de les petites vies aéries per limfocits T CD8*
aixi com un increment en l'area de muscul llis en aquells amb obstrucci6 i
simptomes de bronquitis cronica (186). També s ha publicat que I'0xid nitric
exhalat és menor en fumadors asimptomatics d’aquells amb obstruccié al flux
aeri, interpretant-se que el fum lesiona les cel-lules productores d’ oxid nitric
(180). Es precisen de meés investigacions a nivell mol.lecular i genétic per

aclarir aquest aspecte.

Un grup de substancies que té relacio directa amb el desenvolupament

de la MPOC és el constituit pels oxidants. Els oxids de nitrogen, carbo i cadmi,
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els acids cianhidric i formic , aixi com tots els radicals toxics de I'oxigen poden
oxidar la metionina del sistema a-1-protesa inhibidor, i convertir-lo en
inoperant. Aquest mecanisme estaria implicat en la génesi de I'emfisema.
Recentment s ha publicat (206) [Iexistencia d'endotoxina bacteriana
(lipopolisacarid) bioactiva en el fum del tabac. Aquesta endotoxina resistiria la
combustié en una minima part (1%), pero la seva alta potencia inflamatoria i
les repetides inhalacions al llarg del dia provocaria que aquells fumadors
susceptibles presentessin inflamacio bronquial , expressada com a hipersecrecio
i tos diaria.
Els efectes del tabaquisme sobre la via aeria sén multiples:

A/ Epiteli: Els cil.lis presenten diverses alteracions tant a nivell
ultraestructural com funcional que els fan ineficagos (113,114). Existeix una
pérdua de cél-lules cil.liades i un augment de cél-lules calicilars, determinat per
esput (105,207), raspall citologic (106) o primera fraccio de RBA (62). L’epiteli
pseudoestratificat es transforma en no cil.liat i fins i tot presentar metaplasia
escamosa. La hipersecreci6 mucosa per hiperplasia de les glandules
submucoses i la diferent composici6 del moc (109), juntament amb les
alteracions abans descrites, enlenteixen [l'aclariment de la secrecid

traqueobronquial (99) (24).

B/ Immunitat: La resposta immunitaria i cel-lular esta alterada pel
tabaquisme (208). Les immunoglobulines plasmatiques IgG i IgA estan

reduides,mentre que les subclasses 1gGi1 i 1gG3 estan augmentades a nivell
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pulmonar. ElI recompte de macrofags , neutrofils i limfocits periferics esta
augmentat, pero la seva repercussio ultima sobre la defensa de | hoste no esta

del tot determinada.

C/ Adheréncia bacteriana: L'adheréncia bacteriana de Streptococcus

pneumoniae a I'epiteli orofaringi esta augmentada en els fumadors respecte als
no fumadors (17,209), encara que no s ha pogut determinar diferencies

significatives per Haemophilus influenzae.

Tots aquests factors en conjunt, afavoreixen que els fumadors actius
amb MPOC estable, siguin susceptibles d’estar colonitzats, tal com demostra
Irwin et al (50) utilitzant I'aspirat transtraqueal (p=0,015), o més recentment
Zalacain et al (89) basant-se en els resultats del raspall protegit (OR 3,17; 95%

IC 2,5-8).
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3. OBJECTIUS

3.1 Validar la tecnica del raspall protegit en I'estudi de la poblaci6

bacteriana de la MPOC.

El raspall protegit s”introdui pel diagnostic de pneumonia i diverses
investigacions independents, sobretot en pacients sotmesos a ventilacié
mecanica, han demostrat la seva validesa i reproductibilitat. Des de les
primeres publicacions que han emprat el raspall protegit pel cultiu de secrecions
en l'arbre bronquial no s’ha plantejat aquesta questid. Per tal d’'aportar dades
sobre aquest aspecte s”ha cultivat un grup de pacients ambulatoris amb 2

raspalls protegits.

3.2 Coneéixer els factors de risc per a la colonitzacié en pacients amb

bronquitis cronica estable utilitzant el raspall protegit.

Mentre que s'ha descrit quins son els factors de risc per a la colonitzacié
bacteriana basats en el cultiu d’esput, cap de les publicacions que han emprat
el raspall protegit han plantejat aquesta questi6. S”ha practicat una analisi

multivariant dels factors de risc en la poblacio cultivada amb el raspall protegit.
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3.3 Esbrinar la intervencio de la poblacié bacteriana estudiada a partir
del raspall protegit en les exacerbacions de la MPOC en comparacio a
la fase estable.

Cap de les publicacions anteriors estudia de forma comparativa pacients
amb MPOC estable i aguditzada. S"han cultivat 2 poblacions ambulatories

equiparables en quant a dades antropometriques i de funcio respiratoria.
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4. PUBLICACIONS

4.1 ESTUDI |

Risk factors for lower airway bacterial colonization in chronic

bronchitis

Monso,E.; Rosell,A.; Bonet,G.; Manterola,J.; Cardona,P.J.; Ruiz,J.;

Morera,J.

Eur. Respir J 1999; 13:338-42.

L'objectiu d’aquesta publicacié és determinar els factors de risc per a la
colonitzacié bacteriana en 41 pacients amb bronquitis cronica. Onze d’ells tenen
funcié normal mentre que 25 presenten una obstruccié lleugera/moderada
(FEV1 % de 74 = 23). A banda d’'analitzar els factors de risc a partir d'un model
de regressio logistica amb les variables d’edat, tabaquisme i funcié pulmonar,
es presenta per primer cop en la literatura les dades de repetibilitat de la
técnica en pacients sense pneumonia. El punt de tall es 10° UFC/ml, obtenint-se
creixement significatiu en 9 (22%) amb 13 aillaments. Els resultats
microbiologics aportats sén: Haemophilus influenzae 5 (38%), Streptococcus
viridans 3 (23%), Streptococcus pneumoniae 2 (15%), Proteus mirabilis 1
(7,6%), Neisseria spp. 1 (7,6%), Corynebacterium spp. 1 (7,6%). Les

combinacions polimicrobianes corresponen a: Haemophilus influenzae +



113

Streptococcus pneumoniae en dos pacients, Proteus mirabilis + Streptococcus
viridans i Streptococcus viridans + Corynebacterium spp. Per sota del punt de
tall es troben 4 creixements en 3 pacients: 1 Streptococcus viridans a 107
UFC/ml i amb 10' UFC/ml : Neisseria spp + Streptococcus viridans i
Streptococcus viridans. ElI model de regressio logistica mostra que la
colonitzacié bronquial s’associa amb el tabaquisme, amb una odds ratio de 9,83
(interval de confian¢a 1,16-83,20). En un subgrup de 18 pacients es repeteix
I'obtencié de mostra microbioldgica, obtenint una concordanca qualitativa en un

72,2%, mentre que la repetibilitat quantitativa disminueix fins a 47,4%.
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4.2 ESTUDI 11

Bacterial infection in chronic obstructive pulmonary disease. A study
of stable and exacerbated outpatients using the protected specimen

brush

Monso,E.; Ruiz,J.; Rosell,A.; Manterola,J.; Fiz,J.; Morera,J.; Ausina,V.

American Journal of Respiratory & Critical Care Medicine

1995;152:1316-20.

S’'investiga la composicio de la poblacio bacteriana endobronquial per
medi del raspall protegit en un total de 69 subjectes. El grau d’obstruccié (FEV
1 %) é de 51 + 23 pels estables i 43 + 14 pels aguditzats. S’estableix el punt de
tall a 3 10° UFC/m. Els resultats en el grup de 40 pacients amb MPOC estable
son: 27 negatius, 13 aillaments significatius (3 polimicrobians), 5 aillaments
amb concentracions < 10%® UFC/ml (2 polimicrobians); el que significa que un
25% (10/40) de la mostra esta colonitzada. En el grup de 29 pacients
exacerbats: 10 negatius, 17 aillaments (2 polimicrobians), 5 aillaments amb
concentracions < 10° UFC/ml (1 polimicrobid); el que significa que un 51%
(15/29) de la mostra esta infectada. Quant els gérmens amb creixement
significatiu, els resultats s’expressen a continuacio. En el grup de MPOC estable

(13 aillaments): Haemophilus influenzae 6 (60%), Streptococcus pneumoniae 3
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(30%), Moraxella catarrhalis 1 (10%), Staphyloccus aureus 1 (10%),
Pseudomonas aeruginosa 1 (10%) i Acinetobacer spp. 1 (10%). Els cultius
polimicrobians son: 2 casos d’ Haemophilus influenzae amb Streptococcus
pneumoniae i un tercer d’ Haemophilus influenzae amb Moraxella catarrhalis.
En el grup amb MPOC exacerbada (17 aillaments): Haemophilus influenzae 10
(58%), Streptococcus pneumoniae 3 (17%), Pseudomonas aeruginosa 2 (12%)
i Moraxella catarrhalis 2 (12%). Les combinacions son: Haemophilus influenzae
+ Streptococcus pneumoniae i Haemophilus influenzae + Moraxella catarrhalis.
Dos pacients (5%) del grup dels estables i 7 (24%) del exacerbats presenten
una carrega bacteriana superior (3 10* UFC/mI), evidenciant que en apujar el

punt de tall les diferencies entre grups es fan més evidents.



116




117

5. LIMITACIONS I BIAIXOS DELS ESTUDIS

5.1 MOSTRA | VARIABLES

El tipus de mostra poblacional cultivada pot presentar un biaix per les
indicacions i contraindicacions derivades de la propia exploracié broncoscopica.
En els pacients estables, hi havia una indicacido formal per a la broncoscopia
com l'estudi d'un nodul pulmonar, tos persistent, sospita d’estenosi de via alta o
una hemoptisi no activa. Malgrat que foren eliminats aquells amb troballes
broncoscopiques  significatives o en les técniques citologiques o
microbiologiques de rutina, desconeixem I'evolucio final de la majoria d'ells.

El nombre de pacients inclosos en l'estudi dels factors de risc no avarca
tot el ventall de graus d’obstruccio, doncs no hi ha pacients amb obstruccié
greu. Altres variables que podrien estar afectant la presencia de
microorganismes, com l'estat immunitari (sistémic o local) o la preséncia de
bronquiéctasi en una TAC d'alta resolucié tampoc s’analitzen.

En el grup de pacients amb MPOC aguditzada no s'inclouen altres
opcions etiologiques (virus, Mycoplasma pneumoniae o Chlamydia pneumoniae
). Aixi mateix, es restringeix I'estudi a aquells pacients amb un determinat tipus

d’exacerbacio (tipus 1 o 2 d’Anthonisen).
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5.2 TECNICA

Malgrat s”ha pogut demostrar que el raspall protegit en el context de la
MPOC té una bona reproductibilitat i escassisima contaminacio, desconeixem si
és un gold-standard. O si existis un gold-standar quina relacio s’establiria amb
ell.

El punt de tall és un factor limitant alhora d’analitzar els resultats. Mentre
hi ha ampli consens en la pneumonia, encara no existeix cap estudi definitiu per
la infeccié bronquial. El nostre grup ha utilitzat 10° UFC/mI , perd si s’estableix
un punt de tall més baix, o bé selimina, la proporci6 de cultius positius
augmenta.

El raspall, un cop obtinguda la mostra de secrecidé bronquial, es diposita
en serum fisiologic o bé Ringer lactat, el qual podria ser toxic per algunes
espécies bacterianes. Convindria també un control citologic rutinari (cél-lules
bronquials, macrofags, polimorfonuclears, cél-lules escamoses) per eliminar la
minima possibilitat de contaminacio.

La mostra que s obté amb el raspall prové d'una area aproximada
d'entre 2 i 4 cm? i podria no ser representativa de tot el territori bronquial.
Encara no es coneix quin és el mapa microbiologica en la MPOC: si hi ha una
distribucié homogenia o be focal, si conviuen diverses especies o bé n'hi una

de dominant.
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5.3 TIPUS D’ESTUDI

Ambdos estudis presentats son de tipus transversal. Aquest disseny no
afectaria en I'analisi de la poblaci6 amb MPOC estable si es pressuposa que la
poblacié bacteriana és alhora estable i de distribucié uniforme. Si pel contrari, la
presencia bacteriana fos focal o bé fluctuant, podriem estar induint a una divisio
de la mostra entre els colonitzats i els no colonitzats que no respondria a una
situacio del tot representativa. Un estudi longitudinal podria aclarir aquest
aspecte. En el cas dels aguditzats, I'absencia d’'un seguiment bacteriologic en
els casos de cultiu positiu, ens priva de conéixer la resposta al tractament
antibiotic, fet que proporcionaria informacié addicional sobre el paper etiologic

del bacteri aillat.



120

6. DISCUSSIO

L'obtenci6 de mostra de secrecid bronquial amb el raspall protegit
utilitzant el broncoscopi flexible, és una técnica optima per a l'estudi dels
bacteris de la via aéria dels pacients amb MPOC no ventilats mecanicament.
Aquesta tecnica aconsegueix estar practicament exempta de contaminaci6
orofaringia, objectiu principal per I'estudi microbiologic endobronquial.

Aguesta afirmaci6 es basa en la preséncia d'un patré bacteria
endobronquial diferent en subjectes normal (prevalenca d’'un 27% sense punt
de tall, amb un index bacteria de 2,2 i amb una poblaci6 potencialment
patogena del 6%) respecte el dels subjectes amb MPOC estable (prevalenca
d'un 55% sense punt de tall, amb un index bacteria de 4,2 i un 41% de
poblacié potencialment patdogena), mentre que els estudis comparatius de la
flora orofaringia entre sans i pacients amb MPOC no mostren diferencies
significatives en quant a la distribuci6 de gérmens potencialment
patogens(157). A més, els pocs estudis que han directament estudiat la relacié
entre flora orofaringia i raspall protegit han demostrat una nul.la correlacio(71)
0 com a maxim una coincidéncia d'un 12,5%. Finalment, en els pacients
estables en els que s ha practicat un control citologic de les mostres
obtingudes sols s"ha detectat presencia de cel-lules orofaringies en un

3,7%(89).
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La tecnica presenta aixi mateix una reproductibilitat quantitativa d'un
72,2%, que s’acosta al 80-90% que es descriu per pneumonia en pacients
ventilats, descrivint-se, per0 una meés baixa reproductibilitat qualitativa.
Desconeixem, pero si la poblacié bacteriana és totalment homogeénia dins de
I'arbre bronquial o bé si pel contrari podem trobar-nos arees polimicrobianes i
amb concentracions diferents. El fet de trobar un 23% de cultius polimicrobians
en els pacients amb MPOC fa pensar que no és improbable que puguin estar
convisquent més d’'una poblacié bacteriana.

Sobre el punt de tall no existeix encara consens. Si considerem que la
contaminacié és practicament nul.la, no crec que el punt de tall hagi de ser
utilitzada en aquest sentit. En els articles presentats s”ha utilitzat 10® UFC/m.
Si s”hagués optat per un punt de tall més baix el percentatge final variaria fins
a un 15% de més, en el cas extrem de prendre tots els cultius amb creixement
com a positius. Si es contempla el conjunt de totes les series publicades, la
positivitat del cultiu en funcié del punt de tall proporciona diferents
percentatges; per exemple, en la MPOC estable es pot passar d’'un 55% quan

es considera < 10? UFC/ml fins a un 7,4% si prenem 10*UFC/ml (Figura 7).
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Pot ser caldria aplicar una visi6 més dinamica, com la que proposa Baker et al
(97)en la que considera “I'index bacteria” com la dada sobre la que es pivotaria
la decisio (i que amb més d’'un 20% de cultius polimicrobians pot reflectir millor
la carrega bacteriana), juntament amb la impressié clinca d'infeccié o no, i la
valoracié risc/benefici d’'iniciar antibioticoterapia. Amb el concurs d’aquestes tres
variables s'obté un ventall més ampli. Pero aquesta valoracié només té sentit en
el context d’'una aguditzacié i no pot extrapolar-se als resultats dels pacients
amb estabilitat clinica. Es per aixd que el significat clinic Gltim hauria d’anar
suportat amb informacié sobre la resposta de |I” hoste en front al germen aillat.
Si el germen no aconseguis desencadenar cap tipus de resposta, llavors se”|
pot considerar clinicament irrellevant; pel contrari, si es detectessin marcadors
d'un reposta immunologica aguda, local i especifica o bé mediadors de la
inflamacid in situ podriem considerar-los agents clinicament rellevants.

L’'esput no és una mostra tan optima com el raspall protegit ja que conté
,indefugiblement, contaminacié orofaringia. Abans de la instauracio del raspall
protegit, Irwing et al(50) ja comparen els bacteris aillats en [laspirat
transtraqueal amb l'esput de pacients amb MPOC estable i conclouen que
I'esput aporta un 67% de falsos positius. En els 4 uUnics treballs en els que es
cultiva simultaniament esput i raspall protegit, encara que corresponen a
situacions diverses, la coincidencia entre ambdos metodes és baixa, oscil.lant
entre 15 i 43%, tot i comptabilitzant també aquells cultius parcialment

coincidents.
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Nogensmenys, la frequencia dels germens aillats obtinguda del conjunt
d’estudis que han emprat el raspall protegit i aquells que han utilitzat I'esput
aporten informacié no discordant. En la situacié d’aguditzacié de la MPOC , el
le i 2on gérmens potencialment patogens més frequentment aillats han estat
els mateixos: Haemophilus influenzae (48% amb raspall protegit i 29% amb
esput) i Streptococcus pneumoniae (16% amb raspall protegit i 22% amb
esput). No passa el mateix en la situacié de MPOC estable en la que per esput
s'obtenen un 44% de Streptococcus pneumoniae i un 27% d’ Haemophilus
influenzae i per raspall protegit un 48% d’Haemophilus influenzae i un 20% de
Streptococcus pneumoniae, presentant una practica inversié de frequencia. El
que existeixi més similitud en fase d’aguditzacio que en fase estable s’explicaria
per la facilitat per a produir expectoraci6 de més qualitat. Aquestes dades es
basen en els esputs que han pogut processar-se, perd0 no representen la
totalitat dels pacients analitzats. Cal que el pacient pugui expectorar i que
I'expectoracio sigui de la qualitat necessaria per a ser cultivada. Per una l'altra
banda, els esputs de qualitat no s6n mai esterils, informant-se com a flora
comensal. Amb el raspall protegit és possible determinar cultius esterils, cultius
amb flora no potencialment patdogena i cultius amb germens potencialment
patogens, oferint d’aquesta forma una visi6 més amplia de la realitat.

Ja Irwin et al(50) en els seu estudi basat en I'aspirat transtraqueal, varen
determinar que el tabaquisme actiu és un dels principals factors de risc. El
nostre grup ho ha demostrat també basant-se en el raspall protegit i ho ha

corroborat Zalacain et al(89). El grau d'obstrucci6 mesurat pel FEV1% no
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resulta un factor de risc rellevant en I'estudi desenvolupat pel nostre grup. Per
una altra banda, Zalacain et al (89), en una serie de pacients amb MPOC també
estables i en la que s’inclou una representacic més amplia d'alteracions
espirometriques, afirma el contrari, quan es refereix a microorganismes
potencialment patogens. Dades recents basades en l'esput de pacients
aguditzats, com els treballs d’Eller et al(41) i Miravitlles et al (36) ambdos
publicats a Chest, demostren com el grau d’obstruccié determina, de forma
estadisticament significativa, un tipus de bacteri. Amb un FEV1% > 50%
predominaria el Streptococcus pneumoniae i els gérmens no potencialment
patogens, entre 35 i 50% Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis,
mentre que per sota del 35%, existeix un predomini de bacils gram negatius.
Encara que les publicacions de Eller et al i Miravitlles et al, utilitzen I'esput en el
context d'una aguditzacié, si que afavoririen la hipotesi de que el grau
d’obstrucci6 estaria determinant la microbiologia de I'espai endobronquial.
L'etiologia de I'aguditzacio de la MPOC segueix contenint més preguntes
gue respostes. La nostra série, conjuntament amb les altres, permet observar
com durant I'exacerbacié6 augmenta el nombre de pacients amb cultiu positiu
passant de 55% a 64% si no es contempla punt de tall, s'incrementa l'index
bacteria que passa de 4,2 a 5,5 i es dona una inversié de les poblacions
bacterianes, passant els gérmens potencialment patogens d'un 41% a 59%,
mentre que els no potencialment patogens perden la seva predominacia de la
fase estable, tot reduint-se del 59% al 41%. Si descartem un tipus especific

d’'aguditzacié causada per gérmens no potencialment patogens, els episodis
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susceptibles de ser tractats amb antibiotics es reduirien al 37,7% (0,59x64) dels
pacients amb aguditzaci6 tipus 1 o 2 d’Anthonissen, amb el millor dels casos
(absencia de punt de tall).

Si a la infecci6 bronquial ha resultat dificil assignar-li una parcel.la
etiologica dins de l'aguditzacié- tot i poder observar i intervenir en desenes
d’elles- qualsevol aproximacié etiopatogénica de la infecci6 en [linici i/o
progressié de la MPOC roman en l'extens camp de les especulacions. Malgrat
gue la hipotesi del “cercle vicios” resulta plausible, hi mancaria un paper més
rellevant dels tipus i concentracions bacterianes. Els gérmens capagos d’induir
el “cercle viciés” conformarien un veritable tipus d’infeccid, mentre els gérmens

gue no promoguessin el cercle viciés s’etiquetarien de colonitzadors.
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7. CONCLUSIONS

7.1

7.2

7.3

7.4

El raspall protegit és una técnica optima per a la investigacio de la
poblacié bacteriana endobronquial, ja que aconsegueix estar exempt de
contaminacié de la flora orofaringia i presenta una reproductibilitat

qualitativa del 72,2%, comparable a I'obtinguda en la pneumonia.

El tabaquisme actiu és el factor de risc més important (OR 9,8) per a

la colonitzacio bacteriana en els pacients amb bronquitis cronica.

Els pacients amb MPOC en fase estable estan colonitzats en un 25% si
es pren un punt de tall de 10® UFC/ml. Un 60% contenen Haemophilus
influenzae i un 30% Streptococcus pneumoniae. En un 20% els cultius
sén polimicrobians. Sols un 20% estan presents en concentracions 3 10*

UFC/ml.

Durant les exacerbacions ambulatories dels pacients amb MPOC existeix
un augment de la prevaléncia fins un 51,7% aixi com també un
increment de la seva concentracio bacteriana, detectant-se
concentracions 3 10* UFC/ml en un 46% dels cultius positius. Els
gérmens més frequientment aillats sén: Haemophilus influenzae 66% i
Streptococcus pneumoniae 20%. En 13% dels pacients els cultius sén

polimicrobians.
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