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INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC) es una enfermedad caracterizada por una li-
mitacién al flujo aéreo, que se asocia con una respuesta
inflamatoria crénica. El tabaco se considera la principal
causa de esta enfermedad, aunque solo una pequefia
proporcion de fumadores (15 - 20%) la desarrolla. Los
factores que determinan qué fumadores desarrollaran
EPOC y las caracteristicas y gravedad se desconocen
en la actualidad'. Uno de los aspectos que define a la
EPOC, ademas de la limitacion persistente al flujo aé-
reo, es la existencia de un incremento de la respuesta
inflamatoria crénica, tanto local como sistémica®. Esto
es debido a la accién de particulas nocivas sobre los te-
jidos que componen el sistema respiratotio y también
es generado como consecuencia de las exacerbaciones
y las comorbilidades que presente cada paciente, lo que
contribuye a la gravedad de la enfermedad de forma in-
dividual. Recientemente, ha suscitado interés el posible
papel que los agentes infecciosos pudieran desempenar
a través de la respuesta inflamatoria que inducen, acele-
rando la progresion de la enfermedad o perpetuando su
progtesion, una vez suptimido el habito tabaquico *°.

El Pnenmocystis jirovecii, es un hongo ubicuo, con
gran tropismo pulmonar y que se transmite por via
aérea. Dado que no crece en medios habituales y que
existia previamente gran dificultad para su aislamiento,
este germen se consideré como un germen oportunis-
ta, pero en la actualidad estas dificultades han desapa-
recido con la implantacion de la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Con esta técnica, se ha
permitido demostrar la presencia de este microorganis-
mo en diferentes muestras bioldgicas, como el lavado
broncoalveolar, esputo, lavado orofaringeo o material
nasofaringeo, en sujetos no inmunodeprimidos, sin
manifestaciones clinicas ni radiologicas de neumonia.
Esta situacién ha sido denominada como colonizacién
y se ha observado con frecuencia en sujetos con en-
fermedades pulmonares cronicas® °. Estos recientes
hallazgos permiten plantear la idea de que la coloniza-
cion pot Puenmocystis jirovecii podtia formar parte de la
hipétesis del circulo vicioso, en la cual la colonizaciéon
bactetiana perpetia una respuesta inflamatoria y de re-
modelacién pulmonar en los sujetos con EPOC".

El objetivo de nuestro trabajo es conocer la tasa
de colonizacion por Prenmocystis jirovecii en sujetos con
EPOC y ver su relacién con los distintos estadios de la
enfermedad.

MATERIAL Y METODOS
Realizamos un estudio de cohortes transversal,
en el que se incluyeron a los sujetos que acudfan por
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tabaquismo, con o sin EPOC, a las consultas de neu-
mologfa de nuestro hospital, en el periodo compren-
dido entre mayo de 2010 a mayo de 2012. Los pacien-
tes fueron divididos segun los diferentes estadios de
la EPOC, definidos por los criterios de la GOLD de
20097, en base al estadio funcional que presentaran
en el momento de la inclusién en el estudio, tras la
realizacion de una espirometria forzada realizada en
nuestro propio centro.

Los participantes en el estudio debfan leer, com-
prender y firmar el consentimiento informado que se
les facilitaba. Se incluyeron a los sujetos mayores de
40 afos, que estuvieran en fase estable, sin presentar
agudizaciones en los cuatro meses previos a la fecha
de inclusién en el estudio. Se excluyeron del estudio
a los pacientes con diagnostico de certeza o sospecha
de neoplasia de cualquier estirpe y a los pacientes con
diagnostico de enfermedad autoinmune.

A cada paciente se le realiz6 una historia clinica
detallada, obteniéndose los datos demograficos, clini-
cos, antecedentes patologicos y de consumo tabaqui-
co. Se valoraron las comorbilidades del paciente, utili-
zando el indice de Charlson®. Se obtuvieron los datos
sobre la disnea, medida segin la escala modificada del
Medical Research Council (mMRC)’ y sobre el nimero
de agudizaciones en el afio previo. La agudizacion fue
definida como aquel evento, en el curso natural de la
enfermedad, caracterizado por un cambio en la dis-
nea, tos o esputo basal del paciente, que va mas alld
de las variaciones diarias, que es agudo en su inicio y
puede requerir un cambio en la medicacién regular®.
Se realiz6 una espirometria y una prueba broncodi-
latadora, utilizado un espirémetro de tipo neumota-
cografo Masterlab (Eric Jacger GHBG, Wiirzburg,
Alemania) previamente calibrado. Se siguieron las re-
comendaciones de SEPAR y se tomaron como refe-
rencia los valores para la poblacion mediterranea'’. Se
determiné la capacidad vital forzada (FVC), el flujo
espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1) y la
relacién porcentual entre ambos (FEV1%0).

El diagnéstico molecular de la colonizacion por
Preumocystis jirovecii se efectué mediante PCR en las
muestras de esputo inducido o lavado orofaringeo,
segun la técnica previamente descrita'’. Las mues-
tras bioldgicas se recogian diariamente en la sala de
exploraciones funcionales para su procesamiento.
Se recogia una muestra de esputo y si no era posible
la obtencién de una muestra de esputo valida por la
incapacidad del paciente para expectorar, se obtenfa
una muestra de lavado orofaringeo (se le administra-
ba al paciente una ampolla de suero fisiologico estéril
para que realizase durante un minuto enjuagues para
conseguir muestras de la cavidad oral y gargaras para
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conseguir muestras faringeas). La criopreservacion se
realizaba mediante la extraccion de ADN, utilizando
un kit comercial (QIAamp DNA, Qiagen Inc, Valen-
cia, CA, EE.UU)) vy, posteriormente, las muestras se
almacenaban a -20°C hasta su procesamiento. Se rea-
lizaron controles de calidad, procesando las muestras
a ciegas y bajo codigo.

Se realiz6 el andlisis estadistico, utilizando el pa-
quete estadistico SPSS, version 18. Para la descripcion
de variables cualitativas, se emplearon las frecuencias
absolutas y relativas de cada categoria. Las variables
cuantitativas se expresaron como media y desviacion
tipica. Para realizar el analisis inferencial bivariante,
se utilizo la t de Student para datos independientes,
previo estudio de la homogeneidad de las varianzas,
mediante el test de Levene. Cuando la muestra no se-
gufa una distribuciéon normal, se utilizé la U de Mann-
Whitney. En el caso de las variables cualitativas, se
empled la prueba de la chi-cuadrado. El nivel de sig-
nificacion estadistica se fij6 en 0,05.

RESULTADOS

Se han incluido en el estudio un total de 101 su-
jetos, siendo hombres el 85,1% (86). Las caracteris-
ticas demograficas de los sujetos, asi como los datos
de funcién pulmonar y nimero de agudizaciones, se
recogen en la tabla 1. El 39,6% (40) de los sujetos
eran fumadores activos, mientras que el 60,4% restan-
te eran exfumadores. En la tabla 2 se expresan estos

datos, pero ya distribuidos en los distintos grupos en
que se dividi6 la muestra, dependiendo de si eran fu-
madores sin EPOC o con EPOC en sus distintos es-
tadios. No se observaron diferencias entre los grupos.

La presencia de Preumocystis jirovecii, detectada me-
diante PCR, fue positiva en el 42,6% de los sujetos,
distribuidos segin se muestra en la figura 1. No se
detectd asociacion estadistica (p = 0,913).

En la tabla 3 se muestra la funcién respiratoria de
los sujetos, en base a la presencia de Prenmuocystis jiro-
vecti. No hubo relacion estadisticamente significativa
entre la presencia de Preumocystis jirovecii y la funcion
pulmonar de los sujetos.

Medida con la escala de la mMRC, los pacientes
no colonizados con Preumocystis jirovecii presentaban
una disnea media de 1,15 (0,8) y los colonizados de
1,2 (1,11). Para analizar la disnea, se estratificé en 2
categorfas: mayor o igual a 2, segin la escala de la
mMRC y menor a 2. Utilizando para la comparacion
el test de chi-cuadrado no se obtuvo asociacion (p >
0,05).

Se analiz6 el nimero de agudizaciones que pre-
sent6 cada sujeto en los 12 meses previos a la in-
clusiéon en el estudio, objetivaindose una media de
agudizaciones de 0,39 (0,95) en los pacientes no co-
lonizados por Prenmocystis jirovecii y una media de 0,69
(1,08) agudizaciones en los pacientes colonizados.
Para valorar la relacion estadistica, se utilizo el test
U de Mann-Whitney, por no seguir una distribucién
normal, obteniendo una p = 0,055.

Media Desviacion tipica

Edad(afios) 68,7 11,39
Paquetes-afio 60 31,6
Indice de Chatlson 1,6 1,2

Disnea (mMRC) 1,2 0,96
Agudizaciones 0,5 1,02
IMC (kg/cm?) 29,2 5,06
FVC (ml) 3114,08 949,1
FVC (%) 97,85 22,35
FEV1 (ml) 1776,68 7813
FEV1 (%) 69,7 27,26
FEV1% 55,1 16,04

IMC: indice de masa corporal; FVC: capacidad vital forzada; FEV:: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FEV: %: relacion entre FEV: y FVC.
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Fumador Sano EPOC I EPOC II EPOC III EPOC IV
n 21,8% (22) 20,8% (21) 27,7% (28) 15,8% (16) 13,9% (14)
Edad (afios) 62,9 (11,9) 64,57 (13,2) 73,28 (7,7) 68,8 (7,6) 74,5 (11,8)
Hombtre 12 (11,8%) 17 (16,8%) 27 (26,7%) 16 (15,8%) 14 (13,8%)
Fumador 17 (16,8%) 7 (6,9%) 9 (8,9%) 6 (5,9%) 1.(1%)
Paquetes-afio 45,5 (25,5) 51,28 (25,7) 62,8 (27,3) 77,3 (32,15) 70,3 (43,2)
indice Charlson 1,36 (1,7) 1,38 (0,74) 1,8 (1,2) 1,9 (1,2) 1,8 (0,9)
Agudizaciones 0,27 (0,7) 0,5 (1,2) 0,4 (0,87) 0,75 (1) 0,8 (1,3)
Disnea (nMRC) 0,8 (0,9) 0,7 (0,5) 1,17 (0,54) 1,6 (1,02) 2,14 (1,29)
IMC(kg/cm?) 30 (3,9) 28,8 (4,4) 29,5 (5,23) 27,7 3,9) 28,8 (7,8)
IMC: indice de masa cotporal.

| Tabla3: Datos de funcion pulmonasen base aa presencia de Pacumocysti roscci._
PCR - PCR + p

FEVi (ml) 1723,9 (733,4) 1824,6 (847,1) 0,25
FEV1 (%) 69,9 (27,4) 69,34 (27,3) 0,951
FVC (ml) 3053,17 (879,6) 3196,25 (1040,51) 0,63
FVC (%) 99,1 (22,4) 96,1 (22,3) 0,51
FEV1% 54,6 (16,6) 55,67 (15,35) 0,718

FEV:: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: capacidad vital forzada; FEV: %: relacion entre FEViy FVC.
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Figura 1. Distribucién de la presencia de Pneumocystis jirovecii, segun grupos de estudio.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran la am-
plia presencia de Prenmocystis jirovecii en pacientes con
EPOC, sin que tenga relacién con el estadio de la en-
fermedad, en base a la funcién respiratoria.

En estudios previos, se habfa expuesto que la co-
lonizacion por Preunocystis jirovecii estaba asociada con
las patologias pulmonares y que podia jugar un papel
fundamental en la fisiopatologia y la progresion de
dichas enfermedades. Se ha estudiado la presencia de
Pnenmocystis jirovecii en diferentes enfermedades cro-
nicas pulmonares, como la EPOC, las enfermedades
pulmonares intersticiales, fibrosis quistica y el cancer
de pulmén'® y, més concretamente, se ha sefialado
que la colonizacién por Preumocystis jirovecii tiene un
papel fundamental en la EPOC y, sobre todo, en los
estadios mas graves, donde esta colonizacion esta in-
crementada’®, aunque previamente no se ha realizado
ningun estudio de cohortes que confirme esta hipote-
sis.

Se postula que el tabaco es el principal factor que
favorece la colonizacion por Preumocystis jirovecii y se
ha visto que en modelos animales de ratones inmu-
nocompetentes, sometidos al humo del tabaco y a la
infeccion por Preumocystis Murina, se presentan altera-
ciones similares al enfisema pulmonar. Ademas, se ha
demostrado que la exposicion al humo del cigarrillo
aumenta significativamente la carga de este organismo
en el pulmén'. Este es el motivo por el que en el pre-
sente estudio se incluyeron fumadores y exfumadores
inmunocompetentes, que se dividieron en diferentes
grupos, estando representados todos los estadios de
la EPOC vy sujetos sin enfermedad objetivable. Se ha
obtenido un porcentaje de colonizacién del 42%. En
estudios previos, como el trabajo de Ponce et al', se
encontré la presencia de Preumocystis jirovecii hasta en
un 64,9% de la poblacién. En este trabajo se estu-
diaba la presencia de Preumocystis jirovecii en muestras
histolégicas de pulmon, provenientes de las autopsias
de personas fallecidas por muerte violenta, sin sinto-
matologia respiratoria. En otros estudios, la tasa de
colonizacién observada rondaba un 20% de sujetos
sanos'®. Mortis et al’; objetivaron un porcentaje de
colonizacién del 36,7% en los pacientes con EPOC
estadio IV. HEstos porcentajes de colonizacion tan dis-
pares pueden deberse a la variacién de la exposicion
geografica, puesto que se sabe que esta influye en la
tasa de colonizacion pot Preumocystis jiroveci”.

Es de destacar en el presente estudio que, a pe-
sar del alto porcentaje de colonizacién encontrado
(42,3%), no se ha visto asociacién con los estadios
mas graves, ya que se ha obtenido un porcentaje de
colonizacién del 23,25% en los fumadores sanos y un
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13,9% en los estadios mas graves de la EPOC. En la
literatura previamente publicada, se habfa visto que
existfa una relacién entre la colonizacion por Preumo-
cystis jirovecii y los estadios mas graves de la enferme-
dad (30%)". Ademais, también se habia demostrado
que la colonizacion por Preunsocystis jirovecii empeora-
ba la funcién pulmonar. En un estudio realizado en
individuos VIH positivos, los que habfan sido infecta-
dos pot Puenmocystis jirovecii y, como consecuencia, se
habian visto expuestos a una neumonia, presentaban
una obstrucciéon al flujo aéreo mas intensa que los
pacientes VIH positivos, que no habifan presentado
neumonia pot Preumocystis jirovecii'®. Mottis et al'”, es-
tudiaron una cohorte de 1149 pacientes con infeccion
por VIH, seguidos durante una media de 3,7 afios y
objetivaron una pérdida anual media de FVC de 71,4
ml y de FEV1 de 39,4 ml tras un episodio de neumo-
nfa por Pneuntocystis jiroveciz.

En monos con infeccion por Simian immunodefi-

ciency virus, la colonizacion por Preunrocystis jirovecti pro-
duce un declive progresivo de la funcién pulmonar,
con obstruccion al flujo aéreo y en ratones expuestos
al humo del tabaco, que han sido colonizados por
Preumocystis jirovecii, se acelera el desarrollo de enfise-
ma®’.
Por el contrario, en nuestro estudio se ha obje-
tivado que, en pacientes no inmunodeprimidos, la
situacioén de colonizacion por Preumocystis jirovecii no
estd asociada con una funcién respiratoria mas depri-
mida en ningun estadio de EPOC. Este hecho tam-
bién podria ser debido al tamafio muestral, dificil de
determinar a priori, que podria estar condicionando
que diferencias reales en las vatiables analizadas no
adquirieran significacion estadistica.

Diferentes hallazgos recientes permiten plantear
la idea de que la colonizacion por Preumocystis jirovecii
podria formar parte de la hipotesis del circulo vicioso,
en la cual la colonizacion bacteriana perpettia una res-
puesta inflamatoria y de remodelaciéon pulmonar en
los sujetos con EPOC®. En modelos animales, se ha
demostrado que la proliferacién de Preumocystis jiro-
vecii se acompafia de cambios anatomicos y fisiologi-
cos. Se han descrito alteraciones en la permeabilidad
alveolo-capilat, seguidas por cambios degenerativos
en los neumocitos tipo 1, hipertrofia reparadora de
los neumocitos tipo 1l y dafio alveolar difuso, que
conducen a la fibrosis pulmonar. La colonizacién por
Preumocystis jirovecii induce respuestas inflamatorias
que llevan a cambios en la funcién pulmonar y en la
arquitectura pulmonar similares a los observados en
el enfisema®'. Estas alteraciones dependen de la capa-
cidad del Preunocystis jirovecii de inducir, en fases muy
tempranas de la infeccion, la activacion de los macro-
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fagos alveolares y la elevacion de las interleuquinas
proinflamatorias™.

Es de destacar también que, si bien no se alcan-
za la significacion estadistica, si tiende a la misma la
relacion entre la presencia de Preunsocystis jirovecii y las
agudizaciones sufridas en el afio anterior. Este dato
tiene mucha importancia, debido al crucial papel que
juegan las exacerbaciones en cuanto al empeoramien-
to funcional” y al aumento de la morbi-mortalidad en
pacientes con EPOC*. La relacion entre la presencia
del Preumocystis jirovecii y el nimero de reagudizacio-
nes que sufren los pacientes, podria explicarse por la
hipétesis de la perpetuacion de la respuesta inflama-
toria producida por la colonizacién con Preumocystis®.

Por tanto, y para concluir, los datos del presente
estudio muestran una elevada presencia de coloniza-
cién por Preumocystis jirovecii en pacientes con EPOC,
si bien no se encuentra relacion con la gravedad de la
enfermedad, en base a la funcién respiratoria.
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