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1. INTRODUCCIO

La malaltia pulmonar obstructiva cronica (MPOC) representa un problema sanitari
de primer ordre, donada la seva elevada prevalenga, ésser una causa creixent de
morbi-mortalitat arreu del moén i donada I'elevada despesa sanitaria que genera
(1,2), sobretot en relacié a les aguditzacions de la malaltia i a les hospitalitzacions

que en resulten.

Diversos estudis amb técniques invasives han demostrat que el 30-50% dels
pacients amb MPOC greu clinicament estables presenten bactéries potencialment
patogenes (BPP) a la seva via aéria. Aquests pacients presenten una major
inflamacié pulmonar i sistémica, la qual cosa es relaciona amb una major pérdua

de funcié pulmonar i amb aguditzacions més frequents i greus.

En l'actualitat perd, no és conegut per qué uns pacients amb MPOC sén més
susceptibles que d’altres a la colonitzacié bacteriana. Per contra, esta ben
establerta la importancia dels mecanismes de defensa innats del sistema
respiratori per mantenir la via aéria estéril. Recents estudis han demostrat la
importancia de diferents proteines de la via aéria per a la seva proteccié davant
d’agents externs entre els quals destaquen les mucines i els peéptids

antimicrobians (PAMs).

Per altra banda, el diagnostic de la preséncia bacteriana a la via aéria en aquests
pacients es realitza mitjangant el cultiu d’esput, que és un métode no invasiu
ampliament estés en la practica clinica diaria perd que presenta importants
limitacions. Es per aquest motiu que el present projecte es planteja la utilitat de
noves técniques no invasives: la Tomografia Computeritzada d’Alta Resolucié

(TACAR) i 'analisi de I'aire exhalat mitjangant el nas electronic (e-nose).
Els objectius principals d’aquesta tesi sén per una banda avaluar la relacié entre

la presencia de BPP a la via aéria de pacients amb MPOC i I'expressié de les

mucines secretores a la via aéria. Per altra alta banda, avaluar la utilitat de la
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TACAR i del nas electronic pel diagnostic no invasiu de la colonitzacié de la via

aéria d’aquests pacients.

La hipotesi de la tesi postula que les mucines (mecanismes de defensa pulmonar)
estan alterades en alguns pacients amb MPOC greu, fet que els fa més
susceptibles a ser colonitzats per BPP. | que els métodes diagnostics no invasius

com la TACAR o el nas electronic poden facilitar-ne el seu diagnostic.

Per a estudiar els objectius proposats, s’han dissenyat 3 estudis prospectius en el
quals s’han inclds pacients amb MPOC moderada-greu en fase d’estabilitat clinica
(> 8 setmanes sense aguditzacid) i sense altra patologia respiratoria concomitant.
En tots els pacients es va realitzar I'obtencid de mostra d’esput induit, una
fibrobroncoscopia amb rentada broncoalveolar (RBA) i es van recollir variables
demografiques i de funcionalisme pulmonar. Es va realitzar I'estudi microbioldgic
de les mostres respiratories. En el primer estudi es va realitzar determinaci6é de
les mucines, dels péptids antimicrobians i de les citocines inflamatories. En el
segon estudi, es realitzava I'adquisicié d’imatges pulmonars mitjangant la TACAR i
determinacid de signes radiologics d’infeccié. En el darrer estudi es van
determinar els compostos organics volatils (COVs) en l'aire exhalat mitjangant el

nas electronic.
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2. ANTECEDENTS DEL TEMA

21.LAMPOC

2.1.1. La MPOC: la seva importancia i el seu impacte sanitari.

La malaltia pulmonar obstructiva cronica (MPOC) consisteix en una limitacié
cronica al flux aeri només parcialment reversible i que esta associada amb una
resposta inflamatoria augmentada de la via aéria davant particules o gasos
nocius, principalment per I'exposicié al fum del tabac. Es tracta d’'una malaltia

cronica i progressiva que comporta una elevada morbimortalitat (1,3).

En l'actualitat és una malaltia infradiagnosticada que representa un problema
sanitari de primer ordre, donada la seva elevada prevalenca i ésser una causa
creixent de morbi-mortalitat arreu del mon. Actualment constitueix la quarta causa
de mort en els paisos del nostre entorn (figura 1) (1-3). Es preveu que la
prevalenga de la MPOC segueixi en augment i que sigui la tercera causa principal

de morbiditat i la sisena causa de mortalitat 'any 2020 (4,5).

A Espanya, diferents estudis poblacionals han detectat una elevada prevalenga de
la malaltia (figura 2). L'estudi IBERPOC és un estudi epidemioldgic multicéntric
realitzat en 7 regions diferents d’Espanya i en el qual es van seleccionar de forma
randomitzada un total de 4.035 individus (en un rang d’edat d’entre 40 i 69 anys)
d’entre una poblacié de 236.412 subjectes. Es va determinar una prevalencga del
4.8% (95% interval de confianga (IC): 4.1-5.4%) de la bronquitis cronica, definida
com la preséncia de tos cronica amb expectoracio, durant com a minim 3 mesos
per any durant els darrers 2 anys consecutius. Pel que fa a la limitacié cronica del
flux aeri es va observar una prevalenga del 10.6% (95% IC: 9.6-11.5%) (6,7). Un
altre estudi realitzat a Espanya per determinar la prevalenga de la MPOC és
l'estudi EPISCAN, que es va dur a terme en 3.802 individus en un rang d’edat
d’entre els 40 i 80 anys; es va observar una prevalenca total de la MPOC del
10.2% i es va posar de manifest que només el 27% dels individus amb MPOC

estaven préviament diagnosticats com a tals (8,9).
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A més a més, la MPOC suposa una elevada carrega econdmica com a
consequéncia de les despeses directes i indirectes relacionades amb la malaltia.
En particular les exacerbacions i hospitalitzacions d’aquests pacients sén el que
constitueix la despesa sanitaria directa més important (10-12). Cal destacar que
els pacients que consumeixen més recursos sanitaris son aquells que tenen una

marcada alteracio de la funcié pulmonar (és a dir, un FEV; inferior al 50%) (10).

Figura 1. Evolucié de les principals causes de mort en les darreres décades.
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Figura 2. Prevalenca estimada de la MPOC a Espanya: estudis IBEREPOC i
EPISCAN.
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Adaptat de Miravitlles M, et al. Prevalence of COPD in Spain (9).
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2.2. COLONITZACIO BACTERIANA EN LA MPOC

La via aéria distal és esteril en subjectes sans, pero s’ha evidenciat que entre el
30-50% dels pacients amb MPOC greu en fase d’estabilitat clinica presenten

bactéries potencialment patdbgenes (BPP) a la via aéria (13-15).

La preséncia de microorganismes a la mucosa bronquial sense provocar clinica
infecciosa, es coneix com a colonitzacié bronquial, que es diferencia de la infeccié
bronquial perqué en aquesta la preséncia microbiana condiciona l'aparicié de

simptomes clinics (13).

Aquesta preséncia de bactéries a la via aéria dels pacients amb MPOC, malgrat
no ocasiona manifestacions cliniques, s’ha evidenciat que causa una major
concentracié de cél-lules i citocines pro-inflamatories (14-20), fet que accelera la
pérdua de la funcié pulmonar (21) i s'associa amb una major frequéncia i gravetat
de les aguditzacions de la MPOC (22), que és un dels principals factors de mal
pronostic de la malaltia (23,24), i comporta una major resposta inflamatoria local

(figura 3).

En un estudi longitudinal d’'una gran cohort de 2.138 pacients amb MPOC es van
analitzar les aguditzacions d’aquests (21). Es va evidenciar que les aguditzacions
eren més freqlients i greus en aquells pacients amb MPOC més greu, i per altra
banda que hi havia una major susceptibilitat a les aguditzacions quan el pacient
havia presentat historia d’aguditzacions prévies en el darrer any. Els autors
plantejaven una possible associacio de la susceptibilitat a les aguditzacions amb
algun factor intrinsec i a una possible major inflamacioé de la via aéria en fase

estable d’aquests subgrup de pacients.
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Figura 3. Hipotesi del cercle-vicids infeccié-inflamacié en la MPOC.
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Adaptat de Sethi S, et al. Infection in the Pathogenesis and Course of COPD (22).

2.2.1. Colonitzacié bacteriana i inflamacié

Diferents estudis han descrit 'augment de la inflamacié a la via aéria de pacients
amb colonitzacié bacteriana (taula 1). Soler et al. (14) van estudiar el perfil
d’'inflamacié en els RBA de subjectes controls, fumadors i pacients amb MPOC en
fase d’estabilitat clinica (n= 8, 18 i 52 pacients, respectivament) i es van
determinar en RBA els nivells de interleucines (IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10), i del factor
de necrosi tumoral alfa (TNF-a). Van detectar que el FEV4 es correlacionava
inversament amb el percentatge de neutrdfils i amb les concentracions de IL-6 i
IL-8 en el RBA; l'index paquet-any, la IL-8 i el TNF-a es correlacionaren amb el
percentatge de neutrofils en el RBA, i que la preséncia de BPP s’associava de
manera significativa amb major percentatge de neutrdfils i major concentracié de
TNF-a en el RBA.

En un estudi per determinar la inflamacié bronquial en pacients amb bronquitis,
Riise GC. et al. (15) van incloure 43 pacients amb bronquitis cronica (23 sense

obstruccié al flux aeri i 19 amb obstruccid) i 13 controls sans. Es va realitzar RP
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per estudi microbiologic i RBA. En el grup de pacients amb bronquitis cronica es
va detectar major elevacié dels nivells de mieloperoxidasa (MPO), IL-8, acid
hialuronic i proteina catidnica dels eosinofils (eosinophil cationic protein, ECP),
respecte al grup de subjectes sans. En el grup dels individus amb bronquitis
cronica en el qual es va aillar Streptococcus pneumoniae els nivells de MPO, IL-8
i ECP eren els més alts comparativament amb la resta de grups. Bresser P. et al.
(16) van detectar mitjangant I'analisi de I'esput que la inflamacié local de la via
aéria era diferent entre el grup de pacients infectats per H.influenzae amb
bronquitis cronica sense obstruccié al flux aeri respecte aquells infectats i amb
obstruccié. La comparacié amb el grup de pacients MPOC no infectats suggeria
que la inflamacié de les vies respiratories és més pronunciada en pacients amb

MPOC cronicament infectats.

Per altra banda, Hill et al. (17) a l'estudiar 160 pacients amb MPOC en fase
d’estabilitat clinica (n=55 pacients amb MPOC i n= 62 pacients amb MPOC i
deficit d’alfa-1-antitripsina greu) van observar una correlacié entre la carrega
bacteriana de la via aéria i els nivells de mieloperoxidasa en I'esput (una mesura
indirecta de l'activacio i nombre dels neutrofils), els nivells de IL-8 i de leucotrié
B4, l'activitat de I'elastasa leucocitaria de I'esput (sputum leukocyte elastase
activity) i el filtrat d’albumina del sérum a 'esput. | van detectar que els marcadors
d’'inflamacié augmentaven progressivament amb l'augment de la carrega
bacteriana. Finalment Sethi S. et al. (18), en un estudi recent, van estudiar
mitjangant RBA a pacients ex-fumadors amb MPOC en fase estable (n=26), ex-
fumadors sense MPOC (n=20) i sans no fumadors (n=15) per determinar el nivell
d’'inflamacié bronquial i la colonitzacié bacteriana. Aquells subjectes amb MPOC
colonitzats van presentar majors nivells relatius i absoluts en RBA de neutrofils,
IL-8, active matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) i endotoxina, respecte els
subjectes no colonitzats amb MPOC i també quan es comparaven aquests

parametres inflamatoris amb el grup d’ex-fumadors i el de no fumadors.
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2.2.2. Colonitzacioé bacteriana i I'impacte en la malaltia

Addicionalment, esta descrit que la colonitzacié bacteriana produeix un efecte
negatiu en el curs de la MPOC. Wilkinson et al. (19) van estudiar la inflamacio i la
carrega bacteriana en pacients amb MPOC moderats-greus i la seva relacié amb
el descens de la funcié pulmonar durant 12 mesos de seguiment. Es van incloure
30 pacients i es va detectar que el descens de FEV4 es correlacionava amb una
major carrega bacteriana en l'esput i que fou major en els subjectes que
presentaven canvis en les bactéries que colonitzaven la via aéria respecte aquells
que només presentaven un tipus bacteria durant el seguiment. En un altre estudi
de Patel et al. (20) van estudiar en 29 pacients amb MPOC la relacié entre la
preséncia de bactéries a la via aéria d’aquests pacients en fase clinica estable i la
frequéncia i gravetat de les seves aguditzacions. Es va detectar que aquells
pacients amb colonitzacié bacteriana de la via aéria (concretament aquells amb
Haemophilus influenzae) presentaven més simptomes i una major freqiiéncia
d’exacerbacions durant el periode de seguiment, aixi com una elevaci6 de IL-8 en
'esput que es correlacionava directament amb la carrega bacteriana. Uns altres
autors (23) van estudiar la inflamacié i les exacerbacions en un total de 57
pacients amb MPOC moderat i greu. Es va determinar que els pacients amb 3 o
més exacerbacions per any presentaven major nivells de IL-6 i IL-8 en I'esput en

fase d’estabilitat clinica que aquells amb menor nimero d’exacerbacions.
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Taula 1. Estudis sobre colonitzaci6 i inflamacié bronquial en la MPOC.

Autor Any | Subjectes (n) Parametres Troballes Impacte
inflamatoris
Riise GC. | 1995 | Bronquitis En RBA: MPO, | -tMPO, IL-8, ac.
et al. cronica: IL-8,ac. hialuronic, | hialurdonic, ECP en
-sense proteina cationica | grup amb bronquitis
obstruccio al flux | eosinofilica. respecte els sans.
aeri (n=23) -1 MPO, IL-8 i ECP
-amb obstruccié | En RP: BPP. en subjectes
(n=19) bronquitis +
-controls sans S.pneumoniae
(n=13)
Soler N. | 1999 | Controls (n=8) | En RBA: IL-1b, | -Correlacio inversa
et al. Fumadors (n=12) | IL-6, IL-8, IL-10, | menor FEV;amb t
MPOC  (n=52) | TNF-q, neutrofils, IL-6, IL-8.
neutrofils(%) - BPP correlacié
amb 1%neutrofils i
1TNF-a
Bresser 2000 | Bronquitis En esput: MPO, -1 MPO, TNF-a,
P.etal. cronica estable TNF-alfa, plasma | plasma protein
+ infecci6 cronica | protein leakage, leakage en el grup
H. influenzae: IL-8, IgA secretora | amb obstruccio flux
- amb obstruccié | i lactoferrina aeri
flux aeri (n=10) -IL-8, IgA secretora i
-sense Cultiu d’esput: lactoferrina similars
obstruccio( n=10) | H. influenzae en 2 grups.
Hill A T.| 2000 | MPOC (n=55) MPO,IL-8, LTB4, -Correlacio directa a
et al. MPOC DA1AT activitat d’elastasa | major carrega
(n=62) leucocitaria bacteriana: 1 MPO,
Bronquiéctasis IL-8, LTB4 i activitat
(n=43) d’elastasa
leucocitaria.
Bohmik 2000 | MPOC moderat/ | En esput: IL-6, -11L-8, IL-6 (fase
A. et al. greu (n=57) IL-8. estable) en
Exacerbacions pacients 23
darrer any. exacerbacions/any.
Patel IS. | 2002 | MPOC (n=29) En esput: - 11L-8 relacié directa | -Major nombre
et al. citocines, amb carrega d’exacerbacions en
cultiu quantitatiu. bacteriana colonitzats.
Exacerbacions.
Wilkinson | 2003 | MPOC  (n=30) | En esput: IL-8, -Correlacio entre
TM. et al. carrega i tipus major descens
bacteria. FEV, amb major
carrega bacteriana
Sethi 8. | 2006 | MPOC (n=26) En RBA: |IL-1, | -MPOC colonitzats
et al. Ex-fumadors no- | TNF, IL-6, IL-8, IL- | tenien 1 neutrdfils,
MPOC (n=20) 10, IL-12, LTB4, | IL-8, MMP-9,
Sans (n=15) MMP-9, TIMP-1, | endotoxina
NE-A1AT

DA1AT: deficit d’alfa-1-antitripsina;
patogenes; TNF: Tumor necrosis factor; IL: interleucina; IgA: immunoglobulina A; LTB4: Leucotrie
B4; MMP-9: matrix metalloproteinase-9; TIMP-1: tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1; NE-
A1AT: neutrophil elastase/anti-neutrophil elastase complex; ECP: eosinophil cationic protein.

MPO: mieloperoxidasa;
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2.3. ELS MECANISMES DE DEFENSA PULMONAR | LA COLONITZACIO
BRONQUIAL

Es ben conegut que la defensa del pulmé davant dels agents externs inclou una
amplia varietat de mecanismes que tenen la finalitat d'eliminar de la via aéria
diferents particules inhalades i microorganismes, que son els mecanismes de
defensa pulmonar. Els mecanismes de proteccié de la via aéria, compostos per
les diferents estructures anatomiques, la tos i el sistema muco-ciliar, constitueixen
la primera barrera davant dels agents potencialment nocius. La immunitat, tant
innata com adaptativa, juga un paper esencial en el reconeixement i la lluita
contra els agents externs, principalment d'origen infeccids. Diferents factors
humorals i cel-lulars realitzen una funcié crucial per evitar la preséncia d'infeccions
respiratories, tant agudes com croniques. Entre aquests cal destacar algunes
proteines del moc: les mucines o els péptids antimicrobians, les proteines
transmembrana capaces de detectar diferents patrons moleculars: els Toll - like
receptors, les cél-lules amb capacitat fagocitica o citocida i les immunoglobulines
especifiques creades per mantenir una memoria immunologia. Tots aquests
actuen tant de manera individual com conjunta per mantenir el pulmé sa i estéril

(figura 4, taula 2).

Figura 4. Mecanismes de defensa innats del tracte respiratori.

Péptids
antimicrobians

Igh secretaora Mucines secretores

- Cills T——_ = =

— — —————___ Acleriment mucociliasr ———

Cel-lules epitelials Cél-lules basals Cél-lules calicifermes

Adaptat de Sethi S, et al. Infection in the Pathogenesis and Course of COPD (22).
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Taula 2. Factors humorals de I'immunitat innata.

Molecules amb activitat bactericida/ antiviral:

Mucines
Mucines secretades MUC5AC, MUC5B
MUC2, MUC8 i MUC19
Mucines associades MUC1, MUC4, MUC11, MUC13, MUC15, MUC20

a membrana

Péptids antimicrobians de la via aéria

o-defensines: HNP-1, HNP-2, HNP-3, HNP-4, HNP-5, HNP-6

Defensines B-defensines: hBD-1, hBD-2
6-defensines

Catelicidines hCAP-18, LL-37

Histatines

Lactoferrina
Lizosima
Complement
Muramidasa

Interferons

Molécules que faciliten el reconeixement i fagocitosi:

Col-lectines

Proteines de fase aguda
Factors del complement

Proteina d’unié de lipopolisacarids (LPS-BP)

Adaptat de Garcia-Bellmunt L, Sibila O. Mecanismos de defensa pulmonar (25).
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Malgrat que l'impacte de la colonitzacié bacteriana en la MPOC és de gran
importancia, actualment es desconeixen les causes per les quals alguns pacients

amb MPOC presenten colonitzacié per BPP a la seva via aeéria i d’altres no.

En la literatura cientifica hi ha pocs estudis en relacié als mecanismes pels quals
alguns pacients amb MPOC tenen major predisposicié a estar colonitzats que
d’altres. Monsé6 et al. (24) van estudiar els factors de risc per la colonitzacio
bacteriana en pacients amb bronquitis cronica en fase estable. En aquest estudi
es van incloure 41 pacients i mitjangat el cultiu de raspallat protegit (RP) es va
determinar la preséncia de BPP. Es va observar que el 22% dels pacients
presentaven BPP a la via aéria i que els factors que s’associaven amb la
colonitzacié eren el tabaquisme actiu i, en menor mesura, tenir una capacitat vital
forcada (FVC) baixa. En un altre estudi, Zalacain et al. (26) van incloure 88
pacients amb MPOC i es va determinar mitjancant el cultiu del RP la preséncia de
bactéries a la via aéria. Un 30,7% dels pacients presentaven cultius positius per

BPP, fet que s’associava amb el tabaquisme actiu.

Per altra banda, recents estudis han detectat I'alteracié d’algunes proteines que
formen part de sistema de defensa pulmonar, com sén les mucines i els péptids
antimicrobians en algunes patologies respiratories, principalment la fibrosi
quistica, 'asma i la MPOC (27,28). Tot i aixd, no hi ha estudis que valorin la
situacié d’aquests mecanismes de defensa en aquells pacients amb MPOC i BPP
a la via aéria i es desconeix en quina forma aquests mecanismes podrien estan
alterats en aquells pacients amb MPOC colonitzats. Aixi doncs, malgrat que s’han
descrit alguns factors relacionats amb la colonitzacié bacteriana en la MPOC i
estar ampliament descrits els sistemes de defensa pulmonar, en I'actualitat no es
coneixen els mecanismes directament implicats en la colonitzacié bacteriana en
els pacients amb MPOC. En aquesta tesi es planteja la possible implicacié
d’alguns dels mencionats mecanismes de defensa, i es postul.la que alguns
d’aquests factors estiguin alterats i predisposin a la colonitzacié de la via aéria
dels pacients amb MPOC.

39



2.3.1. Les mucines

Les mucines son glicoproteines que constitueixen el principal component del moc.
Les principals mucines que es secreten a la via aéria i que ajuden a conferir les
propietats viscoelastiques del moc s6n amb una major proporcié la MUCS5AC i la

MUCS5B, i en menor proporcié la mucina MUC2 (29, 30).

Previament s’ha estudiat la preséncia i alteracié de les mucines secretades en
algunes patologies respiratories, com és el cas de la fibrosi quistica, 'asma i la
MPOC. Henke et al. (31) van estudiar els nivells de MUC 5AC i MUC B en I'esput
de pacients amb fibrosi quistica (FQ) (n=15) i en subjectes control (n=11) i van
observar que els nivells relatius d'aquestes mucines secretades estaven més
baixos en I'esput dels subjectes amb fibrosi quistica. El mateix grup va estudiar el
nivell de mucines en la FQ en fase d’estabilitat clinica i d’aguditzacié en un grup
de 11 pacients amb FQ i en 12 subjectes sans detectant que els nivells de les
MUC 5AC i 5B estaven disminuits durant la fase d'estabilitat de la malaltia pero
s’incrementaven durant les exacerbacions pulmonars, sense arribar perd a

superar els nivells de la via aéria normal no inflamada (32).

Altres treballs en subjectes amb MPOC i asma han detectat alteracié dels nivells
de mucines en la via aéria, concretament majors nivells en esput de MUC 5AC i
MUC 5B, i en molt menor grau de MUC 2 (33-35). En un projecte dut a terme per
Kirham et al. es va detectar que en I'esput dels pacients amb MPOC i FQ hi havia
un augment en la quantitat relativa de MUC 5B en major grau que de MUC5AC; i
que el tipus de MUC 5B detectat en l'esput de subjectes sans era diferent
respecte el dels asmatics (35). En un altre estudi realitzat 'any 2008 es van
comparar pacients amb MPOC (n=15) i fumadors sense obstruccio al flux aeri
(n=17), i es va detectar que la MUC 5AC era la mucina predominant en els
pacients fumadors sense obstrucci6 mentre que MUC 5B era més abundant en
pacients amb MPOC i es correlacionava amb valors més baixos de FEV4 (33), tot
i que no van poder establir una relacié en aquestes troballes i la implicacié amb la
fisiopatologia de la malaltia. Per altra banda, uns altres autors van detectar que la
MUCSAC estava incrementada en les cél-lules de les glandules submucoses

bronquials dels pacients amb MPOC fumadors (n= 18), comparativament amb els
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pacients fumadors sense obstruccio al flux aeri (n= 16) i els no fumadors (n= 9)
(34). Aixi doncs es posa de manifest que I'expressié de les mucines secretores

no és igual en les diferents malalties respiratories croniques.

Finalment en una recent publicacié, en un model animal Roy et al. posen de
manifest que els ratolins modificats genéticament que no expressen mucina
MUCS5B presenten un major risc d’infeccio, tant de via aeria superior com inferior, i
mort per aquesta causa respecte els ratolins amb expressié correcta de mucina.
No es van detectar alteracions rellevants pel que fa a ratolins modificats que no
expressen MUC 5AC. Els autors d’aquest estudi conclouen que malgrat s’han de
dur a terme més estudis la MUC 5B sembla ser necessaria per la defensa de la

via aéria (36).

Taula 3. Alteracié del nivell de mucines secretores en diferents patologies

respiratories.

Autor any Subjectes (n) ‘ parametres inflamatoris

Fibrosi quistica (FQ)

Henke MO. | 2004 FQ (15) | MUCSAC i MUCS5B en les secrecions

etal controls (11) respiratories de FQ

Henke MO. | 2007 FQ (11) T MUCSAC i MUCS5B en exacerbacions

etal. controls (12) pulmonars de la FQ.

Asma i MPOC

Kirham S. | 2002 Controls (15) | 1 MUC 5AC i 1 MUC 5B en asmatics respecte

etal Asma (6) controls sans

Kirham S. | 2008 MPOC (15) | MUC 5AC i 1 MUC 5B en moc respecte

et al. Fumadors no | fumadors amb funcié pulmonar normal.
MPOC (17)

Caramori G. | 2009 Controls (10) | 1 célllules MUC 5AC + en glandules

etal Fumadors no | submucoses de MPOC respecte fumadors
MPOC (20) amb funcié pulmonar normal i no-fumadors.
MPOC (20) No diferencies en MUC 5B.
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2.3.2. Els péptids antimicrobians

Els péptids antimicrobians soén proteines catidoniques bioldgicament actives,
efectores del sistema immune innat del pulmd, necessaries per la proteccié de la
via aéria davant les bactéries i els virus (37, 38). SOn secretades pels macrofags i
les cél-lules epitelials. La seva secrecid ve estimulada per diferents productes
microbians (39) i la inflamacid6 sembla jugar un paper important en la seva
regulacid (40). Les principals families de PAM expressades en el tracte

respiratori son les defensines i les catelicidines.

A part de la seva funcidé antimicrobiana tenen altres funcions, com sén la regulacié
de la inflamacio, de la immunitat i la reparacié del dany (41). En relacié amb la
capacitat per modular el dany pulmonar el grup d’Anderson et al., van estudiar en
44 pacients trasplantats pulmonars (30 sense patologia i 14 amb bronquiolitis
obliterant [BO]). Van determinar els nivells de PAMs a la via aéria (catelicidines:
hCAP-18LL-37, a-defensines: human neutrophil peptides [HNP]1-3, b-defensines:
hBD-2, elafin, secretory leukoprotease inhibidor [SLPI] ) i van realitzar I'estudi
microbiologic del RBA. En aquells pacients trasplantats que presentaven la
sindrome de BO es va observar que tot i 'abséncia de patdgens en la via aéria,
presentaven una elevacié de catelicidina (hCAP) 18/LL-37 i de HNP 1-3 en RBA
(42). Aixi doncs es va posar de manifest que la resposta dels PAM podria
contribuir a generar un ambient pro-inflamatori, promoure el dany tissular i una
resposta reparadora excessiva que pogués induir la remodelacié caracteristica de

la sindrome de la BO.

Es coneix que el tabac pot influir en la secrecié dels PAMs a la via aéria, aixi en
un estudi realitzat per Herr et al. (43) es van recollir mostres de rentats faringis i
esputs de subjectes amb pneumonia adquirida a la comunitat i es va determinar el
nivell de la beta-defensina-2 (hBD-2). El fet de ser fumador actiu o ex-fumador es
va associar amb la deteccié de nivells significativament disminuits de hBD-2 en
les mostres respiratories dels pacients amb pneumonia. En el mateix estudi es va
valorar I'exposicié de I'epiteli de la via respiratoria al fum del tabac in vitro i es va
observar la inhibici6 de la induccié de hBD-2 per part de les bactéries. En

definitiva van detectar que el fum del tabac suprimeix la induccié de les defenses

42



antibacterianes a nivell epitelial. Els nivells de PAM a la via aéria semblen jugar un
paper important en la infeccid, no obstant aixd, no es coneix la seva implicacié
exacta en la colonitzacié de la via aéria en la MPOC. En un estudi realitzat amb
11 pacient amb MPOC, es van recollir mostres d’esput en fase estable, de
colonitzacié i d’aguditzacio, i es van analitzar diferents parametres: PAM, lisozima,
lactoferrina, IL-37 i secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI). Es va detectar
que l'adquisicié de soques d’Haemophilus influenzae i M. catarrhalis en pacients
amb MPOC estables (colonitzats) i aguditzats s’associa a canvis significatius en

els nivells de péptids antimicrobians en la via aéria (44).

Malgrat es coneix que lalteracié de la immunitat innata pot contribuir en la
colonitzacié bacteriana i la infeccié de la via aéria de pacient amb MPOC, hi ha
poca informacié sobre els nivells de mucines i péptids antimicrobians en aquests
pacients, i com els canvis en els nivells d’aquestes proteines poden influir en la
colonitzacié bacteriana. La hipotesi que es va plantejar en aquesta tesi va ser que
els pacients amb MPOC estable amb BPP presentaven nivells alterats, d’aquestes
proteines en la via aéria comparat amb aquells sense BPP i que aquest podia ser

un dels mecanismes implicats en la preséncia de bactéries a la via aéria.
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2.4. METODES DIAGNOSTICS EN LA COLONITZACIO BRONQUIAL EN LA
MPOC: UTILITAT DE LA TACAR | D'UN NAS ELECTRONIC

La colonitzacido bacteriana en la MPOC, ha estat ampliament descrit en la
literatura com a factor que influeix negativament en el curs clinic de la malaltia,
que augmenta la inflamacié local i la freqliiéncia i gravetat de les aguditzacions i
per tant augmenta la morbi-mortalitat d'aquests pacients (14-21,23).
L’antibioterapia administrada de forma intermitent o cronica s’ha descrit en estudis
previs que prevé les exacerbacions i hospitalitzacions, probablement per quée
assoleix el descens de la carrega bacteriana i la inflamacié de la via aéria de
pacients en fase d’estabilitat clinica. Aixi doncs la identificacié adequada d’aquells
pacients colonitzats mitjangant eines no invasives és de gran importancia ja que
podria generar una intervencié precog en aquell grup de pacients colonitzats, tot i
que son necessaris estudis que corroborin el benefici del tractament en aquest

perfil de pacients (45).

El métode de referéncia per establir la preséncia de colonitzacié bacteriana és el
cultiu de mostres endobronquials estérils (46,47), pero a la practica clinica diaria
s’utilitza un meétode diagnostic no invasiu, que és el cultiu de l'esput. Aquest
presenta importants limitacions com son: la dificultat per I'obtencié de la mostra, i
que aquesta sigui de qualitat (definit per la preséncia de <10 cél-lules epitelials i
>25 leucocits per camp), fet que es dona nomeés en un 40-70% (46,48). Per aquest
motiu es planteja que nous métodes diagnostics no invasius sén necessaris i
haurien de ser validats per poder optimitzar la deteccié d’aquests pacients amb

BPP i aixi poder-ne fer una intervencié precog.

2.4.1. La TAC d’alta resolucié

El TACAR és una exploraci6 complementaria d’eleccid per I'estudi de moltes
patologies del parénquima pulmonar, concretament és de gran utilitat en I'estudi
de malalties parenquimatoses difuses (intersticials, alveolars i de la petita via

aéria); genera una imatge bidimensional d’'una seccié axial tridimensional amb un
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gruix de tall de 1-2mm, que permet una major sensibilitat que la tomografia

computeritzada (TC) convencional en I'estudi de dites patologies (49,50).

La seva utilitat en les infeccions respiratories es centra en el camp de les
infeccions en pacients immunodeprimits (51) i en les infeccions viriques (52) (taula
4). Aixi en el camp de la infeccio, I'is del TACAR esta ampliament estés a la
practica clinica habitual, sobretot pel diagnostic de les infeccions oportunistes en
els hostes immunodeprimits. En estudis recents s’han valorat noves possibles
aplicacions del TACAR en el diagnostic preco¢ d’anomalies pulmonars en
pacients amb neutropénia (53) i la seva possible utilitat per diferenciar el sindrome
alo-immune respecte complicacions pulmonars en pacients amb trasplantament

de cel-lules hematopoetiques (54,54,55), entre d’altres.

L’altre grup d’infeccions respiratories per a les quals el TACAR és de gran utilitat
son les infeccions pulmonars viriques, tant en subjectes amb immunosupressio
com en immunocompetents. En aquest grup d’infeccions les troballes per TC
descrites més freqlientment han estat: la consolidacié, les opacitats en vidre
esmerilat, l'engruiximent septal interlobulillar, els noduls centrelobulillars,
'engruiximent de parets bronquials i l'atrapament aeri/ perfusié “en mosaic”
(56,57). Recentment hi ha hagut un creixent interés en I'estudi de les troballes per
TACAR de la infeccid virica, a arrel del pandémia del virus de la grip H1N1; en els
treballs publicats es van detectar uns patrons radioldgics més freqlientment
associats a dita infeccié perd malgrat aixd no es van poder definir unes troballes
radiologiques especifiques (58,59). Per altra banda, s’ha estudiat la potencial
aplicacié de la TACAR per diferenciar segons el patré radiologic la infeccidé per
citomegalovirus (CMV) respecte per Pneumocystis jirovecii (PJ), perd sense éxit
(60).
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Taula 4. Troballes en la TACAR en les infeccions pulmonars.

Troballes Infeccions Infeccions Infeccio Infeccions
TACAR viriques oportunistes: bronquial fungiques:
Pneumocystis HBPA

Noduls X XX X Centrilobulillars:
XX

Vidre esmerilat XX XX

Consolidacio XX XX X

Perihiliars,
camps mitjos/
inferiors

Tree in bud XX XX

Engruiximents X X XX X

de parets

bronquials

Atenuacio “en X X

mosaic”

Impactes XX XX

mucosos (d’alta

atenuacié)

Bronquiéctasis Centrals:

XX

La TACAR ha estat aplicada també en el camp de les malalties pulmonars
obstructives (taula 5). Uns autors van valorar el gruix de la paret bronquial
mitjangant la TACAR en subjectes amb MPOC i en subjectes amb asma,
detectant que en els asmatics es correlacionava un major gruix de la paret
bronquial i un menor diametre de la llum de la via aéria amb una major gravetat de

la malaltia pulmonar, mentre que no era aixi en subjectes amb MPOC (61).

En un altre estudi realitzat en 54 pacients amb MPOC, en el qual es va realizar
TACAR per determinar la preséncia de bronquiéctasi i valorar la seva correlacio
amb la historia prévia d’exacerbacions i la inflamacié. En 27 dels 54 pacients van
detectar la preséncia de bronquiéctasis i en aquest grup de pacients es van
detectar majors nivells de citocines inflamatories a la via aéria, major colonitzacio
bacteriana, majors nivells de IL-8 i IL-6 en esput i major temps de recuperaci6 en
les exacerbacions. Per altra banda no es van detectar diferéncies en les troballes

de la TACAR i la freqiiéncia de les exacerbacions (62).
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Arrel de la publicacié de les noves guies de maneig de la MPOC i la definicio dels
diferents perfils d’aquests pacients, diversos estudis han valorat la possible
aplicaci6 del TACAR en detectar trets radioldogics que poguessin ésser
caracteristics en cadascun dels grups de pacients amb MPOC. Aixi el grup de
Kitaguchi et al. van valorar les caracteristiques cliniques dels pacients amb MPOC
segons la classificacid en fenotips basada en les troballes radioldgiques. Van
incloure un total de 85 pacients amb MPOC en fase estable, que van clasificar en
3 fenotips: fenotip E, emfisema sol (n=30); fenotip M, combinacié d'emfisema i
engruiximent de la paret bronquial (n= 31) i fenotip A, escassa quantitat
d'emfisema amb i sense engruiximent de la paret bronquial (n=24). Van detectar
que en el fenotip A hi havia major prevalenca d’individus no fumadors i amb
clinica de sibilants, major index de massa corporal (IMC) i capacitat de difusio de
monoxid de carboni (DLCO) i major reversibilitat amb farmacs beta-agonistes. A
major grau d’emfisema van detectar una menor DLCO i menor relacié FEV1/FVC.
En els fenotips A i M I'engruiximent de la paret bronquial es correlacionava amb
una major resposta al tractament amb beta-agonistes de llarga durada (LABA) i
beta-agonistes de curta durada (SABA) i corticosteroides inhalats (Cl) aixi com
amb una major eosinofilia en esput. Per tant es van determinar diferents
caracteristiques cliniques segons la classificacio per TACAR i que podien tenir

implicacié pel que faria a la resposta de tractament d’aquests pacients (63).

En la mateixa direccio un altre grup va valorar la relacio entre el fenotip detectat
mitjangant la TACAR i la clinica, l'estat de salut, la freqiéncia de les
exacerbacions i la gravetat de la malaltia. Van incloure 156 pacients amb MPOC
en fase d'estabilitat clinica van realitzar TACAR i van recollir dades i qliestionaris
de salut, detectant que el percentatge d'emfisema per TACAR es correlacionava
amb menor FEV1 i major puntuacié de l'index BODE (Body-Mass Index, Airflow
Obstruction, Dyspnea, and Exercise Capacity); que el percentatge d'emfisema i el
gruix de la paret bronquial es correlacionen amb I'estat de salut i que el gruix de la
paret bronquial (i no Il'emfisema) s'associava amb una major freqiéncia
d'exacerbacions en els pacients que havien experimentat una exacerbacio durant

I'any previ (64).
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Finalment uns altres autors van estudiar I'is de la TACAR en la caracteritzaci6 en
fenotips de la MPOC, per fer-ho van proposar I'is del sistema de puntuacié de
Bhalla modificat. Van incloure un total de 80 pacients amb MPOC en fase
d’estabilitat clinica i van catalogar segons les troballes de la TACAR i la puntuacio
de Bhalla modificada 3 grups: només emfisema (E), només
bronquiéctasis/engruiximent de la paret bronquial i enfisema (E+B/PBT) +
bronquiéctasis/engruiximent paret bronquial (B/PBT). Van detectar diferéncies
estadisticament significatives quan comparaven el grup d’E i E+B/PBT respecte
B/PBT mostrant pitjors valors de les proves de funcié pulmonar, major proteina C

reactiva (PCR) i major numero d’exacerbacions (65).

Aixi doncs, tot i que esta ben establert que la TACAR és util en el diagnostic i
valoracid de certes infeccions pulmonars i que presenta una potencial aplicacié
per valorar els diferents fenotips de la MPOC, no es coneix la seva aplicaci6 en el
camp de la colonitzacié bronquial en els pacients amb MPOC. Per aquest motiu
en l'actual tesi es pretén investigar la utilitat del TACAR com a métode diagndstic
no invasiu de la colonitzacié bacteriana en la MPOC i valorar en un segon lloc
quins patrons radiologics s’associen més frequentment amb la preséncia de

colonitzacié bacteriana.
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Taula 5. Troballes en la TACAR en 'estudi dels pacients amb MPOC.

Autor Any | Subjectes de I’estudi Troballes
Kosciuch J. etal. | 2013 | Asma (n=10) Engruiximent de paret bronquial i
MPOC (n=12) disminucié llum via aéria
correlacié amb gravetat de 'asma
(no en MPOC)
Patel IS. et al. 2004 | MPOC estables (n=54): 1 nivells IL-8 i IL-6 en esput

-no bronquiéctasi (n=27)
-bronquiéctasi (n=27)

1 colonitzacioé de la via aéria
ttemps recuperaci6 de les
exacerbacions

Kitaguchi Y. et al.

2006

MPOC estables (n=85):
-fenotip E (n= 30)
-fenotip M (n=31)
-fenotip A (n=24)

-Fenotip A 1 prevalenca de no
fumadors, sibilancies, >IMC,
>DLCO, > reversibilitat a B-
agonistes.

-Grau d’emfisema s’associa a:
<DLCO, <FEV1/FVC.

-En fenotip A i M s’associa
I'engruiximent de la PB amb
>resposta al tractament BD i Cl,
teosinofilia en esput.

Han MK. et al.

2009

MPOC estables (n=156)

-% emfisema correlacionava amb
<FEV1 i >BODE

-% emfisema i gruix de PB es
correlacionen amb: estat de salut
-gruix de PB s'associa amb
>frequiéncia d'exacerbacions.

Tulek B. et al.

2013

MPOC estable (n=80):
-grup E (n=27)

-grup E+B/PBT (n=20)
-grup B/PBT (n=7)

Grup E i E+B/PBT respecte grup
B/PBT: <PFR, >PCR,> nombre
d’exacerbacions

IL: interleucina; IMC: index de massa corporal; DLCO: capacitat de difusi6 de CO; BD:
broncodilatador: ClI: corticosteroides inhalats; BODE: Body-Mass Index, Airflow Obstruction,
Dyspnea, and Exercise Capacity; PB: paret bronquial; E: emfisema, B/PBT:
bronquiectasis/engruiximent de la paret bronquial; PFR: proves funcionals respiratories; PCR:
proteina C reactiva.
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2.4.2. El nas electronic

El nas electronic (e-nose) és una tecnologia no invasiva emergent que detecta els
compostos organics volatils (COVs) en el gas exhalat. Concretament I'aparell
Cyranose 320 ® (Smithprotection, Pasadena, CA), és el primer nas electronic
realitzat amb 32 nano-sensors que experimenten canvis especifics en la seva
resisténcia eléctrica al ser exposats a les particules volatils de l'aire (figura 5).
Com a resultat aquests generen un patré de COVs o “empremta olfactoria”
caracteristic per a cada olor i que esta constituit per 32 punts diferents obtinguts
dels resultats que ofereix cada nano-sensor (figura 6). El sistema per la
recol-leccié6 de l'aire exhalat, consta de diferents parts: una valvula de Hans-
Rudolph amb un filtre inspiratori NBQ, capa¢ d’eliminar compostos quimics de
I'aire atmosferic, i un reservori expiratori de silice que permet secar l'aire i elimina
la humitat i finalment una bossa de Tedlar on es recull I'aire que posteriorment

sera exposat al nas electronic (figura 7) (66).

Figura 5. Nas electronic Cyranose 320.
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Figura 6. Patr6 de COVs.
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Patr6 de COVs o “smell print” obtingut a partir de la utilitzacié de Cyranose 320®,

en el que poden observar-se els 32 punts obtinguts, un per cada nano-sensor.

Figura 7. Dispositiu de recol-leccié de l'aire exhalat.

Filtre NBQ Filtre de silice Bossa Tedlar

Consta de diverses parts: un filtre NBQ (que elimina compostos
quimics de I'ambient), un filtre de silice (que elimina la humitat)

i la bossa de Tedlar on es recull I'aire exhalat després d’una inspiracio
i espiracio maximes.

El gas exhalat conté una barreja complexa de compostos organics volatils que es
deriven de diverses vies metaboliques i inflamatories en el pulmé (67-69). Aixi les

empremtes olfactories especifiques d’algunes malalties respiratories s’han utilitzat
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amb éxit per a la deteccié de cancer de pulmd, el mesotelioma pleural maligne,
'asma i la MPOC (66,70-74).

En cancer de pulmé, es va realitzar un estudi dels COVs en l'aire exhalat en 14
pacients amb cancer de pulmo broncogenic i 54 controls. Es va determinar que el
patr6 de COVs generat pel nas electronic permetia detectar els pacients amb
cancer de pulmé amb una sensibilitat del 71% i una especificitat del 91% (66). En
un treball realitzat per Dragonieri et al., es van comparar els patrons de COVs en
l'aire exhalat de 10 pacients amb cancer de pulmé de cél-lula no petita, 10
controls sans i 10 pacients amb MPOC, i van trobar diferencies entre els COVs
dels tres grups (70). En mesotelioma els mateixos autors van realitzar un treball
en el qual van comparar el patré de COVs detectat per e-nose en pacients amb
mesotelioma (n=13), subjectes amb exposicié a I'asbest sense mesotelioma
(n=13) i controls sans. Es va realitzar un analisi discriminant lineal basat en
I'analisi de components principals (PCA) i es van trobar diferéncies en els patrons
d’empremta olfactoria dels individus amb mesotelioma, respecte aquells amb
exposicid a I'asbest sense mesotelioma (amb una precisié del 80,8%, sensibilitat
del 92,3% i especificitat del 85,7%) i respecte aquells individus controls sans (amb
una precisio del 84,6%) (71).

Pel que fa a 'asma el mateix grup, van realitzar un estudi en el qual van comparar
20 pacients amb asma, dels quals 10 eren moderats i 10 greus, amb 20 subjectes
control. Es van trobar diferencies entre els COVs dels pacients asmatics moderats
respecte els greus, aixi com quan es comparava respecte els controls sans (72).
Utilitzant la mateixa metodologia del nas electronic, un altre estudi va comparar
l'aire exhalat de pacients asmatics (n=20) i de pacients amb MPOC (n=30),
subjectes controls fumadors (n=20) i no fumadors (n=20). No hi havia diferéncies
pel que fa a les caracteristiques biométriques i en el grup d’asma i MPOC hi havia
el mateix percentatge de pacients amb tractament amb corticoides inhalats, que
es van suspendre abans de la recollida de l'aire exhalat. Com a resultats es va
observar que hi havia diferéncies estadisticament significatives entre els COVs de

tots els grups (73).
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En un altre estudi realitzat en pacients amb MPOC, es van analitzar els patrons de
COVs determinats pel nas electronic en 'aire exhalat de 18 pacients amb MPOC i
10 controls sans. L’analisi amb el nas electronic de l'aire exhalat va permetre
reconeixer correctament a tots els pacients amb MPOC i a 8/10 controls, que
representa una sensibilitat del 100% i especificitat del 92% en el diagnodstic de la
malaltia. Els falsos positius (7%) es van donar en subjectes fumadors pel que els

autors recomanaven valorar el tabaquisme actiu com a factor confusor (74).

Per altra banda, altres estudis han demostrat que l'e-nose també és capag
d’identificar agents patdogens especifics de la via respiratoria superior de cultius in
vitro. Aixi en un estudi realitzat a partir de cultius in vitro, es van agafar mostres en
les quals s’havien aillat bacteris coneguts i mostres sense aillament bacteria, es
van vaporitzar i van ser exposades al nas electronic. El patré6 de COVs resultant
va permetre evidenciar que el nas electronic era capag de diferenciar entre les
mostres control i les mostres amb bacteris, i també que podia detectar diferéncies
entre diversos patdgens de la via aéria superior incloent Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza, i Pseudomonas aeruginosa
(75). Uns altres autors, mitjangant el nas electronic i un algoritme de
reconeixement de patrd, van comparar el gas exhalar a través del nas de pacients
amb sinusitis i de subjectes controls. L’analisi del gas exhalat exposat al nas
electronic va permetre predir correctament el diagnodstic de sinusitis en el 72% de
les mostres (76). En un altra estudi realitzat per Hanson et al. es van incloure
pacients d’una unitat de critics que estaven intubats i ventilats mecanicament, que
presentaven pneumonia associada al ventilador. Es va recollir I'aire exhalat a
través del port expiratori del ventilador i va ser analitzat mitjangant el nas
electronic. L'analisi de l'aire exhalat mitjangant el nas electronic va presentar bona

correlaciéo amb la puntuacio de I'escala de gravetat de la pneumonia (77).

Fins ara, pero, cap estudi ha explorat la possible utilitat del nas electronic per
identificar la colonitzacié de la via aéria de pacients amb MPOC clinicament
estables, perd es podria donar la situacié que aquells pacients amb BPP a la via
aéria presentessin un perfil de COVs diferent d’aquells aquells sense colonitzacié

bacteriana, hipotesi que s’ha plantejat en I'actual projecte de tesi.
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3. JUSTIFICACIO | OBJECTIUS DE LA TESI

3.1. JUSTIFICACIO GENERAL

Els pacients amb MPOC presenten una elevada morbi-mortalitat, sobretot aquells
amb un major grau d’obstruccié al flux aeri i consequentment generen una
important despesa de recursos sanitaris i econdmica associada a la malaltia. Es
coneix que un nombre no menyspreable de pacients en fase d’estabilitat clinica
presenten BPP a la seva via aéria i que aixd comporta una major inflamacié local,
que accelera la pérdua de funcié pulmonar i s'associa amb una major frequéncia i

gravetat de les aguditzacions de la MPOC.

Els mecanismes pels quals alguns pacients sén més susceptibles a presentar
BPP i d’'altres no, no son coneguts. Les mucines i els péptids antimicrobians,
constitueixen una part del sistema de defensa pulmonar i s’ha descrit préviament

que poden estar alterats en algunes patologies respiratories.

El métode diagnodstic “gold estandard” d’aquesta colonitzacié és I'obtencié de
mostres endobronquials mitjangcant endoscopia per I'analisi microbiologic, que és
una técnica invasiva i per tant no és util a la practica clinica habitual. L’alternativa
és el cultiu microbiologic de I'esput que malgrat esser més aplicable en I'activitat
clinica diaria presenta importants limitacions. Es postula que hi ha noves
técniques diagnostiques que podrien detectar dita colonitzacié i obrir noves
opcions que permetessin detectar la preséncia de BPP a la via aéria de manera

no invasiva, com és el cas de la TACAR o del nas electronic.
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3.2. JUSTIFICACIO | OBJECTIUS DE L’ESTUDI 1

La secrecié de mucines i PAMs a la via aéria esta alterada en alguns pacients

amb MPOC greu, fet que els fa més susceptibles a ser colonitzats per BPP.

3.2.1. Objectius primaris:
-Estudiar I'expressié de les mucines secretores: MUC 5AC, MUC 5B i MUC2 a la
via aéria de pacients amb MPOC en fase d'estabilitat clinica i valorar la seva

relacio amb la preséncia de BPP.

3.2.2. Objectius secundaris:

-Estudiar la relacié de la resposta inflamatoria pulmonar (IL-6) amb I'expressio de
les mucines secretores.

-Estudiar la relacio de la carrega bacteriana amb |’expressié de mucines.
-Estudiar la relaci6 entre el FEV1 i el nivell de mucines secretores.

-Estudiar I'expressié de PAM: alfa-1-defensina a la via aéria de pacients amb
MPOC en fase d'estabilitat clinica i estudiar la seva relacié amb la preséncia de
BPP.
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3.3. JUSTIFICACIO | OBJECTIUS DE L’ESTUDI 2

El TACAR és una exploracié complementaria d’'imatge habitual i de gran impacte
en la practica habitual a la Pneumologia, que s’utilitza de forma extensa en la
patologia intersticial difusa i que permet un estudi més detallat del parénquima
pulmonar i de la via aéria, perd no ha estat estudiada la seva potencial utilitat en

el diagnostic de la colonitzacié bronquial.

3.3.1. Objectius primaris:
- Estudiar la utilitat del TACAR en el diagnostic de la colonitzacié bronquial en

pacients amb MPOC en fase d'estabilitat clinica.

3.3.2. Objectius secundaris:
- Establir patrons radiologics més freqlientment associats a colonitzacié bronquial

en subjectes amb MPOC greu en fase d’estabilitat clinica.
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3.4. JUSTIFICACIO | OBJECTIUS DE L’ESTUDI 3

La preséncia de bactéries a la via aéria de pacients amb MPOC estables genera
inflamacié i major nombre d’aguditzacions. La deteccié de dites BPP és dificil

mitjangant les técniques no invasives actuals.

El nas electronic és un dispositiu amb nano-sensors capacos d’identificar
compostos volatils organics (COVs) en laire exhalat de forma no invasiva,

generant un patré de COVs mitjangant un software especific.

3.4.1. Objectius primaris:
- Estudiar la utilitat del nas electronic en el diagnostic de la colonitzacié bronquial

en pacients amb MPOC en fase d'estabilitat clinica.

3.4.2. Objectius secundaris:

-Estudiar la utilitat del nas electronic en diferenciar pacients amb MPOC
colonitzats i no colonitzats respecte controls sans.

-Estudiar la sensibilitat i especificitat del nas electronic en I'estudi d’individus amb

MPOC colonitzats, no colonitzats i controls sans.
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4. MATERIAL i METODES

4.1. MATERIAL | METODES DE L’ESTUDI 1

4.1.1. Disseny de I’estudi

Es tracta d’'un estudi prospectiu dissenyat per determinar els nivells de mucines i
PAMs a 'esput i al RBA de pacients amb MPOC amb i sense BPP a la via aéria.
L’estudi esta inclos en el Clinical Trials: ClinicalTrials. Gov identifier:
NCT01976130.

El protocol de I'estudi va ser aprovat pel Comite d’ética institucional de I'Hospital
de Sant Pau (IIBSP-ENO-2009-20) i tots els subjectes van signar el consentiment
informat.

La mida mostral va ser calculada en base a I'estudi de Kirham et al. (33), en el
qual es van detectar diferéncies estadisticament significatives en I'expressié de
mucines a la via aéria quan es va comparar grups de 15 pacients amb MPOC. Per
altra banda, préviament s’havia descrit que el 30-50% dels pacients amb MPOC
greu en fase d’estabilitat clinica presenten BPP a la via aéria (14,78). Per tant es
va estimar que amb la inclusié de 40-45 pacients amb MPOC greu, podriem trobar

15 pacients amb BPP a la via aéria.

En tots els pacients inclosos en I'estudi, a part de les dades demografiques i
funcionals, es va realitzar I'analisi sanguini i la recollida de I'esput induit previ a

I'estudi endoscopic.

4.1.2. Subjectes de I'estudi

Pacients amb MPOC moderat i greu (FEV1< 60%) diagnosticats d’acord a les
guies actuals de la Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD),
basat en la historia clinica i els criteris espirométrics (12), van ser inclosos en un

hospital universitari de tercer nivell a Barcelona.
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Els individus van ser exclosos si havien presentat infeccié del tracte respiratori,
exacerbacié de la MPOC o hospitalitzacié les 8 setmanes prévies a la inclusio,
aixi com si havien rebut antibiotics i/o corticosteroides sistemics en les darreres 8
setmanes. També van ser exclosos aquells pacients amb historia de
bronquiéctasis, malaltia terminal o que presentessin contraindicacido formal per

realitzar-se una broncoscopia.

4.1.3. Caracteritzacio clinica i funcional

Es van recollir les dades demografiques, les caracteristiques cliniques dels
individus, el numero d’exacerbacions presentades en el darrer any, el temps des
de la darrera exacerbacid, les comorbiditats rellevants i el tractament respiratori

que prenien els pacients.

Es va realitzar espirometria a tots els subjectes inclosos en I'estudi (Datospir-500,
Sibelmed SA, Barcelona) d’acord amb les guies de la Sociedad Espafiola de
Neumologia (SEPAR) (79), utilitzant els valors predits de la poblacié mediterrania
(80).

4.1.4. Avaluacié microbiologica

En tots els pacients amb MPOC es van obtenir les mostres mitjangant
broncoscopia i Us dun raspall protegit estérii (ConMed, New York, NY) i
posteriorment van ser processades utilitzant la metodologia convencional (81). En
resum, es va fer una dilucié seriada de les mostres en Phosphate Buffer Saline
(PBS) (01:10, 1: 100, 1: 1000). Totes les mostres microbioldgiques es van cultivar
en medis agar sang, xocolata, Wilkins-Chalgren i Sabouraud’s i es van avaluar
passades 72 hores. La carrega bacteriana es va considerar significativa quan hi
havia 210% unitats formadores de colonies (UFC)/ml (82). D’acord amb els
meétodes estandard es va identificar microorganismes especifics i es van
classificar com a BPP (Hemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis, bacils Gram negatius, Pseudomonas aeruginosa i
Staphylococcus aureus) o no-BPP (Streptococcus viridans, Candida spp,

Corynebacterium spp, and Staphylococcus epidermidis) (48).
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4.1.5. Esput induit

Mitjangant la técnica d’induccié de I'esput i seguint la metodologia estandard
descrita préviament, es van obtenir les mostres d’esput (83). A mode de resum,
I'esput va ser recol-lectat directament en un recipient estéril i va ser separat de la
saliva mitjangant inspecci6 visual. Els taps de moc es van pesar i diluir 4 vegades
el seu pes en una soluci6 de PBS. Posteriorment es va realizar disgregacio
mecanica mitjancant la introduccié de boles de vidre de 3mm (SIGMA, Steinheim,
Germany) del mateix pes que els taps de moc i es va agitar en un agitador
magnetic a 4°C durant 20 minuts. La suspensié resultant es va filtrar a través
d’'una malla de nylon de 50 ym PARTEC Celltrics 47 ul (Miltenyi Biotec; Bergisch
Gladbach, Germany) per eliminar els detritus sense eliminar el component
cel-lular. El comptatge cel-lular total es va determinar mitjangant una camera de
Neubauer i la viabilitat cel-lular es va valorar amb la tinci6 de Trypan Blue.

Posteriorment la mostra es va centrifugar a 2.000 rpm a 10°C i durant 5 minuts.

El sobrenedant lliure de cél-lules es va recollir, va ser suplementat amb Protease
inhibitor Complet EDTA-free (ROCHE; Indianapolis, USA) i va ser emmagatzemat
a una temperatura de -40°C fins el seu processament final. El pellet cel-lular es
va re-suspendre en una volum calculat de soluci6 PBS x1 per obtenir una

concentracié de 0,5 -1 x10° cél-lules/100pl.

4.1.6. Mostres endoscopiques

En tots els pacients es van obtenir mostres endoscopiques mitjangant
broncoscopia. Es va dur a terme un rentat broncoalveolar en el 16bul mig i un
raspallat protegit per estudi microbiologic, seguint la metodologia estandard

préviament descrita a les guies cliniques (84).

La mostra obtinguda mitjangant el rentat broncoalveolar va ser recollida en tubs i
immediatament dipositada en gel per la seva preservacié. Un terg del fluid recollit
es va transferir en tubs amb acid etilendiaminotetraacétic (EDTA), per al recompte
cel-lular diferencial. La resta de la mostra es va filtrar a través d’una malla de
nylon de 50 ym PARTEC Celltrics 47 ul (Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach,

Germany), centrifugada a 1750rpm durant 5 minuts i a una temperatura de —10°C,
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per tal de separar la porcid cel-llular del sobrenedant; aquest va ser

emmagatzemat a una temperatura de —40 °C fins al seu posterior processament.

4.1.7. Determinacié dels nivells de mucines, alfa-defensina i IL-6

La determinacié dels nivells de mucines es va realitzar mitjangant la técnica de
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) seguint les indicacions del kit
comercial de Uscn Life Science Inc (Wuhan, China) especific per MUC 2
(SEA705Hu), per MUC 5AC (SEA756Hu) i per MUC 5B (SEA684Hu) i els nivells
d’alfa-defensina mitjancant ELISA del kit comercial de BlueGene (Shangai, China)
E01D0149. Els nivells de IL-6 es van determinar mitjangant técnica d’ELISA amb
el kit comercial R & D Systems, Abingdon, UK.

El rang de deteccid6 de mucines dels ELISAs va ser de 1.56-100ng/ml per la
MUC2, 78-5000pg/ml per la MUCS5AC i 0.625-40ng/ml per la MUC5B. Els nivells
de PAMs, concretament d’alfa-defensina es van determinar en rang 100-

2500pg/mlila IL-6 en rang de = 8ng/mL.

4.1.8. Analisi estadistic

Es va realitzar analisi mitjancant test parameétrics o no parameétrics, segons les
variables presentessin distribuci6 normal o no normal, respectivament. Els
resultats es van expressar com a valors de mitja (SEM) o mitjana (rang), segons
les variables presentessin o no distribuci6 normal. Es va considerar

estadisticament significatiu quan el valor de p <0.05.
L’analisi es va realitzar utilitzant el programa SPSS versio 18 (SPSS Inc, Chicago.

1) i lanalisi grafic mitjangant el GraphPad Prism software (GraphPad Software,
San Diego, California, USA).
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4.2, MATERIAL | METODES DE L’ESTUDI 2

4.2.1. Disseny de I'estudi
Es tracta d’un estudi prospectiu dissenyat per determinar els patrons radiologics

en pacients amb MPOC amb i sense BPP a la via aéria.

El protocol de I'estudi va ser aprovat pel Comité d’ética institucional de I'Hospital
de Sant Pau (IIBSP-ENO-2009-20) i tots els subjectes van signar el consentiment

informat.

En tots els pacients inclosos en I'estudi, a part de les dades demografiques i
funcionals, es va realitzar i TACAR abans de I'estudi endoscopic, aquest realitzat
I'dltim procediment per evitar possibles troballes secundaries al procediment

endoscopic.

4.2.2. Subjectes de I'estudi
Es van incloure pacients amb MPOC moderat i greu (FEV1< 60%) diagnosticats
d’acord a les guies actuals de la GOLD, basat en la historia clinica i els criteris

espirométrics (85), en un hospital de tercer nivell a Barcelona.

Els individus van ser exclosos si havien presentat infeccié del tracte respiratori,
exacerbacié de la MPOC o hospitalitzacié les 8 setmanes prévies a la inclusio,
aixi com si havien rebut antibiotics i/o corticosteroides sistémics en les darreres 8
setmanes. També van ser exclosos aquells pacients amb historia de
bronquiéctasis, malaltia terminal o que presentessin contraindicacio formal per

realitzar-se una broncoscopia.

4.2.3. Caracteritzacio clinica i funcional
Es van recollir dades cliniques, demografiques i funcionals i es va realitzar la
caracteritzacié funcional respiratoria tal i com ha estat préviament descrit en

I'estudi 1.
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4.2.4. Avaluacié microbiologica
Es va procedir a I'avaluacié microbiologica d’aquells individus amb MPOC tal i

com descrit en I'estudi 1.

4.2.5. Mostres endoscopiques
En tots els pacients amb MPOC es van obtenir mostres endoscopiques mitjangant

broncoscopia, tal i com descrit en I'estudi 1.

4.2.6. L’adquisicié de la imatge radiologica
L’equip utilitzat va ser el Phillips Brillance TC 16C ® (Phillips Medical Systems, DA
Best, Paisos Baixos Charlotte, NC), que es tracta d’'un equip d’ultima generacio

que s'utilitza per realizar estudis per imatge en tomografia computeritzada.

El procediment per I'adquisici6 de les imatges es realitza amb els subjectes
realitzant una inspiracié maxima, obtenint les imatges amb el programa d’alta
resolucié i des dels vertexs pulmonars fins a les bases. L’estudi es complementa
amb 3 volums d’adquisicié dinamica expiratdoria a diferents nivells (camps
superiors, camps mitjos i camps inferiors). Finalment s’obtingueren

reconstruccions transversals en finestra de parénquima pulmonar i de mediasti.

4.2.7. Els patrons radiologics mitjangcant TACAR

Els patrons radiologics es defineixen com un seguit de troballes en les imatges
radiologiques adquirides mitjancant una mateixa técnica i que sén comuns en
diferents pacients i que poden associar-se a una o diverses entitats patologiques
concretes.

Els signes TCAR avaluats que s’associen a infeccié pulmonar sén: impactacions
bronquiolars o signe de l'arbre en gemmacié (“tree in bud”), impactacions
bronquials, engruiximent de parets bronquials, opacitats en vidre esmerilat,

ndduls, i condensacié o opacitats alveolars (86,87).
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També s’ha valorat la preséncia d’adenopaties mediastiniques, malaltia pleural
(pneumotorax, vessament pleural), pneumomediasti, i enfisema pulmonar

(centracinar, paraseptal o mixte).

4.2.8. Analisi estadistic

Es va realitzar analisi mitjangant test paramétrics o no parameétrics, segons les
variables presentessin distribuci® normal o no normal, respectivament. Els
resultats es van expressar com a valors de mitja (SEM) o mitjana (rang), segons
les variables presentessin o0 no distribuci6 normal. Es va considerar
estadisticament significatiu quan el valor de p <0.05. L’analisi es va realitzar

utilitzant el programa SPSS versié 18 (SPSS Inc, Chicago. I)

4.3. MATERIAL | METODES DE L’ESTUDI 3

4.3.1. Disseny de I’estudi

Es tracta d’'un estudi prospectiu en el qual es van incloure pacients amb MPOC
amb i sense colonitzacidé bacteriana de la via aéria i subjectes controls sans. El
mida mostral és similar a la d’estudis previs que utilitzant el mateix dispositiu i
metodologia que I'actual, van identificar diferéncies estadisticament significatives
entre els grups estudiats (70-72,84). Les dades estan registrades al
ClinicalTrials.Gov identifier: NCT01976117.

El protocol de 'estudi va ser aprovat pel Comité d’ética institucional de I'Hospital
de Sant Pau (IIBSP-ENO-2009-21) i tots els subjectes van signar el consentiment

informat.

4.3.2. Subjectes de I'estudi
Es van incloure pacients amb el diagnostic de MPOC, d’acord a les guies actuals
de la GOLD (88) i la preséncia de colonitzacié bacteriana de la via aéria segons el

resultat del raspallat protegit, tal i com s’ha descrit préviament a I'estudi 1.
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Els individus van ser exclosos si havien presentat infeccié del tracte respiratori,
exacerbacié de la MPOC o hospitalitzacié les 8 setmanes prévies a la inclusio,
aixi com si havien rebut antibiotics i/o corticosteroides sistemics en les darreres 8
setmanes. També van ser exclosos aquells pacients amb historia de
bronquiéctasis, malaltia terminal o que presentessin contraindicacio formal per

realitzar-se una broncoscopia.

4.3.3. Caracteritzacio clinica i funcional
Es van recollir dades demografiques i cliniques, aixi com estudi amb espirometria

en tots els subjectes de I'estudi, tal i com esta reflectit a I'estudi 1.

4.3.4. Avaluacié microbiologica
Es va procedir a I'avaluacié microbiologica d’aquells individus amb MPOC tal i

com s’ha descrit a I'estudi 1.

4.3.5. Mostres endoscopiques
En tots els pacients amb MPOC es van obtenir mostres endoscopiques mitjangant

broncoscopia, de la forma descrita a I'estudi 1.

4.3.6. Mesura dels COVs mitjancant el nas electronic
La mostra de l'aire exhalat es va obtenir abans del procediment endoscopic en els
pacients amb MPOC, i no estava permesa la ingesta, i la medicacié inhalada

durant les 12 hores prévies a I'estudi.

Per la determinacié dels COVs, el gas exhalat va ser recollit tal i com es descriu a
continuacié seguint el préviament ja descrit a la literatura (72,73). En resum, els
subjectes van respirar durant 3 minuts a través d’'una valvula Hans Rudolph amb
un filtre inspiratori NBQ i un reservori expiratori de silice que permet eliminar la
humitat de l'aire. Posterior a aquest temps els individus realitzaven una maniobra
d’inspiracié maxima i l'aire espirat es recollia a la bossa de Tedlar de 10 litres de
capacitat. Seguidament, s’introduia a la bossa de Tedlar el sensor extern del nas
electronic durant 5 minuts per exposar la mostra als 32 nano-sensors del nas

electronic Cyranose 320 ®. La variacié de la resisténcia en cada sensor exposat a
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la barreja de COVs generava un resultat, aixi els canvis en la resisténcia eléctrica
dels 32 sensors del nas electronic generaven un perfil d’empremta olfactoria
(patré de COVs) en cada individu (70-73).

4.3.7. Analisi dels patrons de COVs

Les dades de les empremtes olfactories dels pacients amb MPOC (colonitzats i no
colonitzats) i dels controls es van comparar utilitzant I'aplicacié de reconeixement
de patré6 creada en el software MATLAB (v.R2012a). Es van representar

mitjangant regressioé logistica en grafics mono- o bidimensionals (72,73).

Per analitzar les dades obtingudes mitjangant el nas electronic, es va realizar un
analisi per component principal (PCA) de 3 factors principals, que permetia la
simplificacié de les dades. Aquests factors PCA es van analitzar mitjangant el test
d’ANOVA univariant, seguit d'un test post-hoc. La classificacié resultant dels
pacients basada en aquests factors PCA, es va dur a terme utilitzant I'analisi
discriminant lineal, calculat com aquell que obté un major percentatge de pacients

correctament classificats.

La funcié discriminant s’entrenava mitjangant totes excepte una de les mostres
dels subjectes. A continuacié la resta de les mostres dels subjectes eren
analitzades i si 3 0 4 de les mostres es classificaven a la classe real, es
considerava el subjecte com “ben classificat”. Es repetia el procediment amb tots
els subjectes disponibles i aixi es generava el percentatge dels correctament

classificats. Aquest métode és conegut com “leave-one-out” (73).

Es va considerar estadisticament significatiu un valor de p menor a 0.05 per la
funcié discriminant entrenada. Es va generar una corba ROC (ROC, Receiver
Operating Characteristics) utilitzant els resultats de la funcié discriminant i
combinant totes les mostres d'un subjecte. L’area sota la corba (AUROC) es va

calcular utilitzant la regressié logistica multiple.
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5. RESULTATS







5. RESULTATS

5.1. RESULTATS DE L’ESTUDI 1

5.1.1. Caracteristiques dels subjectes

Es van incloure un total de 45 pacients amb MPOC, amb edat mitja (desviacio
estandard) de 67 (8) anys, i que presentaven una mitja de FEV1 del 41 (+10)%
del predit. En 14/45 (31%) dels individus les mostres endoscopiques van ser
positives per BPP, és a dir es van considerar que presentaven colonitzacié per
BPP.

Entre el grup dels subjectes colonitzats per BPP i el grup de no colonitzats no es
van detectar diferéncies significatives pel que fa a les caracteristiques
demografiques, ni funcionals. Tampoc es van observar diferéncies pel que fa al
percentatge de subjectes fumadors i ex-fumadors o en la dosi acumulada de
paquets any. No hi han haver diferencies en I'is dels diferents tractaments

inhaladors per la MPOC entre ambdods grups.

Per altra banda, en el grup d’'individus amb MPOC estable amb colonitzacié de la
via aéria per BPP, es va observar que hi havia un index més elevat d’haver
presentat dues o més exacerbacions en el darrer any (50% vs. 16%, p=0,02) i que
presentaven un periode de temps des de la darrera exacerbacié més curt (13 5
vs. 22 +1 setmanes, p=0,03). Totes les caracteristiques demografiques i

funcionals recollides estan representades a la taula 6.

5.1.2. Caracteristiques microbioldgiques

Catorze dels 45 subjectes van presentar estudi microbiologic de les mostres
endoscopiques positiu per BPP. En la taula 7 estan representats els
microorganismes i la carrega bacteriana aillats; observant-se que I'Haemophilus
influenza va ser el més prevalent, seguit de Streptococcus pneumoniae i

Moraxella catharralis.
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5.1.3. Nivells de mucines en esput i en RBA
Es van determinar els nivells de les mucines secretores MUC 2, MUC 5AC i
MUCB, en tots els subjectes inclosos i es van comparar els nivells entre el grup de

pacients amb BPP i els que no presentaven BPP a la via aéria.

En I'esput induit dels pacients amb MPOC els nivells mitjos (+ desviacio estandard
[DE]) detectats de la mucina secretora MUC 2 van ser els més elevats, essent de
52,4 (£ 32,8) ng/ml. Els nivells detectats de la MUC5B van ser de 12,2 (£ 14,9)
ng/ml i els nivells de la MUC5AC de 674,2 (x 179,1) pg/ml. A la mostra del RBA
els nivells de la MUC 2 van ser també els més elevats de 8,1 (x 4,4) ng/ml; els
nivells de la MUC5B van ser de 6,4 (+ 4,0) ng/ml i de la MUC 5AC de 80,3 (£ 11,2)

pg/mil.

Al comparar el grup de colonitzats vs. no colonitzats, es va observar que els
nivells de MUC2 van ser inferiors en aquells pacients amb colonitzacié bacteriana
tant en el RBA (6,36 £ 1,3 vs. 8,9 + 4,9 ng/ml, p=0,029) com en I'esput (34,76 +
28,08 vs. 59,9 + 30,77ng/ml, p=0,017). No es van detectar diferéncies
estadisticament significatives en els nivells de MUC 5B i 5AC ni en la RBA ni en

'esput (taula 8, figura 8).

5.1.4. Marcadors d’inflamaci¢ i alfa-1-defensina a la via aéria

Els nivells d’alfa-1-defensina detectats en les mostres d’esput van mostrar que els
subjectes amb colonitzacié presentaven nivells més alts d’alfa-1-defensina
respecte els no-colonitzats (1244,4 + 250,2 vs. 498,8 + 153,6 ng/ml, p=0,01). En la
RBA els nivells d’alfa-1-defensina també eren majors en els colonitzats (143,2 £
33,2 vs. 101,1 = 12,2 pg/ml, p=0,2), tot i que les diferencies no van ser

estadisticament significatives (taula 8, figura 9).
Pel que fa als marcadors d’inflamacid, els nivells de IL-6 determinats en I'esput

van resultar més elevats en el grup de subjectes colonitzats respecte els no-
colonitzats (1948,5 + 476,7 vs. 389,1 + 127,2 ng/mL, p<0,001) (taula 8, figura 10).
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5.1.5. Correlacioé entre els nivells de mucines i funcionalisme pulmonar i
inflamaci6 de la via aéria

Es va valorar mitjangant el coeficient de correlacié la relacié entre el nivell
d’'inflamacio i el nivell de mucines a la via aéria i es va observar una correlacio
inversa entre nivells de IL-6 i MUC 2 en l'esput (r= -0,40, p=0,01) (figura 11). No
es va detectar correlacié entre IL-6 i la resta de mucines, ni amb [l'alfa-1-
defensina. Tampoc es va detectar correlacid entre els nivells de mucines i la
carrega bacteriana o el tabaquisme. Per altra banda, es va detectar una correlacio
directa entre els nivells de MUC 2 i el FEV1 (r=0,355, p=0,04) (figura 12).
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Taula 6. Caracteristiques cliniques i demografiques dels pacients amb MPOC.

aguditzacio (setmanes)

Pacients MPOC Pacients MPOC Valor de
Colonitzats (n=14) no-colonitzats (n=31) p

Edat (anys) 68,71 (+ 10,87) 66,42 (£ 7,33) 0,07
Home/dona 11/3 26/5 0,6
IMC 25,17 (+ 5,03) 26,02 (+ 3,94) 0,34
Malaltia cardiaca cronica 3 (21,4%) 9 (29,0%) 0,5
Malaltia maligna prévia 2 (14,3%) 5(16,1%) 0,8
Malaltia renal cronica 0 2 (6,5%) 0,3
Diabetis Mellitus 4 (28,6%) 4 (12,9%) 0,2
Hipertensio arterial 8 (57,1%) 17 (54,8%) 0,8
IAccident vascular cerebral |1 (7,1%) 1(3,2%) 0,5
Depressio 2 (14,3%) 9 (29%) 0,2
Fumador/ ex-fumador 5/9 11/20 0,6
Paquets/any 59,44 (+ 24,81) 52,00 (£ 17,50) 0,3
FEV1 % 37,29 (+ 7,85) 43,13 (£ 10,77) 0,26
FEV, L 1,075 (£ 0,31) 1,30 (£ 0,44) 0,10
Leucocits 7653,64 (£ 1348,54) |7438,40 (£ 2245,16) 0,35
Neutrofils absoluts 4961,43 (+ 600,15) 4319,33 (+ 238,91) 0,16
Neutrofils percentatge 62,77 (+ 5,04) 60,72 (+ 7,49) 0,25
PCR (mg/L) 5,47 (£ 3,47) 8,63 (+ 114,68) 0,14
IAlbumina 40,10 (+ 4,14) 41,33 (+ 2,94) 0,28
Us de ClI 12 (85,7%) 30 (96,8%) 0,1

Us de LABA 14 (100%) 30 (96,8%) 0,4

Us de LAMA 12 (85,7%) 27 (87%) 0,8

Us de Roflumilast 1(7,1%) 2 (6,5%) 0,9

Exacerbacio prévia 8 (57,1%) 13 (41,9%) 0,5

Exacerbadors freqiients 7 (50%) 5(16,1%) 0,02
Temps de la darrera 12,75 (£ 4,7) 21,87 (£ 14,4) 0,03

Valors expressats en mitja (+/- desviacié estandard). IMC: index de massa corporal; FEV4: volum
expiratori el primer segon; Cl: corticoides inhalats; LABA: agonistes beta-adrenérgics de llarga
durada; LAMA: antagonistes muscarinics de llarga durada.

78




Taula 7. Bactéries potencialment patdgenes i carrega bacteriana aillades en RP

en ordre de freqiiencia.

BPP N=14 (%) |[210*ufc/mL | 210° ufc/mL | 210° ufc/mL
n (%) n (%) n (%)

Haemophilus 8 (57.1%) 4 (50%) 4 (50%)

influenza

S. pneumonia 2 (14.3%) 1 (50%) 1 (50%)

Moraxella catharralis | 2 (14.3%) 2 (100%)

Eschericia coli 1(7.1%) 1 (100%)

Neisseria meningitidis | 1 (7.1%) 1 (100%)

Taula 8. Nivells en RBA i en esput de les mucines secretores, I'alfa-1-defensina i

la IL-6 de la via aéria de subjectes amb MPOC.

Nivells mucines Pacients MPOC Pacients MPOC Valor de p
no colonitzats per BPP | colonitzats per BPP
MUC 2 en esput 59,9 (£30,77) ng/mL 34,76 (+28,08) ng/mL 0,017
MUC 2 en RBA 8,88 (+4,9) ng/mL 6,36 (+2,2) ng/mL 0,029
MUC 5B en esput 11,19 (£16,93) ng/mL 14,22 (£10,58) ng/mL 0,50
MUC 5B en RBA 4,24 (+3,06) ng/mL 8,87 (+10,89) ng/mL 0,17
MUC 5AC en esput 360,11 (£ 159,17) pg/mL | 304,39 (+214,47) pg/mL 0,42
MUC 5AC en RBA 80,34 (£13,00) pg/mL 80,31 (+4,32) pg/mL 0,99
Alfa-defensina en | 498,8 (+ 153,6) pg/mL 1244.,4 (+ 250,2) pg/mL 0,01
esput
Alfa-defensina en RBA | 101,1 (£ 12,2) pg/mL 143,2 (£ 33,2) pg/mL 0,20
IL-6 en esput 389,1 (x 127,2) ng/mL 1948,5 (+ 476,7) ng/mL 0,001

MUC: mucina; RBA: rentada broncoalveolar; IL: interleucina. Valors expressats en

desviacié estandard. El valor de p es considera significatiu si <0,05.
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Figura 8. Nivells de mucines secretores en I'esput i en el RBA de pacients amb

MPOC colonitzats i no colonitzats per BPP.
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Figura 9. Nivells d’alfa-1-defensina en I'esput de pacients amb MPOC.
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Figura 10. Nivells de IL-6 en I'esput dels subjectes amb MPOC.

IL-6 Sputum

3000+ *

f__k_\

20004 l

1000+
0 T [ ; I
> >
{\\"'Q (-\\1?‘
) O
0°\ .0°\
&

Valors expressats en mitjana i error estandard
de la mitjana. * Valor de p<0,05

81



Figura 11. Relacio entre els nivells de MUC2 i IL-6 en I'esput.
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5.2. RESULTATS DE L’ESTUDI 2

5.2.1. Caracteristiques dels subjectes

Es van incloure un total de 45 pacients amb MPOC moderat-greu, amb i sense
BPP a la via aéria (n=14 i n=31, respectivament). Totes les caracteristiques
demografiques i funcionals recollides dels subjectes inclosos en I'estudi estan
representades a la taula 9. Cal destacar que no es van observar diferéncies
entre els grups pel que fa a I'edat, el sexe, I'index de massa corporal (IMC) ni la
proporcié de fumadors. Tampoc es van detectar diferéncies estadisticament
significatives pel que fa a la obstruccio al flux aeri (classificacié de la GOLD) ni
al tractament inhalador. Destaca que en el grup de colonitzats hi havia un
percentatge més alt d’exacerbadors frequients que en el grup de no colonitzats i
que va ser estadisticament significatiu (n=7 (50%) vs. n=5 (16,13%),

respectivament, p=0,029).

5.2.2. Patrons radiologics mitjangant la TACAR

Les diferents troballes radiologiques estudiades no van mostrar un patré de
presentacio diferent en el grup de colonitzats respecte el grup de no colonitzats,
els resultats es mostren a la taula 10. Es a dir que la TACAR no detectava
diferéncies en els patrons radiologics estudiats entre els subjectes amb

colonitzacié respecte aquells sense colonitzacio.

Es van analitzar els patrons radiologics i la distribucié d’aquests en tots els
subjectes inclosos en I'estudi. Els patrons radiologics detectats en el grup de
pacients amb MPOC colonitzats per ordre de freqiiéncia foren 'emfisema que
es va trobar en la totalitat dels subjectes amb colonitzacidé (100%),
lengruiximent de les parets bronquials (92,9%), la preséncia de
limfadenopaties mediastiniques (42,9%), I'alteracié de I'espai aeri (35,7%), la
bronquiolitis cel-lular (21,4%) i no es va detectar vidre esmerilat en cap subjecte
(taula 11, figura 13).
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Taula 9. Caracteristiques cliniques i demografiques dels pacients amb MPOC.

aguditzacio (setmanes)

Pacients MPOC Pacients MPOC Valor

colonitzats (n=14) no-colonitzats (n=31) de p
Edat (anys) 68,71 (£ 10,86 ) 66,81 (+ 7,38) 0,5
Home/dona 11/3 26/5 0,7
IMC 25,17 (£ 5,03) 26,14 (£ 3,79) 0,5
Fumador/ ex-fumador 5/9 10/21 0,8
FEV, % 37,29 (+ 7,85) 42,68 (+ 10,38) 0,09
FEV; L 1,08 (£ 0,31) 1,25 (£ 0,37) 0,1
Paquets/any 59,44 (+ 24,80) 49,09 (£ 13,24) 0,1
Us de ClI 12 (85,71%) 30 (100%) 0,2
Us de LABA 14 (100%) 30 (96,8%) 0,5
Us de LAMA 12 (85,71%) 27 (87,09%) 0,9
Us de Roflumilast 1(7,14%) 2 (6,45%) 0,9
Leucocits /uL 7653,64 (£1348,53) | 7213,60 (+ 2281,90) 0,6
Neutrofils % 62,77 (£ 5,04) 60,70 (£ 7,51) 0,5
PCR mg/L 5,47 (£ 3,78) 7,94 (£ 14,41) 0,6
Exacerbadors 7 (50%) 5 (16,1%) 0,029
freqlents
Temps de la darrera 12,75 (£ 4,74) 21,87 (£ 14,38) 0,09

Valors expressats en mitja (+/- desviacio estandard). IMC: index de massa corporal; FEV1:
volum expiratori el primer segon; Cl: corticoides inhalats; LABA: agonistes beta-adreneérgics de

llarga durada; LAMA: antagonistes muscarinics de llarga durada.
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Taula 10. Troballes en la TACAR dels diferents signes radioldgics d’infeccio

pulmonar en pacients amb MPOC colonitzats i no colonitzats.

Signes TACAR Pacients MPOC Pacients MPOC no- | Valor de
colonitzats n= 14 colonitzats n=31 p
Emfisema: 14 (100%) 27 (81,7%) 0,16
centroacinar 10 (71,4%) 24 (77,4%) 0,67

paraseptal 4 (28,6%) 5 (16,1%) 0,33

bilateral 12 (85,7%) 22 (71%) 0,29

LLSS 5 (35,7%) 12 (38,7%) 0,85

LLI 0 0

LLIIi LLSS 8 (57,1) 12 (38,7%) 0,25

apical 0 0

paramediastinic 1(7,1%) 1(3,2%) 0,56

subpleural 1(7,1%) 0 (0%) 0,13
Engruiximent de les | 13 (92,9%) 27 (87,1%) 0,57
parets bronquials:

Difus 11 (78,6%) 26 (83,9%) 0,67
Bronquiolitis cel-lular | 3 (21,4%) 8 (25,8%) 0,75
(arbre en gemmacio):

bilateral 1(7,1%) 2 (6,5%) 0,93

patré multifocal 0 (0%) 3(9,7%) 0,23

patro difus 0 (0%) 0 (0%)

focal 2 (14,3%) 5(16,1%) 0,87
Vidre esmerilat: 0 (0%) 2 (6,5%) 0,34

bilateral 0 (0%) 1(3,9%) 0,49

patré multifocals 0 (0%) 1(3,9%) 0,49

patro difus 0 (0%) 0 (0%)

focal 0 (0%) 1(3,9%) 0,49
Alteracioé de I'espai aeri: | 5 (35,7%) 10 (32,3%) 0,82

bilateral 0 (0%) 0 (0%)

focal 2 (0%) 5(16,1%) 0,87

multifocal 0 (0%) 0 (0%)

parxejada 0 (0%) 0 (0%)

broncograma aeri 1(7,1%) 3(9,7%) 0,78

cavitacio 0 (0%) 0 (0%)

ateléctasis 5 (16,1%) 2 (14,3%) 0,87
Limfadenopaties 6 (42,9%) 7 (22,6%) 0,17
mediastiniques
Atrapament aeri: 0 (0%) 7 (22,6%) 0,05

bilateral 0 (0%) 5 (16,7%) 0,11

focal 0 (0%) 3(9,7%) 0,23

multifocal 0 (0%) 1(3,2%) 0,49
Alteracions pleurals 2 (14,3%) 1(3,2%) 0,17

LLII: I6buls inferiors; LLSS: lobuls superiors.
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Taula 11. Troballes radiologiques en els subjectes amb MPOC colonitzats per

ordre de frequiéncia:

Troballes TACAR n (%)
Emfisema 14 (100%)
Engruiximent de les parets bronquials 13 (92,9%)
Limfadenopaties mediastiniques 6 (42,9%)
Alteracio de I'espai aeri 5 (35,7%)
Bronquiolitis cel-lular (arbre en gemmacio): | 3 (21,4%)
Alteracions de la pleura 2 (14,3%)
Vidre esmerilat 0

Figura 13. Imatges de TACAR de les troballes radiologiques.

1) emfisema centracinar i paraseptal; 2) emfisema centracinar; 3) engruiximent de parets
bronquials 4) impactacions bronquiolars ("tree in bud") (fletxes).
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5.3. RESULTATS DE L’ESTUDI 3

5.3.1. Caracteristiques dels subjectes

Es van incloure un total de 37 pacients amb MPOC moderat-greu i 13 controls
sans. Els cultius dels RBP van resultar positius en 10 (un 27%) subjectes amb
MPOC (27%) i negatius en 27 (73%), considerant-se els primers colonitzats i

els segons no colonitzats per BPP.

Les principals caracteristiques dels participants en I'estudi, estan representades
a la taula 12. No es van observar diferéncies entre els grups pel que fa a I'edat,
el sexe, I'index de massa corporal (IMC). Entre el grup de subjectes amb
MPOC colonitzats i no-colonitzats no es van detectar diferéncies
estadisticament significatives pel que fa a la proporcid6 de fumadors, la
obstruccié al flux aeri (classificacié de la GOLD) ni al tractament inhalador perd
hi havia una tendéncia a presentar un menor valor de FEV1 (1,04 + 0,37 L vs.
1,27 £ 0,37 L, p= 0,07), menor temps des de la darrera aguditzacié (15,0 + 6,2
setmanes vs. 20,7 + 14,5 setmanes, p= 0,81) i un major percentatge de
subjectes d’aguditzadors frequents (30% vs. 15%, p = 0.6) en el grup de

pacients amb colonitzacio de la via aéria respecte els no-colonitzats.

5.3.2. Caracteristiques microbiologiques
Pel que fa a la microbiologia, els gérmens potencialment patdgens aillats en el
cultiu del RP van ser: H. influenzae en 5 pacients, M. Catarrhalis en 2 pacients i

S. pneumoniae, E. colii N. meningitidis en 1 pacient (taula 13).

87



Taula 12. Caracteristiques cliniques i demografiques dels pacients amb MPOC.

Pacients MPOC Pacients MPOC no- | Subjectes

colonitzats (n=10) | colonitzats (n=27) sans (n=13)
Edat (anys) 68,1 (x 10,9) 67,8 (£ 6,9) 62,8 (+ 5,2)
Home/dona 8/2 20/7 9/4
IMC 26,1 (x 4,0) 24,1 (£ 5,5) 26,9 (= 3,1)
Fumador / 4/6 9/18 5/5
ex-fumador
FEV: % 38 (£ 8) 42 (£ 8) 99 (+ 10)
FEV, L 1,04 (£ 0,37) 1,27 (£ 0,32) 2,67(x 0,54)
Paquets/any 43 (£ 8,3) 48,9 (£ 13,8) 16,5 (+ 15,3)
Us de CI 9 (90%) 27 (100%) NA
Us de LABA 10 (100%) 27 (100%) NA
Us de LAMA 9 (90%) 25 (92%) NA
Us de 1 (10%) 2 (7%) NA
Roflumilast
Exacerbacié prévia 4 (40%) 12 (44%) NA
Exacerbadors 3 (30%) 4 (15%) NA
freqlients
Temps de la darrera | 15,0 (+ 6,2) 20,7 (+ 14,5) NA
aguditzacio
(setmanes)

Valors expressats en mitja (xdesviacié estandard).IMC: index de massa corporal; FEV1: volum
expiratori el primer segon; Cl: corticoides inhalats; LABA: agonistes beta-adrenérgics de llarga

durada; LAMA: antagonistes muscarinics de llarga durada; NA: no aplicable.

Taula 13. Bactéries potencialment patdgenes aillades en el cultiu del RP.

Bacteéries potencialment patogenes | N= 10 (%)
Haemophilus influenza 5 (50%)
Moraxella catharralis 2 (20%)
S. pneumonia 1(10%)
Eschericia coli 1(10%)
Neisseria meningitides 1(10%)
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5.3.3. Analisi de les empremtes olfactories
L’analisi realitzat de les empremtes olfactories permet una distincié visual dels
patrons generats de I'aire exhalat dels pacients colonitzats respecte els dels no

colonitzats, tal i com es mostra a la figura 14.

L’analisi discriminant lineal realitzat va mostrar una correcta capacitat per
classificar els MPOC en colonitzats i no colonitzats determinat per una cross-
validated accuracy (CVA) del 89% (p < 0.001). La corba AUROC resultant va
ser 0.92, amb una sensibilitat del 82% i una especificitat del 96% (taula 14,
figura 15). Aixi mateix també permetia una discriminacié visual de les
empremtes olfactories quan es comparava el grup de MPOC colonitzats versus
controls sans i els MPOC no colonitzats versus els controls sans (figura 16). En
la primera comparacié d’empremtes entre grups la CVA era del 88% (p
<0.004), AUROC del 0,98 i presentava una sensibilitat del 80% i especificitat
del 93%. En la segona comparaci6 d’empremtes dels grups de subjectes
mencionats hi havia una CVA del 83% (p <0.001), AUROC del 0,93, sensibilitat
del 81% i especificitat del 86% (taula 14).

Finalment I'estudi mitjangant I'e-nose i les empremtes olfactories permetia
discriminar entre el grup de MPOC (sense diferenciar entre colonitzats i no
colonitzats) respecte els subjectes sans amb una CVA del 79% (p < 0.0001),
AUROC del 0.89, una sensibilitat del 83% i especificitat del 76%.
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Figura 14. Grafic bidimensional de les empremtes olfactories mitjancant analisi

per component principal de pacients amb MPOC colonitzats i no-colonitzats.
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Figura 15. Area sota la corba (AUROC) del model predictiu del nas electronic

sobre la preséncia de colonitzacié bacteriana de la via aéria dels pacients amb

MPOC.
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Figura 16. Grafic bidimensional de les empremtes olfactories mitjangant analisi
per component principal de pacients amb MPOC colonitzats i controls sans (A),

i de pacients amb MPOC no-colonitzats i controls sans (B).
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Taula 14. Analisi ROC (Receiver operating characteristics analysis) de les

empremtes olfactories entre els pacients MPOC colonitzats i no-colonitzats, i

controls sans.

Pacients amb MPOC

colonitzats vs. no

Pacients amb MPOC

colonitzats vs.

Pacients amb
MPOC no-

colonitzats controls sans colonitzats vs.
controls sans
Cross-validated 89% 88% 83%
accuracy
Sensibilitat 0,82 0,80 0,81
Especificitat 0,96 0,93 0,86
AUROC 0,922 0,986 0,937
Valor predictiu 0,87 0,89 0,92
positiu
Valor predictiu 0,92 0,87 0,72

negatiu

AUROC: area under the receiver operating characteristic, MPOC: malaltia pulmonar obstructiva

cronica.
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6. DISCUSSIO







6. DISCUSSIO

En la MPOC greu la colonitzacié bacteriana juga un paper important en el curs
de la malaltia. En lactualitat els mecanismes pels quals alguns pacients
presenten colonitzacié i d’altres no, no és conegut, i per altra banda els
sistemes actuals per poder diagnosticar la preséncia de BPP tenen importants

limitacions.

En aquesta tesi hi ha tres treballs diferenciats que valoren per una banda els
possibles mecanismes involucrats en la colonitzacié bacteriana de la via aéria
dels subjectes amb MPOC i per altra nous possibles métodes per al diagnostic

de la preséncia d’aquestes BPP.

6.1. DISCUSSIO DE L’ESTUDI 1

Les mucines tenen la tasca de conferir les correctes caracteristiques del moc
pel consequlent correcte funcionament del sistema muco-ciliar. S6n una barrera
i participen del sistema de defensa de la via aéria (29). Els pacients amb
MPOC, sobretot amb bronquitis cronica, tenen una major produccié de moc que
ha estat associada a una major caiguda de la funcié pulmonar i a un major risc
exacerbacions (89,90). S’ha parlat de la possible implicacié de la hipersecrecié
mucosa en la fisiopatologia i I'evolucié natural de la MPOC, malgrat aixd hi ha
poques dades sobre les caracteristiques i la composicié del moc en aquests
pacients (91).

En aquesta tesi es va avaluar el contingut de les mucines secretores tant en
'esput com en la RBA i es va observar que la MUC 2 presentava els nivells
més alts de les mucines secretores estudiades, seguit de la MUC 5 i finalment
la MUC 5AC. Pel que fa als valors obtinguts en la RBA i en I'esput induit cal
destacar que es respectava l'ordre de representacido de les mucines a la via
aeria, essent la MUC 2 la més elevada. També es va observar que els valors

més baixos de MUC 2 en esput es correlacionaven amb un FEV1 més baix, tot
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i que no es van detectar diferéncies en el FEV1 entre els grups de colonitzats i

no colonitzats.

Malgrat que en estudis previs en individus amb MPOC es van detectar com a
majoritaries les mucines secretores a la via aéria la MUC 5AC i MUC 5B
(35,92), tots els treballs préviament publicats coincideixen en que els nivells de
mucines secretores de la via aéria estan alterats en la MPOC i es relacionen
amb la funcié pulmonar. ElI grup de Kirham et al. van descriure que els
subjectes amb MPOC presentaven una composicié de les principals mucines
en I'esput diferent respecte els individus fumadors sense obstruccié al flux aeri
(majors nivells de MUC 5B i MUC 5AC, respectivament). | en aquest estudi es
van correlacionar els nivells elevats de MUC 5B en esput amb un menor FEV
(33). Un altre estudi va detectar que I'expressié de la mucina secretora MUC
5AC estava augmentada en les glandules bronquials submucoses els subjectes
amb MPOC moderat en fase d’estabilitat clinica i es va trobar una correlacio
inversa entre I'expressié de la MUC 5AC a la superficie de I'epiteli bronquial i el
FEV, (34). Finalment un treball de Chillapagary et al., mostra que els individus
amb MPOC moderada-greu presentaven nivells més alts de mucines MUC 5AC

i MUC 5B en I'esput quan es comparava amb controls sans (93).

Es conegut que la colonitzacié bacteriana de la via aéria té un paper significatiu
en la l'evolucié i historia natural de la MPOC (22). La preséncia de BPP a la via
aéria de forma cronica té com a consequeéncia un augment de la inflamacié de
la via aeria i s’ha postulat que aquest fet altera els sistemes de defensa
pulmonar (17,18,94), essent el grup de pacients amb infeccié bronquial cronica
els que presenten major nombre d’exacerbacions, més events negatius i un
major declinar de la funcié pulmonar (19,20). Malgrat el fet de tenir o no BPP a
la via aéria és cabdal en I'evolucié de la MPOC, el motiu pel qual alguns

pacients es colonitzen i d’altres no, no esta aclarit.

Les mucines s’han definit com a potencials agents microbians naturals (95).
Aixi en el tracte gastrointestinal hi ha estudis on es parla de la funcio
antibacteriana de les mucines sobre I'Helicobacter pylori (96) i del paper

indispensable de la MUC5B en els mecanismes de defensa en relacié amb la
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infeccio del tracte respiratori evidenciat en un model experimental muri (36). En
la fibrosi pulmonar idiopatica un polimorfisme de MUC5B s’ha associat una
major carrega bacteriana i major risc de mort (97) i en les bronquiéctasis no —
fibrosi quistica un treball ha mostrat nivells més alts de MUC 2 en l'esput

aquells individus amb colonitzacié bacteriana (98).

En l'actual tesi s’ha evidenciat que I'expressié disminuida de la mucina 2 a la
via aéria s’associa a la colonitzacido bacteriana bronquial. Una explicacié
d’aquesta associacio podria ser que la diferent composicié de les mucines a la
via aéria alterés la viscositat del moc, fent que aquest no dugués a terme la
seva funcidé de barrera per evitar 'adhesio de les bactéries a 'epiteli respiratori
i, per altra banda, que hi hagués una alteracié del correcte aclariment d’aquest
moc juntament amb les particules nocives que afavoris la permanéncia de les
bactéries a la via aéria. Una altra explicacio, seria que la MUC 2 podria jugar un
paper en la patogenesi de la colonitzacioé bronquial i que la seva disminucio en
individus amb MPOC els predisposés a la colonitzacié per BPP, tot i que en

base al present estudi no es pot establir una relacié de causalitat.

Els factors que regulen I'expressio i secrecidé de les mucines a la via aéria no
sén del tot coneguts, i podrien ser una de les claus per poder entendre
aquestes alteracions i associacions entre mucines, MPOC i colonitzaci6. Alguns
estudis previs han evidenciat que hi ha certs components bacterians aixi com
citocines inflamatories que regulen la secrecié de les mucines a la via aéria
(99,100). EI grup de Fujisawa et al. (101), van evidenciar mitjangant cultius de
cél-lules epitelials bronquials humanes que l'expressido de les mucines era
estimulada per les citocines inflamatories, de manera dosi i temps dependent.
Van demostrar que en preséncia de citocines inflamatories s’augmentava
I'expressio de les mucines secretores perd que la persisténcia o la intensitat

elevada de I'estimul inflamatori inhibia la induccié de mucines.

En aquesta tesi es va evidenciar una relacié inversa entre els nivells de IL-6 a
la via aéria i els nivells de mucina 2, posant de manifest que la produccié de
mucines es pot veure alterada en certes condicions de major intensitat i durada

de I'estimul inflamatori a la via aéria, en concordanga amb el descrit en I'estudi
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de Fujisawa et al. En la tesi es van valorar altres factors que poguessin influir
en la secreci6 de mucines, com son la carrega bacteriana a la via aéria i el

tabaquisme actiu, pero no es van detectar diferéncies.

Pel que fa a l'alfa-1-defensina es van detectar en I'esput valors més elevats en
els subjectes amb colonitzacié bacteriana respecte els no colonitzats. En la
literatura ja s’havia detectat que en certes condicions la secreci6 de PAMs
estava alterada, en un estudi es va observar que les beta-defensines estaven
disminuides en individus fumadors o ex-fumadors amb pneumonia (43). Malgrat
aixd en altres estudis s’ha evidenciat un comportament diferent entre els
distints tipus de PAMs, s’ha observat que la seva secrecio es pot veure alterada
en diferents patologies respiratories i en context d’'inflamacié i per altra banda

per si mateixos podrien contribuir com a mediadors inflamatoris (44).

En el nostre estudi es va detectar que aquells subjectes amb colonitzacio
tenien un ratio més elevat d’exacerbacions en el darrer any, quan es
comparava amb els subjectes sense colonitzacié de la via aéria i que resultava
estadisticament significatiu. De les troballes realitzades arrel de I'actual tesi,
aquells individus susceptibles d’exacerbacions freqlients, serien aquells amb

colonitzacié, un menor nivell de mucines i una major inflamacioé de la via aéria.

La proporcié de pacients colonitzats detectada en aquesta tesi (un 31%) es
correlaciona amb el que ha estat préviament publicat en la literatura cientifica
on es descriu que des del 30-50% dels pacients amb MPOC estable presenten
BPP a la via aéria (78,102,103). Pel que fa als gérmens aillats coincideix amb el
descrit amb anterioritat i la majoria de bactéries eren patdgens adquirits a la

comunitat (14).

Un factor limitant del nostre estudi és que no es va realitzar la quantificacié de
les mucines en la via aéria de subjectes sans, pel que no s’ha pogut valorar
comparativament la MUC 2 en subjectes amb i sense patologia respiratoria. Per
alta banda no s’ha realitzat un seguiment en els nivells de mucines i I'evolucié
clinica que han presentat els pacients a posteriori. Aix0 planteja potencials

projectes futurs on es podria realitzar un seguiment al llarg del temps dels
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pacients mitjancant determinacions seriades de les mucines secretores en
'esput, per valorar els canvis en els nivells d’aquestes glicoproteines i I'evolucié

clinica, valorant concomitantment la inflamacio i la colonitzacié de la via aéria.

Per altra banda, el present projecte de tesi té com a valor afegit que avalua una
mucina secretora no estudiada en els treballs previs: la MUC2, que inclou
pacients unicament en fase d’estabilitat clinica i que analitza la correlacié entre
els nivells d’aquestes mucines amb la preséncia de colonitzacié bronquial, fet

que no ha estat estudiat amb anterioritat.

En conclusid, en aquest primer estudi es van avaluar els nivells de les mucines
en la via aéria. Es va observar que, en concordanga amb el préviament descrit,
hi ha una alteracié en la composicié de les mucines secretores en el moc del
subjectes amb MPOC i que hi podria haver una associacié d’aquesta alteracio
amb el grau d’obstruccié al flux aeri. La mucina amb major representacié a la
via aeria dels pacients amb MPOC fou la MUC 2. Es va observar que la
preséncia de nivells disminuits de la mucina secretora MUC 2 s’associava a la
presencia de colonitzacié bacteriana i a majors nivells d’inflamacié bronquial.
Pel que fa a la resta de mucines secretores (MUC 5B, MUC 5AC) no es van
detectar diferéncies en els seus nivells en relacié a la preséncia de colonitzacié
bacteriana. Aquesta diferéncia detectada en la MUC 2 suggereix que aquesta
podria jugar un paper en la patogénesi de la colonitzacié bacteriana en els
pacients amb MPOC greu.
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6.2. DISCUSSIO DE L’ESTUDI 2

En el curs de la MPOC la preséncia de BPP s’ha associat a una major
inflamacié de la via aéria aixi com la preséncia d'un major nombre
d’exacerbacions i un major declinar de la funcié pulmonar al llarg del temps (17-
20,22,104). Aixi doncs en la practica clinica habitual és de gran rellevancia
poder evidenciar la preséncia d’aquestes bacteries per poder detectar de forma
preco¢ aquells individus amb major risc de presentar una pitjor evolucié. La
técnica que suposa el “gold estandard” pel diagnostic de la infeccidé o
colonitzacié bronquial és 'estudi de mostres obtingudes mitjan¢ant endoscopia
ja que recullen material directament de la via aéria distal, perd es tracta d’'una
prova invasiva i de dificil realitzacié a tot el volum de pacients valorats a les
consultes pneumologiques (47,81,103). Aixi doncs a la practica clinica habitual
la prova més utilitzada és el cultiu d’esput que presenta importants limitacions.
En un gran percentatge d'ocasions la mostra no és valida per I'analisi ja que
esta contaminada per bactéries comensals de la via aéria superior, en un altre
nombre elevat de casos els pacients no sén capagos d’expectorar
adequadament i finalment el processament de la mostra precisa d’'un temps
relativament prolongat per obtenir-ne el resultat (46,48). Per tots aquests motius
es fa palesa la necessitat de nous sistemes per a I'aproximacié en un

diagnostic acurat de colonitzacio bacteriana de forma no invasiva.

Una de les principals eines en l'estudi de les patologies respiratories és el
TACAR que esta ampliament estés en la practica clinica habitual. Estudis
previs han evidenciat la seva eficacia en la valoracié de diverses patologies
infeccioses respiratories. Perd no és conegut si hi ha canvis morfologics en la
via aéria o en el parénquima pulmonar en els pacients amb MPOC en fase
d’estabilitat clinica que es puguin relacionar amb la presencia de bactéries a la
via aéria (colonitzacié bronquial). Pel que fa a la colonitzacidé bacteriana i les

troballes radiologiques en el TC hi ha poca informaci6 a la literatura cientifica.

En un estudi realitzat en 54 pacients amb MPOC es va valorar la correlacié
entre les troballes radiologiques en la TACAR relacionades amb les

bronquiéctasis i la frequéncia i gravetat de les exacerbacions, el grau
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d’'inflamacié i la preséncia de colonitzacié bacteriana. Van detectar que els
pacients amb bronquiéctasis presentaven un nivell superior d'inflamacié de la
via aéria, que les bronquiéctasis en lobuls inferiors s'associaven amb major
colonitzacié bronquial, majors nivells de IL-8 en l'esput i major temps pel
recuperacié dels simptomes de les exacerbacions, perd no es van detectar
diferéncies en la TACAR pel que fa a la freqiiéncia de les exacerbacions (62).
Altres estudis han valorat que certes troballes del TC es correlacionaven amb
determinades situacions cliniques: la grau de 'emfisema s’associava amb el
BODE, el test de la marxa dels 6 minuts (TM6’) i el IMC, i amb el nivell de
dispnea, mentre que el gruix de la paret bronquial s’associava amb la
freqliencia de les exacerbacions prévies i amb la preséncia de sibilants i tos
(64,105), perd en cap d’aquests es valorava la preséncia de colonitzacio

bronquial.

En el present projecte de tesi no es van detectar caracteristiques radiologiques
diferencials entre els subjectes amb MPOC i colonitzacié bronquial, respecte
els no colonitzats. En el grup de colonitzats es va detectar un nombre major de
subjectes exacerbadors freqlents respecte el grup de no colonitzats. Tot i
aquesta diferéncia clinica, amb la TACAR no es van poder detectar diferéncies
radiologiques entre els dos grups de subjectes. En un estudi previ de Han et al.,
el gruix de les parets bronquials es correlacionava amb la freqiéncia
d’exacerbacions, perd en el present estudi no hi ha diferéncies morfologiques

en el TACAR pel que fa al gruix de la paret bronquial en la colonitzaci6.

El present projecte de tesi t¢é com a punts forts que la preséncia de colonitzacié
bronquial esta determinada mitjangant el gold estandard, és a dir 'obtencio de
mostres endobronquials per I'estudi microbiologic. Aixi I'actual és un estudi
pioner en la valoracio6 de la capacitat de la TACAR per identificar la colonitzacio
bronquial en individus en fase d’estabilitat clinica, en els qual I'evidéncia de
gérmens ha estat detectada mitjangant el RP obtingut per broncoscopia. En
altres estudis s'utilitzen técniques amb majors limitacions per determinar la
presencia de colonitzacio i que podrien tenir com a efecte la infraestimacié dels
subjectes amb MPOC que tenen BPP a la via aéria. La principal limitacio, és

que es tracta d’'un estudi amb una mida mostral reduida (n=45), malgrat aixo
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altres estudis previs que han evidenciat diferéncies entre els grups estudiats

tenien un mida mostral similar (62).

En resum, el TACAR no va detectar patrons radiologics que permetessin
diferenciar aquells pacients amb colonitzacié bronquial dels que no
presentaven BPP a la via aéria. Com a possible explicacié trobem que la
TACAR valora canvis estructurals/ morfologics a la via aéria perd en els
subjectes estudiats la colonitzacié bronquial probablement no genera els canvis
a la via aéria necessaris per poder ser detectats per la TACAR. Per aquest
motiu es fa palesa la necessitat d’altres técniques pel diagnostic no invasiu de

la colonitzacié bronquial.
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6.3. DISCUSSIO DE L’ESTUDI 3

La necessitat de nous meétodes pel diagnostic preco¢ de la colonitzacio
bacteriana és de primordial importancia, com ja s’ha descrit amb anterioritat en
aquesta tesi. En aquesta tesi s’ha evidenciat que el nas electronic és un
sistema que permet la diferenciacié entre la preséncia/abséncia de BPP a la via

aeria dels MPOC i que és una técnica de senzilla aplicacio i baix cost.

Alguns estudis han avaluat la capacitat del nas electronic per detectar la
preseéncia de microorganismes causants d’infeccions del tracte respiratori, en
tots aquests es posa de manifest la capacitat discriminatoria del nas electronic
pel que fa a la preséncia d’infeccid. Aixi en un estudi que va analitzar els
patrons de COVS de cultius in vitro de mostres de la via aéria superior, es va
posar de manifest que el nas electronic era capa¢ de diferenciar entre les
mostres control i les mostres amb bacteris, i també que podia detectar
diferéncies entre diversos patdgens (75). Un altre estudi en la via aéria superior
va evidenciar que el nas electronic identificava adequadament, a partir dels
patrons de COVs, un 72% dels pacients diagnosticats de sinusitis respecte els
que no ho estaven (76). Finalment Hanson et al. van estudiar a pacients amb
pneumonia associada al ventilador i mitjangant I'analisi de I'aire exhalat, el nas
electronic va ser capag¢ de discriminar aquells subjectes que presentaven
pneumonia dels que no (77). En tots aquests estudis es demostra la capacitat
del nas electronic per detectar infeccié en el tracte respiratori, perd cap estudi
previ ha valorat el nas electronic per detectar colonitzacié bacteriana en
pacients amb MPOC estables clinicament. En aquesta tesi s’ha mostrat,
seguint la linia del que ha estat descrit amb anterioritat, que el nas electronic
era capag de diferenciar també els patrons de COVs dels subjectes amb MPOC
amb colonitzacidé bacteriana respecte aquells sense colonitzaci6 amb una
precisié del 89%. Aquest fet permet detectar un estadi precog de la preséncia
de BPP a la via aéria i per tant es presenta com una eina diagnostica de gran

valor i no invasiva.

Per altra banda en aquest projecte de tesi el nas electronic ha mostrat capacitat

per detectar diferéncies en l'aire exhalat dels subjectes amb MPOC respecte
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els individus sans. Aix0 esta en concordanga amb el que s’ha publicat amb
anterioritat a la literatura cientifica; aixi en un treball realitzat per Dragonieri S.
et al. 'e-nose permetia diferenciar els subjectes asmatics dels sans (72), en un
altre projecte d’uns altres autors permetia diferenciar els pacients asmatics, els
que presentaven MPOC, els subjectes controls fumadors i els subjectes

controls no fumadors, els uns respecte els altres (73).

Les fortaleses de I'estudi sén que s’ha confirmat que una técnica no invasiva i
de facil aplicacié pot ajudar en la deteccié de colonitzacié bacteriana de la via
aéria, que s’ha realitzat comparativament amb el “gold estandard” pel
diagnostic d’infeccio (el RP) (81,103). Per altra banda realitzant aquest estudi,
permet confirmar que el nas electronic podria ser facilment aplicable en I'ambit
de la Pneumologia donada la facilitat d’as, poder usar en I'espai d’'una consulta

i a peu del pacient i pels resultats rapids que es poden obtenir.

Les limitacions, que es tracta d’'una mostra reduida de pacients, que no es
coneix exactament el que genera els diferents COVs que analitza el nas
electronic i que la interpretacié dels resultats passa per un sistema d’analisi de
dades d’elevada complexitat i pel qual s’ha de fer un entrenament previ del nas
electronic amb les mostres abans de dur a terme el cribratge. Per altra banda,
el motiu pel qual hi ha diferéncies en la composicié dels COVs de l'aire exhalat
en la infecci6 no es coneix amb exactitud, podria tractar-se de diferents
productes secretats per les bactéries de la via aéria o fins i tot la inflamacio
secundaria a aquestes el que generés una empremta olfactoria diferent.
Aquesta darrera explicacid podria ser aplicable també a la capacitat
discriminatoria de I'e-nose entre malaltia i individus sans, tot i que aquesta

informacid podria ser d’utilitat no era motiu d’estudi en aquesta tesi.

En definitiva, en aquest estudi es va valorar la capacitat del nas electronic per
determinar la preséncia de BPP la via aéria i la principal troballa va ser que el
nas electronic era capag de diferenciar els subjectes amb MPOC amb i sense

colonitzacié bacteriana.
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Aixi dels nous meétodes diagnodstics avaluats es va observar que la TACAR no
permet diferenciar pacients amb i sense colonitzacié pero el nas electronic si.
El per que la TACAR no permet diferenciar individus amb colonitzacio, podria
explicar-se perque la TACAR només detecta canvis morfoldgics i aquests
probablement no apareixen quan només hi ha preséncia de BPP a la via aéria,
sind que requereixen d’un major impacte de I'accio bacteriana. Per altra banda
el nas electronic en la mateixa situacié si identifica aquesta preséncia
bacteriana, mitjancant I'analisi dels COVs de l'aire exhalat. Aquest fet que es
podria explicar perqué el nas electronic detectés canvis més precocos, és a dir
canvis funcionals que encara no es poguessin detectar mitjancat I'estudi

d’imatge.
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7. CONCLUSIONS

7.1. CONCLUSIONS DE L’ESTUDI 1

En aquest projecte de tesi s’ha posat de manifest que la mucina secretora més
prevalent a la via aéria dels subjectes amb MPOC greu és la MUC 2. S’ha
observat que els nivells disminuits d’aquesta MUC 2 a la avia aéria es
relacionen amb la colonitzacié bacteriana bronquial i amb uns valors més
elevats d’inflamacié, determinats per IL-6. S’ha identificat que a nivells més
baixos de MUC 2 hi ha una major gravetat de I'obstruccié al flux aeri (menor
FEV1).

Aix0 posa de manifest que el descens de la mucina 2 podria influir en la
colonitzacié bacteriana i que aquest descens pot estar condicionat per la

inflamacié de la via aéria.

7.2. CONCLUSIONS DE L’ESTUDI 2

El TACAR no detecta troballes radioldgiques que permetin diferenciar els
subjectes amb colonitzacié bacteriana d’aquells que no en tenen. Aquest fet
podria venir explicat perqué no hi ha canvis estructurals a la via aéria que es
puguin detectar mitjangant TACAR. Aixi aquesta no seria una bona técnica no

invasiva pel diagnostic de la colonitzacié bronquial.

7.3. CONCLUSIONS DE L’ESTUDI 3

El patr6 de COVs generat pel nas electronic permet diferenciar els pacients
amb MPOC que tenen colonitzacidé bacteriana de la via aéria i també permet
diferenciar els pacients amb MPOC colonitzats i no colonitzats respecte els

controls sans.

S’ha observat que l'e-nose té una elevada sensibilitat i especificitat per
identificar els malalts amb MPOC amb/sense colonitzaci6 i els individus lliures
de malaltia, motiu pel qual podria ser una eina de gran impacte en la deteccié

de subjectes colonitzats.
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discriminant analysis on principal component reduction, resulting in cross-validated accuracy
values. Area Under Receiver Operating Characteristics (AUROC) was calculated using multiple lo-

gistic regression.

Results: Demographic, functional and clinical characteristics were similar in colonized and non-
colonized COPD patients but their VOC breath-prints were different (accuracy 8%%, AUROC 0.92,
p = 0.0001). Likewise, VOCs breath-prints from colonized (accuracy 88%, AUROC 0.98,
p < 0.0001) and non-colonized COPD patients (accuracy 83%, AUROCO0.93, p < 0.0001) were also

different from controls.

Conclusions: An electronic nose can identify the presence of airway bacterial colonization in
clinically stable patients with COPD.
@ 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

In about 20-50% of patients with clinically stable Chronic
Obstructive Pulmonary Disease (COPD), potentially patho-
genic microorganisms (PPM) can be isolated from their
airway secretions [1,2]. This bacterial colonization is asso-
ciated with enhanced airway inflammation [2,4] and more
frequent and severe episodes of exacerbation [5], both of
which can impact the clinical course of the disease nega-
tively and increase mortality [6,7]. A proper identification
of these patients may, therefore, be clinically relevant [g].

Sputum culture has well-known limitations to identify the
presence of bacterial airway colonization in COPD [4,9]. The
gold standard for the diagnosis of distal airway infections is
the quantitative culture of protected specimen brush (PSB)
[9,10], but its invasiveness limits its use in routine clinical
practice. The electronic nose (e-nose) is an emerging non-
invasive technology that detects volatile organic com-
pounds (VOCs) in the exhaled gas [11]. It uses an array of
sensors that react with different VOCs and generate a spe-
cific "breath-print” for each individual. The exhaled gas
containsa complexmixof VOCs that are derived from various
metabolic and inflammatory pathways in the lung [11,12].
Specific breath-prints of some respiratory diseases have
been successfully used for diagnostic screening of lung can-
cer, malignant pleural mesothelioma, asthma and chronic
obstructive pulmonary disease [13—16]. In addition, other
studies have demonstrated that the e-nose is also able to
identify specific upper respiratory bacterial pathogens from
in vitro cultures [17], as well as in patients with bacterial
sinusitis [18] and ventilator-associated pneumonia [19]. To
date, however, no previous study has explored the potential
utility of the e-nose to identify bacterial airway colonization
in clinically stable COPD patients, but it is conceivable that
those with PPM in their airways may have a distinct breath-
print profile than those without bacterial colonization.
Accordingly, we hypothesized that the use of an e-nose in
clinically stable COPD patients will allow identification of
patients with PPM in their airways. This pilot study sought to
explore this hypothesis.

Methods

Study design and ethics

This is a cross-sectional, descriptive and controlled study
that included COPD patients with and without airway
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bacterial colonization (n = 10 and n = 27, respectively), as
well as healthy controls (n = 13). This sample size is similar
to that of previous studies that, using the same e-nose
device and methodology used here [13-15], identified sig-
nificant differences between groups. The study protocol
was approved by the institutional review board (IIBSP-ENO-
2009-21), and all subjects signed their informed consent.
ClinicalTrials.Gov identifier: NCTO1976117.

Participants

The diagnosis of COPD was established according to the
GOLD recommendations [20] and the presence airway
colonization in COPD patients by PSB (see below). All of
them were clinically stable as defined by the absence of an
exacerbation that required antibiotic or steroid treatment
within 30 days prior to inclusion. Patients receiving treat-
ment with oral steroids or other immunosuppressive agents
were excluded. Healthy controls were recruited by adver-
tisements in the hospital.

Clinical and functional characterization

Demographic data, level of cumrent symptoms, number of
exacerbations in the previous year, time from last exacer-
bation, relevant comorbid conditions and current treat-
ments were recorded at inclusion using standardized
questionnaires. Spirometry (Datospir-500, Sibelmed SA,
Barcelona, Spain) was performed according to the Spanish
Respiratory Society (SEPAR) guidelines [21], using the pre-
dicted values for Mediterranean populations [22].

Microbiological evaluation

PSB samples were obtained from right medium lobe using a
bronchoscope and a sterile disposable microbiological brush
(ConMed, New York, NY) in all COPD patients and processed
using standard methodology [9]. In short, PSB samples were
serially diluted (1:10, 1:100, 1:1000). All microbiological
specimens were plated on blood, chocolate, Wilkins-
Chalgren and Sabouraud’s agar. The cultures were evalu-
ated for growth after 72 h. Bacterial load was considered
significant when =10% colony forming units (CFU)/ml [23].
Specific microorganims were identified according to stan-
dard methods and classified as PPM (Hemophilus influen-
zae, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
Gram negative-bacili, Pseudomonas aeruginosa and
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Table 1 Demographic, clinical and functional characteristics of the three groups of subjects studied.
Colonized COPD patients Non-colonized COPD patients Healthy controls
(n=10) (n =127) (n =13)
Age (years) 68.1 + 10.9 67.8 + 6.9 62.8 +(5.2)
Gender (M/F) 872 20/7 9/4
BMI (Kg/m?) 26.1 + (4.0) 24.1 + (5.5) 26.9 + (3.1)
FEW; postbronchodilatador (L) 1.04 +0.37 1.27 + 0.32 2.67 + 0.54
FEW; postbronchodilatador (%) pred 38+8 42 + 8 99 + 10
FEW/FVC 0.39 +0.09 0.41 + 0.08 0.76 + 0.04
GOLD-grade (I/111/1V) 0/8/2 5/18/4
Current/ex-/never-smoker 4/6/0 9/18/0 5/5/0
Pack-years 43.0 +£8.3 48.9 + 13.8 16.5 + 15.28
ICS use 9 (90%) 27 (100%) NA
LABA use 10 (100%) 27 (100%) NA
LAMA use 9 (90%) 25 (92%) NA
Roflumilast use 1 (10%) 2 (T%) MNA
=2 exacerbations last year 3 (30%) 4 (15%) MNA
Weeks from last exacerbation 15.0 + 6.2 20.7 + 14.5 NA

Values are mean + standard deviation. BMI: body mass index; FEV,: forced expiratory volume in 1 s; FVC: forced vital capacity; LABA:
long acting beta agonists; LAMA: long acting muscarinic agonists; ICS: inhaled corticosteroids; NA: not applicable.

Staphylococcus aureus) or non-PPM (Streptococcus viridans,
Candida spp, Corynebacterium spp, and Staphylococcus
epidermidis) for analysis [24].

Exhaled VOCs measurement by e-nose

To assess VOC profiles by e-nose, exhaled gas was collected
as previously described [15,16]. Exhaled gas specimens
were obtained before the bronchoscopic procedures in
COPD patients. In short, exhaled breath was collected in
10-L Tedlar bags after 3 min of tidal breathing through a
Hans Rudolph valve with an inspiratory filter and an expi-
ratory silica reservoir exposed to dry air. All participants

20 T T T T T T T T
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Figure 1 Two-dimensional principal component analyses
(PCA) plot showing the discrimination of breath-prints in
colonized COPD patients and non-colonized COPD patients
(accuracy 89%, p < 0.0001). Four samples for each subject are
displayed and connected to the class center identifier with
scatter lines to improve readability.
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stopped their inhaled medications, stop smoking and food-
drink intake at least 12 h before the study. The e-nose
device (Cyranose 320%; Smith Detections, Pasadena, CA)
was then connected to the Tedlar bag for 5 min and changes
in the electrical resistance of its 32 organic polymeric
composite sensor array generated a breath-print YOC pro-
file in each participant. The measurement is based on a
resistance variation in each sensor when exposed to a VOC
mixture. The differential responses across the array
(resistance shifts) are presented as pattems [13-16].

Data analysis

Breath-print data from COPD patients (colonized and non-
colonized) and healthy controls were compared with each
other using a pattern-recognition application built in the
MATLAB software (v.R2012a). They were represented by
logarithmic regression as mono- or bidimensional graphics
following previously published algorithms [15,16]. Raw data
were first reduced by principal component analysis (PCA) to
three principal factors. These PCA factors entered a uni-
variate ANOVA followed by post-hoc least significant dif-
ference test. Patient classification, based on these PCA
factors, was performed using a linear canonical discrimi-
nant analysis, calculated as the one that obtains the better
percentage of correctly classified patients. The discrimi-
nant function is trained with all minus one subject samples.
Then the remaining subject samples are tested. If three or
four of those samples are addressed to the true class, we
consider the subject as "well classified”. That process is
repeated for all the available subjects and the percentage
of comectly classified patients built. That method is known
as "leave-one-out” method [16]. A pvalue of less than 0.05
for the trained discriminant function is considered statis-
tically significant. A Receiver Operating Characteristics
(ROC) was generated using the results of the discriminant
function and combining all the samples of one subject. The
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Table 2 Receiver operating characteristics analyses of breath-prints between colonized COPD patients, non-colonized COPD

patients and healthy controls.

Colonized vs. non-colonized

Colonized COPD

Non-colonized COPD

COPD patients patients vs. healthy patients vs. healthy

controls controls

Cross-validation accuracy 89% 88% 83%

Sensitivity 0.82 0.80 0.81

Specificity 0.96 0.93 0.86

AUROC 0.922 0.986 0.937

Pasitive predictive value 0.87 0.89 0.92

Negative predictive value 0.92 0.87 0.72

AUROC: area under the receiver operating characteristic.

Area Under Receiver Operating Characteristics (AUROC)
curve was calculated using multiple logistic regression.

Results
Participant characterization

Thirty-seven patients with stable moderate-severe COPD
and 13 healthy controls were included in the study. PSB
cultures were positive for PPM in 10 (27%) and negative in
27 (73%) COPD patients; the former were considered colo-
nized and the latter non-colonized. H. influenzae was iso-
lated in PSB cultures in 5 patients (50%). M. catarrhalis in 2
patients (20%) and S. pneumoniae, E. coli and N. meningi-
tidis in 1 patient (10%).

Table 1 presents the principal characteristics of all
participants. Age, sex, Body Mass Index (BMI) and propor-
tion of current smokers was similar in the three groups.
Likewise, in patients with COPD, the severity of airflow

038
08
[
06

05

Sensitivity

0.4¢
03
02

02 04 06 08 1
Specificity

Figure 2 Receiver operating characteristic (ROC) curve of
the model predicting the presence of bacterial airway coloni-
zation in COPD patients.
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limitation (GOLD grade), current treatment and time from
last exacerbation were similar in colonized and non-
colonized individuals, although there was a non statisti-
cally significant trend towards lower FEV; values
(1.04 L = 0.37 vs. 1.27 = 0.37, p = 0.075) and higher
proportion of frequent exacerbators (=2 exacerbations in
the previous year) (30% vs. 15%, p = 0.6) in colonized
patients.

Breath-print analysis

Breath-prints from colonized vs. non-colonized COPD pa-
tients were clearly distinct on visual assessment (Fig. 1).
Canonical discriminant analysis showed a cross-validated
accuracy of 89% (p < 0.001). AUROC curve was 0.92, with
a sensitivity of 82% and a specificity of 96% (Table 2, Fig. 2).

Breath-prints corresponding to colonized COPD patients
vs. healthy controls and non-colonized COPD patients vs.
healthy controls were also fairly distinguishable (Fig. 3),
with a cross-validated accuracy of 88% (p = <0.004),
AUROC of 0.98, sensibility of 80% and specificity of 93% for
the former, and a cross-validated accuracy of 83%
(p = <0.001), AUROC of 0.93, sensitivity of 81% and spec-
ificity of 86% for the latter (Table 2).

When all COPD patients were considered as a single
group, irrespective of the presence of bacterial coloniza-
tion (n = 37), COPD breath-prints could also be discrimi-
nated from healthy controls with a cross-validated accuracy
of 79% (p < 0.0001), AUROC of 0.89, sensitivity of 83% and
specificity of 76%.

Discussion

The main finding of this study is that an electronic nose can
identify accurately the presence of airway colonization by
PPM in clinically stable COPD patients.

Previous studies

It is well established that a proportion of clinically stable
patients with COPD have bacterial colonization of their
lower airways and that this is not innocuous since it is
associated with greater levels of inflammation, increased
frequency of exacerbations and an accelerate decline of
lung function [3-5,2526). The diagnosis of airway
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Figure 3

Two-dimensional principal component analyses (PCA) plot showing the discrimination of breath-prints between (A)

colonized COPD patients and healthy controls (accuracy 88%, p < 0.0001) and (B) non-colonized COPD patients and healthy controls
(accuracy 83% p < 0.0001) along discriminative composite principal factors. Four samples for each subject are displayed and
connected to the class center identifier with scatter lines to improve readability.

bacterial colonization in clinical practice often relies on
sputum culture. This method, however, has well known
limitations, including the need to produce a valid sputum
sample (not a given in many patients), the need for sample
processing and the fact that sputum largely reflects pro-
cesses occurring in the trachea and major bronchi
[4,27,28]. Alternatively, the fact that a quantitative cul-
ture of PSB, the gold standard for the diagnosis of distal
airway infections [9,10], requires bronchoscopy limits its
use in the clinic. Hence, a non-invasive, easy to use, cheap
and reliable method for the diagnosis of airway coloniza-
tion by PPM in COPD may be a valuable asset for the
management of these patients. Our results suggest that the
e-nose may fulfill these requirements.

A few previous studies have used an e-nose to identify
micro-organisms causing respiratory tract infections in a
variety of different experimental and clinical conditions.
Lai et al. demonstrated that the e-nose could distinguish
the VOCs patterns of various common respiratory pathogens
in culture, including H. influenza, S. pneumoniae and P.
aeruginesa, from control swabs [17]. Thaler et al. showed
that the e-nose identified correctly the diagnosis of bac-
terial sinusitis in 72% of the patients [18]. Finally, Hanson
et al. reported that the e-nose could effectively identify
patients with ventilator-associated pneumonia [19].
Collectively, therefore, these previous observations indi-
cate that the presence of bacteria, both in the upper and
lower respiratory tracts, produce a specific breath-print
that e-nose may detect. To our knowledge, though, our
study is the first to explore its potential utility in identifying
the presence of bacterial airway colonization in clinically
stable COPD patients.

Interpretation of findings

COPD is associated with an enhanced inflammatory
response in the airways and lung parenchyma [20,29] that
persist despite smoking cessation [30]. This chronic airway
inflammation can cause a specific VOCs breath-print. Sup-
porting this possibility, two previous studies using the same
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e-nose we used here were able to discriminate COPD from
both asthma (accuracy 96%) and smoker controls (accuracy
66%) [16] as well as COPD from patients with non-small cell
lung cancer (accuracy 85%) [13]. Our results confirmed that
COPD breath-prints are distinct from healthy controls. More
recently Fens et al. reported that exhaled molecular pro-
files in COPD are closely associated with the types of in-
flammatory cells present, as well as with their activation
status, and suggested that breath analyses may be a novel
alternative for the assessment and monitoring of airway
inflammation in COPD [31]. Our results provide further
support to this possibility since it is well established that
the presence of bacterial colonization in some COPD pa-
tients is associated with increased airway inflammation
[3,4] and our results indicate that the VOCs pattern of COPD
patients with bacterial colonization are also different and
identifiable using an e-nose. Whether the treatment of
these patients with antibiotics influence their clinical
course is outside the scope of this study but it clearly is an
important area of future research [&].

Strengths and limitations

The major strength of our study is that it tests a novel and
non-invasive diagnostic tool (e-nose), using PSB quantita-
tive cultures as the gold standard method for the diagnosis
of distal airway infection [9,10], in a population of patients
never studied before. Our results confirm, therefore, that
e-noses have the potential to be used in respiratory medi-
cine because of their easy and noninvasive use and rapid
results [32]. We acknowledge, however, that it has limita-
tions. First, since it was a pilot study that sought to explore
the feasibility and potential validity of our working hy-
pothesis, we investigated a relatively small number of pa-
tients in a single center so, despite the statistically
significant differences between groups observed here, we
think that further investigations in larger cohorts of COPD
patients in, likely, multicenter studies are warranted to
firmly confirm these promising results. Similarly, the ability
of the e-nose to identify specific bacterial species will
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require further studies. Second, we did not investigate the
reproducibility of results. Yet, previous studies using the
same methodology and e-nose device showed good repro-
ducibility [14,16,31]. Third, we did not identified the mo-
lecular correspondence of the different VOCs [31,33], since
this requires the use of gas chromatography and mass
spectrometry {GC—MS). It would be of great interest iden-
tify which compounds are characteristic of each group in
order to confirm these results and detect specific VOCs
related to colonized and non-colonized COPD patients.
Finally, our data analysis was limited to a discriminant
analysis approach. Future studies may use more advanced
data analysis techniques, such as Support Vector Machines
[34] or Back Propagation Neural Networks [35].

Conclusions

This pilot study shows that the e-nose may be a simple, easy
and non-invasive alternative to identify bacterial coloni-
zation in COPD patients in clinical practice.

Summary to take home

An electronic nose can identify the presence of airway
bacterial colonization in clinically stable patients with
COPD.
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Abstract

Rationale: Mucins are essential for airway defense against bacteria. We hypothesized that
abnormal secreted airway mucins levels would be associated with bacterial colonization in
patients with severe Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD)

Objectives: to investigate the relationship between mucins levels and the presence of
potentially pathogenic microorganisms in the airways of stable severe COPD patients

Methods: Clinically stable severe COPD patients were examined prospectively. All patients
underwent a CT scan, lung function tests, induced sputum collection and bronchoscopy with
bronchoalveolar lavage (BAL) and protected specimen brush (PSB). Patients with bronchiectasis
were excluded. Secreted mucins (MUC2, MUC5AC and MUC5B) and inflammatory markers were
assessed in BAL and sputum using ELISA.

Measurements and Main Results: We enrolled 45 patients, with mean age (SD) of 67 (£8) years
and mean FEV; of 41 (£ 10) % of predicted value. Thirty one percent (n=14) of patients had
potentially pathogenic microorganisms in quantitative bacterial cultures of samples obtained by
protected specimen brush. COPD patients with positive cultures had lower levels of MUC2 both
in BAL (p=0.02) and in sputum (p=0.01). No differences in MUCS5B and MUCSAC levels were
observed among groups. Lower MUC2 levels were correlated with lower FEV; (r=0.32, p=0.04)
and higher sputum IL-6 (r=-0.40, p=0.01).

Conclusions: Airway MUC2 levels are decreased in severe COPD patients colonized by
potentially pathogenic microorganisms. These findings may be one of the mechanisms
underlying airway colonization in severe COPD patients.

Clinical trial registered with ClinicalTrials.gov (NCT01976117)
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Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a leading cause of morhidity, mortality and
resource use worldwide [1]. Potentially pathogenic microorganisms (PPM) can be isolated from
airway secretions in about 30-50% of clinically stable severe COPD patients [2;3]. This bacterial
colonization is associated with increased neutrophil mediated airway inflammation [4;5] and
more frequent and severe episodes of acute exacerbation of COPD [6]. Therefore, airway
bacterial colonization plays an important negative role in the clinical course of the disease [7;8].

Pathogenesis of airway bacterial colonization in COPD is poorly understood. One of the
features of COPD is chronic hypersecretion of mucus, which is related to increased risk of
airway infection [9;10]. Mucus is composed of water, salt and proteins. The major
macromolecular components of the mucus are proteins called mucins [11;12]. Experimental
studies have demonstrated that mucin secretion is required for defense against bacterial
infections, linking mucin deficiency with chronic airway infections [13].

Several mucins have been described in the lower respiratory tract [14;15], although
MUCSAC, MUC5B and MUC2 are the major secreted mucins detected in the airways from
healthy individuals [16;17]. In moderate COPD, increases of MUCSAC and MUCSB have been
detected compared to non-smokers and smokers without airway obstruction [18;19], although
these findings have not been related to airway infection. In non-Cystic Fibrosis (CF)
bronchiectasis, elevated MUC2 levels were related to the presence of Pseudomonas aeruginosa
and severe disease [20]. However, no data regarding the role of mucins and its relationship with

airway bacterial infection in COPD is available.
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We postulated that mucin levels are protective against airway infection in COPD.
Therefore, the aim of our study was to assess the association of airway mucin levels and airway

bacterial colonization among patients with severe stable COPD.

Methods

Study Design and Ethics

This is a prospective cross-sectional study that included clinically stable severe COPD patients
with and without airway bacterial colonization (n=14 and n=31, respectively). The institutional
review board (IIBSP-MUC-200920) approved the study protocol, and all subjects gave signed

informed consent to participate in the study (ClinicalTrials. Gov identifier: NCT01976117)

Participants

Patients were consecutively recruited from a specialist clinic at the Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau, Barcelona, Spain. The diagnosis of COPD was established according to the GOLD
recommendations [1], and included patients with GOLD stages C and D. All participants were
clinically stable as defined by the absence of an exacerbation that required antibiotic or steroid
treatment within 30 days prior to inclusion. All patients underwent a computerized tomography
(CT) scan and those with bronchiectasis, lung cancer, pneumonia and/or interstitial lung
diseases were excluded. Patients with active malignant disease and/or any type of

immunosuppression were also excluded.

Copyright © 2016 by the American Thoracic Society

138



ANNAILSATS Articles in Press. Published on 16-February-2016 as 10.1513/AnnalsATS 201512-7970C

Clinical and Functional Characterization

Demographic data, number of exacerbations in the previous year, time from last exacerbation,
relevant comorbid conditions and current treatments were recorded at inclusion using
standardized questionnaires. Spirometry (Datospir-600, Sibelmed SA, Barcelona, Spain) was
performed according to the Spanish Respiratory Society (SEPAR) guidelines [21], using the

predicted values for Mediterranean populations [22].

Microbiological Evaluation

The presence of airway colonization was determined by gquantitative microbiological cultures
obtained using a protected specimen brush (PSB). PSB samples were obtained from right
intermedius bronchus using a flexible bronchoscope and processed using standard
methodology. Samples were processed for qualitative and quantitative bacteriology as
previously described [23]. Bacterial load was considered significant when it reached >10?

colony forming units (CFU)/ml [24].

Mucins Measurement

BAL samples were recovered using 150 ml saline lavage with the bronchoscope wedged in the
right middle lobe. Induced sputum was collected as previously described [25]. Induced sputum
was collected just before the bronchoscopy in all patients. BAL and induced sputum were
centrifuged at 2000 x g for 10 min at 102C. Proteases inhibitors (Calbiochem, San Diego, CA,

USA) were added to the samples during thawing.
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MUC2, MUCSAC and MUCSB were measured by validated commercially available ELISA

kits (USCN Life Science Inc., Wuhan, China) as we previously described[20]

Inflammatory Markers
Interleukin (IL)-6 was measured in sputum by ELISA (R & D Systems, Abington, UK). Alpha-1

defensin was also measured in BAL and sputum by ELISA (BlueGene, Shangai, China)

Statistical Analyses

Statistical analysis was performed using the SPSS 17.0 software program (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA). Results are presented as mean, standard deviation (SD), standard error (SEM), frequency
or percentage, as required. Continuous variables were analyzed using t-student and ANOVA
tests, whereas categorical variables were analyzed using )(2 tests. Mucin levels, airway
inflammation, bacterial load, smoking status, tobacco habit (packs/year) and lung function were
correlated by linear regression. Non-parametric tests were used when necessary. A p value of

<0.05 was considered significant.

Results

Forty-five patients with stable severe COPD were included in the study. Median age (+ SD) was
67 (+ 8) years old, and median FEV, was 41 (+ 10) % of predicted value. 37 of them (82%) were
male, and 16 (35%) current smokers. Fourteen (31%) stable severe COPD patients had PPM

determined by PSB and were considered colonized.
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Patient Characteristics

Table 1 shows the characteristics of the subjects, grouped according to the presence or absence
of airway bacterial colonization. There were no statistical significant differences in sex, age,
smoking status, lung function tests, pre-existing comorbid conditions and prior medications
used among groups. COPD patients with bacterial colonization had a higher rate of frequent

exacerbations (p=0.02) and shorter time from last exacerbation (p=0.03)

Microbiology

Table 2 shows the identified PPM and the bacterial load in PSB specimens. The most common
pathogen collected from these patients with stable severe COPD were Haemophilus influenzae
(n=8), followed by Streptococcus pneumoniae (n=2), Moraxella catarrhalis (n=2), Neisseria
meningitides (n=1) and Escherichia coli (n=1) respectively. All colonized patients had only one

species of PPM in their PSB samples.

BAL Mucin Levels

MUC2 was the secreted mucin with the highest expression in the BAL with a mean (SD) of 8.1 (¢

4.4) ng/ml. MUCSAC levels were 80.3 (£ 11.2) pg/ml and MUCSB levels were 6.4 (+ 4.0) ng/ml.
Stable patients with severe COPD and airway bacterizl colonization had lower BAL MUC2

levels compared to those with. no airway bacteria colonization (6.3 £+ 1.3 vs. 8.9 £ 4.9 ng/ml,

p=0.02). No differences related to airway bacterial colonization status were observed for BAL

MUCSAC levels (80.3 £ 4.3 vs. 80.3 + 13.0 pg/ml, p=0.9) and BAL MUC5B levels (8.8 + 10.8 vs.

Copyright © 2016 by the American Theracic Society

141



ANNALSATS Arficles in Press. Published on 16-February-2016 as 10.1513/AmnalsATS 201512-7970C

4.2 +3.0 ng/ml, p=0.1), respectively. (Figure 1). No differences among BAL mucin levels and

type of PPM were found.

Sputum Mucin Levels
MUC2 was also the secreted mucin with highest expression in the sputum with a mean (SD) of
52.4 (£ 32.8) ng/ml|, followed by MUC5B (12.2 ng/ml [+ 14.9]) and MUC5AC (674.2 pg/ml [+
179.1]), respectively. Similar to BAL results, only low sputum MUC2 levels were associated with
airway bacterial colonization among stable severe COPD patients (34.7 £ 28.0 vs. 59.9 £ 30.0
ng/ml, p=0.01). There were no differences in sputum MUCSAC levels (304.3 + 114.4 vs. 360.1 +
159.1 pg/ml, p=0.5) and sputum MUCSB levels (14.2 + 10.5vs. 11.1 + 6.9 ng/ml, p=0.5) among
colonized and non-colonized patients with stable severe COPD. (Figure 2) There were no
differences among sputum mucin levels and type of PPM.

A positive correlation was identified among MUC2 (r= 0.34, p=0.03) and MUCSAC (r=

0.14, p=0.02) sputum and BAL mucin samples from stable severe COPD patients.

Inflammatory Markers

Sputum IL-6 and Alpha-1 defensin levels were higher in colonized patients compared with non-
colonized patients (1948.5 + 476.7 vs. 389,1 +127.2 ng/ml, p<0,001 and 1244.4 + 250.2 vs.
498.8 + 153.6 pg/ml, p=0.01 respectively). BAL Alphal defensin levels were also higher in
colonized patients, although differences were not statistically significant (143.2 + 33.2 vs. 101.1

+12.2 pg/ml, p=0.2).
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Relationship between Mucin Levels and Lung Function and Airway Inflammation

A direct relationship among sputum MUC2 levels and FEV, (percent predicted) was found (r=
0.355, p=0.04) (Figure 3A). In addition, there was a significant negative correlation between
levels of MUC2 and IL-6 levels in sputum (r= -0.40, p=0.01) (Figure 3B). We found no other
significant correlations among other mucin levels and inflammatory markers, including Alpha-1
defensin. No correlation between mucin levels and airway bacterial load, or smoking status was

found.

Discussion

Low levels of airway MUC2 were associated with bacterial colonization and the presence of
increased airway inflammation in patients with severe COPD. Although in a cross-sectional
study it is not possible to determine whether decreased MUC2 is a cause or a consequence of
airway infection, in view of the experimental data published by Roy et al [13], and others, these
findings suggest a specific role for MUC2 in the pathogenesis of airway bacterial colonization in
severe COPD. No differences in other airway secreted mucins were found.

Mucins are proteins produced by respiratory epithelial cells essential for appropriate
airway mucus formation [26;27]. Patients with COPD, especially those with chronic bronchitis,
have increased mucus secretion [28]. This mucus hypersecretion has been associated with an
accelerate lung function decline and increased risk of exacerbations [9;10;29]. Although it has
been speculated that mucus hypersecretion is important in the pathogenesis of COPD, there

are few data evaluating mucus properties in these patients. In our study, MUC2 was the
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predominant airway secreted mucin both in BAL and in the sputum from severe COPD patients,
followed by MUC5B and MUCSAC.

Previous studies in asthma [16], CF [30-32] and chronic bronchitis [33] demonstrated
higher levels of MUCSAC, MUCSB rather than MUC2. In COPD, Kirkham et al demonstrated that
MUC5B was the major mucin in sputum in moderate COPD patients as compared with smokers
without airway obstruction [18]. In this study, sputum with increased amount of MUC5B
correlated with lower FEV1. In our study, lower sputum MUC2 values correlate with lower FEV;.
Caramori et al demonstrated that MUCSAC expression was increased in bronchial submucosal
glands of stable moderate COPD patients [18]. Recently, Chillapagary et al showed higher levels
of MUC5AC and MUCSB in sputum of moderate to severe COPD during a peri-exacerbation
period compared to controls [34].

All of these findings suggested that the expression of airway-secreted mucins are altered
in COPD and may be related to disease severity (especially to lung function) and clinical
situation (stability or exacerbation). In addition, as has previously been emphasized [35], COPD
has a different pathogenesis and different airway inflammatory profile to other chronic airway
diseases. Specific role of mucin subtypes and the impact of external stimuli (such as airway
infection) in different airway diseases requires further study.

Bacterial colonization plays an important role in the pathogenesis and course of COPD
[36]. Chronic airway infection increases airway inflammation and leads to further impairment of
local host defense [4;5;37]. Several studies have demonstrated that COPD patients with airway

colonization by PPM had worse clinical outcomes [6;10].
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The reasons why some COPD patients become colonized are not well established.
Mucins have been postulated as natural antimicrobial agents [38]. In the gastrointestinal tract,
mucins have demonstrated an antibiotic function against Helicobacter pylori [39], but few data
are available regarding the relationship between mucins expression and airway infection.
Recent experimental studies have demonstrated the crucial role of MUCSB as airway defense
mechanism [13].

In idiopathic pulmonary fibrosis, a polymorphism of the MUCSB gene has been
associated with increased airway bacterial burden and risk of death [40]. In patients with non-
CF bronchiectasis, a recent study showed that stable patients with airway bacterial colonization
had higher levels of sputum MUC2, especially those colonized with P. aeruginosa (20]. In our
study, we found that patients colonized by PPM, primarily by H. influenzae, expressed lower
levels of airway MUC2 levels in the airway from BAL and sputum samples compared to patients
without airway bacterial colonization. These findings may suggest a specific role for MUC2 in
the response to bacterial infection that may be airway disease specific and modulated by
specific bacterial pathogens. In COPD, the presence of MUC2 might be protective against
bacterial colonization, mainly due to H. influenzae.

Factors that influence mucin secretion may be a key to understanding these findings.
Different studies have demonstrated that mucin secretion is regulated in relation to several
factors such as bacterial products [40] and inflammatory cytokines [41]. MUC2 gene is
upregulated in vitro by inflammatory mediators present in the airway secretions of patients
with chronic lung disease [12]. However, using human bronchial epithelial cells, Fujisawa et al

demonstrated that mucin expression is stimulated by inflammatory cytokines in a time- and
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dose-dependent manner [42]. These authors showed that the persistence of inflammatory
stimulus during time or the presence of excessive inflammation (both features present in most
of patients with severe COPD) inhibits mucin induction [42]. These findings are consistent with
our study that found that COPD patients with higher airway inflammation (detected by IL-6
levels) were correlated with lower MUC2 levels.

This observation may have important biological consequences, suggesting that those
severe COPD patients with elevated and persistent airway inflammation are those with lower
MUC2 levels. No relationship among mucin levels and other factors that potentially may
influence mucin secretion such as airway bacterial load or current smoking were found. Further
studies are needed to interpret this complex pathway that may contribute to better understand
the role of secreted mucins as natural antimicrobial agents in the airways of COPD patients.

The strengths of our study include the use of a gold standard bronchoscopic PPM
identification with PSB quantitative microbiological cultures [24]. In addition, the careful
selection of stable severe COPD patients without bronchiectasis or other structural lung
diseases determined by CT scan, strengthen the validity of the results.

Our study also has limitations. First, although our sample size was larger than those
previously reported in other studies of airway mucins in COPD [16;19], asthma [16] and CF [30-
32] patients, it was still small enough to limit the strength and generalizability of the results.
Second, a control group was not included, and it might have informed the normal expression of
mucin levels in patients without COPD. Third, we did not assess several other factors that may
influence mucin secretion such as specific microbiological properties, pattern recognition

receptors, airway cell counts or neutrophil activity. Fourth, previous studies have suggested
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concerns about accurate measurements of MUC2 [12], which indicates that some results may
be considered with caution. Finally, although the differences we observed were clearly
statistically significant, we do not know enough about the biology of specific mucin subtypes i
the airway to determine the minimum clinically important difference in airway mucins levels.
Further studies correlating mucins levels with clinical outcomes are needed.

In conclusion, we found that airway MUC2 levels are decreased in severe COPD patient
with bacterial colonization, which is related with higher airway inflammation. These
observations may suggest that secreted mucins play a role in determining the presence of
airway bacterial colonization in stable severe COPD. This justifies a larger, more detailed

investigation of the role of mucins in airway defense in COPD patients.
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Figure Legends

Figure 1. MUC2, MUCSAC and MUCSB bronchoalveolar lavage (BAL) levels in patients with
severe COPD colonized and non-colonized by potentially pathogenic microorganisms. Data is

presented as median +/- SEM. *: p<0.05

Figure 2. MUC2, MUC5AC and MUCSB sputum levels in patients with severe COPD colonized
and non-colonized by potentially pathogenic microorganisms. Data is presented as median +/-

SEM. *: p<0.05

Figure 3. Relationship between (a) MUC2 sputum levels and FEV1 (% of predicted value) and (b)

sputum interleukin (IL)-6 levels

Copyright © 2016 by the American Thoracic Society

152



23

ANNALSATS Articles in Press. Published on 16-February-2016 as 10.1513/AmnalsATS 201512-7970C

Table 1. Patient demographics, clinical characteristics, comorhbid conditions and prior
treatments among colonized and non-colonized COPD patients.

Variables Colonized Non-colonized P value
(n=14) (n=31)
Age, years 68.7 (+/- 10.8) 66.4 (+/-7.3) 0.07
Male/female 11/3 26/5 0.6
BMI (Kg/m?) 25.1 (+/- 5.0) 26.0 (+/-3.9) 0.3
Comorbid conditions
Smoker/ ex-smoker 5/9 11/20 0.6
Pack-years 59.4 (+/- 24.8) 52.0 (+/-17.5) 0.3
Chronic cardiac disease 3(21.4%) 9 (29.0%) 0.5
Prior malignancy 2 (14.3%) 5(16.1%) 0.8
Chronic kidney disease 0 2 (6.5%) 0.3
Diabetes mellitus 4 (28.6%) 4(12.9%) 0.2
Hypertension 8 (57.1%) 17 (54.8%) 0.8
Depression 2 (14.3%) 9 (29.0%) 0.2
Stroke 1(7.1%) 1(3.2%) 0.5
Functional status
FEV, (L) 1(+/-0.31) 1.3 (+/-0.44) 0.1
FEV, (%) 37.2 (+/-7.8) 43.1 (+/- 10.7) 0.2
Freguent exacerbator * 7 (50.0%) 5(16.1%) 0.02
Time from last 12.7 (+/-4.7) 21.8 (+/-14.4) 0.03
exacerbation, weeks
Medications
ICS 12 (85.7%) 30 (96.8%) 0.1
LABA 14 (100%) 30 (96.8%) 0.4
LAMA 12 (85.7%) 27 (87.0%) 0.8
Roflumilast 1(7.1%) 2 (6.5%) 0.9

Data are presented as n (%) unless otherwise indicated.

FEV,: forced expiratory volume in 1 s; FVC: forced vital capacity; BMI: body mass index; ICS;
inhaled corticosteroids, LABA: long acting beta-agonist.

*Frequent exacerbator (=2 acute exacerbations in the last 12 months)
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Table 2. Potentially pathogenic microorganisms and bacterial load isolated in protected
specimen brush samples

Potentially n (%)* 210% cfu/ml 210° cfu/ml 210* cfu/ml
Pathogenic n(%) n(%) n(%)
Microorganisms

Haemophilus

influenzae 8(57) 1(12) 7 (88)

Streptococcus

pneumoniae 2(14) 1 (50) 1(50)
Maoraxella

catarrhalis 2 (14) 2 (100)

Neisseria

meningitidis 1(7) 1(100)

Escherichia

coli 1(7) 1(100)

CFU, colony-forming units

*% refers to the total number of microorganisms
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-Figure 1.- MUC2, MUCSAC and MUCSB bronchoalveolar lavage (BAL) levels in patients with severe COPD
colonized and non-colonized by potentially pathogenic microorganisms. Data is presented as median +/-
SEM. *: p<0.05
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-Figure 1.- MUC2, MUCSAC and MUCSB bronchoalveolar lavage (BAL) levels in patients with severe COPD
colonized and non-colonized by potentially pathogenic microorganisms. Data is presented as median +/-
SEM. *: p<0.05
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-Figure 3.- Relationship between (a) MUC2 sputum levels and FEV1 (% of pradicted value) and (b) sputum
interleukin (IL)-6 levels
254x190mm (96 x 96 DPI)
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-Figure 2.- MUC2, MUCSAC and MUCSE sputum levels in patients with severe COPD colonized and non-
colonized by potentially pathogenic microorganisms. Data is presented as median +/- SEM. *: p<0.05
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