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1. INTRODUCCION

El asma es una enfermedad cronica inflamatoria de las vias respiratorias que
constituye una causa importante de morbilidad, mortalidad y gasto sanitario. Su
prevalencia es cada vez mayor afectando entre un 3% y un 5% de la poblacion mundial y
con una mortalidad en aumento. Como explicaciones a este aumento de la morbimortalidad
se sugiere el mayor nimero de casos documentados, la mayor exposicion ambiental, el
mayor acceso a los cuidados médicos, el aumento de sujetos susceptibles genéticamente, la
mayor supervivencia de los nifios con problemas respiratorios y Gltimamente se afiade la
exposicion a Chlamydia pneumoniae, una bacteria que es causa importante de infeccién
respiratoria y cuya seroprevalencia en la poblacién puede ser muy alta.

Los importantes avances producidos en el conocimiento de la patogenia del asma han
puesto de relieve la importancia de los mecanismos inflamatorios y de la hiperreactividad
bronquial, y han permitido disponer de tratamientos de gran utilidad en el control de la
enfermedad, aunque no curativos. A pesar de su origen inflamatorio, existen indicios de la
capacidad de organismos intracelulares como los virus respiratorios y bacterias como
Mycoplasma pneumoniae y especialmente Chlamydia pneumoniae de estar implicados en
la etiopatogénesis, exacerbaciones y progresion de la enfermedad asmatica.

La infeccion respiratoria aguda por Chlamydia pneumoniae es asintomatica en la
mayoria de los casos, pero puede manifestarse con broncoespasmos y sibilancias. Existen
evidencias seroldgicas que indican una alta seroprevalencia de la infeccidén entre los
enfermos de asma y desde hace unos afios se viene observando una relacion entre la
infeccion aguda y el desencadenamiento de las crisis asmaticas, asi como entre la infeccion

persistente y el inicio del asma en el adulto.
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Otra observacion ha sido la mejoria sintomatica y funcional en pacientes asmaticos
tratados con antibioticos activos frente a Chlamydia pneumoniae y se ha sugerido su uso en
los asmaticos con serologia positiva a C. pneumoniae, aunque no se ha establecido la
duracion ni cuando iniciar dicho tratamiento. Si Chlamydia pneumoniae provoca crisis
asmaticas quizas se pueda recomendar la antibioterapia especifica en el tratamiento
empirico de las exacerbaciones junto al resto de medidas terapéuticas. Sin embargo los
datos publicados que indican la seroprevalencia de la infeccion en asmaéticos y la
frecuencia de exacerbaciones asociadas a la presunta infeccion aguda varian en funcién de
las poblaciones estudiadas y del area geogréfica.

Chlamydia pneumoniae es una bacteria con amplia distribucién mundial y por lo
tanto la seroprevalencia e incidencia de la infeccion pueden ser muy altas en la poblacion
general de una zona determinada. En consecuencia, la seroprevalencias halladas en los
asmaticos y las mejorias observadas tras el tratamiento antibiético pueden ser meramente
coincidentes con los datos esperados en la poblacion general. Asi mismo la infeccion
aguda asintomatica o subclinica puede también ser lo habitual en el asmatico como ocurre
en la poblacion general. La relacion entre la infeccion aguda por C. pneumoniae y el
desencadenamiento de la crisis asmatica puede entonces no ser significativa sino casual.
De ser asi deberia reservarse el uso de la antibioterapia especifica para casos concretos de
asma con infeccion por esta bacteria. Para valorar el papel de la infeccion en el
desencadenamiento de las crisis asmaticas, es necesario conocer también la frecuencia de
infecciones agudas en los asmaticos asintomaticos o estables y no solo frente a la
poblacién general.

Pretendemos saber si existe un aumento del riesgo de tener crisis asmatica ante la
presencia de presunta infeccion aguda por C. pneumoniae, y conocer el perfil seroldgico de

la infeccion en la poblacion asmatica de nuestra Area.



2. ASMA

2.1. DEFINICION DE ASMA.

En 1962 la American Thoracic Society (ATS) define “hiperreactividad bronquial”
como una respuesta anormal de la via aérea ante determinados estimulos, pero
posteriormente en 1987 incorpora el concepto de inflamacién y destaca el papel de los
fenémenos inflamatorios en la patogenia del asma'? Actualmente la definicién mas
aceptada es la del grupo de trabajo del National Institute of Health y la World Health
Organitation (NHBL/WHO) publicada en1995 y reimpresa en 1996 que incluye datos
patoldgicos, clinicos y funcionales aceptandose que: “El asma es un proceso inflamatorio
cronico de las vias respiratorias, con variaciones en la magnitud de la respuesta
inflamatoria que reflejan la actividad clinica del asma”. Desde el punto de vista funcional,
muchas células estan implicadas en el proceso inflamatorio, en particular los mastocitos,
eosindfilos y linfocitos T. En individuos susceptibles, esta inflamacion provoca episodios
recurrentes de disnea, sibilancias, opresion toracica y tos, mas intensos durante la noche
y/o primeras horas de la mafana. Estos sintomas usualmente se asocian a una amplia y
variable limitacién del flujo aéreo, que es al menos parcialmente reversible de forma
espontanea o con tratamiento. Esta inflamacién crénica ademas causa un aumento de la
reactividad bronquial a una variedad de estimulos siendo la atopia o predisposicion para
desarrollar una respuesta inmune mediada por la inmunoglobulina E (IgE) en respuesta a
alergenos medioambientales el principal factor predisponente y con mas evidencias para

desarrollar asma”>.
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Para estudios epidemiologicos, la definicion de asma supone la presencia de
sintomas asmaticos durante el dltimo afio asociado con hiperreactividad de la via aérea. Un
aumento de la reactividad en respuesta a los test de histamina o metacolina, la variabilidad
del flujo espiratorio maximo o PEF a lo largo de 24 horas superior o igual al 20% vy el
aumento de volumen espiratorio en un segundo o FEV; de un 15% 0 mas respecto a la
linea de base tras la inhalacion de agonistas beta-2 adrenérgicos de accion corta, son
criterios acceptados para confirmar objetivamente un diagndstico de asma®.

La inflamacion de la via aérea produce cuatro formas de limitacion del flujo aéreo: la
bronconconstriccién aguda, el engrosamiento de la pared, la formacion cronica de un tapon
de moco y la reconstruccion de la pared de las vias respiratorias.

La consideracion del asma como un desorden inflamatorio por lo tanto tiene

implicaciones en el diagndstico, prevencion y tratamiento.

2.2. EPIDEMIOLOGIA.

Los términos relacionados con la epidemiologia del asma incluyen los siguientes:

¢ Prevalencia. Porcentaje de poblacion que padece la enfermedad. Prevalencia
acumulada es la suma total de las personas que han padecido la enfermedad en un
periodo de tiempo. Puntual, el nimero de personas con la enfermedad en un momento
dado.

¢ Incidencia. EI nimero de individuos que desarrollan la enfermedad, o casos nuevos
diagnosticados, a lo largo de un periodo de tiempo (habitualmente un afio) expresado
como porcentaje de poblacion.

¢ Morbilidad. Grado de afectacion y deterioro de la calidad de vida del enfermo.
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¢ Reactividad bronquial. Respuesta constrictora de las vias respiratorias a estimulos
provocadores.

¢ Hiperreactividad bronquial. Estrechamiento excesivo y facil de la via aérea en
respuesta a diversos estimulos provocadores. Se necesitan parametros objetivos para
asegurar la presencia de hiperreactividad de la via aérea. Se ha estandarizado el uso de
aerosoles de histamina y metacolina para provocar y medir la hiperrespuesta.

¢ Atopia. Propiedad adquirida genéticamente para desarrollar una respuesta inmune

exagerada mediada por IgE ante alergenos habituales en el medio ambiente.

2.2.1. Prevalencia del asma.

La prevalencia exacta del asma se estima entre el 7% y el 10% de la poblacion total
con una mortalidad que oscila entre el 0,5% y el 4%. En nifios, varia de casi el 0% al 30%
segun poblaciones. La incidencia también varia entre distintos paises, siendo Australia el
pais con las cifras mas altas de incidencia (9,9%) y prevalencia. Paptia Nueva Guinea y
China se encuentran en el extremo opuesto con una incidencia ente el 0% vy el 1,2%
respectivamente. En Espafia la incidencia es similar a la de otros paises europeos y Estados
Unidos oscilando entre un 5-10% en pacientes con edades entre los 20-40 afios. Se calcula
que unos 100 millones de personas en el mundo pueden estar afectadas*™®°. Afecta a todas
las poblaciones y razas, independientemente del nivel de desarrollo socioeconémico
aunque la prevalencia es mayor en paises desarrollados. No existen datos que determinen si
la diferencias entre poblaciones se deben a la exposicion a distintos factores
medioambientales aunque se ha sugerido que la atopia es menos frecuente en pacientes con

tasas altas de infestacion parasitaria. El nivel socioeconomico si parece influir en el
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aumento de la gravedad del asma, en relacion con el acceso a los cuidados medicos
adecuados y quizas a la vivienda’.

Varios factores parecen favorecer el actual aumento de casos principalmente entre la
poblacién joven e infantil, lo que plantea importantes problemas médicos y sociales>®9.
Aunque no se conocen las razones de este incremento se cree que es debido a cambios en
el medio ambiente, principalmente aeroalergenos, polucionantes ambientales, humo del
tabaco, posibles factores dietéticos aun no definidos y antigenos infecciosos como
Chlamydia pneumoniae cuyo aumento en la prevalencia de la infeccion se ha
correlacionado con el aumento de los casos de asma en adultos***%*314,

Los datos de mortalidad aportados por los distintos paises son limitados y poco
representativos de las diferentes poblaciones debido a la escasez de notificaciones pero
parecen advertir un aumento de las muertes por asma. Se han sugerido como hipoétesis una
mayor gravedad de la enfermedad y falta de reconocimiento de los sintomas que lo indican
por parte del personal sanitario, el manejo inadecuado en pacientes jovenes y causas
iatr6genas>®,

La calidad de vida de estos pacientes se ve afectada al plantear restricciones de
caracter fisico, emocional y en la vida social de los pacientes siendo una importante causa
de absentismo laboral y escolar. Si no se evalia suficientemente el problema y los
cuidados médicos no son los apropiados las dificultades pueden aumentar. Diferentes
escalas y cuestionarios basadas en caracteristicas fisicas y sicologicas intentan medir y dar
un indice de la calidad de vida del paciente aunque ninguna ha sido empleada para estudios
comparativos entre poblaciones.

Siguen siendo necesarios estudios amplios de la poblacion afecta y de costes

terapéuticos mediante el uso de protocolos bien disefiados y metodologias estandarizadas.



Asma

2.3. HISTORIA NATURAL DEL ASMA

La evolucion del asma es diferente dependiendo de la edad de inicio y posible

etiologia.

2.3.1. Infancia.

Aunque el asma puede desarrollarse desde los primeros meses de vida, es dificil
hacer el diagndstico definitivo en menores de 5 afios. La causa mas habitual de sibilancias
respiratorias y broncoespasmo suele ser las infecciones respiratorias por organismos
intracelulares como los virus o las Chlamydias. Parece que la funcion reducida de los
pulmones, por su pequefio tamarfio, puede ser responsable de las sibilancias infantiles las
cuales se resuelven con el crecimiento. A su vez en nifios susceptibles, la atopia y en
particular la exposicion precoz a alergenos de animales domésticos, son los principales

predisponentes de los episodios repetidos de sibilancias.

2.3.2. Adolescencia.

La atopia y exposicion a alergenos domésticos siguen siendo los principales factores
predisponentes para el desarrollo de asma. Las infecciones respiratorias pueden ser
desencadenantes de exacerbaciones, pero su papel en el inicio de la enfermedad aun no
esta esclarecido.

El crecimiento del pulmén parece relativamente normal en los nifios mayores con
asma pero puede estar reducido en adolescentes con sintomas graves y persistentes. No se
conoce si el fallo en el crecimiento pulmonar es un reflejo de la enfermedad asmatica o se

debe a la presencia de pulmones pequefios congénitos.
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Estudios longuitudinales sugieren que el asma desaparece en un 30-50% de los nifios
al llegar a la pubertad, aunque pueden permanecer con una funcion pulmonar alterada,
hiperreactividad bronquial o tos persistentes'’ y més de dos tercios continuaran con la
enfermedad en la edad adulta, con mas riesgo de efectos secundarios a largo plazo y

compromiso del flujo respiratorio en aquellos con asma modereda o grave.

2.3.3. Edad adulta.

El asma de inicio en la vida adulta responde a la sensibilizacion por exposicion a
agentes profesionales o al desarrollo de una atopia posterior. Tampoco se conoce el papel
de la infecciones respiratorias en el inicio de la enfermedad en el adulto.

La limitacion permanente del flujo aéreo y la presencia de anormalidades en la vias

aéreas observadas por tomografia computarizada son habituales en adultos con asma.

2.4. FACTORES DE RIESGO.

El asma es un desorden inflamatorio crénico de las vias aéreas, producto de la
interaccion de una serie de factores genéticos y ambientales que originan cambios
inflamatorios que dan lugar a una obstruccion de la luz bronquial e hiperreactividad

exagerada ante determinados estimulos (tabla 1).

2.4.1. Factores predisponentes.

Son aquellos que dan al individuo una susceptibilidad para el desarrollo de la
enfermedad. La atopia, condicion genética para producir cantidades aumentadas de IgE en
respuesta a diversos antigenos es el principal factor para la aparicion del asma. La

exposicion temprana a los antigenos desencadenarian el proceso inflamatorio y la
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exposicion permanente mantendrian el mecanismo. Pero siendo la prevalencia de atopia en

la poblacion general del 30 al 50 %, la prevalencia media de asmaticos es mucho menor lo

que sugiere que el asma se asocia con atopia solo en una cierta proporcion de sujetos.
Otros factores predisponentes estarian relacionados con alteraciones genéticas en la

regulacion del sistema inmune (linfocitos T) como veremos al repasar la patogenia.

2.4.2. Factores etioldgicos.

Son aquellos capaces de sensibilizar la via aérea e iniciar el proceso asmatico. Los
mas importantes agentes causales en términos de numero de gente expuesta son los
alergenos inhalados como el epitelio y pelo de animales domésticos, acaros, hongos,
pélenes, sustancias medioambientales y asma ocupacional®. Tras una exposicion
prolongada estos agentes son capaces de inducir un estado de sensibilidad, mediante el
desarrollo de linfocitos T de memoria e IgE especifica, predisponiendo al desarrollo de una
inflamacién alérgica inicial y posteriores exacerbaciones tras la reexposicion al alergeno

incluso en pequefias cantidades.

2.4.3. Factores contribuyentes.

Aumentan la probabilidad de desarrollar asma tras la exposicién a un agente causal y

pueden aumentar la susceptibilidad. Son el tabaco, la polucion, la dieta, infecciones, etc.

2.4.4. Factores desencadenantes de exacerbaciones o * triggers”.

Inducen inflamacion de la via aérea 0 provocan broncoespasmo en enfermos con

asma. Varian con el individuo y con el tiempo. Los triggers pueden causar exacerbacion
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pero no son factores causales Entre ellos se incluyen el frio, el ejercicio, farmacos,

infecciones, hiperventilacion, etc.

Tabla 1. Factores de riesgo. Modificada de ref. 3.

FACTORES DE RIESGO QUE CONDUCEN AL DESARROLLO DE ASMA
Factores predisponentes

0 Atopia
0 Genéticos

Factores causales

6 Alergenos medio ambientales

0 Pelos y escamas de animales domésticos

0 Aves

0 Pblenes

0 Hongos

6 Farmacos (aspirina, antiinflamatorios no esteroideos y anticonceptivos)
0 Sensibilizantes ocupacionales o profesionales

Factores contribuyentes

0 Infecciones respiratorias
6 Bajo peso al nacer

0 Dieta

6 Polucion ambiental

0 Tabaco

-Fumadores activos
-Fumadores pasivos

FACTORES QUE EXACERBAN UN ASMA: TRIGGERS

0 Alergenos

0 Infecciones respiratorias

6 Ejercicio e hiperventilacion
6 Didxido de sulfuro

6 Clima

0 Dieta, aditivos, farmacos
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2.5. PATOGENIA Y MECANISMOS PATOLOGICOS

Diversos mecanismos inmunolégicos y no inmunoldgicos estan involucrados en la
inflamacidn cronica de la via aérea y en las exarcerbaciones de la enfermedad asmatica en

respuesta a una variedad de estimulos (figura 1).

2.5.1. Mecanismos inmunologicos y mediadores de la inflamacion.

2.5.1.1. Mecanismos IgE-Dependientes vy Linfocitos T-Dependientes.

Son el principal mecanismo implicado en la patogenia del asma. Se producen tras la
presentacion de un antigeno ligado a las moléculas de clase Il del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) por las células presentadoras de antigenos (macrofagos,
linfocitos B, células dendriticas) a los linfocitos T (LT) especificos de antigeno, los cuales
induciran la produccion de IgE especifica por los linfocitos B (LB). Tras la sensibilizacion,
la reexposicion del tejido al alergeno aumentara la produccion de IgE especifica que se
unira a los receptores especificos situados sobre la membrana basal de las células cebadas,
basofilos, eosindfilos (Fc epsilon RI), macrofagos y plaquetas (Fc epsilon RII). La union
sobre la célula, del alergeno a la IgE especifica conduce a la generacion y liberacion de
mediadores que activaran la cascada inflamatoria®®. Las células cebadas y los baséfilos a su
vez desempefian un importante papel en el mantenimiento de la respuesta alérgica y

sintesis de IgE a través de la produccion de interleukina 4 (I1L-4).
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2.5.1.2. Mecanismos IgE-Independientes y Linfocitos T-Dependientes.

Una vez sensibilizado el sujeto al antigeno, la reexposicion provoca la activacion de
los LT con capacidad para estimular la produccion de IgE (funcién “helper” o auxiliadora).
Los LT “helper” (LTh) también pueden liberar citocinas que causan la acumulacion y
activacion de leucocitos, sobre todo eosindfilos, y asi actuando como células
proinflamatorias activar de forma indirecta la cascada inflamatoria. Ademas de estimular a
los leucocitos polimorfonucleares, los LTh activados son fuente de distintas citocinas,
pertenecientes a cinco generos distintos que incluyen al factor estimulante de colonias de
granulocitos-macréfagos (GM-CSF), 1L-3, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, que tienen
pronunciados efectos sobre las células inflamatorias. De esta forma los LT inician y
propagan la respuesta inflamatoria participando también como responsables de las
exarcebaciones asmaticas'®*’.

Se distinguen dos tipos de LTh, subtipo CD4+, segun la produccion de citocinas:
Thly Th2.

Ambos secretan I1L-3 y GM-CSF pero los Thl producen principalmente; IL-2, que
estimula la propia produccion de los LT, interferon-gamma (IFN-y), que inhibe la
activacion de los LB y la sintesis de IgE, y factor de necrosis tumoral beta (TNF-3). Estas
citocinas son responsables de la clasica reaccion de hipersensibilidad retardada®.

El tipo Th2 secreta IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 pero no secreta IL-2 ni IFN-y.
Estas citocinas actuan sobre los LB, mastocitos y eosindfilos y se les considera
responsables de las reacciones de hipersensibilidad inmediata o tipo 1 asociadas a procesos
alérgicos. Existen estudios que muestran un aumento de la proporcion de linfocitos Th2 en

la sangre periférica de individuos atépicos®.
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Figura 1. Interrelacion entre la inflamacion de la via aérea y el desarrollo de sintomas
en el asma, hiperreactividad bronquial y limitacién del flujo aéreo. Modificada de ref.
3.

Alergeno inhalado ASMA
Superficie
Aérea Cél. presentadora de antigeno \ Dafio del
+ Linfocito T oW, epitelio
© 9
Estimulo
/I\/Iastocitos / nervioso
> Citoquinas____, IgE + alergen>Mediadores —p Edema
> Inflamatorios
Secrecioén
Eosinofilos mucosa
Contraccion
/ Musculo liso

A diferencia de los linfocitos “helper” o auxiliadores, los linfocitos CD8+ o
citotoxicos reconocen antigenos endogenos presentados por moléculas de clase | del MHC.
Esta inmunidad celular estd relacionada con la respuesta a infecciones por agentes
intracelulares y a tumores, pero existen evidencias de la implicacion de este tipo de
respuesta en algunas formas de asma®*

Existe también una interaccion entre los linfocitos T y los eosinofilos, siendo los
primeros capaces de modular la adherencia, locomocién y activacion de los segundos para
causar dafio tisular’®?®. Se ha encontrado un aumento en el nimero de linfocitos T

activados CD25+, los cuales expresan el receptor para la IL-2, eosindfilos y mastocitos en
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biopsias bronquiales de pacientes atopicos y no atopicos con asma asi como la expresion
de RNA mensajero de IL-5 en biopsias bronquiales de pacientes atépicos con asma™®*®. La
IL-5 es una citoquina regulador de los eosindfilos y su nivel de expresion en la mucosa
respiratoria de los pacientes se correlaciona con marcadores de actividad de linfocitos T y

eosinofilos.

2.5.1.3. Moléculas de adhesién.

El reclutamiento de neutréfilos, eosinéfilos y linfocitos en la via aérea es paralelo al
aumento de moléculas de adhesidon especificas en las células endoteliales venulares
postcapilares®®. Se incluyen la selectina-E, la molécula-1 de adhesion intercelular (ICAM-
1), y la molécula-1 de adhesion a células vasculares (VCAM-1). Estas moléculas aumentan
la actividad de ligandos (lectinas e integrinas) sobre los linfocitos activados y su regulacién
por las citoquinas y mediadores permite a los leucocitos cruzar la pared postcapilar de las

vénulas y migrar a la mucosa.

2.5.1.4. Células constitutivas de la pared bronquial.

También es interesante conocer que las células normales residentes en la via aérea de
los pacientes con asma pueden generar una serie de citoquinas que contribuyan a la
cronicidad de la inflamacion. El epitelio es una fuente de IL-6, IL-8, GM-CSF, IL-B y
TNF-a. El endotelio puede generar IL-1pB, IL-5 y GM-CSF, y los fibroblastos son una
importante fuente de factor de crecimiento de mastocitos, factor de crecimiento de células
“stem”, GM-CSF e IL-8% Todas estas citoquinas proporcionan un mecanismo no

inmunoldgico que aumenta y mantiene la respuesta inflamatoria.
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2.5.2. Control neural de la via aérea.

En el pasado se pensaba que un incremento en la actividad parasimpatica del sistema
nervioso autdbnomo podia ser responsable de la hiperreactividad bronquial en los pacientes
con asma pero posteriormente se ha mostrado la presencia de maultiples y complejos
mecanismos nerviosos. La demostracion de una extensa red de fibras nerviosas
conteniendo potentes péptidos, ademas de los clasicos neurotransmisores y mecanismos
adrenérgicos y colinérgicos junto a los no adrenérgico y no colinérgicos, ha revivido el
interés por las posibles anormalidades en el control neural de la via aérea y su relacion en
la patogénesis del asma**

La substancia P (SP), neurokinina A (NKA), neurokinina B (NKB), el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP)
son los neuropéptidos mejor caracterizados. Algunos irritantes provocan bronconstriccion
refleja mediada vagalmente, estimulando las fibras sensoriales para soltar SP y NKA con
efectos sobre la via aérea. Los neuropeptidos pueden contribuir al desarrollo de la mayoria
de los signos y sintomas de las exacerbaciones asmaticas como la hipersecrecion de moco,
la contraccion del masculo liso, la extravasacion del plasma, la activacion de las células
inflamatorias y su adhesion. La endopeptidasa neutral (NEP) es una enzima presente en la
superficie de las céelulas con receptores para los neuropéptidos (por ejemplo epitelio aéreo,
musculo liso y endotelio) que corta e inactiva los neuropéptidos, limitando la
concentracion de los receptores celulares y modulando la respuesta. Un aumento en la
liberacion de neuropéptidos, la disminucion de la actividad de la NEP o ambos pudieran
estar involucrados en las crisis asméticas?.

El peptido intestinal vasoactivo (VIP) localizado en fibras colinérgicas aferentes de
la via aérea, actia como cotransmisor con la acetilcolina y puede actuar como freno de la

broncoconstriccion inducida por el sistema colinérgico. Las células inflamatorias como
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eosinofilos, neutrdfilos y mastocitos liberan diversas peptidasas, como la triptasa, capaces
de degradar el VIP, dando lugar a un reflejo colinérgico exagerado con hiperreactividad e
inflamacion de la via aérea.

El oxido nitrico (NO) es un gas reactivo que se obtiene de la arginina a través de la
accion de la sintetasa del oxido nitrico, enzima cuya produccion en el asma parece
regularse en el epitelio. EI NO es un potente vasodilatador y broncodilatador,
probablemente implicado en la regulacion del flujo sanguineo pulmonar y de la via aérea y
en la regulacion del sistema inmune actuando como neurotransmisor de las fibras
inhibitorias no colinérgicas-no adrenérgicas. Una produccion anémala de NO puede estar

relacionada con la fisiopatologia dela asma®.

2.5.3. Histologia de la via aérea.

El epitelio bronquial supone la primera barrera al paso de particulas inertes y
microorganismos consiguiendo su eliminacion mediante la produccién de moco, citocinas,
prostaglandinas, leucotrienos, fibronectina y endopeptidasas neurales. La membrana basal
en los enfermos asmaticos se encuentra engrosada por estimulacion de los miofibroblastos,
ademas de presentar un menor namero de cilios en las células epiteliales con presencia de
areas desnudas consecuencia a su vez de una mayor descamacion. La submucosa esta
edematizada con presencia de eosindfilos, proteasas, radicales libres de oxigenoy TNF. La
respuesta del epitelio en esta situacion ante los estimulos externos es mayor y la reparacion
de las células epiteliales es defectuosa debido a la expresion de un protooncogen que
regula genes participantes en el ciclo celular. Las estimulacion de los miofibroblastos se
acomparia de la presencia de colageno 11l y IV, fibronectina e inmunoglobulina G, sin que
se afecte por los corticoides. Hay mayor cantidad de celulas inflamatorias como

eosinofilos, linfocitos, neutrofilos, macrofagos, mastocitos y células plasmaticas que en las
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personas sin asma. Hay liberacion de interleucina IL-5 y leucotrienos por parte de los
eosinofilos con accion vasoactiva, asi como proteinas toxicas que contribuyen al dafio
tisular. A su vez la histamina y arilsulfatasa liberadas por los eosinéfilos contrarrestan a los
componentes inflamatorios asi como los linfocitos T-helper regulan activamente el
componente inflamatorio de la mucosa y la produccion de IgE. Los macrofagos colaboran
con la liberacion de leucotrienos, factor de crecimiento plaquetario, radicales libres de
oxigeno, citocinas y eicosanoides mientras que los mastocitos desgranulados producen mas
tripsina, histamina, prostaglandina y proteasas contribuyendo a la vasoconstriccion, el
edema y la mayor secrecién de moco®” %%,

Con todos estos fendbmenos la histologia de la via aérea del asmético se caracteriza
por un engrosamiento por depdsitos de colageno, fibronectina y elastina en la membrana
basal, con fragmentacion de las fibras superficiales de elastina, formacién de neovasos,
hiperplasia e hipertrofia de la musculatura lisa y glandulas mucosas®®*. El resultado

funcional es un aumento de la vasoconstriccion, hiperreactividad, obstruccion bronquial,

mayor rigidez de la via y menor reversibilidad del estado fisiopatol6gico®.

2.5.4. Mecanismos sintomaticos.

Los sintomas caracteristicos son tos, opresién toracica, sibilancias y disnea®. Los
pacientes experimentan diferentes combinaciones con intensidad variable de estos
sintomas. La tos es probablemente producida por la estimulacién de nervios sensoriales por
parte de los mediadores inflamatorios siendo un sintoma particularmente importante sobre
todo en nifios con asma. La opresion toracica y las sibilancias son debidas en su mayor
parte a la limitacion del flujo aéreo. La disnea probablemente refleja el aumento del trabajo
respiratorio, de la actividad muscular, los cambios en la distensibilidad pulmonar y el

estimulo neuronal directo de los mediadores de la inflamacion.
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2.5.5. Limitacion del flujo aéreo.

Todos los mecanismos Yy respuestas implicados en el proceso inflamatorio
contribuyen directa o indirectamente a la limitacion del flujo aéreo en el asma; contraccion
del muasculo liso, formacion de moco, edema, etc. Los muchos factores que pueden
contribuir a la limitacion del flujo aéreo, también varian entre individuos con asma y
dentro de cada individuo conduciendo a una marcada variabilidad en la presentacion
clinica, lo que lleva a considerar al asma como la expresion clinica de diferentes
mecanismos patdgenos.

La bronconstriccion aguda puede ser secundaria a la hiperreactividad bronquial
provocada por la inhalacion de alergenos a través de mediadores liberados por los
mastocitos. Se han realizado mediciones de mediadores en muestras de lavado
bronquioalveolar de pacientes, que junto con el uso de inhibidores especificos y
antagonistas, sugieren que los leukotrienos (C4 y D4), prostaglandinas (PGD2, TxA2 Y
PGF2-a) e histamina son los mediadores con mayor implicacion en la limitacion del flujo
aéreo inducida por alergenos inhalados. El ejercicio y el suero salino hiperténico pueden
provocar limitacion del flujo aéreo por estimulacién directa, no a través de IgE, de los
mastocitos. La respuesta provocada por estos mediadores es posiblemente debida a su
accion sobre el musculo liso méas que una vasodilatacion o formacion de edema y
ayudandose de los reflejos neurales que aumentarian dicha respuesta a través de la
liberacion de neuropéptidos.

Una caracteristica del asma es la reversibililidad de la limitacion del flujo aéreo. La
variabilidad diaria en el grado de limitaciobn se correlaciona con el grado de
hiperreactividad de la via aérea. La hiperrespuesta y limitacion transitoria del flujo aéreo,
asociadas a las exacerbaciones asmaticas y los sintomas provocados, pueden ser

prevenidos con el uso de antiinflamatorios, pero la mayoria de los sujetos con asma tienen
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hiperreactividad incluso cuando estan asintomaticos y tras un tratamiento antiinflamatorio
eficaz. Esto puede ser atribuido al aumento de redes neurales y la remodelacion de la via
aérea, que conduce a cambios estructurales y funcionales permanentes en las células®*.
También existen pacientes que debido a la hipertrofia del muculo liso, la fibrosis
subepitelial y el engrosamiento de la pared desarrollan una limitacién irreversible del flujo
aéreo. En pacientes con asma ocupacional se ha observado que incluso tras el cese de la
exposicion, el asma no desaparece sino que incluso puede empeorar. Recientes estudios
muestran una inflamacién continua de la via aérea lo que sugiere que una vez iniciado el

proceso inflamatorio, este puede continuar incluso en ausencia de exposicién ambiental.

2.5.6. Alteraciones de los gases en la sangre.

Un asma estable y bien controlado se asocia con una buena ventilacion-perfusion y
su reflejo gasomeétrico. Las exacerbaciones se asocian con una combinacion variable de
hipoxemia e hipocapnia, hipoxemia y normo o hipercapnia con acidosis, hipocapnia leve
con alcalosis respiratoria y normo o hipoxemia leve, dependiendo de la gravedad. La
hipoxemia suele deberse a las alteraciones en la distribucion del oxigeno debido a la
inflamacion de la via aérea, pero la hipercapnia es probablemente debida al fallo de la

bomba respiratoria®.

2.5.7. Asma nocturno.

La presencia de sintomas asmaticos que interrumpen el suefio por la noche o en la
madrugada es otra caracteristica de la enfermedad asmatica. EI aumento de la actividad
parasimpatica y disminucién de la actividad dilatadora noradrenérgica, junto al aumento de

la capacidad residual funcional y de la inflamacidn de la via aérea durante la noche, juegan
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posiblemente un papel en la patogénesis de la limitacion del flujo aéreo durante la noche®.
También pueden contribuir alergenos presentes en el lugar de descanso, la disminucion del

aclaramiento mucociliar, la hipoventilacion o hiperventilacion y el reflujo gastroesofagico.

2.5.8. Infeccidn respiratoria 'y asma.

Existen aspectos epidemioldgicos de la enfermedad asmatica como es el aumento de
su prevalencia a nivel mundial que no estan esclarecidos y que pueden estar relacionado
con cambios no s6lo medio ambientales sino también del estilo de vida e higiénico-
sanitarios, en concreto la influencia de las infecciones en el desarrollo de la inflamacién y
especialmente de las infecciones causadas por organismos intracelulares®.

Tradicionalmente se han asociado las infecciones respiratorias por virus con el
desencadenamiento del asma, fundamentalmente en nifios, y se ha denominado *“asma
infecciosa”, cuando la enfermedad comienza tras una infeccion aguda respiratoria como
una bronquitis o pneumonia®. Sin embargo el papel de las infecciones en la infancia y los
cambios en los patrones de colonizacion intestinal que actuan como primer estimulo
antigénico pueden tener un papel contradictorio en el desarrollo de la atopia. Se ha
observado una baja prevalencia de atopia en nifios que han estado expuestos a
Mycobacterium tuberculosis y en jévenes con infeccidn antigua por virus de la hepatitis A
y sarampi6n®**"_ Estas infecciones estimulan la respuesta inmune celular Thi (figura 2)
que puede dar lugar a una desviacion y predominio de dicha respuesta frente a la respuesta
Th2, de predominio alérgico, que otorgaria un papel protector frente a la atopia. Hay
estudios que relacionan la historia de infecciones en menores de 3 afios con mayor riesgo
de asma®, pero la mayoria de los estudios retrospectivos apoyan una relacién inversa.
También la colonizacion por las bacterias intestinales en la primera infancia desencadenan

140

un potente estimulo a favor de la respuesta Th1™, mientras que las infecciones parasitarias
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son potentes inductores de la respuesta Th2 y secrecion de IgE*. Los cambios en la flora
intestinal derivados del uso excesivo de antibidticos en los nifios y las vacunaciones
pueden mantener la polaridad del sistema Th2, el cual es predominante en el sistema
inmune fetal en respuesta a los antigenos maternos*, en detrimento de Th1 y favorecer asf
los procesos alérgicos. Si la colonizacion bacteriana intestinal es anterior a la exposicion a
un alergeno, el estimulo bacteriano puede tener un papel protector frente a la atopia, pero si
es posterior, puede dar lugar a exacerbaciones del fenotipo asmatico.

Por otro lado, las infecciones virales e incluso las vacunas con virus vivos atenuados
producen un aumento transitorio de la hiperreactividad bronquial debido al dafio en el
epitelio bronquial e infiltracibn mucosa por linfocitos y eosindfilos, activando los
mecanismos neurales de broncoconstriccion y secrecién de citocinas proinflamatorias®. El
virus respiratorio sincitial (VRS), y otros como adenovirus, rinhovirus, influenza y
parainfluenza dan lugar a sibilancias y pueden provocar exarcebaciones. Son consideradas
la causa mas frecuentes de exacerbacion® aunque la frecuencia de agudizaciones por causa
infecciosa es variable segun autores y segun los patdgenos considerados, métodos de
deteccion y la edad de los enfermos oscilando del 20% al 89%*. Los RSV se consideran
responsables del desencadenamiento del asma en el 9% al 42% de los casos totales***®4743
y hasta del 85% en periodos epidémicos*. En los nifios, el RSV y el parainfluenza son los
mas comunes, dando lugar a la produccion de IgE especifica frente a ellos. Otros virus
implicados son el virus de la gripe, los coronavirus y los enterovirus*“°.

Existen menos estudios en los adultos pero se considera a los virus como inductores
de la enfermedad en un 10% de los casos globales y desencadentes de las crisis en torno a
un 55%, alcanzando el 89% en los casos asociados a virus catarrales comunes (rhinovirus,

coronavirus, influenza)®*2. Uno de los primeros estudios longuitudinales con asmaticos

de larga duracion, comparando periodos de reagudizacion con periodos asintomaticos en el
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que se buscaba la presencia de infeccion respiratoria viral, encontré que el 80% de los
pacientes con sibilancias y opresion toracica o disnea presentaba infeccion respiratoria de
las via altas por virus respiratorios y junto a ellos por Chlamydia pneumoniae®.

Las bacterias intracelulares parecen tener también un destacado papel como

46,49,53,54

desencadenantes de las crisis asmaticas en concreto C. pneumoniae y Mycoplasma

pneumoniae. Algunas series han encontrado entre un 9% y un 19% de casos de crisis

4855 También se ha considerado a M.

asmaticas relacionados con C. pneumoniae
pneumoniae causa de exacerbaciénes hasta en un 25% de los casos*®*®*’. También en nifios
se ha identificado a Chlamydia pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae como agentes
desencadenantes de exacerbaciones, predominando el primero®>%%8%

El papel que desempefia la infeccion en el inicio y posterior desarrollo de la
enfermedad asmaética ain no se conoce del todo. Es frecuente recoger el antecedente
inmediato de una infeccidn respiratoria en el asma del adulto. Las respuestas celulares Thl
y Th2 se inhiben reciprocamente mendiante la produccion de IFN-y e IL-10
respectivamente (figura 2). La respuesta Thl es nociva para los virus, y por lo tanto
favorable al huesped. Un predominio de esta respuesta explicaria las exacerbaciones
producidas por los virus pero no que una infeccion remota aumentase el riesgo de
desarrollar asma en el futuro. Por otro lado los cambios inflamatorios y la hiperreactividad
pueden persistir en el epitelio respiratorio (especialmente en alérgicos) una vez pasada la
fase sintomatica de la infeccién por rhinovirus e independientemente de la replicacién
viral®*®*% También se ha comprobado que virus como el VRS, causante de bronquiolitis y

al que se ha asociado con el desarollo posterior de asma infantil®

, produce la glucoproteina
G que es reconocida como antigeno por la células Th2, que al activarse inhibe la respuesta
Th1l que eliminaria el virus, favoreciendo asi su diseminaciéon y da lugar al aflujo de

eosinofilos e hipersecrecion mucosa. Otros virus porducen sustancias homologas a la 1L-10
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y péptidos que bloquean el INF-y°®%". Asi mismo se ha implicado a la infeccién persistente
por adenovirus como promotora de los sintomas crénicos del asma®. Las infecciones por
C. pneumoniae y M. pneumoniae también desencadenan una respuesta Thl (figura 2), pero
solo en el caso de C. pneumoniae existen articulos que relacionan la infeccion aguda con el
inicio y desarrollo posterior del asma, y la contribucion de la infeccién a los sintomas de la
enfermedad cronica®. Ademas se ha relacionado la mejoria de los sintomas y de la funcién
pulmonar tras la administracion de tratamiento antimicrobiano especifico, en el asma
moderada y crénica’®. No sabemos si también existe una inactivacion de la respuesta Thi a
favor de Th2 en la infeccion por C. pneumoniae. Se han identificado polimorfismos en el
gen CD14 que codifican el receptor celular de alta afinidad para el lipopolisacarido
bacteriano (presente en enterobacterias y Chlamydia). Este gen estd localizado en el
cromosa 5¢, adyacente al cluster de genes que codifican las citokinas Th2. Quiza CD14 se
relacione con la intensidad de la expresion atopica’.

La relacion entre la infeccion y el desarrollo del asma estara influenciada por el tipo
de organismo, gravedad de la infeccion y momento en que ocurre lo que lleva a considerar

a diversos patégenos como posibles agentes etioldgicos de la enfermedad®.

Figura 2. Infeccion respiratoria y asma. Mecanismos inmunolégicos. Modificada ref.
67.

ASMATICOS
et
¢ Deficit IFNa, v, IL-12 0 (IL-3,1L-4, ”;5’ IL-9, 1gE)
exceso IL-4, 1L-10? i :
Vol
: — IL-10. INFy
Virus C. epitelial Inhibicion | | Inhibicién
C. pneumoniae| Macréfago o
3 \4
Produccién normal
de IFNa, y € IL-12. Thi Eliminacion
(IL-2, IL-3, TNF, INF-y, NK, IgM, IGE)| el agente

NO ASMATICOS

23



Asma

2.6. DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION DEL ASMA

Los estudios epidemioldgicos sugieren que el asma estd infradiagnosticado e
infracontrolado, ya que la naturaleza transitoria e inespecifica de los sintomas asmaticos
hacen que los pacientes esperen para solicitar opinion medica. No es extrafio que un asma
sea diagnosticado como una forma de bronquitis y sea tratado inadecuadamente con cursos
sucesivos de antibidticos y antitusivos. Aunque el adagio “ no todo lo que pita es asma” es
frecuentemente citado, la presencia de sibilancias y broncoespasmo secundarias a un asma
subyacente, no diagndsticado, es tan comdn que seria mas apropiado decir que “ todo lo

que pita es asma hasta que se demuestre lo contrario™.

2.6.1. Diagnostico Clinico: sintomas y signos.

El asma presenta una sintomatologia caracteristica de episodios de tos, disnea,
opresion toracica y sibilantes particularmente durante la noche y primeras horas de la
mafiana. Pero estos sintomas aunque caracteristicos no son por si mismos diagndsticos.
Son marcadores importantes la historia de ataques recurrentes provocados por diversos
factores como alergenos, irritantes, ejercicio e infecciones y el alivio espontaneo de los
sintomas con el uso de broncodilatadores y antiinflamatorios. La variabilidad estacional de
los sintomas, una historia familiar de asma y presencia de enfermedad atopica son datos
que ayudan al diagndstico®.

El examen fisico intercrisis suele ser normal, pero durante las exacerbaciones y
dependientdo de su gravedad podemos encontrar los signos tipicos de una obstruccién de
la via aérea y aumento del trabajo respiratorio como disnea, sibilantes, espiracion
prolongada y en crisis graves o prolongadas utilizacion de mudsculos accesorios y presencia

de pulso paraddjico. Los pulmones se hiperdistienden y el diametro anteroposterior del
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torax aumentan observandose la hiperinflacion pulmonar en la radiografia de torax. Con
frecuencia hay taquicardia, taquipnea y leve hipertension sistolica. También con frecuencia
la tos se hace productiva expulsando un esputo espeso, a veces con la forma cilindrica de
las vias respiratorias (espirales de Curschmann) que a menudo contiene eosinofilos y
cristales de Charcot-Leyden. La existencia de tapones mucosos puede provocar sofocacion,
desapareciendo incluso las sibilancias, haciendo la respiracién entrecortada y necesitando
ventilacion mecénica. El hallazgo de eosinofilia en el esputo y en la sangre y la
determinacion de las concentraciones séricas de IgE también son dtiles, aunque no

especificos de asma®.

2.6.2. Medida de la funcion pulmonar.

Durante las crisis asmaéticas se alteran todas las funciones pulmonares; aumenta la
resistencia de las vias aéreas, disminuyen los volumenes espiratorios forzados y la
velocidad de flujo, existe hiperinflacién pulmonar y del torax, cambios de la retraccién
elastica, distribucion anormal de la ventilacion y flujo sanguineo pulmonar y alteracion de
los gases arteriales. La medida de las alteraciones de la funcion pulmonar proporcionan
una valoracién indirecta de la hiperreactividad de la via aérea®. Los dos métodos més
empleados para valorar la limitacion del flujo aéreo son la medida del volumen espiratorio
forzado en un segundo o VEF;, con el que medimos el volumen de gas espirado durante el
primer segundo de la espiracion, acompafiado del volumen total espirador o la capacidad
vital forzada, CVF, y la variabilidad el flujo espiratorio méximo o PEF. Los valores
predictivos de VEF;, CVF y PEF, varian en funcién de la edad, sexo y peso y han sido
obtenidos a partir de estudios poblacionales y sometidos a revision periddica. La medida de

VEF; y CVF se realiza durante una maniobra de espiracion forzada usando un espirémetro.
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Una buena valoracion de la limitacion del flujo aéreo se puede obtener mediante la relacion
VEF1/CVF. La relacién normal en adultos es mayor de 0,75 y en nifios de 0,85. Cualquier
valor por debajo de los referidos sugiere una limitacion del flujo aéreo, con valores mas
bajos a mayor gravedad de la limitacion.

La medida del PEF es la que mas ayuda al diagndstico y posterior tratamiento del
asma. Con la monitorizacién del PEF a lo largo del dia se puede establecer una linea de
base y la variabilidad del flujo aéreo en 24 horas que reflejaran la gravedad del asma.
Puede realizarse mediante un contador portatil de plastico que permite su uso por el
paciente en su domicilio y resulta mas econdmico. EI medidor del PEF se correlaciona bien
con el FEV;, pero son necesarias instrucciones para su uso pues es dependiente del
esfuerzo. EI método mas sensible para describir la variabilidad diaria del PEF es la medida
de la amplitud diurna expresada como un porcentaje del valor medio del PEF obtenido a lo

largo del dia:

PEF noche-PEFmaniana
Variabilidad diaria = X 100
Y% (PEF noche + PEFmafana)

Lo ideal es realizar la primera medida en la mafana, antes del uso de los
broncodilatadores, y la ultima en la noche tras su inhalacién, anotando las mediciones, 2
veces al dia durante al menos 1 6 2 semanas. Una variacion diurna o amplitud mayor del
20% es diagndstica de asma, siendo la magnitud de la variabilidad directamente
proporcional con la gravedad de la enfermedad, aunque en el asma leve intermitente o
grave puede no existir variabilidad. Ademas la monitorizacion del PEF le permite al
paciente una deteccion precoz del inicio de los sintomas, pues cuando se detectan

sibilancias por auscultacién, el PEF puede haber disminuido mas de un 25%>.
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También para establecer el diagnostico, si aun siguen existiendo dudas, se puede
ensayar un tratamiento con broncodilatadores de accion corta y corticoides ademas de la

monitorizacion del PEF3,

2.6.3. Medida del estado alérgico.

Los test cutaneos con alergenos representan la primera herramienta diagnostica en
alergia. Son féaciles de realizar y muy sensibles pero su especificidad es menor y un
positivo no significa necesariamente que la enfermedad es de naturaleza alérgica. La
medida de IgE especifica en suero tiene valor pero no supera a las pruebas cutaneas y es
mas cara. La medida de IgE total o 1gG, especifica de alergeno en suero tampoco tiene
mayor valor en el diagndstico de alergia. La presencia de un componente alérgico puede
ayudar a identificar factores de riesgo, causales y “triggers”, pero la relacion entre la

exposicion al agente y los sintomas debe ser confirmada con la historia clinica °.

2.6.4. Diagnostico diferencial.

Los grupos con mayor dificultad para el diagndstico de asma son los menores de 5
afios y los adultos mayores. Las causas alternativas de episodios repetidos de
broncoespasmo y sibilancias en la infancia son la fibrosis quistica, discinesia ciliar
primaria, inmunodeficiencias primarias, enfermedades congénitas del corazén,
malformaciones de la via respiratoria, regurgitaciones repetidas de leche, aspiracion de
cuerpos extrafios o episodios de broncoespasmo asociado a infecciones respiratorias virales
y bronquiolitis sin existencia de atopia ni anormalidades subyacentes y sin posterior

desarrollo de asma. En pacientes mayores se superponen los efectos de la inhalacion del
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humo del tabaco durante la vida, las enfermedades bronquiticas crénicas y el enfisema,
sindromes vasculiticos con eosinofilia como la enfermedad de Churg Strauss y los
episodios de tos y disnea causados por la insuficiencia cardiaca izquierda®.

Existen variedades de asma que pueden dificultar su diagnéstico inicial como el
asma ocupacional, que ocurre en presencia de sustancias quimicas sin que el paciente en un
inicio pueda ser consciente, el asma estacional intermitente y relacionado con la rinitis
alérgica y la variedad tusigena® que principalmente se manifiesta con tos y aparente
normalidad de los indices de funcion pulmonar.

Los enfermos en tratamiento antihipertensivo con inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, individuos con reflujo gastroesofagico, goteo postnasal o
sinusitis cronica pueden desarrollar tos y recordar a la variedad tusigena del asma.

El paso méas importante a la hora de demostrar la presencia de enfermedad asmética
es la demonstracion con espirometria de la variabilidad y reversibilidad de la limitacion del

flujo aéreo.

2.6.5. Clasificacion del asma.

El asma puede ser clasificado, como veremos a continuacion en funcién de su

etiologia, gravedad y patrén de limitacion del flujo aéreo®.

2.6.5.1. Etiologia.

Se ha intentado clasificar el asma en funcion de su etiologia y en funcion del
estimulo iniciador o desencadenante de agudizaciones. Se podria hablar de un asma

alérgica o extrinseca, cuando se conoce el estimulo desencadenante de una respuesta
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atopica, e idiosincrasica o intrinseca si no existe historial de alergias ni se conoce el
estimulo ambiental. Pero existen estimulos, aun por identificar, que desencadenan
mecanismos celulares e inmunologicos distintos a la respuesta de IgE y que no dependen
de la hipersensibilidad inmediata. La asociacion encontrada entre las concentraciones de
IgE en suero y el asma en todos los grupos de edad, incluyendo individuos no atopicos,
aumenta la posibilidad de que la respuesta inflamatoria inicial sea desencadenada en todas

las formas de la enfermedad por el entorno medioambiental u otros antigenos’.

2.6.5.2. Gravedad.

La combinacion de la medida de la funcién pulmonar y la sintomatologia presente
permite una caracterizacion util de la enfermedad asmaética. Segun la limitacion del flujo
aéreo y la variabilidad presente, el asma se subdivide en intermitente, persistente leve,
persistente moderado y persistente grave’. Esta clasificacién permite un mejor manejo y
ajuste escalonado del tratamiento farmacologico (tabla 2).

Es importante saber que cualquier paciente con asma leve o grave puede tener una
exacerbacion que debe ser reconocida y tratada adecuada y precozmente pues tales
exacerbaciones pueden ser fatales. Existen factores especificos que ayudan a identificar las
crisis de mayor riesgo de mortalidad como son una historia previa de crisis graves, 0
intubacion por asma, hospitalizacion en el ultimo afio, reduccion reciente o cese de la
terapia con corticosteroides, problemas psicosociales y enfermos no cumplidores del

tratamiento.
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Tabla 2. Clasificacion de la gravedad del asma. Modificada de ref. 3.

Tratamiento de

Sintomas Funcion pulmonar
control
-Sintomas continuos -PEF o FEV; -Corticoides
-Frecuentes agudizaciones *<=60% previsto inhalados a altas
Persistente -Actividad fisica limitada *variabilidad dosis y orales diarios
grave -Sintomas nocturnos >30% -Broncodilatadores
frecuentes (BD) de accion larga
diarios
-Sintomas diarios -PEF 0 FEV; -Agonistas-B;
-Exacerbaciones que *>60%-<=80% inhalados de accion
afectan a la actividad previsto corta diarios
Persistente  -Sintomas nocturnos mas *variabilidad -Corticoides
moderada  de 1 vez por semana >30% inhalados diarios
-BD de accion larga
especialmente
nocturnos
-Sintomas <1 vez/dia, >2  -PEF o FEV; -Antiinflamatorios
Persistente veces/semana N *>:§0% _previsto +/- 3
-Pueden alterar la actividad ~ *variabilidad -BD de accion larga

Intermitente

-Agudizaciones brevesy de  *>80% previsto

intensidad variable *variabilidad

-Sintomas nocturnos <2 al <20%

mes. PEF normal
intercrisis

leve -Sintomas nocturnos mas 20%-30% (sobre todo
de 2 veces al mes nocturnos)
-Sintomas<=2veces/semana -PEF oFEV; -Sélo ante la

presencia de
sintomas: agonistas
B2 de accion corta
-Corticoides orales
segun la intensidad
de la crisis

30




Asma

2.6.5.3. Limitacion del flujo aéreo.

El asma puede también ser clasificado en funcion de la medicion y monitorizacion
del PEF®. De esta forma el asma intermitente se define como la presencia ocasional de
sintomas asmaticos y reducciones del PEF en el ultimo afio, con PEF normal o reactividad
casi normal entre episodios, en contraste del asma persistente caracterizado por
variabilidad diaria y nocturna, sintomas frecuentes e hiperreactividad. Se usa el término
“brittle asthma™ para describir pacientes con asma persistente grave, extrema variabilidad
diaria dificil de controlar con la medicacién e importante riesgo de exacerbaciones

repentinas que comprometen la vida.

2.6.6. Reagudizacion del asma.

Las exacerbaciones asmaticas son episodios de disnea con empeoramiento
progresivo, tos, sibilancias u opresion toracica, o la combinacion de estos sintomas. Es
comun que exista distress respiratorio. La crisis asmatica se caracteriza por disminucién
del PEF o FEV;, cuya medida nos indica la gravedad de la limitacion del flujo aéreo en la
crisis®.

La exacerbaciones son reflejo de una exposicion a un “trigger” o el fallo en las
medidas de control. La gravedad de la crisis puede ser leve o comprometer la vida y el
deterioro progresar en horas o dias, pero también puede precipitarse en minutos. Cuando
hay una reexposicion al antigeno especifico los mastocitos secretan sustancias activas que
dan lugar a todo el proceso inflamatorio y de limitacién del flujo aéreo.

Dada la diversidad de antigenos provocadores, sélo podemos explicar la etiologia de

la hiperreactividad bronquial bajo un concepto multifactorial, y como consecuencia de
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reacciones histicas anormales de origen inmunologico o de un desequilibrio bioquimico o
neurohormonal.

La morbilidad y mortalidad de las crisis asmaticas dependen de la gravedad y de la
adopcion de medidas terapeuticas precoces y adecuadas. La primera linea de ataque viene
con la administracion repetida de broncodilatadores de accién, corta como los agonistas
beta,-adrenérgicos y la administracion precoz de corticosteroides inhalados o por via
parenteral, si es necesario, ademas de la oxigenoterapia.

El uso de antibidticos en las exacerbaciones sigue los mismos criterios que en los no
asmaticos y aun no esta claro el beneficio de la adicién empirica de un antibiotico al

tratamiento empirico de la crisis asmaética.

2.7. TRATAMIENTO DEL ASMA.

Los objetivos del tratamiento son: i) mejorar la calidad de vida, ii) disminuir la
sintomatologia cronica, iii) prevenir las exacerbaciones, iv) mantener la funcion pulmonar
normal o lo mas cercana a la normalidad posible y v) prevenir los efectos adversos de la
medicacion.

El tratamiento del asma presenta dos vertientes: a) la etiologica, evitando la
exposicion a los alergenos sensibilizantes como acaros, animales, tabaco, polen, alergenos
profesionales o mediante inmunoterapia, y b) la paliativa o sintoméatica con farmacos
antiinflamatorios y broncodilatadores ademas de la terapia adicional para las crisis agudas
con/sin antibioticos (tabla 3). Ninguno es eficaz por si sélo para todos los procesos
patoldgicos y lo habitual es utilizar regimenes con varios farmacos siguiendo una seleccién

escalonada segun la gravedad del asma®"

(figura 3). EI mejor tratamiento es el dirigido a
disminuir la inflamacion y son los corticoides inhalados los farmacos mas eficaces en el

control de los sintomas, pero su empleo prolongado sigue siendo un aspecto controvertido
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debido a sus efectos secundarios. El tratamiento broncodilatador es meramente paliativo y
no debe utilizarse sélo como tratamiento de fondo. La inmunoterpia debe utilizarse en
casos muy seleccionados con una sensibilidad muy manifiesta a un alergeno y raramente se
utiliza en menores de 5 afios™. El uso de nuevos inmunosupresores puede a ayudar a los
glucocorticoides al control de la cascada de citocinas. Entre estos nuevos agentes se
encuentran el micofenolato de mofetilo, supresores enddgenos de los linfocitos Th2,

inhibidores de la fofodiesteresa 4 e inhibidores especificos de citocinas’®.

Tabla 3.Farmacos empleados en el tratamiento del asma.

Tratamiento de las crisis: Relajacion rapida del musculo liso bronquial.

-Agonistas Beta-, adrenérgicos de accion corta (broncodilatadores mas potentes):
salbutamol, terbutalina

-Anticolinérgicos (nifios < 2 afios): bromuro de ipatropio

Tratamiento de fondo antiinflamatorio: Disminucién de la reactividad bronquial e inflamacion

mucosa

-Corticoides inhalados (medicacion inhalada méas potente): beclometasona, budesonida,
fluticasona

-Cromonas (nifios y asma inducido por ejercicio o alergenos conocidos): nedocromilo
sadico, cromoglicato disédico

-Corticoides sistémicos (pautas cortas en crisis y continuado en asma grave): prednisona,

hidrocortisona, prednisolona, metilprednisolona

Tratamiento adicional a los corticoides inhalados (especialmente para el control de sintomas

nocturnos)

-Broncodilatadores de accién prolongada: salmeterol, formoterol
-Metilxantinas (asma cronico grave, necesitan monitorizacion): teofilinas
-Antileucotrienos (asma persistente leve y moderado):montelukast, zafirlukast

-Antihistaminicos (prevencién de asma en nifios atdpicos): ketotifeno
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Figura 3. Tratamiento escalonado de mantenimiento en el asma. Modificada ref. 3.

4. P. Grave

-Corticoides inhalados a dosis altas > 800-2000 mcg/dia

+

-BD de accion prolongada.

Revisar cada 3-6 meses. Si +/-

permanece estable >3 meses,
es posible la reduccion

gradual. -Alivio sintomético: Agonistas B, de accion corta inhalados a

-Corticoides orales (menor dosis posible).

demanda
3. P. Moderada

J y -Corticoides inhalados a dosis medias 800-2000 mcg/dia

+

-BD de accio6n prolongada.

Si no se consigue el
control, valorar antes de +/-
subir, el cumplimiento in T . .
del tratamiento y el |-Cromonas (nifios), anticolinérgicos, antileucotrienos.

control ambiental

-Alivio sintomético: Agonistas B, de accion corta inhalados (3-4
veces/dia)
2.P. Leve

-Corticoides inhalados a dosis bajas 200-500 mcg o0 cromonas (nifios).
-Si es necesario, T dosis corticoides inhalados hasta 800 mcg
o afiadir BD de accion prolongada para sintomas nocturnos

-Alivio sintoméatico: Agonistas 3, de accion corta inhalados (3-4 veces/dia)
1.2. Intermitente

-No precisa medicacién de mantenimento
-Agonistas f3,- de accion corta o cromonas si hay sintomas (menos de 1 vez/semana) y/o

previos al ejercicio o exposicion al alergeno

El tratamiento de las agudizaciones depende de la gravedad de la crisis y varia segun

la respuesta al tratamiento inicial®"

(figura 4). En las agudizaciones leves, detectadas por
el aumento de los sintomas y disminucion del PEF, se duplicara la dosis de corticoides
inhalados hasta la desaparicion de los sintomas. Cuando existe un aumento importante de

los sintomas y descenso acentuado del PEF son necesarios los ciclos cortos de corticoides.
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A pesar de la controversia respecto al papel de las bacterias en el desarrollo de la
enfermedad, hay autores que sugieren la inmunoterapia con vacunas de extractos
bacterianos para prevenir el efecto de los antigenos bacterianos en la reagudizacion’”.
Otros autores plantean que el tratamiento con antibioticos activos frente a C. pneumoniae
puede dar lugar a mejoria sintomatica y remisiones prolongadas pero aun no se ha
comprobado en beneficio de la inclusion de antibidticos especificos en el tratamiento

empirico inicial de los pacientes con asma y seropositivos para Chlamydia.

Figura 4. Manejo de la crisis asmatica.

EVALUACION DE LA GRAVEDAD
(PEF <80% del previsto, tos, disnea, opresion toracica, uso de musculatura accesoria).

Iniciar agonistas B, inhalados de accién corta en cAmara o nebulizados cada 20 minutos en la 12 hora

Buena respuesta Respuesta incompleta Mala respuesta
Episodio Leve Episodio Moderado Episodig Grave
-PEF>80% -PEF 50-80% -PEF <60%
-Respuesta clinica mantenida -Disnea moderada, -Disnea importante
durante 4horas -Retracciones intercostales leves retraccion, aleteo
-Frecuencia resp N o T nasal, cianosis
l l -Frecuencia resp.T
v

-Seguir B,/3-4h -Continuar B, + corticoides orales -Repetir B, +
-Continuar tratamiento de fondo -Consultar servicio de Urgencias corticoides orales

Buena respuesta ‘/I\/Ialz}respuesta

-Seguir con B,/4-6 h

-Evaluar en 48 h

TRASLADO A URGENCIAS s

(02, para alcanzar una saturacion > 90%, valorar corticoides iv, B, parenterales y posible ingreso en UCI)
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3. CHLAMYDIA PNEUMONIAE.

3.1. CHLAMYDIA PNEUMONIAE. ANTECEDENTES.

Chlamydia peumoniae es un patdgeno intracelular que causa infecciones agudas del
tracto respiratorio, incluyendo neumonia, bronquitis, sinusitis y faringitis. También se le ha
asociado con arteriosclerosis y otros procesos extrapulmonares.

El organismo fue aislado en 1965 de la conjuntiva de un nifio taiwanés durante el
ensayo de una vacuna para el tracoma’®. La cepa se cultivd en el saco vitelino de un
embrion de pollo y recibié el nombre de TW-183. En posteriores cultivos celulares se
observaron la presencia de inclusiones celulares densas, redondas y similares a las
descritas para C. psittaci. En 1968 también se aisld en la conjuntiva de un nifio irani un
microorganismo cultivado en embrion de pollo (IOL-207) posteriormente identificado
como C. pneumoniae’™. A pesar de la fuente conjuntival de estos dos aislados, el
organismo no ha sido relacionado con enfermedad ocular.

El papel de C. pneumoniae como patdgeno respiratorio no fue definido hasta 1983,
cuando se consigui6 el primer aislado respiratorio (AR-39) en el lavado faringeo de un
estudiante de Seattle con faringitis, antigénicamente asociada con TW-183%°. En 1985 se
publicaron series de datos seroldgicos que suponian la asociacion del microorganismo con
neumonfa, pasando a llamarse TWAR®.

En 1989, tras andlisis ultraestructurales y de homologia del DNA, TWAR fue
reconocida por Grayston como una nueva especie llamada C. pneumoniae®.

Se considera a C. pneumoniae causante de una media del 10% de las neumonias

adquiridas en la comunidad, y de un 5% de la bronquitis y sinusitis. La infeccion primaria
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es mas frecuente entre los 5-10 afios y la mayoria de los adultos tienen evidencias
serologicas de infeccion pasada. La mayoria de los estudios seroldgicos se han realizado
con test de microinmunofluorescencia especifica y recientemente se han introducido para

su deteccion las técnicas moleculares como la PCR.

3.2. MICROBIOLOGIA DE C. PNEUMONIAE.

Se ha propuesto recientemente una reclasificacion del orden de los Chlamydiales tras
el andlisis filogenético del RNAr 23S y 16S, el cual ha aportado nueva informacién
genética y fenotipica. Los Chlamydiales se dividen al menos en cuatro familias, entre ellas
Chlamidiaceae que contiene dos géneros, Chlamydophila gen.nov. y Chlamydia gen.nov.,

y nueve especies®*®

(figura 5). Previamente solo se consideraba la existencia del género
Chlamydia en el que se incluian todas las especies conocidas de clamidias. Ahora
Chlamydia pneumoniae pertenece al género Chlamydophila, y taxonomicamente recibe el
nombre de Chlamydophila pneumoniae comb.nov., aunque todavia se admite el uso de la
denominacion de anterior. Cuando nos estemos refiriendo a C. pneumoniae los haremos a
su denominacion como Chlamydophila pneumoniae, aunque emplearemos el término
Chlamydia de forma genérica para mayor comodidad.

La clasificacion taxonomica clésica de Chlamydia esta basada en criterios
fenotipicos, morfoldgicos y genéticos. Todas las especies de la familia Chlamidiaceae son
reconocidas por anticuerpos monoclonales (mAbs) que detectan el epitopo trisacérido del
lipopolisacarido aKdo-(2—8)-aKdo-(2—4)-aKdo®. El grado de relacién genética entre

todos los aislados de C. pneumoniae estudiados es >95% y del 10% con C. psittaci®. Se ha

hallado un plasmido de C. pneumoniae en un aislado de caballo de C. pecorum.
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Figura 5. Nueva clasificacion filogenética de la familia Chlamydiaceae.

Orden
Chlamydiales
Familia 4/)/ \\
Parachlamydiaceae Chlamidiaceae Simkaniaceae Waddliaceae
Género ‘ /\ *
Parachlamydia  Chlamydophila Chlamydia Simkania n.d.*
Especie
P. acanthamoebae S. negevensis WSU 86-1044
— C. pneumoniae — C. trachomatis
L » C. pecorum L » C. muridarum
|, C. psittaci |, C.suis

C. abortus C. caviae C.felis

*n.d. no denominada

La pared celular de Chlamydia se asemeja a la de las bacterias gramnegativas y se
reproducen por fisidn binaria, por lo que se les ha clasificado como bacterias. Son parasitos
energéticos ya que utilizan el ATP de la célula huesped para la sintesis de sus proteinas.

Las especies de Chlamydiaceae son parasitos intracelulares obligados de las células
eucarioticas con dos formas de vida distintas: el cuerpo elemental (CE) y el cuerpo
reticulado (CR). Dada la importancia de la existencia de estas dos formas en la patogenia
de la enfermedad las explicaremos detalladamente en la seccién de inmunologia y
patogenia. Se ha visto por microscopia electronica que el CE de C. pneumoniae tiene una
forma piriforme caracteristica, a diferencia de los CEs de C. trachomatis, C. pssitaci o C.
pecorum de forma redondeada (figura 6). Los CEs estan rodeados de un espacio
periplasmico que también es morfolégicamente distinto en C. pneumoniae. Se han visto
aislados de C. pneumoniae con CEs redondos, pero el analisis molecular es similar a otras
especies de C. pneumoniae®. El significado de estas diferencias morfoldgicas no se

conoce.
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Figura 6. Microfotografia electronica de C. pneumoniae (A) y C. trachomatis (B).
Tomada de ref. 86.

E: Cuerpo elemental; R: Cuerpo reticulado; om: membrana externa. Las puntas de flecha indican pequefios

cuerpos electrodensos. Barra = 0,5 pum.

3.3. ESTRUCTURA ANTIGENICA DE CHLAMYDIA, GENETICA Y BIOLOGIA.

Este es uno de los aspectos menos conocidos. Todas las especies presentan un
antigeno comun, asociado a la membrana celular y especifico de género, el antigeno
lipopolisacérido (LPS) que es comun a las tres especies y tiene actividad de endotoxina.
Los anticuerpos frente a este antigeno son los primeros en aparecer ante una infeccion
aguda tanto primaria como secundaria.

En la membrana externa de Chlamydia y Chlamydophila se encuentra el complejo
proteico de la proteina mayor de membrana externa (MOMP) que contiene los antigenos

especificos de especie. La caracaterizacion de estos antigneos solo se ha conseguido
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mediante microinmunofluorescencia con Mabs, ya que son antigenos muy labiles a los
métodos fisicos y quimicos habituales®.

Se han identificado por inmunoprecipitacion otras proteinas de diferente peso
molecular y anélogas entre las tres especies. Sin embargo existe una proteina rica en
cisteina de 98 kDa que sélo aparece en la membrana externa de C. pneumoniae y que
parece proporcionar rigidez a la estructura y favorecer la morfologia piriforme del CE. En
los aislados de C. pneumoniae con CE redondeados, la concentracion de esta proteina esta
disminuida. Se ha visto la presencia de anticuerpos contra esta proteina tras la
primoinfeccion®’.

En el suero de pacientes con sarcoidosis y arteriosclerosis se ha reconocido la

presencia de proteinas especificas de C. pneumoniae®®.

3.3.1. Genética.

Se han identificado en C. pneumoniae genes analogos a otros en C.trachomatis y
C.psittaci que codifican proteinas estructurales, funcional e inmunoldgicamente
importantes. Estos genes son ompA, ompB, groEL y Dnak®.

Omp A codifica proteinas de MOMP presentando gran homogeneidad genética entre
distintos aislados de C. pneumoniae. En cambio la diversidad genética es mayor en C.
psittaci y C. trachomatis por la existencia de dominios variables en estas especies.

Omp B codifica una proteina de 60-kDa rica en residuos de cisteina, altamente
conservados entre especies y con probable funcién estructural.

GroEL y DnaK codifican las heat shock proteins o HSPs, proteinas con un
importante papel en la inmunopatologia de la infeccion. La HSP de 60 kDa (GroEL) de C.

trachomatis se ha asociado con la respuesta de hipersensibilidad retardada en infecciones
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cronicas. En contraste los anticuerpos contra la HSP 70 kDa (DnaK) tienen actividad
neutralizante. Ambas proteinas estan presentes en el suero de pacientes con serologia
positiva a C. pneumoniae. El gen GroEL de C. pneumoniae tiene un 95 y 97% de
homologia con el gen GroEL de C.trachomatis y C. psittaci, respectivamente. EIl gen
DnaK de C. pneumoniae presenta un 87% de similitud con C. trachomatis.

El gen Dnak también codifica la HSP 76 kDa, primer antigeno especifico de C.
pneumoniae que se ha conseguido identificar®. Se ha conseguido neutralizar la infeccién

en cultivos celulares mediante suero de conejo hiperinmune dirigido contra este antigeno.

3.4. EPIDEMIOLOGIA.

C. pneumoniae es considerado un patégeno humano y no se le conoce reservorio
animal. Aunque ha sido reconocida como patdgeno respiratorio en 1983, examenes
realizados en muestras congeladas revelan que es una causa frecuente de infeccion desde

1963%,

3.4.1. Transmision.

La transmisién parece ser relativamente ineficiente. En el estudio
seroepidemiolégico, realizado por Aldous y cols®, con 68 familias durante el periodo
1966-1979 para determinar la incidencia de infeccion aguda en las familias de Seattle, en
todos los episodios de infeccion multiple hubo miembros de las familias sin evidencia de
infeccion. También fue relativamente frecuente la falta de infecciones secundarias
familiares, lo que sugiere que la diseminacion del organismo no es facil y quiza s6lo unas

pocas personas infectadas transmitan la bacteria.
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C. pneumoniae sobrevive en pequefios aerosoles a temperatura ambiente y en
condiciones de alta humedad relativa durante un tiempo relativamente corto en el que la
transmision persona a persona es posible especialmente en situaciones de hacinamiento™.
No obstante se aceptan tres mecanismos posibles de transmision: i) aerosoles de pequefias
particulas (<10 um), ii) inoculacion directa por gotas o particulas grandes y iii) a través de
fomites y superficies contaminadas® .

El microorganismo puede permanecer viable bastantes horas sobre superficies como
la férmica y el papel donde permanece hasta 30 horas y 12 horas respectivamente.
También es posible la transmisién a las manos desde esas superficies aunque el in6culo
transmitido es escaso y la supervivencia se limita a 15 minutos®. El portador asintomatico
y la excrecion prolongada del microorganismo (hasta superior a un afio) favorecen la
transmision®. Se han descrito epidemias en cuarteles® y se ha aislado C. pneumoniae en la
faringe de hasta un 5% de la poblacién sana®™ y un 6% de los nifios®. No existe evidencia

de transmision sexual de C. pneumoniae®”.

3.4.2. Distribucion por edades y sexo.

La infeccion por C. pneumoniae presenta una distribucion bimodal y aumenta con la
edad, siendo rara en nifios menores de 5 afios y mostrando un pico de incidencia a los 8-9
afios y otro a los 70 afios®, diferenciandose de C. trachomatis cuya la infeccién en estos
grupos edad no es comun predominando en edades muy prematuras, adolescente mayores
y adultos jovenes. En torno a los 20 afios el 50% de las personas tienen anticuerpos
detectables, y continta aumentando de forma més lenta que en la infancia hasta alcanzar el
75% en la poblacion anciana. Estas prevalencias existen a pesar de que la primoinfeccion
induce una respuesta de anticuerpos limitada en el tiempo (3-5 afios), sugiriendo que la
mayoria de las personas sufren reinfecciones a lo largo de su vida®. El titulo de
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anticuerpos tras la reinfeccion permanece mas tiempo que tras la infeccion primaria.
Grayston® estudié 2000 sueros pareados, clasificados por afios, edad y sexo
procedentes de enfermos de neumonia durante los afios 1963-1975. El 8% presentaba
serologia compatible con infeccidén aguda con una tasa de incidencia de 1/1000 casos por
afio que aumentaba a 3/1000 casos por afio en los sujetos de 70 afios.
La seroprevalencia es aproximadamente igual por debajo de los 15 afios en ambos
sexos, pero a partir de los 20 afios disminuye en la mujer®® excediendo la seroprevalencia

del hombre en un 25%*%

y manteniéndose estas diferencias en todos los paises sin que aun
se conozca la causa, aunque se ha querido relacionar con el habito de fumador mas comun
en el hombre, ya que la prevalencia y titulos de anticuerpos parecen mas elevados tanto en

el grupo masculino como en los fumadores'®,

3.4.3. Distribucion global de la prevalencia y periodicidad.

La respuesta seroldgica ante la infeccién por C. pneumoniae puede alterarse debido a
diferencias en el indculo, infeccidn previa o reacciones cruzadas con otras especies. Por
esta razon los datos seroldgicos estan sujetos a una importante variabilidad. Aunque la
seroprevalencia mundial de inmunoglobulina G (IgG) positiva para C. pneumoniae oscila
entre un 50% y un 60%, y la infeccion por C. pneumoniae esta ampliamente distribuida,
existen diferencias entre distinto paises y distintas regiones'%, siendo los paises tropicales
los que muestran la prevalencia mas alta (70%)%'%. En Taiwan es del 23%, 67 y 96% en
nifios, adolescentes y adultos respectivamente'®. En Alemania la serprevalencia de 1gG
alcanz6 65% en estudiantes™®.

En un estudio de prevalencia realizado en Espafia entre nifios y jovenes del Pais
Vasco se hallaron datos de infeccion por C. pneumoniae en mas del 40% de los nifios

mayores de 7 afios'%.
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En torno al 10% de las neumonias adquiridas en la comunidad (NAC) son a causa de
C. pneumoniae’®1071%81%9 ) 5 mayoria son tratadas fuera del hospital, lo que puede

infravalorar su incidencia. En Espafia un estudio multicéntrico de Almirall y cols™™. e

n
Catalufia encontr6 a C. pneumoniae como el agente etiologico de neumonia adquirida en la
comunidad mas frecuente con una proporcion del 15.3%. En otro estudio similar en Italia

112 llevaron a cabo un

se obtuvo un porcentaje de incidencia del 13%'!. Gémez y cols
estudio con 342 pacientes diagnosticados de NAC en el que establecen el diagndstico
microbioldgico en 100 casos. Streptococcus. pneumoniae y C. pneumoniae fueron los
microorganismos mas frecuentes (43% y 21%). En otro estudio de Torres y cols'™,,
realizado en pacientes con bronquititis cronica obstructiva (BNCO) y NAC, se encontrd a
C. pneumoniae como el segundo agente etiolégico (12%) tras S.pneumoniae. Se han
realizado otros trabajos de incidencia de la infeccion en Espafia con resultados
variables™**>® En conjunto se estima que en nuestro pais, C. pneumoniae es la causa
del 12%-21% de las NAC™.

La infeccidn presenta caracter endémico y epidémico con cambios ciclicos en su
incidencia alternando periodos de alta incidencia seguidos de periodos de baja. La primera
epidemia ocurrida en Escandinavia'*® fue atribuida en un principio a C.psittaci, al
asemejarse el cuadro clinico con la ornitosis. Un seguimiento en Finlandia durante varios
afios de la seroprevalencia de 1gG demostrd la presencia de ciclos de aproximadamente 10
afios con cifras que variaban entre un 44% y un 66%". Otro estudio retrospectivo de
Grayston con sueros recogidos de pacientes con neumonia entre 1963-1975 se observo la
presencia de ciclos de 4 afios sin periodicidad estacional*®.

Con relativa frecuencia la infeccién por C. pneumoniae se asocia a otros patdgenos

que causan enfermedad. Se han descrito infecciones mixtas con Legionella pneumophila,

Mycoplasma pneumoniae, virus respiratorio sincitial, adenovirus y parainfluenza y en
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especial con S. pneumoniae y Haemophilus influenzae, lo que puede agravar el cuadro
s ~55,103,113 F A RA 4 : ‘

clinico . Esta asociacion es més frecuente en sujetos con patologias de base como

malnutridos, alcoholicos, bronquiticos cronicos y ancianos y en las formas

nosocomiales'®*??. La frecuencia de infecciones mixtas se extima en torno al 40%"%*?,

La identificacion de un germen no excluye la presencia de otro, indicando la importancia

de un diagnostico precoz ya que el tratamiento contra el neumococo puede no ser eficaz

frente a C. pneumoniae.

3.4.4. Modelos animales.

La inoculacion intranasal en cobayas produce un infiltrado pulmonar con imagen de
neumonitis intersticial y la aparicion de 1gG. Al principio de la infeccion predominan los
leucocitos polimorfonucleares y posteriormente los mononucleares. Se aisla C.

pneumoniae en el pulmén del animal hasta un mes después de la inoculacion®.

3.5. INMUNOLOGIA Y PATOGENESIS.

Las especies de la familia Chlamydiaceae infectan de forma especifica a diferentes
células dependiendo del inmunotipo (serovar) y la composicién antigénica de cada una. A
su vez cada inmunotipo tiene su propia patogenicidad (biovar). C. trachomatis y C.
pneumoniae son patdgenos exclusivamente en humanos, mientras que Chlamydia psittaci
produce infecciones intestinales y pulmonares en pajaros aunque sus excreciones son
también infecciosas para el hombre. C. pecorum infecta a caballos, ganado vacuno y
bovidos pero también puede afectar al hombre. Las infecciones en mamiferos inferiores

son muy variadas dejando secuelas cronicas relacionadas con su antigenicidad.
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La infeccidn por especies de Chlamydia o Chlamydophila induce una significativa
respuesta inflamatoria a nivel celular, un importante aflujo de linfocitos, macrofagos, y
células plasmaticas, como ocurre en la infeccion genital por C. trachomatis. Existe una
respuesta humoral con anticuerpos 1gG, IgM e IgA y se ha observado en cultivo celular la
presencia de anticuerpos neutralizantes especificos de C. pneumoniae, aungque ain no se
conoce cual es su papel en la respuesta inmunitaria contra esta bacteria.

La infeccion por alguna de las especies parece dificil de erradicar tras su
establecimiento en el huesped. Es el caso de C. trachomatis que produce una infeccion del
tejido ocular durante la infancia, el tracoma, pero sus complicaciones y retracciones
oculares no suelen ser evidentes antes de los 40 afios. Mientras los individuos parecen estar
protegidos de la infeccion recurrente a pesar de la exposicion repetida. Esto llevo hace 30
afios a realizar ensayos de vacunacion en los que se observo que cualquier proteccion
inducida era corta y tipoespecifica, pero que las reacciones de hipersensibilidad eran de
larga duracion y grupoespecificas. C. trachomatis puede ser caracterizado como un
organismo ampliamente prevalente a través de sus procesos crénicos que da lugar a una
respuesta inmune aberrante a la infeccion. Quiza ocurra lo mismo con C. pneumoniae, pero

es necesario examinar su ciclo vital para que estas caracteristicas pueden ser apreciadas'®.

3.5.1. Ciclo vital de Chlamydia.

El desarrollo de C. pneumoniae, C. trachomatis, C. psittaci y C. pecorum sigue un
curso bifasico a nivel intracelular alternando formas de vida morfolégica y funcionalmente
distintas (figura 7): 1) una forma intracelular que puede presentar actividad metabolica y
replicativa conocida como cuerpo reticulado (CR) o bien existir como un organismo latente

y no replicativo conocido como cuerpo criptico y 2) una forma de vida extracelular
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metabolicamente inactiva, pero con capacidad infecciosa llamada cuerpo elemental

(C E)86,123

Figura 7. Ciclo vital de Chlamydia. Tomada de ref. 123.

Los CEs son de pequefio tamafio (300-400 nm), semejantes a una espora, Sin
actividad metabolica ni replicativa y resistentes a agresiones fisicas externas. EI CE
también es capaz de resistir la accion oxidante del medio extracelular y de sobrevivir largo
tiempo fuera de la célula huésped, pudiendo ser transmitido a nuevos huéspedes en forma
de gotitas o0 a través de fomites®®. En la menbrana del CE se encuentra el MOMP, complejo
proteico relacionado con la union celular, la estabilidad fisica del CE y con antigenos
especificos de especie.

Los CEs penetran dentro de la célula huésped mediante un proceso de endocitosis
especifico del parésito cuyo mecanismo ain se desconoce®. Los CEs de C. pneumoniae
contactan a través de un extremo punteado y forman una protuberancia en la pared celular

para pasar al interior mediante endocitosis. Se forman asi vacuolas o endosomas que
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interceptan las vesiculas que transportan lipidos y esfingolipidos desde el Aparato de Golgi
hacia la membrana plasmatica, secuestrandolos para su propio uso metabolico y la
renovacion de la membrana del endosoma. La endocitosis parece requerir el citoesqueleto
funcional de la célula huesped, pues la adicién de citocalasina, un inhibidor de
microfilamentos celulares, inhibe también el proceso de endocitosis clamidial®®*%,

A los pocos minutos de la endocitosis se puede detectar la presencia de RNAm. El
CE se transforma rapidamente en CR de mayor tamafio (500-1000 nm) pleomorfico,
metabolicamente activo y que se replica por fision binaria formando los caracteristicos
cuerpos de inclusion citoplasmicos. El CR requiere del ATP y nutrientes celulares para su
metabolismo y replicacion, ya que no posee los mecanismos de glicolisis aerobia y es
incapaz de sintetizar nuevo nucledtidos. Esta dependencia lleva a disminuir el rendimiento
energético de la celula huésped y a un proceso de parada en sus propios mecanismos de
biosintesis. Una alta tasa de replicacion clamidial promueve una rapida divisiéon de la
célula huésped, mientras que tasas bajas de replicacién enlentecen la division celular.

A medida que el CR se multiplica también se produce su condensacién que dara
lugar al CE. En 2 a 4 dias tras la endocitosis se produce la lisis celular y la suelta de los

nuevos CEs al medio extracelular.

3.5.2. Factores inmunopatoldgicos de las infecciones por Chlamydia.

Tras la lisis se produce la diseminacion sistémica de Chlamydia a distintos lugares

donde puede permanecer en forma de infeccion latente. Esto ha dado lugar a

especulaciones sobre la posible relacién con enfermedades autoinmunes™?“.
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3.5.2.1. Infeccion de los monocitos y macrofagos.

El primer factor inmunopatologico es la capacidad para infectar a los monocitos y
macrofagos, replicarse en su interior y resistir la accion de los &cidos producidos en la
vacuola fagocitica asi como de las enzima hidroliticas. La mayoria de los microorganismos
que no son elimianados por la fagocitosis y por lo tanto son capaces de resistir el
metabolismo oxidativo, manifiestan una respuesta adaptativa al estrés oxidativo mediante
la destoxificacion de los reactivos intermediarios y componentes celulares dafiados,
contribuyendo asi a su propia supervivencia. Esta respuesta esta regulada por el factor
oxyR, aumentando su transcripcion, y es genéticamente inducible. En algunos patdgenos
intracelulares como el Mycobacterium tuberculosis esta respuesta es constitutiva y el factor
oxyR esta inactivado.

La mayoria de las bacterias también disponen de proteinas reparadoras de dafios.
Estas proteinas estan ausentes en Chlamydia trachomatis, lo que sugiere mayor
dependencia de enzimas destoxificantes y también es posible la existencia de una respuesta
constitutiva como en M. Tuberculosis.

C. penumoniae es capaz de sobrevivir y persistir en el interior de las células
mononucleares de la sangre periférica, metab6licamente activa pero en un estado no

cultivable. Boman y cols®

., en un estudio realizado en Suecia, comunicaron que el 46%
de la poblacion masculina de los donantes de sangre de edad media mostraban, mediante
PCR, la presencia de DNA de C. pneumoniae en células mononucleares de sangre
periférica asi como en casi el 60% de los pacientes con patologia coronaria. Sin embargo

no sabemos si la presencia de DNA supone la existencia de bacterias viables e infecciosas.
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3.5.2.2. Infeccion de las células endoteliales.

La activacion de células endoteliales infectadas por C. pneumoniae puede medirse
mediante los marcadores especificos, ELAM-1 e ICAM-1, que son moléculas de adhesion.
Estas moléculas permiten la unién de macréfagos, neutrofilos y linfocitos T citotoxicos
dando lugar a una respuesta inmune que podria dafar el endotelio y producir vasculitis en
cualquier vaso sanguineo de cualquier tejido. La suelta de CEs al lumen del vaso puede
originar la diseminacion a mas organos a través de la sangre. Esto podria resultar en

multiples y cambiantes procesos habitualmente considerados enfermedades autoinmunes.

3.5.2.3. Infeccidn de los tejidos inflamados.

El siguiente factor seria la habilidad teérica de producir inflamacién persistente en
cualquier tejido con inflamacion previa. La inflamacion implica un proceso de
angiogénesis y reclutamiento de células sanguineas con macréfagos, células del musculo
liso y linfocitos T. Esto es lo que sucede en la arteriosclerosis en la cual se ha implicado a
C. pneumoniae como factor etiopatogénico. Si la bacteria esta presente en la circulacion
como CE o en el interior de las células mononucleares, puede infectar secundariamente
cualquier zona con inflamacidn previa, hacerse persistente y promover aun mas el proceso

inflamatorio actuando como un proceso autoinmune.

3.5.2.4. Persistencia de C. pneumoniae.

La persistencia natural de las infecciones por clamidiales es el principal factor
inmunopatoldgico que debe ser considerado.
La infeccion persistente se define como la asociacién a largo plazo entre un

microorganismo y su celula huésped en la cual los microorganismos hospedados
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permanecen en un estado viable pero no cultivable. Esto se ha podido comprobar para la

infeccion clamidial mediante cultivos celulares'?>*?°,

La capacidad innata de estos
microorganismos para permanecer en la celula huésped, sin crecer ni replicarse, ha sido
reconocida como uno de los principales factores en la patogénesis de la enfermedad en
pajaros y animales'? y puede que también sea asi en humanos.

Las células infectadas por C. pneumoniae pueden no progresar hacia la lisis celular
con la consiguiente suelta de CEs, sino que el microorganismo permanece
metabdlicamente inactivo en el interior de la célula y en un estado viable aunque el cultivo
de estas formas es negativo. Este estado intracelular no cultivable se denomina forma
criptica y su persistecia infeccion criptica'. Las formas cripticas presentan alteraciones
en la morfologia y en la expresion antigénica asi como menor infectividad. Esto hace que
la demostracién de la infeccidn persistente en estas células sea dificil.

Las células huésped con infeccién criptica también pueden absorber nuevos CEs,
heter6logos o de la misma especie, pero su diferenciacion y replicacion esta detenida. En
cualquier caso puede ocurrir la ocasional emergencia de nuevos ciclos infeciosos y
produccion de CEs.

Aunque no replicativas, las forma cripticas estan implicadas en la produccién activa

de las heat shock proteins (HSPs) y por lo tanto un importante papel en la patogénesis de la

enfermedad.

3.5.2.5. Persistencia de C. pneumoniae y produccion de las Heat Shock Proteins.

Las HSPs son proteinas termosensibles, con diferentes pesos moleculares,
sintetizadas por todas las células eucariotas y procariotas en pequefia cantidad. En
situaciones de estrés, la respuesta celular aumenta considerablemente la produccion de

HSPs como sucede ante las infecciones virales, el déficit de glucosa, la anoxia, el aumento
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de la temperatura, la exposicion a perdxidos y otros. La HSPs intervienen en la
conformacién espacial de complejos proteicos en el reticulo endoplasmico rugoso y las
mitocondrias. La estructura de estas proteinas esta altamente conservada a lo largo de la
evolucion y es similar en bacterias, levaduras, plantas y animales, reflejando asi su
importancia®?’.

Las HSPs inducidas por los microorganismos actlan como antigenos mayores,
activando los linfocitos CD4 y CD8 que reconocen Yy lisan los macréfagos que
hiperproducen HSPs en respuesta a la infeccion por patégenos intracelulares o a otros
factores de estrés, como el calor o el INF-y.

Por lo expuesto la produccién de HSPs puede ser un factor principal en el desarrollo
de enfermedades autoinmunes. Asi en pacientes con artritis reumatoide, se ha visto la
respuesta especifica de linfocitos T contra HSPs y también se ha observado que las células
beta del pancreas, que son la diana de los linfocitos T en la diabetes insulino-dependiente,
expresan HSPs**.

Las Chlamydial Heat Shock Proteins (CHSPS) se encuentran en la superficie de los
CEs y CRs y estan altamente conservadas entre especies, especialmente entre C.

trachomatis y C. pneumoniae. En un trabajo de Gerard y cols'?®

., Se sugiere la existencia
de C. trachomatis capaz de expresar HSPs en el liquido sinovial de pacientes con artritis
reactiva. La respuesta inmune retardada en humanos responde, entre otros antigenos, a las
CHSP de 60 y 57 kDa (CHSP60 y CHSP57)*?°. La CHSP60™® es una proteina analoga a la
proteina de heat shock, GroEL, de Escherichia coli y se la ha correlacionado con la
induccidn de la intensa inflamacion y dafio inmunopatolégico en el tracoma, la infertilidad
tubarica y la enfermedad inflamatoria pélvica. Otra proteina, la CHSP10, homdloga de

GroES, también se la ha relacionado con la infertilidad tubérica. Existen evidencias de la

presencia de CHSP60 en las placas de ateroma y de su papel en la activacion de los
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macrofagos. Esta proteina interviene en la oxidacion de las proteinas de baja densidad
LDL, la induccion de metaloproteinasas y elaboracion de citocinas, favoreciendo asi el

desarrollo de la arterioesclerosis'?***!

. Las CHSPs también han sido potencialmente
implicadas en la inflamacién bronquial del asma®****®, C. pneumoniae y C. trachomatis
comparten epitopos y quizas la CHSP60 también esté envuelta en la inmunopatogénesis
del asma. Se estd estudiando la asociacion de CHSP60 con la produccion de
inmunoglobulina A (IgA) especifica para C. pneumoniae en pacientes asmaticos®. Las
CHSPs pueden promover la enfermedad cronica por dos caminos: la estimulacion
antigénica directa y la actuacion como transductores de sefiales que activan los
macrofagos. Por otro lado las citocinas producidas en respuesta a las CHSPs sugieren un
predominio de la respuesta Thl. La respuesta de hipersensibilidad retardada mediada por

Th1l se la considera un importante factor en el desarrollo de la salpingitis cronica, aborto

precoz, infertilidad tubarica y tracoma.

3.5.2.6. Induccion de la persistencia de C. pneumoniae.

Los siguientes mecanismos puede inducir la infeccidn criptica:

a) La reduccion de la actividad metabdlica y limitacién de nutrientes durante el
desarrollo normal del ciclo de la bacteria que retrasa la diferenciacion y detiene el

crecimiento dando lugar a las formas cripticas atipicas.

b) La exposicion a agentes antimicrobianos como la penicilina y diferentes
antibidticos que inhiben la produccion de CEs pero puede originar formar
aberrantes de CRs, formas grandes e hinchadas de las que brotan formas

picndticas a modo de hijas denominadas, ‘“cuerpos reticulados en
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m123134135136  Estas formas también se han observado en células

miniatura
huesped tratadas con cicloheximida. Los efectos de los antibioticos parecen
depender de la concentracion y del estadio del ciclo de desarrollo clamidial y

aunque sus dianas son diferentes para cada agente pueden generar persistencia

intracelular del patégeno.

c) Mediadores immunoldgicos como el propio INF-y. Se ha observado in vitro que
altas concentraciones de INF-y inhiben la produccion de CEs, pero bajos niveles
inducen el desarrollo de formas aberrantes de CR con diferente expresion
antigénica'?®. Tras retirar la influencia del INF-y el ciclo celular se reanuda

produciendo CEs.

3.5.2.7. Importancia clinica de la infeccion persistente.

Las infecciones clamidiales son una importante causa de infeccion latente en pajaros.
En el humano, C. pneumoniae puede infectar el tracto respiratorio en su totalidad y
replicarse en el interior de los macrofagos alveolares sin ser destruida por ellos, lo que
puede ser origen de enfermedad cronica ocasional.

Se ha observado la persistencia de C. pneumoniae en el cultivo de nasofaringe
de sujetos que han sufrido una infeccion respiratoria aguda incluso despues de recibir
tratamiento antibiético™’. Los individuos con infeccion persistente pueden actuar como
reservorio de la bacteria sin que conozcamos la relevancia clinica que esto. También se ha
demostrado en modelos animales la capacidad de C. pneumoniae para diseminarse e
infectar las células endoteliales y del musculo liso de los vasos sanguineos*?. Por lo tanto

existe la posibilidad de que C. pneumoniae se pueda diseminar ampliamente por el
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organismo y causar numerosas infecciones crénicas ocultas como el desarrollo de la

arteriosclerosis.

3.5.2.8. Terapia antimicrobiana e infeccidn persistente.

El tratamiento antibiético durante varias semanas parece curar clinicamente la
infeccion genital por C. trachomatis. Es posible que la descamacion y renovacion continua
de las células epiteliales limite la persistencia de la bacteria. Pero existe la posibilidad de
persistencia en los tejidos profundos, como se ha observado en estudios animales con C.

psittacci®1%¢,

Las infecciones repetidas del tracto genital en animales, bien por
reinfeccidn, persistencia o recaida, son mas graves debido a la respuesta immune del
huésped.

La persistencia de cultivos positivos en pacientes con sintomas de infeccion aguda
que han recibido tratamiento indica la dificultad para erradicar el microorganismo a pesar

de la respuesta clinica en la enfermedad aguda'®’.

La terapia corta con los agentes
comunmente empleados puede hacernos creer que hemos erradicado la infeccion, pero en
realidad producirse formas cripticas que pueden potenciar las secuelas a largo plazo, como

la arterioesclerosis, en lugar de prevenirlas.

3.5.2.9. Inmunidad celular y C. pneumoniae.

La inmunidad celular es fundamental en la defensa contra organismos intracelulares
como la familia Chlamydiaceae. Esta respuesta puede ser también responsable de la
. < . s 124
inmunopatologia de la infeccion™".

Los linfocitos CD4 son activados por antigenos clamidiales que se unen a las

moléculas HLA de clase Il y son expuestos en la superficie del macréfago, dendritas,
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células endoteliales y demas células huésped. El reconocimiento del antigeno da lugar a la
secrecion de citocinas que atraerdn mas macréfagos y estimularan la produccion de
anticuerpos en los linfocitos B.

Los linfocitos CD8 requieren INF-y para ser activados. Estas células reconocen
antigenos peptidicos unidos a la moléculas HLA de clase I, que son expresadas por todas
las células nucleadas. Las células CD8 activadas responden de diferentes maneras,
produciendo mas INF-y, estimulando o suprimiendo la citolisis.

La evolucion de la respuesta inmune a la infeccion clamidial puede ser curativa o
inmunopatoldgica y parece determinada antigénicamente. Asi la respuesta a MOMP parece
proporcionar proteccion mientras que las CHSP estimularian una respuesta patologica que
dafiaria los tejidos.

Los principales reguladores y en parte determinantes de la evolucion de la respuesta
inmune son las citocinas producidas por los subtipos celulares Thl o Th2 (ver apartados
2.5.1.2 y 2.5.8). En el caso de la respuesta Thl y produccion de INF-y, parecen jugar un
papel fundamental en la inmunidad frente a la infeccién clamidial de tal forma que el
predominio de una respuesta Th2, con baja produccion de INF-y, inductor de formas
aberrantes, conduce al desarrollo de una infeccion persistente con organismos viables. Otro
marcador de la activacion de Th2 es el aumento de inmunoglobulina A (IgA) mediado por

IL-10 que es secretada por células Th2.

3.6. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA INFECCION POR C.

PNEUMONIAE.

C. pneumoniae parece tener un especial tropismo por las células del epitelio
respiratorio y esta relacionada con la produccion de cuadros clinicos a lo largo de toda la

via respiratoria que incluyen la neumonia, bronquitis, sinusitis, faringitis y otitis media™.
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La neumonia y la bronquitis*°

son las enfermedades que se asocian con mas frecuencia
con la infeccion por C. pneumoniae, aunque la infeccion subclinica o asintomatica es la
manifestacion mas habitual. Puede ser responsable del 5-10% de los casos de neumonias
admitidos en un hospital y hasta del 45% del total de las neumonias y bronquitis adquiridas
en la comunidad asi como del 1-9% de las infecciones de vias respiratorias altas™***2.
También existen casos de neumonia nosocomial por C. pneunomiae'?! y se considera que
es causante del 5-9% de los casos de agudizaciones de enfermedades crénicas
respiratorias*®.

Todas las especies de Chlamydia y Chlamydophilas tienen tendencia a producir
infecciones cronicas de tal forma que el espectro de enfermedades relacionadas con C.
pneumoniae ha ido aumentando en los Gltimos afios, y actualmente se plantea su asociacion
con enfermedades crdnicas respiratorias como la sarcoidosis, la bronquitis cronica
obstructiva (BNCO), el asma y también la arteriosclerosis, la enfermedad coronaria y la

esclerosis multiple 441,

3.6.1. Infecciones de las vias respiratorias.

En los adolescentes y adultos jovenes la infeccion primaria puede presentarse en
forma de neumonia leve o bronquitis prolongada, pero generalmente es subclinica o
asintomatica. En adultos lo habitual es la reinfeccion, que con frecuencia coexiste con la
infeccion por otros patogenos.

El cuadro clinico de la neumonia se asemeja a la neumonia atipica primaria por
Mycoplasma pneumoniae, sin existir sintomas especificos aunque algunas caracteristicas

o i i 2 67,80,86,144 . S
clinicas pueden ayudar a su distincion . Aunque la frecuencia de la faringitis no

146

esta clara, con cifras que van del 8-20% """, el dolor de garganta es el sintoma mas comun

entre los pacientes que posteriormente desarrollan un infeccién del tracto respiratorio
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inferior. El curso clinico puede ser bifasico, con la resolucién de la faringitis y posterior
desarrollo de la bronquitis tipica 0 neumonia. La tos es muy frecuente y prolongada y
pueden aparecer mialgias toracicas. La presencia a su vez de sinusitis 0 bronquitis,
especialmente de ronquera, apuntan a favor de la infeccién por C. pneumoniae. Por el
contrario la diarrea y la otitis son mucho mas frecuentes en la neumonia por M.
pneumoniae y responde mejor a la eritromicina.

La neumonia habitualmente es benigna, pero en personas mayores y en algunas
ocasiones puede ser grave. La fiebre suele estar ausente, y el periodo de tiempo que tarda
el paciente en acudir al médico es mas largo que para otras infecciones respiratorias**’.
Radioldgicamente se puede observar en los casos mas leves o que no requieren
hospitalizacion, un infiltrado intersticial y/o condensacién pequefia subsegmentaria que
desaparece rapidamente incluso sin tratamiento. En pacientes graves puede existir derrame
pleural™®. La auscultacion no es llamativa y el recuento leucocitario suele ser normal pero
la velocidad de sedimentacion estd elevada. Tampoco hay elevacion del titulo de
crioaglutininas. El estudio citoldgico del lavado broncoalveolar se caracteriza por una
alveolitis linfocitica con predominio de linfocitos CD8 que pudiera reflejar una respuesta
inmune celular*®.

Se puede decir que ante un cuadro de neumonia atipica, antecedentes de ronquera,
tos persistente, afebril y que ha tardado en consultar al médico debemos pensar en la
presencia de C. pneumoniae®. La recuperacion es lenta incluso en los casos mas leves y a
pesar del tratamiento antibidtico adecuado, persistiendo la tos y el malestar varias semanas.
En los adultos mayores el curso clinico puede ser mas grave, asi como en los pacientes con
enfermedades subyacentes, en los que se dan la mayor parte de los casos de muerte y/o
complicaciones con bacteriemia neumocécica™*** Sin embargo no esta bien definido su

papel como agente oportunista, ya que se han comunicado casos de neumonia grave con
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fallo respiratorio y presencia de derrame pleural junto a hepatoesplenomegalia en
adolescentes y nifios mayores**°. En un caso se consiguié incluso aislar el microorganismo
en el liquido pleural®®. La neumonia por C. pneumoniae puede asemejarse a la infeccion
por Pneumocystis carinii y presentar infiltrados bilaterales'>*. No obstante, se ha aislado la
bacteria en el pulmon de pacientes con infeccién por VIH y detectado por PCR en el
lavado broncoalveolar de estos pacientes, generalmente junto a otros patégenos como P.
carinii y M. tuberculosis, asi como en otras inmunodeficiencias'?*>*, Por otra parte se han
encontrado prevalencias mas altas de infeccién entre pacientes con infeccion HIV™*
También se ha asociado con neumonia en pacientes con anemia por células falciformes™>.
De todos modos, aun no esta determinado si los pacientes inmunodeprimidos o con
enfermedades de base tienen o no mas riesgo de sufrir infeccion por C. pneumoniae o
padecer una enfermedad mas grave.

La existencia de reinfecciones indica que los anticuerpos no deben ser protectores,
pero en general el curso de las infecciones secundarias es més leve.

Otras infecciones de vias respiratorias asociadas con C. peumoniae, con frecuencia
acompafiando a los cuadros de neumonias, son la sinusitis purulenta, la otitis media, la

laringitis y amigdalitis*® **.

3.6.2. Enfermedades cronicas pulmonares.

Existen evidencias que sugieren una fuerte asociacion entre la infeccion por C.
pneumoniae y el aumento de la reactividad bronquial y el broncoespasmo asi como con el
desarrollo de una bronquitis asmatica tras una infeccién aguda respiratoria'®®.

También se ha obseravado que la infeccion es mas comun entre personas con

enfermedad pulmonar obstructiva cronica (BNCO), dada la alta prevalencia de anticuerpos
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a C. pneumoniae en estos pacientes. Para algunos autores seria responsable de un 4-5% de
las exacerbaciones de las bronquitis crénicas, y la infeccion crénica frecuente %%

Otras enfermedadas cronicas pulmonares en las que se ha relacionado la presencia de
infeccion aguda por C. pneumoniae y exacerbacion de su estado basal son la fibrosis

quistica, y la panbronquiolitis difusa®*°2.

3.6.3. Sarcoidosis.

Existen evidencias indirectas que apoyan la relacion entre la infeccion clamidial y la
patogenia de la sarcoidosis'®. Se han observado anticuerpos especificos frente a C.
pneumoniae elevados de forma persistente en enfermos de sarcoidosis. También se ha visto
una correlacion positiva respecto a las concentraciones de ECA (enzima convertidora de
angioténsina) y de lisozima, asi como un aumento del nimero de linfocitos T recuperados
en el lavado broncoalveolar y de la captacion del galio en los tejidos junto con formas
granulomatosas en el higado®***. También se han comunicado casos de pacientes que
presentaban un cuadro clinico compatible con sarcoidosis y en los que luego se demostrd
infeccion por C. psittaci'®®*®. La bacteria puede actuar como un antigeno desencadenante
de la enfermedad, de forma similar a como lo haria el berilio, agente inductor de la

beriliosis humana, enfermedad similar a la sarcoidosis®’.

3.6.4. Manifestaciones extrapulmonares.

La neumonia puede complicarse con manifestaciones extrapulmonares como

tiroiditis, eritema nodoso, encefalitis, meningorradiculitis, sindrome de Guillain-

167,168,169

Barré 170

y sindrome de Reiter "". También se ha comunicado un caso complicado con

meningitis, iritis, hepatitis y eritema nodoso atipico"*.
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3.6.5. C. pneumoniae, arteriosclerosis y enfermedad coronaria.

En los afios 40 se observo que C.trachomatis, podia provocar oclusion no sélo de los
vasos linfaticos en el linfogranuloma venereo sino también de los vasos sanguineos,
aunque este hallazgo paso inadvertido*’?. En los Gltimos afios varios estudios han
demostrado una asociacion entre la presencia de anticuerpos frente a C. pneumoniae y la
cardiopatia isquémica. En el Helsinki Heart Study”, llevado a cabo con 4000 sueros de
varones hipercolesterolémicos se establecio que la presencia de complejos inmunes en
relacion con C. pneumoniae, suponian un factor de riesgo independiente para tener infarto
de miocardio, aungue con efectos aditivos como la edad y el tabaquismo Los finlandeses

Saikku y cols'™

. en 1988 pusieron de manifiesto la posible asociacion entre la existencia
de anticuerpos a C. pneumoniae y la enfermedad coronaria. En este estudio la probabilidad
de presentar serologia compatible con infeccidn por C. pneumoniae era significativamente
superior en los pacientes con cardiopatia isquémica, y los pacientes que sufrian un infarto
de miocardio experimentaban seroconversion frente a C. pneumoniae. Posteriormente estos
autores demostraron prospectivamente que pacientes con presencia de IgA especifica de C.
pneumoniae tenian un riesgo doble de sufrir un evento cardiaco en los 6 meses
siguientes'”.

Existen estudios més recientes como el de Blasi y cols™®

. que estudiaron la
asociacion entre C. pneumoniae e infarto agudo de miocardio (IAM) en 61 pacientes
menores de 65 afios. Para ello determinaron las seroprevalencias y titulos sericos de I1gG,
IgA e IgM y establecieron criterios de infeccidn aguda, cronica y reinfeccion. Los autores
encontraron diferencias significativas respecto a la seroprevalencia de infeccion cronica en

los pacientes con IAM. Estos autores también sugieren que la reinfeccion podria actuar

como desencadenante de un episodio de IAM. Thom y cols*’” encontraron mayor riesgo de
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padecer enfermedad coronaria grave en pacientes con titulos de 1gG > 1:64 que en aquellos
con IgG < 1:8.

En el suero de pacientes con arteriosclerosis se han detectado anticuerpos dirigidos
contra las HSPs de 42, 52 y 65 kDa, consideradas marcadores de infeccion crénica. Estas
proteinas también han sido encontradas en altas concentraciones en lesiones
aterosclerdticas®’.

Los efectos directos de los agentes infecciosos sobre la pared arterial incluyen la
disfuncion endotelial, la proliferacion de células musculares lisas y la inflamacion local
pero parece mas probable que sea a través de los mediadores de la inflamacién crénica
(proteina C reactiva, citoquinas y leucocitos) y los anticuerpos como se produzcan cambios
en factores de riesgo como los lipidos, la homocisteina, el fibrindgeno y la inducion de un
estado de hipercoagulabilidad*’®. En un estudio en pacientes con angina inestable, los
pacientes con titulos de IgA >1:64, tuvieron niveles més altos de fibrindgeno que el
resto'’®. El mecanismo de accién del microorganismo puede ser agudo, precipitando la
rotura de la placa de ateroma existente o favoreciendo su crecimiento y pudiendo dafar
directamente el endotelio y el mdsculo arterial, 0 mediante un porceso inflamatorio crénico
que de lugar a un dafio secundario sobre las arterias o sobre los mecanismos patoldgicos de
la lesion arterial*®.

Se ha postulado que los lipopolisacaridos de C. pneumoniae se unirian a las
lipoproteinas de baja densidad (LDLs) para hacerlas inmundgenas y capaces de unirse a los
anticuerpos, dando lugar de esta forma al aumento de la produccion de radicales libres que
oxidan las LDLs. Los anticuerpos unidos a la LDL-oxidada provocan la acumulacion de
colesterol en los macréfagos dando lugar a la formacion de células espumosas in vitro,
proceso caracteristico de la arteriosclerosis. A su vez el microorganismo y sus

lipopolisacaridos inducen la produccion del factor de necrosis tumoral que inhibe la
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lipoprotein lipasa, alterando el metabolismo de los lipidos y favoreciendo el aumento de
los triglicéridos en sangre’’

Se ha detectado C. pneumoniae en placas de ateroma de arterias coronarias, en el
interior de los macrofagos y células musculares lisas de las placas y en muestras de
endarterectomia mediante técnicas de inmunocitoquimica, PCR, microscopia electronica y
aislamiento en cultivo!®182183 184185

In vitro, C. pneumoniae es capaz de reproducirse no solo en macréfagos, sino
también en células musculares lisas y endoteliales. Existen modelos animales que muestran
la relacién entre la inoculacién de C. pneumoniae y lesion arterial™®®*%’

Sin embargo la mayoria de los estudios que relacionan la infeccion persistente por
C.pneumoniae y la enfermedad coronaria son pequefios y retrospectivos. Los estudios méas
amplios y prospectivos no encuentran asociaciones significativas entre la infeccion por C.
pneumoniae Y el riesgo de enfermedad coronaria. EI mas amplio es el estudio de Wald y
cols™®. Los participantes eran 21520 hombres entre 35-64 afios de edad, que acudieron a
consultas de revision en Londres entre 1975 y 1982. Se les sometié a un cuestionario para
medir la presencia de factores de riesgo para enfermedad isquémica y se les extrajo
muestras de suero para otros estudios que fueron congeladas. En 1994 se analizaron las
muestras de suero congeladas de 647 pacientes que habian muerto por enfermedad
isquémica y de 1294 controles sin enfermedad. Las concentraciones de 1gG e IgA fueron
similares en ambas poblaciones y no se encontro riesgo asociado con la infeccion por C.

pneumoniae. En un meta-analisis realizado por Danesh y cols'®

, que incluia 14 estudios
prospectivos y 3169 casos con una edad media de 52 afios, la “odds ratio” combinada de
todos los trabajos entre los titulos de 1gG y la incidencia de enfermedad coronaria no fue
significativa tras su ajuste por edad, sexo, ciudad, habito de fumador y estado

socieconémico tanto en la vida adulta como en la infancia. No hubo diferencias en la
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heterogeneidad de las poblaciones de cada estudio por separado. Los autores rechazan la
existencia de una fuerte asociacion entre la infeccion por C. pneumoniae y la enfermedad
cardiaca, pero indican que también son necesarios otros estudios para confirmar o rechazar
ligeras asociaciones que pudieran existir especialmente en poblaciones mas jovenes.

Por lo tanto, el tamafio y el disefio prospectivo de los estudios son importantes para
minimizar errores sistematicos, aunque el trabajo de Danesh ha sido criticado por el exceso
de ajuste al incluir la situacion socioecondémica en la vida adulta y en la infancia, pues no
esta demostrado que esta sea una medida de exposicion a la infeccion®.

No conocemos cémo penetra C. pneumoniae en las placas de ateroma y si su
presencia es necesaria o influye en el desarrollo de la placa, pero los estudios que muestran
asociacion cuestionan la hipoétesis del espectador inocente, pero aliin no podemos establecer
la relacion entre infeccion, inflamacion, la formacion de la placa ateromatosa y la

arteriosclerosis.

3.6.6. Otros cuadros clinicos.

También se ha implicado a C. pneumoniae como agente causal de endocarditis con
hemocultivos negativos™ y en algtn caso de miocarditis'®. En cambio, hasta la fecha no
se ha asociado con casos de pericarditis*®.

También se ha enunciado su posible implicacion en la patogenia de la esclerosis
multiple, ya que se ha aislado el microorganismo en cultivo de liquido cefalorraquideo de
estos pacientes y se ha detectado el gen del complejo mayor de la proteina de membrana
externa de Chlamydia pneumoniae™®.

Se han detectado por técnicas inmunohistoguimicas, la presencia de lipopolisacaridos

clamidiales en aneurismas aorticos abdominales de pacientes operados, especialmente en el

caso de hombres ancianos con bronquitis crénica e historia de tabaquismo™®*.
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No parece existir relacion entre el sindrome de fatiga crénica y la infeccion aguda

por C. pneumoniae®®.

3.7. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.

3.7.1. Métodos Directos.

3.7.1.1. Aislamiento en cultivo.

C pneumoniae es una bacteria dificil de recuperar en cultivo y sus inclusiones son
mas pequefias que las formadas por otras especies como C. trachomatis, cuya aislamiento
en cultivo es mas facil. Tanto C. trachomatis como C. pneumoniae pueden ser cultivadas
en células de saco vitelino de embrién de pollo™, pero el medio de cultivo méas sensible y
de mayor facilidad de aplicacion son las lineas celulares HL*® y Hep-2'*". Lineas celulares
usadas habitualmente para el aislamiento de C. trachomatis como Hela 229 y McCoy son
poco sensibles para el aislamiento de C. pneumoniae®®. Al igual que con C.trachomatis la
centrifugacion del in6culo (1700g) y la adicion de cicloheximida al medio de cultivo para
inhibir el metabolismo de la célula huesped, aumentan la recuperacion de microorganismos
viables®. Para la deteccion de las inclusiones en los cultivos inoculados se utilizan
anticuerpos monoclonales especificos de especie Mab-TWAR conjugados con
fluoresceina. Podemos emplear tinciones con Giemsa y ver las inclusiones en un
microcospio de campo oscuro. Es sencillo y barato pero podemos confundirnos con los

artefactos del cultivo.

3.7.1.1.1. Obtencidn y transporte de las muestras para cultivo.

La muestra que habitualmente se recoge para el aislamiento en cultivo de C.

pneumoniae es la torunda orofaringea, aunque obtenemos mejores resultados si la toma es
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de nasofaringe o con lavados orofaringeos. La muestra de esputo es menos satisfactoria
para el aislamiento de la bacteria ya que puede contener sustancias citotoxicas para el
cultivo. También pueden utilizarse el lavado broncoalveolar y el liquido pleural'®. El
principal problema para su aislamiento es la rapida pérdida de microorganismos viables a
temperatura ambiente. La torunda nasofaringea debe introducirse en un medio de
transporte que es un tampon fosfato con sucrosa y acido glutamico (SPG), o bien en medio
de Eagle con un 10% de suero fetal bovino, o medio VTM para el transporte de virus, y
refrigerada a 4°C para evitar su inactivacion. Los microorganismo son también susceptibles
a la congelacion y descongelacion rapida. Si su procesamiento no va a ser inmediato debe
guardarse la muestra a 4° de 1-4 h y posteriormente congelar a —70°. El medio de cultivo
debe mantener unas concentraciones de NaCL superiores 80mM y un PH entre 5-8 para
obtener un buen rendimiento. EIl crecimiento es lento 3-7 dias incubandose a 35°C y se
necesitan varios subcultivos para aumentar el nimero de cuerpos elementales.

Para aumentar la sensibilidad del cultivo, actualmente se emplea la técnica del shell
vial*®®. Se utilizan monocapas celulares depositadas sobre cubreobjetos redondos que se
introducen en tubos con fondo plano. Se realiza la inoculacion por duplicado, tras
concentrar la muestra en el medio de transporte a 10.000 g durante 45 minutos y a 4°C. Las
células adsorben los cuerpos elementales de la muestra y una vez inoculados los tubos
estos se vuelven a centrifugar, esta vez con el in6culo en la monocapa, a 2000 g durante 45
minutos. ElI medio celular debe contener cicloheximida (1ug/ml). Tras incubar los viales
durante 48 horas se extrae el cubreobjetos de una de las monocapas celulares incubadas y
se realiza una tincion inmunofluorescente. El otro vial se utiliza para subcultivo o pase
ciego recomendandose al menos dos subcultivos. Tras detectar los CEs con anticuerpos

monoclonales especificos de género, se procede a tipificar el aislamiento mediante
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inmunotipificacion, microscopia electronica o secuenciacion del dominio VS-1V del gen
omp-I del complejo MOMP.

Aunque el aislamiento en muestras clinicas de tracto respiratorio inferior y tejido
pulmonar en presencia de clinica compatible nos indica infeccién invasiva, el aislamiento
en muestras respiratorias de vias altas como la nasofaringe pueden tan solo reflejar

colonizacion.

3.7.1.2. Deteccion directa de antigeno.

A pesar de su utilidad en el cultivo, la inmunofluorescencia directa (IFD) con
anticuerpos monoclonales especificos tefiidos con fluoresceina o peroxidasa ha mostrado
poca sensibilidad en la demostracion directa del organismo o de los cuerpos de inclusion
sobre la muestra clinica, y poca especificidad por la presencia de artefactos (moco y
secreciones). La sensibilidad de la deteccion de antigeno con Mabs en frotis faringeos fue
s6lo del 50%%. Por otro lado hay autores que le dan una sensibilidad del 80% y una
especificidad del 98% si se realiza la IFD inmediatamente tras la recogida de la muestra y
ante la presencia de sintomas clinicos, y consideran un resultado negativo la presencia de

células libres de la bacteria®®

. Aunque es una técnica rapida y puede ser util, sigue siendo
muy subjetiva de interpretar y poco practica de aplicar cuando se procesan un gran niumero
de muestras.

Los métodos inmunoenzimaticos o ELISA, que emplean anticuerpos mono o
policlonales frente a lipopolisacaridos son rapidos, automatizados, permiten procesar un
numero grande de muestras y eliminan la subjetividad del observador. Sin embargo la

deteccion de antigeno de C. trachomatis mediante ELISA con anticuerpos genero-

especificos también ha mostrado una pobre sensibilidad®.
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3.7.1.3. Deteccion directa con técnicas moleculares.

Las técnicas de biologia molecular son empleadas en la deteccion directa en el tejido
de microorganismos dificiles de cultivar o detectar como la C. pneumoniae. Se ha
empleado la hibridacion directa en el tejido con sondas marcadas, como es el caso de las
placas de ateroma, pero la sensibilidad es baja y la técnica mas utilizada es la reaccién en

cadena de la polimerasa o PCR.

3.7.1.4. Reaccién en cadena de la polimerasa o PCR.

La PCR detecta microorganismos que han dejado de ser viables durante el transporte,
y permite ademas detectar microorganismos no cultivables durante una infeccién
persistente®® 2%,

Se han utilizado varios primers especificos de la secuencia gendémica de C.
pneumoniae tanto en la amplificacién simple como en la reamplificacion?*>?%. Las dianas
gendmicas empleadas incluyen secuencias del RNA ribosémico 16S, el gen omp-1 del
complejo MOMP, el gen de la MOMP de 60 kDa, rica en cisteina y secuencias codificadas
de funcion desconocidas. La técnica sigue los procedimientos habituales de la PCR con
distintas modificaciones?**%%,

La PCR tiene una alta especificidad respecto al cultivo y una sensibilidad que oscila
en torno al 75%°®. Se ha detectado el microorganismo en muestras de torundas

202,140

faringeas y nasofaringeas®®, gargarismos faringeos®®, lavado broncoalveolar®®’,

esputo?®®

y en tejidos frescos. Al igual que en el cultivo la mayor sensibilidad se obtiene
con muestras de nasofaringe siendo bajo el rendimiento de las muestras de esputo. La

sensibilidad de la técnica al parecer disminuye en tejidos fijados en formalina 0 montados
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183,184

en bloque. Grayston y cols obtuvieron mayor sensibilidad con las técnicas

inmunocitoquimicas.

203274 a5 uno de los

La deteccion positiva sin que exista infeccion activa
inconvenientes de la técnica. Esto puede afectar a la especificidad diagndstica de la técnica
al dar valor diagndstico a un hallazgo que no lo tiene. De nuevo la deteccion positiva en
muestras de tejido respiratorio superior, sin respuesta seroldgica acompafiante, puede
indicar sélo colonizacion, o bien dafio persistente, en lugar de ser la causa de la

neumonia?%,

Recordemos que C. pneumoniae es capaz de producir infecciones
persistentes sin clinica aparente. En el caso de C. trachomatis en las infecciones méas
superficiales (uretritis, proctitis), puede faltar la deteccidn de anticuerpos y ser positivo el
aislamiento de la bacteria™.

La técnica DNA PCR tampoco puede distinguir organismos muertos de organismos
vivos después de un tratamiento antibiotico, pero la deteccion de RNA mensajero,
mediante la técnica de la transcriptasa inversa-PCR indicaria actividad metabélica®.

Otra desventaja de la PCR, es que se dan falsos negativos por la presencia de
inhibidores de la amplificacién como moco y sangre y de ADNasas en la muestra.

Por otra parte es una técnica compleja de realizar, costosa, y no estandarizada entre
laboratorios lo que dificulta su empleo para el diagnéstico a gran escala. Sin embargo, su
empleo puede proporcionar un diagndstico precoz de la neumonia comunitaria, bronquitis
y neumonia en pacientes inmunocomprometidos, especialmente cuando disponemos de un
solo suero. S6lo un 23% de los pacientes con deteccién positiva por PCR y/o cultivo
positivo cumplen los criterios serolgicos de infeccién aguda en el primer suero®®, por lo

tanto cuando la PCR es negativa es necesaria la obtencion de un segundo suero a las 3

semanas. Con la PCR podemos también detectar la presencia de otros patdgenos
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implicados en los casos de coinfeccion. También con la PCR se ha conseguido detectar el

microorganismo en placas de ateromas coronarios*®* y muestras de aterectomia®**?*?,

3.7.2. Métodos Indirectos.
3.7.2.1. Serologia.

3.7.2.1.1. Test de Microinmunofluorescencia (MIF).

El unico método de referencia aceptado por su sensibilidad y especificidad para la
deteccion de  anticuerpos  clamidiales  especificos de especie es la
microinmunofluorescencia indirecta, MIF?*, desarrollada originalmente por Grayston y
Wang en 1970%*. Es también el mas utilizado en la rutina diagnéstica. Esta técnica es un
inmunoensayo indirecto basado en el principio “sandwich”, por el cual se detecta la
presencia en el suero de anticuerpos especificos dirigidos contra un antigeno que esta
fijado en un a fase sélida, que suele ser un portaobjetos de vidrio, plastico o una membrana
de celulosa y al que se unen tras un periodo de incubacion formando complejos antigeno-
anticuerpo. Posteriormente, tras un lavado para retirar los anticuerpos que no se hayan
unido, se afiaden anticuerpos anti-inmunoglobulina humana marcados con un fluorocromo
gue nos permitiran detectar por microcospia los complejos que se hayan formado en la
primera fase. En la MIF de Chlamydia spp y Chlamydophila spp se utilizan CEs
purificados como substrato para la deteccion de anticuerpos 1gG, IgA e IgM especificos.
Un resultado positivo esta basado en la reaccién con el MOMP del CE, que contiene los
antigenos especificos de especie. Para evitar reacciones cruzadas es necesario retirar del
CE el antigeno LPS que es especifico de genero. La preparacion del antigeno clamidial
para la MIF ha de hacerse en membranas vitelinas de huevo embrionado y es un
procedimiento estandarizado, existiendo kits comerciales con los portaobjetos preparados

con el substrato. El inconveniente de la MIF es su dificultad de interpretacion ya que esta
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sujeta a la subjetividad y experiencia del observador. La MIF también ha sido criticada por
no ser absolutamente especifica para la deteccion de anticuerpos en personas con cultivo

positivo pero puede deberse a la lenta aparicion de la respuesta de anticuerpos a MOMP.

3.7.2.1.2. Fijacion del Complemento (FC).

La FC so6lo detecta anticuerpos especificos de género, dirigidos contra el LPS. El
LPS es el responsable de la reaccién especifica de género y por lo tanto puede dar lugar a
reacciones cruzadas entre especies de Chlamydia o Chlamydophilas. Tampoco podemos
distinguir entre las tres fracciones de inmunoglubilinas, IgA, IgM e IgG, no siendo por lo
tanto atil para el diagnostico de reinfecciones al no distinguir entre infeccion aguda e
infeccion persistente?”®. Estudios comparativos dan una sensibilidad del 10,3% para la FC,

del 72,4% para el EIA y del 80% para la MIF?®.

3.7.2.1.3. Métodos inmunoenzimdticos. Ensayoinmunoabsorbente LPS recombinante

(rDNA LPS ELISA).

El rDNA LPS ELISA utiliza un antigeno LPS recombinante que contiene epitopos
especificos de género con el que es posible detectar anticuerpos de clase IgA, IgG e IgM.
Como desventaja presenta la existencia de reacciones cruzadas entre especies, pero por
otro lado una ventaja de los anticuerpos anti-LPS es su rapido desarrollo. Ademas esta
técnica es fécil de estandarizar para su uso en la rutina del laboratorio. Pero aun se conoce
poco de su sensibilidad y especificidad en el diagndstico, asi como de su utilidad en
estudios de seroprevalencia. Los anti-LPS son precoces pero su vida media es mucho
menor que las de los anti-MOMPS. Asi mismo existe un aumento de la seroprevalencia de

anticuerpos clamidiales dectectados por rDNA LPS ELISA y FC en pacientes con
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infeccion reciente por Mycoplasma pneumoniae. Se piensa que se debe a una activacion
policlonal de las células B en la infeccion por M. pneumoniae. En los pacientes en los que
se ha observado esta posible correlacion no se observaron cambios en los titulos de IgM
anti-LPS. El uso de muestras de suero pareadas con un intervalo de |0 dias puede
solucionar el problema de interpretacion. EI rDNA LPS ELISA puede ser util en el
diagndstico de rutina de la infeccidn aguda por C. pneumoniae, pero es necesario que esta

técnica sea mas evaluada®®®.

3.7.2.1.4. Inmunocomplejos circulantes.

Podemos detectar la presencia de inmunocomplejos circulantes formados por
anticuerpos unidos al antigeno de C. pneumoniae y establecer el “indice de anticuerpos” o
proporcion entre los anticuerpos libres y anticuerpos disociados o unidos al antigeno. Los
anticuerpos libres son determinados por MIF y los anticuerpos disociados se separan por
precipitacion del suero con polietilenglicol (7%) y borato sédico (ph4). El sedimento es
lavado con polietilenglicol (3%) y borato sodico (ph 7,4) y solubilizado en un volumen de

borato sédico (ph 12) igual al del suero original, para finalmente realizar la MIF?"’.

3.7.3. Diagnostico seroldgico: respuesta de anticuerpos y criterios diagndsticos.

Es necesario la presencia de un nivel minimo de anticuerpos o una seroconversion
para establecer un diagndsticos seroldgico de infeccién, asi como la deteccion de las tres
clases de anticuerpos 1gG, IgM e IgA si queremos distinguir entre los distintos modelos de
infeccion; aguda, reinfeccion o reactivacion, infeccion crénica o persistente e infeccion

a_m:igua100,120,218.
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3.7.3.1. Infeccidn aguda.

Con FC se considera la presencia de infeccién aguda por alguna especie de
Chlamydia si se alcanza una concentracion de anticuerpos polivalentes > 1:64, o se
produce la elevacion al cuadruplo de los titulos de anticuerpos polivalentes o
seroconversion en dos muestras de suero pareadas, obtenidas al menos con un intervalo de
4 semanas.

Con MIF la seroconversion o elevacion al cuadruplo de los titulos de 1gG o IgA y/o
la presencia de IgM a titulos > 1:16, se consideran de forma unanime evidencia de la
presencia de infeccion aguda por Chlamydia pneumoniae y como posible infeccion aguda
0 activa la presencia en un sélo suero de un titulo de 1gG > 1:512, o de IgA > 1:256'2%%%,
La ausencia de IgM ante titulos elevados de IgG y/o IgA se considera reinfeccion. Titulos
de IgG > 1:16 < 1:512 en ausencia de IgM vy titulos de IgA > 1:16 <1:256 se consideran
infeccion pasada o antigua™®. Podemos tener falsas IgM positivas en pacientes con factor
reumatoide circulante, factor cuya prevalencia aumenta con la edad y hace necesario la
extraccion previa del factor reumatoide IgG del suero del pacientes con antisueros
especificos®.

El seguimiento serologico nos permite observar que la IgM suele empezar a
disminuir a los dos meses desapareciendo a los 4-6 meses tras la infeccién aguda mientras
que la 1gG puede persistir alta incluso durante varios afios®®*??. Si no hay reinfecciones
el declinar de los titulos de 1gG puede llegar a valores inferiores a 1:8 en 16 meses™. El
tiempo de persistencia es mayor y el declinar de los titulos es mas lento tras una
reinfeccion que tras una primoinfeccion y tanto en adultos como en nifios. También se han

detectado IgM persistentes durante un afio®*.
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Aunque en la MIF se emplean antigenos MOMP, especificos de especie,es
aconsejable realizar a la vez la deteccion de anticuerpos contra C. trachomatis y C.psittaci
para detectar posible reaccidén cruzada. Ante la sospecha de infeccion aguda por C.
pneumoniae y C.psittaci, la deteccion de IgM especifica es altamente diagnéstica de
infeccion aguda pero en el caso de C.trachomatis es menos predictiva, pues solo del 23 al
33% de los pacientes con deteccién positiva se acompafian de infeccion activa??. Los
puntos de corte en MIF para considerar la presunta infeccion activa por C. trachomatis y
C.psittaci son 1gG > 1:64. Titulos inferiores de 1gG sugieren infeccién antigua®®. La

presencia de IgA de nuevo puede indicar persistencia.

3.7.3.2. Infeccidn cronica.

La deteccién persistente de IgA especifica en el suero por MIF o en secreciones

175,218

respiratorias sugiere la persistencia de la infeccién , estado de portador activo y/o

224

reinfeccion puesto que los anticuerpos IgA, que son de vida media corta”, no duran mas

de una semana, mientras que la presencia persistente de anticuerpos elevados 1gG, de vida
media larga, podria ser indicativo de infecciones previas recurrentes®®.
Sin embargo los criterios seroldgicos para establecer el punto de corte que defina la

cronicidad no estan establecidos puesto que no se ha observado la correlacion entre los

titulos de anticuerpos y la deteccién del organismo en los tejidos??®.
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3.8. TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES POR C. PNEUMONIAE.

3.8.1. Antimicrobianos y eficacia clinica.

El estudio de la sensibilidad se realiza mediante la adicion de los antimicrobianos al
cultivo celular. La concentracion minima inhibitoria (CMI) es la menor concentracién de
antibidtico capaz de inhibir la formacion de cuerpos de inclusion tras 48-72 horas de
incubacion. La concentraciébn minima bactericida (CMB) calcula la capacidad de
supervivencia y se considera la menor concentracion de antibidtico con la que no aparecen
cuerpos de inclusién tras la resiembra en cultivos celulares libres de antibiéticos®’.

Los antimicrobianos que alcanzan altas concentraciones intracelulares son los que
mejor actividad presentan frente a los géneros Chlamydia y Chlamydophila. Por lo tanto
los macrélidos, tetraciclinas y ultimamente algunas quinolonas parecen los mas eficaces.
C. pneumoniae y C. psittaci son resistentes a las sulfamidas. Los betalactdmicos consiguen
alterar el crecimiento y la division celular dando lugar a forma aberrantes, por lo que es
posible que la bacteria posea estructuras similares al peptidoglicano en su pared celular.

Las CMI mas bajas in vitro se consiguen con las tetraciclinas y los macrolidos, en el
ambito de 0,004 a 0,5 mg/l, los cudles han sido considerados clasicamente tratamiento de
primera linea (tabla 4). Las quinolonas también presentan buena actividad (de 0,01 a 4
mg/l) pero son mas inespecificos, mientras que la ampicilina, cloranfenicol y clindamicina
tienen una actividad media (CMI 0,2-4 mg/l). La vancomicina y los aminoglucésidos no

muestran actividad (CMI >256 mg/l).
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Tabla 4. Antibidticos con actividad in vitro frente a C. pneumoniae y con utilidad

clinica.

ANTIBIOTICOS CMI (mg/l)

Tetraciclinas??2%°

Doxiciclina 0,02-0,25
Tetraciclina 0,06-1
Macrolidos?28229:230
Eritromicina 0,01-0,25
Claritromicina 0,004-0,25
Azitromicina 0,02-0,5
Roxitromicina 0,125-0,25

Quinolonas®?®

Ciprofloxacino 0,25-4
Ofloxacino 0,5-2
Levofloxacino 0,125-0,5

Tradicionalmente se ha empleado doxiciclina en el tratamiento de las infecciones
clamidiales a dosis de 100 mg cada 12 horas durantel4 dias o eritromicina 500 mg cuatro
veces al dia también durante 14 dias o 250 mg 4 veces al dia un minimo 3 semanas. Se
requieren tratamientos largos porque las recaidas son frecuentes y puede administrarse un
segundo ciclo si los sintomas persisten. Ya hemos comentado la capacidad de persistencia
de C. pneumoniae y la presencia de cultivos positivos a pesar del tratamiento antibiético
prolongado e incluso tras la desaparicién de los sintoma clinicos**’. La eritromicina tiene el
inconveniente de su degradacion en medio &cido, una vida media relativamente corta y la
produccion de efectos secundarios gastrointestinales.

Los nuevos macrélidos derivados de la modificacion del anillo de lactona de 14
atomos como la claritromicina y roxitromincina, o aumentado los elementos del anillo

como la azitromicina, un azalido de 15 4tomos, muestran una excelente actividad in vitro,
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especialmente la claritromicina frente a C. pneumoniae, ademas de frente a la mayoria de
patdgenos respiratorios. La eritromicina es muy inestable en el medio &cido del estbmago,
que disminuye su biodisponibilidad y aumenta su toxicidad. Los nuevos macroélidos
también consiguen superar el efecto del PH &cido, son mejor tolerados que la eritromicina
y doxiciclina, y gracias a su liposolubilidad, la biodisponibilidad es mayor alcanzando
concentraciones tisulares mas altas y con semividas mas largas, lo que permite su
administracion en una o dos dosis diarias?*'. La mejor actividad in vitro bactericida parece
obtenerse con la claritromicina mientras que con la azitromicina se consigue la mejor
concentracion intracelular y duracion de la accion, por lo que puede ser administrada en
dosis Unica en el tratamiento de infecciones de transmision sexual por C. trachomatis.
Varios estudios han mostrado la eficacia de la claritromicina en el tratamiento de las
infecciones por C. pneumoniae en dosis de 500-1000 mg/dia durante 5-14 dias®*2. En
infecciones respiratorias también se ha observado buena eficacia clinica de azitromicina en

233 Asi mismo la roxitromicina ha

tratamientos cortos de 3-5 dias, con dosis de 500mg
mostrado una eficacia similar a los anteriores en dosis de 150 mg/12 horas durante 10-14
dias®*.

En cuanto a las quinolonas hay opiniones contradictorias pero se han comunicado
buenos resultados con ofloxacino, 400mg/12 horas, durante 14 dias en el tratamiento de
bronquitis y neumonia®*°.

Parece que los macrdlidos son los agentes de eleccién para el tratamiento de las
infecciones respiratorias por C. pneumoniae por su elevada concentracion en la mucosa
bronquial y pulmén ademas de su excelente actividad in vitro. Su mecanismo de accion se
basa en la inhibicion de la sintesis proteica por su unién reversible con la subunidad del

ribosoma 50S. Se acumulan dentro de la célula favoreciendo la fagocitosis y la exocitosis

de los polimorfonucleares, de esta forma contrarrestan el mecanismo de defensa del
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patogeno que inhibe la union fagolisosémica. Tambiéen inhiben la produccion de oxidantes
y modulan la produccién de citocinas con posible efecto antiinflamatorio®®. No hay que
olvidar que C. pneumoniae alterna un estado metabolicamente activo susceptible a los
antibioticos, el CR, y otro inactivo resistente a la accion antibidtica, el CE, ademas de la
posible presencia de formas aberrantes inducidas por la exposicion a antibiéticos o la
disminucién de nutrientes que pueden establecer una infeccién persistente'®. Un
tratamiento corto o incompleto puede inducir persistencia. Ademas se ha observado la
pérdida de la capacidad de la célula infectada en estados avanzados para transportar el
macrélido a su interior, quizés por el acimulo de lipopolisacaridos en la membrana de la
célula huesped o por falta de energia™®.

Existe también el problema de la falta de estandarizacion a la hora de realizar las
pruebas de sensibilidad in vitro, con tiempos de preincubacion insuficientes y
condicionado por el momento de la adicion del antibiotico al cultivo celular. Si se afiade
después de infectar las células del cultivo celular, la CMI y la CMB son ocho veces

inferiores a las obtenidas si se afiade antes®’. Hjelm y cols®®

. incrementaron el tiempo de
preincubacion de la bacteria hasta 36 horas observando que las CMI y CMB de la
azitromicina y otros antibidticos aumentaba. Se ha demostrado la presencia de DNA
bacteriano en el pulmdn tras 14 dias de tratamiento antibi6tico con unas concentraciones

tisulares superiores a la CM1%*®

Otros factores que influyen son el tipo de linea celular, la
densidad de la monocapa, la substancia utilizada para aumentar la sensibilidad del cultivo y
el estado nutricional de las células®’.

Actualmente no se han establecido ni las dosis ni la duracion més favorable para el
tratamiento de las infecciones por C. pneumoniae y siguen siendo necesarios unos criterios

precisos para la realizacion e interpretacion de las pruebas in vitro que simulen la cinética

in vivo y que sean adecuados para predecir la eficacia clinica de los antimicrobianos.
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3.8.2. Macrdlidos en el tratamiento del asma y la enfermedad cardiovascular.

Los macrélidos ademas de tener una funcién antibidtica parecen tener efectos
antiinflamatorios que puede ser beneficiosa en el tratamiento de enfermedades con un
origen inflamatorio crénico como el asmay la arteriosclerosis (tabla 5).

A finales de los afios 50 se observo que la troleandomicina administrada a asmaticos
de “origen infeccioso” daba lugar a una disminucion en la expectoracion y en la necesidad
de corticosteroides. Este efecto fue atribuido a una disminucion de la depuracion de los
esteroides por la interaccién del macrélido con el citocromo P450 hepatico®?*. También
se ha encontrado una disminucion en la cantidad de esputo y del recuento leucocitario de

242

nifios con bronquiectasias tratados con roxitromicina®™“. Otros autores observaron, tras el

tratamiento con macrolidos, disminucién del nimero de neutréfilos en el lavado bronquial
y de la concentracion de IL-B, IL-8 y leucotrieno B4*%.

Los macrélidos inhiben la proliferacion de las células mononucleares en la sangre,
reducen la formacion de superdxido in vitro y modifican la liberacion de citocinas.
También inhiben la secrecién mucosa y la contraccion del musculo liso bronquial inducida
por estimulacion eléctrica®**. La claritromicina inhibe la sintesis de TNF-o., IL-1, IL1B, y
del factor estimulante de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y estimula la produccion de
IL-10%*°. La eritromicina y las nuevas quinolonas disminuyen la depuracion de teofilina®*.

La mejoria observada en pacientes asmaticos tratados con los nuevos macrolidos (ver
apartado 7.Discusion) puede derivarse de los efectos antiinflamatorios y antiinfecciosos
pero no por su efecto sobre la depuracion de los corticosteroides, pues su interacion con el
citocromo P450 es escasa o nula.

Dadas las recientes relaciones de C. pneumoniae con la formacion de la placa de

ateroma, la enfermedad coronaria y la isquemia, se ha probado la utilidad de la
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azitromicina en pacientes que habian sufrido isquemia cardiaca y tenian serologia positiva,
observandose wuna reduccion estadisticamente significativa en la incidencia de
complicaciones isquémicas posteriores y en el titulo de anticuerpos®”’. Un estudio
preliminar con roxitromicina frente a placebo en pacientes con enfermedad coronaria
demostro la reduccidn significativa de la incidencia de accidentes isquémicos en el grupo
tratado con roxitromicina®*®,

AUn no se ha podido establecer si hay que incluir a los macrdlidos en el tratamiento
empirico de las enfermedades que se han relacionado con C. pneumoniae y si las mejorias
observadas son sostenidas. En el caso de la enfermedad cardiovascular deberian hacerse
estudios curativos tras el evento cardiovascular, con el fin hipotético de estabilizar la placa

de ateroma asi como preventivos para comprobar si podemos evitar su rotura.

Tabla 5. Efectos de los macrolidos.

1) Actividad antiinfecciosa frente a patdgenos respiratorios intracelulares
(C. pneumoniae)

2) Inhibicién de la proliferacion de linfocitos mononucleares en sangre periférica

3) Disminucion de los neutréfilos en el LBA

4) Modulacion de la liberacién de citocinas

5) Actividad “antiinflamatoria”:
a)-Inhibicion de la sintesis del TNF-a, IL-1, GM-CSF, IL-8 y leucotrieno B,
b)-Inhibicién de la funcion oxidativa de los neutréfilos

c)-Estimulo de la produccion de IL-10

6) Disminucion de la eliminacion de los corticosteroides por interferencia metabolica
7) Inhibicidn de la secrecion mucosa

8) Inhibicion de la contraccion neural del musculo liso bronquial.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS.

4.1. HIPOTESIS.

La infeccion aguda por C. pneumoniae puede provocar crisis asmatica en adultos con
asma. Los estudios a favor de la existencia de una relacion entre ambos factores nos dan
porcentajes de pacientes que tienen una exacerbacion y a su vez presentan serologia
compatible con la infeccion aguda, generalmente comparados con la poblacién no
asmatica, pero no sabemos si es dicha infeccion la desencadenante de la crisis. Puesto que
en la poblacion general la infeccion aguda es habitualmente asintomatica, o subclinica,
también puede ocurrir lo mismo en los pacientes con asma, pero no tenemos datos de la
presencia serologica de infeccion aguda en los asmaticos en situacion estable y que
pudieran ser también la mayoria. De esta forma los casos de crisis asmatica asociados con
la presencia de infeccién aguda por C. pneumoniae pueden ser casuales y no existir, por lo
tanto, una relacion significativa entre ambos factores. Asi mismo, y dada la amplia
distribucion de la infeccion por C. pneumoniae, su seroprevalencia en la poblacion
asmatica adulta de nuestra zona puede ser coincidente con la esperada en la poblacién
general.

Basandonos en lo expresado arriba hemos planteado la siguiente hipétesis nula: la
frecuencia de infecciones agudas por C. pneumoniae en pacientes asmaticos asociadas con
crisis asmatica no difiere de forma significativa de la frecuencia de infecciones agudas en
pacientes asmaticos estables o sin crisis asmatica.

Y por lo tanto planteamos como hipoétesis alternativa lo siguiente: existe una relacién
significativa entre la presencia de infeccion aguda por C. pneumoniae y el

desencadenamiento de la crisis asmatica.
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4.2. OBJETIVO PRINCIPAL.

Evaluar el papel de la infeccién aguda por C. pneumoniae en el desencadenamiento

de la crisis asmatica.

4.3. OBJETIVOS SECUNDARIQOS.

1. Conocer los perfiles seroldgicos y distribucion de la infeccion por C. pneumoniae de la
poblacion asmatica, agudizada y estable, y de la poblacion general no asmatica de
nuestra zona.

2. Determinar si existen diferencias significativas de seroprevalencia y titulos de

anticuerpos en cada grupo de asmaticos respecto de la poblacién no asmatica.

4.4. OBJETIVOS OPERACIONALES.

1.  Determinar las frecuencias de infeccion aguda, cronica y antigua por C. pneumoniae
en los tres grupos de estudio y ver si existen diferencias.

2. Conocer si existe un riesgo de asociacion entre cada categoria de infeccion y alguno
de los grupos.

3. Conocer si existe relacion entre las variables predictores referentes al estado de
atopia, tiempo de evolucién de la enfermedad y gravedad de la enfermedad asmaética
de base con los titulos elevados de anticuerpos 1gG e IgA.

4.  Determinar si tambien existen diferencias de seroprevalencia respecto a la presencia

de titulos elevados de anticuerpos y diferencias en los titulos medios de cada grupo.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1.ESTRATEGIA DE ESTUDIO.

5.1.1. Poblacion objetivo: Sujetos mayores de 14 afios diagnosticados de asma segun la
definicion y criterios del National Institute of Health® (NHLBI): presencia de sintomas
asmaéticos e hiperreactividad bronquial durante el ultimo afio, aumento de la respuesta a los

test de histamina o metacolina, variacion diurna del PEF > 20% y un aumento del FEV;

basal >15% tras la inhalacion de broncodilatadores de accién corta.

5.1.2. Emplazamiento: Unidad ambulatoria y de hospitalizacién de Neumologia, Servicio
de Urgencias y Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de Getafe,
pertenecientes al Area 10 de la Comunidad Auténoma de Madrid, en colaboracion con el
personal de dichas unidades. El nimero de habitantes que actualmente acoje el Area 10 de

la C.A.M se estima en torno a los 250.000 habitantes.

5.1.3. Tipo de estudio: descriptivo, de casos y controles, prospectivo y con muestras

aleatorias simples.

5.1.4. Sujetos de Estudio:

Asmaticos: i) Pacientes adultos que presentan sintomas de crisis asmatica segun la
definicion del NHBLI®: episodios de disnea con empeoramiento progresivo,
tos, sibilancias u opresién toracica acompafiados de la disminucién del PEF

0 FEV,
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il) Pacientes asmaticos en situacion estable o asintomatica cuya Gltima crisis
ocurrié hace més de 1 mes.

No asmaticos: poblacion general no asmatica del Area 10 de la Comunidad de Madrid.

5.1.5. Periodo de entrada de los pacientes en el estudio: Desde el 1 de diciembre de

1997 hasta el 31 de diciembre de 1998.

5.1.6. Variables de estudio.

5.1.6.1.: V. Predictoras o independientes:

5.1.6.1.1.: Grupo de estudio: agudos, estables, general.

intermitente, persistente leve, persistente moderado, persistente grave.
5.1.6.1.3.: Tiempo de evolucion de la enfermedad asmatica: larga-duracién o > 10
afios, corta-duracién o de 1-10 afios y reciente 0 < 1 afio.
5.1.6.1.4.: Clasificacion respecto al estado de atopia: intrinseco o extrinseco.
5.1.6.1.5.: Edad, sexo, habito tabaquico (fumador, ex fumador, no fumador).
5.1.6.2.: V. Dependientes o de criterio (segun criterios seroldgicos establecidos):

5.1.6.2.1.: Tipo de infeccion: aguda, crdnica, antigua y no infeccion

5.1.7. Recogida de datos.

Asmaticos: Se procedié a cumplimentar las hojas de recogida de datos adjuntas
(veanse a continuacion Anexos 1y 2) segun la historia clinica del paciente y los datos
recogidos durante la visita médica a la consulta o Servicio de Urgencias, y se extrajeron

muestras de sangre en ambos grupos de pacientes. Los pacientes reagudizados, tras su
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estabilizacion, fueron vistos en la consulta de Neumologia a las 4 semanas para su
seguimiento y extraccion de una segunda muestra de suero. Asi mismo los pacientes fueron
Ilamados a las 4 semanas para realizar la segunda extraccion. Para la inclusion en el
estudio se exigio el consentimiento informado de los pacientes (vease Anexo 3).

No asmaticos: la poblacion no asmatica se obtuvo de poblacién de donantes de
sangre que acudian cada dia al banco de sangre a los que se entrevistava por teléfono para
conocer los datos referentes a la edad, sexo, habito de fumador, alergias, hipertension
arterial, enfermedades respiratorias, alteraciones cardioldgicas y antecedentes de infeccién

respiratoria en el Gltimo mes.

5.1.8. Deteccion de anticuerpos IgG, IgM e IgA especificos.

La deteccion de anticuerpos se hizd6 mediante microinmunofluorescencia indirecta y
se llevo a cabo en el laboratorio de serologia del Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario de Getafe. Se utilizaron los kits comerciales de MRL Diagnostics Chlamydia
MIF 1gG, IgA e IgM Assay, que contenian los portaobjetos con el substrato preparado a
base de CEs purificados de C. pneumoniae (TW 183), C. trachomatis (D-K) y C. psitacci
(6BC, DD34) diluidos al 3% en células de saco vitelino, asi como el resto de reactivos
necesarios. Para valorar la presencia de reacciones cruzadas se realizo la deteccion de
anticuerpos frente a C. trachomatis y C. psittaci al mismo tiempo que para C. pneumoniae.
Para evitar interferencias en la deteccion de IgM con el anticuerpo factor reumatoide, los
sueros fueron tratados previamente con un suero absorbente anti-IgG. Se utilizaran como
controles sueros positivos y negativos ademas de células de saco vitelino normales como
control negativo del antigeno.

En una primera fase se diluia la muestra seroldgica en un tampon fosfato (PBS) y se

afiadia al portaobjetos, en contacto con el antigeno clamidial, para ser incubados en camara
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humeda a 35°C durante 30 minutos en el caso de la deteccion de 1gG e IgA, y 90 minutos
para IgM y permitir asi la formacion de los inmunocomplejos. Después los portaobjetos
eran lavados en un tampodn salino para retirar los anticuerpos que no se habian unido al
antigeno y secados. En una segunda fase se afiadia a los portaobjetos el reactivo
correspondiente que contenia los anticuerpos anti-IgG, IgA o IgM humana marcados con
fluoresceina y se incubaban otros 30 minutos. Tras un segundo lavado con tampon salino y
secado, los portaobjetos eran montados para su examen en el microscopio de fluorescencia.
Una reaccion positiva aparecia como una fluorescencia verde brillante sobre la matriz de
células de saco vitelino. Se emplearon los criterios de diagndstico seroldgico establecidos
en la literatura (ver apartado 3.7.3 Diagnostico seroldgico:..) y expuestos en la tabla 6. Los
puntos de corte semicuantitativos se obtenian mediante diluciones seriadas de los sueros

positivos

Tabla 6. Criterios serolégicos utilizados para el diagndstico de la infeccién por C.

pneumoniae por Microinmunofluorescencia indirecta.

Infeccion aguda

Primoinfeccion IgM > 1:10

IgG > 512

Seroconversion de 1gG (Incremento del
titulo de 1gG por 4)

Reinfeccion o reactivacion IgG > 512 +/- IgA > 1:256
Seroconversion de IgG y/o IgA (x 4)
Ausencia de IgM.

Infeccion antigua IgG > 1:16 < 1:512
y/o
Infeccion cronica IgA > 1:16 <1:256
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ANEXO 1.
HOJA DE RECOGIDA DE DATOS 1.
CHLAMYDIA PNEUMONIAE Y CRISIS ASMATICA

FECHA:.../...I...... PACIENTE NO............. ; AGUDOS
APELLIDOS:......ooe e H2CLINICA:......ccoiiie
NOMBRE:.......cccitiiiiertiie e EDAD.:......ccccvveenn. SEXO: oV o
RESIDENCIA ..o TR

HA SIDO FUMADOR/A: o Sl ¢De cuanto?................. ; oNO

CLASIFICACION

Alérgica o Ocupacional o Por ejercicio o Tras infeccion respiratoria aguda o Desconocido o

LEVE (sintomas < 1 por semana) : o

PERSISTENTE :
a) Leve (sintomas >= 1 vez por semana pero no diarios): o
b) Moderada (diarios no limitantes):.........c..ccceeevvevennene. o
c) Severa (continuos, limitantes) : ........ccccevevivieevennnne. 0

Corticoides: o SI <500 mcg/dia
o Sl >=800-2000 mcg/dia.
o NO
Broncodilatadores de accién corta: < de 1-3 veces/semana; o; < 3-4 veces/dia; o >3-4/dia o

Broncodilatadores de accién larga o SI o NO

PEF previsto............... %, 6, I/min
CRISIS ASMATICA ACTUAL
-Respuesta al tratamiento inicial con B, inhalados................ 0
-Respuesta inicial incompleta. Necesario corticoides orales:. 0
SINGIESO .. 0

T2 ;D FR:....... rpm; FC:........ Ipm; PEF........ %,0, ... I/min.

Infiltrado RX: 0 SI o NO Expectoracion: o SI o NO

SEROLOGIA

lgG>=512 o; IgG>=64 <512 o; Elevacion al cuadruplo o 1%.......... 128 ; 1gG< 64 o
IgA>= 256 o; IgA>= 16 < 256;
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IgM>= 16 en la 1 muestra o; IgM>= 16 en la 22 muestra o; IgM negativa o

ANEXO 2
HOJA DE RECOGIDA DE DATOS 2
CHLAMYDIA PNEUMONIAE Y CRISIS ASMATICA

FECHA:.../.../...... PACIENTE No.............. ; ESTABLES
APELLIDOS: ...t H2CLINICA: ...
NOMBRE:.......ccciitiiiieitsie e EDAD.:......ccccvveenn. SEXO: oV o
RESIDENCIA ..o TR

HA SIDO FUMADOR/A: o Sl ¢De cuanto?................. ; oNO

CLASIFICACION

Alérgica o Ocupacional o Por ejercicio o Tras infeccion respiratoria aguda o Desconocido o
LEVE (sintomas < 1 por semana) : o
PERSISTENTE :

a) Leve (sintomas >= 1 vez por semana pero no diarios): o

c) Severa (continuos, limitantes) @ .........cccoceveriiiicnnnes 0

Corticoides: o SI <500 mcg/dia
o Sl >=800-2000 mcg/dia.
o NO
Broncodilatadores de accién corta: < de 1-3 veces/semana; o; < 3-4 veces/dia; o >3-4/dia o

Broncodilatadores de accion larga o SI o NO

PEF previsto............... %, 6, I/min
SEROLOGIA
IgG>=512 o; 1gG = 16-256 o; Elevacion al cuadruplo o 18.......... P28 i, ; 1gG<16 o

IgA>= 256 o; IgA =16-128; IgA <160

IgM>= 16 en la 12 muestra o; IgM>=16 en la 22 muestra o; IgM negativa o
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ANEXO 3

ESTUDIO DE LA INFECCION POR CLHAMYDIA PNEUMONIAE EN PACIENTES
ASMATICOS.

CONSENTIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE SANGRE

PACIENTE: D./D......ceee ettt et b et e e b et nb e be e be e nreas
de............. afios de edad da su consentimiento para la extraccion de dos muestra de sangre
venosa, separadas por un intervalo de 4 semanas, declardndose informado de los siguientes
puntos:

La extraccion de sangre venosa se efectla para la determinacion de anticuerpos de la
infeccion por Chlamydia pneumoniae, bacteria implicada en infecciones respiratorias, siendo
necesario para realizar y confirmar el diagndstico, las extracciones arriba mencionadas. El
presente estudio pretende conocer la relacion entre dicha infeccion y la enfermedad asmatica.

La mayoria de los pacientes sometidos a la extraccidn no experimentan ninguna
complicacion, salvo y de forma excepcional, ligeras molestias en zona de la puncion o la
aparicion de un pequefio hematoma que puede resolverse con la aplicacion, en la zona, de una

crema antitrombética ( Hirudoid o Thrombocid).

Getafe (Madrid), .........c....... de.iii e, 199...

FIRMA DEL PACIENTE:

0 FIRMA DEL FAMILIAR RESPONSABLE

(PARENTESCO)......ovvveeerieesesseeeeiesssssseenreseees

0 en su defecto, TESTIGO o0 TUTOR:
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5.2. DISENO ESTADISTICO.

Se estim6 que para observar en cada grupo una proporcion semejante de infeccién
aguda por C. pneumoniae, con una probabilidad de rechazar incorrectamente la hipétesis
nula o nivel de significacion del 5% (p<0.05) y con un poder estadistico del 80%, se
necesitaban al menos 56 individuos por grupo.

Se recogieron las frecuencias de aparicion (absolutas y relativas) de las variables
cualitativas, asi como de las categorias de cada caracter. Para hallar los indices estadisticos
que midieron la fuerza de la asociacion entre las variables, los datos se recogieron en tablas
de contingencia. Para comparar proporciones se utilizo el test Chi cuadrado (y2), 0 suma
de diferencias cuadraticas relativas entre los valores experimentales y los esperados.
Cuando se trataba de una tabla 2x2 cuyo efectivo total no llegaba a 200 individuos se
aplico la correccion de continuidad de Yates, para aumentar el rigor de la prueba. Para
aumentar la exactitud de la prueba y® cuando la frecuencia observada en alguna de las
celdas de la tabla era inferior a 5 se aplicé el test exacto de Fisher?**>®,

La medida del aumento del riesgo, razén de riesgos o diferencia entre proporciones
(si las hubo), de cada poblacion para presentar cada categoria de infeccion o para tener
titulos altos de anticuerpos, se calculé mediante la razén de probabilidad u “odds ratio”
(OR). Se aplicaron intervalos o limites de confianza con un nivel de significacion del 5%
(p<0.05), o dicho de otro modo, los intervalos de confianza utilizados contenian el valor
obtenido con una probabilidad del 95%. No podemos aplicar el riesgo relativo o cociente
de riesgo, ya que es un cociente de las incidencias en los expuestos y no expuestos y estas
no pueden ser estimadas en un estudio caso-control*°. También calculamos el riesgo
atribuible o la proporcidn de casos de crisis en la poblacion total que pueden atribuirse al
factor de riesgo, infeccidn aguda. Igualmente se aplicaron unos limites de confianza con un

nivel de significacion del 5%.
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Para eliminar el efecto de variables de confusién como la edad, el sexo y el habito
tabaquico sobre el aumento del riesgo, se ajustaron los datos mediante una analisis de
regresion multiple. De esta forma se expresa el valor medio de la variable dependiente en
términos de los valores de las variables de confusién llamadas independientes®.

Se calculd la media aritmética de los valores de variables cuantitativas continuas
como la edad, y la desviacidn tipica o estandar como medida de dispersién de los valores
respecto a la media. También se expresaron los limites superior e inferior de los valores.

En el caso de variable cuantitativas discretas o de intervalo como era el caso de las
concentraciones de 1gG, IgA e IgM, se calculd la media geométrica (MGT)de los titulos.
Para determinar la MGT se utilizaron los logaritmos de los titulos y se hallé la media
aritmética del logaritmo, u, que también se mide en una escala logaritmica como los
valores individuales. Para volver a la escala original de los titulos hallamos el
antilogaritmo de u, el cual se denomina media geométrica. Se calcularon los limites de
confianza de la MGT con un nivel de significacion del 5%. Otras medidas de tendencia
central utilizadas para la distribucion de titulos de anticuerpos fueron la moda o valor que
se repite con mas frecuencia y la mediana o valor central de las observaciones dispuestas
en orden creciente. También se expresaron los valores extremos o limites de los titulos
para la variables 1gG e IgA y la amplitud intercuartilica, IQR, que mide la distancia entre el
valor por debajo del cual se encuentra un cuarto de las observaciones ordenadas, o el 25%,
denominado cuartil inferior o percentil 25, y el cuartil superior o valor por encima del cual
se encuentra un cuarto de las observaciones (el 75% queda por debajo) o percentil 75. En
el IQR se encuentra el 50% de las observaciones y no le afectan los valores extremos. Para
determinar si las diferencias entre medias eran significativas, lo que se denomina estudio
de la homogeneidad entre dos muestras®®, se utiliz6 el test de la t de Student (t-Test). Si se

trataba de 3 muestras, utilizamos el andlisis de la varianza (media cuadratica de las
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puntuaciones diferenciales de todo los datos con su media) 0 Anova, con el que se calcula
la razon de varianzas, o F de Snedecor. Si el valor de F indicaba la presencia de diferencias
significativas se realizaba el contraste de medias dos a dos mediante el test de Tukey.

La distribucion de probabilidad mas importante para variables aleatorias continuas se
denomina distribucion normal o de Gauss, caracterizada por una distribucion de
frecuencias en forma acampanada, con un pico medio pronunciado en el centro y una
disminucion gradual de las frecuencias a medida que se alejan del valor central. Gran parte
de las variables bioldgica se distribuyen siguiendo la normal (de media 0, desviacion tipica
1), pero a veces las distribuciones puede que no se ajusten a la curva acampanada®*®?*°.
Esto sucede en los problemas de diferencias de medias con variables ordinales, como
lostitulos de anticuerpos y sus medias geométricas, o cuando los tamafios de las muestras
son muy pequefios. Para comprobar si la distribucién de las variables IgG e IgA seguian la
distribucion normal se utilizé la prueba K-S de normalidad o test de Kolmogorov-Smirnov.
Puesto que ambas distribuciones no se ajustaban a la normalidad, utilizamos pruebas no
paramétricas para comparar las MGTSs. Las pruebas no paramétricas miden las diferencias
entre los rangos medios de variables ordenadas por rangos. Son pruebas bastante robustas,
0 poco sensibles a la no normalidad, y por lo tanto las probabilidades asociadas con los
contrastes estadisticos son correctas. Para comparar las MGTs de dos muestras no
relacionadas empleamos la prueba de la U de Mann-Whitney, que es la prueba paralela a la
t de Student. Si se trataba de tres muestras no relacionadas utilizamos el Anova de Kruskal-
Wallis, que es la prueba no paramétrica paralela al analisis de la varianza®®.

Los trabajos estadisticos se realizaron con los paquetes estadisticos SAS Institute Inc
y SPSS version 9.0 junto con la hoja de calculo Microsoft Excel/ Windows 95.

En la preparacion del manuscrito se siguieron los requisitos técnicos recomendados

por el Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas.
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6. RESULTADOS

Se evaluaron un total de 242 sujetos de los que 128 correspondian a pacientes
asmaticos, divididos en grupo agudos y grupo estables, y 114 a no asmaticos o grupo
general. El grupo general se componia de 56 sujetos donantes de sangre y 58 pacientes que
habian acudido a consultas externas o estaban ingresados en el hospital pero que no
presentaban cardiopatias o enfermedades respiratorias y a los que se les habian realizado
extracciones sanguineas por causas no relacionadas con el objeto del estudio. Las

caracteristicas de las poblaciones se resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas de las tres poblaciones estudiadas.

Agudos n=65 Estables n=63 General n=114

Edad
Media (Sd) 49.4(19.3)* 42.7 (18.7) 39 (17.8)* p<0.01*
Limites 15-87 15-81 14-85
Sexo (%)
Mujer 49 (75.3) 41 (65) 60 (52.6) p<0.05**
Hombre 16 (24.6) 22 (34.9) 54 (47.3)
Tabaquismo (%)
Fumadores 12 (18.4) 13 (20.6) 25 (21.9) n.s.
Ex-Fumadores 11 (16.9) 5(7.9) 19 (16.6) n.s.
No Fumadores 42 (64.6) 45 (71.4) 70 (61.4) n.s.
Hta ajustada a edad 17 11 14 n.s.
Diabetes méllitus 0 5 1
Cardiopatia 1 1 0

Sd: desviacion tipica o estandar; Hta: hipertension arterial; n.s.: no significativo (p>0.05)
*ANOVA (F) =6.53 con 2 gl; p=0.001; Test de Tukey agudos-general p<0.05.
**y2 =523 con 1 gl; p=0.022.
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Resultados

La media de edad del grupo agudos fue superior a la media del grupo general. Esta
diferencia de medias es de caracter matematico y no interfiere en la distribucion de las
variables seroldgicas estudiadas.

Con respecto a la distribucion de sexos, la presencia de mujeres fue superior a la de
hombres en las tres poblaciones pero especialmente en los colectivos asmaticos. No se
detectaron diferencias significativas entre la frecuencia de seropositivos (IgG > 1:16) en
hombres y en mujeres (y2 =1.26 p=0.12). La media geométrica de los titulos (MGT) de
IgG fue mayor en el conjunto de hombres (MGT 158.4 1C 95% 125.8-199.5) respecto al
conjunto de mujeres (MGT 125.8, IC 95% 102-151.3), pero la diferencia no pudo ser
considerada significativa (t-Test =-2.29 p=0.065; U de Mann Whitney p=0.064).

También se observé una diferencia en principio significativa, (3* =7.58 p=0.006; OR
4.6 IC 95% 1.3-14.6) a favor de una mayor presencia de hipertension arterial en el
conjunto de asmaticos, que desaparecio tras el ajuste por edad (p>0.05; OR 0.9).

Los datos recogidos de cada poblacién se encuentran resumidos en las tablas 8, 9 y

10.
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Resultados

RESULTADOS OBTENIDOS EN CADA POBLACION

Tabla 8. Grupo Agudos

|Clave| Sexo |Edad| Tabaquismo |Clasificacion | Tiempo | Severidad | Crisis |Inf Rx|T2°C|IgG1]|IgG [IgAl|IgA2| Infeccion |
1A wvaron 24 | ex-fumador intrinseca | <1 afio p. leve moderada Si 38 1024 1024 256 @ 64 aguda
2A mujer 42 @ ex-fumador intrinseca | 1-10 afios p. moderada moderada | no 36 16 16 O 0 antigua
3A mujer 41 | ex-fumador intrinseca | 1-10 afios p.grave grave no 368 0 0 0 0 no infeccién
4 A mujer 27 | ex-fumador intrinseca  1-10 afios p.grave grave no 37 32 32 0 0 antigua
5A varon 45 | no fumador intrinseca | > 10 afios p. moderada grave no 37 256 256 O 0 antigua
6 A varon 39 @ ex-fumador intrinseca | >10 afios p. moderada grave no | 37,5 1024 4096 O 0 aguda
7A mujer 69  nofumador @ extrinseca > 10 afios p. moderada grave no 37 64 64 O 0 antigua
8 A mujer 59 | nofumador intrinseca > 10 afios p.grave grave no 37,2 256 256 64 64 cronica
9A mujer 48 @ ex-fumador intrinseca | 1-10 afios p. moderada grave no 39 16 16 0 0 antigua
10 A vardon | 19 fumador extrinseca | 1-10 afios intermitente moderada | no 39 256 256 O 0 antigua
11 A mujer | 58 | no fumador intrinseca > 10 afios p.grave grave Si 39 0 0 0 0 no infeccién
12 A varon 48 fumador intrinseca  >10 afios = corticodependiente grave no 37,2 128 128 64 64 cronica
13A mujer 76  no fumador intrinseca > 10 afios p.grave grave no 375 128 128 64 64 cronica
14 A mujer 24 fumador extrinseca | >10 afios p.leve moderada = no 39 | 128 128 32 @ 32 cronica
15A varon 73 fumador intrinseca > 10 afios p.grave grave Si 36,6 512 512 O 0 aguda
16 A mujer 41 fumador intrinseca | 1-10 afios p.grave grave Si 375 0 0 0 0 no infeccién
17 A mujer | 44 | nofumador @ extrinseca |> 10 afios p. moderada grave no | 37,7 128 128 O 0 antigua
18 A mujer 68  no fumador intrinseca  1-10 afios intermitente moderada = no 0 64 64 O 0 antigua
19 A vardn 23 fumador intrinseca | 1-10 afios p. moderada grave no 0 128 128 O 0 antigua
20 A mujer 74 fumador intrinseca  1-10 afios p. moderada grave no 0 64 64 O 0 antigua
21 A mujer 73  no fumador intrinseca > 10 afios p. moderada grave Si 0 64 64 32 32 cronica
22 A mujer 78 | no fumador intrinseca | > 10 afios p.grave grave Si 38 1024 1024 512 128 aguda
23 A mujer 31 fumador extrinseca  1-10 afios p. moderada grave no 38 64 64 O 0 antigua
24 A mujer = 43 | no fumador intrinseca | > 10 afios intermitente grave no 37,2 512 512 0 0 aguda
25 A varon | 22 | nofumador = extrinseca |1-10 afios p. moderada moderada | no 372 64 64 0 0 antigua
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[Clave| Sexo |Edad| Tabaquismo | Clasificacion | Tiempo | Severidad Crisis [InfRx|T2°C[1gG1]19G [1gA1[1gA2| Infeccion
26 A mujer = 74 | no fumador intrinseca > 10 afios p.grave grave no 38 32 32 0 0 antigua
27 A | mujer 41 fumador intrinseca | >10 afios p.leve grave no | 375 128 128 O 0 antigua
28 A mujer 80 = no fumador intrinseca > 10 afios p. moderada moderada  no 362 64 64 16 @16 cronica
29 A mujer 66 | nofumador intrinseca > 10 afios p.grave grave no 38 64 64 O 0 antigua
30 A mujer 16 @ nofumador @ extrinseca 1-10 afios p.grave moderada | no 0 64 64 O 0 antigua
31 A mujer 55 | nofumador @ extrinseca > 10 afios p.leve moderada | no 36 32 32 0 0 antigua
32 A mujer 51 | no fumador intrinseca | 1-10 afios p.leve grave no 37 | 128 1128 32 @ 32 cronica
33 A varon 34  no fumador intrinseca > 10 afios p.leve grave no 372 64 64 O 0 antigua
34 A mujer 25 | nofumador intrinseca | 1-10 afios p. moderada moderada Si 37 32 32 0 0 antigua
35A mujer 61 @ nofumador @ extrinseca | <1 afio p. moderada grave no 36,7 64 64 0 0 antigua
36 A varon 42  ex-fumador intrinseca  1-10 afios p. moderada grave no 37 128 128 64 64 cronica
37 A mujer 41 @ ex-fumador = extrinseca |1-10 afios p. moderada grave no 368 16 16 antigua
38 A mujer 66 | nofumador intrinseca  1-10 afios p.grave grave no 37,7 0 0 0 0 no infeccién
39 A varon | 65 | nofumador | extrinseca | >10 afios p. moderada grave no 0 128 128 O 0 antigua
40 A var6on 18 | nofumador @ extrinseca |1-10 afios intermitente grave no | 36,6 128 128 O 0 antigua
41 A mujer = 77 | no fumador intrinseca  >10 afios p.grave grave no 0 16 116 O 0 antigua
42 A mujer = 78 | no fumador intrinseca > 10 afios p.grave grave Si 36,5 128 128 64 64 cronica
43 A mujer 87 | no fumador intrinseca | >10 afios intermitente grave no 37,3 16 16 0 0 antigua
44 A mujer 61 | no fumador intrinseca | >10 afios p.grave moderada | no | 36,7 128 128 O 0 antigua
45A mujer 72 | no fumador intrinseca > 10 afios  corticodependiente grave no 0 0 0 0 0 no infeccién
46 A mujer = 51 | no fumador intrinseca = <1 afio p.leve grave no 0 128 128 O 0 antigua
47 A mujer 44 | no fumador intrinseca > 10 afios p.leve grave Si 37,7 32 32 0 0 antigua
48 A var6on 53 fumador extrinseca | 1-10 afios intermitente grave no 0 16 16 0 0 antigua
49 A mujer 47  nofumador @ extrinseca 1-10 afios p. moderada moderada | no | 36,8 128 128 64 64 cronica
50 A varon 25 fumador extrinseca | >10 afios p. moderada moderada | no 37,3 O 0 0 0 no infeccién
51 A  mujer 66 | no fumador intrinseca | 1-10 afios p. moderada moderada = no 0 0 0 0 0 no infeccién
52 A mujer | 42 | nofumador | extrinseca | >10 afios intermitente grave no | 36,8 1024 1024 O 0 aguda
53 A mujer 75 | no fumador intrinseca | <1 afio p.leve grave no | 385 1024 1024 512 512 aguda
54 A varon 49  no fumador intrinseca  >10 afios p. moderada grave no 0 2048 2048 512 256 aguda
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[Clave| Sexo |Edad| Tabaquismo | Clasificacion | Tiempo | Severidad Crisis [InfRx|T2°C[1gG1]19G [1gA1[1gA2| Infeccion
55 A mujer 50 | nofumador intrinseca > 10 afios p.grave grave no | 37,5 1024 1024 O 0 aguda
56 A mujer 26 | ex-fumador intrinseca | <1 afio p. moderada leve no 0 0 0 0 0 no infeccién
57 A mujer 15  no fumador intrinseca = < 1afo p.leve leve no 0 512 512 O 0 aguda
58 A mujer = 44 | no fumador intrinseca | <1 afio p.leve grave no 0 128 128 64 64 cronica
59 A mujer = 55 | no fumador intrinseca  >10 afios p.grave moderada | no 0 64 64 O 0 antigua
60 A mujer 39 | ex-fumador intrinseca | >10 afios | corticodependiente leve no 0 0 0 0 0 no infeccién
61 A mujer 75 | no fumador intrinseca | > 10 afios p. moderada leve no 0 256 256 32 | 32 cronica
62 A mujer 48 | no fumador intrinseca  >10 afios = corticodependiente grave no 0 64 128 16 | 16 cronica
63 A mujer 24 fumador extrinseca | >10 afios p. moderada leve no 0 128 128 O 0 antigua
64 A varon 63 | nofumador @ extrinseca > 10 afios p. moderada leve no 0 256 256 O 0 antigua
65 A mujer 22 | ex-fumador | extrinseca | >10 afios p. moderada leve no 0 1024 1024 0 0 aguda

<1 afio: reciente; 1-10 afios:cortaduracion; >10 afios: largaduracion. 1IgG1 e IgAl: 12 muestra de suero. 1gG2 e IgA2: 22 muestra de suero después de 4 semanas.

Tabla 9. Grupo Estables

[Clav | Sexo | Edad| Tabaquismo | Clasificacion | Tiempo | Severidad | Meses estable [1gG1[19G2[1gA1]IgA2] Infeccion |

1E
2E
3E
4E
5E
6E
7E
8E
9E
10E
11E
12E
13 E

varon
varén
mujer
mujer
mujer
mujer
varén
varén
mujer
mujer
varén
varon
mujer

46
67
18
58
22
30
30
62
65
46
19
19
55

fumador
no fumador
no fumador
no fumador
fumador
fumador
no fumador
no fumador
no fumador
no fumador
no fumador
fumador
no fumador

intrinseca
intrinseca
extrinseca
intrinseca
extrinseca
intrinseca
intrinseca
intrinseca
intrinseca
intrinseca
extrinseca
extrinseca
intrinseca
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1-10 afios
1-10 afios
1-10 afios
1-10 afios
>10 afios
1-10 afios
>10 afios
>10 afios
>10 afos
1-10 afios
>10 afios
>10 afos
>10 afios

p.grave
p.moderada
p.moderada
p.leve
p.moderada
p.leve
p.grave
p.grave
p.moderada
p.leve
p.moderada
intermitente
p.moderada

2

N OO WO W Wwow

(WY
NN

64 64 0
128 128 | 32
64 64 0
256 256 @ O
32 32 0
128 128 16
128 128 | O
1024 1024 128
128 128 | 32
128 128 | O
0 0 0
512 | 512 0
0 0 0

0
32
0
0
0
16
0
128
32

0
0
0
0

antigua
crénica
antigua
antigua
antigua
cronica
antigua
crénica
cronica
antigua

no infeccién

aguda

no infeccién



Resultados

[Clave| Sexo |Edad | Tabaquismo | Clasificacion | Tiempo | Severidad | Mesesestable |1gG1|1gG2[IgAl]IgA2]| Infeccion
14E wvar6on 55 no fumador intrinseca >10afios | p.moderada 6 0 0 0 0 no infeccién
15E  var6n 25 fumador extrinseca <1 afio p.leve 2 256 128 | O 0 no infeccién
16 E  varon 18 no fumador extrinseca >10afios | p.moderada 3 128 128 16 16 cronica
17E  mujer = 47 no fumador intrinseca >10 afios p.leve 6 128 128 | 0 0 antigua
18 E  mujer = 51 no fumador intrinseca 1-10 afios | intermitente 2 0 0 0 0 no infeccion
19E mujer 27 no fumador extrinseca >10 afios | p.moderada 2 128 64 32 32 cronica
20 E  mujer = 47 no fumador intrinseca 1-10 afios = p.moderada 12 128 ' 128 0 0 antigua
21E vardén 57 no fumador extrinseca >10 afios p.grave 6 0 0 0 0 no infeccion
22 E  mujer 66 no fumador intrinseca >10afios | p.moderada 6 0 0 0 0 no infeccién
23E  mujer | 44 no fumador intrinseca 1-10 afios p.leve 6 0 0 0 0 no infeccién
24 E  mujer = 39 no fumador intrinseca >10afios | p.moderada 3 64 64 0 0 antigua
25E  mujer 46 no fumador intrinseca >10afios | p.moderada 6 0 0 0 0 no infeccién
26 E  mujer = 37 ex-fumador intrinseca 1-10 afios p.leve 3 128 128 | O 0 antigua
27 E  mujer 74 no fumador intrinseca >10 afios p.leve 6 256 256 @ O 0 antigua
28E  mujer | 74 no fumador intrinseca 1-10 afios p.leve 3 0 0 0 0 no infeccién
29E wvar6on 33 no fumador intrinseca <1 afio intermitente 2 128 128 | O 0 antigua
30E wvar6n 50 no fumador intrinseca >10afios | p.moderada 6 64 64 0 0 antigua
31E  mujer 67 no fumador intrinseca 1-10 afios = p.moderada 2 0 0 0 0 no infeccién
32E  mujer 64 no fumador intrinseca 1-10 afios | p.moderada 6 32 32 0 0 antigua
33E  mujer 40 no fumador extrinseca 1-10 afios | intermitente 3 0 0 0 0 no infeccién
34E mujer 21 fumador extrinseca 1-10 afios | intermitente 3 0 0 0 0 no infeccion
35E wvar6on 48 no fumador intrinseca <1 afio p.leve 2 128 128 @ 64 64 cronica
36 E wvarén | 17 no fumador extrinseca 1-10 afios | intermitente 6 64 64 0 0 antigua
37E  mujer 70 no fumador intrinseca 1-10 afios p.grave 6 128 128 | 32 32 cronica
38E  mujer 58 no fumador intrinseca 1-10 aflos | p.moderada 6 128 128 | 16 16 cronica
39E  mujer 19 ex-fumador extrinseca 1-10 afios | intermitente 6 256 | 256 | 16 16 crénica
40 E | mujer | 21 fumador extrinseca 1-10 afios p.leve 3 0 0 0 0 no infeccion
41 E | mujer | 26 fumador extrinseca <1 afio p.leve 3 1024 1 1024 16 16 cronica
42 E | mujer | 25 no fumador extrinseca 1-10 afios | intermitente 6 16 16 0 0 antigua
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[Clave| Sexo |Edad | Tabaquismo | Clasificacion | Tiempo | Severidad | Mesesestable |1gG1|1gG2[IgAl]IgA2]| Infeccion
43 E | mujer | 25 no fumador intrinseca >10afios | p.moderada 2 128 128 | 0 0 antigua
44 E | vardon | 23 no fumador intrinseca 1-10 afios p.leve 3 64 64 0 0 antigua
45E | vardén | 81 ex-fumador extrinseca >10 afios p.grave 6 16 16 0 0 antigua
46 E | mujer | 59 no fumador intrinseca 1-10 aflos | p.moderada 3 0 0 0 0 no infeccién
47 E | mujer | 15 no fumador extrinseca 1-10 afios | intermitente 3 32 32 0 0 antigua
48 E | vardon | 24 ex-fumador extrinseca 1-10 afios | intermitente 6 64 64 0 0 antigua
49E  mujer 45 no fumador intrinseca 1-10 afios p.leve 2 0 0 0 0 no infeccién
50E  mujer = 32 fumador intrinseca 1-10 afios | p.moderada 2 128 128 | 32 32 cronica
51E  mujer 25 fumador extrinseca >10afios | p.moderada 3 128 128 | 0 0 antigua
52E wvar6n 58 no fumador intrinseca >10afios | p.moderada 6 128 ' 128 0 0 antigua
53 E  mujer = 59 no fumador extrinseca >10 afios p.grave 2 64 64 @ 32 32 cronica
54 E  mujer @ 22 fumador intrinseca <1 afio intermitente 3 512 | 512 0 0 aguda
55E wvar6on 15 no fumador extrinseca >10 afios | p.moderada 3 128 128 | O 0 antigua
56 E  mujer 24 no fumador intrinseca <1 afio p.leve 7 512 512 | 64 64 cronica
57E wvarén | 77 fumador intrinseca >10 afios p.leve 6 512 512 | 128 128 crénica
58 E  mujer 50 no fumador extrinseca 1-10 afios p.leve 2 256 @ 256 | 32 32 cronica
59E wvar6n 35 fumador intrinseca <1 afio p.grave 2 1024 1 1024 64 64 cronica
60 E  mujer = 51 no fumador intrinseca <1 afio p.leve 6 0 0 0 0 no infeccién
61E wvarén @ 52 ex-fumador intrinseca >10afios | p.moderada 6 64 64 0 0 antigua
62 E  mujer 44 no fumador intrinseca 1-10 afios p.leve 6 0 0 0 0 no infeccién
63 E  mujer 72 no fumador intrinseca >10 afios p.leve 6 256 256 @ O 0 antigua

<1 afio: reciente; 1-10 afios: cortaduracion; > 10 afios: largaduracion. 1gG1 e IgA: 12 muestra de suero. 1gG2 e IgA2: 22 muestra de suero después de 4 semanas.

Tabla 10. Grupo General

|  Clave Sexo Edad | Tabaquismo | 196G | I1gA | 1gM | Infeccién
1G mujer 30 no fumador 1024 32 0 crénica
2G varon 33 fumador 512 64 0 cronica
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Clave Sexo | Edad | Tabaquismo | 1gG IgA IgM | Infeccién |
3G varén 37 fumador 0 0 0 no infeccién
4G varon 21 no fumador 256 64 0 cronica
5G varén 20 no fumador 128 0 0 antigua
6G varén 42 ex-fumador 256 64 0 cronica
7G varén 26 no fumador 128 64 0 crénica
8G varén 24 no fumador 64 16 0 crénica
9G varon 24 no fumador 0 0 0 no infeccién
10G varén 55 ex-fumador 32 0 0 antigua
11G varon 33 ex-fumador 128 64 0 cronica
12G mujer 22 no fumador 32 0 0 antigua
13G varén 46 fumador 2048 128 0 crénica
14 G varon 53 no fumador 256 0 0 antigua
15G varén 39 no fumador 64 0 0 antigua
16 G mujer 31 fumador 32 0 0 antigua
17G mujer 35 fumador 64 32 0 cronica
18G mujer 30 no fumador 512 32 0 crénica
19G mujer 52 no fumador 0 0 0 no infeccién
20G mujer 53 no fumador 128 64 0 cronica
21 G mujer 59 no fumador 0 0 0 no infeccién
22 G varon 32 fumador 32 0 0 antigua
23 G mujer 24 no fumador 64 0 0 antigua
24 G varén 24 no fumador 128 16 0 crénica
25G varon 19 no fumador 0 0 0 no infeccién
26 G varén 20 no fumador 128 64 0 crénica
27 G varén 23 no fumador 128 16 0 cronica
28 G varon 24 no fumador 64 0 0 antigua
29 G mujer 24 no fumador 128 16 0 cronica
30G varén 22 no fumador 0 0 0 no infeccién
31G mujer 62 no fumador 16 0 10 aguda
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Clave | Sexo | Edad | Tabaquismo | 196G | 1gA | 1gM | Infeccion |
32G varén 30 no fumador 64 0 0 antigua
33G varon 25 no fumador 32 0 0 antigua
34 G mujer 18 no fumador 256 0 0 antigua
KLye mujer 39 no fumador 128 0 0 no infeccién
36 G varéon 45 no fumador 512 128 0 cronica
37G varén 42 no fumador 64 0 0 antigua
38 G varon 22 no fumador 0 0 10 aguda
39G mujer 44 no fumador 64 0 0 antigua
40G varon 44 no fumador 32 0 0 antigua
41 G mujer 47 ex-fumador 32 0 10 aguda
42 G varén 32 no fumador 512 0 0 aguda
43 G mujer 20 no fumador 0 0 0 no infeccién
44 G varén 24 fumador 64 0 0 antigua
45 G mujer 39 no fumador 2048 0 0 aguda
46 G mujer 50 ex-fumador 64 0 0 antigua
47 G varén 29 ex-fumador 64 0 0 antigua
48 G varon 39 ex-fumador 64 16 0 cronica
49 G varon 29 no fumador 128 64 0 cronica
50 G varén 37 ex-fumador 64 16 0 antigua
51G varon 35 ex-fumador 512 0 10 aguda

52 G mujer 25 no fumador 256 32 0 crénica
53G mujer 22 no fumador 64 0 0 antigua
54 G mujer 18 no fumador 256 16 0 cronica
55 G mujer 20 no fumador 128 16 0 crénica
56 G mujer 20 fumador 128 0 0 antigua
57G mujer 79 no fumador 128 16 0 cronica
58 G mujer 84 no fumador 512 0 0 aguda

59 G mujer 61 no fumador 0 0 0 no infeccién
60 G varén 74 ex-fumador 512 256 0 aguda
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Clave Sexo |  Edad Tabaquismo |  19G IgA IgM | Infeccién |
61G mujer 85 no fumador 128 0 0 antigua
62 G varon 64 ex-fumador 1024 0 0 aguda
63 G mujer 15 no fumador 0 0 0 no infeccion
64 G varén 46 fumador 512 128 0 cronica
65 G mujer 29 no fumador 0 0 0 no infeccién
66 G mujer 23 fumador 256 0 0 antigua
67 G mujer 30 no fumador 256 0 0 antigua
68 G mujer 78 no fumador 0 0 0 no infeccién
69 G varon 73 fumador 256 0 0 antigua
70G varon 17 no fumador 1024 64 0 cronica
71G varén 14 no fumador 64 0 0 antigua
72G varon 16 no fumador 512 0 0 aguda
73G varéon 73 fumador 1024 128 0 cronica
74 G varén 48 fumador 1024 64 0 cronica
75 G mujer 35 ex-fumador 0 0 0 no infeccién
76 G mujer 33 no fumador 512 64 0 crénica
776G mujer 52 no fumador 128 64 0 cronica
78 G varon 75 ex-fumador 128 0 0 antigua
79G mujer 59 no fumador 128 0 0 antigua
80 G varon 60 fumador 64 0 0 antigua
81G varéon 56 no fumador 0 0 0 no infeccion
82G varén 35 fumador 0 0 0 no infeccién
83 G mujer 53 no fumador 128 0 0 antigua
84 G varén 32 fumador 128 0 0 antigua
85 G mujer 37 no fumador 64 0 0 antigua
86 G varon 40 fumador 512 32 0 cronica
87G varén 40 fumador 512 256 0 aguda
88 G mujer 24 no fumador 512 32 0 antigua
89G mujer 25 no fumador 32 0 0 antigua
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Clave Sexo | Edad | Tabaquismo | 19G IgA gM Infeccion |
90 G mujer 27 no fumador 256 0 0 antigua
91G mujer 40 ex-fumador 0 0 0 no infeccién
92G mujer 25 no fumador 512 0 0 aguda
93 G mujer 40 fumador 0 0 0 no infeccién
924G mujer 40 ex-fumador 256 16 0 crénica
95 G mujer 28 fumador 128 0 0 antigua
96 G mujer 40 fumador 256 32 0 cronica
97 G varén 36 fumador 512 0 0 aguda
98 G mujer 38 fumador 0 0 0 no infeccién
99 G mujer 23 no fumador 256 16 0 cronica
100 G mujer 40 ex-fumador 256 32 0 cronica
101 G mujer 33 no fumador 256 16 0 cronica
102G mujer 33 no fumador 512 0 10 aguda
103G mujer 50 no fumador 0 0 0 no infeccion
104 G varon 19 no fumador 0 0 0 no infeccion
105G varéon 74 ex-fumador 512 16 0 cronica
106 G mujer 67 no fumador 512 16 0 cronica
107 G varon 76 ex-fumador 1024 16 0 cronica
108 G mujer 71 no fumador 0 0 0 no infeccién
109 G varon 84 ex-fumador 1024 256 0 aguda
110G mujer 37 ex-fumador 128 0 0 antigua
111G mujer 25 no fumador 64 0 0 antigua
112G mujer 23 no fumador 128 0 0 antigua
113G mujer 40 no fumador 32 0 0 antigua
114 G mujer 40 ex-fumador 256 0 0 antigua

1gG, IgA e IgM: se obtuvo una sola muestra de suero.
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Resultados

6.1. Analisis de la poblacion asmatica y diferencias entre agudosy estables.

Las caracteristicas de ambos grupos de asmaticos se resumen en la tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas de la poblacion asmatica

Agudos n=65 Estables n=63

Atopia (%)

Intrinsecos 46 (70.7) 41 (65) n.s

Extrinsecos 19 (29.2) 22 (34.9) ns
Tiempo de evolucion (%)

Larga-duracion (>10 afios) 37 (56.9) 26 (41.2) ns

Corta-duracion (1-10 afios) 21 (32.2) 29 (46) n.s

Reciente (< lafo) 7 (10.7) 8 (12.6) n.s
Gravedad

Intermitente 7 (10.7) 11 (17.4) 0<0.05*

Persistente-Leve 11 (16.9) 20 (31.7) '

Persistente-Moderado 26 (40) 24 (38)

Persistente-Grave 17 (26.1) 8 (12.6) <0.05%*

Corticodependiente 4(6.1) 0 p<>.

*Intermitentes méas leves: y? =6.48 con 1 gl p =0.01;
%2 con correccion de Yates =5.5 p=0.018

**Graves mas corticodependientes: y? =6.42 con 1 gl p =0.01;

x? con correccion de Yates =5.2 p=0.02

La distribucion de pacientes respecto al estado de atopia y tiempo de evolucién fue

similar en ambos grupos, pero la distribucion de la gravedad fue diferente . En el grupo

agudos hubo mayor proporcién de pacientes con asma grave y corticodependiente que en

estables, (32.3% frente al 12.6%), mientras que en el grupo estables fue superior la
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proporcion de persistentes leves e intermitentes (49.2% frente al 27.6%).

Para estudiar la frecuencia de cada categoria de infeccion se consider6 como grupo
control a los estables. Las diferencias en la distribucion de la infeccion y los resultados
estadisticos se reflejan en la figura 8 y en la tabla 12.

En total, trece pacientes presentaban una serologia compatible con infeccion aguda,
pero en ninguno de ellos se detecto la presencia de IgM, y por lo tanto de primoinfeccion,
por lo que fueron considerados posibles reinfecciones o reactivaciones. Cuatro pacientes
del grupo agudos con reinfeccion presentaban titulos de IgA > 1:256.

El grupo agudos presenta mayor nimero de pacientes con serologia compatible con
infeccion aguda-reinfeccion, que los pacientes del grupo estables o asintomaticos (11
frente a 2). Esta diferencia es bastante significativa y el riesgo de asociacion, u “odds ratio”
(OR), entre la infeccion aguda y la crisis asmatica es muy alto como vemos en la tabla 12.

El riesgo atribuible sobre el total de la poblacion es del 14% (IC 95% 4%-24%).

Figura 8. Frecuencias de infeccion por C. pneumoniae.

E Agudos
O Estables
n
p=0.05
Aguda Cronica Antigua No Infeccion

INFECCION
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Tabla 12. Distribucion de la infeccion por C. pneumoniae en asmaticos. Odds Ratio
ajustada a edad, sexo y habito de fumador.

Agudos n=65 Estables n=63

Infeccion aguda (%) 11 (16.9) 2 (3.2) p<0.05"
OR (95% IC) 7.3 (1.5-35.7)** 1.00

Infeccion crénica (%) 13 (20) 17 (27) n.s.
OR (95% IC) 0.5(0.2-1.3) 1.00

Infeccion antigua (%) 32 (49.2) 26 (41.3) n.s.
OR (95% IC) 1.6 (0.7-3.3) 1.00

Total de infeccién (%) 56 (86.1) 45 (71.4) p=0.05***

No infeccion (%) 9(13.8) 18 (28.6)

*y?=6.05 con 1 gl p=0.013; Test exacto de Fisher p=0.016
**y2 de Mantel-Haenszel =6.87 con 1 gl p=0.009.
Riesgo atribuible =0.14 (1C 95% 0.04-0.24).
**xy2 = (.13 con 1 gl p=0.03; x* con correccién de Yates =3.80 p=0.051

El nimero de pacientes con IgA > 1:16 fue el mismo en ambos grupos (17). Las
medias geométricas de los titulos (MGT) fueron, 58.8 (IC 95% 37.1-91.2) para agudos y
34.6 (IC 95% 23.9-48.9) para estables (figura 9). Esta diferencia de medias fue
escasamente significativa (t-Test =1.95 p=0.059; U Mann Whitney p=0.054).

Sin embargo tras estratificar los titulos de IgA, se observé una relacion entre tener
titulos de IgA > 1:64 y pertenecer a agudos (x> =4.58 p=0.03; OR ajustada 12.5 IC 95%
1.2-126.2). El intervalo de confianza resulta demasiado amplio debido al pequefio tamafio
de la muestra y a la falta de linealidad de la variable IgA al ser una variable de intervalo y
de caracter geométrico.

Los titulos de 1gG fueron similares en ambos grupos (figura 9). El grupo agudos tuvo
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una MGT de 123 (IC 95% 87-173.7) y estables de 125 (IC 95% 95.4-169.8). No hubo

diferencia de medias (t-Test =0.106 p=0.916; U de Mann Whitney =0.66).

Figura 9. Medias Geométricas de los Titulos de 1gG e IgA de C. pneumoniae en
asmaticos (reciproco del logaritmo del titulo).

251.1
158.4. I I
100.071
63.07 -
1
39.8] S
' i TTrT | 1 1C 95%
25.1, L = 1gG
--L—. | 11C95%
15.8 . = IgA
Agudos Estables
GRUPO

No se estudiaron diferencia clinicas o funcionales entre los pacientes con posible
reinfeccién por ser un ndmero escaso para encontrar diferencias si las hubiera. Sin
embargo 9 pacientes eran de larga-duracion, y 4 recientes, con la ausencia de los de corta-
duracion.

Para estudiar si existia alguna relacién entre los titulos de 1gG (> 1:128) y el grado de
gravedad se agrup0 a todos los pacientes en: A) pacientes con mayor grado de gravedad,
que incluia a los pacientes corticodependientes, persistentes graves Yy persistentes
moderados (n=79) y B) pacientes con menor grado de gravedad, que incluia a los
pacientes persistentes leves y los intermitentes (n=49). El grupo A evidencié un 78.4%

(62) de infeccion y el grupo B un 81.6% (40) (x> =0.07 p=0.77). No se hallé relacién con la

presencia de titulos altos de 1gG (x>=33.2 p=0.4; OR 2.0 IC 95% 0.8-4.7). Respecto a la
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deteccion de IgA, en el grupo A el 27,8 % (22 pacientes) eran IgA positiva y en el grupo B
el 24.4 % (12 pacientes). La diferencia no fue significativa (y*=0.6 p=0.68).

En relacion con el estado de atopia se detectd infeccion en el 77% (67) de los
pacientes intrinsecos y en el 82,9 % (34) de los extrinsecos (y>=0.58 p=0.44). La MGT de
IgG para intrinsecos fue 125.8 (IC 95% 100-158.4) y 79.4 (IC 95% 63-125.8) en
extrinsecos (t-Test =1.53 p=0.128; U Mann Whitney p=0.122). Asi mismo el 29.8% (26)
de los pacientes intrinsecos y el 19.5% (8) de los extrinsecos tenfan IgA positiva (3> =1.65
p=0.19). La MGT de IgA fue 50.1 (IC 95% 31.6-63) para intrinsecos y 25.1 (IC 95% 15.8-
39.8) para extrinsecos (figura 10). Esta diferencia de medias fue significativa (t-Test =2.1

p=0.039; U Mann Whitney p=0.028).

Figura 10. Medias geométricas de los titulos de IgA segun el estado de atopia.

(reciproco del logaritmo del titulo). Intervalo de confianza del 95%.
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También se estudié en el conjunto de la poblacion, la relacion entre el tiempo de
evolucidn, la seroprevalencia y la presencia de titulos altos de 1gG (>1:128). Del total de
pacientes asmaticos de larga-duracién con infeccion, el 62.2% (33) pertenecian al grupo
agudos y el 37.7% (20) a estables. Las diferencias en el porcentaje de infeccién no fueron
significativas (x* =3.2 p=0.19). En el estudio de las MGTs de 1gG en cada categoria, se
observaron diferencias significativas a favor de titulos mas altos en los pacientes recientes
y de larga-duracion (figura 11). EI nimero de pacientes recientes era pequefio (15), pero
casi todos tenian 1gG positiva y la mitad presentaba un titulo >1:512. Las diferencias entre

categorias se reflejan en las tabla 13.

Tabla 13. Seroprevalencia y titulos de 1gG de C. pneumoniae, respecto al tiempo de

evolucién del asma.

Larga-duracion Corta-duracion Recientes
n=63 n=50 n=15
1gG > 1.16 (%) 53 (84.1) 36 (72) 13 (86.6) n.s.
Moda 128 64 512
Mediana 128 64 512

125.8 (100-199.5) 63(50.1-79.4) 316 (158.4-501) p<0.01*

MGT IgG

*Anova (F)= 9.8 p=0.0001; Test de Kruskal-Wallis p=0.0005.

Test de Tukey. Comparacién de medias dos a dos. Nivel de significacién al 5%.

Larga-duracion
Larga-duracion
Corta-duracion

Corta-duracién
Recientes
Recientes

p=0.01
p=0.05
p=0.000

111




Resultados

Figura 11. Medias geométricas de los titulos de 1gG de C. pneumoniae segun el
tiempo de evolucién del asma (reciproco del logaritmo del titulo). Intervalo de

confianza al 95%.
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En la comparacion de medias dos a dos, la diferencia mas notable fue entre los
pacientes recientes y los de corta duracidn pero también existe una diferencia notable en el
namero de observaciones en cada categoria. También observamos que la MGT de la
categoria larga-duracion era significativamente mayor que la MGT de corta-duracion (t-
Test =2.9 p=0.04; U Mann Whitney p=0.01) pero no se pudo relacionar la categoria larga-
duracién con el predominio de titulos altos de 19G (x> = 3.07 p= 0.07). Se agruparon las
categorias corta-duracion y recientes, para aumentar el nimero de casos pero tampoco
hubo diferencias respecto a larga-duracion (y* =0.51 p=0.47).

Con respecto a C. trachomatis y C. psittaci, ningn paciente asmatico tuvo IgG o

IgM positivas.
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6.2. Comparacion de las tres poblaciones. Diferencias entre asmaticos y poblacién

general.

En la figura 12 se aprecia la distribucién de cada categoria de infeccion en cada
poblacién. No hubo diferencias en la frecuencia de infeccion (IgG > 1:16) entre los tres
grupos (x* =3.66 p=0.16). En el analisis de la distribucién de cada categoria de infeccion se
consider6 como grupo control a general (tabla 15). En estables el namero de posibles
infecciones agudas fue menor con respecto a general pero no alcanzd significacion
estadistica.

En el grupo general se detectaron tres sujetos con 1gG positiva a C. trachomatis y
dos con IgG positiva a C. psittaci. Todos tenian ademas serologia positiva a C.
pneumoniae. En los cinco casos el titulo de 1gG para C. pneumoniae superaba en mas de

dos diluciones los titulos de 1gG para C. trachomatis y C. psittaci.

Figura 12. Distribucién apilada de los porcentajes de infeccion por C. pneumoniae

100%- O No infeccién
90%- O Antigua
80% B Cronica
70%- H Aguda
60%

50%-
40%-
30%
20%
10%
0%

Agudos n=65 Estables n=63 General n=114
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Tabla 14. Distribucion de la infeccion por C. pneumoniae en cada grupo. Odds Ratio

ajustada por edad, sexo y habito de fumador.

Agudos n=65 Estables n=63 General n=114
(controles)

Infeccion aguda (%) 11 (16.9) 2 (3.2)* 15 (13.2)* n.s.
OR (I1C 95%) 2.2 (0.6-0.9) 0.1 (0.03-.0.9) 1.0
Infeccion crénica (%) 13 (20) 17 (27) 39 (34.2) n.s.
OR (I1C 95%) 0.9 (0.3-2.8) 0.5(0.2-1.4) 1.0
Infeccion antigua (%) 32 (49.2) 26 (41.3) 39 (34.2) n.s.
OR (I1C 95%) 2.3 (0.8-6.0) 0.7 (0.3-1.8) 1.0
No infeccion (%) 9 (13.8) 18 (28.6) 21 (18.4)

*v? =4.19 con 1 gl, p=0.04; y*con correccion de Yates =3.4 p= 0.06.

La MGT de IgG fue superior en el grupo control, general (figura 11), aunque la
diferencia no fue significativa (Anova F =2.20 p=0.134; Kruskal Wallis p=0.114).
Estratificamos los titulos positivos en 19gG < 1:128, > 1:128 y > 1:512 para determinar la
presencia de titulos altos en alguno de los grupos, pero tampoco hubo diferencias (y* =5.3
p=0.24). Aunque existe una tendencia a presentar titulos mayores de IgA en los pacientes
del grupo agudos (figura 13), tampoco hubo significacion en la diferencia de medias
(Anova F=1.88 p=0.160; Kruskal Wallis p=0.179).

Se detectaron 5 sujetos con IgM positiva en general que fueron considerados
primoinfeccion y 10 casos de posible reinfeccion. En un caso, la IgM fue positiva para las
tres especies de Chlamydia, pero ademas presentaba IgG positiva a C. pneumoniae. En otro
caso se detectd IgM positiva a C. trachomatis, también con IgG positiva para C.
pneumoniae.

Las seroprevalencias y titulos de 1gG e IgA se recogen en la tabla 15.
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Figura 13. Medias geométricas de 1gG e IgA de C. pneumoniae en cada grupo

(reciproco del logaritmo del titulo).

251.1

158.4

100.0

63.0

39.8

251

15.8

-—-
I
[ ]
| -q-- ==
oo | + 1 1C 95%
' | e
-J- "7 11C9%5%
L] L] L} . IgA
Agudos Estables General
GRUPO

Tabla 15. Seroprevalencia de C. pneumoniaeyy titulos de las tres poblaciones.

Agudos n =65 Estables n=63 General n=114

1gG > 1:16 (%) 56 (86.1) 45 (71.4) 93 (81) n.s

Limites 0-4096 0-1026 0-2048

IQR 93 16 224

Mediana 128 64 128

Moda 128 128 128

MGT (IC 95%) 123 (87-173.7) 125 (95.4-169.8)  173.7 (138-218.7)  n.ss.
IgA >1:16 17 (26.1) 17 (26.9) 42 (36.8) n.s

Limites 0-512 0-128 0-256

IQR 16 16 16

Mediana 0 0 32

Moda 0 0 0

MGT (IC 95%)  58.8(37.1-91.2)  34.6 (23.9-48.9) 39.8 (30.1-52.4) n.s
IgM positivas 0 0 5

IQR: Amplitud intercuartilica (Q75-Q25); MGT: Media geométrica de los titulos.
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7. DISCUSION.

Tres caracteristicas son necesarias para establecer que un microorganismo tiene un
papel promotor de la enfermedad asmatica: i) la demostracion de su persistencia en el sitio
de la inflamacion; ii) la presencia de mecanismos inmunol6gicos que promuevan la
inflamacién y los sintomas asmaticos; iii) la eliminacion del agente con terapia
inmunizacidn u otras vias seguida de la mejoria sintomatica y funcional.

Como hemos expuesto en el apartado 3.5., Inmunologia y Patogénesis, C.
pneumoniae posee mecanismos inmunopatoldgicos que podrian inducir la produccién de
asma. Hipotéticamente, C. pneumoniae podria actuar como algunos virus y producir
inflamacién asmatica por desviacion de la respuesta inmune hacia una respuesta “alérgica”
0 Th2.

En una revision realizada por Hahn'®

, se hallaron 18 estudios epidemioldgicos
controlados con un total de 4000 casos estudiados. En 15 estudios se encontrd algun tipo
de asociacion significativa entre la infeccién por C. pneumoniae y asma, a través de la
identificacion directa del organismo, la deteccidn de anticuerpos especificos (IgA, IgG e
IgE) o la deteccidn de inmunocomplejos circulantes. También afiade 13 series de casos y 8
notificaciones (100 casos) de pacientes asmaticos con infeccion por C. pneumoniae y
descripciones de la mejoria 0 completa desaparicion de los sintomas asmaticos tras el
tratamiento prolongado con antibioticos especificos. Asi mismos incluye 6 estudios
controlados realizados en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (COPD),

con un total de 1000 pacientes, en los que se encontrd asociacion significativa en cinco.

Comentaromos los articulos méas destacados.
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Posteriormente han sido publicados mas estudios controlados, a favor y en contra de
la asociacion segun criterios epidemioldgicos y clasificacion de la enfermedad

251,252,253,254,255

asmatica que también seran comentados.

7.1. DISCUSION DE LA BIBLIOGRAFIA.

7.1.1. Primeras evidencias que relacionan la infeccién por C. pneumoniaey asma.

Las primeras comunicaciones mostrando evidencia a favor una posible relacion entre
la infeccion por C. pneumoniae y el asma hacen referencia al desarrollo de la enfermedad
tras sufrir una infeccién aguda reciente por C. pneumoniae:

En 1989, Fryden y cols®°., comunicaron el primer caso del inicio de una bronquitis
asmatica cronica grave como consecuencia de una infeccion aguda por Chlamydia
pneumoniae (TWAR).

Hahn y Golubjatnikov®’ en 1994 publicaron una serie de casos con 131 pacientes
afectos de enfermedad respiratoria con y sin sibilancias. Doce pacientes presentaban asma
cronica, 5 de diagndstico reciente, 30 se consideraron bronquitis asmatica aguda sin
antecedentes de asma y 89 enfermedad respiratoria sin disnea sibilante. EI 100% de los
pacientes asmaticos presentaban serologia positiva a C. pneumoniae, el 80% de los
pacientes con bronquitis asmatica y el 52.8% de los pacientes con enfermedad respiratoria
sin sibilancias. En 2 de los 5 pacientes con asma reciente se detectaron evidencias de
infeccion aguda por C. pneumoniae. Los autores sugieren por primera vez la posible
relacion de la infeccién aguda por C. pneumoniae y el inicio posterior de la enfermedad

asmatica.
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Mas tarde Hahn y McDonald® comunicaron una serie de 10 pacientes que
presentaron su primer episodio de broncoespasmo y sibilancias al mismo tiempo que
seroconversion. Cinco de ellos desarrollaron posteriormente un asma crénica.

Otros autores también han referido casos de pacientes adultos y nifios que tras una
infeccion aguda por C. pneumoniae desarrollaron sintomas asmaticos 'y
broncoespasmos*" 2282,

No sélo se han establecido estas relaciones mediante la serologia con MIF. Se ha
comunicado el aislamiento en cultivo de C. pneumoniae en muestras de nifios y adultos
que a su vez eran diagnosticados por primera vez de asma®®’’. También se ha comunicado
la aparicion persistente de hiperreactividad de la via aérea en adultos, tras una infeccion

aguda por C. pneumoniae confirmada por PCR y cultivo®™?*®

y el desarrollo de bronquitis
asmatica tras presentar cultivos positivos persistentes**’. En otro caso, se documentd la
aparicion del primer ataque de asma en un trabajador de laboratorio infectado
accidentalmente por C. pneumoniae y tras sufrir una neumonia*®.

El primer estudio amplio que mostré evidencias de asociacion entre la infeccion por
C. pneumoniae y la presencia de sintomas relacionados con el asma se publicé en 1991.

Hahn y cols™®

. estudiaron y siguieron durante 6 meses los sintomas de 365 pacientes
adultos con enfermedad respiratoria aguda, diagnosticando serolégicamente de infeccion
aguda por C. pneumoniae a 19 (5%), de los cuales 9 (47%) presentardn broncoespasmo y
sibilancias. Cuatro de estos pacientes habian sido diagnosticados previamente de asma y
presentaban una reagudizacion y otros 4 fueron diagnosticados por primera vez de asma en
los meses siguientes. En el estudio pareado se comprobd que existia un riesgo asociado de
desarrollar bronquitis asmatica tras sufrir una infeccion respiratoria por C. pneumoniae

(OR 7.2 I1C 95% 2.2-23.4). Ademas se observd una relacion entre los titulos de anticuerpos

(polivalentes) > 1:128 y la presencia de sibilacias (OR 3.5 IC 95% 1.2-9.7). El 80% de los
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pacientes diagnosticados de asma tras la infeccidn respiratoria presentaba titulos > 1:64. La
edad de los pacientes con bronquitis asmastica y titulos > 1:64 fue significativamente
mayor con respecto a los seronegativos. La asociacion significativa respecto a los titulos de
anticuerpos se Vvio reforzada cuando se eliminaron del analisis de regresion los sujetos con
historia de atopia. Los autores sugirieron entonces que los titulos altos pueden indicar
reinfecciones o infecciones persistentes y plantean que las exposiciones repetidas al
microorganismo pueden tener asociacion causal con los sintomas asmaticos y la propia
enfermedad asmaética.

Los criterios empleados en los estudios casos-control para definir el diagnostico de
asma han sido variables. En las primeras observaciones de asociacion con la presencia de
sibilancias, bronquitis asmética y asma de inicio en adultos, no se emplearon criterios de
medida de la funcién pulmonar para definir asma™®, pero posteriormente sf se aplicaron en
estudios de seguimiento®’.

Otros autores también han relacionado la infeccion aguda por C. pneumoniae con el

desencadenamiento de los sintomas asmaticos como veremos a continuacion.

7.1.2. Infeccién aguda por C. pneumoniaey crisis asmatica.

Allegra y cols*. en una serie de 74 pacientes asméticos con crisis detectaron
seroconversion a Chlamydia pneumoniae en 7 (9%), infeccion viral en 8 (11%) y a M
pneumoniae en 1 (1%). En dos de los 7 pacientes con seroconversion a C. pneumoniae se
identifico a la bacteria en muestras de faringe mediante inmunofluorescencia indirecta.

Thom y cols®™. comunicaron que el 19% de 21 pacientes adultos mayores y de

mediana edad e infeccidn respiratoria aguda por C. pneumoniae presentaron sibilancias y
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broncoespasmo, siendo similar la proporcion de pacientes con infeccion por M.
pneumoniae y virus Influenza.

Peters y cols®. estudiaron 46 pacientes asmaticos con exacerbacion y dos grupos
controles, grupo A con 53 pacientes no asmaticos con enfermedad respiratoria aguda y
grupo B con 23 sujetos no asmaticos y asintomaticos. Los autores encontraron un 22% de
asmaticos reagudizados con evidencias seroldgicas de infeccion aguda por C. pneumoniae
frente a un 8% y un 4% en los grupos control A y B. Las diferencias fueron fuertemente
significativas.

Bjornsson y cols?®°

. compararon los sueros de 122 pacientes con sintomas asmaticos
que participaron en un estudio de alergias, con los sueros de 75 personas de la poblacién
general asintomatica y encontraron relacion entre la infeccion aguda por C. pneumoniae
(IgM > 1:16 y/o 1gG > 1:512) e historia de sibilancias (OR=6.7 IC 95%:1.3-35.7) y entre
IgA > 1:32 y pruebas de hiperreactividad bronquial positivas.

En una serie de 78 nifios admitidos en urgencias por cuadros de sibilancias y
bronquiolitis se detectdé C. pneumoniae por PCR en secreciones respiratorias en el 37% de
los nifios. ElI 18 % de las detecciones positivas fueron en nifios menores de 3 meses de
edad y el 58 % en mayores de esa edad®".

Kamekasi y cols™. en una serie de 33 nifios con exacerbacién asmatica, 15 fueron
diagnosticados de infeccion por C. pneumoniae, 12 (39%) con evidencias seroldgicas de
infeccion aguda y 8 de ellos con cultivo positivo. Otros 3 presentaron solo cultivo positivo.
Los autores sugieren que la alta incidencia de infeccion puede estar asociada con la
presencia de los sintomas.

De lo anteriormente comentado parece que C. pneumoniae es capaz de provocar

crisis asmatica en un porcentaje variable, pero destacado, de adultos y nifios con asma Pero

también existen autores que no hallan una relacion significativa entre la infeccion aguda

120



Discusion

por C. pneumoniae y los sintomas asmaticos, con respecto a otros agentes o con respecto al
resto de la poblacion:

Grayston*** no encontré diferencias significativas en la incidencia de sibilancias y
asma ante una infeccion por C. pneumoniae respecto a M. pneumoniae y enfermedades
virales.

Teichtal y cols®®?

. estudiaron por medio de cultivo e inmunologia la incidencia de
infeccidn respiratoria aguda en 79 pacientes hospitalizados por asma frente a 54 controles.
El 37% de los enfermos con asma tuvieron evidencias de infeccion respiratoria, la mayoria
por virus, frente al 9% de grupos control. Se detectaron tres casos de infeccion bacteriana,
M. pneumoniae, y Haemophilus influenzae y Staphylococcus aureus y ninguno por C.
pneumoniae.

Cook y cols?™. determinaron la presencia de infeccion aguda e infeccion previa en
123 pacientes con asma agudizada, 46 pacientes con asmas grave cronica o brittle asthma
y 1518 controles escogidos entre pacientes ingresados por enfermedades no pulmonares ni
cardiovasculares. En los resultados no se encontraron asociaciones significativas entre el
grupo de asmaticos agudizados y el grupo control con respecto a la presencia de infeccion
aguda e infeccion previa pero si se encontrd asociacion entre la infeccion previa (1gG >
1:64 < 1:256) y el asma grave cronica (35% casos, 13% controles, OR=3.9 IC 95% 1.60-
9.97). Hay que tener en cuenta que el grupo control se componia de pacientes no asmaticos
hospitalarios que pudieran tener un riesgo aumentado de padecer infeccion por C.
pneumoniae.

Emre y cols®®®

. estudiaron la produccién de IgE especifica por “immunoblotting” en
45 nifios con asma agudizado con Yy sin infeccién por C. pneumoniae, junto con la
elevacion de 1gG e IgM. No se observaron diferencias en la elevacion de los titulos de 1gG,

IgM e IgE frente a los nifios sin infeccion. Sin embargo, se detect6 IgE especifica en 12 de
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14 nifios asmaticos con sibilancias y cultivo positivo (86%), 2 de 11 con cultivo negativo,
en 1 de 11 pacientes con neumonia, no asmaticos y cultivo positivo y en 2 de 9 pacientes
asintomaticos con cultivo negativo. La diferencia entre los asmaticos con cultivo positivo y
los otros grupos fue estadisticamente siginificativa (p<0.01). Los autores sugieren que
puede tratarse de un mecanismo de reactivacion de la enfermedad en nifios con infeccion.
Como vemos, aunque existen discrepancias, son mas frecuentes las evidencias a
favor de una relacion significativa entre C. pneumoniae y la aparicién de sintomas

asmaticos.

7.1.3. Infeccidn persistente e inicio de la enfermedad asmatica en el adulto.

Otra de las relaciones sugeridas es la existencia de una infeccion crénica o
persistente que de lugar al desarrollo de la enfermedad asmatica. La presencia mantenida
de IgA se considera marcador de infeccion cronica o persistente puesto que es un
anticuerpo de vida media corta. En los enfermos de fibrosis quistica, son habituales las
infecciones respiratorias por Pseudomonas aeruginosa®®*. Se ha visto en estos pacientes
que la presencia en suero de IgA especifica contra la bacteria se correlaciona con la
reaparicion de la bacteria en el tracto respiratorio a pesar de su aparente erradicacion con
tratamiento antibiotico. Algo parecido se ha observado en la infeccidon aguda por Yersinia
enterocolitica, en la que la deteccion de IgA se asocia con el desarrollo posterior de artritis
reactiva®®.

La presencia mantenida de IgA asi como la presencia de inmunocomplejos formados
con IgG o IgM y antigenos LPS o proteinas clamidiales, se ha asociado con la enfermedad
coronaria' 1",

Asi mismo, se ha demostrado la presencia de IgA especifica para C. pneumoniae en

el esputo de pacientes con bronquitis crénica®®®, en pacientes con faringitis crénica con
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aislamiento de C. pneumoniae en cultivo o PCR positiva®®’ y en pacientes con sinusitis
crénica y PCR positiva®®®. También las infecciones crénica por C. trachomatis se han
asociado con la presencia de 1gA%*°.

El asma ha sido asociado con anticuerpos IgA en suero y/o en secreciones, pero
no con inmunocomplejos®>?"2. En nifios se ha observado mayor seroprevalencia de IgA en

270 tomaron

aquellos que sufrian exacerbaciones con mas frecuencia. Cunninghan y cols
muestras de aspirado nasal para PCR y muestras para serologia de IgA a 108 nifios con
asma durante 13 meses repitiendo las tomas a 65 nifios asintomaticos. EI 51% del total de
nifios presenté PCR positiva para C. pneumoniae. Se detectd M. pneumoniae en s6lo dos
casos. No hubo diferencias en la deteccién por PCR entre el periodo de exacerbacién y el
asintomatico, pero en los nifios que sufrieron mas de 4 episodios de asma durante el
periodo de seguimiento la presencia de IgA fue siete veces mayor (p<0.002). Esto podria
indicar la frecuencia de la infeccion en nifios y la colaboracién de la respuesta
inmunoldgica en el desencadenamiento de las crisis.

También en pacientes previamente asintomaticos, que tras sufrir una infeccion aguda
por C. pneumoniae, desarrollaron enfermedad asmatica, se detectd IgA especifica en suero
de forma persistente®.

Por otro lado parece frecuente la asociacion de los anticuerpos IgA anti-C.
pneumoniae con formas de asma bronquial no atépica o “asma infecciosa™?"*:

Estudios de casos y controles han mostrado que la presencia de IgA especifica puede
estar asociada con la aparicién reciente de sintomas asmaticos y con la entidad conocida
como “asma infecciosa”. En una serie de 104 pacientes asmaticos clasificados en un grupo
de “asma no infecciosa” (atopicos, ocupacional y por ejercicio) y otro de “asma infecciosa”

(de inicio posterior a una infeccidn respiratoria aguda, no atépicos), se observé que el 62%

de los pacientes con “asma infecciosa” o0 no atopicos presentaba titulos de IgG > 1:128 e
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IgA > 1:16, frente al 22% de los pacientes atdpicos (p<0.001) y con un valor predictivo
positivo de pertenecer al grupo de “asma infecciosa” del 87%%.

Hahn y cols??. determinaron la presencia de 1gG, IgA, la fraccion I1gGs y de
inmunocomplejos especificos a C. pneumoniae en un estudio caso-control con 25 adultos
gue presentaron sintomas asmaticos por primera vez durante dos afios de estudio y 45
controles no asmaticos asintomaticos. So6lo hallaron diferencias significativos en la
prevalencia de IgA en los enfermos asmaticos (72% vs 44%) con un riesgo asociado y
ajustado por edad, sexo y habito de fumador de 3.7 (IC 95% 1.2-11.5). Los autores asocian
la presencia de IgA con los sintomas obstructivos revesibles y recientes de los enfermos
adultos con asma.

Hahn y cols®®

. estudiaron los sueros de 164 pacientes adultos para determinar si
existia relacién de los marcadores seroldgicos con el asma no atopica 0 asociada a
infeccion. Incluyeron 68 pacientes asmaticos no atépicos, 36 atopicos, 16 pacientes no
asmaticos con bronquitis y 44 controles sanos asintomaticos, en los que determinaron las
concentraciones de 1gG, IgA, CHSP60 e IgE. La seroprevalencia de 1gG e IgA fue
significativamente mayor en los grupos de asma asociado a infeccion y controles con
bronquitis (94% y 93% para 1gG, 75% y 69% para IgA) frente a los atdpicos y
asintomaticos (61% y 84% para 19G, 31% y 43% para IgA, p<0.02 ajustado). También
fueron superiores en los asmaticos no atdpicos y controles con bronquitis la media
geomeétrica de los titulos (MGT) de 1gG e IgA (p<0.001 y p<0.0001). En la comparacién
dos a dos, la seroprevalencia de 1gG fue significativamente diferente entre no atépicos y
atépicos a favor de los primeros (94% vs 61%, p<0.001) asi como la MGT (86.9 vs 30.2,
p=0.0001), pero no hubo diferencias con los controles asintomaticos. También hubo

diferencias significativas en la seroprevalencia de IgA (75% vs 31%, p<0.001) y su MGT

(21.5 vs 7.7, p<0.001) con respecto a los atopicos y frente a la seroprevalencia de IgA en

124



Discusion

controles asintomaticos (75% vs 43%, p=0.01) y su MGT (21.5 vs 9.5, p<0.001). Por otro
lado, también se encontré mayor porcentaje de pacientes no atdpicos con anticuerpos
CHSP60 respecto a los atopicos (19% vs 3% p=0.02). Se detecto IgE especifica en 5
pacientes con anticuerpos CHSP60 positivos. Los autores establecen que existe una
relacion entre los marcadores serologicos, el asma no atopica o asociada a infeccion y la
bronquitis aguda, y sugieren su utilidad en la clasificacion y diagndstico del asma.

La capacidad de C. pneumoniae para producir infeccién persistente e inflamacién
pulmonar ha sido observada en modelos animales®®, y en humanos incluidos pacientes de
asma’®. En este Gltimo caso dos pacientes adultos fueron diagnosticados de asma de
reciente comienzo mientras presentaban cultivos positivos persistentes de C. pneumoniae.
Previamente habian presentado episodios de bronquitis asmatica aguda y se les habia
detectado titulos de anticuerpos compatibles con infeccién crénica sin evidencias de
infeccidn aguda, lo que sugiere la existencia de infeccidn persistente previa al desarrollo
del asma cronica. Hay que tener en cuenta que la persistencia no implica forzosamente una
asociacion continua causal, y la bacteria podria actuar s6lo como un iniciador. También es
necesario distinguir el papel de patégeno o co-patégeno con el de colonizador®™. La
deteccion en lugares que albergan flora colonizante, como la faringe, no supone la
presencia de una infeccion. La frecuencia de identificacion de C. pneumoniae en cultivos
de muestras de nasofaringe de adultos asméticos suele ser baja’®, pero en nifios asmaticos
se ha conseguido identificar hasta en un 10% en cultivo y un 47% por PCR®”. La
deteccion molecular de la bacteria por PCR es significativamente mas prevalente en la
poblacion infantil e induce a pensar una respuesta inmunitaria retardada que contribuye a

establecer perfiles serolégicos relacionados con la edad?’®*

. Quizas sean necesarias
muestras directas del tracto respiratorio inferior para demostrar la persistencia de la

bacteria en los adultos con un diagndstico reciente de asma.
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Otros autores también han comunicado una relacion entre la infeccion por C.
pneumoniae, el asma no atépico y el tiempo de evolucion de la enfermedad:

Von Hertzen y cols®!

. investigaron la asociacion serologica de la infeccion por C.
pneumoniae y los titulos elevados de 1gG e IgA con el asma en adultos y el estado de
atopia. Se estudiaron 430 sujetos (122 hombres y 308 mujeres, con una edad media por
debajo de los 40 afios). Se distribuyd a los asmaticos en asmaticos recientes (<7 afios del
diagnéstico n=224) y de larga duracion (n=108) y se selecciond a 98 controles no
asmaticos. En ambos grupos de asmaticos se incluyeron pacientes atdpicos y no atopicos.
En el analisis de regresion logistica se encontré que existia relacion entre los titulos altos
de 1gG y el asma de larga duracion (OR=3.3 IC 95% 1.6-6.8), reciente (OR=2.3 IC 95%
1.2-4.4) y no atdpicos (OR=3.3 IC 95% 1.4-7.7), especialmente de larga duracion (OR=6.0
IC 95% 2.1-17.1). En el andlisis por separado de sexos en casos y controles, la prevalencia
de IgG > 1:128 e IgA > 1:32, asi como las MGT fueron significativamente mayores en las
mujeres asmaticas no atépicas de larga duracion (seroprevalencia p<0.01 MGT p<0.05).
En hombres no se hallaron diferencias. La falta de relacion de los titulos elevados de IgG
con ser atopico, indica segun los autores, que el asma no predispone a la infeccion por C.
pneumoniae. Los autores resaltan la asociacion de los titulos seroldgicos elevados con el
asma no atépico de larga duracion.

Por lo tanto, las evidencias que apoyan el papel de la infeccion con el inicio de la
infeccion en adultos apuntan mas a la asociacion con el isotipo IgA, especialmente como
un marcador de infeccién crénica®™?2. La deteccién de 1gA puede ser especifica aunque no
es sensible al 100%, y no se ha demostrado la correlacion directa de la presencia de IgA

con la deteccion del organismo por PCR o cultivo.

126



Discusion

7.1.4. Infeccion por C. pneumoniaey aumento de la gravedad del asma.

También se ha relacionado la infeccion por C. pneumoniae con la gravedad de la
enfermedad asmatica:

276

En el estudio de Cook y cols“®. se observo la posible asociacion entre titulos de

infeccion antigua y el asma grave cronica (OR=3.9 IC 95% 1.60-9.97).

253 encuentran relacion entre los altos titulos de

Posteriormente Black y cols
anticuerpos a C. pneumoniae y los marcadores de gravedad del asma. En su estudio con
619 pacientes asmaticos entre 18-60 afios, se asocid el uso de altas dosis de esteroides
inhalados con un aumento del 74.1% en el titulo de 19gG (p=0.04) y del 70.6% para IgA
(p=0.0001), comparado con el uso de bajas dosis de esteroides. En la combinacion de 1gG
>1:64 e IgA > 1:16 frente a IgG < 1:64 el riesgo asociado u OR fue 4.4 (IC 95% 2.3-8.5,
p=0.0001) para los pacientes con altas dosis de esteroides inhalados. Asi mismo existia una
relacion inversa entre los titulos seroldgicos y el porcentaje del FEV; previsto en los
pacientes con titulos elevados de IgG y/o IgA (p=0.04). La seroprevalencia de IgA se
asocié con mayor puntuacion en la frecuencia de sintomas diarios (p=0.04). Se hallaron
también relaciones significativas entre los titulos elevados de anticuerpos y los pacientes
gue no tomaban esteroides inhalados. Esto hace posible que los hallazgos anteriores no se
deban simplemente a la reactivacion de la infeccion por el uso de corticosteroides

inhalados. Los autores plantean la posibilidad de que la infeccién cronica por C.

pneumoniae condicione un aumento en la gravedad del asma.

7.1.5. Mejoria de los sintomas asmaticos tras el tratamiento antibidtico especifico.

Existen distintos trabajos publicados que han probado el uso de antibidticos

especificos en pacientes con sintomas asmaticos:
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El mas completo es el estudio de Hahn™®, en el cual se administré durante cuatro
semanas a 46 enfermos adultos con asma y serologia positiva para C. pneumoniae,
tratamiento especifico anticlamidia con doxiciclina, azitromicina o eritromicina y con un
seguimiento posterior de los pacientes de seis meses. La funcion respiratoria mejoro en el
60% de los enfermos, con remision en el 50%. Los mejores resultados se obtuvieron en el
asma leve y de corta evolucién y con tratamientos superiores a tres semanas. Previamente
se habia comunicado la desaparicion de los sintomas asmaéticos, e incluso en un caso de la
eosinofilia, presentes en pacientes con cultivos positivos y titulos altos tras ser tratados con

antibioterapia especifica prolongada®’" '®,

Hahn y cols?”®

. publicaron en 1998 los resultados de la administracion de antibiéticos
macrélidos durante 6-16 meses a tres pacientes no fumadores, de 13, 45 y 65 afios de edad,
con asma grave corticodependiente, que presentaban titulos de IgG =1:512. Los tres
pacientes experimentaron una respuesta favorable y estable pudiendo discontinuar el
tratamiento esteroideo oral.

Emre y cols®®. en un estudio controlado con 118 nifios asmaticos, entre 5-16 afios con
episodios de sibilancias, y 41 nifios no asmaticos, aislaron C. pneumoniae en 13 nifios con
sibilancias, de los que 3 seroconvirtieron. En el 58% de los nifios con aislamiento positivo
no se detectaron anticuerpos especificos. No hubo diferencias seroldgicas significativas ni
de cultivo positivo entre ambos grupos pero tras administrar a los nifios con sibilancias y
cultivo positivo claritromicina o eritromicina durante 10-15 dias se consiguid la
erradicacion del microorganismo en 12 y mejoria clinica y funcional en 9 (75%).

Otro estudio sueco refiere que un nifio con asma persistente moderada, PCR positiva

y seroconversion experimento mejoria de los sintomas y negativizacion de la deteccién tras

el tratamiento con azitromicina®®.
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Se esta llevado a cabo el estudio CARM (Chlamydia pneumoniae Asthma
Roxithromicyn Multinacional) prospectivo a doble ciego, multicéntrico en cuatro paises
(Australia, Argentina, Italia y Nueva Zelanda) aleatorizado y controlado con placebo
administrando 150 gramos/12 horas de roxitromicina en adultos asmaticos estables con
anticuerpos positivos a Chlamydia pneumoniae y realizando un seguimiento posterior

durante 6 meses. Los primeros resultados comunicados®

indican que el 82% de los
pacientes tienen titulos de IgG > 1:16, asociado al uso de dosis altas de corticosteroides,
sexo masculino y reduccion del FEV; respecto al 50% del grupo control. EI 53% de los
asmaticos seropositivos presentan titulos altos de 1gG (> 1:64) y el 20% de IgA (> 1:32).
Un 18% de pacientes es seronegativo. Alun no tenemos datos de eficacia terapéutica.

A pesar de los resultados favorables, los ensayos terapéuticos realizados con
macrélidos que evidencian la mejoria de los sintomas asmaticos, no eliminan la influencia
de los factores antiinflamatorios, accion sobre los corticosteroides e interaccion con el
resto de los farmacos usados en estos pacientes™®’%?"*?® Ademas del grupo placebo deben

estudiarse pacientes asmaticos estables, independientemente de su seropositividad a C.

pneumoniae.

7.1.6. Diferencias de seroprevalencias entre asmaticos y no asmaticos.

Existen evidencias seroldgicas que indican mayor seroprevalencia de la infeccion en
personas asmaticas que en aquellas libres de la enfermedad y que han dado pie a relacionar
C. pneumoniae con la etiopatogenia del asma:

Poulakkainen y cols. comunicaron que la prevalencia de la infeccién por C.
pneumonaie habia aumentado desde 1971 a la vez que se incrementaban los casos de asma

sin que se hayan identificados nuevos neumoalergenos.
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Recordemos el trabajo de Hahn y cols™®

. publicado en 1991 con las primeras
evidencias serologicas de asociacion entre los sintomas asmaticos y las altas
concentraciones de anticuerpos especificos polivalentes.

Miyashita y cols®®. ademéas de analizar por MIF los valores séricos de 1gG, IgM e
IgA estudiaron, mediante cultivo y PCR, la presencia de C. pneumoniae en secreciones
respiratorias de 168 adultos asmaticos con exacerbacion y 108 individuos sanos. La
prevalencia de ambas inmunoglobulinas fue significativamente mayor en el grupo de
asmaticos (85.1% y 47.6% vs 67.6% y 16.7% p<0.001). También las medias geométricas
de los titulos de IgG e IgA fueron significativamente mayores (IgG: 38.8 vs 18.1
p=0.0001; IgA: 17.2 vs 6.1 p=0.0001). El 8.9% de los pacientes asmaticos con
exacerbacion tenian serologia compatible con infeccidn aguda por C. pneumoniae, frente al
2.8% de los no asmaticos (p=0.048).

Pero también se han publicado trabajos donde no se observan diferencias de
seroprevalencia entre asmaticos y no asmaticos:

En el estudio de Bjonssorn y cols®®

., anteriormente comentado, se encontraron
relaciones entre la infeccion aguda y la presencia de sibilancias, pero no respecto a la
prevalencia de asma entre los sujetos seropositivos, ni en la MGT de 1gG de los asmaticos.
Curiosamente si se encontr6 mayor prevalencia de infeccién por C. trachomatis y la
MGTde IgG para C. trachomatis fue significativamente mayor en pacientes sintomaticos
(p<0.01).

Mills y cols®®2. hallaron un resultado opuesto al esperado, en un estudio seroldgico
caso-control con 96 pacientes asmaticos adultos jovenes y nifios (11-21 afios) y 102
controles no diagnosticados de asma. La presencia de titulos elevados de IgG (> 1:128) fue

mayor en el grupo control (p=0.046). Tampoco se encontrd asociacion entre los titulos de

IgG e IgA y la presencia de sintomas asmaticos en los 12 meses previos 0 con tener mayor
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edad. Para los autores la infeccion por C. pneumoniae no suponen un riesgo mayor para el
desarrollo del asma en nifios y jovenes, aunque no eluden el papel que puede jugar en las
exacerbaciones y en un subgrupo de pacientes.

Routes y cols®

. sugieren en una comunicacion que los titulos aleatorios de 1gG
pueden ser Utiles para identificar un subgrupo de pacientes adultos cuyo asma mejoraria
con antibidticos especificos y estudian de forma paralela y restrospectiva, los sueros
extraidos 46 pacientes asmaticos y 46 controles sin enfermedad que eran personal del
hospital. No hubo diferencias en la prevalencia de titulos 1gG ni en la MGT, incluso en el
grupo control el porcentaje de sujetos con IgG > 1:64 fue ligeramente superior. No
excluyen que C. pneumoniae pueda ser causa de exacerbaciones o del inicio del asma pero
no apoyan la utilidad de elegir un titulo de 1gG para seleccionar a los pacientes para
tratamiento antibiotico.

En los estudios de seroprevalencia encontramos distintas variables de confusion
como son: la localizacion geogréfica, la presencia de epidemia, la edad, el sexo, habito de
fumador y una poblacién control con una posible mayor frecuencia de infeccion.
(hospitalaria, bomberos, policia)'®®#*%® Estas variables y los diferentes criterios para
seleccionar los controles pueden influir en las diferencias de seroprevalencia.

La asociacion entre los anticuerpos 1gG y asma parece menos evidente que con los
anticuerpos IgA, aunque hay estudios que contintan indicando dicha asociacion. El estado
de atopia y la edad de inicio de la enfermedad asmatica también parecen influir en la
seroprevalencia.

La elevacion de anticuerpos en asmaticos puede ser reflejo de la asociacion del asma
con la respuesta Th2, de predomino alérgico (apartado 2.5.8. Infeccion respiratoria y

asma) pero los titulos altos sélo se reflejan en adultos no en nifios.
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7.2. DISCUSION DEL METODO.

7.2.1. Poblacién de estudio.

Como hemos visto, existen estudios a favor de la asociacion de la infeccién por C.
pneumoniae con la crisis asmatica y a favor del tratamiento antibidtico especifico. Pero
este tratamiento deberia instaurarse empiricamente, puesto que de momento el diagnostico
de la infeccidn se basa en la respuesta seroldgica y no puede hacerse de forma inmediata.
¢Habria entonces que administrar antibiéticos a todos los pacientes con crisis asmatica?.
Dependera del riesgo de la infeccién para desencadenar una crisis y del porcentaje de
poblacion asmatica afectada. Para ello es necesario conocer cuantos pacientes asmaticos
sufren infeccion aguda sin acompafarse de exacerbacion, ademas de la frecuencia de la
infeccion en la poblacién no asmatica. Por esto analizamos los sueros de 65 pacientes
asmaticos con exacerbacion denominados grupo agudos y de 63 asmaticos asintomaticos o
grupo estables. Partimos de la base de una hipotesis nula en la que esperabamos encontrar
el mismo porcentaje de infecciones agudas en ambos grupos de asmaticos. Posteriormente
estudiamos los sueros de 114 personas no asmaticas o controles para comprobar si existian
realmente diferencias respecto a la poblacion general y establecer asi el perfil serolégico de

cada poblacion.

7.2.2. Correlacion de los criterios serodiagnosticos con la deteccion del

microorganismo.

Debemos tener en cuenta que en todos los estudios, incluido el nuestro, que han
utilizado la serologia el diagndstico es de presunta infeccion pues solo detectando la

bacteria mediante cultivo o PCR en tejidos u oOrganos que deben estar libres de
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microorganismos, como es el tracto respiratorio inferior, podemos confirmar la invasion o
infeccion aguda. El lento crecimiento, complejidad de las técnicas de aislamiento, la propia
dificultad de C. pneumoniae para crecer respecto a las otras especies y para la
visualizacion de los cuerpos elementales, dado su pequefio tamafio, no permiten utilizar el
cultivo como técnica para el diagndéstico de rutina en el laboratorio. Hasta la fecha no se ha
conseguido aislar la bacteria en el tracto respiratorio inferior de asmaticos. Aunque con la
serologia no podemos localizar el lugar de la infeccion, resulta poco practico diagnosticar
todos los casos con el empleo de técnicas invasivas como el lavado broncoalveolar o la
biopsia pulmonar. Por otro parte la identificacion por cultivo o PCR de C. pneumoniae no
permite distinguir entre infeccion aguda o persistente, ni entre invasion o colonizacion si
no se acomparia de la respuesta seroldgica correspondiente que debe ser evaluada en el
contexto clinico. Los criterios epidemiolédgicos son necesarios y deben ser estudiados.

Por otra parte las discrepancias existentes entre los test seroldgicos, la PCR y los
enzimoinmunoensayos con rDNA?? reflejan las dificultades del diagnéstico rutinario de
laboratorio de las infecciones por C. pneumoniae y la necesidad de optimizar el empleo de
las diferentes técnicas diagnosticas.

Actualmente la microinmunofluorescencia espécifica o MIF es el método de
referencia para el diagndstico seroldgico de la infeccion por C. pneumoniae. La deteccion
de anticuerpos por MIF es méas lenta que por FC en el caso de la infeccién aguda por
primera vez o primoinfeccion. La aparicion de la fraccion 1gG especifica tarda entre 4-8
semanas tras el comienzo de la enfermedad. La fraccion IgM aparece a las 3-4 semanas en
la primoinfeccion. En la reinfeccion o infeccion secundaria la respuesta de 1gG es muy
rapida, elevandose en la primera semana y alcanzando rapidamente valores altos > 1:512,
sin que se detecte la presencia de IgM. La respuesta detectada por la FC es policlonal y se

considera positiva la seroconversion o la presencia de un titulo policlonal > 1:64 pero no
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distingue entre infeccion aguda, cronica o antigua. La respuesta policlonal de la FC puede
ademas no ser detectada en las reinfecciones o aparecer a titulos muy bajos. Por lo tanto el
unico metodo especifico para el diagndstico de las reinfecciones es la MIF. Algunos
investigadores también incluyen la presencia de IgA a titulos > 1:256 entre los criterios de
infeccion aguda, considerando esta situacion como una reactivacion de una infeccion
persistente o cronica. La elevacion de una IgA preexistente en el suero ante una nueva
agudizacion es inmediata, detectdndose en la primera semana, pudiendo descender
posteriormente a sus niveles previos™?%.

Comentamos que en ambos grupos de asmaticos se tomaron dos muestras de suero
con intervalo de 4 semanas pero en los no asmaticos s6lo se hizo una extraccion de sangre,
por lo que no se han podido detectar seroconversiones en este grupo.

Se ha comprobado la sensibilidad para detectar la presencia de infeccion mediante
MIF frente a la deteccion por PCR y cultivo, demostrando la presencia del organismo por
PCR o cultivo entre en un 62% a un 75% de las personas con serologia positiva y siendo
negativa la deteccién de la bacteria en pacientes seronegativos™*®**’. A su vez en un
estudio realizado en adultos de edad media con neumonia y bronquitis, en los que se
diagnostico infeccion aguda por C. pneumoniae al detectar en un Unico suero valores de
IgG > 1:512, se confirmd mediante PCR la presencia de la bacteria en la faringe de los
pacientes. Otros estudios también han obtenido buena correlacién de los criterios
serolégicos con la deteccion del organismo en cultivo®?332%428° Ayn asi hay que tener en
cuenta que un Unico suero con una concentracion de 1gG > 1:512 y ausencia de IgM en un
sujeto asintomatico puede indicar reinfeccion o persistencia de anticuerpos. Un 8% de las
personas mayores de 65 afios presenta titulos persistentes de 1gG superiores a 1:512% y

también se han documentado casos de persistencia de IgM durante varios meses.

134



Discusion

En la poblacion infantil por el contrario parece haber discrepancias ya que existen
estudios en nifios en los que se encontraba una significativa proporcion de cultivos
positivos persistentes pero sin presentar criterios serodiagnésticos de infeccién aguda®®%®’.
Puede ser debido a la administracion previa de antibioticos o a la respuesta lenta de los
anticuerpos, ya que se han observado respuestas muy tardias en las infecciones primarias e
incluso ausencia de seroconversion®**"#>2% | 3 escasez de diagndsticos serolégicos en el
grupo de edad de 0-5 afios puede deberse a la pobre respuesta inmunoldgica ante
infecciones asintomaticas o leves. La obtencion de una tercera muestra de suero a los 30
dias de la segunda aumentaria la sensibilidad de la serologia para diagnosticar la infeccion
aguda. En adultos jovenes parece infrecuente la ausencia de respuesta inmunoldgica ante
una infeccién por C. pneumoniae puesto que en dos amplios estudios controlados no se
aisl6 la bacteria en los individuos que no presentaban respuesta de anticuerpos™’?%. El
caso de nifios con crisis asmatica y cultivo positivo, la presencia de titulos serolégicos no
compatibles con infeccion aguda por C. pneumoniae puede indicar la existencia de una
infeccion persistente o cronica asociada a un asma establecido, al que se ha afiadido una
infeccion viral causante de la exacerbacion®®#%.

La presencia de titulos de 1gG > 1:512 de forma persistente en individuos
asintomaticos también pudiera reflejar una fuente de infeccién crénica no pulmonar*®, y
por lo tanto la interpretacion de un solo titulo > 1:512 ha de hacerse de forma
individualizada. Como hemos dicho, la seroprevalencia de anticuerpos 1gG > 1:512 es
mayor en personas mayores de 65 afios, por lo que a la hora de valorar un unico titulo
elevado de IgG hay que tener en cuenta ademas de la presentacion clinica, la edad del
paciente. De todas formas dada la rapidez con que se eleva la IgG en las reinfecciones, lo

habitual es que ya se haya producido dicho aumento cuando realizamos la extraccion

sanguinea al paciente y no detectemos la seroconversion.
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7.3. DICUSION DE LOS RESULTADOS.

Las distribuciones de las concentraciones séricas para anticuerpos IgG e IgA de C.

pnemoniae en cada una de las poblaciones estudiadas son mostradas en las figuras 14 y 15.

Figura 14. Distribucion de las concentraciones de 1gG.
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No mostramos la distribucion correspondiente a los anticuerpos IgM puesto que no
se detectd ninugna IgM positiva en las poblaciones de asmaticos, y tan solo 5 casos
positivos en la poblacion general.

La distribucion de los anticuepos IgG es similar en las tres poblaciones, en la que
observamos el agrupamiento de los titulos en torno al valor 1:128, pero destaca el menor
namero de sujetos con concentraciones elevadas, definitorias de infeccion aguda, en los
pacientes asmaticos estables. También existe una diferencia destacada en los porcentajes
de sujetos con titulos de 1gG < 1:16 0 negativos entre asmaticos agudos y estables.

La distribucion de los anticuerpos IgA muestra ligeras desigualdades pero también
destaca la ausencia de titulos altos, propios de infeccion aguda en los pacientes estables.

A continuacion comentaremos detenidamente estas y otras diferencias encontradas.

7.3.1. Diferencias entre asmaticos con crisis y asmaticos estables.

En el analisis que realizamos entre grupos asmaticos, el porcentaje de sujetos con
infeccion fue ligeramente superior entre los pacientes agudizados (86.1% vs 71.4%
p=0.05). Los casos que presentaban serologia compatible con infeccion aguda en asmaticos
se consideraron reinfecciones, puesto que no se detecto la presencia de IgM en ninguno de
ellos. Entre los pacientes con crisis asmatica, 11 (17%) eran serologicamente compatibles
con reinfeccion por C. pneumoniae, mientras que entre los asmaticos asintomaticos, tan
solo dos pacientes se consideraron compatibles con reinfeccion asintomatica (3.2%). La
cifra de posibles infecciones agudas en pacientes con crisis obtenida por nosotros es
cercana a la obtenida por Peters y cols®. (22%) y por Thom y cols™. (19%). La diferencia
de reinfecciones entre nuestros dos grupos de pacientes era fuertemente significativa
(p<0.05) y el riesgo asociado de crisis asmatica por posible reinfeccion, segun los criterios

que hemos utilizado, es 7 veces superior con respecto a la ausencia de infeccion aguda (OR

137



Discusion

7.3 1C 95% 1.5-35.7) como vimos en la tabla 12 p.106. Este riesgo es similar al encontrado

por Bjérsson y cols®

previamente mencionado. La proporcion de crisis asmaticas que
pueden atribuirse a la posible presencia de infeccién aguda-reinfeccion es en nuestra
poblacion asmatica del 14% (Riesgo Atribuible 0.14 1C 95% 0.04-0.24).

Aunque no hicimos un seguimiento para comparar la serologia de un mismo paciente
entre el periodo de exacerbacion y el asintomatico, quisimos comprobar si los pacientes
agudizados tenian mas seroprevalencia de IgA que los asintomaticos. Los porcentajes de
IgA positivas fueron practicamente los mismos en ambos grupos, en torno a un 26%. Si se
observd que la MGT de IgA era superior en los pacientes agudizados (figura 9) aunque la
diferencia con los asintomaticos tuvo ligera significacion estadistica (58.8 1C 95% 37.1-
91.2 vs 34.6 1C 95% 23.9-48.9 p=0.05) Creemos que esta diferencia se debe a que existian
2 pacientes agudizados con posible reactivacion de la infeccion e IgA > 1:256, que
dispararian los titulos medios, mientras que en los asmaticos sin sintomas, los dos
pacientes con reinfeccion eran IgA negativos. Sin embargo existia un riesgo asociado entre
ser paciente del grupo agudos y tener titulos de IgA > 1:64 que permanecié significativo
tras el ajuste por edad, sexo y habito de fumador (OR 12.5 IC 95% 1.2-126.2; p=0.03). El
intervalo de confianza resulta demasiado amplio debido al pequefio tamafio de la muestra 'y
a la falta de linealidad de la variable IgA al ser una variable de intervalo y de carécter
geométrico. Como vimos en el apartado 3.7.3.2., Infeccidn cronica, aunque se considere a
IgA marcador de cronicidad, ain no se ha podido establecer a partir de que valor podemos
establecer que existe infecciéon persistente por C. pneumoniae y su repercusion en la
etiopatogenia del asma y la actividad de la enfermedad.

No hubo diferencias de medias de los titulos de 1gG entre asmaticos agudizados y

asintomaticos, ni relacion de alguno de los grupos con la presencia de titulos altos de IgG >

1:128.
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Nuestra poblacion asmatica contenia 87 pacientes considerados no atopicos o
intrinsecos y 41 atopicos o extrinsecos. La seroprevalencia de 1gG fue curiosamente algo
méas elevada en extrinsecos, pero sin ser significativamente diferente (83% vs 77%
p=0.44). La seroprevalencia de IgA fue superior en intrinsecos pero tampoco tuvo
significacion estadistica (29.8% vs 23.5%). En cuanto a la relacion con titulos altos, los
pacientes intrinsecos presentaron MGT tanto de 1gG como de IgA maés elevadas, pero la
diferencia de medias sélo fue significativa para IgA (50.1 vs 25.1 p<0.05). Estos datos
difieren con los expuestos previamente Von Hertzen® y Hahn?*. En ambos trabajos las
seroprevalencias tanto de 1gG como de IgA son superiores en intrinsecos, asi como sus
respectivas medias geométricas, y existian diferencias significativas entre pacientes no
atépicos y atopicos respecto a la edad, habito de fumador y el sexo. En ambos estudios se
realizaron estudios de regresion para ajustar las variables de confusion. Es posible que con
un mayor numero de pacientes pudiéramos detectar diferencias significativas en las
seroprevalencias, especialmene de IgA. Respecto a los titulos de IgG sélo podemos hablar
de una tendencia a titulos més altos en los intrinsecos. Si esta tendencia pudiera
confirmarse en una muestra amplia, estaria a favor de la relacion con el asma de inicio
posterior a una infeccién aguda. En cuanto a la presencia significativa de un titulo medio
de IgA mayor en intrinsecos, estaria de acuerdo con la idea de infeccion cronica como
iniciadora de la enfermedad asmaética en adultos y el asma asociada a infeccién. Sin
embargo, a pesar de ser una relacion significativa, el namero total de pacientes con IgA
positiva era muy pequefio (34) por lo que también convendria confirmar esta relacion con
mayor nimero de casos.

Con respecto al tiempo de evolucion, no obtuvimos diferencias en la seroprevalencia
de IgG pacientes de larga-duracion (>10 afios), corta-evolucion (1-10 afios) y recientes (<1

afio) a diferencia del trabajo de VVon Hertzen®™" que relacionaba una mayor seroprevalencia
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de 1gG e IgA y un riesgo asociado de tener titulos altos de IgG (> 1:128) en pacientes de
larga-duracion (>7 afios). En este estudio el nimero de casos estudiados era bastante
superior al nuestro aunque sélo divide en dos categorias, larga-duracién y corta-duracion.
Para aumentar el tamafio de la muestra, agrupamos los pacientes de corta-duracion con los
recientes pero tampoco obtuvimos diferencias con respecto a los de larga duracion. Por el
contrario si obtuvimos diferencias en el estudio de las medias geométricas de los titulos de
IgG, de tal forma que los pacientes con <1 afio de evolucion tenian la MGT mas alta,
seguida por los de mas de 10 afios de evolucion y por Gltimo por aquellos entre 1-10 afios
de evolucidn. Las diferencias de medias fueron significativas, especialmentes entre 1-10
afios y <1 afio (p=0.0001) y entre >10 afios y 1-10 afos (p=0.01). Entre <1 afio y >10 afios
la diferencia fue menor (p=0.05). Destacamos que los pacientes recientes o de menos de 1
afio de evolucidn tuvieran los titulos mas altos siendo la mediana de 512.

La presencia de IgA fue positiva en el 46.6% de los pacientes recientes, frente al
27% y el 20% de los de larga y corta-duracion. Esta diferencia no fue significativa (°=4.0
p=0.13) probablemente debido al escaso nimero de pacientes recientes (15) y de IgA
positivas en total (34). Tampoco se detectaron diferencias entre las medias de los titulos de
IgA.

La presencia de titulos altos en los pacientes con menos de un afio de evolucion
pudiera estar en relacién con el desarrollo de un asma asociado a una infeccién aguda y
reciente por C. pneumoniae. En nuestro caso cuatro pacientes de 34, 22, 15y 75 afios que
presentaron crisis asmatica y posible reinfeccion pertenecian a la categoria recientes. Tres
de ellos referian antecedentes de infeccion respiratoria, previa al desarrollo del asma y en
un caso con broncoespasmo. Dos de estos pacientes presentaban fiebre en el momento de
la crisis y titulos de 1gA superiores a 1:256, lo que indica también la posible reactivacion

de una infeccion persistente.
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Por otro lado la diferencia de medias entre pacientes de larga-duracion y corta-
duracion puede tener relacion con un mayor tiempo de exposicién y mayor nimero de
reinfecciones. Destacamos que la mayoria de los pacientes asmaticos considerados
reinfeccion, y por lo tanto con titulos de 1gG > 1:512 era pacientes de larga-duracion (9
pacientes) y la ausencia de pacientes de corta-duracion. Esto probablemente influya en el
aumento de la media en los pacientes de larga-duracion.

En nuestra poblacién asmatica la mayoria de los pacientes clasificados como
persistentes graves y los 4 Gnicos pacientes corticodependientes se encontraban en el grupo
de pacientes agudizados. Por el contrario entre los pacientes asmaticos asintomaticos
predominaron los pacientes persistentes leves y con asma intermintente (tabla 11 p.104).
En un principio no se detect6 ninguna asociacion entre las distintas categorias de gravedad
y los titulos de 1gG o IgA, ni hubo diferencias entre medias. Puesto que el numero de casos
era muy pequefio, incluso cero en alguna de las categorias, los pacientes se agruparon en
mayor gravedad o grupo A, que incluia a los persistentes graves, corticodependientes y
persistentes moderados y menor gravedad o grupo B con pacientes persistentes leves e
intermitentes. Curiosamente la seroprevalencia de 1gG fue ligeramente superior en el grupo
de menor gravedad, aunque sin significacion estadistica. La presencia de titulos altos de
IgG (=1:128) no fue asociada con ninguno de los grupos. Tampoco en la seroprevalencia
de IgA. En principio nuestros datos no apoyan la relacion entre los titulos altos de
anticuerpos 1gG o la presencia de IgA con la gravedad del asma.

No sabemos si la relacion y el riesgo encontrados en nuestro estudio entre los valores
de IgA > 1:64 y los pacientes con crisis asmatica tiene que ver con la posible relacion entre
infeccion crénica y mayor gravedad de la enfermedad manifestada por otros autores, ya
que entre los pacientes agudizados predominaban los de asma persistente grave. Entre los

17 pacientes agudizados con IgA positiva, 13 pertenecian al grupo A de mayor gravedad (7
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persistentes graves, 6 persistentes moderados) y 5 persistentes leves. En el grupo de
asintomaticos, también con 17 pacientes IgA positiva, predominaron los pacientes
persistentes leves (4 persistentes graves, 5 persistentes modereados y 8 persistentes leves).
En los pacientes con asma intermitente no se detecto la presencia de IgA. Por otro lado los
2 asmaticos asintomaticos con posible reinfeccion eran IgA negativos. Quizas exista una
relacion entre la presencia de IgA y la gravedad del asma, pero puesto que la
seroprevalencia de IgA en nuestra poblacién asmatica no ha sido muy grande, puede que
también sea necesario aumentar el nimero de pacientes para detectar diferencias y hacer
un seguimiento seroldgico y clinico.

Por lo tanto nuestros datos indican que existen evidencias serologicas de la presencia
de infeccion aguda por C. pneumoniae asociada a crisis asmatica. El riesgo de asociacion
es muy alto y afecta a una moderada proporcion de la poblacién asmética. De esta forma
planteamos la necesidad de estudiar si la adicién de antibidticos con actividad frente a C.
pneumoniae al tratamiento habitual de las exacerbaciones asmaticas seria util y determinar
que grupos de pacientes, en funcion de la enfermedad subyacente, se beneficiarian de la
antibioterapia empirica.

Puesto que no hemos hecho estudios comparativos con respecto a otro agentes
infecciosos causantes de exarcerbaciones como Mycoplasma pneumoniae 0 Virus
respiratorios admitimos la posibilidad de coinfeccion, pero hemos visto cémo estudios
previos han demostrado una frecuencia de infeccion por C. pneumoniae al menos tan

importante como la infeccion viral.

7.3.2. Diferencias entre asmaticos y no asmaticos.

Los porcentajes de infeccion que obtuvimos en pacientes asmaticos agudizados y en

los controles no asmaticos fueron similares (86.1% y 81%). La seroprevalencia de
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infeccion aguda fue superior en los asmaticos con crisis (17% vs 13.2%), pero no existia
mayor riesgo de padecer infeccion aguda en los pacientes con crisis respecto a los no
asmaticos (OR 2.2 IC 95% 0.6-7.3 p>0.05). En esto nos diferenciamos del trabajo
previamente mencionado de Miyashita y cols®’. en el que si existian diferencias
significativas entre asmaticos con exacerbacion y no asmaticos. Sin embargo tenemos que

recordar el trabajo de CooK y cols?®

., realizado con 123 asmaéticos agudizados y 1518
controles, en el que tampoco se hallaron diferencias entre los casos y los controles. Quizés
hay que tener en cuenta que el grupo control se componia de pacientes hospitalizados. Por
otro lado en una comunicacién de Weiss** con adultos que presentaban broncoespasmo y
controles asintomaticos, con edades comprendidas entre 18-79 afios, la presencia de 1gG
fue ligeramente superior en el grupo control (87% vs 92%). Es de destacar una alta
seroprevalencia en el grupo control.

Con respecto a los pacientes estables, el porcentaje de infeccion fue inferior al de los
sujetos no asmaticos (73% y 81%). También era menor el porcentaje de infeccion aguda
(3.2% vs 13.2%). Esta diferencia en un principio fue significativa pero tras aplicar la
correccion de continuidad al nimero de observaciones, por ser estas reducidas, la
significacion desaparecio (tabla 14 p.112). Otros autores también encontraron una
seroprevalencia de 1gG ligeramente superior en controles no asmaticos cuando se
comparaba con pacientes asmaticos no agudizados o asintomaticos. Larsen y cols*?.
examinaron 22 sueros de pacientes adultos con asma estable y 25 sueros de controles sin
asma. Plantean que si C. pnemoniae tiene un papel en el inicio de la enfermedad asmatica,
las personas asmaticas tendran mayor seroprevalencia de 1gG vy titulos més elevados que
los sujetos no asmaticos. También evaluaron la presencia de IgE especifica y la capacidad

de C. pneumoniae para inducir la suelta de histamina. El 22% de los asmaticos tuvieron

IgG positiva frente al 24% de los controles. No hubo diferencias en las concentraciones de
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IgG ni en la deteccion de IgE. Tampoco detectaron que la bacteria tuviera capacidad para
aumentar la liberacion de histamina en los basoéfilos. Los autores, en su articulo, no apoyan
la teoria de la infeccion por C. pneumoniae como inicio del asma.

En el trabajo de Miyashita> la presencia de IgA fue significativamente mayor en los
pacientes con crisis asmaticas respecto a los controles no asmaticos. En nuestro caso, los
resultados fueron contrarios, puesto que se detectaron mas IgA positivas en los controles
respecto a ambos grupos de asmaticos, agudos y estables (36.8% vs 26.1% y 26.9%
p>0.05) y la frecuencia de infeccion cronica fue mayor en el grupo general, pero sin ser
significativa la diferencia respecto a los asmaticos (general 34.2%, agudos 20%, estables
27%, p>0.05). Por lo tanto y en principio, nuestros resultados no indican que exista mayor
seroprevalencia de infeccion crénica en los pacientes asmaticos de nuestra Area. Sin
embargo esto no contradice que aquellos pacientes asmaticos que tengan una infeccién
cronica o persistente por C. pneumoniae, pudieran verse afectado en la gravedad de su
enfermedad de base, o que dicha infeccién pueda favorecer el desarrollo posterior de una
asma en sujetos con predisposicion.

La serologia compatible con infeccién antigua fue mayor en ambos grupos
asmaticos, agudos (49.2%) y estables (41.3%), con respecto a los sujetos no asmaticos o
grupo general (34.2%) pero la diferencia no fue significativa.

Con respecto a las concentraciones de IgG e IgA, la MGT de 1gG fue superior en el
grupo control general, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa. En
cuanto a los titulos de IgA, y como sucedia en el analisis entre grupos asmaticos, agudos
continuan teniendo la mayor MGT pero la diferencia tampoco alcanzé significacion

estadistica (figura 13 p.113).
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Estos datos estdn de acuerdo con los hallados por autores que no encontraron
diferencias entre seroprevalencias ni con respecto a los titulos elevados de
anticuerpos?>224260,

En los estudios de seroprevalencia no siempre se han utilizado los mismos criterios
para definir los casos de asma en virtud de la funcién pulmonar o para escoger los grupos
control obteniendo hallazgos a favor y en contra de la asociacion. Nuestro grupo control de
sujetos no asmaticos estaba compuesta por 56 donantes de sangre y 58 personas que habian
acudido a las consultas externas del hospital o estaban ingresados por causas no
relacionadas con enfermedades cardiovasculares o respiratorias.

Existen antecedentes de una alta seroprevalencia de infeccién entre donantes de

125 comentado en el

sangre. Recordemos el estudio realizado en Suecia por Boman y cols
apartado 3.5.2.1. Infeccidn de los monocitos y macréfagos, p.49, para identificar pacientes
con enfermedad cardiovascular portadores de C. pneumonie en células mononucleares de
sangre periférica mediante PCR. Se analizaron las sangres de 101 pacientes sospechosos de
enfermedad coronaria y de 52 controles sanos, donantes de sangres de mediana edad.
(media = 49). En casi el 60% de los pacientes sospechosos de enfermedad coronaria 'y en el
46% de los donantes de sangre se confirmo la presencia de DNA bacteriano en sangre
periférica. También se analizaron los sueros por MIF para detectar la presencia de IgG,
IgA e IgM. Los resultados seroldgicos dieron un 94% de IgG positivas en los pacientes
coronarios y un 90% en los donantes de sangre. Los porcentajes de IgA también fueron
altos en ambos, 84% en enfermos y 77% en los sanos. Hubo 3 IgM positivas entre los 101
pacientes cardiovasculares y 2 entre los 52 donantes de sangre. Los autores plantean que
son necesarios estudios que determinen si estos pacientes y los donantes de sangre

albergan la bacteria de forma viable e infecciosa y si la deteccion de DNA bacteriano

circulante seria util para monitorizar la eficacia del tratamiento.
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Por otro lado en una comunicacién de Blasi y cols®®®

. se exponen las diferencias
significativas ante la presencia de titulos de 1gG >1:64 en 120 pacientes asmaticos adultos
(34%) frente a 163 controles donantes de sangre (22%), (p=0.03), aunque no se detect6 por
PCR la presencia de la bacteria en los pacientes controles, los pacientes asmaticos con
PCR positiva fueron pocos y con escasa significacion (p=0.059).

Respecto a los controles que provenian del hospital aunque en algunos casos, como

el estudio de Cook y cols?®

., e ha planteado si representaban un grupo de riesgo para
tener infeccion por C. pneumoniae, no existen trabajos demostrando dicha hipdtesis
respecto a este colectivo, ni respecto a otros como el personal sanitario, policias o
bomberos.

Parece que existen diferencias de seroprevalencia y en la media de los titulos de
anticuerpos entre sexos. Varios estudios han mostrado valores de 1gG mas altos en los
hombres asi como mayor frecuencia de infeccion (ver apartado 3.4. Epidemiologia). Estas
diferencias se mantienen incluso después de controlar el hébito de fumador'®. En nuestro
estudio el numero de mujeres fue superior de forma significativa al de hombres en los tres
grupos (hombres: agudos 75.3%, estables 65%, general 52.6% vs mujeres: 24.6%, 34.9%
y 47.3% p<0.05). Pero en el grupo general hubo un mayor nimero de hombres, también de
forma significativa respecto a los grupos asmaticos. Esto podria explicar que el colectivo
general tuviera una media geométrica de IgG mas alta. De hecho la MGT de IgG fue
superior en el conjunto de hombres respecto a las mujeres aunque la diferencia no alcanzo
significacion estadistica (158.4 1C 95% 125.8-199.5 vs 125.8 IC 95% 102-151.3 p>0.05).

También existe una diferencia significativa en la media de edad entre los grupos
agudos y general (49.4 vs 39 p<0.05). Las mayores frecuencias de infeccion por C.

pneumoniae se dan en la infancia, en torno a los 9 afios, predominando la primoinfeccion y

en la vejez, a partir de los 70, fundamentalmente en forma de reinfeccion. Entre ambos
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picos la incidencia aumenta lentamente con la edad, asi como las reinfecciones. El grupo
agudos tuvo una seroprevalencia de infeccion algo mayor que el grupo general. Esta
diferencia no era significativa, en contraste con lo observado entr los colectivos agudos y
estables. La diferencia de edad entre agudos y general creemos que no es lo
suficientemente grande como para influir en los resultados serolégicos, aunque resaltamos
la presencia de 5 sujetos nos asmaticos con IgM positiva y por lo tanto primoinfeccion.
Aun asi, todos los resultados referentes a la distribucion de frecuencias fueron ajustados
por edad, sexo y habito de fumador.

Por altimo destacamos que la seroprevalencia de la infeccion es muy alta en los tres
grupos estudiados por nosotros con un porcentaje total de seropositivos superior al 80%
sobre el total de sujetos. Como hemos visto en el apartado de epidemiologia C.
pneumoniae posee una amplia distribucion pero pueden existir diferencias de
seroprevalencia entre distintas zonas geograficas, incluso dentro de una misma regién. En
un estudio realizado en un hospital del Norte de Madrid, para determinar la frecuencia de
la infeccion por C. pneumoniae como agente de neumonias, se encontré una
seroprevalencia total de IgG del 64.5%. Puesto que el estudio se hizo con enfermos
sintomaticos y la infeccion por C. pneumoniae habitualmente es asintomatica, es posible
que la seroprevalencia de la infeccion en la poblacion general de aquella zona sea mayor.

La seroprevalencia como hemos dicho también aumenta con la edad y en nuestro
pais existen zonas, como el Pais Vasco, que presentan una estimable frecuencia de

infeccion en nifios mayores de 7 afios (40%)™

, lo que sugiere que este porcentaje
posiblemente sea alto en la poblacion adulta de dicha zona.
Las altas seroprevalencias obtenidas en nuestro estudio indican que la exposicion al

microorganismo es muy frecuente en nuestra area. Queda por determinar cuantos de los

sujetos con serologia positiva serian ademas portadores de C. pneumoniae, y ver si hay
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diferencias entre grupos. Estudios previos indican que entre un 2-5% de la poblacién sana
asintomatica, determinado por PCR o cultivo, es portadora de C. pneumoniae®’*. Por otro
lado seria util, aunque complejo, el seguimiento en el tiempo de los sujetos no asmaticos,
con y sin infeccion por C. pneumoniae, incluyendo nifios y teniendo en cuenta todos los
posibles factores de confusion, en el que se pueda determinar si existe una relacion causa-

efecto entre la infeccion por Chlamydia pneumoniae y la aparicion del asma.
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8. CONCLUSIONES

1. Rechazamos la hipoétesis nula y manifestamos que existe una relacion significativa
entre la presunta infeccion aguda por C. pneumoniae y la presencia de crisis asmatica.
El riesgo de asociacién entre ambos factores es alto y aplicable a un 14% de la

poblacién asmatica de nuestra Area.

2. EIl perfil serologico obtenido de la poblacién asmaética estudiada indica que puede
existir una relacion entre la infeccion persistente por C. pneumoniae y el inicio del
asma en el adulto, asi como el desarrollo de la enfermedad asmatica tras una infeccion
reciente por C. pneumoniae. También indica una mayor incidencia de reinfeccion en

los pacientes con asma de larga evolucion.

3. La seroprevalencia de la infeccion por C. pneumoniae es muy alta en las tres
poblaciones estudiadas, lo que significa que existe una alta tasa de exposicién al agente

infeccioso en nuestra Area.

4. La seroprevalencia total de la infeccion y las concentraciones medias de IgA tienden a
ser mayores en los sujetos asmaticos con crisis asmatica, sin embargo actualmente no
podemos establecer que en nuestra Area existan diferencias significativas de
seroprevalencia entre asmaticos y no asmaticos. Se necesitan amplios estudios de
seguimiento de la poblacidn no asmatica que ayuden a determinar si realmente hay una

relacion entre la infeccion por C. pneumoniae y el desarrollo posterior del asma.

Finalmente, proponemos la realizacion de un estudio para valorar el beneficio de la

antibioterapia especifica empirica en el tratamiento de las crisis asméticas.
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