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Resumen

Pneumocystis Jirovecii es un hongo atipico responsable de la neumonia en
individuos inmunodeprimidos (principalmente VIH+). La colonizacion por
Pneumocystis —descrita como la presencia de ADN del patdgeno en ausencia
de signos y sintomas de neumonia- ha sido demostrada en sujetos con
enfermedades cronicas pulmonares, especialmente en el EPOC. Este estudio
investiga acerca de la relacion entre la colonizacion por P. Jirovecii y la
insuficiencia cardiaca, para lo cual se llevdé a cabo un estudio transversal en
una cohorte de pacientes con insuficiencia cardiaca. Se obtuvieron 72
muestras de lavado orofaringeo que se analizaron utilizando la técnica de PCR.
El estudio reveld que solo uno de los pacientes estaba colonizado por el
microorganismo, por lo que se concluyé que Pneumocystis Jirovecii no juega

un papel en la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca.

Abstract

Pneumocystis Jirovecii is an atypical fungus responsible for pneumonia in
immunocompromised patients (particularly those with HIV infection).
Pneumocystis colonization —described as the detection of DNA without signs or
symptoms of pneumonia- has been observed in individuals with chronic
pulmonary diseases, specially in COPD. The objective of this study was to
determine if this pathogen is associated with heart failure. A cross-sectional
study was conducted in a cohort of patients with heart failure. 72 oropharyngeal
washes were obtained and then analysed using the PCR technique. The study
revealed that only one of the subjects was colonized by the pathogen, which
suggests that Pneumocystis Jirovecii does not play a role in the

physiopathology of heart failure.

Palabras clave: pneumocystis jirovecii, colonizacién, insuficiencia cardiaca,

micobiota oral.



INTRODUCCION

INSUFICIENCIA CARDIACA

La insuficiencia cardiaca (IC) se puede definir como una anomalia de la
estructura o funcién cardiacas que hace que el corazén no sea capaz de
suministrar oxigeno a una frecuencia acorde con las necesidades de los tejidos
del organismo (o lo hace sélo a costa de presiones de llenado aumentadas)’.

La identificacidén de la causa subyacente resulta esencial tanto para establecer
el diagndstico de insuficiencia cardiaca como para determinar el tratamiento

especifico?.

Epidemiologia vy etiologia

La prevalencia de la insuficiencia cardiaca en los paises desarrollados se situa
aproximadamente entre el 1-2%, con una incidencia de 5-10 casos por cada
1000 personas al afio?. Este porcentaje aumenta con la edad, de forma que
mas del 10% de los pacientes de 70 afios 0 mas sufren de esta patologia’. En
los grupos mas jovenes, la prevalencia es mayor en los varones debido a que
la enfermedad coronaria (una de las causas mas frecuentes de IC) aparece a
edades mas tempranas®. En las personas de edad avanzada la prevalencia es
similar en ambos sexos?.

La prevalencia total de la IC esta en aumento debido al envejecimiento de la
poblacién, una mayor supervivencia de los pacientes que sufren eventos
coronarios y la eficacia de la prevencion, que provoca un retraso en la
aparicién de eventos coronarios en pacientes de alto riesgo y en los que han
sobrevivido a un primer evento?.

Las causas de deterioro funcional mas comunes son el dafo o la pérdida de
musculo cardiaco, isquemia aguda o crénica, aumento de la resistencia
vascular con hipertension o el desarrollo de taquiarrtimias (como fibrilacién
auricular). Sin lugar a dudas, la enfermedad coronaria causa la IC en cerca del
70% de los pacientes. La enfermedad valvular es origen en el 10% de los

casos y las miocardiopatias, de otro 10%?2.



Insuficiencia cardiaca sistélica frente a insuficiencia cardiaca diastoélica

La terminologia principal utilizada para describir la IC se basa en determinar la
fraccion de eyeccion (FE), que se define como el volumen sistolico dividido por
el volumen diastolico final'. Es importante tener en cuenta que la FE no es un
indice de contractilidad, ya que depende de los volumenes, precarga,
postcarga, frecuencia cardiaca y funcién valvular, y tampoco es equivalente a
volumen sistélico.’

Normalmente se distingue entre la IC con fraccién de eyeccion reducida (IC-
FER) o sistdlica (FE >50%) y la IC con fraccion de eyeccion conservada ( IC-
FEC) o diastdlica (FE <40%)?.

La ultima guia publicada en mayo de 2016 por la Asociacion Europea de
Cardiologia (ESC) hace referencia al conjunto de pacientes con una FE situada
entre el 40-49%, los cuales representan un “area gris” que actualmente se
define como “insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccién de rango medio”
(heart failure with mid-range ejection fraction)'®. Estos pacientes presentan de
manera predominante una disfuncién sistélica, pero asociada a rasgos de

disfuncién diastolica (ver Tabla 1)

La diferenciacion de los pacientes segun su FE es importante debido a la
diferente etiologia, caracteristicas demograficas (los pacientes con IC-FEP
tienen edades mas avanzadas y son mas frecuentemente mujeres)
comorbilidades y respuesta al tratamiento (las estrategias terapéuticas actuales
unicamente han demostrado reducir tanto la morbilidad como la mortalidad en
pacientes con IC-FEP). Ademas, la gran mayoria de los ensayos clinicos
seleccionan a los pacientes basandose en este parametro™®.

Actualmente existe controversia acerca de las diferencias en cuanto a
supervivencia de ambas entidades, aunque la mayoria de los estudios indican
que los pacientes con IC-FEP tienen una tasa de supervivencia ligeramente

mayor que aquellos con IC-FER.

Clasificacion funcional




La clasificacién funcional de la NYHA (New York Heart Association) (ver tabla
1) se ha utilizado para seleccionar a los pacientes en casi todos los ensayos de
tratamiento aleatorizados de la IC y, por tanto, para describir qué pacientes se

benefician de tratamientos eficaces. '

TABLA 1. Clasificacion funcional de la NYHA basada en la gravedad de los

sintomas y actividad fisica’

CLASE |

Sin limitacion para la actividad fisica. La
actividad fisica normal no causa excesiva
disnea, fatiga o palpitaciones

CLASE I

Ligera limitacién para la actividad fisica.
Coémodo en reposo pero la actividad fisica
normal resulta en excesiva disnea, fatiga o
palpitaciones

CLASE Il

Marcada limitacion para la actividad fisica.
Coémo en reposo, si bien una actividad fisica
menor que lo normal resulta en excesiva
disnea, fatiga o palpitaciones

CLASE IV

Incapacidad para mantener actividad fisica sin
molestias. Puede haber sintomas en reposo.

Si se realiza alguna actividad fisica, los
sintomas aumentan.

Diagnéstico

Clinica y Exploracion Fisica

Las manifestaciones clinicas mas importantes y frecuentes de la IC
aparecen detalladas en la tabla 2 '

El diagndstico de la IC puede ser dificil, especialmente en las etapas
iniciales, dado que los sintomas mas frecuentes suelen ser

inespecificos.”

TABLA 2. Signos y sintomas mas frecuentes de IC '




Sintomas

Signos

Tipicos Mas especificos
Disnea Presion venosa yugular elevada
Ortopnea Reflujo hepatoyugular

Disnea paroxistica nocturna

Tercer ruido

Baja tolerancia al ejercicio

Impulso apical desplazado

lateralmente

Fatiga, cansancio

Soplo cardiaco

Inflamacidén de tobillos

Menos tipicos

Menos especificos

Tos nocturna

Edema periférico (tobillos, sacro,

escrotal)

Sibilancias

Crepitantes

Aumento de peso (>2kg/semana)

Menor entrada de aire y matidez a la

percusion en bases pulmonares

Sensacion de hinchazoén

Pulso irregular

Pérdida de apetito

Taquipnea (>16 rpm)

Confusién (especialmente en | Hepatomegalia
ancianos)

Depresion Ascitis
Palpitaciones Caquexia

Sincope

Los criterios clinicos de Framingham (CCF), presentados en 1971° son

los de uso mas aceptado para el diagnéstico de insuficiencia cardiaca.

Para establecerlo, se precisa el cumplimiento de 2 criterios mayores o 1

mayor y 2 menores. Estos criterios se muestran en la tabla 3.

TABLA 3. Criterios clinicos de Framingham para el diagnéstico de IC.




MAYORES MENORES MAYORES O
MENORES
« Disnea paroxistica Edema en EEII Pérdida de peso >0 = de

4.5 kg de peso tras 5 dias

nocturna Tos nocturna

» Distensién venosa » Disnea de esfuerzo de tratamiento
yugular * Hepatomegalia

* Crepitantes e Derrame pleural

* Cardiomegalia e Disminucion de la

* Edema agudo de capacidad vital en 1/3 de
pulmoén lo habitual

* Galope pors3 * Taquicardia (> 0 =120

* Presion venosa lpm)

yugular >16 cm h20
* Reflujo hepatoyugular

Exploraciones complementarias

A. Electrocardiograma

Se debe realizar un electrocardiograma (ECG) a todos los pacientes con
sospecha de IC, dado que los cambios electrocardiograficos son
frecuentes en estos pacientes. Un ECG anormal tiene poco valor
predictivo para determinar la presencia de IC?. Si el ECG es
completamente normal, especialmente los parametros relativos a la

funcién sistélica, la presencia de IC es poco probable (< 10%).?

B. Radiografia de torax

La radiografia de torax es de uso limitado en el estudio clinico
diagnéstico de los pacientes con sospecha de IC'. Su utilidad reside en
la identificacion de una explicacion pulmonar alternativa para los

sintomas y signos del paciente. Es importante tener en cuenta que



puede haber una disfuncién sistdlica significativa del ventriculo izquierdo

sin cardiomegalia en la radiografia toracica.’

C. Pruebas de laboratorio

Un examen sistematico completo del paciente con sospecha de IC
incluye un hemograma completo (hemoglobina, leucocitos y plaquetas),
electrolitos séricos, creatinina sérica, tasa de filtracion glomerular
estimada (TFG), glucosa, pruebas de la funcion hepatica y analisis de

orina.

Péptidos natriuréticos

Los péptidos natriuréticos son biomarcadores utiles en el
diagndstico de la IC y en el manejo de los pacientes con IC
cronica establecida, que se elevan con el aumento de estrés de la
pared miocardica. La evidencia disponible respalda su uso en el
diagndstico y en la planificacion de las distintas fases de
tratamiento, a la hora de tomar decisiones respecto a ingresos y
altas hospitalarias y en la identificacion de pacientes con riesgo
de complicaciones clinicas'’. Los péptidos usados con mas
frecuencia son el péptido natriurético tipo B (BNP) y la fraccion
aminoterminal de propéptido natriurético tipo B (NT-pro-BNT).

La concentracién plasmatica de estos péptidos puede ser usada
como prueba diagndstica inicial, especialmente en los episodios
no agudos cuando el ecocardiograma no estd disponible de
inmediato. Los niveles elevados de péptidos natriuréticos
identifican a aquellos pacientes que necesitaran una investigacion
de la funcién cardiaca mas detallada; por otra parte, los pacientes
con niveles por debajo del punto de corte que establece
disfuncion cardiaca importante no necesitaran la realizacion de un

ecocardiograma’®.



Una concentraciéon plasmatica normal de péptidos natriuréticos en
un paciente sin tratar tiene un alto poder predictivo de exclusién
de la enfermedad’® por lo tanto, en estos casos la IC es una
causa poco probable de los sintomas. Una concentracién elevada
de péptidos natriuréticos, pese a tratamiento 6ptimo, indica un mal

prondstico. 2

FIGURA 1. Algoritmo para el diagnoéstico de la IC con péptidos

natriuréticos en pacientes sin tratar con sintomas de insuficiencia

: 2
cardiaca
INSUFICIENCIA CARDIACA CRONICA
HISTORIA CLINICA
* HTA
¢ Exposicién a firmacos o radiacion cardiotdxica
* Uso de diuréticos
* Ortopnea / disnea paroxistica nocturna
EXPLORACION FISICA
* Crepitantes
* Edema de EEIl bilateral
*  Murmullo cardiaco
* Ingurgitacién yugular
« Latido cardiaco desplazado NINGUNO
ECG PRESENTE
* Cualquier alteracién
— v
= § (=1 presente)
- o
@ PEPTIDOS NATRIURETICOS
a 2 « NT BNP = 125 pg/mL INSUFICIENCIA CARDIACA
RS g "proBiF = 125 pg/m : »| POCO PROBABLE
ZE = * BNP=35pg/mL [Considerar otros
2 EE » | diagnésticos)
25 T
EE = sl
g - <

¥
ECOCARDIOGRAMA NORMAL

Troponinas. Ante la sospecha de IC y cuando el cuadro clinico
indique un sindrome coronario agudo (SCA), se determinaran las

troponinas | o T 2. El aumento de troponinas cardiacas es un indicador



de necrosis de miocitos, en cuyo caso, y si esta indicado, debe
considerarse la posibilidad de revascularizaciéon, para lo cual se
realizaran las pruebas diagnésticas necesarias 2. Ademas del sindrome
coronario agudo, la miocarditis aguda produce también un aumento de
las troponinas que también puede observarse en modo ligero en los
pacientes con IC grave o durante episodios de IC descompensada, asi

como en la sepsis 2.

D. Ecocardiografia

El ecocardiograma ofrece informacion inmediata de los volumenes de la
camara, las funciones diastdlica y sistélica ventriculares, el grosor de la
pared y la funcion valvular, informacién crucial para determinar el
tratamiento adecuado.” La confirmacion del diagnéstico de IC o
disfuncion cardiaca mediante ecocardiografia es imprescindible y debe

realizarse con prontitud ante la sospecha de IC 2.

E. Pruebas no invasivas adicionales

Se realizaran pruebas no invasivas adicionales, como resonancia
magnética cardiaca (RMC), tomografia computarizada (TC) o
gammagrafia cardiaca, en pacientes en los que la ecocardiografia en
reposo no proporcione suficiente informacién y en aquellos con

sospecha de enfermedad coronaria®.

Insuficiencia cardiaca aguda

La insuficiencia cardiaca aguda (ICA) hace referencia a la aparicién brusca o
empeoramiento de sintomas y/o signos de IC. Se trata de una condicion clinica
que amenaza la vida del paciente y que requiere por tanto una evaluacion y
tratamiento rapidos, normalmente precisando ingreso hospitalario urgente.

La ICA puede presentarse de novo o, mas frecuentemente, como
consecuencia de la descompensacion aguda de la ICC. Puede ser causada por

disfuncion cardiaca primaria o ser precipitada por factores extrinsecos.



La disfuncion miocardica aguda (isquémica, inflamatoria o tdxica), la
insuficiencia valvular aguda o el taponamiento cardiaco estan entre las causas
agudas mas frecuentes de ICA.

La descompensacion que tiene lugar en la ICC ocurre con frecuencia debido a
uno o mas factores extrinsecos, como las infecciones respiratorias,

hipertension incontrolada, arritmias o la falta de adherencia al tratamiento®.

Disfuncion endotelial e insuficiencia cardiaca

Un nuevo paradigma ha emergido en los ultimos afos en relacion a nuestra
comprensién sobre la fisiopatologia de la IC-FEP en contraposicion a la IC-
FER.

La disfuncion endotelial se define como una serie de alteraciones que afectan a
la sintesis, liberacion, difusiébn y degradacion de los diferentes factores
derivados del endotelio y constituye un reconocido fendmeno de aparicion
precoz en diversas enfermedades cardiovasculares?®. Este conjunto de
alteraciones conllevan a una pérdida del papel protector de la homeostasis

vascular®,

Diversos estudios han demostrado que la disfuncion endotelial esta involucrada
en la patogénesis de la IC, especialmente en la IC-FEP 212223 24,25 26
constituye un factor prondstico de futuros eventos adversos cardiovasculares?.
Esta disfuncion se relaciona asimismo con el estado de inflamacion sistémica
que presentan los pacientes con condiciones que implican un riesgo metabdlico
- como la diabetes, HTA, o la obesidad- que habitualmente estan presentes en
los sujetos con IC-FEP?.

La disfuncion del endotelio provoca alteraciones en el cardiomiocito, la
aparicién de un remodelado concéntrico del ventriculo izquierdo y disfuncién
predominantemente diastdlica®®. Ademas, en la IC-FEP, la disfuncion endotelial
también se relaciona estrechamente con la sintomatologia, la capacidad

27
I

funcional®” y con la hipertensién pulmonar®.
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La activacién de la cascada neuroendocrina es un hecho comun en la IC (tanto
con FEP como FER) que juega un papel fundamental en el remodelado
patoldgico ventricular y la clinica resultante?®. Por consiguiente, el uso de los
antagonistas del sistema R-A-A y del sistema adrenérgico han resultado
efectivos a la hora de mejorar la supervivencia de los pacientes con IC-FER.
De igual manera, aunque la disfuncién endotelial tiene lugar en ambos tipos de
IC, tiene un papel mas determinante en la IC-FEP. Esta distincion resulta clave
dado que esta alteracion endotelial puede constituir una diana para las nuevas
estrategias terapéuticas de la IC-FEP, que actualmente carece de terapias que

mejoren la supervivencia®®.

La disfuncion endotelial también afecta al territorio pulmonar, que constituye un
determinante fundamental de la postcarga del ventriculo derecho (y que por
tanto determina su salida de sangre).

I*° demuestran en un estudio realizado en 2016 cdmo la respuesta

Siemsen et a
inflamatoria que aparece tras una infeccion por P. Jirovecii puede producir una
disfuncion endotelial a base de alteraciones en la concentraciéon y funcion de
agentes vasoactivos (fundamentalmente aumento de la respuesta a la
endotelina-1, un importante agente vasoconstrictor pulmonar y una marcada
disminucién de la produccién de adrenomedulina, vasodilatador). Estos
cambios provocan alteraciones sustanciales en el tono de los vasos
pulmonares, causando una remodelacion vascular y aumento de las
resistencias que pueden ser claves en el inicio de la hipertensién pulmonar®,

evento que aparece frecuentemente en los pacientes con IC.

PNEUMOCYSTIS JIROVECII

Pneumocystis jirovecii, anteriormente conocido como Pneumocystis carinii f.sp
hominis, continua siendo uno de los patdégenos oportunistas mas importantes
que afectan a individuos con SIDA y pacientes con inmunodepresion debida a
otras causas, en los que produce una neumonia (Pneumocystis carinii
Pneumonia o PcP, sus siglas en inglés) grave y con una alta tasa de

morbilidad y mortalidad®.
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Taxonomia

La clasificacién taxonémica de Pneumocystis ha sido problematica desde su
descubrimiento y ha cambiado a lo largo de los afios, debido gran parte a la
imposibilidad para su cultivo in vitro®. Tras su identificacion y durante muchos
afos fue considerado un protozoo pero, gracias a la utilizacién de técnicas de
biologia molecular se ha podido establecer que es un hongo atipico, que no
crece en los medios de cultivo habituales ni responde a los tratamientos

clasicos frente a hongos *.

Inicialmente se pensaba que habia una sola especie de Pneumocystis que
infectaba a todos los mamiferos y, por tanto, se creia que la neumonia por
Pneumocystis carinii (PCP) en la especie humana podia ser una zoonosis y
que cualquiera de los mamiferos con los que puede cohabitar el hombre de
forma habitual podia ser su reservorio. Sin embargo, el estudio comparativo del
DNA de aislados de Pneumocystis procedentes de diferentes mamiferos ha
demostrado que se trata de especies distintas. Esta alta especificidad entre el
huésped y el microorganismo que lo infecta es lo que se denomina
estenoxenismo®. Este hecho ha motivado un cambio de denominacién de la
especie de Pneumocystis que infecta a los seres humanos, que ha pasado a
denominarse Pneumocystis jirovecii, y la denominacion de Pneumocystis carinii
ha quedado reservada para la especie causante de las infecciones en ratas®.
Por tanto, la PCP no es una zoonosis, como se creia, sino una antroponosis

(reservorio exclusivamente humano). °

Epidemiologia y reservorio

Pneumocystis jirovecii es un hongo atipico, extracelular, ubicuo, unicelular, no
cultivable y con un marcado estenoxenismo. Normalmente se encuentra
restringido a los pulmones, aunque se ha demostrado su presencia en otras
regiones del cuerpo®.

El DNA de Pneumocystis ha sido detectado en muestras ambientales pero

nunca se ha podido visualizar la presencia de organismos completos con
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técnicas microscopicas, por lo que no se ha encontrado ningun reservorio
ambiental.

Un estudio realizado con 50 personas que no presentaban enfermedad
pulmonar de base ni inmunosupresion demostrd, mediante la técnica de PCR,
que el DNA de Pneumocystis jirovecii se encontraba en el 20% de los casos,
siendo todos ellos asintomaticos, VIH-, y con un recuento linfocitario normal.
Este estudio proporcioné la primera evidencia de que Pneumocystis jirovecii
puede encontrarse en el tracto respiratorio de adultos inmunocompetentes, lo
que apoya la hipétesis de que la poblacion general puede ser reservorio y
fuente de infeccion de esta patologia™.

Diversos estudios serolégicos muestran que se encuentran anticuerpos
especificos contra el patégeno en la mayoria de los nifos a una edad
temprana.’ En un estudio realizado con 233 nifios espafioles, se concluyd que
la seroprevalencia era del 73%, demostrandose un incremento de hasta el 80%
en nifos de 13 afos de edad®. A partir de este hallazgo, se ha pensado durante
largo tiempo si la PcP era resultado de una activacion de la infeccion latente
adquirida durante la infancia. Sin embargo, estudios han demostrado que con
frecuencia el patdégeno es eliminado por el organismo tras la infeccién,
demostrando que la persistencia de la infeccién latente es un hecho limitado.™
La reciente demostracion de la transmision via transplacentaria de P.Jirovecii
apoyaria la tesis de que la infeccion primaria se adquiere en la infancia, y que
los nifios suponen un importante reservorio del patégeno, dado que pueden

permanecer colonizados hasta que su sistema inmune madura™.

Prevalencia e incidencia

Hasta 1980 la PcP no era frecuente y se asociaba a sindromes de
inmunodeficiencia o situaciones de intensa inmunosupresion. Durante la
pandemia del VIH, la neumocistosis emergié como la enfermedad mas comun
definitoria de SIDA en paises industrializados.*

Gracias a la terapia antiretroviral actual (TARGA) ha existido una disminucion
muy importante de PcP, hasta presentar en la actualidad una incidencia de 9.5
episodios por 100 personas al afio en VIH+, observandose en mas de un 50%

de los pacientes con SIDA.*
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A dia de hoy la neumocistosis ha adquirido una importancia creciente
especialmente en sujetos inmunodeprimidos no infectados con el VIH, como
pacientes con cancer, hemopatias malignas, afecciones inflamatorias crénicas
donde se utilizan farmacos inmunosupresores y receptores de trasplante de
cualquier tipo. La incidencia de la enfermedad entre estos grupos de pacientes

puede alcanzar hasta el 40%.*

Colonizacién por Pneumocyistis Jirovecii

La identificacion del microorganismo por métodos moleculares como la PCR
(reaccidon en cadena de la polimerasa) ha permitido demostrar la presencia del
patdbgeno en diferentes muestras bioldgicas sin manifestaciones clinicas ni
radiolégicas de neumonia, situacion que ha sido denominada como
colonizacion®. Este hecho ha revolucionado la epidemiologia de la PcP porque
estas personas podrian actuar como reservorio del microorganismo vy

transmitirlo a otros individuos susceptibles®.

La colonizacion se ha observado en distintos grupos poblacionales:

* Pacientes con la infeccidon por el virus de la inmunodeficiencia humana

(VIH)®

Pacientes con enfermedades pulmonares croénicas: se ha descrito una

prevalencia de colonizacién en torno al 40% en los casos de
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)® y del 21,5% en los

casos de fibrosis quistica (FQ) °

* EIl personal sanitario constituye otro grupo de poblacién que ha sido

motivo de estudio para la colonizacion por Pneumocystis. El primer
trabajo sobre el tema no logré detectar la presencia de P. Jirovecii en el
lavado orofaringeo de una pequefia muestra de profesionales en
contacto con pacientes con PCP'. Sin embargo, posteriormente se han
realizado diversos estudios en los que se han utilizado técnicas de

recogida como el frotis nasal, aspirado nasal y esputo inducido que han
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comprobado la existencia de colonizacion transitoria en profesionales
sanitarios, como médicos y enfermeras, que trabajaban en contacto con

sujetos con PCP®

* En mujeres embarazadas, un estudio describié una prevalencia del 15%

en un estudio de 33 gestantes en el tercer trimestre de embarazo. Esta
colonizacién se ha relacionado con alteraciones de la inmunidad celular

y humoral que tienen lugar en este periodo.’

Mecanismo de transmision

Se plantean fundamentalmente dos hipétesis: la reactivacion de un foco latente
del microorganismo en el cuerpo humano o la adquisicion reciente de la
infeccion. Actualmente los estudios abogan por la segunda opcion®.

El modo exacto de transmisiéon no ha sido del todo esclarecido, pero se
propone un modelo de transmision similar al de Mycobacterium Tuberculosis,
siendo la via aérea el vehiculo, adquiriéndose la infeccion mediante gotitas de
Pflugge que contendrian las formas tréficas del parasito?.

Como ya se ha comentado anteriormente, recientemente se ha publicado la
primera evidencia molecular de la existencia de transmision transplacentaria en

humanos'.

Diagnéstico

Ante la ausencia de un sistema de cultivo in vitro para Pneumocystis jirovecii, la
base para el diagndstico se basa en la visualizacidon del patégeno con tinciones
histoquimicas o inmunofluorescentes en diferentes muestras bioldgicas, siendo
las mas utilizadas los lavados broncoalveolares (LBA),el esputo y la biopsia
transbronquial y pulmonar®. Estos métodos son Uutiles cuando la carga de
microorganismo es relativamente alta pero es insuficiente para una deteccion
fiable cuando hay una pequefa cantidad de parasito, por lo que no son
adecuados para la deteccion del microorganismo en cuanto a la situacion de
colonizacion, para la que se requieren técnicas moleculares mas sensibles y

especificas”.
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Actualmente se considera que el diagnéstico mediante métodos basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) es mas sensible y especifico que
los métodos de tincion'?. Estas técnicas tan sensibles son capaces de detectar
muy bajas concentraciones de P. Jirovecii, que no serian detectables con las
técnicas convencionales, a partir de muestras de esputo. Actualmente se
considera que la deteccion de Pneumocystis jirovecii o su DNA en muestras
respiratorias de individuos sin sintomas ni signos de neumonia representa
colonizacion del organismo y va aumentando la evidencia que sugiere que este
grupo de sujetos podrian ser trascendentales en la transmision persona-

persona de Pneumocystis.

Pneumocystis Jirovecii en EPOC

Diversos estudios han demostrado la alta prevalencia de colonizacion por P.
Jirovecii en pacientes con enfermedades pulmonares crénicas, especialmente
en el EPOC®. La tasa de colonizacién se estima en un porcentaje que varia
entre el 16 y el 55%>°, segun las técnicas de deteccion utilizadas y el area
geografica, ya que la infeccién por este microorganismo esta aparentemente
relacionada con factores ambientales y probablemente existen zonas de alto y

bajo riesgo™.

Se ha demostrado que el cese del tabaco disminuye de manera significativa la
reduccion del FEV que presentan estos pacientes. Sin embargo, las
alteraciones que tienen lugar en el espacio aéreo no se ralentizan con el cese
del tabaco, y los procesos inflamatorios permanecen presentes en la via aérea
y en la circulacion de pacientes con EPOC. Esto sugiere que hay factores que
aumentan o mantienen el proceso inflamatorio crénico una vez que ha sido
establecido. En este sentido, la colonizacién por bacterias del tracto respiratorio
bajo o la infeccion viral latente se han implicado como cofactores que
aumentan o mantienen esta respuesta inflamatoria, acelerando la progresién

de la enfermedad.
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Calderon et al’' demostraron en su estudio que los pacientes colonizados por
el patégeno Pneumocystis tienen unos niveles de citoquinas mas elevados que
los sujetos no colonizados. Esto sugiere que P. Jirovecii puede jugar un rol
importante en la fisiopatologia y progresion de la enfermedad.

Ademas, en estudios realizados con modelos de animales, se ha demostrado
que este microorganismo es capaz de inducir, en las fases mas precoces de la
infecciéon, cambios en el surfactante pulmonar, degeneracién de neumocitos
tipo |, hipertrofia de neumocitos tipo Il, alteraciones en la permeabilidad

alveolocapilar y dafio en la difusion alveolar junto con fibrosis pulmonar®?2°.

Por otra parte, el estudio de Morris et al encontré6 una asociacion entre la
colonizacion por Pneumocystis y la gravedad de la obstruccion al flujo aéreo
independiente de la historia de habito tabaquico en pacientes con EPOC?*. El
estudio no logré6 demostrar causalidad, pero sugeria encarecidamente que la

colonizacion afecta a la progresion de la enfermedad.

Estos hallazgos sugieren que los pacientes colonizados por P. Jirovecii con
patologia pulmonar crénica concomitante podrian representar un problema de
salud publica dado que podrian actuar como un reservorio y fuente de infeccion
para otros sujetos susceptibles™.

Por todo esto, son necesarias futuras investigaciones para definir mejor la
epidemiologia y rol de este patdgeno en el curso natural de las enfermedad
cronicas pulmonares, y determinar los mecanismos exactos por los que tienen

lugar los efectos encontrados.

MICOBIOTA ORAL

Alrededor de 600 especies de bacterias y un numero aun indeterminado de
hongos conviven en la cavidad oral de los humanos®.
Al constituir una puerta de entrada al tracto aéreo y gastrointestinal, los hongos

de la cavidad oral (micobiota) tienen un papel relevante en el estado de salud®’.

17



Recientemente se ha desarrollado un cdédigo universal de DNA para la
identificacion de estos microorganismos, por lo que hasta la fecha aun no
existen demasiados estudios centrados el componente fungico de la cavidad
oral. Mientras se van desarrollando innovadoras técnicas gendmicas, las
nuevas investigaciones sobre la micobiota humana en diferentes lugares de
nuestro organismo han empezado a arrojar luz sobre la complejidad y
heterogeneidad de estas comunidades.

Ghannoun et al’®

investigaron por primera vez en el estudio realizado en 2010
la micobiota oral en sujetos sanos. Encontraron que existe una gran diversidad
de hongos que conviven en este espacio, identificando un total de 101
especies tanto cultivables como no cultivables. Los hongos no cultivables
representaron un importante porcentaje (36%) del total de identificados.

Entre las especies identificadas, Candida era la mas prevalente, siendo aislada
en el 75% de los participantes, seguida por Cladosporium (65%),
Aureobasidium y Saccharomycetales (50% cada una), Aspergillus (35%),
Fusarium (30%) y Cryptococcus (20%). El estudio también demostré que existe

una gran variabilidad interindividual.

Dupuy et al*’ encontraron que las especies del género Malasezzia (conocido
patdgeno de la piel) tenian una prevalencia muy alta en la micobiota oral. El
estudio encontr6 ademas 13 nuevas especies que no aparecian en
investigaciones previas.

El género Malasezzia también fue identificado en el esputo de sujetos con
fibrosis quistica®, sugiriendo de esta manera que la cavidad oral podria ser
una puerta de entrada para este patdgeno en el tracto respiratorio bajo

condiciones de desequilibrio del huésped.

Los hongos oportunistas de la cavidad oral interaccionan con la flora bacteriana
y el huésped para asegurar su supervivencia y desarrollo®®. Estas relaciones
consisten en uniones de tipo fisico, comunicacion mediante senales
moleculares e intercambios metabdlicos durante la adaptacion a los multiples

microambientes de la cavidad oral. Las alteraciones en el entorno del huésped
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resultan fundamentales para definir la composicion de la micobiota y en el

desarrollo de enfermedades de etiologia fungica®®.

Hasta la fecha, no existe ningun estudio que se haya centrado en investigar la
composicion de la micobiota de los pacientes con insuficiencia cardiaca.
Por todo ello, en el futuro, el rol que los miembros de la micobiota oral

desempenan en el estado de salud o enfermedad debe ser esclarecido.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La patologia pulmonar supone una causa frecuente de descompensacion
aguda de insuficiencia cardiaca cronica, y dentro de ella, las infecciones del

tracto respiratorio.

Recientes estudios relacionan la colonizacion por Pneymocystis Jirovecii con la
estimulaciéon de la inflamacién pulmonar y el aumento la hiperreactividad
bronquial*'.

Por otra parte, se ha demostrado que los pacientes con EPOC tienen una alta
tasa de colonizacion por Pneumocystis jirovecii, y que la tasa de colonizacién
se correlaciona con la severidad del EPOC, ya que la presencia de niveles
bajos de Pneumocystis jirovecii en los pulmones podrian estimular la

inflamacion pulmonar'®.

De igual manera que en pacientes con EPOC la colonizacién por P. Jirovecii se
relaciona con una mayor hiperreactividad bronquial, un aumento del grado de
obstruccion bronquial y grado de gravedad de dicha enfermedad, en este
estudio se especula acerca de la posible implicacion de dicho patégeno en la

fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca.
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MATERIAL Y METODOS

OBJETIVOS
- Objetivo principal

Determinar la colonizacion por Pneumocystis jirovecii en pacientes con

diagnéstico de insuficiencia cardiaca.
- Objetivos secundarios
Valorar si existe un cambio en la micobiota oral en los pacientes ingresados.

Valorar si la colonizacion por Pneumocystis jirovecii se relaciona con una

mayor tasa de ingresos hospitalarios en pacientes con insuficiencia cardiaca.

Valorar si la colonizacion por Pneumocystis jirovecii en pacientes con
insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion conservada se relaciona con
una mayor tasa de descompensacion de su patologia de base que en

pacientes con insuficiencia cardiaca con fraccidon de eyeccién disminuida.

METODOLOGIA

1. Diseio del estudio

Estudio transversal de prevalencia realizado entre los meses de febrero a junio
de 2016 sobre una muestra de 36 pacientes diagnosticados de insuficiencia
cardiaca del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (HCULB) frente a un

grupo de 36 sujetos sanos.
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2. Seleccion de la muestra

Se seleccionaron un numero total de 72 sujetos, 36 de ellos con diagndstico de
insuficiencia cardiaca (de los cuales 18 se encontraban ingresados en el
HCULB en el momento del estudio y 18 eran pacientes ambulatorios), y 36

sujetos sanos, distribuidos de la siguiente forma:

* 18 pacientes con Insuficiencia Cardiaca con fraccidn de eyeccion
conservada: 50% mujeres (9), 50% hombres (9)

* 18 pacientes con Insuficiencia Cardiaca con fraccidbn de eyeccion
disminuida: 50% mujeres (9), 50% hombres (9)

* 36 sujetos sanos : 50% mujeres (18), 50% hombres (18)

A los pacientes ambulatorios se les realizé una llamada telefénica previa
seleccion de las historias clinicas de la consulta especifica de IC del Servicio
de Medicina Interna del HCULB, explicando el motivo del estudio y la invitacién
a su participacion, concertando posteriormente una cita para la realizacién de
la prueba.

Los pacientes ingresados en el HCULB fueron seleccionados o bien del
servicio de Medicina Interna o bien del servicio de Cardiologia.

Finalmente, los individuos sanos fueron elegidos de los donantes voluntarios

del Banco de Sangre y Tejidos de Aragon.

CRITERIOS DE INCLUSION:

* Pacientes con cuadro clinico compatible con diagndstico de insuficiencia
cardiaca.

* Pruebas complementarias realizadas compatibles con el diagndstico de
IC:

o Ecocardiograma
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CRITERIOS DE EXCLUSION:
* Edad > de 90 afios
 Edad < de 18 afios
e VIH+
Recogidos desde el 5 de abril de 2016 hasta el 6 de mayo de 2016.
Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron informados sobre la
metodologia del estudio y aceptaron su inclusién en el mismo.

3. Variables utilizadas en el estudio

A. Datos recogidos (incluidos demograficos):

* Edad

* Género

* Ingresos hospitalarios previos (en los ultimos 5 anos)
* Historia de tabaquismo

* Antecedentes personales: historia de EPOC o asma

B. Analitica general incluyendo pro-BNP, situacion de inmunocompetencia,

cistatina, etc.

C. Ecocardiograma transtoracico: determinacién de la fraccién de eyeccion

D. Determinacién de la colonizacidn por Pneumocystis jirovecii mediante
PCR

4. Obtencidén de la muestra para su analisis

A todos los sujetos se les realiz6 un enjuague orofaringeo con 10 mL de

suero fisioldgico durante 1 minuto. Las muestras recogidas fueron conservadas
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en frio y posteriormente centrifugadas en el laboratorio a 2500 rpm durante 10
minutos a 4°C. Una vez descartado el sobrenadante se congel6 el pellet hasta
su posterior envio al Hospital Virgen del Rocio de Sevilla, donde se llevo a
cabo la identificacion de la presencia de Pneumocystis jirovenii mediante la
técnica de PCR, determinando si existia colonizacién por dicho microorganismo

en sujetos sin manifestaciones clinicas ni radioldgicas de neumonia.

Determinaciones moleculares:

-Extraccion de DNA: Después de la digestion por proteinkinasa a 56°C,
durante 4 horas, el ADN de P. jirovecii se extrae de las muestras respiratorias,
usando el Kit comercial: QIAmp DNA commercial Kit (Qiagen, Hilden,
Alemania).

-Analisis de PCR de mt LSU rRNA por PCR:

Se realizé mediante un protocolo que incluia dos rondas de amplificacion.

1. En la primera ronda de amplificacién, se utilizan los cebadores externos

pAZ102-E (5&#39;-GAT GGC TGT TTC CAA CCG CA-3 &#39;)
pAZ102-H (5&#39;-GTG TAC GTT GCA AAG TAC TC-3&#39;)

Esto produce un fragmento de 346 pares de bases (pb). La mezcla de PCR

se preparo para un volumen final de 25 pl, que incluia:

3ul del DNA extraido de cada alicuota

- 2.5 ul de NH 4 reaction Buffer 10x (Bioline),

- 0.25 pl de Taq (BioTaq DNA pol. 5U/ ul de Bioline),

- 0,5 pl de una mezcla de nucleétidos trifosfato (1uM de cada dNTP),

- 0.5 pl de cada cebador (concentracion de 20 uM cada uno)
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- 0.75 pyl de MgCl 2 50mM.

Esta ronda se realizdé en un total de 35 ciclos: desnaturalizacién (1 ciclo) a
94 °C durante 5 min, hibridacion (35 ciclos) a 92°C x 30 seg seguido a 55°C
x 30 segundos y 72° C durante 2 min y una fase de extension final a 72°C

durante 5 minutos.

2. En la segunda ronda de amplificacion se utilizaron los cebadores

internos

pAZ102-X (5&#39;-TAC GTG AAA AAATCG CAG TAG G-3 &#39;)
pAZ102-Y (5&#39;-TCA TCA CTT AAT AAT TGG GGA GC -3&#39;)

Se obtuvo un producto 260 pb. La mezcla de PCR para esta ronda se

preparo para un volumen final de 50 ul, que incluian:

5ul de ADN extraido.

- 5 ul de NH 4 reaction Buffer 10x (Bioline),

- 0.5 yl de Taq (BioTaq DNA pol. 5U/ ul de Bioline),

- 1 pl de una mezcla de nucleétidos trifosfato (1uM de cada dNTP),
- 1.2 pl de cada cebador a una concentracion de 20 uM cada uno

- 1.5 yl de MgCl 2 50mM.

Esta ronda se realizé en un total de 40 ciclos: desnaturalizacion (1 ciclo)
a 94 °C durante 5 min, hibridacion (40 ciclos) a 92°C x 30 seg; a 55°C x
30 segundos y 72° C x 2 min y fase de extension final a 72°C durante 5

minutos.

Los productos de ambas reacciones, PCR primaria y PCR anidada, se
revelaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que contenia bromuro

de etidio y las bandas se
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visualizaron mediante luz ultravioleta.

Para evitar falsos positivos debido a contaminacion, en todas las etapas se
utilizaron puntas de pipeta con filtro. La extraccion de ADN, preparacion de la
mezcla de reaccidén, amplificacion por PCR y deteccién se realizaron en
distintos recintos. Para detectar la posible contaminacién cruzada, todas las

reacciones de PCR llevaban como control negativo H,O estéril.

5. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS (version 20.0).

En primer lugar se llevd a cabo un analisis descriptivo de las variables a
estudio. Para las variables cualitativas se calcularon las frecuencias relativas y
absolutas, y para las variables cuantitativas se calcularon la media, la
desviacion estandar y el minimo y maximo.

Aplicando el test de Kolmogorov-Smirnov se determinaron aquellas variables
que no se ajustaban a la normalidad. Se establecio el nivel de significacidon
estadistica para un p valor <0.05.

Se utilizé el test de U de Mann Whitney como prueba no paramétrica para
comparar las variables cualitativas, y la T de Student como prueba paramétrica
para las variables cuantitativas.

El analisis de las variables cualitativas que se ajustaban a la normalidad fue
llevado a cabo mediante chi-cuadrado.

Mediante el coeficiente de correlacion de Spearman se analizé la asociacion
entre las variables cuantitativas. Por ultimo, el test de Kruskall-Wallis fue

utilizado para las variables cualitativas no dicotomicas.

6. Consideraciones éticas

Todos los individuos participaron de un modo voluntario tras obtenerse el
correspondiente consentimiento informado (ANEXO 1)

De acuerdo a la normativa del HCULB se utilizé el “procedimiento de solicitud y

autorizacion de estudios de investigacion en el sector I1I” (ANEXO 2)
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RESULTADOS

ESTUDIO DE LA MICROBIOTA FARINGEA: COLONIZACION POR
PNEUMOCYSTIS JIROVECII

Cuando fueron comparados los casos de IC con los controles sanos, pareados
por edad y género, unicamente se demostro la existencia de colonizaciéon de la
microbiota faringea por PJ en un paciente con IC (1,49%) y en 3 de los sujetos
sanos (4,17%).

Figura 2. Porcentaje total de colonizados por P. Jirovecii

Pneumocystis

ENo colonizado
M Colonizado

A continuacién se muestra el comparativo entre el grupo de sujetos sanos
(control) frente al grupo de pacientes con insuficiencia cardiaca (casos). La
figura 3 muestra el resultado de manera gréfica.

De estos datos se concluye que no existe una mayor colonizacién por P.

Jirocecii en pacientes con insuficiencia cardiaca (p>0,05)

Tabla 1. Chi-cuadrado para Pneumocystis

Pneumocystis Total
No colonizado | Colonizado
CONTROL 33 3 36
GRUPO CASO 35 1 36
Total 68 4 72
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Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1,059 1 , 303
Correccioén por
continuidad® 265 1 607
Razén de verosimilitudes 1,105 1 ,293
E -
§tad|stlco exacto de 614 ) 307
Fisher
Asociacion lineal por lineal 1,044 1 ,307
N de casos validos 72

a. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es

2,00.

Figura 3. Colonizacién por P. Jirovecii en pacientes con insuficiencia

cardiaca frente a sujetos sanos

Recuento

PACIENTES

404 Pneumocystis

CONTROL

GRUPO

@ No colonizado
@ colonizado

De un total de 36 pacientes incluidos en el estudio, 18 eran mujeres (50%) y 18

hombres (50%).

Del total de la muestra, 18 (50%) tenian una FE conservada y 18 (50%) una FE

deprimida.
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Ademas, 18 (50%) se encontraban ingresados en el momento del estudio y 18
(50%) eran pacientes ambulatorios.

La edad media del total de sujetos fue de 71 (x11) anos (minimo 41 y maximo
89 afios). La figura 4 muestra la distribucién de la edad, que se ajusta a la

normalidad.

Figura 4. Distribucion de la edad
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A continuacion se muestran una serie de graficos que representan el
porcentaje total de pacientes segun las variables: habito tabaquico, diagnéstico

de EPOC, asma, y clase funcional.

Figura 5. Distribucion segun la frecuencia de fumadores

104 Fumador
Fumador CINo
BNo W si
Bsi D Ex fumador
[DJex fumador 8

Recuento

o

No Si
Ingreso en los ultimos 3 meses
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Figura 6. Distribucion segun la frecuencia de EPOC
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Figura 7. Distribucion segun la frecuencia de asma
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Figura 8. Distribucion de la frecuencia segun la clase funcional
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ESTUDIO DEL PEPTIDO NT-proBNP

Comparando el valor del NT-proBNP con las variables ingreso actual, FE y

género se encontraron los siguientes resultados:

En los sujetos ingresados, la media del NT-proBNP fue de 5006,34
pg/ml. En los sujetos no ingresados la media se situé en 2032,27pg/ml.
Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(p>0.05) (ver tabla 2), por lo que se concluye que el valor del péptido
natriurético no variaba en funcién de la situacién hospitalaria de los

sujetos.

Los pacientes con una FE conservada presentaban una media de
2292,36 pg/ml, mientras que en los pacientes con FE deprimida la media
fue de 59455 pg/ml. Estas diferencias si fueron estadisticamente
significativas (p<0.05) (ver tabla 3) lo que indicaba que los pacientes
con FE deprimida tenian valores de NT-proBNP superiores a aquellos

que conservaban su FE.

Comparado por género, la media del NT-proBNP en las mujeres fue de

5742,13 pg/ml, mientras que los varones tuvieron una media de 2483,77
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pg/ml. Las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p>0.05)
(ver tabla 4), por lo que el péptido natriurético no se relacioné con el
género de los pacientes.

A continuacion se muestran los resultados de manera grafica.

Tabla 2. Test de U de Mann Whitney para el ingreso

Estadisticos de contraste®

NT-proBNP
U de Mann-Whitney 107,000
W de Wilcoxon 227,000
Z -1,012
Sig. asintot. (bilateral) 311
Slg. exacta [2*(Sig. 325P
unilateral)]

a. Variable de agrupacién: Ingreso en los ultimos 3 meses

Figura 9. Diferencias entre las concentraciones del NT-proBNP en
pacientes ingresados y no ingresados
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Tabla 3. Test de U de Mann-Whitney para la FE

Estadisticos de contraste®
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NT-proBNP
U de Mann-Whitney 73,000
W de Wilcoxon 226,000
Z -2,269
Sig. asintot. (bilateral) ,023
Slg. exacta [2*(Sig. 023"
unilateral)]

a. Variable de agrupacion: FE

Figura 10. Diferencias entre las concentraciones del NT-proBNP en
pacientes con FE conservada y pacientes con FE deprimida
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Tabla 4. Test de U de Mann-Whitney para el género

Estadisticos de contraste®

NT-proBNP
U de Mann-Whitney 87,000
W de Wilcoxon 240,000
7 -1,765
Sig. asintot. (bilateral) ,078
Slg. exacta [2*(Sig. 081°
unilateral)]
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a. Variable de agrupacion: Género

Figura 11. Diferencias entre las concentraciones del NT-proBNP en
hombres y mujeres.
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EVALUAQI()N DE LOS PACIENTES SEGUN EL NUMERO DE INGRESOS
EN LOS ULTIMOS 5 ANOS

Comparando el numero de ingresos en los ultimos 5 afos con las variables NT-

proBNP, género, edad y FE se encontraron los siguientes resultados:

El niumero de ingresos previos y el valor del NT-proBNP estaban

inversamente relacionados (coeficiente de correlacion = -0.417)

(p<0.05). Esto indica que los pacientes ¢

* on un mayor numero de ingresos previos presentaban concentraciones
inferiores de péptido natriurético (ver tabla 5)

* EI numero de ingresos y la edad no guardaron relacion estadistica
(p>0.05) (ver tabla 6)

* No existieron diferencias significativas en el numero de ingresos en

funcion del género de los pacientes (p>0.05) (ver tabla 7).
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No existieron diferencias significativas en el numero de ingresos en
funcién de la FE (p>0.05) (ver tabla 8)

Tabla 5. Coeficiente de correlacién de Spearman para NT-proBNP

Correlaciones

N°ingresos | NT-proBNP
ultimos 5 afos

N® ingresos dlfimos 5 Coeficiente de correlacion 1,000 417
- Sig. (bilateral) . ,016

anos
N 36 33
Rho de Spearman Coeficiente de correlacion - 417 1,000
NT-proBNP Sig. (bilateral) ,016 .
N 33 33

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
Tabla 6. Coeficiente de correlaciéon de Spearman para la edad
Correlaciones
N° ingresos Edad
ultimos 5 afos

N° ingresos dltimos 5 Coeficilente de correlacién 1,000 ,108
P Sig. (bilateral) . ,530
N 36 36
Rho de Spearman Coeficiente de correlacion ,108 1,000
Edad Sig. (bilateral) ,530 .
N 36 36

Tabla 7. Test de U de Mann-Whitney para el género

Estadisticos de contraste®

N° ingresos

ultimos 5 afos
U de Mann-Whitney 159,000
W de Wilcoxon 330,000
Z -,102
Sig. asintot. (bilateral) ,919
Slg. exacta [2*(Sig. 938
unilateral)]
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a. Variable de agrupacién: Género

Tabla 8. Test de U de Mann-Whitney para la FEVI

Estadisticos de contraste®

N° ingresos

ultimos 5 anos

Z

U de Mann-Whitney
W de Wilcoxon

Sig. asintot. (bilateral)
Sig. exacta [2*(Sig.
unilateral)]

147,000
318,000
-,511
,610

650°

a. Variable de agrupacion: FEVI

EVALUACION DE LOS PACIENTES SEGUN LA EDAD

Comparando la edad de los sujetos con la FE, se observaba que los pacientes

de edades mas avanzadas tenian mayor prevalencia de IC con FE conservada,

mientras que los pacientes mas jévenes tenian mayor prevalencia de IC con FE

deprimida, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

(ver tabla 9). La figura 11 muestra los resultados graficamente.

Tabla 9. T de Student para la FE

Estadisticos de grupo

FEVI N Media Desviacion tip. Error tip. de la
media
Edad Conservada 18 75,83 10,934 2,577
Reducida 18 66,39 9,475 2,233
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Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la
igualdad de varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de conﬁanza
Sig. Diferencia de | Error tip. de para la diferencia
F Sig. t gl (bilateral) medias la diferencia Inferior Superior
Edad Se han asumido ,095 ,760 2,769 34 ,009 9,444 3,410 2,514 16,375
varianzas iguales
No se han asumido 2,769 | 33,326 ,009 9,444 3,410 2,509 16,380
varianzas iguales

Figura 12. Relaciéon entre la edad de los pacientes y la existencia de IC
con FE conservada y FE reducida

90
85— |
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657

1

504

T T
Conservada Reducida

FEVI

ESTUDIO DE LOS PACIENTES CON IC SEGUN INGRESO

Comparando la FE de los pacientes ingresados frente a los ambulatorios,

encontramos que no existian diferencias significativas entre ambos grupos.
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Tabla 10. Chi-cuadrado para la FE

Valor gl Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 4,000? ,046
Correccioén por
continuidad® 2,778 096
Razén de verosimilitudes 4,078 ,043
E.StadIStICO exacto de 094 047
Fisher
Asociacion lineal por lineal 3,889 ,049
N de casos validos 36

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 9,00.

Figura 13. Relaciéon entre la FEVI y la situacion hospitalaria de los

pacientes
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DISCUSION

1. Aplicabilidad de la metodologia usada

La técnica de lavado orofaringeo constituye un método no invasivo, de facil
obtencion, que ha demostrado ser comparable al esputo inducido o al lavado
broncoalveolar para la deteccion de la colonizacién por P. Jirovecii. Al ser un
procedimiento sencillo resulta mas comodo para los participantes,
especialmente para los pacientes ingresados que podrian tener dificultades o
contraindicaciones para la realizacion de técnicas de tipo invasivo.

Para la deteccion de la colonizacion del microorganismo se realizé una técnica
molecular basada en la PCR, que ha demostrado ser una opcién fiable y
eficaz* dada su mayor sensibilidad y especificidad frente a los métodos de
tincién utilizados clasicamente®?4344,

El Hospital Virgen del Rocio de Sevilla ha desarrollado un protocolo de
realizacion de dicha técnica que utiliza desde hace anos por lo que consta de

una adecuada validez.

A pesar de la adecuada metodologia y disefo, el estudio presenta una serie de
limitaciones.

En primer lugar, el reducido tamafio de la muestra (n=72) dificulta la
extrapolacion de los resultados a la poblacion general dada su menor precision.
Con un tamafio de muestra mayor aumentaria la probabilidad de encontrar
diferencias significativas entre ambos grupos y por tanto la potencia del estudio
a la hora de realizar el contraste de hipoétesis.

Por otro lado, el tiempo disponible para la realizacion del estudio es muy
limitado (2 meses). Con un periodo mas amplio podria haberse recogido un
tamafno de muestra mayor y haber realizado otra serie de pruebas que

apoyarian la hipoétesis principal del estudio.
La realizacién de una espirometria y posterior prueba broncodilatadora (o de

una prueba de provocacién bronquial en el caso de una espirometria normal)

hubiera permitido estudiar a aquellos sujetos con hiperreactividad bronquial e
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insuficiencia cardiaca que bien podrian estar colonizados por P. Jirovecii. Sin
embargo, por razones obvias metodoldgicas, no hemos podido completar el

estudio en lo referente a este elemento de la practica clinica diaria.

En este aspecto, nos permitimos especular que en el caso de que el estudio
hubiera demostrado una mayor prevalencia del patégeno en los pacientes con
insuficiencia cardiaca, se implicarian un nuevo abanico de posibilidades para
explicar los mecanismos fisiopatolégicos subyacentes de la enfermedad. Como
se ha expuesto previamente, estudios recientes han demostrado que P.
Jirovecii es capaz de provocar alteraciones en el endotelio vascular pulmonar
de los sujetos infectados que conllevan una remodelacién y aumento de las
resistencias, provocando en Ultima instancia hipertension pulmonar?®.

La implicacion de Pneumocystis en la insuficiencia cardiaca podria explicar la
disfuncion endotelial que actualmente es considerada un mecanismo clave en
el desarrollo de las alteraciones que afectan al miocardio, pero cuyos

mecanismos subyacentes a dia de hoy no estan del todo esclarecidos.

2. Impacto del estudio

La no implicacion de Pneumocystis Jirovecii en la insuficiencia cardiaca

conlleva un impacto en el conocimiento de esta patologia.

A diferencia de los estudios realizados en otros hospitales '°31:32 4548, 49, 50

parece que los pacientes ingresados en el HCULB no tienen a P. Jirovenii
como patdégeno habitual en su micobiota oral y por tanto, no actuan como
reservorio.

Una de las posibles explicaciones para este hallazgo radica en el hecho de que
existen variaciones en cuanto a la prevalencia del microorganismo segun el
area geografica, describiéndose asi regiones de alto y bajo riesgo. Asimismo,
se han descrito zonas de mayor prevalencia en funcidén de las condiciones

climatolégicas (P. Jirovecii aumenta su presencia en los paises del sur de
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Europa y durante los meses mas calidos®) e incluso a lo largo de las

estaciones del afno.

En seres humanos existe un numero reducido de estudios que hayan
investigado la presencia de Pneumocystis jirovecii en la poblacién sana, y los
resultados son controvertidos®?.

El estudio mas reciente es el realizado por Medrano et al'®,que identifico DNA
del patogeno en el 20% de los lavados orofaringeos de una muestra de 50
sujetos sanos. Esto contrasta con los resultados obtenidos en estudios
anteriores, que no lograron aislar P. Jirovecii en las muestras de los individuos

sanos®?.

Sorprendentemente, nuestro estudié aislé6 DNA de P.Jirovecii en las muestras
de 3 sujetos sanos procedentes del Banco de Sangre y Tejidos de Aragén. Las
caracteristicas de los sujetos colonizados eran las siguientes: dos de ellos eran
varones de 63 y 64 afos respectivamente, y el restante era una mujer de 34
afos. Todos eran ex fumadores.

Estos hallazgos constituyen un nuevo interrogante acerca de la epidemiologia
de P. Jirovecii, que tradicionalmente se ha relacionado con individuos
inmunocomprometidos o con patologia respiratoria de base, y apoyarian la
hipotesis de que la poblacion general puede ser reservorio y fuente de

infeccidn del patégeno.

Diversos estudios han demostrado que la poblacién infantil tiene una alta
prevalencia de colonizacibn por Pneumocystis, pero ésta disminuye
drasticamente al aumentar la edad de los sujetos®'*.

Por tanto, seria necesario esclarecer el mecanismo por el cual se adquiere el
microorganismo y determinar si efectivamente la poblacién general sana

constituye un reservorio para el mismo.
Por todo esto se necesitan mas estudios que establezcan la prevalencia de la

colonizacion por P. Jirovecii en la poblacién general, y sus implicaciones

epidemiologicas.
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3. Utilidad del estudio

Podemos afirmar que, a diferencia de lo que sucede en la EPOC -donde si se
ha demostrado la importancia de la colonizacién por P. Jirovecii- los pacientes
con insuficiencia cardiaca no tienen una mayor prevalencia de Pneumocystis

frente a la poblacion sana.

Los estudios centrados en la presencia de Pneumocystis en pacientes
diagnosticados de EPOC sugieren que el microorganismo juega un papel
importante en la perpetuacion del estado de inflamacion crénica asi como en la
progresion de la enfermedad®®>*. Por otra parte, también se ha demostrado
una mayor presencia de Pneumocystis en otros tipos de enfermedades
pulmonares crénicas (como la fibrosis quistica, las enfermedades intersticiales
pulmonares o incluso el cancer de pulmén®). Después de los resultados de
este estudio deberiamos preguntarnos si la respuesta inflamatoria celular de
los pacientes con IC es tan diferente a la que presentan los pacientes EPOC o
si esta Ultima viene condicionada por los diferentes tratamientos

antiinflamatorios a los que se someten.

La hospitalizacién por descompensacion de la IC continlia siendo un proceso
frecuente tanto en pacientes con disfuncion sistélica como en aquellos con
FEVI conservada, y las infecciones respiratorias constituyen una de las causas
mas frecuentes de esta descompensacién. Es por ello que una mayor
comprension acerca de la microbiota oral de los pacientes con insuficiencia
cardiaca es necesaria, pues podria arrojar luz sobre los patégenos presentes
en la flora oral que podrian jugar un papel en las agudizaciones de la IC.

A pesar de que las bacterias constituyen los principales agentes responsables
de estas infecciones, otros patégenos —como el hongo Pneumocystis- podrian

colonizar el tracto respiratorio de estos pacientes.
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4. Consideraciones finales

El presente estudio demuestra la ausencia de relacidén entre la colonizacién por
el patégeno Pneumocystis Jirovecii 'y la insuficiencia cardiaca,
independientemente de la clase funcional, el género, si el paciente ha sido
hospitalizado o no en los ultimos tres meses, el numero de ingresos y la

fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo.

A pesar de ello —y teniendo en cuenta las limitaciones del estudio- seria
conveniente realizar nuevas y mas amplias investigaciones que utilizaran un
tamafno muestral mayor, y que permitieran determinar si los pacientes con
insuficiencia cardiaca tienen una mayor hiperreactividad bronquial y si ésta se
asocia a la presencia de Pneumocystis. Otra posibilidad seria el llevar a cabo
estudios prospectivos de seguimiento desde la infancia hasta la edad adulta en
aquellos sujetos en los que la colonizacién por PJ fuera diagnosticada a una

edad temprana.
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CONCLUSIONES

Principales

* Pneumocystis Jirovecii no esta presente en la microbiota orofaringea de
los pacientes con insuficiencia cardiaca.

* Pneumocystis Jirovecii no incrementa su presencia en los pacientes que
han permanecido ingresados en el HCULB respecto a los pacientes

extrahospitalarios.

Secundarias

* La poblacion sana tiene una prevalencia de colonizacion por
Pneumocystis Jirovecii que debe ser mas ampliamente estudiada.

* EI péptido natriurético NT-proBNP esta relacionado con la fraccion de
eyeccidn del ventriculo izquierdo: cuanto mas deteriorada se encuentra
esta funcion, mayores son los valores del NT-proBNP.

e El valor del NT-proBNP se encuentra inversamente relacionado con el
numero de ingresos previos del paciente, aunque el nivel asociacién es
bajo.

* Los pacientes con IC con fraccion de eyeccidn preservada tienen
edades mas avanzadas que los pacientes con IC con fraccién de

eyeccion deprimida
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ANEXO 1. Consentimiento informado

DATOS DEL PACIENTE:
S Iu d 1" Apellido:

—-‘SCFV\C\O aragonés
de salud

2° Apellido:
HOSPITAL CLINICO
UNIVERSITARIO
“LOZANO BLESA” Nombre n® Historia
Avda. San Juan Bosco, 15 Fecha Cama: Servicio

50009-ZARAGOZA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA REALIZACION DE
ESTUDIO DE PREVALENCIA DE PNEUMOCYSTIS JIROVENII EN
UNA COHORTE DE PACIENTES CON INSUFICIENCIA CARDIACA

Solicitamos su consentimiento para:

1. Realizar estudio de la prevalencia de un hongo (Pneumocystis Jirovenii) en
muestras bioldgicas de saliva cuya finalidad es determinar si es usted
portador/a de dicho microorganismo.

2. Dichas pruebas seran realizadas en el laboratorio del Hospital Virgen del Camino
de Sevilla.

3. Unicamente el personal sanitario debidamente autorizado por el Hospital Clinico
Universitario “Lozano Blesa” podra acceder a sus datos personales y a los
resultados del estudio que se le han realizado, segun la Ley de Proteccién de
Datos vigente.

4. Los resultados obtenidos podrian ser relevantes para el conocimiento de
algunos de los mecanismos basicos implicados en la génesis de la insuficiencia
cardiaca.

5. Una vez finalizados los andlisis solicitados, los datos obtenidos y las muestras
excedentes se guardaran en Hospital Clinico Lozano Blesa por el interés que
pueden tener para satisfacer futuras necesidades asistenciales suyas.

. declaro que
(paciente/ progenitor del paciente/ custodio legal del paciente, nombre y
apellidos)

he sido informado de que soy voluntario para participar en el estudio, y por
tanto, otorgo el siguiente consentimiento para realizar dichas pruebas y
enviarlas al laboratorio mencionado por para completar el proceso diagndstico.
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CONSENTIMIENTO

............ manifiesta que ha recibido informacién suficiente y en términos
compresibles para tomar la decision, de acuerdo con su propia y libre voluntad y
presta su consentimiento y autorizacion a la practica del procedimiento o
intervencion resefiada.

Nombre, apellidos y n° colegiado del médico que informa:

En Zaragoza a....... de de..coovnnnnnn.
Firma del Médico
Firma del paciente o
representante legal
En caso de incapacidad del paciente (razonar
la incapacidad)

DENEGACION DE CONSENTIMIENTO

5 T
................. decido no dar mi consentimiento para que se efectle el procedimiento
o la intervencién resefiada.

Me han sido explicadas, entiendo y asume las repercusiones que esta decisidn
pudiera ocasionar sobre la evolucién del proceso.

En Zaragoza a........ de i (o [
Firma del paciente o representante legal
En caso de incapacidad del paciente (razonar la incapacidad)

REVOCACION

............ , retiro mi consentimiento prestado anteriormente, sin que sea necesario
aducir justificacion alguna.

En Zaragoza a ...... de i o [
Firma del paciente o representante legal
En caso de incapacidad del paciente (razonar la incapacidad)
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ANEXO 2. Procedimiento de solicitud y autorizacion de estudios de
investigacion en el sector Il

nz= GOBIERNO salud

m DE AWON atviZln aragnnab:

=" B EErIn

Drepertamentt ce Sandmt,
___ HemeewSedalyRamda
Nombre del solicitante: Categoria profesional:
FARA RARBE MEUING CRSALLD ESTUDANTE IMEDIONA
Direccidn: PASRE eyas a0L wivdwad Teléfono: E-mait: T
i M 24 berA EY IV e 26 cane (32 gmadt o
“: Tutor del proyecto: Institucién responsahble: T
. MIGUEL AN GCL TCURALRA ALl UASVREISIDAD 2 ARAGTHE
Tipo de proyecto: : o
U] Tesis dactaral [ Tesina (] Proyecto FIS o similar
d Comunicacidn L ITrabajo de campo [Jotro _

Resumen: [Méximo 300 paiabias)

1.-Justificacion: Leodiiovon aa bradoyp o i oe grask (TTE) ok o Focwd kegy

& Medinng oe o Univesi clod a, Zarcgona

2.- Objetivos: defiminec fa cotoniran e _
] cotenianay o Poennc oy she JNRNDE an pacce

dL‘CﬁC}fDi‘h codin-, ots N1 3 Cf 4 Y
4 ‘*ﬁoeﬂf-‘& COf Qo ] L LTl -
4 con ' AZELON cda e:?.c an e JY=Ipas oY y

redyun 7 y
g frre o to. poklaaen  seno

3.- Metodologia:

- Recogoda e ipa
Y el o lawong atfuigeo g 40 ot v b cornaley,

e ’ y OlrQuon o, Pof e Coborn bONg  gu Medting
vrgea el @ony
per pﬂcumo%ﬂ\y

CAnaECery
thitrng des Hospi Lad

e lewtia S
P ALRAOE & ag o e TG o ro s

. colon oo o
PAKLLTS da resyt Foglos.
4.- Aspectas éticos:

Mo easitn aspectoer ghims QUL il far

S.- Conflicto de intereses:

& dectora fe quutroe o wnfltko g phrcies

Recursos solicitados:
[X Revision de historias clinicas K Uso di bases de dates LApticacion de encuestas
il *Rea_lizacién de pruebas diag_nésticas ] *Aplicacion de tratamlentos O*Otras:

*Describir ef oo de prusbas dizgndsticas, rataniiento a LINZar © & Si Los0 cusiquier ulro recurse solicitade.

OF.A2A1 2V Coaticilnrl du Busarizanidn Aara raslrar ack 1nine Ao imiraetiasrAn ar al Qarcas ITT Do, 6



e GOBIERNO
S5 GORERND salud

PEETINN
Copzi bairrea ez Sanidad, i 3¢ Sala
ay wszar Sodel y Famila

Duracion y cmnogramaA de actividades:

El pruyecto tendiol une duroue o 3 imeses (Postofuin at. 70(k)
CAONOCARTA  BE AMTrvieAleS
4. Selecibn du casos
Z. flewoqids-eu ruealras » mnqemu‘rﬁ
3. envio o fakaatove ga M- Viger ds fleas g Soulis p'a.rﬂ exbracuw ol hvd y

ollaue e Lo Fer

U pna oy de rerad oo

& floenranat | dufenia ca (o befine
€. Puisloiaoa

E Analisis de costes: {Especificar Ios costes denvadaes de fs reahyacian del prayecta)

Bl provente esheidio vp denvara’ cosie odg o pue & Heplo) ecmanomin @ win
#Ubas 4o qu(cn Pu(a [en Reegr oo asd | oweds cru/&;f_.-;_,-aq El Hansporfc ole Lo

MuelS w paran o krares su fordor cbSPIics en lo Unvers dod e Rer agor

Firma del Solicitante: Firma del Tutor: <~ >

' /’ﬁ/ £ 4 Tealle
‘ Fdo: i _’%M s |

Lugar y Fecha

En Zaraa 3 (S go abal go <0M6

VRl il 72V Callaikas dn Actastassn narm realizar achidiac de InvaelmaslAn an al Qarkar TIT DAn 4
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SECTOR ZARAGOZA II1

PE-03_23(X)
PROCEDIMIENTQ PARA LA SOLICITUD ¥ Revisién: A

—serwclo aragonés AUTORIZACION DE ESTUDIOS DE Pigina9 de 9
de valud , INVESTIGACION

GOBERND salud

Bl e, 401
Cogom oviramlts b Sl Suribomtns e am

ACUERDO DE CONFIDENCIALIDAD Y DE FINALIDAD DE USO
EN ESTUDIOS DE INVESTIGACION

C,/04s: eon DN do=iel lade an, dapandlarta da |a instituelér, een
ttulo de pravectn ., 95UM=2 qua ests sujeto =l cebe- de secrets con raAspecto a los damos
b |25 cua tengs Accasa y, par tante, wstard oblloada & no repredudr, medificar. “acer
punllea » divulgat a jerceros a Informacion a 1a gue pueda teaer coapgimienic con mebivg ce
2 replizacién de Jn prevacto ca InvestiQacion dants dM Sectdr Zerageze IIZ, Seolo zedren
divulgarse, eh Medies y <o ‘Ines exclusivamentd clentiflcas 1os resuitadas darvados e los
obletlvos proglos de la Investigacién, sunque siempre osegurance cus nc existe posivillded
alquna, blen di~ecta o irdirectamente. de identiflzar perscralmente a los pacientes

€ solcitanta 50 recenoed son capacidad para ovligarse 3 cump'ir 4l presenta 4Aduérdo ©o
Conndancialikdad vy Mo  O-voigacidn de  Informacion & basa & ias  skquisntes
ESTIPULACIONES:

Primere.- € solicitante Oniceaments podrs utlizar |= Informacliar para fInes llcades 2 =
realizaciar del proyecio de invewticacier, compromatiandose a maqtenar la Més esticta
corfidanclalidad du |a Infas=1=cidn, a0n despuds dea a censiustdn ce dicho proyacto.

Segunde.- Qua, ce cenformided eon |o astab’edds en 3 Ley 4172002, el accaso a la Historla
Clinler con fines de invastigasién oblige a prazarvar laz datas de Identificaclan persarel de
paclents, separedas de los ds cardcher dinlce-asistencial, de mene~a qus Junds psegurado »i
ansn marts, salvo quée & proplo packents hay? dade su CONEANT-MIMNTS SATA Mo SHPALATIOS,

Tarcara.- Er zaxo da qLa [a Infermasién rasulbs ravaleda o d‘"ulgada por munlqular medls
(Mprese, graflon, elest-dnics, et} por sl sollutania, de uzlquier foma otinta de objets
da asta Acusrde, ye sas da zandcrer dolcsa 5 por mara negligsncla, sard responsable de
azclanes clviles & s2nales en su contra emprendldas por |l autcridad corespordlente.
Cuarta.- E solkitante s obliga 2 dsvelyer Iz Infermaciorn en ¢uaquler maments en =l
wepuesto gue wx-stlew un cese de k relacien entres embas portes par cra'guer malive.

Quinta.~ El gresente Acuerdp entrard en v-gor en el momento deé [a Arma par amaas patas,
exturdiindoss 3u vigenzia de forrma Irdeflnida.

En Zaragoza 3 S ce obef e JOIF

Firmea dal Sel-cita«te

Fdo:

Foos sz v e L

PE-03_Z3(X) Procedimiento de soliutud v aulorizacion previa para inidar estudios de [nvestigaddn

Salo la versitn accesible en la INTRANET del Sector |1l €3 un ORIGINAL VIGENTE. Gualquier otro ejempler. constituye una COPIA NQ CONTRCLADA
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ANEXO 3. Ficha para casos y ficha para sujetos sanos

FICHA CASOS

Apellidos, Nombre:
Género:

NHC:

Edad:
Antecedentes

o EPOC:
o Asma:

o Fumador:
FEVI (%):
Clase funcional:
Numero de ingresos en los Ultimos 5 afos:
pro-BNT:

Insuficiencia cardiaca con FE preservada

Insuficiencia cardiaca con FE deprimida

TIf contacto

FICHA SANOS

Género:
Edad:

Antecedentes

o EPOC:
o Asma:

o Fumador:

TIf contacto
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