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RESUMEN

La infeccidn bronquial desempefia un papel fundamental en la fisiopatologia y progresiéon
de las bronquiectasias. Los avances en las técnicas moleculares independientes del cultivo
han mejorado nuestra comprensién de este proceso.

Esta tesis presenta el proyecto Bronchi-Omics que tiene como objetivo caracterizar el
bacterioma y micobioma en pacientes con bronquiectasias, explorando posibles las
asociaciones con la etiologia de la enfermedad, resultados clinicos, patrones inflamatorios

y remodelado bronquial, asi como su impacto en la evolucién de la enfermedad.

Para llevarlo a cabo se ha realizado un estudio multicéntrico y prospectivo en el que han
participado nueve hospitales espafioles y se han involucrado a 153 pacientes con
bronquiectasias. Se recogieron muestras de esputo y sangre y se llevo a cabo el analisis del
microbioma utilizando tecnologia de secuenciacién de nueva generacién, dirigida a las
regiones 16S rRNA bacteriana y ITS fungica. Se evaluaron marcadores inflamatorios y de

remodelado bronquial, asi como de inflamacién sistémica.

Los principales resultados del estudio revelaron que la composicién del microbioma
respiratorio en pacientes con bronquiectasias varia segun la etiologia de la enfermedad y

estd estrechamente relacionada con la gravedad clinica y los patrones inflamatorios.

En cuanto a los géneros dominantes, Pseudomonas y Haemophilus, ambos vinculados a una
baja diversidad microbiana, mostraron asociaciones clinicas opuestas. Mientras que la
dominancia de Pseudomonas se correlacioné con una mayor gravedad de la enfermedad y
con una evolucién menos favorable en el tiempo, Haemophilus se asocidé con resultados
clinicos mds favorables, a pesar de su relacién con un aumento en la inflamacion y el
remodelado bronquial. Por otro lado, el predominio de Streptococcus se relacioné con una
alta diversidad microbiana y mejores resultados clinicos, con menor inflamacion. A nivel
fungico, el equilibrio entre Ascomycota y Basidiomycota también influyo en la estabilidad
del microbioma. También se observd que las medidas de distanciamiento social durante la
pandemia de COVID-19 podrian haber afectado la diversidad del microbioma en los

pacientes.

Estos hallazgos sugieren que tanto el bacterioma como el micobioma desempefian un papel

crucial en la evolucidn clinica de las bronquiectasias. Como tal, el microbioma puede ser una
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herramienta valiosa para la estratificacion de los pacientes y su andlisis se podria integrar

en estrategias de abordaje personalizado para las bronquiectasias.

18



ABSTRACT

Bronchial infection plays a crucial role in the pathophysiology and progression of
bronchiectasis. Advances in culture-independent molecular techniques have enhanced our
understanding of this process. This thesis presents the Bronchi-Omics project, which aims
to characterize the bacteriome and mycobiome in patients with bronchiectasis, exploring
potential associations with disease aetiology, clinical outcomes, inflammatory patterns,

bronchial remodelling, and their impact on disease progression.

A multicentre, prospective study was conducted across nine hospitals in Spain, involving
153 patients with bronchiectasis. Sputum and blood samples were collected, and
microbiome analysis was performed using next-generation sequencing technologies,
targeting bacterial 16S rRNA regions and fungal ITS regions. Inflammatory and bronchial

remodelling markers, as well as systemic inflammation markers, were assessed.

The main findings revealed that the composition of the respiratory microbiome in
bronchiectasis patients varies according to the disease aetiology and is closely related to
clinical severity and inflammatory patterns. Regarding dominant genera, Pseudomonas and
Haemophilus, both linked to low microbial diversity, showed contrasting clinical
associations. While Pseudomonas dominance correlated with greater disease severity and
poorer longitudinal outcomes, Haemophilus was associated with more favourable clinical
outcomes, despite its link to increased inflammation and bronchial remodelling. Conversely,
Streptococcus dominance was associated with high microbial diversity and better clinical
outcomes, with lower inflammation. On the fungal level, the balance between Ascomycota
and Basidiomycota also influenced microbiome stability. Additionally, social isolation
measures during the COVID-19 pandemic were observed to potentially influence

microbiome diversity in these patients.

These findings suggest that both the bacteriome and mycobiome play a crucial role in the
clinical evolution of bronchiectasis and underscore the importance of microbiome profiling
in patient stratification and the potential for microbiome-based interventions in disease

management.
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1. INTRODUCCION

Las bronquiectasias (BQ) no debidas a fibrosis quistica (FQ) son una enfermedad pulmonar
crénica caracterizada por la dilatacién permanente de los bronquios que puede producirse
por diferentes causas. Son consecuencia de un circulo vicioso que produce destruccién
progresiva del parénquima que comprende la alteracidon del aclaramiento mucociliar, la
inflamacidn, la infeccidén y la reparacion de la via aérea, con diferencias segun la etiologia
especifica que desencadena la alteracion inicial (1,2). El dafio del sistema mucociliar dificulta
la eliminacion de las secreciones y facilita el crecimiento bacteriano, con consecuente
infeccién e inflamacién bronquial, responsables del dafio estructural bronquial y de la
perpetuacién del circulo vicioso patogénico. Clinicamente suelen aparecer con tos crénica,
expectoracion y disnea (3), asi como con exacerbaciones recurrentes de perfil infeccioso
caracterizadas por sintomas de fiebre, expectoracion mucopurulenta y disnea progresiva
gue se asocian con un empeoramiento de la calidad del vida y mayor morbilidad vy
mortalidad (4). La infeccidn de las vias respiratorias, tanto aguda como crénica, desempeiia
un papel central en la fisiopatologia de las BQ, en la progresiéon de la enfermedad y
consecuentemente en la calidad de vida del paciente. Por lo tanto, el estudio del
microbioma bronquial mediante técnicas de gendmica puede contribuir a una mejor

comprensién de la relacidn entre la microbiota bronquial y las BQ.

1.1. Breves apuntes historicos

Nos remontamos a hace mas de dos siglos, cuando Laénnec describe por primera vez, en
1819, un paciente con BQ. Segun él, se trataba de una “...afeccion de los bronquios siempre
producida por un catarro crénico, o por alguna otra enfermedad que produzca largos,
violentos y repetidos golpes de tos” (5). A lo largo del tiempo se han ido describiendo con
mas detalles las caracteristicas de esta enfermedad, y algunos hitos han marcado su

historia:

- En 1901, se realiza la primera reseccion quirurgica con éxito en un paciente con BQ (6);
- En 1922, Jean Athanase Sicard introduce la técnica de la broncografia con contraste lo
gue supuso un enorme avance en la identificacion de las BQ, por aquel entonces una

enfermedad mortal;
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- En 1950, Reid propone la primera clasificacion de las BQ en tres tipos: cilindricas,
varicosas y quisticas, tras comparar los hallazgos broncograficos con las muestras

histoldgicas, clasificacion que aun seguimos utilizando a dia de hoy (7).

Desde entonces, la situacion ha cambiado considerablemente. La alta mortalidad que
caracterizaba a las BQ hace un siglo, con formas quisticas extensas y hemoptisis severas —
probablemente relacionadas con enfermedades endémicas como la tuberculosis pulmonar
— ha dado paso a un panorama mds esperanzador. Los progresos en el campo médico han
contribuido a una mejoria significativa en la severidad y el pronédstico de la enfermedad. Las
formas menos graves de BQ son ahora mds prevalentes, y la mortalidad se ha reducido
considerablemente. Por un lado, la disponibilidad de técnicas de diagndstico mas precisas,
como la tomografia computarizada de alta resolucién (TCAR), facilita la deteccidon temprana
de la enfermedad, permitiendo iniciar el tratamiento de forma oportuna. Por otro, el
desarrollo de vacunas y antimicrobianos, y la incorporacion de otros tratamientos, como la
fisioterapia respiratoria han logrado un control mas eficaz de las infecciones pulmonares,
una de las principales causas de las BQ y han contribuido a mejorar la calidad de vida de los
pacientes con BQ. Los avances en la investigacidn han permitido comprender mejor las
causas y mecanismos fisiopatoldgicos de las BQ, lo que ha abierto nuevas posibilidades para
el desarrollo de tratamientos mds especificos y eficaces (8).

A pesar de todo, aln queda mucho camino por recorrer en la lucha contra las BQ. La
investigacidon continla buscando nuevas estrategias para prevenir la progresiéon de la

enfermedad, mejorar la funciéon pulmonar y la calidad de vida de los pacientes.

1.2. Definicion y Fisiopatologia

En definitiva, las BQ son una alteracién de la anatomia bronquial, acompafiada de unos
cambios histoldgicos concretos. Macroscépicamente se caracterizan por dilataciones
anormales e irreversibles de los bronquios (7). Se sabe que después de un episodio
infeccioso o inflamatorio bronquial, sobre todo en nifios (9), se han observado en ocasiones
dilataciones bronquiales que pueden persistir hasta 3 o 4 meses y posteriormente
desaparecer (10). Como tal, el diagndstico de BQ debe confirmarse transcurridos 6 meses
tras la resolucién definitiva de la infeccidon. Segun la morfologia de la dilatacién bronquial,

las BQ se clasifican como:
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v' Cilindricas, si la dilatacion bronquial es homogénea,

v’ Varicosas, si la dilatacién es irregular,

v" Quisticas, si la dilatacién bronquial es sacular.

Histoldégicamente: los hallazgos son variados, desde cambios minimos hasta inflamacién
aguda y crénica, acompafiados frecuentemente de signos de fibrosis. A nivel de la luz
bronquial, es caracteristica la presencia de moco acompafiado de células inflamatorias,
indicativo de un estado patoldgico activo. En algunos casos, la mucosa bronquial puede
presentar ulceraciones, erosiones o descamacion, signos claros del dafio crénico infligido
por episodios recurrentes de inflamacién. Ademas, se observa metaplasia epitelial, donde
el epitelio bronquial normal es reemplazado por un tipo celular metapldsico, alterando asi
la funcién y estructura de las vias respiratorias (8).

Profundizando en la pared bronquial, la inflamacién crénica se manifiesta por un denso
infiltrado de células inmunitarias, incluyendo linfocitos, macréfagos y neutrofilos. Esta
inflamacién persistente puede evolucionar hacia la fibrosis, un proceso donde el tejido
cicatricial reemplaza a los tejidos normales, comprometiendo la funcionalidad bronquial. En
los casos mas severos, esta situacién puede escalar hasta la destruccién completa de la
pared bronquial, afectando todas sus capas: mucosa, submucosa, capa muscular y
cartilaginosa (8).

Los bronquiolos, estructuras distales a los bronquios principales, no escapan al impacto de
esta enfermedad y pueden presentar patologias similares a las observadas en los bronquios,
incluyendo inflamaciodn, fibrosis y metaplasia epitelial. Adicionalmente, se puede producir
la obliteracién bronquiolar, donde los bronquiolos quedan parcial o completamente
obstruidos, deteriorando severamente el flujo de aire. También es notable el incremento
en el numero de células neuroendocrinas dentro de los bronquiolos, un cambio que podria
tener implicaciones significativas en la regulacion local de las respuestas inflamatorias y
vasculares (8).

A nivel alveolar, la actividad de la enfermedad determina la presencia y severidad de varios
cambios patoldgicos. Puede observarse bronconeumonia, tanto en formas agudas como
organizadas, con inflamacion notable y dano al tejido alveolar. En ciertos casos, la fibrosis
septal emerge, engrosando las paredes alveolares y comprometiendo el intercambio
gaseoso. Otros cambios incluyen fendmenos obstructivos en el alveolo, enfisema con
hiperinsuflacidn, atelectasias e hiperplasia linfoide, que reflejan la extension y gravedad de

la enfermedad (8).
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Las alteraciones vasculares también son evidentes en este contexto, con la endarteritis
obliterante manifestandose en las arterias pulmonares de zonas fibrosas, lo cual reduce el
flujo sanguineo y puede contribuir al desarrollo de hipertensidn pulmonar. Adicionalmente,
tanto las arterias como las venas bronquiales pueden presentar hipertrofia, indicativo de
una respuesta vascular adaptativa o patoldgica a la enfermedad crénica subyacente (11).

Cole at al proponen una explicacién de la fisiopatologia de las BQ mediante la hipdtesis del
circulo vicioso, que todavia nos guia en la actualidad (12). Este concepto se fundamenta en
cuatro componentes diferentes: inflamacién, dafo estructural de las vias respiratorias,
alteraciones del aclaramiento mucociliar e infeccién. Inicialmente se planteaba que el
circulo vicioso se ponia en marcha por un dafio estructural que conducia a las BQ, luego
seguido por inflamacién e infeccidn. Pero este concepto ha ido evolucionando sobre todo
por trabajos en los que se identificaron nifios con una condicién previa a las BQ llamada
bronquitis bacteriana persistente que consiste en episodios de tos hUmeda que no estan, al
menos inicialmente, asociadas con dafio pulmonar estructural (13,14). Estos pacientes
mostraban evidencia de una inflamacién neutrofilica e infeccidon de las vias respiratorias
similares a los pacientes con BQ establecidas, lo que sugiere claramente que el circulo

puede iniciarse en cualquiera de sus cuatro componentes principales.

Neumonfas
TB, MNT
DCp Infecciones asociadas con ID
Sd. de Young
FQ . X
“ Infeccién

Alteraciones del aclaramiento

mucociliar
Dafio estructural de las vias
respiratorias
"
Inflamacion

4 Sd. de Mounier-Kuhn

Secuestro pulmonar
ABPA

Enfermedad del tejido conectivo

Figura 1: Componentes clave del circulo vicioso de las bronquiectasias, con el punto de entrada al
ciclo, en funcion de la etiologia. DCP: discinesia ciliar primaria; Sd.: sindrome; FQ: fibrosis quistica;
TB: tuberculosis; MNT: micobacterias no tuberculosas; ID: inmunodeficiencia; ABPA: aspergilosis

broncopulmonar alérgica (modificada de (15)).
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Figura 2: Los cuatro factores clave en BQ: infeccidn, inflamacion, la disfuncién del aclaramiento
mucociliar y el dafio estructural pulmonar. Estos elementos estan interrelacionados de manera
compleja, y cada uno puede influir en los otros, lo que se describe como un "circulo vicioso". ASL:
liquido de superficie aérea; NET: trampa extracelular de neutrofilos; NTM: micobacterias no

tuberculosas (16)

En resumen, las BQ son el resultado final de enfermedades o agresiones que afectan a la via
aérea, y que, independientemente de la etiologia que las provoca, presentan una
fisiopatologia comun. Ademas, su gravedad dependerd, en gran medida, de la causa inicial
y de la posibilidad de tratarla para lograr frenar la evolucion de la enfermedad. Sin embargo,
una vez establecidas las BQ, la infeccion e inflamacidn perpetuan el circulo vicioso, y, por lo
tanto, promueven la progresién de la enfermedad. Intentar “romper” este circulo es una
de las dianas terapéuticas actuales en las BQ, como los antibiéticos inhalados y los farmacos
antiinflamatorios. Y ademas de tratar de romper este circulo vicioso en un solo punto, que
sabemos que no evita eficazmente su perpetuidad, se plantea cada vez mds un manejo
integral de los “rasgos tratables’”, como en otras enfermedades respiratorias crénicas (17).
Este abordaje propone un manejo mas personalizado del paciente, potencialmente guiado
por biomarcadores especificos de la enfermedad, que se expondrdn con mas detalle en el

siguiente apartado.
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1.2.1. Inflamacidn de las vias respiratorias y disfuncion inmunoldgica

La presencia de microorganismos potencialmente patdégenos en la via aérea de los
pacientes con BQ activa la respuesta inmune con la consiguiente respuesta inflamatoria
persistente responsable de gran parte de la fisiopatologia de esta enfermedad (18).
Ademas, se sabe que la carga bacteriana se correlaciona con marcadores de inflamacidn de
las vias respiratorias (19). Los pacientes con BQ, concretamente aquellos con enfermedad
grave, muestran una infiltracidon extensa de las vias respiratorias por células inflamatorias,
y el esputo de los pacientes con BQ contiene abundantes neutréfilos y otras células
inflamatorias (20). Este infiltrado inflamatorio representa el resultado final de una serie de
respuestas coordinadas, incluido el reclutamiento, la activacidn y la retencién de células
inflamatorias (respuestas proinflamatorias) y el fracaso de las respuestas antiinflamatorias,
como la apoptosis de las células inflamatorias, la eliminacién de las células apoptoéticas y la

resolucién de la liberacién de mediadores inflamatorios y la reparacién epitelial (21-23).

En las BQ, los neutrdfilos emergen como las células inflamatorias mas abundantes en las
vias respiratorias y se consideran determinantes clave en la severidad y evolucién de Ila
patologia. Estos leucocitos se reclutan en los pulmones en respuesta a una gama de
citoquinas incluyendo la interleuquina (IL)-8, IL-1B, IL-17 y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), ademas de factores quimiotdcticos (24,25). Su funcién principal es orquestar la
defensa inmunoldgica a través de la fagocitosis de bacterias, un proceso critico para limitar
la propagacion de infecciones. Sin embargo, los neutréfilos también participan en la
degranulacion, liberando especies reactivas de oxigeno y proteasas como la elastasa del
neutréfilo (EN), que si bien son esenciales para la destrucciéon de patégenos, también

pueden provocar un dafio tisular considerable si se liberan de forma descontrolada (26).

La EN es una proteasa potente que puede escindir e inactivar diversas proteinas del
huésped, incluidos los receptores celulares implicados en la eferocitosis, proceso por el cual
los macrdfagos reconocen y eliminan células moribundas, los péptidos antimicrobianos y
las proteinas estructurales de la matriz extracelular. Estos mecanismos contribuyen a un

entorno inflamatorio sostenido y a una degradacion tisular progresiva.

Adicionalmente, los neutrdéfilos pueden formar trampas extracelulares de neutréfilos (NET,
del inglés neutrophil extracellular traps), que son redes compuestas por ADN, proteinas

histonas y proteasas. Estas estructuras juegan un rol crucial en atrapar y eliminar
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microorganismos; no obstante, su formacion excesiva se asocia con formas mas severas de
BQ debido al dafio colateral que pueden causar en los tejidos pulmonares. Los avances
recientes sugieren que las NET contribuyen no solo a la captura de patdgenos sino también
a la perpetuacidon de un ambiente inflamatorio crénico, que favorece el desarrollo de la
fibrosis pulmonar y exacerbaciones de la enfermedad (27-29).

Ademas, patégenos comunes en las BQ, como Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus
influenzae y Staphylococcus aureus, estan involucrados en la formacion y funcién de NET.
Estos microorganismos no solo promueven la formacién de NET sino que también pueden
utilizar el ADN extracelular de las NET para la formacién de biopeliculas (en inglés biofilms),
que son estructuras que protegen a las comunidades bacterianas de las respuestas
inmunitarias del huésped y los tratamientos antibiéticos (30-34). Mas aun, algunos
patdgenos tienen la capacidad de degradar las NET, evitando asi su efecto antimicrobianoy
facilitando la evasién de la respuesta inmunitaria (35,36). Este fendmeno representa un
desafio significativo en el manejo clinico de las BQ, pues la persistencia y virulencia de estos
patégenos pueden exacerbar la inflamacion y el dafio pulmonar. Esta compleja interaccion
entre los neutrdfilos y los patégenos subraya la necesidad de estrategias terapéuticas que
no solo se enfoquen en controlar la inflamacidn y la infeccidn, sino también en corregir las
disfunciones inmunitarias subyacentes. Actualmente las investigaciones van dirigidas a
identificar biomarcadores inflamatorios y estrategias para regular la actividad de las
proteasas como la EN, lo que esta generando nuevas vias para el tratamiento de las BQ (37).
Por ultimo, los eosindfilos, aunque menos predominantes, también desempeian un papel
relevante en las BQ, especialmente en contextos donde la inflamacion es mediada por
células T-helper tipo 2 (Th2). Se ha observado que hasta un 30% de los pacientes con BQ
presentan un recuento elevado de eosinéfilos en sangre y otros marcadores de inflamacién
Th2, lo que sugiere una variabilidad en los perfiles inflamatorios subyacentes de estos
pacientes. Esta heterogeneidad en la respuesta inflamatoria puede influir en la eleccién de
estrategias terapéuticas, subrayando la importancia de personalizar el tratamiento en

funcién del perfil inflamatorio especifico del paciente (38).
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1.2.2. Disfuncion del aclaramiento mucociliar

El epitelio respiratorio de individuos sanos estda alineado con multiples cilios méviles que
agitan continuamente de forma coordinada, estableciendo asi un sistema de transporte
eficaz conocido como el ascensor mucociliar. Este sistema es fundamental para eliminar el
moco, que atrapa bacterias, virus y particulas inhaladas y representa una de las primeras
lineas de defensa contra infecciones en las vias respiratorias (39). Sin embargo, en las BQ se
observa una disfuncién notable de este sistema. La disfuncién ciliar, junto con un
incremento en la produccion de moco, expone el epitelio respiratorio a infecciones
recurrentesy cronicas. Esta disfuncion puede ser inherente, como en los casos de discinesia
ciliar primaria (DCP), que representa entre el 2% y el 10% de los casos de BQ y conduce a su

aparicién en la mayoria de los adultos afectados (40-42).

Ademas de las condiciones hereditarias como la DCP, factores ambientales vy fisiolégicos
interconectados contribuyen a un aclaramiento mucociliar ineficaz en la mayoria de los
pacientes con BQ. Estudios recientes indican que la inflamacidn crénica y las infecciones
bacterianas, especialmente aquellas causadas por Pseudomonas aeruginosa, disminuyen la
frecuencia del batido ciliar y aumentan la producciéon de moco. Ademas, la EN también
puede danar el epitelio ciliado, reduciendo alin mas la eficiencia del aclaramiento mucociliar

(43,44).

1.2.3. Dafo estructural de las vias respiratorias

Las BQ son intrinsecamente una anomalia estructural caracterizada por la dilatacion de los
bronquios, reflejando danos significativos en la pared bronquial. Este dafio estructural
puede actuar tanto como causa como consecuencia de las BQ. Entre los factores etioldgicos
se encuentran condiciones genéticas como la FQ y la DCP, asi como malformaciones
congénitas, obstruccidn bronquial, enfermedades del tejido conectivo, o dafios secundarios
a infecciones, como la neumonia o la tuberculosis. Como resultado de las BQ, el dafio
estructural puede estar ligado a infecciones, ejemplificado por la citotoxicidad y el deterioro
funcional ciliar provocados por productos bacterianos, respuestas inflamatorias
exacerbadas, como el aumento de EN y la disfuncién de las NET, y un aclaramiento

mucociliar deficiente agravado tanto por infecciones como por inflamacién.
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Se ha documentado que las BQ estan asociadas con una pérdida progresiva de elastina y
coladgeno, mediada en gran parte por proteasas del huésped, incluyendo serina, cisteina y
metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP, del inglés matrix metalloproteinase)
(45). Estas enzimas tienden a estar elevadas en enfermedades pulmonares relacionadas con
las BQ. Tal como hemos mencionado anteriormente, los niveles elevados de EN en el
pulmdn se correlacionan con una aparicion temprana de BQ. Esta enzima no solo degrada
elastina y colageno, sino que también compromete la arquitectura de las vias respiratorias
al degradar proteinas estructurales clave como la laminina y la fibronectina;
comportamientos similares se observan en las catepsinas Sy C (46,47).

Por otro lado, las MMP regulan la respuesta inmune local y son capaces de degradar
componentes de la matriz extracelular de las vias respiratorias, jugando roles en la
inflamacidn, la remodelacidon y la reparacion tisular. A pesar de que la funcién reparadora
de algunas proteasas puede ser beneficiosa, datos recientes sugieren que es el equilibrio
entre los niveles de proteasas y sus inhibidores, conocidos como inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMP, del inglés tissue inhibitor of metalloproteinases), lo que
finalmente determina si los efectos resultantes son destructivos o beneficiosos. Este
equilibrio critico entre las MMP y los TIMP juega un papel clave en la patogénesis de las BQ
y tiene implicaciones significativas en el remodelado bronquial (48). Por ejemplo, se ha
identificado que MMP-7 juega un papel crucial en la reepitelizacidn tras lesiones y facilita el
cierre de heridas a través de la interaccién sindecan-1/a2B1 integrina, demostrando cémo
la actividad de las MMP, mdas que sus niveles absolutos, es crucial para determinar los

resultados tisulares (16).

1.2.4. Infeccion de la via aérea

Dado que la presencia de microorganismos en la via aérea de los pacientes con BQ es el
principal objetivo de estudio de esta tesis doctoral, se procede a su desarrollo en un capitulo

propio mas adelante.
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1.3. Epidemiologia y relevancia de las bronquiectasias como problema de

salud publica

Las BQ son la tercera enfermedad inflamatoria crénica de la via aérea, después del asmay
de la enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), con las que ademas esta en

estrecha relacion (49).

La prevalencia global de BQ no debidas a FQ se estima entre 130 y 400 casos por cada
100.000 habitantes (50) y en Espaiia 260-500 casos por cada 100.000 habitantes (51,52).
La prevalencia aumenta con la edad, siendo mas frecuentes en mujeres que en hombres.
Son mas comunes en paises de renta alta, probablemente debido a mejor acceso al
diagnéstico. La incidencia anual global de BQ no debidas a FQ esta entre 1 y 5 casos por
cada 100.000 habitantes (53) y en Espafia entre 3-7 casos por cada 100.000 habitantes por
afio (52). Estos datos sugieren un aumento de aproximadamente 40% en la ultima década
con especial predominio en mujeres y ancianos. Este aumento en el nimero de casos
diagnosticados posiblemente se deba a la creciente longevidad de la poblacién, a la
asociaciéon con otras entidades tan prevalentes como el asmay la EPOCYy, sobre todo, al uso
generalizado de técnicas de imagen de alta resolucién, que confirman el diagndstico, como
es la TCAR (54).

Se ha estimado que la carga econédmica de esta enfermedad puede llegar a ser incluso
superior a la EPOC y aumenta con la gravedad de la enfermedad, las hospitalizaciones, la

necesidad de cuidados intensivos y el uso de antibidticos inhalados (55).

1.4. Diagnadstico de bronquiectasias

Es importante referir que, no todos los pacientes que padecen BQ tienen signos o sintomas
respiratorios y se desconoce el prondstico a largo plazo de las BQ radioldgicas
asintomaticas. En esta linea, un grupo de trabajo de expertos internacionales en BQ propuso
unos criterios radioldgicos y clinicos para establecer el diagndstico de BQ clinicamente
significativas en el adulto (56). Los criterios radiolégicos para el diagndstico de BQ (al menos

uno) ampliamente aceptados son los siguientes:

v" Relaciéon didmetro interno de la via aérea-arteria > 1
v" Relacidon didmetro externo de la via aérea-arteria > 1

v" Falta de estrechamiento de las vias aéreas.
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v’ Visibilidad de las vias aéreas en la periferia.
Otros hallazgos de TC en las BQ incluyen tapones de moco, nodularidad en "arbol en brote"
y un patrdén de aparicién y desaparicion de los nddulos. En las BQ mas avanzadas, se pueden

observar cambios quisticos y cavidades.

A Cystic Changes and Airway Thickening

B Cystic Changes and Cavitation

Figura 3: Imagen A: A la izquierda una radiografia simples (Rx) de térax de un paciente con BQ
cambios quisticos en los Iébulos superiores (flechas) y opacidades en forma de “rail de tranvia” en
los I6bulos inferiores (puntas de flecha); En el centro y a la derecha, las imagenes de TCAR obtenidas
del mismo paciente muestran evidencia de BQ no detectables en la Rx simple, incluyendo un area
quistica en el I6bulo superior izquierdo (en el centro, flecha) y engrosamiento de la via aérea en
ambos lobulos inferiores (a la derecha, flechas). Imagen B: lesidn cavitaria y cambios quisticos (a la
izquierda, flecha) y BQ en el I6bulo medio y la lingula (a la derecha, flechas). Imagen C: la izquierda
muestra tapones de moco en el [6bulo medio derecho (punta de flecha) y nodularidad de “arbol en
brote” en el I6bulo inferior izquierdo (flecha); a la derecha se evidencian BQ cilindricas (flechas) (57).
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Asimismo, la mayoria de los pacientes con BQ clinicamente significativas tendran al menos
dos de los siguientes sintomas:

- Tos la mayoria de los dias de la semana;

- Produccion de esputo la mayoria de los dias de la semana; o

- Antecedentes de exacerbaciones.
Estos criterios ayudan a definir mejor la enfermedad y a estandarizar algunos aspectos clave
en la practica clinica habitual, asi como en los ensayos clinicos de BQ y permitir

comparaciones sélidas de los efectos del tratamiento entre diferentes intervenciones.

1.5. Evaluacion del paciente con bronquiectasias

Una vez confirmado el diagndstico clinico y radiolégico de BQ clinicamente significativas se
debe realizar una evaluacién sistematica basada en la historia clinica y los sintomas del
paciente. Los componentes basicos de la evaluaciéon incluyen pruebas para
identificar/descartar posibles causas subyacentes de las BQ, pruebas de funcién pulmonar.
muestras de cultivos respiratorios, calidad de vida de los pacientes y evaluacion de la

gravedad de las BQ.

1.5.1. Evaluacion etioldgica

Todos los pacientes deben ser evaluados por enfermedades coexistentes y una historia de
patologias predisponentes, incluyendo la EPOC, asma, reflujo gastroesofdgico o
aspiraciones, enfermedades reumatoldgicas y enfermedades inflamatorias intestinales. Se
requiere una analitica de sangre completa, con niveles de inmunoglobulinas (IgG, I1gM, IgA
e IgE) para todos los pacientes. Las pruebas para patologias congénitas o adquiridas se
deben valorar en funcién de las caracteristicas de la enfermedad de los pacientes. Si los
niveles de inmunoglobulinas (incluidas las subclases) estan reducidos, se puede valorar una
respuesta de anticuerpos a vacunas (p.e. tétanos o polisacédridos capsulares de
Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b), analizando los niveles basales

de anticuerpos, seguidos de vacunacién y nueva medicion de las respuestas de anticuerpos.

Las pruebas diagndésticas de FQ como el test del sudor o la busqueda de mutaciones del
regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR, del inglés cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) tienen un especial interés en BQ de inicio

temprano (edad <40 afios) o en cualquier edad con colonizacién persistente por
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Staphylococcus aureus o Pseudomonas aeruginosa, con predominio de BQ en |ébulos
superiores, o que tengan otros trastornos, como infertilidad masculina, malabsorcién o
pancreatitis.

También se recomienda descartar patologias que afecten al aclaramiento mucociliar en
pacientes con inicio temprano de las BQ, particularmente aquellos con antecedentes de
dificultad respiratoria neonatal, otitis media, rinosinusitis croénica, infertilidad o
dextrocardia. El déficit de a-1 antitripsina es una causa rara de BQ y puede evaluarse
mediante la medicidn de niveles en sangre o un analisis fenotipico (58).

Una evaluacién cuidadosa y sistematica de cada paciente basada en las recomendaciones
mencionadas identificara causas subyacentes potencialmente tratables y enfermedades
coexistentes. Sin embargo, aunque se realicen pruebas extensas, no se determina una causa
especifica identificable en hasta el 40% de los pacientes con BQ y se considera que son
idiopaticas o debidas a infecciones en la infancia-adolescencia sospechadas pero dificiles de

probar.

Tabla 1: Pruebas recomendadas en pacientes recién diagnosticados de BQ no FQ. (59)

Pruebas
rutinarias
Inmunoglobulinas séricas (IgG, IgA, 1gM) y electroforesis de suero.
Respuestas de anticuerpos especificos al tétanos y a los polisacaridos capsulares de Streptococcus
pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b.
IgE e 1gG a Aspergillus fumigatus +/- pruebas RAST (IgE especificas en sangre)
Esputo para cultivo rutinario y para bacilos acido-alcohol resistentes.
Autoanticuerpos (factor reumatoide, anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados, anticuerpos
antinucleares y pruebas para el sindrome de Sjogren).
Pruebas
especificas

Mutaciones del CFTR y test del sudor (alta frecuencia de mutaciones CFTR en ciertas cohortes de

BQ no FQ).

Evaluacion de la motilidad ciliar (6xido nitrico nasal, biopsia nasal para analisis de microscopia de

video de alta velocidad, microscopia electrénica, inmunofluorescencia) o test genético.

Broncoscopia (obstruccidn por cuerpo extrafio o sospecha de infeccién por MNT cuando los cultivos
de esputo son negativos o el paciente no expectora (el esputo inducido es una alternativa razonable

en esta situacion)

Derivacién a un especialista en inmunodeficiencias.

a-1 antitripsina en sangre (enfisema basal).

Ig: Inmunoglobulina; RAST: prueba de radioalergoabsorbencia; CFTR: cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator; DCP: discinesia ciliar primaria; MNT: micobacterias no tuberculosas.
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1.5.2. Evaluacion de la funcién pulmonar

El deterioro de la funcién pulmonar en adultos con BQ es altamente variable. Los pacientes
pueden presentar obstruccion del flujo aéreo, alteraciones ventilatorias restrictivas o
incluso valores de espirometria normales (60). La obstruccion del flujo aéreo a menudo se

asocia con una enfermedad mas grave (60-63).

Un FEV: (volumen espiratorio forzado en el primer segundo) mas bajo se relaciona con la
severidad de la disnea medida por la escala de disnea modificada de la Medical Research
Council (mMRC) (64) y también estd asociado con la extensién de la enfermedad en la TCAR
(63). La capacidad vital forzada (FVC) puede ser normal o reducida. El flujo espiratorio
forzado entre el 25y el 75% (FEF25.75) puede estar disminuido y la relacién RV/TLC (volumen
residual/capacidad pulmonar total) puede estar aumentada, lo que sugiere enfermedad de
pequeiia via aéreay atrapamiento aéreo (60). La respuesta a los broncodilatadores también
es bastante variable; entre un tercio y tres cuartos de los pacientes con BQ pueden tener
hiperrespuesta bronquial y tener pruebas de provocacién bronquial con metacolina o

histamina positivas (60,65).

1.5.3. Evaluacion de la calidad de vida

Las BQ tienen un efecto significativo sobre la calidad de vida de los pacientes, por lo que su
evaluacién es fundamental en los controles clinicos de rutina. Existen varios cuestionarios
disponibles y validados que evalian la calidad de vida de los pacientes con BQ: el
Bronchiectasis Health Questionnaire (BHQ) (66), St. George's Respiratory Questionnaire

(SGRQ) y COPD assessement test (CAT).

El BHQ es cuestionario autocumplimentado, breve y repetible y nos permite evaluar las BQ
desde la perspectiva del paciente. Por otro lado, el SGRQ y el CAT fueron cuestionarios
inicialmente disefiados para evaluar el impacto de otras patologias respiratorias en la
calidad de vida, pero posteriormente validados en BQ (67,68). Las puntuaciones del SGRQ
en pacientes con BQ clinicamente estables son similares a los observados en otras
enfermedades respiratorias como en la EPOC de moderada a grave (69) o en la fibrosis
pulmonar idiopatica (69). El CAT es una herramienta de evaluacion breve y sencilla que se
utiliza ampliamente en la EPOC. Los items incluidos en el CAT no son especificos de la EPOC

y tal como el cuestionario SGRQ, también refleja los sintomas dominantes de las BQ.
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1.5.4. Evaluacion de la gravedad

En el contexto de BQ clinicamente significativas, un concepto importante en la evaluaciéon
de la gravedad de un paciente con BQ es el de colonizacién crénica o, mas aceptado, el de
infeccién bronquial crénica (IBC). Se prefiere este término ya que colonizacién implica un
proceso benigno, mientras que IBC refleja mds la interaccidon a largo plazo entre los

microorganismos y el huésped, que conduce a un dafio tisular progresivo (70).

Se han propuesto varias definiciones. Un reciente consenso de la Sociedad Espafiola de
Neumologia define la IBC en pacientes EPOC como el crecimiento de un mismo
microorganismo potencialmente patégeno (MPP) en tres cultivos en un afio, separados por
al menos un mes (71); la guia espaiiola de BQ define la IBC como tres o mas cultivos positivos
consecutivos del mismo organismo, durante un periodo de al menos seis meses, separados
por al menos un mes (72); y la actual guia europea de manejo de BQ la definen como dos o
mas aislamientos de los mismos organismos, con al menos tres meses de diferencia en un
afio (49). En cualquier caso, el paciente debe encontrarse en fase estable y los cultivos
deben realizarse en laboratorios acreditados que manejen muestras de alta calidad.

Las dos escalas de gravedad multidimensionales mas utilizadas en la practica clinica habitual
son E-FACED vy Bronchiectasis Severity Index (BSI) (Figura 4). El E-FACED es buen predictor
de mortalidad, tiene buena capacidad prondstica del numero y gravedad de las
agudizaciones y se sugiere que sea obtenido anualmente para valorar la progresién clinica
de la enfermedad (72). Por otro lado, el BSI tiene una buena capacidad prondstica de calidad
de vida y pérdida de funcién pulmonar y puede predecir nimero y gravedad de las

agudizaciones, hospitalizaciones y mortalidad (61).
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Exacerbaciones con ingreso hospitalario (afio previo) (punto
de corte al menos 1, maximo 2 puntos).

FEV1 % (punto de corte < 50%, 2 puntos maximo)

Edad (punto de corte 70 afios, 2 puntos maximo)

Colonizacion cronica por Pseudomonas aeruginosa (1 punto
maximo)

Extension radiologica (n2 de lobulos afectos, punto de corte 2

lobulos, 1 punto maximo. Lobulo medio y lingula, se
consideran l6bulos independientes)

Edad: < 50: 0 puntos; 50-69: 2 puntos; 70-79: 4 puntos; > 80: 6
puntos.

IMC: < 18.5: 2 puntos; mayor o = a 18.5: 0 puntos.

FEV1 %: < 80%: 0 puntos; 50-80%: 1 puntos; 30-49%: 2 puntos; <
30%: 3 puntos. Exacerbaciones hospitalarias en el aiio previo:
Si 5 puntos; no 0 puntos.

Exacerbaciones en el Gltimo afio: 0-2 (0 puntos); 3 0o mas (2
puntos).

Disnea MRC: 1-3 (0 puntos); 4 (2 puntos); 5 (3 puntos).
Colonizacion cronica por Pseudomonas aeruginosa: no (0
puntos), si (3 puntos).

@ Disnea MRC (punto de corte 2, 1 punto maximo) @ Colonizacion por otros microorganismos: no (0 puntos), si (1
punto).
Gravedad en funcion de la gravedad: @ Extension radioldgica (mas de 3 l6bulos afectos): no (0

puntos), si (1 punto).
Leve: entre 0-3 puntos.

Moderada: 4-6 puntos. Gravedad en funcion de la gravedad:

Severa: 7-9 puntos. Leve (BSI bajo): 0-4 puntos.

Moderada: (BSI intermedio) 5-8 puntos.

Severa (BSI elevado): 9 o mas puntos.

Figura 4: Escalas multidimensionales de gravedad en BQ: E-FACED (primera columna) y BSI (segunda

columna). (en https://separcontenidos.es/bronquiectasias)

1.6. Etiologia de las bronquiectasias en adultos

Las BQ son una patologia respiratoria heterogénea, que puede ser producida por un gran
nuimero de causas diferentes, tanto pulmonares como sistémicas, incluyendo infecciones
respiratorias graves previas (p. ej., neumonia bacteriana, tuberculosis, MNT), aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), alteraciéon del aclaramiento mucociliar (p. ej, DCP) e
inmunodeficiencia primaria o secundaria, y puede también asociarse a otras enfermedades,
como la EPOC y el asma grave, enfermedades del tejido conectivo, artritis reumatoide,

enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedad por reflujo gastroesofagico.

Una identificacion precisa y rapida de la causa subyacente es una recomendacion clave en
todas las guias de practica clinica internacionales. Existen dos importantes registros de
cohorte de pacientes con BQ en los que se han recogido datos acerca de la etiologia: El
registro europeo de BQ (EMBARC) (59) y el registro espafiol informatizado de BQ (RIBRON)

(52). En las Tablas 2 y 3 se detallan las principales etiologias.
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Tabla 2: Etiologia de bronquiectasias (EMBARC) Tabla 3: Etiologia de bronquiectasias (RIBRON)

ETIOLOGIA PORCENTAJE ETIOLOGIA PORCENTAJE

Idiopaticas 38,1% Idiopaticas 18,5%
Postinfecciosas 21,2% Postinfecciosas 40,4%
Tuberculosis 4,9% Tuberculosis 13,5%
NTM 1% Asociadas a EPOC 10,9%

Asociadas a EPOC 8,1% Asociadas a asma 7.8%

Inmunodeficiencias 4,2%
Asociadas a asma 6.9% Enfermedades genéticas 4,2%
T T 41% Enfermedades sistémicas 4%

Meumonitis inflamatoria 1,7%
Discinesia ciliar primaria 3%

ABPA 0,9%
ABPA 2,8% Enfermedad inflamatoria intestinal 0,8%
Artritis reumatoide 2,7% Malformaciones congénitas 0,7%
Enfermedades del tejido conectivo 2.1% Bronquiolitis obliterante 0.6%

Obstruccién bronquial 0,3%
ERGE 1.6%

Respuesta hiperinmune 0,3%
Enfermedad inflamatoria intestinal 0,9%

Vasculitis 0,2%
Déficit de alfa-1 antitripsina 0,6% Otras 4,5%

Identificar las etiologias de las BQ es importante debido a las implicaciones clinicas en el
manejo y prondstico. Algunas etiologias pueden determinar un cambio en el manejo del
paciente, como iniciar un tratamiento especifico, un seguimiento mas cercano, pruebas
genéticas para familiares o modificaciones de factores de riesgo. También es sabido que las
causas subyacentes de las BQ pueden ser responsables de diferencias relevantes en
términos de presentacion clinica, evolucién y prondstico. Esto es particularmente evidente
en el caso de enfermedades respiratorias asociadas como EPOC, asma, APBA o sinusitis, o
enfermedades inflamatorias sistémicas como la artritis reumatoide, identificAndose

diferentes fenotipos clinicos asociados con la etiologia (73).
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1.6.1. Idiopaticas

Incluso después de una busqueda exhaustiva, en la mayoria de cohortes y registros, incluso
en centros especializados, la proporcién de BQ clasificadas como idiopaticas sigue siendo la
mas habitual y puede variar entre 18 y 45%. En el registro europeo EMBARC es de 38.1% y
en el registro espafiol RIBRON de 18,5%.

1.6.2. Postinfecciosas

Excluyendo BQ idiopaticas, la etiologia identificada con mds frecuencia es la postinfecciosa
y oscila entre el 21-40%, incluyendo la tuberculosis y las MNT, aunque su frecuencia esta
disminuyendo en los paises de renta alta (40). Esto ha sido posible gracias a la mejoria en
las condiciones socioecondmicas, la profilaxis de las infecciones en la infancia con los
programas de inmunizacion, la disponibilidad de antibidticos eficaces para el tratamiento de
las infecciones. Las infecciones respiratorias graves (neumonias necrotizantes),
especialmente en la infancia, son una causa importante de BQ. Las neumonias bacterianas,
especialmente por Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa, son una de las causas mas comunes de BQ postinfecciosas (74). La tuberculosis
pulmonar también puede causar BQ, especialmente en casos graves o de larga duracién. La
incidencia de BQ post-tuberculosis estad seguramente infraestimada, ya que los paises de
mayor incidencia de tuberculosis son generalmente paises de baja renta. La falta de
recursosy de programas de salud especificos para el seguimiento de la enfermedad en estos
paises podria ser una explicacién, ya que la prioridad se ha centrado mas en erradicar la
infeccién activa de tuberculosis que en gestionar las secuelas a largo plazo (75,76). Algunos
virus respiratorios también se han asociado como causa de BQ, especialmente en nifios,

como el sarampidn, el virus respiratorio sincitial y el virus de la gripe (Influenza A o B) (74).

1.6.3. Asociadas a micobacterias no tuberculosas (MNT)

Las MNT estan implicadas como un factor etioldgico de las BQ, pero también como una
complicaciéon de las BQ establecida. Una revisidn sistematica reciente estimé que la
prevalencia general de MNT en adultos sin BQ por fibrosis quistica es del 10 %. Las MNT
mas frecuentes aisladas en pacientes con BQ son el complejo Mycobacterium avium,

seguido de Mycobacterium simiae y Mycobacterium gordonae (77,78). Una vez que pueden
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ser una causa de complicaciones de las BQ establecidas, se sugiere una busqueda activa de
MNT, incluso si los cultivos de esputo para micobacterias son negativos, realizando cultivos
de esputo periddicos o incluso broncoscopia si el paciente no expectora (tras probar

técnicas de drenaje o de esputo inducido).

1.6.4. Asociadas a enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)

La EPOC como posible etiologia de BQ ha generado mucho interés y controversia en los
ultimos afios. La prevalencia de esta asociacién difiere dependiendo de si la poblacién
estudiada tiene el diagndstico primario de EPOC o de BQ. Entre el 30 y el 50% de los
pacientes con EPOC grave presentan BQ y su prevalencia aumenta con la gravedad de la
enfermedad, mientras que entre el 5 y el 10% de los pacientes con BQ tienen una EPOC
asociada (79). Los pacientes con EPOC y BQ muestran un fenotipo clinico diferenciado con
sus propias caracteristicas: aumento de la produccién y la purulencia del esputo,
obstruccion al flujo aéreo mas grave, mdas disnea, mayor nimero de aislamiento de
patégenos incluida Pseudomonas aeruginosa y un mayor nimero de exacerbaciones de
perfil infeccioso que se asocia con peores resultados incluyendo un aumento de la

mortalidad, y que por todo esto tiene unas implicaciones terapéuticas especificas (80).

1.6.5. Asociadas a asma bronquial

La relacion entre BQy el asma bronquial no esta claramente definida. La prevalencia de BQ
asociada con asma bronquial es de alrededor del 3% (79), mientras que los estudios
dirigidos a la caracterizacidn de alteraciones radiolégicas del asma han encontrado BQ en
la TCAR entre el 17-35% de los pacientes con asma (81). Estas alteraciones se han asociado
con mayor frecuencia a casos de asma no alérgica y formas mas graves de la enfermedad
(82). Por lo tanto, se necesitan mas estudios para caracterizar mejor esta relacién vy

determinar el impacto en el pronéstico de ambas enfermedades.

1.6.6. Asociadas a inmunodeficiencias

Las BQ pueden estar asociadas con casi cualquier inmunodeficiencia (83). La identificacion
del trastorno inmunitario subyacente es fundamental, ya que el tratamiento especifico

puede ser muy eficaz. Las guias de manejo de BQ recomiendan que todos los pacientes sean
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sometidos a pruebas de detecciéon de deficiencias de inmunoglobulinas, asi como de
respuestas funcionales a la vacunacion (84). En pacientes graves o complejos, en particular
si hay antecedentes de infecciones no respiratorias recurrentes, se recomienda realizar un

seguimiento estrecho por un especialista en inmunodeficiencias.

1.6.7. Asociadas a discinesia ciliar

Los trastornos que afectan al aclaramiento mucociliar pueden conducir a infecciones
bronquiales recurrentes y al desarrollo de BQ (85). Entre las condiciones que afectan este
sistema, la DCP, también conocida como sindrome del cilio inmdvil, abarca una variedad de
defectos ciliares que incluyen aplasia, inmovilidad y discinesia. Estas disfunciones ciliares
son la manifestacién mas frecuente dentro del espectro de las ciliopatias, un grupo de
enfermedades genéticas con las que la DCP estd frecuentemente asociada. La DCP se
transmite de manera autosémica recesiva, y hasta la fecha se han identificado al menos 12
genes relacionados con la patologia. Entre los mas destacados se encuentran las mutaciones
en los genes DNAI1 y DNAHS5, que codifican para la proteina dineina, crucial para la
motilidad ciliar. Estas mutaciones se presentan en aproximadamente el 30-35% de los casos
(86). Los sintomas de la DCP suelen manifestarse desde la infancia con infecciones
recurrentes de las vias respiratorias superiores e inferiores, lo que predispone al desarrollo
de BQ en la edad adulta. Ademas, alrededor del 50% de los pacientes con DCP presentan
situs inversus. La triada de BQ, situs inversus y sinusitis compone el denominado sindrome
de Kartagener (87). El diagndstico de la DCP es complejo y requiere un enfoque multimodal,
gue incluye pruebas de analisis de la motilidad ciliar, estudios ultraestructurales y analisis

genéticos.

1.6.8. Asociadas a aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA)

La ABPA se debe a una respuesta inmune excesiva al hongo Aspergillus fumigatus que
conduce a inflamacion y dafio de las vias respiratorias en forma de BQ (88). Su diagndstico
temprano es fundamental, ya que dispone de un tratamiento especifico, que generalmente
consiste en corticosteroides sistémicos (89), antifungicos (como el itraconazol o
voriconazol) (90) y fadrmacos modificadores de la respuesta biolégica, como los anticuerpos

monoclonales anti-IgE (91), anti-IL-5 (92) o anti-IL-4 (93). Se asocia clasicamente a pacientes
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con asmay BQ o a pacientes con fibrosis quistica. Las BQ suelen ser centrales y colonizadas
por Staphylococcus aureus. (94). El tratamiento precoz de la ABPA es importante para
prevenir dafo pulmonar irreversible, y las pruebas de deteccion de ABPA deben realizarse

en todos los pacientes con BQ, no solo en aquellos con asma y fibrosis quistica.

1.7. Manejo clinico de las bronquiectasias

Es esencial entender la biologia basica, la microbiologia y la inmunologia de las BQ, para
lograr comprender los desafios que se presentan en su manejo clinico y tratamiento. Los
sintomas habituales de esta enfermedad son la tos crénica productiva, donde la viscosidad,
la purulencia y el volumen del esputo pueden disminuir significativamente su calidad de

vida, deterioro que se intensifica durante los episodios que definimos como exacerbaciones.

1.7.1. Exacerbaciones

Las exacerbaciones son uno de los eventos con mas trascendencia en el curso natural de las
BQ y determinan de manera significativa los resultados clinicos a largo plazo. Clinicamente
se definen como un aumento de los sintomas (23 de los siguientes: tos; volumen o
consistencia del esputo; purulencia del esputo, disnea y/o intolerancia al ejercicio; fatiga y/o
malestar; hemoptisis), durante al menos 48 horas y que requiere un cambio de tratamiento
por el médico (95). Estos episodios agudos son cruciales en la progresion de la enfermedad,
asociandose con un aumento del riesgo de hospitalizaciones futuras y una calidad de vida
deteriorada. Asimismo, el numero de exacerbaciones al afio predice, de forma
independiente, el riesgo de mortalidad futura, teniendo los pacientes exacerbadores
frecuentes tasas de mortalidad hasta el doble de altas, en comparacion con aquellos que no

presentan exacerbaciones (61).

Las guias de practica clinica recomiendan el uso de antimicrobianos para tratar las
exacerbaciones, basandose en la premisa de que el sobrecrecimiento bacteriano es la causa
subyacente (96). También el hecho de presentar una IBC puede aumentar el riesgo de
exacerbaciones, tal como se ha visto con Pseudomonas aeruginosa (97), Staphylococcus
aureus (98) y Stenotrophomonas maltophilia (99).

Ademas, la experiencia clinica sugiere que los pacientes mejoran subjetivamente después

del tratamiento antibidtico de estas infecciones. Sin embargo, los datos sugieren que
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muchos otros factores, incluidos los virus, la inflamacidn y los factores ambientales podrian

ser causas de exacerbacion (100).

Bacterial infection
Pseudomonas aeroginosa
and other bacteria such as
Haemophilus influenzae and
Staphylococcus aureus

Host inflammatory
response

Neutrophilic inflammation
Eosinophilic inflammation

Environmental effects P

Viral infection

Rhinovirus, influenza virus Air pollutants, including
ﬁ‘ A/B and seasonal PM10, nitrogen dioxide

coronavirus and sulphur dioxide

Figura 5: Causas de las exacerbaciones en BQ. (100)

Los virus también parecen ser responsables de una proporcidn significativa de las
exacerbaciones en BQ. Varios estudios han demostrado que la presencia de virus en las
muestras de esputo es mas comun durante las exacerbaciones que en periodos estables
(101), siendo el rhinovirus, el virus influenza A/B y coronavirus estacionales los mas
frecuentemente detectados. Las exacerbaciones virales suelen estar asociadas con un
aumento significativo de los marcadores inflamatorios sistémicos y de las vias respiratorias,
lo que indica una fuerte respuesta inflamatoria. Asimismo, la reduccién de exacerbaciones
durante la pandemia de COVID-19, atribuida en parte a las medidas de distanciamiento
social que disminuyeron la transmision de virus respiratorios, sugiere indirectamente que

los virus juegan un papel importante en el desencadenamiento de exacerbaciones (102).

La respuesta inflamatoria del huésped también puede estar implicada en las exacerbaciones
de BQ. La inflamacion de tipo neutrofilica es un factor de riesgo identificado, en las que una
mayor actividad de la elastasa neutrofilica en el esputo se asocia con una mayor frecuencia
de exacerbaciones, disminuyendo tras el tratamiento con antibidticos. Ademas, la presencia
de NET se ha identificado como un mediador clave de la gravedad de las exacerbaciones.

Los marcadores de inflamacion sistémica, como citoquinas (IL-17, IL-6, IL-8) y proteina C
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reactiva, también se relacionan con exacerbaciones severas, persistiendo incluso semanas
después del evento (103,104). Aunque histéricamente las BQ se han considerado una
enfermedad de inflamaciéon neutrofilica, la inflamacién eosinofilica estd ganando
reconocimiento como un componente importante de la exacerbacién en algunos pacientes,

lo que podria tener implicaciones para el tratamiento personalizado (105).

De una forma general, el manejo de las BQ representa un desafio considerable debido a la
diversidad de manifestaciones clinicas de la enfermedad. Pacientes con sintomas
aparentemente similares pueden diferir enormemente en cuanto a las condiciones
subyacentes, comorbilidades, capacidad pulmonar, hallazgos radioldgicos, perfil
microbioldgico, gravedad de la inflamacidn pulmonar, expectativas de tratamiento vy

adherencia al mismo, ademas de sus contextos socioecondmicos.

La heterogeneidad de las BQ es, por lo tanto, uno de los principales retos clinicos. Aunque
las escalas de gravedad multidimensionales como BSI o el E-FACED nos ayudan a estratificar
el riesgo futuro de estos pacientes, aun no han demostrado su capacidad para predecir la
respuesta a tratamientos especificos. Se necesitan herramientas mas precisas para clasificar
la enfermedad adecuadamente, lo que podria incluir la integracién de herramientas clinicas

avanzadas, biomarcadores innovadores y nuevas técnicas de imagen.

Las lineas de investigacion mas actuales sugieren la utilidad de marcadores inflamatorios
especificos y perfiles genéticos para mejorar la personalizacion del tratamiento y ademas
pueden proporcionar nuevas perspectivas sobre la actividad inflamatoria en estos pacientes
y ayudar a dirigir intervenciones mas efectivas. La adopcion de técnicas avanzadas de
secuenciacion genética y analisis protedmico estd empezando a desempeiar un papel
crucial en la identificacién de subtipos de pacientes que podrian beneficiarse de terapias
dirigidas, marcando un avance prometedor en el abordaje de esta compleja enfermedad

(16).
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Figura 6: Aspectos clave en la evaluaciéon y manejo de BQ. HRCT: High Resolution Computed
Tomography; PsA: Pseudomonas aeruginosa. (16)
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1.8. Lainfeccidn en las bronquiectasias

La infeccidn de las vias respiratorias, ya sea aguda o crdnica, juega un papel fundamental en
el desarrollo y progresion de las BQ. Es el principal estimulo en el epitelio de las vias
respiratorias, el cudl recluta neutréfilos, macréfagos y eosindfilos que participan en la
defensa del huésped. Esta respuesta inflamatoria desregulada produce dafio pulmonar,
dilataciéon anormal e irreversible de los bronquios y favorecen infecciones respiratorias
recurrentes. Se crea el ciclo continuo de inflamacién, dafio tisular e infeccién, que
contribuye significativamente a la exacerbacion de las BQ y sus impactos negativos en la

calidad de vida del paciente.

En las BQ, las bacterias como Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa son a menudo los agentes causantes de
las infecciones bronquiales clinicamente importantes (106,107). Durante la infeccidn, el

epitelio bronquial en las BQ esta alterado y muestra una hipersecrecién mucosa.

NETSs evasion
Staphylococcus Aureus

Streptococcus Pneumoniae Candida Albicans
NTM H.Influenzae \

% \
R = ’R\“v\'

Biofilm 7
-
\ / v /’/ » \ N /

/ Aspergillus Fumigatus

Macrophage Neutrophil . Eosinophil I I

Figura 7: Interaccidn entre los microorganismos y el epitelio de las vias respiratorias en las BQ (108)

Hay una serie mecanismos, como la capacidad de eludir las NET y la produccién de
biopeliculas, que pueden contribuir a la instauracion de una infeccién bronquial crénica,
gue es uno de los componentes cruciales de la fisiopatologia de las BQ (108).

Concretamente, las infecciones por Haemophilus influenzae y Pseudomonas aeruginosa

pueden provocar directamente dafio tisular en el tejido pulmonar, lo que facilita la
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supervivencia de estos patdgenos en entornos hostiles dentro de la via aérea. Haemophilus
influenzae y Pseudomonas aeruginosa pueden alterar la frecuencia del batido ciliar, a través
de la inhibicion de la proteina quinasa que en el caso del Haemophilus influenzae, o a través
de la produccién de piocianina en el caso de la Pseudomonas aeruginosa, deteriorando, asi,
el sistema de aclaramiento mucociliar. Asimismo, la misma Pseudomonas aeruginosa
produce una la elastasa capaz de degradar componentes de la matriz extracelular, como los
colagenos tipo lll y IV, y la laminina. También puede fragmentar e inactivar la actividad de la

elafina, una serina antiproteasa con funcién anti-EN (16).

También las biopeliculas juegan un papel crucial en la patogénesis de las infecciones
bronquiales crénicas y tanto Haemophilus influenzae como Pseudomonas aeruginosa
pueden promover su formacidon en pacientes con BQ. Estas biopeliculas permiten a las
bacterias adaptarse a los estreses fisicos y quimicos de la via aérea, utilizando ADN
extracelular liberado por los neutrdéfilos, creando una barrera protectora frente a las

defensas del huésped y los tratamientos antibidticos (109).

Tabla 4: Microorganismos mdas comunmente identificados en pacientes con IBC. (108)

Bacterias Micobacterias Hongos Virus

Hongos filamentosos:

Pseudomonas aeruginosa M. avium complex Coronavirus

Aspergillus spp
Haemophilus influenzae M. abscesus Scediosporum apiospermum Influenza A
Staphylococcus aureus M. xenopi Fusariumy Penicitlium geni Influenza B
Levaduras:
Escherichia coli M. simiae Virus HS

Candida spp

Streptococcus pneumaoniae M. gordonae Saccharomyces cerevisiae Rhinovirus

Stenotraphomona maltophila Trichasporon beigel!

Virus HS: herpes simplex

En los pacientes estables y con exacerbaciones, las principales bacterias detectadas
mediante técnicas microbioldgicas tradicionales basadas en cultivo de muestras
respiratorias son Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,

Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus (49). En el contexto del estudio
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microbioldgico mas exhaustivo, se ha incrementado el aislamiento de enterobacterias como
Escherichia coli, bacilos gramnegativos no fermentadores como Stenotrophomonas
maltophilia y Achromobacter xylosoxidans, Nocardia spp., MNT, hongos y virus.

Las MNT pueden causar BQ directamente o contribuir a empeorar la enfermedad. Esto
ocurre a través de dos mecanismos principales. Uno se relaciona con la inflamacién
granulomatosa crénica, que conduce a una ulceracién y atrofia de la mucosa. El otro
mecanismo implica la formacién de tapones mucosos inflamatorios crénicos que pueden

causar obstruccién y dilatacién de las vias respiratorias (108).

Los hongos mas frecuentemente aislados en pacientes con BQ son Aspergillus spp. y
Candida spp (110). Tal como algunas bacterias, también tienen la capacidad de interferir con
aclaramiento mucociliar, ademds de inducir la produccion de mucosidad espesa (del inglés
mucus plugs), que facilitan la persistencia de esporas fungicas en las vias respiratorias
continuamente expuestas a hongos ambientales. Aspergillus fumigatus es reconocido como
un importante “colonizador” de la via aérea. La gravedad de la infeccion depende
fundamentalmente de la inmunidad del huésped, pudiendo desencadenar un espectro de
sindromes, cuyo abordaje diagndstico y terapéutico es complejo y cuya historia natural no

esta todavia bien establecida (110).

Tal como mencionamos anteriormente, las infecciones viricas son una causa habitual de
exacerbaciones en BQ. Y aunque se detectan de forma habitual y su presencia se relaciona
con un mayor riesgo de exacerbaciones, su papel a largo plazo y su impacto en los pacientes
estables todavia no es conocido (101,111). Mitchell et al evalud la presencia de virus en
pacientes con BQ estables, mediante PCR, detectando virus en el 92% de los casos durante
el invierno y en el 33% durante el verano (111); y en otro estudio también se detectd la

presencia virus respiratorio sincitial en pacientes con BQ estables (112).

A pesar del avance de las técnicas microbioldgicas, existe todavia una gran proporcién de
pacientes, incluso en presencia de esputo purulento, en los que no se aislan
microorganismos, particularmente aquellos que son refractarios al crecimiento bajo
condiciones de diagndstico estandar. En este contexto se inicié el desarrollo de técnicas
independientes del cultivo que logran detectar material genético de microorganismos y que
ofrecen una capacidad de deteccidon superior cuando comparadas con las técnicas
microbioldgicas convencionales, lo que ha permitido avanzar en el conocimiento del papel
de la infeccidn en esta patologia.
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1.9. Técnicas microbioldgicas independientes de cultivo

Los avances en microbiologia y gendmica molecular con la aplicacion de técnicas
moleculares independientes de cultivo basadas en la secuenciacion de acidos nucleicos han
revelado que el arbol bronquial, tanto en sujetos sanos como en pacientes con
enfermedades respiratorias, aloja una gran cantidad de microorganismos, conocido como
el microbioma respiratorio, compuesto por bacterias, micobacterias, virus y hongos. Esta
nueva perspectiva desafia nuestra manera habitual de entender la microbiologia de la via
aérea, pero a la vez abre las puertas a unos de los campos de investigacion mas
prometedores en medicina respiratoria. Las tecnologias de secuenciacién microbiana son
una poderosa herramienta para conocer las enfermedades como nunca hasta ahora: es
posible identificar con mayor sensibilidad potenciales patégenos, identificar bacterias no
cultivables, conocer los «fenotipos» de la enfermedad basandose en los perfiles del
microbioma y comprender mejor los efectos del tratamiento sobre los microorganismos y

sobre la respuesta del huésped.

Entre estas nuevas técnicas se destacan las tecnologias de secuenciacidn del gen ribosomal
16S, una pequeia subunidad del acido ribonucleico ribosomal (en conjunto se denomina
16S ARNTr), que han permitido estudiar el microbioma en BQ, aunque se trate de una técnica
heterogénea y altamente compleja. Varios estudios han identificado organismos
dominantes durante la estabilidad clinica que en parte son concordantes con los
encontrados utilizando métodos basados en cultivos, como Pseudomonas y Haemophilus
(113), pero también se han identificado numerosos géneros, no detectados por cultivo
convencional y que previamente no se consideraban como patégenos (114). También se ha
descrito que una reduccién en la diversidad del microbioma, particularmente con
predominio de Pseudomonas, se asocia con una mayor gravedad de la enfermedad, mayor

frecuencia y gravedad de las exacerbaciones y mayor riesgo de mortalidad (115).

Por lo tanto, el estudio del microbioma podria identificar subgrupos de pacientes de mayor
riesgo, con peores resultados clinicos, y que podrian beneficiarse de estrategias de

tratamiento de precision.
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1.10. El microbioma

Para entender bien este apartado, empezaremos por aclarar algunos conceptos basicos. El
término de microbioma hace referencia al conjunto de los genomas de todos los
microorganismos de un determinado ecosistema, junto con las interacciones de esos genes
con ese ambiente (116). Al conjunto de esos microorganismos se le denomina microbiota,
o comunidad microbiana, y puede incluir bacterias, virus, hongos y arquea (117). La
microbiota humana estd formada por todos los microorganismos que existen en el
organismo, incluyendo el tracto gastrointestinal, el tracto genitourinario, la cavidad oral, el

tracto nasofaringeo, el tracto respiratorio y la piel.

Aunque, hasta hace poco la mayor parte de la investigacidn se haya centrado sobre todo en
las bacterias, las técnicas de secuenciacion de nueva generacidon (NGS, del inglés next-
generation sequencing) han facilitado nuevos avances en el conocimiento de los virus,
hongos y arquea.

El microbioma respiratorio viene siendo cada vez mas estudiado, por su impacto directo en
la salud y en diversas patologias respiratorias, gracias a las técnicas independientes de
cultivo y de NGS. Estas técnicas de NGS estan permitiendo avances significativos al
proporcionarnos una comprensién mas profunda sobre la interaccion entre los

microorganismos y sus huéspedes humanos en distintos microambientes.

1.11. Analisis y evaluacion del microbioma

1.11.1. Analisis del bacterioma

El gen 16S ARNr contiene 9 regiones variables intercaladas entre regiones conservadas que
se pueden utilizar para la clasificaciéon taxondmica de bacterias y arqueas, por lo que le hace
un buen marcador capaz de discriminar diferentes microorganismos, permitiendo su
identificacion precisa (118). Se han utilizado diferentes regiones variables (sobre todo V1-
V3 o V3-V5), sin embargo, no estd claro cudl de ellas proporciona la mejor evaluacién del
microbioma respiratorio. Los métodos de secuenciacion del 16S ARNr se basan en una
amplificacién por PCR de un fragmento del gen mediante cebadores universales disefiados

para unirse a las regiones conservadas del gen.
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Figura 8: Regiones conservadas e hipervariables (V1-V9) del gen 16S ARNr (Modificado de Cox y
cols.). (119)

Posteriormente, se realizan técnicas de secuenciacién masiva que permiten el estudio de
varias muestras de manera simultdnea. Las secuencias resultantes se asignan a bases de
datos, como The Ribosomal Database Project, GreenGenes o SILVA, lo que facilita
estimaciones cuantitativas de la diversidad bacteriana en cada muestra (119). Las bases de
datos de genes del 16S ARNr existentes actualmente proporcionan secuencias de genes
(parciales o completas) para mas de 1,7 millones de bacterias y arqueas (120), y son lo
suficientemente detalladas como para clasificar las bacterias en diferentes niveles
taxonédmicos. Taxondmicamente, los microorganismos se clasifican en reino, clase, orden,

filo, género y especie.

P
Bacteria ]

Proteobacteria

Gammaproteobacteria

Pasteurellales

Pasteurellaceae

Haemophilus

Haemophilus influenzae

p A

Figura 9: Ejemplo de clasificacion taxonémica de Haemophilus influenzae.
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Sin embargo, las secuencias de amplicones a menudo no corresponden a las taxonomias
determinadas cldsicamente. Como consecuencia, los grupos de secuencias similares se
agrupan en unidades taxondmicas operativas (OTU, del inglés operational taxonomic unit).
Las similitudes de secuencia de al menos el 97% con la base de datos de referencia de
secuencias del 16S ARNr son generalmente aceptables para considerar que las OTU
identificadas son equivalentes a nivel de especie, o a nivel de género cuando la similitud
solo alcanza el 94% (121). La principal desventaja del uso de OTU es que los errores en una
base de datos de referencia se reflejaran en el andlisis y no se podran detectar taxones
nuevos.

Un enfoque mas reciente es la utilizacion de variantes de secuencia de amplicones (ASV, del
inglés amplicon variant sequence), que identifica secuencias exactas y sus frecuencias. Esta
metodologia mejora la precision al detectar y corregir posibles errores de secuenciaciéon y
permite una comparacion mas detallada con bases de datos de referencia, como SILVA (120),

proporcionando una mayor resolucion en la identificacién bacteriana (121).

1.11.2. Analisis del micobioma

La NGS de la region del espaciador transcrito interno (ITS, del inglés internal transcribed
spacer) del ARNr se utiliza para evaluar la filogenia fungica y, a partir de ahi, la evaluacién
del micobioma (122). Esta region ITS es ampliamente aceptada como el marcador estandar
para la identificacién fungica debido a su alta variabilidad entre especies, lo que permite
una discriminacion mas precisa. Dado que algunas plataformas de secuenciacién tienen
limitaciones en la longitud de lectura, se suelen secuenciar partes especificas de la regiéon
ITS, como ITS1 o ITS2, de forma similar a cdbmo se seleccionan regiones hipervariables en la
secuenciacion del 16S ARNr para bacterias. Esta seleccion debe realizarse cuidadosamente,
ya que los cebadores utilizados pueden introducir sesgos hacia ciertos filos fungicos,
afectando la precision del andlisis (122). Una de las base de datos centrada en la region ITS
y ampliamente utilizada para identificacién molecular y taxondmica del micobioma es UNITE

(123).

1.11.3. Ecologia: terminologia y métricas

El andlisis del microbioma humano adopta multiples conceptos y términos del campo de la

ecologia, permitiendo una caracterizacién detallada de la estructura y diversidad de las
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comunidades microbianas en diversos ambientes del cuerpo humano, como las vias
respiratorias en pacientes con BQ. Dos conceptos fundamentales en el andlisis ecolégico del
microbioma son la alfa diversidad (a-diversidad) y la beta diversidad (B-diversidad), que
proporcionan informaciéon sobre la estructura interna de una comunidad y las diferencias

entre distintas comunidades microbianas, respectivamente.

La a-diversidad es una medida que evalta la diversidad ecoldgica dentro de una Unica
muestra. Este concepto incluye tanto la riqueza (nUmero de especies presentes) como la
uniformidad (distribuciéon equitativa de especies). Existen diferentes métricas para
cuantificar la a-diversidad, siendo la mds simple un recuento de todas las OTU presentes,
pero el indice de diversidad de Shannon (Shannon-Weaver o de Shannon-Wiener) es una de
las mds utilizadas. Este indice tiene en cuenta tanto la abundancia relativa como la
uniformidad de las especies, proporcionando una vision mas profunda del equilibrio dentro
de la comunidad. Un valor mas alto de Shannon indica una mayor diversidad y equilibrio en
la comunidad microbiana.

Otros conceptos ampliamente utilizados en el estudio del microbioma son la abundancia
relativa y la dominancia, aunque muchas veces se utilicen indistintamente. La abundancia
relativa es a la proporcidn que representan los individuos de un género o especie particular,
respecto al total de individuos de una comunidad. La dominancia se refiere al grado en el
gue una o mas especies son numéricamente dominantes dentro de la microbiota. Algunos
lo utilizan como un concepto mas estricto y exigente, refiriéndose al género mas abundante,
pero con al menos el doble de abundancia que el segundo mas abundante (124).

La B-diversidad mide la similitud o disimilitud entre diferentes comunidades microbianas,
proporcionando una comparacién entre multiples muestras. Es decir, mide las unidades
taxondmicas de cada especie encontradas entre dos habitats distintos o en el mismo habitat,
en diferentes momentos. Cuanto mayor es la medida de B-diversidad, menor sera el nimero
de especies compartidas entre los distintos habitats. El indice mas utilizado para medir la B-
diversidad es la distancia de Bray-Curtis, que evalua la disimilitud compositiva entre dos
comunidades, asignando un valor entre 0 y 1, donde 0 indica que ambas comunidades
comparten todas las especies y 1 indica que no comparten ninguna. Otro indice relevante
para medir la B-diversidad es la distancia UniFrac ponderada, que incorpora la distancia
filogenética entre especies y sus abundancias. Esta métrica es util para reducir el peso de

especies raras y centrarse en aquellas que tienen una presencia mas significativa en las
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comunidades comparadas. El andlisis de la B-diversidad se complementa a menudo con
herramientas como el andlisis de coordenadas principales (PCoA, del inglés Principal
Coordinate Analysis). Este método permite visualizar graficamente las principales fuentes
de variacion en los datos multidimensionales, proporcionando una representacion clara de
como las comunidades microbianas difieren entre si en términos de composicion.

Otro concepto clave en el estudio del microbioma es el de disbiosis, que se refiere a un
cambio en la composicion de la comunidad microbiana, generalmente caracterizado por una
pérdida de diversidad y la proliferacion de microorganismos patdgenos. La riqueza y la
uniformidad del microbioma son cruciales en la prevencidn de esta disbiosis. Una pérdida
de uniformidad o una disminucién significativa en la riqueza puede ser indicativa de
disbiosis.

En el contexto de BQ, la disbiosis es comun debido a la inflamacién crénica y el dafio tisular
gue caracteriza esta condicién. Esta alteracién del equilibrio microbiano puede llevar a una
reduccién de la funcionalidad normal del microbioma y promover infecciones persistentes

por patégenos como Pseudomonas aeruginosa y Haemophilus influenzae.

Amplificaciény
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Figura 10: Flujo de trabajo en los estudios de la microbiota basados en la secuenciacion del gen 165

ARNr (Modificado de Morgan y cols. (125)).
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1.12. Microbioma del pulmoén sano

Hasta ahora, la via aérea se consideraba un ambiente estéril, ya que las técnicas
microbioldgicas convencionales, basadas en cultivos, no lograban detectar la presencia de
microorganismos. Sin embargo, gracias las nuevas técnicas de secuenciacién del gen 16S
rRNA, se ha revelado que las vias respiratorias albergan una gran cantidad de

microorganismos, incluso en individuos sanos (126).

El microbioma respiratorio sano sigue un gradiente de diversidad, que es mayor en la via
aérea superior y disminuye progresivamente hacia la via aérea inferior (127), aunque ambos
son bastante similares, estando dominados por los filos Firmicutes, Bacteroidetes y
Proteobacteria.

En las vias respiratorias superiores, el microbioma predominante incluye bacterias como
Streptococcus, Prevotella, Veillonella, Rothia, Neisseria y menos representado Haemophilus,
todas ellas predominantemente en el microbioma oral, ademdas de virus de la familia
Herpesviridae (128). También alberga un viroma rico, con representacion de las familias
Siphoviridae, Myoviridae y Podoviridae, que atacan a las bacterias mas comunes del
microbioma oral, ademds de virus de la familia Herpesviridae. (128). En cuanto al
micobioma, predominan Candida y Saccharomycetales (128).

En las vias respiratorias inferiores, el nUmero de bacterias es considerablemente menor, y la
diversidad es diferente a la de las vias superiores. Los géneros predominantes en esta regién
incluyen Streptococcus, Prevotella y Veillonella, con representacién de los filos
Bacteroidetes, Proteobacteria y Firmicutes (129).

Ademas, el viroma esta compuesto principalmente por Anelloviridae, junto con otros virus
como los del herpes y el papiloma humano (130), mientras que el micobioma incluye hongos
como Ceriporia lacerate, Saccharomyces cerevisiae y Penicillium brevicompactum (131).

Un aspecto importante a mencionar es que el microbioma del pulmdn sano es transitorio,
ya que los microorganismos llegan a la via aérea inferior mediante inhalacion o
microaspiraciones desde las vias superiores, para luego ser eliminados por el sistema
mucociliar y las defensas inmunoldgicas innatas.

También es importante referir que el esputo se utiliza de manera rutinaria como sustituto
del microbioma de las vias respiratorias inferiores. Sin embargo, hay que reconocer que el
esputo es una combinacion de secreciones del tracto respiratorio inferior y superior, incluido

el microbioma oral. La comparacién directa entre el esputo y el BAL ha demostrado que el
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esputo contiene una carga bacteriana comparable a la de las vias respiratorias superiores,
con diferencias significativas en la B-diversidad entre todas las muestras. Las muestras de
esputo son mas similares a las muestras supragldticas, lo que indica que el esputo no es un
representante preciso del microbioma de las vias respiratorias inferiores (132). Sin embargo,
se considera como una muestra representativa en enfermedades con alto volumen de
esputo, como la fibrosis quistica (FQ) (124) y BQ no debidas a FQ (114,115,133) y, de hecho,
ha sido la muestra mas utilizada en las grandes cohortes de microbioma en BQ, lo que no
seria posible si todos los participantes tuvieran que someterse a multiples broncoscopias.

La composicién del microbioma del pulmdn sano tiene diferencias mas marcadas respecto
a los pacientes con enfermedades respiratorias cronicas como la FQ (134,135), la fibrosis
pulmonar idiopdtica (136) y en las BQ no FQ (114,137). En estas condiciones patoldgicas, se
observa una disminucion de la diversidad microbiana, acompafiada de un aumento en la
abundancia de Proteobacteria, fendmeno conocido como disbiosis. Esta pérdida de
diversidad microbiana se ha asociado con una mayor gravedad de la enfermedad y con
episodios de exacerbacidn, aunque no estd claro si la disbiosis es causa o consecuencia del

dafio a las superficies broncoalveolares.
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Figura 11: Densidad microbiana en pulmones sanos y pulmones con enfermedad. La figura muestra

como aumenta la carga bacteriana total a medida que disminuye la diversidad en la enfermedad

respiratoria crénica (138).
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1.13. Microbioma en bronquiectasias

En el contexto de las BQ no FQ, las técnicas convencionales de cultivo han identificado como
patégenos predominantes: Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa y
Streptococcus pneumoniae (139-141). Sin embargo, en una proporcion considerable de
pacientes (hasta un 20%), no se logra aislar ninguin patégeno, incluso en esputos purulentos
(106,107). La NGS ha permitido descubrir la complejidad del microbioma respiratorio en
pacientes con BQ, y ha revelado que la estructura microbiana varia significativamente entre

individuos (114). COX y TUNNEY

Antes de empezar con la descripcidon del microbioma en BQ es importante destacar que la
mayoria de los estudios se han realizado utilizando muestras de esputo, lo que plantea
ciertas limitaciones debido a que el esputo contiene una mezcla de microorganismos de la
via aérea superior e inferior, tal como referido en apartados previos.

Las lineas de investigacidn recientes han intentado utilizar el microbioma para clasificar y
comprender mejor los diferentes fenotipos de BQ. Una de las primeras cohortes de
microbioma de Rogers et al (114) identificé tres grupos principales segin la dominancia de
determinados microorganismos: un grupo dominado por Pseudomonas, otro dominado por
Haemophilus y un tercero dominado por otros taxa, entre los que predominaban Veillonella
y Prevotella, que no se detectaron mediante cultivos convencionales. Esta estratificacidn de
los pacientes en funcion de los taxones bacterianos predominantes fue mas informativa
desde el punto de vista clinico que el analisis basado en cultivos convencionales o en PCR
cuantitativa. Posteriormente, Dicker et al, basandose también en la clasificaciéon por los
géneros dominantes identificaron subgrupos de pacientes con mayor riesgo de tener peores
resultados clinicos, como el dominado por Pseudomonas (115).

Las MNT son microorganismos presentes en el medioambiente y también juegan un papel
en las infecciones respiratorias de pacientes con BQ. La incidencia de infecciones por MNT
ha ido en aumento, aunque las razones detrds de este incremento no estan claras. Se cree
gue el incremento de la utilizacién generalizada de macrélidos a largo plazo podria ser una
explicacion (142). A pesar de todo, el papel de las MNT en el microbioma respiratorio
todavia no esta bien establecido, ya que estas bacterias no se identifican correctamente
mediante la secuenciacidén del gen 16S rRNA. Ademas, los patrones inflamatorios de los
pacientes con MNT son Unicos y algo peculiares. Se ha observado que los comensales orales

como Prevotella, Veillonella y Leptotrichia a menudo coinciden con un perfil inflamatorio
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caracteristico en estos pacientes. Esto sugiere que las microaspiraciones o la incapacidad de
eliminar los microrganismos aspirados pueden contribuir a este endotipo inflamatorio de la
enfermedad por MNT (132).

El micobioma tiene una importancia considerable en BQ. En estos pacientes se han
identificado especies fungicas como Aspergillus, Cryptococcus y Clavispora. Una alta
proporcién de estos pacientes presentaba Aspergillus fumigatus y/o Aspergillus terreus, que
no se detectaron en individuos sanos. Gracias a una cohorte internacional de Asia y Europa
(143), se han observado diferencias geograficas en la distribucién de estas especies, con A.
fumigatus mas frecuente en Singapur y A. terreus en Escocia. Otro hallazgo importante de
esta cohorte fue la deteccién de una alta incidencia de enfermedades del espectro de la
Aspergilosis, incluidas la sensibilizacion por Aspergillus y la ABPA. Cada una de ellas revelé
perfiles de micobioma distintos y se asocié con una enfermedad mds grave, una peor
funciéon pulmonar y con mas exacerbaciones. Por esta razdn, se sugiere una deteccidon
precoz de enfermedades asociada a Aspergillus, incluso en pacientes aparentemente
estables (143).

El viroma también desempefia un papel relevante en las BQ. Estos pacientes muestran una
carga viral significativamente mayor en esputo, con una prevalencia destacada del virus
parainfluenza humano tipo 3. Tal como los hongos, se han encontrado diferencias
geograficas, siendo los pacientes asiaticos afectados en comparacién con los europeos. El
analisis de los bacteriéfagos revela una predominancia de las familias Siphoviridae,
Caudovirales, Myoviridae y Phycodnaviridae (144).

Por ultimo, nos gustaria destacar la importancia de las exacerbaciones agudas en BQ y su
relacién con el microbioma. Tras correcto diagndstico clinico de una exacerbacion, el
tratamiento estandar implica el uso de antimicrobianos, basado en la premisa de que el
sobrecrecimiento bacteriano es la causa subyacente (96). Sin embargo, se ha observado
que, durante las exacerbaciones, el microbioma es relativamente estable, sin cambios
significativos en la carga bacteriana, en la diversidad o en la abundancia microbiana, lo que
sugiere que los cambios de microbioma o el sobrecrecimiento de bacterias podrian no ser

los principales detonantes de estas exacerbaciones (113,137).
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2. HIPOTESIS

Hipétesis general: El analisis del microbioma respiratorio proporciona un nivel de detalle
superior al de los métodos de cultivo tradicionales y permite establecer relaciones entre la

composicidon microbiana y los resultados clinicos en pacientes con bronquiectasias.

Hipétesis especifica 1: La composicion del microbioma respiratorio esta asociada a las
caracteristicas clinicas de la enfermedad en pacientes con bronquiectasias, influyendo en la

gravedad, la funcion pulmonar y la frecuencia de exacerbaciones.

Hipétesis especifica 2: Diferentes etiologias de las bronquiectasias conllevan variaciones en
la estructura y diversidad del microbioma respiratorio, reflejando patrones microbianos

especificos segln la causa subyacente de la enfermedad.

Hipdtesis especifica 3: La composiciéon del microbioma respiratorio estd directamente
relacionada con la respuesta inflamatoria, tanto local como sistémica, y con los procesos de

remodelado bronquial.

Hipodtesis especifica 4: El perfil del microbioma respiratorio puede emplearse como
herramienta para estratificar a los pacientes con bronquiectasias, identificando aquellos con

mayor riesgo de evolucion desfavorable y peor prondstico.
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3. OBIETIVOS

Objetivo principal: Desarrollar una cohorte de pacientes con bronquiectasias
fenotipicamente bien caracterizados, con el fin de recolectar una amplia variedad de
muestras bioldgicas que faciliten el andlisis del microbioma respiratorio, tanto bacteriano

como fungico, en fase de estabilidad y exacerbacidn, asi como su variabilidad temporal.

Objetivo secundario 1: Caracterizar el microbioma respiratorio en sus componentes
bacteriano y fungico durante las fases de estabilidad y a lo largo del tiempo, y analizar su

correlacion con variables clinicas asociadas a la enfermedad.

Objetivo secundario 2: Investigar si la etiologia de las bronquiectasias influye en las

diferencias de composicion del microbioma respiratorio.

Objetivo secundario 3: Examinar la relacion entre el microbioma respiratorio bacteriano y
fungico y los patrones de inflamacién bronquial y sistémica, asi como el remodelado

bronquial.

Objetivo secundario 4: Identificar perfiles de microbioma respiratorio que permitan
estratificar a los pacientes en funcién del riesgo de peor evolucidn clinica y prondstico de la

enfermedad.

61



62



4. METODOLOGIA

4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional, prospectivo y multicéntrico, con reclutamiento consecutivo de

pacientes adultos con BQ no debidas a FQ.

4.2. POBLACION DEL ESTUDIO

4.2.1. Centros participantes

Participaron 9 centros a nivel nacional: Hospital Universitari Germans Trias i Pujol
(Badalona), Hospital Universitari Vall d'Hebron (Barcelona), Hospital Universitari de
Bellvitge (L'Hospitalet de Llobregat), Hospital del Mar - Parc Salut Mar (Barcelona), Hospital
Universitari Mutua de Terrassa (Terrassa), Hospital Consorci Sanitari de Terrassa (Terrassa),
Hospital Corporacié Sanitaria Parc Tauli (Sabadell), Hospital Universitari Dr. Josep Trueta

(Girona) y Hospital Universitario Virgen del Rocio (Sevilla).
4.2.2. Criterios de inclusién

Pacientes adultos (de 18 afios o mds) con BQ no debidas a FQ, diagnosticadas por tomografia
computarizada de alta resolucién (TCAR) segun los criterios validados descritos por Naidich
et al (145), reclutados desde las consultas externas o los hospitales de dia de neumologia 'y
gue dieron su consentimiento informado por escrito. Los pacientes fueron incluidos durante
una fase estable de su enfermedad, definida como ausencia de exacerbacion o tratamiento
antibiético en las 4 semanas anteriores y fueron agrupados segun la etiologia de las BQ

siguiendo las recomendaciones especificadas mas adelante (Figura 12).
4.2.3. Criterios de exclusion

BQ por fibrosis quistica.

BQ por traccidn secundarias a fibrosis pulmonar.

Tratamiento con antibidticos sistémicos a largo plazo.

Tratamiento con farmacos inmunosupresores.

Tratamiento con corticoides orales (Equivalente a >10 mg prednisona/dia).
Tratamiento con anticuerpos monoclonales.

Prondstico vital inferior a los 12 meses de vida.

© N o Uu A W NP

Comorbilidades significativas limitantes de las actividades de la vida diaria.
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9. Neoplasia activa

10. Trasplante de cualquier érgano.

11. Infeccidn por virus de la Inmunodeficiencia Humana.

12. Caracteristicas del paciente o de su entorno que imposibiliten asegurar el
seguimiento durante el tiempo de estudio.

13. El nimero de pacientes en el momento de la inclusion en el estudio en tratamiento
con antibiético de mantenimiento inhalado no superé el 30% de la muestra (60 pacientes).
Se permitid el inicio de tratamiento con macrdlidos y/o antibidticos inhalados durante el
seguimiento si el clinico lo consideraba necesario, y se anotaba como variable de

seguimiento.

14. Negativa a firmar el consentimiento informado.

4.2.4. Definicion del tamafio muestral

En cuanto al tamafio de la muestra, en el momento del disefio del proyecto los estudios de
microbioma en BQ publicados habian incluido series entre 40 y 107 pacientes (114,137),
por lo que se considerd que la inclusidon de 162 pacientes (18 pacientes por centro) con BQ

garantizaria el logro de los objetivos de este estudio.

4.2.5. Aspectos éticos

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica del centro investigador principal (Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol, PI-18-093) y posteriorment en cada centro reclutador. Se
respetaron los principios éticos de la Declaracién de Helsinki (Fortaleza, 2013), las Normas
de Buena Practica Clinica, la legislacién sobre investigacion biomédica (Ley 14/2007), la
obtencidén y procesamiento de muestras bioldgicas y biobancos (RD 1716/2011) y el
procesamiento de datos se realizé de acuerdo con el Reglamento General de Proteccién de

Datos de la Unidn Europea.

4.3. DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

Se definid la etiologia de las BQ segun criterios estandarizados siguiendo las
recomendaciones de la normativa espafiola sobre la valoracion y el diagndstico de las

bronquiectasias en el adulto de la Sociedad Espariola de Neumologia y Cirugia Tordcica
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(SEPAR) (72) y de la guia de manejo de las bronquiectasias en adultos de la European

Respiratory Society (ERS) (49).

Se aceptd el diagndstico etioldgico propuesto por el investigador, pero se recomendd
reevaluar y comprobar que se hubieran realizado las exploraciones del paquete bdsico de
pruebas (especificado mas adelante) en algin momento de la historia de la enfermedad
especialmente cuando el diagndstico fuera de “BQ Idiopaticas”. A continuacidén, se propone
el algoritmo diagndstico a seguir y la definicion de las enfermedades asociadas:

Evaluaciéon inicial: historia clinica detallada junto con un paquete de exploraciones

complementarias que consta de analitica con hemograma, proteinograma,

Inmunoglobulinas (1gG, IgM, IgA, IgE), PCR, IgE total, IgG/IgE a Aspergillus fumigatus o prick

test a Aspergillus, niveles de a-l-antitripsina, test del sudor, cultivo de esputo para

bacterias, micobacterias y hongos, pruebas de funcién pulmonar con espirometria forzada,
volumenes y difusidon alveolar (DLco). Los resultados de estas pruebas junto con las

caracteristicas radioldgicas del TC de Tdrax permitieron realizar el diagnéstico definitivo o

de sospecha de etiologias como: inmunodeficiencias, déficit de a-1-antitripsina, ABPA,

infeccion por MNT, malformaciones congénitas, tragueobroncomegalia (sindrome de

Mounier-Kuhn), situs inversus, obstruccién bronquial. En caso de sospecha clinica de

discinesia ciliar (sinusitis y otitis de repeticién, infertilidad, dextrocardia) el diagnéstico se

confirmé en centros especializados.

La asociacién con otras enfermedades como la EPOC, asma, reflujo gastroesofagico (RGE),

conectivopatias y enfermedad inflamatoria intestinal se consideré en:

v' BQ asociadas a la EPOC: En ausencia de otros diagndsticos pacientes con antecedentes
de tabaquismo de al menos 10 paquetes-ano con obstruccion al flujo aéreo (indice
FEV1/FVC <70% con un FEV1 <80%) segun las guias clinicas.

v' BQ asociadas al asma: En ausencia de otros diagndsticos pacientes con diagndstico de
asma de acuerdo con las guias clinicas.

v' BQ asociadas a enfermedad inflamatoria intestinal: En ausencia de otros diagndsticos
pacientes con colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn.

v' BQasociadas a RGE: En ausencia de otros diagndsticos clinica compatible y confirmacion

mediante pHmetria o manometria.
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v' BQ asociadas a conectivopatias: Presencia de BQ y enfermedades del tejido conectivo,
incluyendo la artritis reumatoide, el sindrome de Sjogren y la esclerosis sistémica, en
ausencia de otros diagnésticos.

Solo se atribuyd a una causa postinfecciosa aquellas BQ que iniciaron una clinica compatible

tras un episodio de infeccién respiratoria aguda o neumonia siempre que se hubieran

excluido previamente otras causas. Finalmente, si las pruebas fueron negativas, no se
encontrd asociacion con infecciones respiratorias graves previas u otras enfermedades se

considerd un diagnéstico de BQ idiopaticas.
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9 centros reclutadores
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Figura 12: Algoritmo de inclusion de pacientes y diagndstico etioldgico.
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4.4. VISITAS

Los pacientes se evaluaron alos 0, 6, 12 y 36 meses. Se realizd una primera visita de inclusiéon
(VO) seguida de 2 visitas de seguimiento (V1-V2) todas ellas en fase de estabilidad y una
visita cuando se produjo la primera exacerbacion (VE), definida como un deterioro agudo en
tres o mas de los siguientes sintomas durante al menos 48 horas: tos, volumeny / o
consistencia del esputo, purulencia del esputo, disnea y / o tolerancia al ejercicio, fatigay /
o malestar general y hemoptisis, lo que lleva a un clinico a un cambio en el tratamiento de

BQ (95). La gravedad de la exacerbacion se clasificé de la siguiente manera:

° Exacerbacién moderada: que requiere tratamiento ambulatorio;

° Exacerbacién grave: que requiere hospitalizacion o terapia con antibiéticos por via
intravenosa;

° Exacerbacién muy grave: que requiere admisién en la UCl o necesidad de ventilacion
mecanica.

Por ultimo, a los 36 meses se realizd la visita 3 (no presencial), en la cual se recogieron datos
de mortalidad y exacerbaciones en los dos afios previos y funcién pulmonar en el momento

de la visita.

4.5. VARIABLES CLINICAS y FUNCIONALES

4.5.1. Visita basal (VO)

1. Datos personales: edad, sexo, estudios, situacidn laboral, estado civil, hijos.

2. Habitos toxicos: tabaquismo, enolismo.

3. Comorbilidades: indice de Charlson. Osteoporosis, depresién, hipertension arterial,
dislipemia.

4, Tratamientos:

4.1. Norespiratorios.
4.2. Respiratorios.
5. Historia de las BQ previa a la inclusién:
5.1. Afo diagndstico.
5.2. Etiologia.
5.3.  Historia de hemoptisis y neumonias.

5.4. Exacerbacionesy uso de recursos afio previo.
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5.5. Microbiologia: Aislamientos microbioldgicos afo previo, historia de infecciéon
por Pseudomonas aeruginosa, infeccion bronquial crénica (tres o mds cultivos consecutivos
positivos para un mismo MPP en un periodo de al menos 6 meses en muestras separadas
entre si por al menos un mes) (72).

6. Evaluacion de las BQ en el momento actual:

6.1. Sintomas: tos, volumen de expectoracién, color del esputo por escala de
Murray cuantificada, escala de disnea de la mMRC.

6.2.  Escala de gravedad multidimensional: BSI

6.3. Cuestionarios de calidad de vida: CAT y BHQ.

6.4. Evaluacion funcional pulmonar completa: espirometria con prueba
broncodilatadora, volimenes pulmonares y difusién realizado entre 1 afio previo y los 6
meses siguientes a la inclusion.

7. Exploracidn fisica: datos antropomeétricos, saturacién de oxigeno. Valoracion de

boca séptica.

4.5.2. Visitas de seguimiento (V1-V2)

1. Evaluacién de sintomas: tos, volumen expectoracién, color esputo por Escala de

Murray, escala de disnea mMRC.

2. Cuestionarios de calidad de vida: CAT, BHQ.

3. Evaluacion de las exacerbaciones desde la visita anterior: nimero, gravedad, uso
de recursos sanitarios, tratamiento administrado, microbiologia.

4. Cambios en el tratamiento de las BQ: Inicio de tratamiento de mantenimiento con
azitromicina o antibiotico inhalado.

5. En la visita (V2) adicionalmente se realizd espirometria con prueba

broncodilatadora y se evalué la gravedad mediante BSI.

4.5.3. Visita 3 (V3)
1. Revision de mortalidad y sus causas: respiratoria, cardiaca, otras.
2. Evaluacion de las exacerbaciones desde la V2: numero, gravedad, uso de
recursos sanitarios.

3. Espirometria forzada con prueba broncodilatadora, en los 6 meses previos.
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4.5.4. Visita de exacerbacion (VE)

1. Tiempo desde la inclusidn.
2. Gravedad de la exacerbacion.
3. Uso de recursos.

4. Tratamiento.

4.6. RECOGIDA, PROCESAMIENTO y ANALISIS DE MUESTRAS

4.6.1. Muestras de sangre:

° Extraccion por venopuncion 25 ml de sangre venosa periférica en cada una de las
visitas en programadas (VO, V1, V2) y en la visita de exacerbacidn (VE).

° Determinacién en el laboratorio central de cada hospital de Hemograma
(Hemoglobina, Hematocrito, plaquetas, leucocitos, recuento celular absoluto y porcentual),
Fibrindgeno, Bioquimica (glucosa, creatinina, proteinas totales, albumina, GPT/ALT, GGT,
proteina C reactiva (PCR). En la visita basal (VO) se incluyeron ademas test del sudor, niveles
de inmunoglobulinas (IgG, IgM, IgA, IgE) y a-1-antitripsina.

° En todos los casos se reservaron 10 ml de sangre para extraccion de suero y plasma

gue se alicuotaron en crioviales y se congelaron a - 802C.

4.6.2. Muestras de esputo:

° Obtencion de una muestra de esputo espontdneo en cada una de las visitas en

programadas (VO, V1, V2) y en la visita de exacerbacién (VE).

° En el caso de las visitas programadas, el esputo se recogid en situacién de estabilidad
clinica (> 2 semanas sin tratamiento antibiotico), priorizando la obtencién del esputo mismo
dia de la visita. Si se recogio en domicilio se deberia guardar en la nevera hasta que acudiese
a la visita. Para su recogida, previamente los pacientes habran tenido que enjuagarse la
boca, beber agua y limpiarse la nariz para evitar contaminaciones.

° Trabajando en cabina de flujo laminar se selecciond una parte de la muestra de
esputo y se envid al servicio de microbiologia de cada hospital para cultivo bacteriano
semicuantitativo, cultivo para micobacterias y hongos. Estudio de sensibilidad antibidtica

mediante el método de microdilucidn o disco difusidn, siguiendo la normativa del European
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Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Se congelaron las cepas de los

microorganismos potencialmente patdgenos aislados en tubos de congelacion (2 tubos).

. Otra parte del esputo (de aprox. 200 pL) se dividio y se congeld a -80 en 5 crioviales.

Posteriormente todas las muestras fueron recogidas y almacenadas en el biobanco del

Institut de Recerca Germans Trias i Pujol para su procesamiento.

ESPUTO
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Figura 13: Diagrama de recogida de muestras.
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4.6.3. Analisis de los marcadores de inflamacidon bronquial

Para la obtencién del sobrenadante de esputo primero se tratd una alicuota de 250 pl de
esputo con 600 pl Sputolysin® (Merck Millipore) 1x y luego se incubd a 37 °C durante 15
minutos. Se afladié el mismo volumen de tampdn fosfato salino y la muestra se centrifugd
a 2500 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se recogidé y se congelé a -80 °C.
Posteriormente se midid la concentracién de citoquinas en el sobrenadante. Se
cuantificaron las IL-1pB, IL-5, IL-8, IL-13, IL-17A, IL-18, IL-22, TNF-a, MMP-1, MMP-8, MMP-9,
TIMP-1 utilizando un método multiparamétrico Luminex® siguiendo las instrucciones del
fabricante del kit PROCARTAPLEX 12 PLEX (LifeTechnologies) y los resultados fueron leidos
y procesados en una plataforma Luminex 200 (Luminex xMap Technology, Merck) utilizando
el software XPonent 3.1. La actividad de la elastasa neutrdfilo (EN) se midid mediante

inmunoensayo ProteaseTag® (ProAxsis).

4.6.4. Analisis del microbioma respiratorio mediante amplificacion y secuenciaciéon

- Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN): Se tratd una alicuota de 250 ul de esputo
con 600 pl Sputolysin® 1x y se incubé a 37 °C durante 15 minutos. Se afiadié 600 ul de
tampon fosfato salino y se centrifugé a 13000 G durante 15 minutos. El sedimento se
recogio y se resuspendié en 500 ul de tampdn de lisis (Tris 0,5 M, EDTA 1 mM y SDS 2%) y
se digirid enzimaticamente con una solucion compuesta por 125 U de mutanolisina (Sigma-
Aldrich; M9901), 100 U de lisostafina (Sigma-Aldrich; L9043), 200 U Liticasa (Sigma-Aldrich;
L2524), 20000 U Lisozima (Sigma-Aldrich; L6876), incubando a 30 °C durante 30 minutos. A
continuacion, la muestra se digirié mecanicamente con Lysing Matrix A (MP Bio, Alemania)
en TissueLyser (QIAGEN) a 20,0 Hz durante 2 minutos. Las muestras se sometieron a un
choque térmico a 95 °C durante 10 minutos, seguido de 5 minutos en hielo. La extraccion
de ADN se realizé con el kit QlAamp® DNA Mini (Qiagen, Alemania) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

- Control de calidad del ADN: Para el control de calidad se utilizaron dos diluciones seriadas
de muestras de ADN. El ADN gendmico se cuantificd utilizando SYBRGreen | (Sigma-Aldrich,
Merck) y la carga bacteriana total en la muestra de ADN se estimé mediante un ensayo de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction) en tiempo

real con cebadores descritos en Nadkarni et al. 2002 (5’- TCCTACGGGAGGCAGCAGT- 3’
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directo y cebador inverso 5'- GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT- 3’), utilizando el sistema
de PCR en tiempo real rapido 7900 HT (Applied Biosystems) (146).

4.6.5. Preparacion de la libreria para la determinacion del microbioma bacteriano

La preparacion de librerias bacterianas y secuenciacién se realizaron en la Unidad de
Gendmica del Centro de Regulacion Gendmica de Barcelona (CRG). El proceso se describe

en el protocolo del Proyecto Sacalalengua (147).

Las muestras de ADN se normalizaron segln su contenido de ADN bacteriano para usarse
como plantilla para preparar librerias del gen 16S ADNr, en concreto se amplifico la regién
V3-V4 del gen con los cebadores descritos previamente (147), con algunas modificaciones.
Para evitar una composicion de bases desequilibrada en una secuenciacién adicional de
MiSeq, cambiamos las fases de secuenciacién agregando varios nimeros de bases (de 1 a
4) como espaciadores para los cebadores directos y reversos (utilizamos un total de 4

cebadores directos y 4 reversos).

La amplificacion del V3-V4 16S ADNr se realizd en dos PCR con ciclos limitados. La primera
PCR se realizé en un volumen final de 25 pl utilizando una concentracidn de cebador de 0,08
UM y NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix (ref. M0543L, New England Biolabs). Las
condiciones de PCR fueron una desnaturalizacion inicial de 30 s a 98 °C seguida de 5 ciclos
de 98 °C durante 10 s, 55 °C durante 5 min y 65 °C durante 45s. La segunda PCR se realizd
en un volumen de 50 pl con la finalidad de unir los adaptadores, para ello se utiliz6 NEBNext
Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix junto con los adaptadores Nextera XT v2 con el siguiente
programa de PCR: desnaturalizacion inicial de 30 s a 98 °C seguida de 17 ciclos de 98 °C por
10s, 55 °C por 30 s y 65 °C por 45 s, finalizando con un paso de elongacidn final de 5 min a

65 °C.

Las librerias se purificaron utilizando AgenCourt AMPure XP beads (ref. A63882, Beckman
Coulter) con una proporcion de 0,9X segun las instrucciones del fabricante y se analizaron
utilizando Fragment Analyzer (ref. DNF-915, Agilent Biosystems) para estimar la cantidad y
verificar la distribucién del tamafio. Se preparé el conjunto de librerias normalizadas para
la secuenciacién posterior. Los grupos finales se cuantificaron mediante qPCR utilizando el
kit de cuantificacidn libreria Kapa para plataformas lllumina (Kapa Biosystems) en un

termociclador en tiempo real ABI 7900HT (Applied Biosystems).
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4.6.6. Preparacion de la libreria para la determinacion del micobioma

La preparacién de librearias fungicas y secuenciaciéon se realizaron en la Unidad de

Gendmica del CRG.

La regidn ITS (del inglés, Internal Trascribed Spacer) se amplificd a partir de extractos de
muestras de ADN utilizando un conjunto de cebadores modificados: g/TS7ngs (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGGTTAAGAGACAGNGTGARTCATCRARTYTTTG-3') e ITS4ngs (5'-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNTCCTSCGCTTATTGATATGC -3') que
contiene un “espaciador de heterogeneidad” de 1-4 pb. La PCR se realizd en un volumen de
25 pl con una concentracién de cebador de 0,2 uM y KAPA HiFi HotStart ReadyMix (ref.
07958935001, Roche). Las condiciones de PCR fueron una desnaturalizacion inicial de 3 min
a 95 °C seguida de 35 ciclos de 98 °C durante 30 s, 50 °C durante 30 sy 72 °C durante 30 s,
finalizando con un paso de elongacién final de 5 min a 72 °C. °C. Después de este primer
paso de PCR, se afiadié agua hasta un volumen total de 50 ul y las reacciones se purificaron

utilizando AgenCourt AMPure XP (ref. A63882, Beckman Coulter).

Los primeros cebadores de PCR contienen salientes que permiten agregar adaptadores
Nextera de longitud completa con cédigos de barras para secuenciacién multiple en un
segundo paso de PCR, lo que da como resultado bibliotecas listas para secuenciar con
tamarios de inserto de aproximadamente 450 pb. Para ello, se utilizaron 5 ul de la primera
amplificacién como plantilla para la segunda PCR con cebadores adaptadores Nextera XT v2
en un volumen final de 50 pl utilizando la misma mezcla de PCR y perfil térmico que para la
primera PCR pero solo 8 ciclos. Tras la segunda PCR, se utilizaron 25 ul del producto final
para su purificaciéon y normalizacion con el kit de normalizacidon SequalPrep (ref. A10510-
01, ThermoFisher Scientific), segun el protocolo del fabricante. Las librerias fueron eluidas
y agrupadaspara la secuenciacion. El conjunto de librerias final se analizé utilizando el
instrumento Agilent Bioanalyzer (Agilent ref. 5067-4626) para estimar la cantidad y verificar
la distribucion del tamafio, y luego se cuantificaron mediante qPCR utilizando el kit de
cuantificacioén el kit KAPA Library Quantification kit (ref. KK4835, KapaBiosystems) antes de

la secuenciacién con Miseq 2x300pb de lllumina.
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4.6.7. Controles

Los controles negativos de las extracciones de ADN y los pasos de amplificacion por PCR se
realizaron de forma rutinaria en paralelo, utilizando las mismas condiciones y reactivos.
Nuestros controles no proporcionaron sistematicamente bandas visibles ni cantidades de
ADN cuantificables. Ademas, se incluyé como control del proceso una comunidad

microbiana estandar, el ZymoBIOMICS™ (ref. D6306, Zymo).

4.6.8. Secuenciacion

La secuenciacion se realizé en un lllumina MiSeq con lecturas de 2 x 300 pb utilizando
guimica v3 con una concentracién de carga de 15 pM. Para aumentar la diversidad de las

secuencias, se afiadio el 10% de PhIX, una libreria control.

4.6.9. Evaluacion del microbioma

El analisis bioinformatico metagendmico se realizé mediante QIIME 2 2021 (148). Los datos
de secuencia demultiplexados se depuraron utilizando DADA2 para secuencias pareadas (a
través de g2-dada2) (149). Todas las ASVs (del inglés, Amplicon Sequence Variants) se
alinearon con mafft (a través de g2-alignment) (150) y se usaron para construir una filogenia
con FastTree2 (a través de g2-phylogeny) (151). Para cada muestra, se determiné la a
diversidad utilizando el indice de diversidad de Shannon-Wiener (SWDI, del inglés Shannon-
Wiener diversity index) (152). Para el conjunto de muestras se determiné la B-diversidad
utilizando el indice de disimilitud de Bray-Curtis (153) y andlisis de coordenadas principales
(PCoA) se estimaron utilizando el complemento g2-diversity. La significancia grupal entre
los indices de a- y B-diversidad se calculdé con complementos QIIME2 utilizando la prueba
de Kruskal-Wallis para Shannon-Wiener SWDI y el analisis de varianza multivariado

permutacional (PERMANOVA) para la disimilitud de Bray-Curtis (153).

Se determind la taxonomia de los ASV a través del clasificador q2-feature-classifier (Bokulich
et al. 2018a) utilizando la base de datos Silva (Robeson 2021; Bokulich 2018) para bacterias
y UNITE (Koljalg 2020; Segata 2011) para hongos y se obtuvo la abundancia relativa de cada
taxoén.

Los géneros detectados en las muestras de control se compararon con las muestras y se
eliminaron todos aquellos cuya presencia y concentracion eran mayores en los controles
gue en las muestras. Después de la eliminacion de los contaminantes, se volvieron a analizar
la a- y B-diversidad y se recalculd la abundancia relativa de los taxones. El microbioma
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central se definid en nuestro estudio como la ocurrencia de géneros en al menos el 60% de
las muestras (154). Las muestras de microbioma se agruparon segun el género dominante
considerado como el mas abundante con al menos el doble de abundancia que el segundo
género mas abundante (124). Finalmente, se utilizd el analisis discriminante lineal del
tamafio del efecto (LEfSe, del inglés Linear discriminant analysis Effect Size) para identificar
los géneros que muestran diferencias estadisticamente significativas y biolégicamente
consistentes entre grupos. Este algoritmo utiliza el Analisis Discriminante Lineal (LDA) para
estimar el tamafio del efecto de cada caracteristica diferencialmente abundante (155). Los
perfiles de abundancia del microbioma se calcularon a nivel taxondmico de géneroy el valor

umbral de la puntuacién LDA logaritmica para caracteristicas discriminativas fue 2,0.

4.7. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, se realiz6 un método de anadlisis integral de datos exploratorios
automatizado (AutoDiscovery, Butler Scientifics, Barcelona, Espafia) para evaluar
comparaciones estratificadas bivariadas entre datos del microbioma (a-diversidad y B-
diversidad, abundancia relativa y dominancia de los géneros) y variables clinicas relevantes
(Gravedad de la enfermedad medida por BSI, FEV1% previsto, frecuencia de exacerbaciones,
ingreso hospitalario por exacerbacion en el afio anterior, sintomas respiratorios y calidad
de vida medida por las escalas CAT y BHQ) y marcadores inflamatorios. El software
AutoDiscovery selecciond el método numérico apropiado en funcién del tipo de datos y la
distribucién de las variables evaluadas. Este proceso se llevé a cabo en cada uno de los
posibles subgrupos del conjunto de datos generados mediante los factores de estratificacion
previamente seleccionados (género y rango de edad). Se rechazaron automaticamente los
subgrupos o asociaciones con un tamafio muestral menor a 5, un tamafio muestral menor
al 1% del tamaifo muestral total o un nivel de significacion a (test de dos colas) igual o mayor
a 0,05. Dada la naturaleza de este método de testeo multiple, las asociaciones identificadas
se clasificaron segun el resultado del método de correccion FDR (False Discovery Rate)
aplicado (Benjamini-Hochberg, 5% de tasa de falsos descubrimientos) entre los siguientes

niveles de relevancia:

a. Exclusiva vs. No Exclusiva: una asociacidn entre dos variables dadas se considera
"Exclusiva" si su p-valor es menor a 0,05 en un (y solo un) subgrupo de muestras. En caso

contrario, la asociacion se considera "No Exclusiva".
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b. Exploratoria vs Alta Significacion: una asociacion entre dos variables dadas se considera
“Exploratoria” si su p-valor es menor que 0,05 y mayor que el umbral de p-valor obtenido
en el FDR. La asociacidn se considera de “Alta Significacién” si su p-valor es menor que el
umbral de p-valor obtenido en el FDR.

Por ultimo, se realizd una evaluacidn por parte de expertos de los resultados registrados
(especialmente los resultados exclusivos y altamente significativos) para seleccionar los
resultados mas relevantes relacionados con los objetivos originales.

En segundo lugar, las asociaciones significativas identificadas se confirmaron utilizando el
software estadistico R version 4.3.0. Las variables categoricas se expresaron como
frecuencias absolutas y relativas, y las variables continuas como medias y desviaciones
estandar (DE) cuando la distribucién era normal, o como mediana y rango intercuartil (RIQ)
en caso contrario. Las asociaciones entre variables continuas y parametros clinicos se
evaluaron mediante correlaciones de Spearman. Se utilizaron pruebas de rangos con signo
de Wilcoxon para comparar las diferencias entre los grupos dominantes. La B-diversidad se
evalud utilizando el analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la matriz de
disimilitud de Bray-Curtis. Se utilizd LEfSe (tamaino del efecto del andlisis discriminante
lineal) para identificar géneros bacterianos con abundancias significativamente diferentes
entre grupos para cada variable clinica relevante.

Se evalud la relacién entre la dominancia de género basal y la mortalidad, las exacerbaciones
y la funcion pulmonar a los tres afios de seguimiento, y la gravedad de las BQ medida por el
BSl y la calidad de vida medida por los cuestionarios BHQ y CAT al afio de seguimiento. Para
el analisis de mortalidad, aplicamos curvas de Kaplan-Meier, que nos permitieron estimar
las probabilidades de supervivencia en el tiempo y visualizar el tiempo hasta la ocurrencia
del evento. Para evaluar el nimero total de exacerbaciones aplicamos un modelo inflado a
cero que proporciona estimaciones de las exacerbaciones totales basadas en los géneros
bacterianos dominantes. Se utilizé esta técnica de modelado debido al exceso de ceros de
este resultado. Para los demas resultados numéricos, calculamos sus medianas y se
estimaron modelos mixtos lineales para tener en cuenta el efecto del predominio bacteriano
y el tiempo en cada resultado.

Siempre que fue posible, los intervalos de confianza se estimaron con un nivel de confianza
del 95%. La significancia para las pruebas estadisticas se establecié en un valor p de 0,05

para los resultados exploratorios.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas de la poblacion del estudio

Se incluyeron un total de 165 pacientes entre febrero de 2019 y marzo de 2020. De estos,
153 proporcionaron muestras de esputo en fase estable, las cuales fueron de calidad
adecuada para el analisis del microbioma basal. Las caracteristicas demograficas y clinicas
de los pacientes se detallan en la Tabla 5. EI 60% de la cohorte (n = 91) estaba compuesto
por mujeres, con una mediana de edad de 63 afnos. El valor mediano del FEV1% predicho
fue del 80%. Segun el BSI, mas del 75% de los casos presentaban una gravedad leve a
moderada. El 26% de los pacientes experimentd una alta frecuencia de exacerbaciones (>3
exacerbaciones/afo), y el 13% requirid hospitalizacion en el afio anterior. Un total de 22
pacientes (14%) recibian tratamiento con antibiéticos inhalados, mientras que 71 (46%)
estaban bajo tratamiento con corticosteroides inhalados. Las etiologias de las BQ (Tabla 6)
incluyeron causas postinfecciosas (n = 56; 36,6%), idiopaticas (n = 48; 31,4%), discinesia ciliar
(n = 14; 9%), asma y EPOC (n = 13; 8,5%), neumonitis inflamatoria (n = 6; 4%),

inmunodeficiencias (n = 4; 2,6%) y otras etiologias (n = 12; 8%).

Tabla 5. Caracteristicas basales de la poblacidn de estudio

Demographics

Total number of patients* 153
Age, years 63 (53 - 74)
Sex female 91 (60%)
Either smokers or former smokers 57 (37%)
Body-mass index, Kg/m? 23(22-27)
Charlson index 1.2(1-1)

Respiratory treatments

Nebulized antibiotic use 22 (14%)
Inhaled bronchodilators use 109 (71%)
Inhaled corticosteroids use 71 (46%)

Functional status

FEV1 (% predicted) 80 (60- 90)
FEV: / FVC ratio 70 (60 -80)
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FEV; / FVC <70% 75 (49%)
Clinical status
Daily sputum volume >20mL 57 (37%)

Daily cough 103 (67%)
mMMRC dyspnoea scale 0.8(0-1)
Quality of life
Bronchiectasis Health questionnaire 66 (59 - 73)
CAT score 14 (9-19)
Severity disease
BSI score 6(3-8)
BSI score risk
Mild 56 (37%)
Moderate 59 (38%)
Severe 38 (25%)
Exacerbations
Exacerbation frequency in the previous year
0 43 (28%)
1 44 (29%)
2 26 (17%)
3 or more 40 (26%)
Severe exacerbation requiring hospitalization in the previous year 21 (13%)
Microbiology
Chronic infection by Pseudomonas aeruginosa in previous year 20 (13%)

Chronic infection by other pathogens in previous year

Bacteria isolation in stability
Pseudomonas aeruginosa
Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae
Staphylococcus aureus
Stenotrophomonas maltophilia

Moraxella catarrhalis

16 (10.5%)
70 (46%)
24 (16%)
23 (15%)

6 (4%)
4 (2.6%)
4 (2.6%)

2 (1.3%)
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Proteus mirabilis 2 (1.3%)

Other 5(3%)
Mycobacteria isolation in stability 4 (3%)
Mycobacterium abcessus 1(0.7%)
Mycobacterium avium Intracellulare 1(0.7%)
Mycobacterium chelonae 1(0.7%)
Mycobacterium Kansasii 1(0.7%
Fungi isolation in stability 18 (12%)
Aspergillus spp 6 (4%)
Candida Spp 11 (7.4%)
Other 1 (0.6%)

Los datos son mediana (RIQ) o n (%); FEV:: volumen espiratorio forzado en el primer sequndo; FVC:
capacidad vital forzada; Escala de disnea mMRC de Medical Research Council; CAT: COPD Assessment
Test; BSI: Bronchiectasis Severity Index

*Se presentan las caracteristicas de los pacientes que proporcionaron datos del microbioma (153 de

165 pacientes).

Tabla 6: Etiologia de las bronquiectasias

Idiopathic 48 (31.4%)
Post-infective 40 (26%)
Post-Tuberculosis 15 (10%)
NTM-Mycobacteria 1 (0.6%)
Ciliary dyskinesia 14 (9%)
Asthma 8 (5.2%)
COPD 5(3.3%)
Inflammatory Pneumonitis 6 (4%)
Immunodeficiency 4 (2.6%)
Connective Tissue Disease 3(2%)
Inflammatory Bowel Disease 3(2%)
Others 6 (4%)
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De los 153 pacientes incluidos en la visita basal (V0), 124 completaron la visita de
seguimiento a los 6 meses (V1) y 122 finalizaron la visita a los 12 meses (V2). La media del
periodo de seguimiento total hasta mayo de 2021 fue de 376 dias (rango: 361-414 dias). Se
recolectaron un total de 246 muestras para el analisis del microbioma. Adicionalmente, se
llevaron a cabo 39 visitas correspondientes a la primera exacerbacidn registrada tras la
inclusién en el estudio, hasta julio de 2020, con un intervalo medio de 105,5 dias (rango:
42-149,5 dias) entre las visitas. Es importante destacar que las muestras de la visita basal
fueron obtenidas durante el afio previo al inicio del confinamiento asociado a la pandemia
de COVID-19, finalizando en marzo de 2020. Asimismo, 37 de las 39 visitas por exacerbacién
(94,8%) ocurrieron antes de marzo de 2020. Sin embargo, de las 246 muestras de

seguimiento, 181 (73,5%) se recolectaron después del inicio de la pandemia (Figura 14).

165 pacientes
reclutados

12 pacientes excluidos por
muestras de esputode mala |+
calidad

153 muestras de 153 pacientes
pacientes incluidos en la cohorte basal

124 muestras de 124 pacientes que
realizaron V1

122 muestras de 122 pacientes que
realizaron V2

39 muestras de 39 pacientes exacerbados

Figura 14: Diagrama de flujo de los pacientes reclutados y de las visitas de seguimiento.
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5.2. Analisis de visita basal

5.2.1. Composicion del microbioma

5.2.1.1. Composicién del bacterioma

Después de aplicar los controles de calidad, se obtuvieron datos de secuenciacidn genética
de 151 pacientes. Los filos predominantes observados fueron Firmicutes y Proteobacteria
con la mayor abundancia relativa media, y en menor proporcidon Actinobacteria,
Bacteroidetes y Fusobacteria (Figura 15). Se detectaron 149 géneros, siendo los mas
frecuentes los asociados a las poblaciones comensales de la cavidad oral, e incluyeron
aerobios y anaerobios como Streptococcus, Gemella, Prevotella, Granulicatella y Veionella,

y patdgenos respiratorios como Haemophilus, Pseudomonas y Moraxella (Figura 16).
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Figura 15: Composicién del bacterioma a nivel de filo, con abundancia relativa >0.05%, por muestra.
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Figura 16: Composicion del bacterioma a nivel de género, con abundancia relativa >0.05%, por

muestra.

El microbioma central (en inglés core microbiome) (Figura 17) estaba compuesto por 26
géneros. Aunque Pseudomonas mostré una distribucidn menos uniforme, presenté altas
abundancias relativas en ciertos pacientes. Ademas, se definid una variedad de otros
géneros no tradicionalmente asociados con infecciones respiratorias como parte del

microbioma central, aunque con bajas abundancias relativas.

Clasificando a los pacientes segun el género bacteriano dominante, se identificaron
bacteriomas con predominancia de Streptococcus, Haemophilus, Pseudomonas, otros
géneros (incluyendo Moraxella, Neisseria y Staphylococcus), y aquellos sin una dominancia
especifica (Tabla 7). Las comunidades dominadas por Pseudomonas, Haemophilus y otros
géneros presentaron una mayor abundancia relativa y una reduccién significativa de la a-
diversidad (p<0,000), en comparacién con aquellas dominadas por Streptococcus o sin
dominancia especifica (Figura 18A). Las comunidades dominadas por Streptococcus se

asociaron con la mayor a-diversidad.
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El analisis de disimilitud de Bray-Curtis reveld diferencias significativas entre las
comunidades bacterianas segin el género dominante (p=0,001) (Figura 18B). En las
comunidades dominadas por Pseudomonas, Haemophilus y otros géneros, el Unico género
diferencial fue el género dominante, mientras que en las comunidades dominadas por
Streptococcus, el microbioma estaba compuesta por una mayor diversidad de géneros

(Figura 18C).

A Streptococcus B Streptococcus 28
Prevotella Pseudomonas 8.1

Veillonella Prevotella 53
Granulicatella Veillonella 3.7

Rothia Neisseria 34

Neisseria Rothia 3
Fusobacterium Gemella 2.9
Porphyromonas Porphyromonas 2.7
Actinomyces Actinomyces 2.3
Haemophilus Fusobacterium 2.1
Leptotrichia Granulicatella 2.1
Alloprevotella Leptotrichia 1.3

Atopobium Alloprevotella 1
Campylobacter Parvimonas 0.71
Oribacterium Atopobium 0.64
Solobacterium Oribacterium 0.5
Parvimonas Saccharimonadaceae 0.49
Capnocytophaga 69 Solobacterium 0.47
Peptostreptococcus 67 Peptostreptococcus 0.45
Lachnoanaerobaculum 67 Capnocytophaga 0.39
Pseudomonas 66 Lachnoanaerobaculum 0.36
Mogibacterium 65 Stomatobaculum 0.33
Saccharimonadaceae 63 Mogibacterium 0.23
Bergeyella 63 Campylobacter 0.23
Stomatobaculum 62 Clostridia UCG-014 0.16
Clostridia_UCG-014 60 Bergeyella 0.14
Preser:ce (%) Average abljmdance (%)

Figura 17: Composicion del microbioma central (core microbiome). (A) Presencia de los géneros que
componen el bacterioma central. (B) Abundancia relativa de los géneros que componen el

bacterioma central.
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Tabla 7: Mediana de abundancia relativa e indice de diversidad de Shannon-Wiener (SWDI) segun

filos y género dominante*

Relative abundance % SWDI
n (%)
median (IQR) median (IQR)
Dominant bacteriome phyla
Not dominated 43 (28.1) 44.92 (5.55) 4.87(1.43)
Firmicutes dominated 73 (47.7) 59.23 (12.99) 5.19 (1.66)
Proteobacteria dominated 33 (24.2) 87.76 (15.62) 3.69 (3.34)
Dominant bacteriome genera
Not dominated 40 (26.4%) 30.8 (10.6) 5.2 (1.1)
Streptococcus dominated 69 (45%) 38.9 (16.7) 5.6 (0.6)
Haemophilus dominated 28 (18%) 85.9 (23.9) 2.4 (1.5)
Pseudomonas dominated 10 (7%) 77.9 (30.5) 2.5(1.5)
Dominated by another genera 4 (2.6%) 69.1 (10.7) 2.7 (0.5)
Dominant mycobiome phyla
Not dominated 73 (47.7) 54.8 (8.8) 2.8 (0.9)
Ascomycota dominated 60 (39.2) 82.6 (18.6) 3.2(0.9)
Basidiomycota dominated 20 (13.1) 71(20.6) 1.7 (0.9)

*Dominante = El género o filo es el mds abundante Y >2 veces la abundancia relativa del siguiente

género o filo mds abundante.
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Figura 18: (A) indice de diversidad de Shannon-Wiener comparado por género bacteriano
dominante. (B) Disimilitud de Bray-Curtis por género bacteriano dominante. (C) Andlisis LEfSe que
muestra los géneros con mayores diferencias en abundancia entre los grupos dominantes. El valor
umbral de la puntuacidn LDA logaritmica para caracteristicas discriminativas fue 2,0. *Dominante =
El género o filo es el mds abundante Y >2 veces la abundancia relativa del siguiente género o filo mds

abundante.
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5.2.1.2. Composicion del micobioma

Después de aplicar los controles de calidad, se obtuvieron datos de secuenciacién genética
de muestras de 149 pacientes. Los filos predominantes identificados fueron Ascomycota,
Basidiomycota y Chytridiomycota, con una menor representacion de Mucoromycota (Figura
19). A nivel de género, en muchas muestras no fue posible lograr una identificacién
taxondmica precisa. En total, se identificaron 143 géneros, pero solo Saccharomyces,
Candida, Cladosporium y Metschnikowia presentaron una abundancia relativa 21%. Debido
a esta limitacion en la resolucidn taxondmica a nivel de género, el analisis de la comunidad

fungica se realizé a nivel de filo.

La estratificacion del micobioma basada en la dominancia de los filos clasifico a los pacientes
en tres grupos: comunidades fungicas dominadas por Ascomycota, por Basidiomycota, y
comunidades sin una dominancia especifica (Tabla 7). La proporcién entre las abundancias
relativas de Basidiomycota y Ascomycota fue de 0,86. Las comunidades dominadas por
Basidiomycota presentaron una pérdida significativa de a-diversidad y una B-diversidad
distinta en comparacién con las comunidades dominadas por Ascomycota o aquellas sin una
dominancia especifica, que mostraron mayor diversidad (p<0,000 y p=0,001,

respectivamente) (Figuras 20A y 20B).

Ascomycota Basidiomycota Chytridiomycota

0,9
0,8
0,7
0,6

0,5

Sequences %

0,4
0,3
0,2

0,1

Figura 19: Composicion del micobioma a nivel de filo, con abundancia relativa >0.05%.
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Figura 20: (A) indice de diversidad de Shannon-Wiener comparado por filos de hongos dominantes.

(B) Disimilitud de Bray-Curtis por filos de hongos dominantes. *Dominante = El género o filo es el

mds abundante Y >2 veces la abundancia relativa del siguiente género o filo mds abundante.

5.2.2. Asociacién entre microbioma y etiologia de las bronquiectasias

La comparacién de la a-diversidad y B-diversidad entre los grupos etiolégicos no fue

estadisticamente significativa, ni en el bacterioma ni en el micobioma (a-diversidad del

bacterioma p=0,3; a-diversidad del micobioma p=0,6; B-diversidad del bacterioma p=0,5; B-

diversidad del micobioma p=0,1).

El andlisis LEfSe del bacterioma identificé a Rothia y Porphyromonas como los géneros

diferenciales en pacientes con inmunodeficiencias, mientras que Staphylococcus fue el

género diferencial en el grupo de pacientes con discinesia ciliar (Figura 21). En contraste, el

analisis LEfSe del micobioma no detectd diferencias significativas entre los grupos

etioldgicos.
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Figura 21: Composicion del bacterioma segun la etiologia de las bronquiectasias. LEfSe mostrando
los géneros con mayores diferencias en abundancia entre grupos etioldgicos. El valor umbral de la

puntuacion LDA logaritmica para caracteristicas discriminativas fue 2,0.
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5.2.3. Asociacién entre microbioma y caracteristicas de la enfermedad

5.2.3.1. Diversidad del microbioma y caracteristicas de la enfermedad

Todas las variables clinicas se evaluaron en relacién con la a-diversidad y B-diversidad del
microbioma (Tabla 8). Solo la reduccién de la a-diversidad en el bacterioma se asocié con
peores resultados en la gravedad de la enfermedad, como una puntuacién BSI >9,
obstruccidn al flujo aéreo (FEV1/FVC <70), mayor sintomatologia, incluyendo un volumen
diario de esputo >20 mL y tos persistente, asi como la presencia de al menos una
exacerbacion grave que requirio hospitalizacién en el afio previo.

Ademas, se realizé una correlacion del indice SWDI del bacterioma con diversas variables
clinicas, como el FEV1% del valor predicho, la puntuacion BSI, y las escalas CAT y BHQ. El
SWDI del bacterioma mostré una correlacidn positiva con el FEV1% del valor predicho (r =
0,3; p < 0,001) y una correlacidon negativa con la puntuacién BSI (r = 0,26; p = 0,001). No se
identificaron asociaciones significativas entre el microbioma y la calidad de vida de los
pacientes. En cuanto al micobioma, no se encontraron correlaciones significativas entre la

a-diversidad y las caracteristicas clinicas de la enfermedad.

El indice de disimilitud de Bray-Curtis reveld diferencias significativas en la estructura del
bacterioma en funcidn de la puntuacién BSI, la obstruccidn al flujo aéreo, la gravedad de
dicha obstruccién, el volumen de esputo y la presencia de tos diaria. En cuanto al
micobioma, solo se observaron diferencias en la estructura segun la presencia de

obstruccion al flujo aéreo.

En relacion con el tratamiento farmacoldgico, se observé una reduccion significativa en la a-
diversidad del bacterioma en los pacientes tratados con antibidticos nebulizados,
acompafada de patrones distintivos en la estructura de la comunidad, identificados a través
del analisis de la B-diversidad. Estas alteraciones en la diversidad no se observaron en
pacientes que utilizaban corticosteroides inhalados. Sin embargo, en el micobioma se
identific6 una estructura comunitaria distinta entre los pacientes en tratamiento con

corticosteroides inhalados.
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Tabla 8: indice de diversidad de Shannon-Wiener (SWDI) e indice de disimilitud de Bray-Curtis segun

las caracteristicas de la enfermedad.

Shannon- o-value! Bray-Curtis
Wiene - ;
Disease characteristics . I ) r index
diversity index
(IQR) p-value?
Bacterial community
>9 5.38 (4.02-5.84)
BSI score <0.001 0.001
<9 4.56 (2.97-5.11)
FEV1/FVC <70% 4.44 (2.88-5.49)| <0.0001 0.001
FEV1/FVC 270% 5.51 (5.02-5.88)
Airflow obstruction
FEV1<50% 4.9 (3.95-5.55)
0.305 0.009
FEV:250% 5.23 (3.82-5.78)
Daily sputum volume=20m| [4.53 (2.58-5.35)
<0.001 0.003
Daily sputum volume<20ml| |5.39 (4.41-5.84)
Symptoms
Daily cough 5 (3,67-5,64)
0.018 0.038
Non-daily cough 5.51 (4.55-5.85)
No exacerbations 5.03 (3.57-5.62)
0.123 0.289
>1 exacerbations 5.18 (3.96-5.79)
E bation historv in the [<3 exacerbations 5.57 (4.21-5.84)
xacerba c.)n istory in the 0.230 0.586
previous year >3 exacerbations 5.07 (3.81-5.68)
Severe exacerbation 4.53(2.72-5.31)
Non-Severe exacerbation 5.29 (4.02-5.78)| 0.016 0.212
Nebulized antibiotic 4.72 (3.79-5.05)
0.037 0.001
Non-nebulized antibiotic 5.30(3.90-5.79)
Pharmacological treatment
Inhaled corticosteroids 5.03 (3.87-5.74)
0.641 0.258
Non-Inhaled corticosteroids |5.27 (3.82-5.82)
Fungal community
>9 2.81(2.31-3.53)
BSI score 0.586 0.846
<9 2.86(2.31-3.33)
FEV1/FVC <70% 2.83(2.32-3.47)
Airflow obstruction 0.521
FEV1/FVC 270% 2.81(2.30-3.31) 0.018
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FEV; <50% 2.77 (2.30-3.50)
0.805 0.403
FEV1>50% 2.82(2.31-3.36)
Daily sputum volume=20ml (2.74 (2.31-3.31)
0.436 0.797
Daily sputum volume<20ml| |2.87 (2.31-3.37)
Symptoms
Daily cough 2.81(2.30-3.36)
0.940 0.134
Non-daily cough 2.84 (2.33-3.38)
No exacerbations 2.79 (2.08-3.37)
0.299 0.880
>1 exacerbations 2.84 (2.39-3.36)
. : : <3 exacerbations 2.87 (2.32-3.37)
Exacerbatu.)n history in the 0.908 0.267
previous year >3 exacerbations 2.74 (2.29-3.27)
Severe exacerbation 2.79 (2.37-3.45)
0.821 0.636
Non-Severe exacerbation 2.83 (2.30-3.36)
Nebulized antibiotic 2.45 (2.00-3.36)
0.504 0.450
Non-nebulized antibiotic 2.87 (2.33-3.36)
Pharmacological treatment
Inhaled corticosteroids 2.81(2.36-3.33)
0.192 0.009
Non-Inhaled corticosteroids |2.82 (2.26-3.38)

! Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. 2 Calculado usando PERMANOVA.

5.2.3.2. Composicién del microbioma y caracteristicas de la enfermedad

El andlisis LEfSe se utilizd para identificar los géneros bacterianos con diferencias
significativas en abundancia asociadas a diversos resultados clinicos (Figura 22). En el
bacterioma, Pseudomonas mostré una mayor abundancia relativa en pacientes con
puntuacion BSI 29, FEV1/FVC <70 y FEV1 <50% del valor predicho, mientras que Proteus
también se asocié con una puntuacién BSI 9. Por el contrario, Haemophilus fue el género

caracteristico de los pacientes con puntuacién BSI <9 y FEV1 >50% del predicho.

Ademas, otros géneros asociados a resultados clinicos favorables incluyeron Moraxella,
vinculada a puntuaciones BSI <9, Neisseria, relacionada con BSI <9, FEV1/FVC >70 y FEV1
250%, asi como Veillonella, Prevotella y Gemella, las cuales se asociaron a una mayor

abundancia en pacientes con FEV1/FVC >70.
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En cuanto a las exacerbaciones que requirieron hospitalizacidn, el género Tropheryma se
asocio con estos eventos, mientras que Gemella y Porphyromonas fueron mas abundantes
en el grupo de pacientes que no requirieron hospitalizacién. Respecto a la frecuencia de

exacerbaciones, Neisseria se vinculd con la presencia de >3 exacerbaciones en el afio previo.
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Figura 22: LEfSe aplicado a resultados clinicos para identificar el género con mayores diferencias en
abundancia entre grupos. El valor umbral de la puntuacién LDA logaritmica para caracteristicas

discriminativas fue 2,0. (A) LEfSe muestra el género bacteriano asociado con una puntuacion BSI mas
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grave (barras rojas) y una puntuacidon menos grave (barras verdes). (B) LEfSe que muestra el género
bacteriano asociado con la obstruccién del flujo de aire definido por FEV1/FVC <70 % (barras rojas)
y sin obstruccién del flujo de aire definido por FEV1/FVC 270 % (barras verdes) (C) LEfSe que muestra
el género bacteriano asociado con obstruccién grave de las vias respiratorias definida por FEV; <50
% del predicho (barras rojas) y obstruccion de las vias respiratorias menos grave definida por FEV;
>50 % del predicho (barras verdes). (D) LEfSe muestra el género bacteriano asociado con tres o mas
exacerbaciones en el afio anterior (barras rojas) y los asociados con menos exacerbaciones (barras
verdes). (E) LEfSe muestra el género bacteriano asociado con al menos una exacerbacién grave en el

afio anterior (barras rojas) y ninguna exacerbacién grave en el afio anterior (barras verdes).

Ademas, correlacionamos la abundancia relativa de los principales géneros del bacterioma
con medidas de gravedad de la enfermedad (puntuacién BSI y FEV1 % del predicho) y
puntuaciones de calidad de vida (puntuaciones CAT y BHQ) (Figura 23). La puntuacion BSI se
correlacioné positivamente con la abundancia relativa de Pseudomonas (r = 0,39 p < 0,001)
y negativamente con la abundancia relativa de Haemophilus (r = -0,21 p = 0,017). El FEV1 %
del predicho presenté una correlacién negativa con la abundancia relativa de Pseudomonas
(r=-0,29 p=0,004), y una correlacion positiva con la abundancia relativa de Streptococcus
(r=0,18 p=0,028), Neisseria (r=0,27 p=0,001), Prevotella (r=0,18 p=0,03) Veillonella (r=0,23
p=0,006) y Gemella (r=0,22 p=0,008). Con respecto a la calidad de vida de los pacientes, no
se encontraron asociaciones. El analisis del bacterioma basado en el género bacteriano
dominante, confirmd que los pacientes con comunidades bacterianas dominantes de
Pseudomonas tenian una puntuacién BSI mas alta y una peor funcién pulmonar que
aquellos cuya comunidad bacteriana estaba dominada por Haemophilus, Streptococcus u
otros géneros bacterianos (Figura 24). Sin embargo, no se encontraron asociaciones entre
los géneros dominantes y la frecuencia de exacerbaciones o su gravedad. Respecto al
micobioma, ni el analisis LEfSe aplicado a los filos fungicos, ni el andlisis basado en el filo
dominante encontraron asociacién alguna con los resultados clinicos, excepto por una
tendencia no significativa en la correlacidon positiva entre la abundancia relativa del filo

Ascomycota y el FEV1% del predicho.
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Figura 23: Correlaciones entre la abundancia relativa de los géneros principales con BSly FEV1% del

predicho.
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Figura 24: Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, que comparan A) puntuacién BSI; B) FEV1%

predicho, entre géneros bacterianos dominantes.

5.2.4. Asociacion entre microbioma, inflamacién y remodelado bronquial

Investigamos la asociacion entre el microbioma y los marcadores de inflamacién en el
esputo y la sangre, asi como los marcadores de remodelado de la via aérea. Para ello,
realizamos correlaciones entre estos y la abundancia relativa de los géneros mas
abundantes (Figura 25). La abundancia relativa de Pseudomonas se correlaciond
positivamente con la actividad de NE, TNF-a, IL-17, IL-18 y MMP-9 (Figura 25A). La
abundancia relativa de Haemophilus se correlacioné positivamente con TNF-a, IL-1B, IL-22,
MMP-1, MMP-8 y MMP-9 (Figura 25B). La abundancia relativa de Streptococcus se
correlaciond negativamente con TNF-a, IL-1B, MMP-1, MPM-8, MMP-9 y la actividad de EN
(Figura 25C). La abundancia relativa de los géneros Prevotella, Veillonella, Gemella y
Neisseria se correlaciond negativamente con IL-1B, TNF-a, MMP-1, MPM-8, MMP-9 y la
actividad de EN.
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Figura 25: Correlacidon de marcadores inflamatorios y de remodelado de las vias respiratorias con

abundancia relativa de A) Pseudomonas, B) Haemophilus, C) Streptococcus.

El marcador de inflamacidn sistémica proteina C reactiva se correlacioné negativamente con

la abundancia relativa de los géneros Prevotella, Veillonella, Gemella y Neisseria. También

observamos una correlacién positiva no significativa entre la abundancia relativa de

Pseudomonas y Haemophilus y la proteina C reactiva.

Con respecto a la comunidad fungica, el filo Ascomycota se correlacioné negativamente con

TNF-q, IL-1B, IL-13, MMP-1, MPM-8, MMP-9, la actividad de EN y la proteina C reactiva

(Figura 26A), mientras que el filo Basidiomycota se correlaciond positivamente con todos

esos marcadores inflamatorios (Figura 26B).
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Figura 26: Correlacion de marcadores inflamatorios y de remodelado de las vias respiratorias con

abundancia relativa de A) Ascomycota, B) Basidiomycota.
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5.2.5. Asociacién entre bacterioma y micobioma

Se utilizd el analisis LEfSE para identificar los géneros bacterianos asociados a los filos

fungicos dominantes. La presencia del filo Ascomycota se asocié a una mayor abundancia

relativa de los géneros bacterianos Streptococcus, Prevotella, Gemella y Veillonella, entre

otros (Figura 27). No se encontré asociacidn entre la abundancia relativa de los filos fungicos

y los géneros bacterianos dominantes.

Bacteriome vs Mycobiome

. Basidiomycota . Ascomycota

Streptococcus
Prevotella
Gemella
Veillonella
Rothia”
Actinomyces
Parvimonas
F03324
Granulicatella ]
TM7a
Atopobium 1
Lactobacillus
Capnocytophaga
Lachnoanaerobaculum
Kingella
Solobacterium 7
Saccharimonadaceae
Stomatobaculum
Scardovia
Selenomonas
Bergeyella
Bifidobacterium

Tannerella

o
P

-

2
LDA SCORE (log 10)

w

Figura 27: LEfSe mostrando la asociacién entre bacterioma y micobioma, para identificar el género

con mayores diferencias en abundancia entre grupos. El valor umbral de la puntuacién LDA

logaritmica para caracteristicas discriminativas fue 2,0. Las barras azules representan los géneros

bacteriano diferenciales asociados con Ascomycota.
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5.3. Analisis de las visitas de seguimiento

5.3.1. Evolucién del microbioma bacteriano en el tiempo

El andlisis del microbioma de las diferentes visitas se realizd6 mediante el cdlculo del indice
de disimilitud de Bray-Curtis tanto de las muestras entre visitas como para las muestras
dentro de un mismo paciente. Este analisis reveld diferencias significativas entre las
comunidades de la VO y las demas visitas, al igual que entre la VE y el resto. En contraste,

las visitas V1 y V2 mostraron una alta similitud entre si (Tabla 9 y Figura 28).

Tabla 9: Comparacién de la distancia de Bray-Curtis entre visitas.

VOvsVl VOvsV2 VOvsVE V1iwvsV2 V1ivsVE V2vsVE

p-value 0.0011 0.0011 0.0011 0.6531 0.0011 0.0011

1 Calculado con PERMANOVA

Vo Vi e V2 e VE
* [
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Figura 28: Disimilitud de Bray-Curtis segun visitas. VO (verde): visita basal (VO); VE (rojo): visita de

exacerbacién (VE); V1 (naranja): visita a los 6 meses; V2 (morado): visita a los 12 meses.
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Calculamos la disimilitud media de Bray-Curtis por sujeto para aquellos con tres muestras
en estado de estabilidad, con el fin de obtener un rango individual de diversidad entre las
distintas muestras de cada paciente. Un valor alto reflejé cambios significativos en la
abundancia relativa y composicion de las comunidades microbianas a lo largo del tiempo,
mientras que un valor bajo indicd similitud entre las muestras del mismo sujeto. La mediana
observada fue de 0.97 (0.95; 0.98), lo que sugiere una alta variabilidad entre las muestras

de un mismo paciente (Figura 29).

40

Frequency

[
o
Il

0.00 0.25 0.50 0.75
Median within patient Bray-Curtis distance

Figura 29: Histograma de la mediana de la disimilitud de Bray Curtis por paciente. La disimilitud de

Bray Curtis se calculd para cada paciente con 3 muestras y varié de 0,95 a 0,98.

Analizamos la proporcién y la abundancia relativa de los principales géneros dominantes en
las diferentes visitas. Observamos una diferencia significativa en la proporcidon de géneros
dominantes en cada visita (p=0,0069) (Tabla 10). En cuanto a la abundancia relativa de los
principales géneros dominantes se observa una diferencia en el grupo sin dominancia, y en

el de dominancia por Streptococcus y Haemophilus (Tabla 11).
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Tabla 10: Comparativa de la proporcién de los géneros dominantes por visita.

Vo Vi V2 VE

N =153 N =124 N =122 N =39
Dominant genera n (%) n (%) n (%) n (%)
Not dominated 41 (26.8) 43 (34.68) 38 (31.15) 10 (25.64)
Streptococcus 69 (45.10) 56 (45.16) 42 (34.43) 10 (25.64)
Haemophilus 28 (18.30) 7 (5.65) 19 (15.57) 12 (30.70)
Pseudomonas 6 (6.54) 11 (8.87) 13 (10.66) 3(7.69)
Moraxella 3(1.96) 3(2.24) 3 (2.46) 2 (5.13)
Staphylococcus 1(1.65) 1(0.81) 2 (1.64) 0
Neisseria 2 (1.65) 0 0 1(2.56)
Proteus 0 1(0.81) 0 0
Dickeya 0 1(0.81) 2 (1.64) 0
Porphyromonas 0 1(0.81) 0 0
Corynebacterium 0 0 2 81.64) 0
Prevotella 0 0 1(0.82) 0
Stenotrophomonas 0 0 0 1(2.56)

Tabla 11: Comparativa de la abundancia relativa de los principales géneros dominantes por visita.

VO V1 V2 VE
N =153 N =124 N =122 N =39
Relative Relative Relative Relative
abundance % abundance % abundance % abundance % p valor
Dominant genera median (IQR) median (IQR) median (IQR) median (IQR)
Not dominated 30.19 (10.54) 20 (9.89) 23.69 (8.56)  19.02 (5.88) <0.0001
Streptococcus 38.94 (16.8) 30.46(21.42) 32.93(15.69) 39.18(36.28) 0.0028
Haemophilus 86.55(23.91) 62.35(26.85) 59.77 (25.468) 85.07 (22.24) 0.0047
Pseudomonas 77.98 (30.5) 62.56(30.8) 77.62(41.62) 52.65 (18.04) 0.2686
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El andlisis de la a-diversidad del conjunto de muestras en estabilidad no muestra diferencias

significativas entre visitas (p=0,171) (Tabla 12).

Tabla 12: Comparacién del indice de diversidad de Shannon-Wiener entre visitas.

Vo Vi V2

N =153 N =124 N=122 N
Shannon-
Wiener 391
diversity
index
Median 4,99 4,98 5.24
1, Q3
(a1,a3) (3.77, 5.62) (3.47, 5.90) (3.56, 6.06)

1 Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

p-value?

0.171

Sin embargo, al comparar la evolucion de la diversidad en funcion del género dominante,

observamos que la dominancia de Haemophilus o Pseudomonas, en comparacion con la

dominancia de Streptococcus, se asocia con una disminucion en el indice de Shannon-

Wiener de 1,15 y 1,16 unidades, respectivamente. El impacto negativo de la dominancia de

Pseudomonas se vuelve aun mas pronunciado después de un ano, reduciendo el indice de

Shannon-Wiener en 1,60 unidades respecto al efecto basal de la dominancia de

Streptococcus (Figura 30 y Tabla 13).
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Figura 30: Evolucion del indice de diversidad de Shannon-Wiener medio durante el periodo de 1

afio por bacterias dominantes.

Tabla 13: Modelo mixto del indice de Shannon-Wiener del seguimiento a 1 afio.

Predictors Estimates std. Error cl p
(Intercept) 4.89 0.17 4.56-5.22 <0.001
Follow-up [1 year] 0.45 0.25 -0.03-0.94 0.066
Dominant bacteria Haemophilus -1.15 0.31 -1.76 —-0.53 <0.001
Dominant bacteria Pseudomonas -1.16 0.47 -2.09--0.23 0.015
Dominant bacteria Other dominances -0.61 0.64 -1.88-0.66 0.342
Dominant bacteria No dominance -0.23 0.27 -0.77-0.31 0.397
Follow-up [1 year]: Haemophilus 0.07 0.44 -0.79-0.94 0.869
Follow-up [1 year]: Pseudomonas -1.60 0.68 -2.93--0.26 0.019
Follow-up [1 year]: Other dominances -1.10 0.87 -2.82-0.61 0.207
Follow-up [1 year]: No dominance -0.21 0.41 -1.01-0.60 0.616
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En cuanto a las diferencia entre la a-diversidad del microbioma basal y el de las
exacerbaciones, se observa una disminucion en el indice de Shannon-Wiener en las

exacerbaciones que no es significativo (Figura 31).

104

p-value: 0.375

Shannon-Wiener diversity index

Stable sample Exacerbation sample

Figura 31: Comparacién del indice de diversidad de Shannon-Wiener entre visita basal y visita de

exacerbacion.

5.3.2. Asociacion entre la dominancia de género basal y la evolucion clinica

Analizamos datos de mortalidad a los tres afios. De los 148 pacientes con datos de
mortalidad, 6 (4.1%) fallecieron durante el seguimiento siendo la causa respiratoria la mas
frecuente. No observamos diferencias significativas en el andlisis de mortalidad por
dominancias (Tabla 14) y el bajo nimero de eventos no ha permitido generar modelos

(Figura 32).
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Tabla 14: Mortalidad a los 3 afios segln la dominancia de género basal.

Death, n (%)
Days Until
Death, Median

[Q1; Q3]

Cause of
Death, n (%)

Cardiovascular

Respiratory

Other

Unknown

[ALL]

N =153

6 (4.1%)

274

[189; 506]

1(16.7%)

3 (50%)

1(16.7%)

1(16.7%)

Haemophilus

1(3.6%)

1 (100%)

16 pacientes sin datos de mortalidad

Pseudomonas

2 (20%)

231.5

[189; 274]

2 (100%)

Streptococcus

575

[158; 992]

1 (50%)

1 (50%)

Other

Dominances

N=5

No

dominance N

1(2.6%) 148!

506
5
[506; 506]
6
1 (100%)
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Figura 32: Curva de Kaplan-Meier para mortalidad del conjunto de pacientes (afios).

En el analisis de las exacerbaciones totales registradas durante los tres afios de seguimiento
encontramos 104 (67.9%) pacientes con al menos una exacerbacién con una mediana total
de 2 en este periodo. No se observaron diferencias significativas al comparar las

exacerbaciones en funcién de los géneros dominantes (Tabla 15).

Tabla 15: Exacerbaciones totales y segiin género dominante basal a los 3 afios de seguimiento.

Other No
[ALL] Haemophilus  Pseudomonas  Streptococcus dominances dominance
N =153 N =28 N =10 N =69 N=5 N =41 p-value?!
Exacerbations
3 years after 104
16 (57.14% 5 (50% 48 (69.57% 4 (80% 31 (75.61% 0.340
baseline visit, (67.97%) ( ‘) (50%) ( ) (80%) ( )
n (%)
Number of
exacerbations 5 3 4 5 5 3
at 3 years, 0.656
Median [1; 4] [1;4.50] [2; 5] (1; 4] [1.50; 3] (1; 4]
[Q1; Q3]

1 Test exacto de Fisher - Prueba de los rangos con sigho de Wilcoxon
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El modelo inflado a cero que proporciona estimaciones de las exacerbaciones totales
basadas en los géneros bacterianos dominantes no permitié extraer conclusiones

significativas (Tabla 16).

Tabla 16: Modelo inflado a cero del total de exacerbaciones basado en el género dominante basal.

Count model Zero inflated model
Predictors?’ Estimate Std.error CI[95%] p-value Estimate Std.error CI[95%] p-value
(Intercept) 2.03 1.17 1.49-2.76  0.00 0.14 2.65 0.02-0.92  0.04
Dominant bacteria
1.25 1.30 0.74-2.1 0.40 3.49 2.77 0.47 - 25.78 0.22
[Haemophilus)
Dominant bacteria
1.80 1.47 0.84-3.84 0.13 6.02 3.18 0.62 -58.23 0.12
[Pseudomonas]
Dominant bacteria
1.18 1.24 0.77-1.8 0.45 0.72 3.89 0.05-10.33 0.81

[No dominance]

1Se elimind la categoria de “Otras dominancias” para ejecutar correctamente el modelo.

También se analizaron el nimero de exacerbaciones que habian requerido hospitalizacidn.
En este caso, 36 (23.53%) pacientes habian ingresado durante el seguimiento con una
mediana de 1 sin diferencias significativas entre los géneros dominantes (p=0.935) (Tabla

17).
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Tabla 17: Hospitalizaciones totales y segliin género dominante basal a los 3 afios de seguimiento.

[ALL]
N =153

Admissions 3
years after
baseline visit,
n (%)

36 (23.53%)

Number of
admissions at
3 years,
Median

1
[1; 1.50]

[Q1; Q3]

Haemophilus  Pseudomonas
N =28 N=10
7 (25%) 4 (40%)
1 1
[1; 2] [1; 2.50]

Streptococcus
N =69

11 (15.94%)

[1; 2]

I Test exacto de Fisher - Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

Other

dominances

N=5

0 (0%)

No
dominance
N=41 p-value?
14 (34.15%) 0.094
1
0.935
[1; 1]

En el modelo logaritmico binomial, se observé que los pacientes sin una especie bacteriana

dominante tenian 2,14 veces mas probabilidades de ser ingresados en comparacién con

aquellos con predominio de Streptococcus (p = 0,030). Por otro lado, los pacientes con

predominio de Pseudomonas mostraron 2,51 veces mas probabilidades de ser ingresados

en comparacion con los que presentaban predominancia de Streptococcus, acercandose a

la significacion estadistica (p = 0,053) (Tabla 18).

Tabla 18: Modelo logaritmico binomial del total de exacerbaciones basado en el género dominante

basal.
Predictors Risk Ratios std. Error cl P
(Intercept) 0.16 0.04 0.09-0.26 <0.001
Dominant bacteria [Haemophilus] 1.57 0.67 0.64 -3.58 0.294
Dominant bacteria [Pseudomonas] 2.51 1.19 0.83-5.93 0.053
Dominant bacteria [No dominance] 2.14 0.75 1.08 —4.41 0.030
Observations 148
R? Nagelkerke 0.060
AlC 166.137
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El modelo mixto aplicado al FEV1% indica que no hay un cambio sustancial ni al afio
(p=0.078) ni a los tres afos del seguimiento (p=0.367). Con respecto a las bacterias
dominantes, podemos observar que, en relacidn con la dominancia de Streptococcus,
cualquier otra dominancia se asocia con una disminucion significativa en el FEV1(%), siendo
la dominancia por Pseudomonas la que se asocia con la mayor disminuciéon de 29,95

unidades (p = <0,001) (Figura 33; Tabla 19).

== Total Streptococcus == Other dominances
Pseudomonas Haemophilus No dominance
1201
1001
— 80_
E\O’ —
S an. L —— —
o 60
L
40+
20+
O_
Baseliﬁe visit Follow-u'p 1 year Follow-ub 3 years

Figura 33: Evolucion de la mediana del FEV1% del predicho durante el periodo de 3 afios por

bacterias dominantes.
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Tabla 19: Modelo mixto del FEV1% del predicho basado en la evolucidn ena 1y 3 afios y en el género

dominante basal.

FEV1 (%)

Predictors Estimates std. Error Cl p
(Intercept) 82.92 2.69 77.63 - 88.20 <0.001
Follow-up [1 year] -0.26 0.91 -2.04-1.53 0.778
Follow-up [3 years] 0.43 0.91 -1.37-2.23 0.637
Dominant bacteria [Haemophilus] -14.77 4,93 -24.47 —-5.07 0.003
Dominant bacteria [Pseudomonas] -29.95 7.47 -44.64 — -15.25 <0.001
Dominant bacteria [Other dominances] -21.09 10.17 -41.09--1.10 0.039
Dominant bacteria [No dominance] -8.74 4.35 -17.29--0.18 0.045
Random Effects
o’ 50.64
Too id 463.13
Icc 0.90
N ig 153
Observations 389
Marginal R? / Conditional R? 0.125/0.914
AlC 3093.114

El modelo mixto aplicado al BSI indica que el periodo de seguimiento (1 afio) no muestra un
efecto significativo en la puntuacién (p=0.940). Con respecto a las bacterias dominantes,
podemos observar que la dominancia de Pseudomonas, en relacién con la dominancia de
Streptococcus, se asocia significativamente con un aumento de 3,1 unidades en la
puntuacion BSI (p = 0,004) y la ausencia de dominancia se asocia significativamente con un
aumento de 1,58 unidades en la puntuacion BSI (p = 0,013) (Figura 34; Tabla 20).
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Figura 34: Evolucién de la mediana de la puntuacidn del BSl durante el periodo de 1 afio por bacterias

dominantes.

Tabla 20: Modelo mixto de la puntuacién del BSI basado en la evolucidn en a 1 afio y en el género

dominante basal.

Predictors Estimates std. Error Cl p
(Intercept) 5.24 0.39 4.47 -6.02 <0.001
Follow-up [1 year] -0.02 0.25 -0.51-0.47 0.940
Dominant bacteria [Haemophilus] 0.52 0.71 -0.88-1.92 0.464
Dominant bacteria [Pseudomonas] 3.10 1.08 0.98-5.22 0.004
Dominant bacteria -0.89 1.46 -3.77-1.99 0.543

[Other dominances]

Dominant bacteria 1.58 0.63 0.34-2.82 0.013

[No dominance]

Random Effects

117



o’ 3.58

Too id 7.88

Icc 0.69

N iq 153
Observations 262

Marginal R? / Conditional R? 0.072/0.710
AIC 1317.962

Con base en los valores obtenidos en el modelo mixto, no hay ninguna conclusidn
significativa que pueda extraerse con seguridad de los predictores de seguimiento y

bacterias dominantes de la puntuacién BHQ y CAT (Tablas 21y 22).

Tabla 21: Modelo mixto de la puntuacién del cuestionario BHQ basado en la evolucién en a 1 afio y

en el género dominante basal.

Predictors Estimates std. Error cl p
(Intercept) 66.56 1.12 64.36 — 68.77 <0.001
Follow-up [1 year] 0.22 0.70 -1.16 -1.60 0.757
Dominant bacteria [Haemophilus] 2.63 2.02 -1.34-6.61 0.193
Dominant bacteria [Pseudomonas] -1.83 3.04 -7.82-4.15 0.547
Dominant bacteria [Other dominances] -0.80 422 -9.12-7.52 0.850
Dominant bacteria [No dominance] -1.41 1.79 -4.93-2.11 0.432

Random Effects

o’ 28.99

Too id 63.64
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ICC 0.69
N i 153
Observations 266
Marginal R? / Conditional R? 0.022 /0.694

AIC

Tabla 22: Modelo mixto de la puntuacidn del cuestionario BHQ basado en la evolucidon en a1 afioy

en el género dominante basal.

Predictors Estimates std. Error Cl p
(Intercept) 13.33 0.81 11.74 - 14.93 <0.001
Follow-up [1 year] -0.85 0.54 -1.92-0.22 0.120
Dominant bacteria [Haemophilus) -1.43 1.44 -4.26 -1.40 0.321
Dominant bacteria [Pseudomonas] 1.54 2.18 -2.76 - 5.84 0.481
Dominant bacteria [Other dominances] 5.09 2.94 -0.69 —-10.87 0.084
Dominant bacteria [No dominance] 1.52 1.27 -0.98 - 4.02 0.233
Random Effects
o? 19.59
Too id 30.30
ICC 0.61
N iq 153
Observations 281
Marginal R? / Conditional R? 0.040/0.623
AlC 1833.944
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6. DISCUSION

En esta tesis, se ha descrito la composicién del microbioma bacteriano y flngico presente
en muestras de esputo de 153 pacientes con BQ no FQ fenotipicamente bien caracterizadas
y se ha correlacionado con la etiologia de las BQ, las caracteristicas clinicas de la
enfermedad, los patrones de inflamacién y el remodelado bronquial y la forma en la que
evoluciona en el tiempo, con el objetivo final de identificar qué perfiles de microbioma se

relacionan con resultados clinicos de mejor o peor prondstico.
Los principales hallazgos de esta investigacién son:

1) Los géneros bacterianos mas frecuentes y también dominantes fueron Streptococcus,
Haemophilus y Pseudomonas. La dominancia de cada uno se relaciona de diversa manera
con la diversidad, las variables clinicas y los marcadores inflamatorios. La dominancia de los
géneros Pseudomonas y Haemophilus, aun asocidndose ambos con una baja diversidad, se
relacionan de distinta manera con las variables clinicas de la enfermedad. Asi, mientras el
género Pseudomonas se asocid con indicadores de mayor gravedad, la dominancia de
Haemophilus lo hizo con resultados mas favorables de la enfermedad, a pesar de su
correlacién con un mayor nivel de inflamacién y remodelado bronquial. Por otra parte, el
predominio de Streptococcus se relaciond con una alta diversidad con una comunidad
bacteriana caracterizada por una presencia significativa de otros géneros, mejores

resultados y menor inflamacion.

2) Los filos fungicos dominantes fueron Ascomycota y Basidiomycota. Aunque su presencia
no se asocié con caracteristicas clinicas, la dominancia por Ascomycota se relacioné con una
mayor diversidad y menor inflamacidn, en contraste con la dominancia por Basidiomycota
gue se asocio con pérdida de diversidad y un incremento en los marcadores inflamatorios.
La proporcion Basidiomycota/Ascomycota cercana al 1 sugiere que existe una importante
participacién de Basidiomycota, lo cual, puede reflejar un entorno mas disbidtico e
inflamatorio. En cuanto a la interaccidon entre el bacterioma y el micobioma, la prevalencia
de Ascomycota se asocid con la presencia de abundantes géneros bacterianos

pertenecientes a la flora comensal de la cavidad oral.

3) El andlisis del microbioma segun la etiologia revelé una mayor abundancia de los géneros

Rothia y Porphyromonas en pacientes con inmunodeficiencias, mientras que el género
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Staphylococcus fue mas prevalente en aquellos con discinesias ciliares. No se detectaron

diferencias significativas en términos de diversidad microbiana entre los grupos.

4) La investigacion sobre la relacion entre el microbioma respiratorio y los marcadores de
inflamacién y remodelado de las vias aéreas identificd varias correlaciones clave.
Pseudomonas y Haemophilus se asociaron positivamente con citoquinas, elastasa de
neutréfilos (EN) y metaloproteinasas. Por otro lado, géneros como Streptococcus,
Prevotella, Veillonella, Gemella y Neisseria mostraron correlaciones negativas con estos
mismos marcadores y con la proteina C reactiva. En cuanto a los hongos, el filo Ascomycota
se correlaciond negativamente con los marcadores inflamatorios, mientras que

Basidiomycota presentd correlaciones positivas.

5) La dominancia basal del género Pseudomonas se asocié con peores desenlaces clinicos,
tales como una disminucion de la funciéon pulmonar, un aumento en la gravedad de la
enfermedad y una mayor probabilidad de hospitalizacion durante los tres afios de
seguimiento. Sin embargo, la mortalidad global fue baja y no se encontrd relacién entre esta

y los géneros microbianos dominantes.

6) Se observé una considerable variabilidad en el microbioma tanto entre diferentes
pacientes como dentro de un mismo paciente a lo largo del tiempo. Esta variabilidad podria

estar influenciada por la pandemia de COVID-19.

En este estudio, hemos estratificado el microbioma segun el género o filo dominante,
siguiendo una metodologia que, como se ha demostrado previamente, proporciona
informacién mas precisa sobre la relacién entre el microbioma, las medidas clinicas y el
prondéstico en comparacidon con enfoques alternativos, como el analisis del microbioma
central o satélite (114). Sin embargo, otros autores cuestionan esta aproximacioén, ya que
consideran que omite una cantidad significativa de informacién proporcionada por el

microbioma (115).

El concepto de "dominancia" no tiene una definicidon consensuada. Algunos investigadores
definen la dominancia como el taxdn mas abundante en una muestra (114,115), mientras
gue en nuestro estudio la hemos definido como el género o filo mds abundante que tiene
al menos el doble de abundancia que el segundo género mas abundante (124).
Consideramos que este enfoque refleja mejor un posible desequilibrio o disbiosis en el

microbioma.
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El andlisis de la composicién microbiana en nuestro estudio revelé la presencia de
numerosos géneros, aungue solo unos pocos eran altamente abundantes. Entre los géneros
mas presentes y dominantes se encontraban Streptococcus, Haemophilus y Pseudomonas,
tal como se ha descrito en estudios anteriores (114,115,137). Estas dominancias asociaron
diferencias importantes en las comunidades microbianas. La dominancia de Pseudomonas
y Haemophilus comporté una disbiosis marcada limitando la representacion de otros

géneros, al contrario que Streptococcus.

Haemophilus y Pseudomonas, patégenos respiratorios frecuentemente presentes en las BQ,
mostraron una asociaciéon con la reduccion de la diversidad microbiana cuando
predominaban, lo que conllevaba una menor representacion de otros géneros bacterianos.
Sin embargo, su impacto clinico varié significativamente. Nuestros resultados indican que
la presencia de Pseudomonas esta asociada con una manifestacion mas grave de la
enfermedad, caracterizada por un aumento en el BSI, peor funcién pulmonar y niveles
elevados de marcadores inflamatorios, como la elastasa del neutréfilo (EN), lo cual refleja

un estado de inflamacion crénica y dafio tisular mds pronunciado.

La bacteria gramnegativa Pseudomonas tiene gran relevancia clinica en las bronquiectasias
debido a su frecuente deteccidn y patogenicidad relacionada. Numerosos estudios basados
en técnicas de cultivo convencional han demostrado que los pacientes con infeccidén crénica
por Pseudomonas experimentan peores resultados clinicos, que incluyen una pérdida
acelerada de la funcién pulmonar, mayor gravedad de la enfermedad, peor calidad de vida,
mas frecuencia de exacerbaciones y hospitalizaciones y un mayor riesgo de mortalidad
(96,156,157). Otros estudios que han analizado el microbioma en BQ utilizando la
estratificacion por dominancias de género han descrito resultados similares. En el trabajo
de Rogers et al. el predominio de Pseudomonas se asocié con marcadores de enfermedad
mas grave, incluida una peor funcién pulmonar, exacerbaciones frecuentes y un mayor uso
de antibidticos (114). De la misma manera, Dicker y colaboradores en su cohorte demostré
qgue la dominancia de Pseudomonas se asoci6 a una diversidad reducida del microbiomay
con una mayor gravedad de la enfermedad y aumento de la frecuencia de exacerbaciones
(115). Por lo tanto, nuestros resultados se alinean perfectamente con lo descrito
anteriormente y confirma el papel de la Pseudomonas como principal patégeno que
requiere una identificacion activa, erradicacién y tratamientos eficaces. Destacar que en

nuestro estudio Pseudomonas no se ha asociado con el nimero de exacerbaciones ni
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hospitalizaciones. Creemos que esto puede deberse a dos factores: Por un lado, en nuestra
poblacion de estudio se observa una menor proporcién de pacientes graves y de
exacerbadores frecuentes respecto a las poblaciones de los estudios anteriores. Por otro

lado, la proporcién de dominancia por Pseudomonas es también inferior.

Haemophilus también es considerado un patdgeno relevante en BQ, siendo identificado en
varios estudios como una de las principales bacterias colonizadoras del tracto respiratorio
en estos pacientes. La dominancia de Haemophilus en nuestro estudio se relaciond con
enfermedad mas leve caracterizada por mejor puntuacion del BSI y mejor funcién pulmonar,
a pesar de asociarse a una baja diversidad, y como describiremos mas adelante, con un
aumento de marcadores inflamatorios. Ademas, tampoco se observé una relacién con el
numero de exacerbaciones o su gravedad. Estudios previos de microbioma en BQ describen
resultados en la misma direccidn: Algunos trabajos coinciden en relacionar a Haemophilus
con menor gravedad de la enfermedad (115,133,158) y otros investigadores lo han

relacionado con menor frecuencia de exacerbaciones (114).

En nuestro estudio, cuando Streptococcus dominaba la comunidad microbiana, esta
presentaba una alta diversidad de géneros y mostraba una composicién similar al
microbioma respiratorio de un pulmén sano (127) y al de la via respiratoria superior (128),
lo cual traduce un entorno ecolégico mas rico y equilibrado. En consonancia con estos
hallazgos, la dominancia de Streptococcus en nuestro estudio se ha relacionado con menor
gravedad de la enfermedad y mejor funcién pulmonar y su abundancia relativa se ha
correlacionado con menores niveles de inflamacién y remodelado. En cohortes y estudios
previos de microbioma en BQ, Streptococcus siempre se destaca como uno de los géneros
mas representativos y su dominancia no se ha asociado a mayor gravedad (115). En un
estudio realizado en pacientes con fibrosis quistica (159), se observé que una mayor
representacion de Streptococcus en esputo, en una cohorte de pacientes ambulatorios en
comparacion con pacientes hospitalizados, fue el mejor predictor de estabilidad clinica. Los
estreptococos mds prevalentes incluian especies tipicamente asociadas con la cavidad oral,
como Streptococcus salivarius y Streptococcus parasanguis, asi como especies del grupo
Streptococcus milleri. Los autores sugirieron que estas especies podrian desempefiar un
papel importante en aumentar la diversidad del microbioma pulmonar en fibrosis quistica,

favoreciendo la estabilidad clinica del paciente.
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Es cierto que, al pasar el esputo a través de la cavidad oral antes de la recoleccidn, se debe
considerar la posible contaminacidn salival. Sin embargo, existen evidencias sélidas que
indican que las especies de Streptococcus y otras bacterias asociadas con la cavidad oral
presentes en las muestras de esputo provienen del pulmén y no de la contaminacién con

saliva (160,161).

En nuestro estudio, las comunidades donde Streptococcus es dominante también mostraron
la presencia de varios géneros no considerados patdgenos comunes. Especulamos que la
mayor representacion de estos géneros de baja abundancia podria aumentar la diversidad
del microbioma pulmonar, lo que posiblemente contribuya a la estabilidad clinica de los

pacientes.

Otros géneros asociados con una enfermedad menos grave y mayor diversidad fueron
Veillonella y Gemella, lo que concuerda con su rol como comensales en el microbioma
respiratorio. Sin embargo, es importante sefialar que, en otros estudios como el de Rogers
y colaboradores (114), Veillonella ha sido relacionada con un peor prondstico en ciertos
pacientes, especialmente cuando coexiste con patégenos dominantes como Pseudomonas.
Este hallazgo sugiere que la influencia de Veillonella en la progresién clinica de la
bronquiectasia podria depender del contexto microbiano, en particular si esta asociada con

disbiosis o la dominancia de patdgenos.

En cuanto a los géneros Moraxella y Neisseria, en nuestro estudio se asociaron con
caracteristicas clinicas favorables y menores niveles de inflamacion. Ademas, Neisseria fue
prevalente en pacientes con exacerbaciones frecuentes, lo cual coincide con otros estudios

gue han vinculado su presencia con exacerbaciones en pacientes con bronquiectasias (162).

En nuestro andlisis del micobioma, no fue posible clasificar varias muestras hasta el nivel
taxondmico de género. Esta limitacion se debe, en parte, a las deficiencias bien
documentadas en las bases de datos de secuencias ITS de hongos, lo que dificulta las
asignaciones taxondmicas precisas. A diferencia del ARN ribosomal 16S para bacterias, las
bases de datos fungicas aun no alcanzan el mismo nivel de riqueza y desarrollo, lo que
impide una categorizacién confiable de secuencias de ARN ribosomal a nivel de especie
(163). Ademas, la técnica utilizada en nuestro estudio, la secuenciacidon dirigida de
amplicones, tiene una resolucién inferior en comparacion con la secuenciaciéon completa del

genoma, lo que limita la precisiéon taxondmica (164).
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En nuestro analisis, los géneros fungicos identificados con mayor presencia y abundancia
fueron Candida, Saccharomyces, Cladosporium y Metschnikowia. Sin embargo, Aspergillus,
gue ha sido reportado como un género relevante en otras cohortes de pacientes con BQ
(143), solo se detecté en 15 pacientes y con abundancia relativa baja. Este hallazgo
probablemente se debe a la menor cantidad de pacientes en nuestra cohorte con

colonizacién, bronquitis o sensibilizacién por Aspergillus.

Por todo ello escogimos para los analisis el nivel taxondmico de filo. El filo més prevalente y
abundante fue Ascomycota y en menor proporcidon Basidiomycota. Aunque encontramos
una relacion entre los filos del micobioma y las caracteristicas clinicas, si observamos que
Ascomycota se asociaba con mayor diversidad y menor inflamaciéon, mostrando una
correlacién negativa entre su abundancia relativa y numerosos marcadores de inflamacion.
Contrariamente, el filo Basidiomycota se relaciond con una pérdida de diversidad y un
aumento de los mismos marcadores inflamatorios. Algunos estudios de micobioma en
enfermedad inflamatoria intestinal y FQ han definido la disbiosis expresada en términos de
la proporcion de Basidiomycota y Ascomycota (165,166) La proporcion
Basidiomycota/Ascomycota es un indice clave que se utiliza en estudios del micobioma para
medir el equilibrio entre estos dos filos fungicos dominantes. El calculo de la proporcién
Basidiomycota/Ascomycota se realiza dividiendo la abundancia relativa de Basidiomycota
por la abundancia relativa de Ascomycota. Esta proporcidon se ha utilizado en estudios para
correlacionar un aumento en la dominancia de Basidiomycota con una menor diversidad
fungica y una mayor predisposicién a infecciones e inflamaciéon (165—-167). En nuestro
estudio la correlacién es de 0,86, indicando que, aunque Ascomycota sigue siendo
dominante en la mayoria de las muestras, la proporcién cercana a 1 sugiere una importante
participacién de Basidiomycota, lo cual, segun los estudios revisados, puede reflejar un

entorno mas disbiotico e inflamatorio.

El andlisis de la interaccion entre el bacterioma y el micobioma en funcién de la dominancia
de Ascomycota o Basidiomycota sugiere una relacién importante entre estos componentes
del microbioma respiratorio. En particular, cuando Ascomycota predomina, se observa una
prevalencia de géneros bacterianos como Streptococcus, Prevotella, Gemella y Veillonella,
los cuales son comunes en la microbiota respiratoria y oral de individuos sanos. Esto refleja
un entorno microbioldgico mas equilibrado en el que las bacterias comensales tipicas estan

mas presentes y que podria estar vinculado a una menor inflamacion. Aunque el papel de
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los hongos en las BQ todavia no esté del todo claro, cada vez mas estudios coinciden en que

el micobioma podria influir en el estado clinico de las BQ.

En nuestro estudio, la etiologia de las BQ se determiné con precision mediante un conjunto
de examenes recomendados en las guias de practica clinica. Es de vital importancia
determinar de la manera mas fidedigna posible la etiologia, puesto que puede comportar
actitudes terapéuticas diferentes en algunos casos. Desde el punto de vista del microbioma,
existe poca evidencia cientifica sobre como las diferencias en el microbioma pueden
respaldar la clasificacién clinica por etiologias. Un estudio encontrd una correlacion pobre
con la enfermedad subyacente, aunque sugiere que un pequefio porcentaje de la variacién
entre muestras (B-diversidad) podria explicarse por la etiologia (113). En nuestro andlisis no
hemos observado variaciones significativas en la composicién del microbioma en cuanto a
diversidades entre los distintos grupos etioldgicos, pero si hemos observado una mayor
presencia de los géneros Rothia y Porphyromonas en el grupo de las inmunodeficiencias y
Staphylococcus en el grupo de las discinesias ciliares. Rothia es un coco grampositivo
coagulasa negativo capsulado de la familia Micrococcaceae, que forma parte de la flora
orofaringea normal y es responsable de distintas patologias infecciosas en humanos,
principalmente bacteriemia, sobre todo en inmunodeprimidos (168). Varios estudios
anteriores han demostrado que Rothia (mas concretamente la especie Rothia mucilaginosa)
puede ser un patégeno de las vias respiratorias inferiores tanto en pacientes
inmunocompetentes como inmunocomprometidos y también es un organismo

frecuentemente identificado en pacientes con BQ (133) y FQ (169).

El género Staphylococcus y la especie aureus es un coco grampositivo que ocasionalmente
se aisla en pacientes con BQ (5-15%), y que clasicamente se asocia con mas frecuencia a
pacientes con FQy con variantes atipicas de esta enfermedad (108). En todo o caso, se trata
de un conjunto de enfermedades cuya fisiopatologia abarca también una alteracion de la
motilidad ciliar, por lo que también se observa en pacientes con discinesia ciliar primaria,

sobre todo en estudios en edad pediatrica (170).

Los resultados de la investigacién sobre la relacién entre el microbioma respiratorio y los
marcadores de inflamacién y remodelado de las vias aéreas revelaron varias correlaciones
importantes ya destacadas en estudios previos. La correlacion positiva de la abundancia
relativa de Pseudomonas con los niveles de EN esta bien establecida (171) y varios estudios
muestran que la actividad de la EN del esputo se relaciona, por un lado, con la pérdida de
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diversidad de microbioma, y por otro con la gravedad de las BQ, el FEV1, la extension
radioldgica y el volumen del esputo, y puede predecir futuras exacerbaciones, asi como el
deterioro de la funcién pulmonar (172,173). Incluso se esta investigando su inhibicién como

potencial diana terapéutica (174).

También observamos correlaciones positivas de las citoquinas y de las metaloproteinasas,
tanto con la abundancia relativa del género Pseudomonas como del Haemophilus. Aunque
la presencia de Haemophilus se asocie con una mayor inflamacién, no parece reflejar una
mayor gravedad de la enfermedad ni peores resultados clinicos, como ya se ha sefialado en
estudios anteriores (114,115). Se ha planteado la hipdtesis de que esta respuesta
inflamatoria del huésped podria, en cierto modo, contener la infeccién y prevenir
exacerbaciones, en contraste con lo que ocurre en infecciones dominadas por
Pseudomonas. Es posible que existan dos tipos distintos de inflamacidn, con la elastasa de
neutréfilos (EN) desempenando un papel predominante en la inflamaciéon asociada a

Pseudomonas, pero sin relacion con Haemophilus.

Por otro lado, la abundancia relativa de géneros como Streptococcus, Prevotella, Veillonella,
Gemella y Neisseria se correlaciond negativamente con la actividad de EN, citoquinas,
metaloproteinasas bronquiales y proteina C reactiva en sangre. Esto refuerza la hipdtesis de
la "benignidad" de estos microorganismos, ya que son predominantes en el microbioma de

sujetos sanos, donde la actividad inflamatoria es minima o inexistente.

En linea con lo anteriormente expuesto, este estudio también identific6 un microbioma
diferenciado, caracterizado principalmente por el enriquecimiento de Pseudomonas en el
grupo con niveles elevados de elastasa de neutrdfilos (EN), y por el predominio de

Streptococcus en el grupo con niveles bajos de EN (171).

En cuanto a la comunidad fungica, el filo Ascomycota mostrd una correlacidn negativa con
los marcadores inflamatorios, mientras que Basidiomycota presenté correlaciones positivas,
lo que sugiere que diferentes grupos fungicos pueden influir de manera distinta en los
procesos inflamatorios en pacientes con bronquiectasias. Estos hallazgos sugieren un
vinculo entre la composicidn del microbioma respiratorio y la inflamacion y remodelado de

las vias aéreas en estos pacientes.

Tras 3 afios de seguimiento de estos pacientes, nos gustaria destacar la importancia de la

dominancia microbiana en la progresion clinica de las BQ. La dominancia de Pseudomonas
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se correlaciond con una disminucion significativa en el FEV1%, lo que indica un peor
prondstico en términos de evolucion de la funcién pulmonar, y también se correlacioné con
un aumento del BSI, lo que se traduce en enfermedad mas grave, tal como ya describieron
dos estudios previos (115,133), lo que sugiere que posiblemente haya que valorar abordaje

terapéutico mds contundente a este subgrupo de pacientes.

En contraste, la dominancia de Streptococcus, un género generalmente asociado con una
alta diversidad microbiana se vinculd a mejores resultados clinicos, lo cual vuelve a resaltar
el papel protector de ciertos géneros comensales y la hipdtesis de que una microbiota
equilibrada puede desempeiiar un papel crucial en la modulaciéon de la respuesta

inflamatoria y en la reduccién de la progresion de la enfermedad.

Durante los tres afios de seguimiento mds de dos tercios de los pacientes experimentaron
al menos una exacerbacion, con una mediana de dos exacerbaciones. El analisis de estas
exacerbaciones muestra que, si bien no se observaron diferencias significativas en el
numero total de exacerbaciones entre los géneros dominantes, aquellos pacientes con
dominancia de Pseudomonas presentaron mayores probabilidades de ser hospitalizados, en
comparacion con aquellos con dominancia de Streptococcus, lo que sugiere que el tipo de
microorganismo dominante influye en la gravedad de las exacerbaciones y en la respuesta

clinica a estas.

La mortalidad general en nuestra cohorte fue del 4.1% durante los tres afios de seguimiento,
siendo la causa mas frecuente la enfermedad respiratoria. Esta mortalidad es consistente
con las tasas observadas en otras cohortes de BQ. En los estudios relacionados con el
registro EMBARC se observan tasas de mortalidad que oscilan entre el 2.3% y el 6.8% en
cohortes prospectivas dependiendo del grado de exacerbaciones, comorbilidades y la
presencia de infecciones crénicas como las causadas por Pseudomonas. Estas tasas de
mortalidad son consistentes con las de otras cohortes como las incluidas en el registro
RIBRON. En nuestro estudio, a diferencia de lo que observaron Dicker y colaboradores, no
hemos podido relacionar la mortalidad con los géneros dominantes, probablemente por el

reducido numero de eventos.

Otro hallazgo importante en nuestra cohorte es la variabilidad de las comunidades
microbianas, a lo largo del tiempo. La similitud entre la visita basal y de exacerbacion, pero

las diferencias entre estas dos visitas y las visitas de seguimiento son claras y obligan a una
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reflexion exhaustiva, ya que estudios anteriores demostraron la estabilidad del microbioma

a lo largo del tiempo.

Nos gustaria destacar la escasa variabilidad del microbioma entre muestras de visita basal
(en estabilidad) y visita de exacerbacién. Estos hallazgos se acercan a lo previamente
descrito por estudios previos y refuerzan la estabilidad del microbioma antes, durante y
después de una exacerbacién (113,115) y esta estabilidad es independiente de la
dominancia de género, ya sea por patdégenos conocidos o por otros microorganismos. Es
probable que estén involucrados otros factores, como la carga bacteriana, cambios de cepa

o la presencia de virus respiratorios.

Tras revisar el momento exacto de la recogida de muestras, constatamos que la mayoria de
muestras de la visita basal y exacerbacién fueron recogidas antes del 15/03/2020 y que las
muestras recogidas en ambas visitas de seguimiento son posteriores a ese dia. Esta fecha
marca el inicio del confinamiento, de las medidas de distanciamiento social y del uso
obligatorio de mascarilla, en contexto de la pandemia mundial COVID-19, por el virus SARS-

Cov-2.

El impacto del uso prolongado de mascarillas y las medidas de distanciamiento social en el
microbioma respiratorio ha sido un area de especial interés en la investigacion cientifica.
Aunque no existan dados concretos hasta la fecha, algunos estudios sugieren que estas
medidas podrian haber alterado, de alguna forma, la composicion del microbioma
respiratorio en la poblacion general y en pacientes con enfermedades respiratorias crénicas,
como las BQ. Un estudio en poblacidn pediatrica y adultos reveld que el confinamiento tuvo
un impacto importante en el microbioma de la nasofaringe, con una disminucién de la
abundancia de los patégenos mas comunes, independientemente de la deteccion por SARS-
Cov-2 (175, 186-188). Se generaron varias hipdtesis para justificar estos hallazgos. El uso de
mascarillas y el distanciamiento social redujeron significativamente la exposicidn a ciertos
patdgenos respiratorios, como los virus circulantes (rinovirus, virus respiratorio sincitial y
virus influenza) y esto, de cierta forma podria haber modificado el equilibrio del microbioma
respiratorio, reduciendo temporalmente la diversidad microbiana al limitar la exposiciéon a
microorganismos ambientales. Tal como se menciona anteriormente, los virus son una causa
importante de exacerbaciones en pacientes con BQ (176), pero también se han detectado
en pacientes con BQ estables (111). Ademas, se ha descrito en otras patologias respiratorias
que las infecciones por virus pueden predisponer a co-infecciones bacterianas (177,178).

130



Una de las hipodtesis formuladas propone que la intensidad de la respuesta inflamatoria
generada en la via aérea, con aumento de marcadores de esputo como IL-18 and TNF-a, de
alguna forma podria crear un desequilibrio en el microbioma local. Otro posible papel de
los virus a nivel de las vias respiratorias podria estar relacionada con una forma de
inmunodeficiencia adquirida, como la causada por el virus de Epstein-Barr o por el virus
linfotrépico humano de células T tipo 1, que podrian acortar la homeostasis inmunoldgica
normal y acelerar el “circulo vicioso” de las BQ (179,180). La interaccion viroma-bacterioma
aun no estd bien establecida, pero se sugiere la existencia de una importante relacién e
influencia. Un buen ejemplo es el papel de los bacteriéfagos (virus que infectan
exclusivamente a bacterias) y su posible contribucién a la arquitectura y estabilidad del
microbioma, ademads de su papel en el contexto de las resistencias a los antimicrobianos y
su capacidad para facilitar la transferencia horizontal de genes, que es crucial en

enfermedades respiratorias como las BQ (181).

En un primero analisis de la a-diversidad en el conjunto de muestras, impresiona no haber
diferencias significativas a lo largo del tiempo. Sin embargo, tras analizarla en funcién del
género que domina, observamos una clara pérdida de a-diversidad asociada a las
dominancias de Haemophilus o Pseudomonas, cuando se compara con la dominancia de
Streptococcus. Cuando analizamos la proporcién y la abundancia relativa de los principales
géneros dominantes en las diferentes visitas, llama a la atenciéon una proporcidn mas alta
del género abundante Haemophilus en exacerbacidn, respecto al resto de visitas en
estabilidad. Otro dato importante que observamos es una disminucién general significativa
de la abundancia relativa por género dominante de Streptococcus, Haemophilus y del grupo
sin dominancia, desde la VO a la V1 y V2. Llama a la atencién que Pseudomonas mantiene
una abundancia relativa bastante “estable” a lo largo del tiempo. En verdad, tiene sentido
si pensamos que Pseudomonas es uno de los microorganismos mdas frecuentemente
aislados en pacientes con BQ estales (15 a 50%) (52,182,183). Una explicacidn para esta
supervivencia y persistencia de Pseudomonas en la via aérea podria ser la formacion de las
biopeliculas, que en ultima estancia protegen a las bacterias del sistema inmunolégico del
huésped y aumentan la resistencia a los antibidticos, perpetuando su presencia en las vias

respiratorias (184).

Por ultimo, otro hallazgo importante es la cierta tendencia (no significativa) de descenso de

la a-diversidad durante los episodios de exacerbacion. En otro estudio previo también se
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demostro la poca variabilidad del microbioma en las exacerbaciones (115). Se sugiere, pues,
gue la pérdida de diversidad no juegue un papel tan transcendente en la fisiopatologia de
las exacerbaciones, ya que son eventos agudos y transitorios, y que probablemente estén

involucrados otros os factores, como las infecciones viricas (176) o la carga bacteriana (185).
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7. CONCLUSIONES

1. Laclasificacidn del microbioma segun el género o filo dominante ha demostrado ser una
herramienta eficaz para relacionar la composicion microbiana con la gravedad de la
enfermedad en pacientes con bronquiectasias. Este enfoque ha proporcionado
informacién mas precisa sobre la relacidn entre el microbioma, los resultados clinicos y
el prondstico de la enfermedad.

2. La dominancia de géneros como Streptococcus y Haemophilus se asocia con mejores
resultados clinicos, mientras que la dominancia de Pseudomonas se relaciona con una
mayor gravedad clinica. El analisis del micobioma revelé que el equilibrio entre los filos
Ascomycota y Basidiomycota es importante para la estabilidad microbiana y la
inflamacién. Estos hallazgos sugieren que tanto el bacterioma como el micobioma
desempeiian un papel clave en la progresién de la enfermedad.

3. La etiologia de las bronquiectasias influye en la composicién del microbioma
respiratorio. Los pacientes con inmunodeficiencias presentaron una mayor abundancia
de Rothia y Porphyromonas, mientras que aquellos con discinesia ciliar tuvieron una
mayor prevalencia de Staphylococcus. Esto podria indicar que el microbioma varia en
funcién de la causa subyacente de la enfermedad.

4. ElI microbioma respiratorio presenta una clara relacion con la inflamacién y el
remodelado e incluso existen diferentes patrones inflamatorios relacionado con los
géneros mas abundantes.

5. Los distintos perfiles del microbioma segun los géneros dominantes se relacionan de
diferente manera con los resultados clinicos a lo largo del tiempo, siendo la dominancia
por Pseudomonas la que se asocia con peor prondstico. En contraste, Streptococcus se
relaciond con una mayor diversidad microbiana y mejores resultados clinicos, reflejando
la importancia de un microbioma equilibrado en la progresién de las BQ.

6. Unentorno de distanciamiento social y medidas de proteccién, como las implementadas
durante la pandemia de COVID-19, podria reducir la exposicion a patdgenos y alterar la

diversidad del microbioma.
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8. LINEAS DE FUTURO

Las futuras lineas de investigacidon deben centrarse en profundizar en la interaccién entre el
microbioma bacteriano, fungico y virico, explorando cémo el equilibrio o disbiosis de estos

afecta la progresion de la enfermedad en pacientes con BQ.

En futuras investigaciones sobre el microbioma respiratorio seria fundamental estandarizar,
no solo los protocolos de las técnicas de secuenciacidon y analisis bioinformatico del
microbioma, sino también los métodos de recoleccién, manejo y procesamiento de
muestras. Esto garantizaria la calidad y comparabilidad de los datos obtenidos en diferentes
estudios, facilitando la interpretacion coherente de los resultados y permitiendo la

replicacién de los hallazgos.

Aunque ha habido avances en la comprensién del microbioma respiratorio, los objetivos
terapéuticos aun no se han definido con claridad. Los estudios futuros deberan emplear
enfoques con analisis de multi-dmicas, integrando datos de gendmica, transcriptomica,
protedmica y metaboldmica para ofrecer una visién holistica de la enfermedad. Esta
integracién permitira identificar biomarcadores clave para la deteccién, monitorizacion y

tratamiento personalizado de los pacientes.

Es esencial profundizar en la comprensidn del papel de los microorganismos comensales y
patégenos en la salud respiratoria, asi como en las interacciones entre el microbioma y
factores del huésped como la respuesta inmune y la genética. Este enfoque, aplicado a gran
escala en biobancos globales, permitira validar biomarcadores y desarrollar tratamientos

dirigidos en diversas poblaciones.

Ademas, identificar caracteristicas microbianas tempranas o de "alto riesgo" que
contribuyan a la progresién de la enfermedad permitird pasar de un tratamiento meramente
sintomatico a uno que aborde los mecanismos fundamentales que impulsan las BQ. Explorar
intervenciones terapéuticas que modulen el microbioma, como el uso de probidticos o

terapias antimicrobianas dirigidas, podria mejorar significativamente los resultados clinicos.

El impacto de factores externos, como la pandemia de COVID-19 y la reduccién en la
exposicidn microbiana, abre nuevas vias de investigacidon sobre como el entorno influye en
la composicion microbiana y qué implicaciones tiene esto en el manejo a largo plazo de las

BQ.
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Investigar la relacion entre bacterioma, micobioma y viroma seguramente proporcionara
una visién mas integrada de los factores que modulan el estado clinico de estos pacientes,

lo que podria llevar a nuevas estrategias de tratamiento mas personalizadas y efectivas.
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| Germans Trias i Pujol
Hospital

Comité d’Etica de la Investigacié

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

El Dr. Magf Farré Albaladejo, Presidente del Comité de Etica de la Investigacién del Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta de realizacién del proyecto de investigacion:

copbiGo no consta REF.CEI PI-18-093

TfTuLo Heterogeneidad en la susceptibilidad a la infeccidn en las bronquiectasias: Interaccion huesped-
microbioma y su valor predictivo en la practica clinica. Versién: no consta

PROMOTOR Dra. Alicia Marin Tapia (Servicio de Neumologia - HUGTIP)

Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento Informado version , y retirada de muestras Versién 1 (Abril 2018)
y considera que:

» Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del
estudio y que el estudio cumple con los aspectos que se recogen en la Ley de Investigacion
Biomédica 14/2007.

» El procedimiento para obtener el consentimiento informado, incluyendo la hoja de informacién para
los sujetos y el plan de reclutamiento de sujetos previstos son adecuados.

> El procedimiento previsto para el manejo de datos personales es adecuado.

» La capacidad del investigador y sus colaboradores, asi como los medios disponibles son apropiados
para llevar a cabo el proyecto.

» En caso de obtencién y procesamiento de muestras bioldgicas, ésta se adecuard a lo previsto en el
Real Decreto 1716/2011.

Que este Comité ha decidido emitir DICTAMEN FAVORABLE en la reunidn celebrada el dfa 25/05/2018
aceptando que dicho estudio sea realizado en el Hospital Universitari Germans Trias i Pujol por el/la Dra.
Alicia Marin Tapia del servicio de Neumologia como investigador/a principal.

Que en dicha reunién se cumplieron los requisitos establecidos en la legislacién vigente para que la
decisién del citado CEl sea valida.

Que el CEl del Hospital Universitario Germans Trias i Pujol tanto en su composicién como en sus
procedimientos, cumple con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con la legislacion vigente que regula
su funcionamiento, y que la composicion del CEl es la indicada en el anexo I.

Que en el supuesto que alglin miembro del CEl sea investigador principal o colaborador del estudio
evaluado, éste se ausentara de la reunién durante la deliberacién y toma de decision.

Lo que firmo en Badalona, a 25 de mayo de 2018

2
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Comite d’Etica de |a Investigacié

Dr. Magi Farré/ Albalad€jo

REF.CEl: PI-18-093
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ANEXO I: COMPOSICION CEI HOSPITAL UNIVERSITARI GERMANS TRIAS | PUJOL

Presidente

Farré Albaladejo, Magi. Farmacologia Clinica
Vicepresidenta

Balafia Quintero, Carme. Oncologia Médica (ICO)
Secretaria Técnica

Fortes Villegas, Angels. (IGTP)

Vocales

Alonso Fernandez, Sergio. Enfermeria

Avecilla Palau, M2 Angels. Ginecologfa y Obstetricia (BSA)
Bayés Genfs, Beatriu. Direccién de Centro

Bret Garriga, Esteve. Representante del Paciente

Cabrera Jaime, Sandra. Enfermeria

Casanovas Cuellar, Cristina. Enfermeria

Dachary Jiménez, Natalia. Jurista

Jiménez Lépez, Irene. Unidad de Atencidn a la Ciudadania
Lépez Andrés, Anna. Farmacologia Clinica (IGTP)
Montané Esteva, Eva. Farmacologia Clinica

Moreira Porta, Berna. Representante del Paciente

Oriol Rocafiguera, Albert. Hematologia y Hemoterapia (ICO)
Peldez de Lofio, Jordi. Farmacia (CATSALUT)

Puyalto de Pablo, Paloma. Radiologia

Ramo Tello, Cristina. Neurologia

Romeu Fontanillas, Joan. Medicina Interna -VIH

Sanchez Fernandez, Mayka. Biologia-Genética (1JC)

Sola Sudrez, Montserrat. Medicina Nuclear

Vilaré Jaques, Laia. Farmacia
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Sra. Mireia Navarro Sebastian, secretaria del CElm del Hospital Universitario Vall
d'Hebron,

CERTIFICA:

CQue se ha recibido la peticion por parte de la Dra. Eva Polverino para que nuestro

CEIm evalie el siguiente estudio,

Titulo del Proyecto: Heterogeneidad en la susceptibilidad a la infeccidn en las
bronguiectasias: Interaccion huésped-microbioma y su valor predictivo en la practica

clinica. Proyecto Bronchl-Omics

Investigador principal: Dra. Eva Polverino

v que este CEIm acepta esta funcién y se realizaran los tramites pertinentes.

Firmado digitalmesnte: por MIREA MAVARRD
SEBASTIAN

MIREIA NAVARRQ terre e recompcimienoon s

ou=Vegeu httpsa e aoc cat/\CAT Cert!

'H._:gula-:in. 5|_'|= NAVARRD SEEASTIAM,
SEBASTIAN PG, ko 3H1 128
Fecha: 3018.11.33 15:04:19 +01700

Lo firmo en Barcelona, a 23 de Noviembre de 2018

Sra. Mireia Navarro Sebastian
Secretaria del CElm
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=z 1°PT ‘ Parc Tauli
FSTITLIT DY ES TIGACIE Haospital Universitari

PRENACID PARC TALLT

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Coloma Moreno Quiroga, Secretaria del Comité de Ftica de la Investigacion con
medicamentos (CEIm) del Parc Tauli de Sabadell (Barcelona),

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor CIBER-Hospital Germans Trias
i Pujol codigo para que se realice el estudio titulado: "Heterogeneidad en la
susceptibilidad a la infecadn en las bronguiectasias: Interaccion huesped-microbioma y
su valor predictivo en la practica clinica” , Protocelo version 1, de abril 2018, y considera
que:

1. Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacidn con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsible para el
sujeto.

2. la capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a
cabo el estudio.

3. Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado
como la compensacion prevista para los sujetos por dafios que pudiera derivarse de
su participacion en el estudio.

4. H alcance de las compensaciones economicas previstas no interfiere con el respeto
a los postulados éticos,

5. ¥ que el Comité acepta que dicho estudio sea realizado en la Corporacié Sanitaria
Parc Tauli de Sabadell por Pomares Amigo, Xavier, como investigador principal.

El CEIm del Parc Tauli, tanto en su composicion comeo en sus procedimientos, cumple
con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95%) y con la legislacion vigente que regula su
funcionamiento. La composicion del CElm  es la indicada en el anexo I, teniendo en
cuenta que los miembros del Comité se ausentan de la sesién durante la valoracion de
los proyectos en los que participan.

Lo que firma en Sabadell, 15 de octubre de 2018

, MORENO s sctimans
Firmado: Py

QUIROGA i e

COLOMA - gmemecaow.
Dra. Caloma Moreno Quiroga 40859447 Q) = mniem nsear e

Ref.- 2018823
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Anexo I COMPOSICION DEL CEIm

Presidente: Segui Palmer, Miquel Angel. Médico. Oncologia. Miembro del Comité de
Investigacién

Secretaria: Moreno Quiroga, Coloma. Médico. Fundacié Parc Tauli

Vocales:

- Alfonso Zamora, Santiago. Miembro no sanitario. Representante de pacientes
- Badia Barnusell, Joan. Médico. Pediatria

- Calvet Fontowva, Joan. Médico. Reumatologia

- Capel Flores, Ismael. Médico. Endocrinalogia y Mutricién

- Cardoner Alvarez, Marcis. Médico. 5alud Mental

- [iaz Santos, Emilio. Médico. Medicna Intensiva

- Garcia Dominguez, Rosa M3, Miembro del Servicio de Atencion al Usuario

- Ibeas Lopez, José. Médico. Nefrologia y Dialisis

- Liesa Torre-Mann, Ana Maria. Enfermera

- Massot Mesgquida, Mireia. Farmacéutica de Primana. Miembro ajeno a la institucién
- Molas Ferrer, Gléna. Farmacia Hospitalaria

- Reig Loncan, Guillem, Junista.

- Pontes Garcia, Caridad. Farmacologa

- Vergara Gomez, Mercé, Médico. Digestivo

- Vives Vilagut, Roser. Médico. Farmacia Hospitalaria
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Generalitat de Catalunya

Hospital Universitari Departament de Salut

Institut Catala
o la Salt

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION CLINICA
SOBRE PROYECTOS DE INVESTIGACION

El Dr. Enric Sospedra Martinez, Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
Universitari de Bellvitge,

CERTIFICA

Que el Comité de Etica de Investigacién Clinica del Hospital Universitari de Bellvitge, en su
reunion de fecha 25/10/2018 (Acta 18/18), tras examinar toda la documentacién presentada
sobre el proyecto de investigacion con nuestra ref. PR366/18, titulado:

“HETEROGENEIDAD EN LA SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCION EN LAS
BRONQUIECTASIAS: INTERACCION HUESPED-MICROBIOMA Y SU VALOR PREDICTIVO
EN LA PRACTICA CLINICA. ESTUDIO BRONCHI-OMICS”,

Documentos con versiones:
TIPO VERSION

Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento | Version 1 (Abrill2018)

Informado

Presentado por la Dra. SALUD SANTOS PEREZ del Servicio de Neumologia del Hospital
Universitari de Bellvitge, como investigador principal y promovido por la Dra. Alicia Marin Tapia
del Servicio de Neumologia del Hospital Germans Trias i Pujol, ha acordado emitir INFORME
FAVORABLE al mencionado proyecto.

Que la composicién actual del Comité de Etica de Investigacion Clinica es la siguiente:

Presidente Dr. Francesc Esteve Urbano Médico - Medicina Intensiva
Vicepresidente Dra. Pilar Hereu Boher Médico - Farmacologia Clinica
Secretario Dr. Enric Sospedra Martinez Farmacéutico - Farmacia Hospitalaria
Vocales: Dr. Jordi Adamuz Tomas Enfermero — Enfermeria

Dra. Maria Berdasco Menéndez Biéloga - miembro no sanitario
Dra. Concepcion Cafiete Ramos  Médico - Neumologia

Dr. Enric Condom Mundo Médico - Anatomia Patolégica
Dr. Xavier Corbella Virés Médico - Medicina Interna
Hospital Uni ri de itge
(8 Feixa Liarga sin
06907 L'Hospitalet de Liobregat

S Tel. 932 607 S00

www balhvitgehospinal cat
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Hospital Universitari

Inatitut Catald
dJde la Salul

Sra. Consol Felip Farras

Dr. José Luis Ferreiro Gutiérrez
Dra. Ana Maria Ferrer Artola

Dr. Josep Ricard Frago Montanuy
Dr. Xavier Fulladosa Oliveras
Dra. Margarita Garcia Martin

Dr. Carles Lladé i Carbonell

Dr, Josep Manel Liop Talaveron
Sra. Sonia Lépez Ortega

Dr. Sergio Morchén Ramos

Dr. Joan Josep Queralt Jiménez
Dr. Ricard Ramos |zquierdo

Dra. Gemma Rodriguez Palomar
Dra. Nuria Sala Serra

Dr. Petru Cristian Simon

Generalitat de Catalunya
LY

Departament de Salut

Miembro Laico - Docencia

Médico - Cardiologia

Farmacéutica - miembro sanitario
Médico - Cirugia General y Digestiva
Médico - Nefrologia

Médico - Oncologia Médica

Médico- Urologia

Farmaceutico - Farmacia Hospitalaria
Graduado Social - Atencidn a la Ciudadania
Médico - Medicina Preventiva

Jurista

Médico - Cirugia Toracica
Farmacéutica - Atencién Primaria
Bidloga - miembro no sanitario
Médico - Farmacologia Clinica

Que este Comité cumple la legislacion espafiola vigente para este tipo de proyectos, asi como
las normas ICH y las Normas de Buena Préctica Clinica.

Que en dicha reunién del Comité de Etica de Investigacién Clinica se cumplié el quérum
preceptivo legaimente.

Lo que firmo en L'Hospitalet de Llo

Hospital Universitari de Balivitge

HU S Feixa Lianga sin
PRI Tel. 932 607 800
www, bell vitgehasgital cal

08507 L'Hospitalet de Liobregat

at, a 25 de Octubre de 2018
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| MatuaTerrassa

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS

Lda. Susana Redondo Capafons, como Secretaria del Comité Etico de
Investigacion con Medicamentos del Hospital Universitari Mdtua Terrassa

CERTIFICO:

Que este comité ha recibido para su evaluacion en la prb)qma reunion del
CElm del 19 de diciembre de 2018, el proyecto titulado “Heterageneidad en la
susceptibilidad a la infeccion en las bronquiectasias: Interaccion huésped-
microbioma y su valor predictivo en la préctica clinica. Proyecto Bronchl-Omics”.

Terrassa, a 21 de noviembre de 2018

Lda. Susana Redondo
Secretaria del CEIC
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Cira. Tormabonica, s'n t+34 93 731 00 07
08227 Terrassa www.cst.cat

EST: ConsoRcl SANITARI DE TERRASSA

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION CON
MEDICAMENTOS

La Dra. Esther Jovell Femandez, Secretaria Técnica del Comité de Etica de
Investigacion con Medicamentos del Consorci Sanitari de Terrassa

CERTIFICA
Que este Comité ha aprobado, con fecha 25 de febrero de 2019, el estudio
titulado Heterogeneidad en la susceptibilidad a la infeccion en las
bronquiectasias: Interaccion huésped-microbioma y su valor predictivo
en la practica clinica que sera realizado por la Dra. Antonia Liunell Casanovas
como investigadora principal y considera que:
Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion
con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias
previsibles para el sujeto.

La capacidad investigadora y los medios disponibles son apropiados para llevar
a cabo el estudio.

Son adecuados el procedimiento para obtener el consentimiento informado, v el
modo de reclutamiento previsto.

Y que este Comite acepta que dicho estudio sea realizado en el Consorci
Sanitari de Terrassa por la Dra. Antonia Liunell Casanovas como investigadora
principal.

Se acuerda emitir INFORME FAVORAELE

Lo que firmo en Temassa a 05 de marzo de 2019

Dra. Esther Jovell Femandez
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Informe del Comité de Etica de la Investigacién con medicamentos
del Parc de Salut Mar

Defia Cristina Llop Julia Secretaria del Comité de Etica de la Investigacién con
medicamentos Parc de Salut MAR,

CERTIFICA

Que este Comité, de acuerdo a la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica, Principios
éticos de la Declaracién de Helsinki, y resto de principios éticos aplicables, ha evaluado la
propuesta para que se realice el proyecto de investigacion num. 2019/8482/1, promovido
por el Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, y titulado "Heferogeneidad en la
susceplibiiidad a la infeccion en las bronquiectasias: Interaccion huésped-rnicrobioma y su
valor predictivo en la practica clinica. Proyecto Bronchi-Omics”, de fecha enero de 2019
Que adjunta hoja de informacién y consentimiento informado, version 3 de fecha enero de
2019,

Y censidera que:

* Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

* La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a
cabo el estudio,

« Son adecuados el procedimiento para obtener el consentimiento informado, y el
modo de reclutamiento previsto, asi como la compensacion prevista para los sujetos
por danos que pudieran derivarse de su participacion en el ensayo,

* El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto
a los postulados éticos.

Y que este Comité acepta que dicho proyecto de investigacion sea realizado en el Servicio
de Neumeclogia del Hospital del Mar por la Dra. Esther Barreiro Portela como investigadora
principal, tal como recoge el ACTA de la reunidn del dia 26/02/2019.

Lo que firmo en Barcelona, 14 de marzo de 2019

JULLEN .
CEIC-PARCDE 5Al

£

............ B o SRR

Dofia Cristina Liop Julia

Firmado:

CEIm ~ Parc de Salut MAR
Dr. Aiguader, 8B | 08003 Barcelona | Teléfon 93 316 06 77 | Fax 93 316 06 36
ceic-psmar@imim es | www.parcdesalutmar.cat
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CONSORC! MAR PARS DE SALUT DE BARCELONA | MiF.5

VAR 040

Parc
de Salut

Sarcolona

Conformidad de la Direccion del Centro

Dona Olga Pané Mena, Gerente del Consorci Mar Parc de Salut de Barcelona, y vista la
autorizacién del Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos del Parc de Salut

MAR

CERTIFICA

Que conoce fa propuesta para que sea realizado en este Centro el proyecto de
investigacion n® 2019/8482/1 titulado "Heterogeneidad en la susceptibilidad a la infeccion en
las bronquiectasias: Interaccion huésped-microbioma y su valor predictive en la practica
clinica. Proyecto Bronchl-Omics”, y que sera realizado por la Dra. Esther Barreiro Portela

como investigadora principal.

Que esta de acuerdo con el contrato firmado entre el Centro y el promotor en el que se

especifican todos los aspactos econémicos de este proyecto.

Que acepta la realizacién de dicho proyecto de investigacién en este Centro,

Lo que firma en Barcelona 2| de e’ 2e de 2019

Firmado: ... A\,
Dofia Olga Pané Mgna

Edifici Hospital del Mar, Flanta 10
Passeig Maritim, 25/29 1 08003 Barceiona | Teléfon 932 483 264 | Fax 932 483 263
www.parcdesalutmar.cat
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167



Germans Trias i Pujol

Hospital

HOJA DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

Nombre del Estudio:

“Heterogeneidad en la susceptibilidad a la infeccion en las bronquiectasias:
Interaccidon huésped-microbioma y su valor predictivo en la practica clinica”

Nombre del investigador principal:

Centro:

Teléfono de contacto:

Objetivo/finalidad del estudio
Estimado paciente,

Esta siendo tratado en esta consulta como resultado de haberle diagnosticado Bronquiectasias.
Actualmente, estamos llevando a cabo un proyecto de investigacién cuyo objetivo principal es
profundizar en el conocimiento de la composicién de las bacterias del pulmén para determinar
los mecanismos que influyen en la adquisicién de infecciones respiratorias en pacientes con
enfermedades pulmonares como la suya. Por este motivo, le pedimos su colaboracion en este
proyecto.

Las bronquiectasias son una enfermedad pulmonar crénica caracterizada por la dilatacion
permanente de los bronquios que se asocian a una inflamacion crénica de las vias respiratorias
e infecciones. Clinicamente suelen aparecer con tos crdnica, expectoracidén y sensacion de falta
de aire, asi como con infecciones agudas recurrentes caracterizadas por sintomas de fiebre,
tos productiva, expectoracién muco-purulenta y sensacidon de ahogo que se asocian con un
empeoramiento de la calidad de vida. Dado el papel de las infecciones, es importante entender
bien la relacién entre los microbios de las vias respiratorias y las bronquiectasias. En nuestras
vias respiratorias convive una amplia flora microbiana llamada microbioma. Tenemos pocos
conocimientos acerca de este microbioma en los pacientes con bronquiectasias.

Se le pide que otorgue su consentimiento para que, en cuatro visitas médicas separadas por
seis meses y un afo (Visita inicial, 6, 12 y 24 meses) durante dos afios y una visita en
agudizacidn, done una muestra de esputo, sangre y orina, siendo pruebas rutinarias que no
comportan riesgos importantes para su salud.

En este estudio participan los servicios de Neumologia y microbiologia y otros 10 hospitales
adicionales. Se estima que participen un total de 200 pacientes entre todos los hospitales.

Participacion voluntaria

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria y si usted decide no participar
recibird todos los cuidados médicos que usted necesite. Del mismo modo, su relacion con el
equipo médico que le atiende no va a verse afectada.

Antes de tomar una decision, lea atentamente este documento y haga tantas preguntas como
desee para asegurarse que lo ha entendido y desea participar.

Investigacion

Desde la inclusién en el estudio, se recogeran datos clinicos asi como los resultados de
diferentes pruebas realizadas de forma habitual para el seguimiento de su enfermedad
durante 2 afios. Se obtendran muestras de sangre, en las que se les realizara la determinacion
de diferentes parametros analiticos generales (p. e. determinacion de la funcion renal o
hemoglobina). Parte de la sangre serd procesada y se almacenada a -802C en el Biobanco del
Instituto de Investigacién Germans Trias i Pujol, Biobanco autorizado por el Departament de
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Germans Trias i Pujol

Hospital

Salut de la Generalitat e inscrito en el Registro Nacional de Biobancos del Instituto de Salud
Carlos Ill (B.0000643), hecho que garantiza que el Biobanco cumple con las garantias de
trazabilidad, calidad y seguridad de datos, procesos y muestras; hasta su transferencia al
laboratorio de andlisis para analizar ciertas sustancias quimicas inflamatorias y muestras de
ADN (de acuerdo con la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica). El ADN es un elemento que
esta presente en todas sus células porque lo ha recibido de sus padres y lleva un cddigo de
informacidn en forma de “genes” que determina sus caracteristicas fisicas personales, como el
color de ojos o del pelo. Las diferencias entre unas personas y otras nos pueden ayudar a
explicar por qué algunas personas desarrollan unas enfermedades y otras no. Se obtendran
muestras de orina para evaluar ciertas sustancias quimicas inflamatorias. Las muestras de
esputo, ademas de realizarse un cultivo microbiolégico convencional, se procesaran y se
almacenaran a -802C en el biobanco del Instituto de Investigacion Germans Trias i Pujol hasta
su transferencia al laboratorio de analisis para determinaciones de sustancias especificas y
estudio de bacterias mediante estudios genéticos (de acuerdo con la Ley 14/2007 de
Investigacion Biomédica).

Todas las muestras se guardaran codificadas, garantizando la confidencialidad pero de manera
que sea posible recuperar el vinculo con la persona que la cede.

Las muestras sobrantes del estudio serdan conservadas en el biobanco del Instituto de
Investigacion Germans Trias i Pujol después de que el estudio haya finalizado. Estas podrian
utilizarse en un futuro para estudios del mismo campo de investigacién. En caso de que no
desee que se utilice esta informacion para estos fines, debera indicarlo en el consentimiento
informado; asimismo, y posteriormente, podra retirar el permiso para futuras investigaciones:

Derechos de los interesados
Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, limitacién, portabilidad, borrado,y
objecion, asi como obtener informacién sobre el uso de sus muestras dirigiéndose a:

Responsable del Tratamiento:

Fundacio Institut d’Investigacié Germans Trias i Pujol

Carretera de Can Ruti. Cami de les Escoles s/n . 08916, Badalona. Espafa
Tel 93 497 8653 / 8658

E-mail biobanc@igtp.cat; igtp@igtp.cat

Delegado de Proteccién de datos: dpd@igtp.cat

Procedimiento

Si acepta participar, se obtendra una muestra de sangre venosa (32 ml) en cuatro visitas
durante el seguimiento. Los riesgos de la obtencidn de estas muestras son los mismos que para
la realizacién de cualquier analitica rutinaria. Ademas, en cada visita se recogerd una muestra
de esputo y orina. En el caso de las exacerbaciones durante el seguimiento vy, si es posible,
también se recogeran las muestras anteriormente citadas.

Ventajas

La investigacion con su material no le aportarda ningun beneficio directo. El beneficio es
colectivo, a la contribucion del conocimiento de las causas y/o riesgos de una enfermedad tan
prevalente en nuestra sociedad.
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Germans Trias i Pujol

Hospital

Etica

Este estudio cumple con los principios de la Declaracién de Helsinki y ha sido aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Germans Trias i Pujol. Asimismo, este proyecto cumple con lo
establecido por la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica en lo que se refiere a la gestidn de
muestras bioldgicas para investigacion. Solo en el caso de que esta investigacidon proporcione
datos que pudieran ser clinicamente relevantes para usted e interesar a su salud le seran
comunicados. Este proyecto cumple con lo establecido en el reglamento General Europeo de
Proteccion de Datos.

Retirada del consentimiento y Confidencialidad

Usted puede en todo momento interrumpir su participacion en este estudio y retirar su
permiso a dicha participacion. Debe decirlo a su médico y sus muestras serian entonces
destruidas y no se utilizarian mas.

De acuerdo con el Reglamento (UE) 2016/679 General de proteccidén de datos se tomaran las
siguientes medidas de confidencialidad: Su nombre, nimero de historia clinica o cualquier otro
dato que pueda identificarle estaran resguardados por un cédigo. Este cddigo se le asignara
cuando acepte ser incluido en el estudio y servird para identificar sus muestras con sus datos
médicos, sin tener que utilizarse sus datos verdaderos. Solamente una o varias personas
responsables del estudio podrian desvelar estos cddigos en caso de ser necesario. En ningln
caso habra terceras personas que tengan acceso a estos datos. En el caso de las publicaciones
cientificas generadas con los resultados del estudio, no aparecerd ningun dato identificativo de
los pacientes participantes. De acuerdo con la ley organica 15/1999, se contemplan los
derechos de Acceso, Rectificacidn, Cancelacion y Oposicion (ARCO) de sus datos personales
(para ejercerlos se debera dirigir por escrito al investigador del estudio).

Preguntas/informacion

Si tiene preguntas sobre esta investigacion, puede contactar al investigador principal del
proyecto, Dra. Marin, en 93 4978920.
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Germans Trias i Pujol

Hospital

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Nombre del Estudio:
“Heterogeneidad en la susceptibilidad a la infeccion en las bronquiectasias:

Interaccidon huésped-microbioma y su valor predictivo en la practica clinica”

El presente formulario debera ser suministrado por uno de los investigadores del estudio antes
de la primera visita del estudio.

Yo

<Nombre completo del paciente>
He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con

Investigador del estudio

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

12 Cuando quiera
22 Sin tener que dar explicaciones
32 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio, cediendo las siguientes
muestras:

® Sangre venosa

® Muestra de esputo

® Muestra de orina

|:|Doy el consentimiento para el almacenamiento en el Biobanco del Instituto de Investigacidn
Germans Trias i Pujol de parte de estas muestras para su utilizacién en futuros estudios.

Fecha Firma del participante

Fecha Firma del investigador

Distribucion: original al investigador, copia al paciente.
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Germans Trias i Pujol

Hospital

FORMULARIO DE RETIRADA DE MUESTRAS

Nombre del Estudio:

“Heterogeneidad en la susceptibilidad a la infeccion en las bronquiectasias:

Interaccidon huésped-microbioma y su valor predictivo en la practica clinica”

El sujeto del estudio con cédigo:

Proporcioné inicialmente consentimiento informado para que sus muestras se utilizaran para
la investigacion de este proyecto. Después de reunirse con su médico u otro médico de su
equipo, ha indicado ahora que desea retirar su consentimiento y desea que su muestra se
destruya.

CONFIRMACION DE LA DESTRUCCION DE LA MUESTRA

Tanto la sangre, como el esputo, la orina y los datos médicos recogidos en este estudio del
paciente:

<Nombre completo del paciente>

han sido destruidos y no seran utilizados en adelante de acuerdo con la ley organica 15/1999 y
el nuevo Reglamento General de Proteccion de Datos de la Unién Europea 2016/679.

Fecha Firma del responsable del estudio

Fecha Firma del investigador

Distribucion: original al investigador, copia al paciente.
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Version 1. Enero 2019

Bronchi- m
Omics lari
roject Formulario de datos

CODIGO DE CENTRO

Hospital Germans Trias 01
Hospital Vall d’"Hebron 02
Hospital de Bellvitge 03
Hospital Parc Tauli 04
Hospital Josep Trueta 05
Hospital Virgen del Rocio 06
Hospital Mutua de Terrassa 07
Hospital Platé 08
Consorci Sanitari de Terrassa 09
Hospital del Mar 10

Hospital de Sant Pau 11



Version 1. Enero 2019

VISITA BASAL (VO) Bronchi-Omics Project

Nombre del centro:

Nombre del investigador:

CRITERIOS DE INCLUSION
S/
TC consistente con bronquiectasias

>18 anos

Estd estable en las ultimas 6 semanas
No tiene Fibrosis Quistica

No tiene BE por traccién

No toma macrélidos

No toma inmunosupresores

No corticoides ( >10 mg prednisona/dia)
No toma Ac.monoclonales

No tiene neoplasia activa

No estd trasplantado

No tiene infeccion por VIH

Puede seguir el periodo del estudio

Ha firmado consentimiento informado

DATOS PERSONALES

Numero de identificador:_(xx-xx)*

‘Cadigo de paciente: Codigo de centro (2 digitos)+numeros consecutivos (2 digitos)

Numero de historia clinica

Fecha de inclusidn: (dd-mm-aaaa)
Fecha de Nacimiento: (dd-mm-aaaa)
Edad

HOMBRE ~ MUJER
Sexo
<12afos 12-18a. >18a.
Nivel de estudios
ACTIVO PARO  INVALIDEZ JUBILADO
Situacién laboral
SOLTERO  CASADO SEPARADO VIUDO
Estado Civil
Sl NO
Hijos



HABITOS TOXICOS

Tabaquismo

N2 Paquetes/Afio Acumulados

Enolismo

UBE alcohol/dia*

*1 UBE = 10 gramos

COMORBILIDADES

Dislipemia
Hipertension pulmonar
Osteoporosis

Sd. ansioso-depresivo

Reflujo Gastro-esofagico

indice de Charlson

Enfermedad coronaria

Insuficiencia cardiaca

Enfermedad arterial periférica
Enfermedad cerebrovascular
Demencia

Enfermedad respiratoria crénica
Enfermedad del tejido conectivo
Ulcera gastroduodenal

Hepatopatia crdnica leve

Diabetes

Hemiplejia

IRC moderada-severa

DM con lesion en érganos diana
Neoplasia sélida, Leucemia, Linfoma
Hepatopatia crénica moderada-severa
Neoplasia sélida con metastasis

SIDA definido

NO

NO

S/

S/

Activo

Activo

Ex >1 afo

Ex >1 afio
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TRATAMIENTOS

NO RESPIRATORIOS

IECAS/ARAII
Betabloqueantes
Antiagregantes
Anticoagulantes
Estatinas

IBP
RESPIRATORIOS

Antibidtico nebulizado
SABA/SAMA

LAMA

LABA

Cl

Dosis Cl/dia mcg
Broncodilatadores nebulizados
Roflumilast

Antileucotrienos
Inmunoglobulinas

Alfa 1 antitripsina
N-Acetilcisteina

Suero fisioldgico nebulizado
Suero hipertoénico nebulizado
Hialurénico nebulizado
Oxigenoterapia

VMNI

Vacuna gripe anual*

*En el ultimo afio

Vacuna neumococo*

*En algin momento

Drenaje secreciones*

*Habitualmente

Rehabilitacién pulmonar*

*En algun momento

S/

SI

Budesonida

beclometasona

fluticasona

F. de fluticasona
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HISTORIA DE LAS BE

Afio de inicio de los sintomas

Afo del diagndstico por TACAR

Diagnéstico definitivo*

*marcar la opcion a criterio del investigador
Idiopaticas
Post-infecciosas
Post-tuberculosis
Micobacterias no tuberculosas
APBA
EPOC
ASMA
Déficit de alfa-1-antitripsina
Enfermedad del tejido conectivo
Enfermedad inflamatoria intestinal
Reflujo gastroesofagico
Aspiracion
Inmunodeficiencia comun variable
Déficit de subclases de IgG
Déficit de IgA
Discinesia ciliar primaria
Sindrome de kartagener
Malformaciones congénitas
Obstruccidn bronquial

Otras

Historia de hemoptisis y neumonias

N2 de hemoptisis previas

Gravedad hemoptisis* Exp. hemoptoica Hemoptisis moderada Hemoptisis amenazante
*Seleccionar la opcion mds grave

Tratamiento* Conservador Embolizacién Cirugia

*Seleccionar el tratamiento mds invasivo

N2 de neumonias previas



Exacerbaciones y uso de recursos en el ailo previo

N¢e de exacerbaciones/afio previo que han requerido hospitalizacidn

N2 de exacerbaciones/afio previo atendidas en urgencias que no han requerido hospitalizacién
N2 de exacerbaciones/afio previo atendidas en HDIA que no han requerido hospitalizacion

Ne de exacerbaciones/afio previo que no han requerido atencidn especializada

N¢ de tandas de antibidtico/afio previo

N¢ de tandas de corticoides orales /afio previo
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Microbiologia
N2 Cultivos respiratorios afo previo*
*Completar los 5 ultimos priorizando los cultivos positivos

Cultivo 1

Fecha 1 (mm/aaaa)

Estado clinicol  Estabilidad Exacerbacion
Muestra 1 Esputo BAL BAS
Microorganismo 1 SI NO
Bacteria 1*

*Anotar la opcion: No, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter,
Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella,
Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo
mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

Multirresistente 1*

*Anotar la opcion: No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos
antibidticos

Micobacteria 1*

*Anotar la opcion: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare,
M.abcessus, M.kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Hongo 1*
*Anotar la opcion: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida
albicans, otros

Virus 1*

*Anotar la opcion: No procede, No, Influenza, VRS, metapneumovirus, otros

Cultivo 2

Fecha 2 (mm/aaaa)

Estado clinico 2  Estabilidad Exacerbacion
Muestra 2 Esputo BAL BAS
Microorganismo 2 SI NO
Bacteria 2*

*Anotar la opcion: No, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter,
Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella,
Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo
mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

Multirresistente 2*
*Anotar la opcion: No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos
antibidticos
Micobacteria 2*

*Anotar la opcion: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare,
M.abcessus, M.kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros



Hongo 2*

Virus 2*

Cultivo 3

Fecha 3 (mm/aaaa)
Estado clinico 3
Muestra 3
Microorganismo 3

Bacteria 3*

Multirresistente 3*

Micobacteria 3*

Hongo 3*

Virus 3*

Cultivo 4

Fecha 4 (mm/aaaa)

Estado clinico 4

Muestra 4

Microorganismo 4

Bacteria 4*

Multirresistente 4*

Micobacteria 4*

*Anotar la opcion: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida
albicans, otros

*Anotar la opcién: No procede, No procede, No, Influenza, VRS,
metapneumovirus, otros

Estabilidad Exacerbacion
Esputo BAL BAS
SI NO

*Anotar la opcion: No, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter,
Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella,
Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo
mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

*Anotar la opcion: No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos
antibidticos

*Anotar la opcion: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare,
M.abcessus, M.kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

*Anotar la opcion: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida
albicans, otros

*Anotar la opcion: No procede, No, Influenza, VRS, metapneumovirus, otros

Estabilidad Exacerbacion
Esputo BAL BAS
S/ NO

*Anotar la opcion: No, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter,
Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella,
Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo
mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

*Anotar la opcion: No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos
antibicticos

*Anotar la opcion: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare,
M.abcessus, M.kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros
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Hongo 4*

*Anotar la opcion: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida
albicans, otros

Virus 4*

*Anotar la opcion: No procede, No, Influenza, VRS, metapneumovirus, otros

Cultivo 5

Fecha 5 (mm/aaaa)

Estado clinico 5 Estabilidad Exacerbacion
Muestra 5 Esputo BAL BAS
Microorganismo 5 SI NO
Bacteria 5*

*Anotar la opcion: No, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter,
Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella,
Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo
mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

Multirresistente 5*
*Anotar la opcion: No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos antibiéticos
Micobacteria 5*

*Anotar la opcion: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.
abcessus, M.kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Hongo 5*

*Anotar la opcion: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida
albicans, otros

Virus 5*

*Anotar la opcién: No procede, No, Influenza, VRS, metapneumovirus, otros

Pseudomonas aeruginosa

Evidencia de P.aeruginosa en algin momento Si No
Tiempo desde ultimo aislamiento No Ultimo afio Entre 1-5 afio >5 afios
Tratamiento erradicador ~ No Ultimo afio Entre 1-5 afio >5 afios

IBC por P.aeruginosa ultimo afio* Si No

*Definido por tres o mds cultivos consecutivos positivos para P.aeruginosa en un periodo de al
menos 6 meses en muestras separadas entre si por al menos un mes

IBC por otro MPPs ltimo afio* 5 No

*Definido por tres o mds cultivos consecutivos positivos para otro microorganismo en un periodo
de al menos 6 meses en muestras separadas entre si por al menos un mes

Exploracion fisica
Sat 02 (AA) (%)
Peso (Kg)
Talla (metros)
IMC  Autocalculado

Boca séptica* Si No

*Hemorragia gingival, falta de piezas dentales, sarro dental.



Evaluacion de las BE

Tos

Expectoracidn diaria

Color del esputo en estabilidad*
* Ver escala de Murray cuantificada
Estado general

Dolor toracico pleuritico

Escala de Disnea mMRC

Espirometria

*Realizada entre 1 afio previo y 6 meses posteriores

a la fecha de inclusién
Fecha (mm/aaaa)
FVC (L)

FVC (%)

FEV1 (L)

FEV1 (%)
FEV1/FVC (%)
FEV1 post (L)
FEV1 post (L)

TLC (L)

TLC (%)

VR (L)

VR (%)

DLCO (%)
DLCO/VA (%)

E-FACED

No

No

Normal

Si

Exacerbacion con ingreso/afio previo

FEV1%

Edad

Colonizacién por P.aeruginosa

*Definido por tres o mds cultivos consecutivos
positivos para un mismo MPP en un periodo de
al menos 6 meses en muestras separadas entre

si por al menos un mes

Extension radioldgica

Disnea (escala MRC)

Score autocalculado

Ocasional

Ocasional

34

Astenia

No

No

Autocalculado

Autocalculado

No

1-2 Iébulos

Autocalculado

Diaria

<20 cc

5-6

Febricula

Si

>2 lobulos

20-50 cc

7-8

Otros

50-100

Version 1. Enero 2019
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BSI

Edad
IMC
FEV1%

Colonizacion por P.aeruginosa

*Definido por tres o mds cultivos
consecutivos positivos para P.aeruginosa en
un periodo de al menos 6 meses en muestras

separadas entre si por al menos un mes

Colonizacion por otro microorganismo*

*Definido por tres o mds cultivos

consecutivos positivos para un mismo MPP en
un periodo de al menos 6 meses en muestras
separadas entre si por al menos un mes

Disnea (escala MRC)

Extension radiologica

Exacerbaciones afo previo
Exacerbaciones con ingreso 2 afios previos

Score autocalculado

CAT

BHQ Autocalculado

Autocalculado

Autocalculado

Autocalculado

No

No

Autocalculado

<3 Iébulos

0-2

No

Si

Si

>3 [6bulos

>3

Si

Vrsion 1. Enero 2019
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Su nombre: Fecha actual:

COPD Assessment Test

{Como es la EPOC que padece? Realizacion del COPD
Assessment Test™ (CAT)

Este cuestionario les ayudara a usted y al profesional del cuidado de la salud a medir el impacto que la EPOC (enfermedad
pulmonar obstructiva croénica) esta teniendo en su bienestar y su vida diaria. Sus respuestas y la puntuacién de la prueba pueden
ser utilizadas por usted y por el profesional del cuidado de la salud para ayudar a mejorar el manejo de la EPOC y obtener el
maximo beneficio del tratamiento.

En cada uno de los siguientes enunciados, ponga una X en la casilla que mejor describa su estado actual. Aseglrese de seleccionar
solo una respuesta para cada pregunta.

Ejemplo: Estoy muy contento C \) K (\ ) C \) C \/\,‘ (\ | Estoy muy triste

PUNTUACION
e N\ [ N
Nunca toso Q Q C > Q Q O Siempre estoy tosiendo
\. / \0 J
h
f T I pecho
engo e
No tengo flema
(mucosidad) en el pecho O O o O O o ;:m:lzt:‘:i:i:lea:)eno .2
.
o
e N\ [ N
No siento ninguna opresion Siento mucha opresion
en el pecho QQQQQQ en el pecho
\ J \Q J
o
~
Cuando subo una pendiente Cuando subo una pendiente

me falta el aire falta mucho el aire

o un tramo de escaleras, no O O O O O O o un tramo de escaleras, me
J

h
No me siento limitado para Me siento muy limitado
realizar actividades Q Q Q Q Q Q para realizar actividades
domeésticas : : : : : : domeésticas
. J
b
Me siento seguro al salir No me siento nada seguro )
de casa a pesar de la al salir de casa debido a la
enfermedad pulmonar Q Q Q Q Q Q enfermedad pulmonar que
\_ que padezco padezco )
.
4 N\ [ N
Tengo problemas para dormir
Duermo sin problemas QQQQQQ debido a la enfermedad
N pulmonar que padezco )
h
-
Tengo mucha energia O O O O O O No tengo ninguna energia
\ N\ J
v
COPD Assessment Test con el logotipo CAT es una marca comercial del grupo PUNTUAC |6N
de empresas GlaxoSmithKline.
© 2009 GlaxoSmithKline group of companies. Todos los derechos reservados. TOTAL

Last Updated: February 26, 2012



Cuestionario de salud sobre la
bronguiectasia (BHO)

Este cuestionario se ha disefiado para evaluar de qué modo afecta a su vida
la bronquiectasia.

Lea atentamente cada pregunta y responda SELECCIONANDO la
respuesta que mejor describa su caso. Es importante que conteste todas las

preguntas con sinceridad.

INFORMACION DEL PACIENTE:

© Copyright BHQ. King’s College Hospital NHS Trust 2014. Dr SS Birring

BHQ_last 2 weeks - Spain/Spanish - Version of 08 Feb 16 - Mapi
1D048732 / BHQ_last-2-weeks_AU1.0_spa-ES.doc
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=

En los ultimos 14 dias he estado cansado/a.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO Ok, WN -

2. En los ultimos 14 dias he hecho las cosas mucho mas despacio que otras personas
de mi edad.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO Ok~ wWwN

w

En los ultimos 14 dias he estado preocupado/a.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOo ok wWDN P

&

En los ultimos 14 dias me he sentido sin flemas.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOo ok owWwN -

o

En los ultimos 14 dias he sentido vergiienza a causa de las flemas (esputos) que tenia.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~No ok owN -

© Copyright BHQ. King’s College Hospital NHS Trust 2014. Dr SS Birring
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o

En los ultimos 14 dias me ha faltado el aire.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO ok, wWwN

En los altimos 14 dias he tenido problemas para dormir a causa de las
ronquiectasias.

g~

. Todas las noches

. La mayoria de las noches
. Bastantes noches

. Algunas noches

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOoO Ok wWwN -

©

En los ultimos 14 dias he tenido ataques de tos.

. Todos los dias

. La mayoria de los dias
. Bastantes dias

. Algunos dias

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOo o wWDN P

©

En los ultimos 14 dias las flemas (esputos) que expulsaba tenian sangre.

. Todas las veces

. La mayoria de las veces
. Bastantes veces

. Algunas veces

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOoO ok wWwN -

10. En el ULTIMO ANO, he tomado tratamientos con antibiéticos para infecciones
respiratorias.

1. Maés de cinco veces
2. Cinco veces

3. Cuatro veces

4, Tres veces

5. Dos veces

6. Una vez

7. En ninguna ocasién

Muchas gracias por haber respondido a este cuestionario.
© Copyright BHQ. King’s College Hospital NHS Trust 2014. Dr SS Birring
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TACAR

*Realizada entre 2 afios previo y 6 meses
posteriores a la fecha de inclusion

Fecha (mm/aaaa)

Escala de Reiff*

*Escala de Reiff modificada. Puntta de 0 a 18.
Puntuacion segun el cociente entre el diagmetro de la luz
bronquial y el didgmetro del vaso adyacente: 0 puntos < 1;
1 punto = 1-2; 2 puntos = 2-3; 3 puntos 2> 3.

LSD o 1 2 3
LM o 1 2 3
LID o 1 2 3

LSI o 1 2 3
Lingula o 1 2 3
LI o 1 2 3

Score autocalculado

Enfisema Sl NO
Analitica

Fecha (mm/aaaa)

*Escribir unidades correspondientes

Unidades Valor

Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas
Leucocitos
Neutrdfilos
Linfocitos
Eosinofilos
Neutréfilos (%)
Linfocitos (%)
Eosinofilos (%)
Fibrindgeno
Glucosa
Proteinas
Albumina

PCR

Creatinina
GGT

ALT (GPT)
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IgE Total

IgE especifica Aspergillus fumigatus
IgG Aspergillus fumigatus

a-1 antitripsina

Test del sudor

Cultivo de esputo
Fecha (mm/aaaa)

Obtencion Espontdneo Inducido
Grado de Murray

Cultivo bacteriano cualitativo

*Anotar la opcién: No, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter,
Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella,
Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa
tipo mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae,
Otros

Cultivo bacteriano semicuantitativo Escasas* Algunas* Abundantes*

*Colonias

Multirresistente
*Anotar la opcion: No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos
antibidticos
Cultivo micobacterias

*Anotar la opcion:No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.
abcessus, M.kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Cultivo micoldgico

*Anotar la opcion: No,Aspergillus spp, candida spp, candida albicans,
otros

*Citar para Visita 1 en seis meses (usar herramienta de la base de datos para el calculo)
*Entregar dos contenedores de esputo
*Recordar al paciente que debe llamar antes sintomas de agudizacion para realizar visita de exacerbacion
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Bronchi-Omics Project Versién Diciembre 2019
VISITA 1 (V1) 6 meses

Numero de identificador:_(xx-xx)*
*Cddigo de paciente: Codigo de centro (2 digitos)+nimeros consecutivos (2 digitos)

Numero de historia clinica

Fecha de la visita: (dd-mm-aaaa)

Tiempo desde la VO (dias) Autocalculado

Cambios en el tratamiento

No

Cambios en atb nebulizado No Inicio Retirada Cambio dosis Cambio sustancia
Inicio de macrdlidos No Si

Inicio otro atb oral crénico (doxiciclina..) No Si

Inicio tto antiflingico No Si

Inicio tto micobacterias No Si

Cambios Cl No Inicio Retirada Cambio dosis Cambio sustancia

Exacerbaciones y uso de recursos desde VO

N¢ de exacerbaciones que han requerido hospitalizacién

N@ de exacerbaciones atendidas en urgencias que no han requerido hospitalizacién
N2 de exacerbaciones atendidas en HDIA que no han requerido hospitalizacion

N¢ de exacerbaciones que no han requerido atencién especializada

Ne de tandas de antibiético

Ne de tandas de corticoides orales

Microbiologia
Cultivos de muestras respiratorias desde VO
*Afiadir hasta 3 aislamientos microbioldgicos del periodo previo

Cultivo 1 *Recoger los esputos posteriores a la VO

Fecha 1 (dd-mm-aaaa)

Estado clinico 1 Estabilidad Exacerbacion
Muestra 1 Esputo BAL BAS
Bacteria 1

Anotar la opcion: Negativo, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter, Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli,
Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo mucoide, S.aureus,
Serratia, Stenotroph , S. pl iae, Otros

Multiresistente 1

Anotar la opcién: No procede, No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos antibicticos
Micobacteria 1

Anotar la opcién: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.abcessus, M.
kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Hongo 1

Anotar la opcion: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida albicans, otros
Cultivo 2

Fecha 2 (dd-mm-aaaa)

Estado clinico 2 Estabilidad Exacerbacién
Muestra 2 Esputo BAL BAS
Bacteria 2

Anotar la opcién: Negativo, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter, Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli,
Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo mucoide, S.aureus,
Serratia, Stenotroph , S. iae, Otros

Multiresistente 2

Anotar la opcién: No procede, No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos antibicticos

Micobacteria 2
Anotar la opcién: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.abcessus, M.
kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Hongo 2
Anotar la opcién: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida albicans, otros
Cultivo 3
Fecha 3 (dd-mm-aaaa)
Estado clinico 3 Estabilidad Exacerbacién

Muestra 3 Esputo BAL BAS

Bacteria 3



Anotar la opcién: Negativo, Flora ¢ I, Achre ter, Acinetobacter, Bordetella, Burkolderia, Enterobacter, E.coli,
Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo mucoide, S.aureus,

Serratia, Stenotroph , S. iae, Otros
Multiresistente 3
Anotar la opcion: No procede, No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos antibicticos

Micobacteria 3

Anotar la opcién: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.abcessus, M.
kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Hongo 3
Anotar la opcién: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida albicans, otros
Sintomas
Tos No Ocasional Diaria
Expectoracién diaria No Ocasional <20 cc 20-50 cc 50-100 >100
Color del esputo 12 3-4 56 7-8
* Ver escala de Murray cuantificada
Estado general normal Astenia Febricula Otros
Dolor torécico pleuritico Si No
Escala de Disnea mMRC ) 1 2 3 4
CAT
BHQ Autocalculado
Analitica V1

Fecha (dd/mm/aaaa)

*Escribir unidades correspondientes
Unidades Valor
Hemoglobina

Hematocrito
Plaquetas
Leucocitos
Neutrdfilos
Linfocitos
Eosindfilos
Neutrofilos (%)
Linfocitos (%)
Eosindfilos (%)
Fibrindgeno
PCR

Albimina

Proteinas
Cultivo de esputo V1
Fecha (dd/mm/aaaa)
Obtencién Espontdneo Inducido

Grado de Murray

Cultivo bacteriano cualitativo
*Anotar la opcion: Negativo, Flora c I, Achre b r, Acil bacter, Bordetella, Burkolderia,
Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa,
P.aeruginosa tipo mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotroph , S. iae, Otros

Cultivo bacteriano semicuantitativo Escasas* Algunas* Abundantes* No procede
*Colonias
Multirresistente

Anotar la opcién: No, No procede, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos
antibidtico

Cultivo micobacterias
Anotar la opcién: Negativo, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.abcessus,
M.kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Cultivo micoldgico
Anotar la opcion: Negativo, Aspergillus spp, candida spp, candida albicans,
otros

*Citar para Visita 2 en seis meses (usar herramienta de la base de datos para el célculo)

*Entregar dos contenedores de esputo

*Recordar al paciente que debe llamar antes sintomas de agudizacion para realizar visita de exacerbacion
(Si es que no la ha hecho previamente)



Su nombre: Fecha actual:

COPD Assessment Test

{Como es la EPOC que padece? Realizacion del COPD
Assessment Test™ (CAT)

Este cuestionario les ayudara a usted y al profesional del cuidado de la salud a medir el impacto que la EPOC (enfermedad
pulmonar obstructiva croénica) esta teniendo en su bienestar y su vida diaria. Sus respuestas y la puntuacién de la prueba pueden
ser utilizadas por usted y por el profesional del cuidado de la salud para ayudar a mejorar el manejo de la EPOC y obtener el
maximo beneficio del tratamiento.

En cada uno de los siguientes enunciados, ponga una X en la casilla que mejor describa su estado actual. Aseglrese de seleccionar
solo una respuesta para cada pregunta.

Ejemplo: Estoy muy contento C \) K (\ ) C \) C \/\,‘ (\ | Estoy muy triste

PUNTUACION
e N\ [ N
Nunca toso Q Q C > Q Q O Siempre estoy tosiendo
\. / \0 J
h
f T I pecho
engo e
No tengo flema
(mucosidad) en el pecho O O o O O o ;:m:lzt:‘:i:i:lea:)eno .2
.
o
e N\ [ N
No siento ninguna opresion Siento mucha opresion
en el pecho QQQQQQ en el pecho
\ J \Q J
o
~
Cuando subo una pendiente Cuando subo una pendiente

me falta el aire falta mucho el aire

o un tramo de escaleras, no O O O O O O o un tramo de escaleras, me
J

h
No me siento limitado para Me siento muy limitado
realizar actividades Q Q Q Q Q Q para realizar actividades
domeésticas : : : : : : domeésticas
. J
b
Me siento seguro al salir No me siento nada seguro )
de casa a pesar de la al salir de casa debido a la
enfermedad pulmonar Q Q Q Q Q Q enfermedad pulmonar que
\_ que padezco padezco )
.
4 N\ [ N
Tengo problemas para dormir
Duermo sin problemas QQQQQQ debido a la enfermedad
N pulmonar que padezco )
h
-
Tengo mucha energia O O O O O O No tengo ninguna energia
\ N\ J
v
COPD Assessment Test con el logotipo CAT es una marca comercial del grupo PUNTUAC |6N
de empresas GlaxoSmithKline.
© 2009 GlaxoSmithKline group of companies. Todos los derechos reservados. TOTAL

Last Updated: February 26, 2012



Cuestionario de salud sobre la
bronguiectasia (BHO)

Este cuestionario se ha disefiado para evaluar de qué modo afecta a su vida
la bronquiectasia.

Lea atentamente cada pregunta y responda SELECCIONANDO la
respuesta que mejor describa su caso. Es importante que conteste todas las

preguntas con sinceridad.

INFORMACION DEL PACIENTE:
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=

En los ultimos 14 dias he estado cansado/a.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO Ok, WN -

2. En los ultimos 14 dias he hecho las cosas mucho mas despacio que otras personas
de mi edad.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO Ok~ wWwN

w

En los ultimos 14 dias he estado preocupado/a.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOo ok wWDN P

&

En los ultimos 14 dias me he sentido sin flemas.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOo ok owWwN -

o

En los ultimos 14 dias he sentido vergiienza a causa de las flemas (esputos) que tenia.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~No ok owN -
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o

En los ultimos 14 dias me ha faltado el aire.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO ok, wWwN

En los altimos 14 dias he tenido problemas para dormir a causa de las
ronquiectasias.

g~

. Todas las noches

. La mayoria de las noches
. Bastantes noches

. Algunas noches

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOoO Ok wWwN -

©

En los ultimos 14 dias he tenido ataques de tos.

. Todos los dias

. La mayoria de los dias
. Bastantes dias

. Algunos dias

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOo o wWDN P

©

En los ultimos 14 dias las flemas (esputos) que expulsaba tenian sangre.

. Todas las veces

. La mayoria de las veces
. Bastantes veces

. Algunas veces

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOoO ok wWwN -

10. En el ULTIMO ANO, he tomado tratamientos con antibiéticos para infecciones
respiratorias.

1. Maés de cinco veces
2. Cinco veces

3. Cuatro veces

4, Tres veces

5. Dos veces

6. Una vez

7. En ninguna ocasién

Muchas gracias por haber respondido a este cuestionario.
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Bronchi-Omics Project

VISITA 2 (V2) 12 meses

Version Febrero 2020

Numero de identificador:_(xx-xx)*

*Codigo de paciente: Cédigo de centro (2 digitos)+numeros consecutivos (2 digitos)

Numero de historia clinica

Fecha de la visita: (dd-mm-aaaa)
Tiempo desde la VO (dias) Autocalculado

Cambios en el tratamiento desde V1
No

Cambios en atb nebulizado

Inicio de macrdlidos

Inicio otro atb oral crénico (doxiciclina..)
Inicio tto antifiingico

Inicio tto micobacterias

Cambios CI

No Inicio Retirada Cambio dosis Cambio sustancia
No Si
No Si
No Si
No Si
No Inicio Retirada Cambio dosis Cambio sustancia

Exacerbaciones y uso de recursos desde V1

N2 de exacerbaciones que han requerido hospitalizacion

Ne de exacerbaciones atendidas en urgencias que no han requerido hospitalizacion

N2 de exacerbaciones atendidas en HDIA que no han requerido hospitalizacién

N2 de exacerbaciones que no han requerido atencién especializada

N2 de tandas de antibidtico
N2 de tandas de corticoides orales
Microbiologia

Cultivos de muestras respiratorias desde V1

*Afiadir hasta 3 aislamientos microbioldgicos del periodo previo

Cultivo 1
Fecha 1 (dd-mm-aaaa)

Estado clinico 1
Muestra 1

Bacteria 1

Multiresistente 1

Micobacteria 1

Hongo 1

Cultivo 2

*Recoger los esputos posteriores a la V1

Estabilidad Exacerbacion

Esputo BAL BAS

Anotar la opcidn: Negativo, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter, Bordetella, Burkolderia,
Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa,
P.aeruginosa tipo mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

Anotar la opcién: No procede, No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos antibidticos
Anotar la opcion: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.abcessus, M.

kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Anotar la opcidn: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida albicans, otros



Fecha 2 (dd-mm-aaaa)
Estado clinico 2
Muestra 2

Bacteria 2

Multiresistente 2

Micobacteria 2

Hongo 2

Cultivo 3
Fecha 3 (dd-mm-aaaa)

Estado clinico 3
Muestra 3

Bacteria 3

Multiresistente 3

Micobacteria 3

Hongo 3

Sintomas
Tos
Expectoracion diaria

Color del esputo

Estabilidad Exacerbacion

Esputo BAL BAS

Anotar la opcidn: Negativo, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter, Bordetella, Burkolderia,
Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa,
P.aeruginosa tipo mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

Anotar la opcién: No procede, No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos antibiéticos

Anotar la opcién: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.abcessus, M.
kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Anotar la opcion: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida albicans, otros

Estabilidad Exacerbacion

Esputo BAL BAS

Anotar la opcidn: Negativo, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter, Bordetella, Burkolderia,
Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa,
P.aeruginosa tipo mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

Anotar la opcién: No procede, No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos antibiéticos

Anotar la opcion: No procede, No, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.abcessus, M.
kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Anotar la opcidon: No procede, No,Aspergillus spp, candida spp, candida albicans, otros

* Ver escala de Murray cuantificada

Dolor toracico pleuritico

No Ocasional Diaria
No Ocasional <20 cc 20-50 cc 50-100 >100
1-2 3-4 5-6 7-8
Estado general yormal Astenia Febricula Otros
Si No
0 1 2 3 4

Escala de Disnea mMRC

Espirometria

*Realizada entre la fecha del afio de la inclusidn y los 6 meses posteriores

Fecha (mm/aaaa)
FVC (L)

FVC (%)

FEV1 (L)

FEV1 (%)
FEV1/FVC (%)
FEV1 post (L)

FEV1 post (L)



E-FACED
Exacerbacion con ingreso/afio previo
FEV1%
Edad

Colonizacion por P.aeruginosa

*Definido por tres o mds cultivos consecutivos positivos para
un mismo MPP en un periodo de al menos 6 meses en
muestras separadas entre si por al menos un mes

Extensidn radioldgica
Disnea (escala MRC)

Score autocalculado

BSI
Edad
IMC
FEV1%

Colonizacion por P.aeruginosa

*Definido por tres o mds cultivos consecutivos positivos para
P.aeruginosa en un periodo de al menos 6 meses en
muestras separadas entre si por al menos un mes

Colonizacion por otro microorganismo*
*Definido por tres o mds cultivos consecutivos positivos para
un mismo MPP en un periodo de al menos 6 meses en
muestras separadas entre si por al menos un mes

Disnea (escala MRC)
Extensidn radioldgica
Exacerbaciones afio previo
Exacerbaciones con ingreso 2 afios previos
Score autocalculado
CAT
BHQ Autocalculado
Analitica V2
Fecha (dd/mm/aaaa)

*Escribir unidades correspondi

Unidades

Hemoglobina

Hematocrito
Plaquetas
Leucocitos
Neutréfilos
Linfocitos
Eosindfilos
Neutrdfilos (%)
Linfocitos (%)
Eosindfilos (%)
Fibrinégeno
PCR

AlbUmina

Proteinas

No

Autocalculado

Autocalculado

No

1-2 Iébulos

Autocalculado

Autocalculado

Autocalculado

Autocalculado

No

Autocalculado

<3 Iébulos

0-2

No

Si

>2 Iébulos

Si

Si

23 Iébulos

>3

Si

Valor



Cultivo de esputo V2
Fecha (dd/mm/aaaa)
Obtencion Espontdneo Inducido

Grado de Murray

Cultivo bacteriano cualitativo

*Anotar la opcién: Negativo, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter, Bordetella,
Burkolderia, Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia,
Proteus, P.aeruginosa, P.aeruginosa tipo mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S.
pneumoniae, Otros

Cultivo bacteriano semicuantitativo Escasas* Algunas* Abundantes* No procede

*Colonias

Multirresistente

Anotar la opcién: No, No procede, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos
antibidtico

Cultivo micobacterias
Anotar la opcion: Negativo, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.
abcessus, M.kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Cultivo micoldgico
Anotar la opcion: Negativo, Aspergillus spp, candida spp, candida albicans,
otros



Su nombre: Fecha actual:

COPD Assessment Test

{Como es la EPOC que padece? Realizacion del COPD
Assessment Test™ (CAT)

Este cuestionario les ayudara a usted y al profesional del cuidado de la salud a medir el impacto que la EPOC (enfermedad
pulmonar obstructiva croénica) esta teniendo en su bienestar y su vida diaria. Sus respuestas y la puntuacién de la prueba pueden
ser utilizadas por usted y por el profesional del cuidado de la salud para ayudar a mejorar el manejo de la EPOC y obtener el
maximo beneficio del tratamiento.

En cada uno de los siguientes enunciados, ponga una X en la casilla que mejor describa su estado actual. Aseglrese de seleccionar
solo una respuesta para cada pregunta.

Ejemplo: Estoy muy contento C \) K (\ ) C \) C \/\,‘ (\ | Estoy muy triste

PUNTUACION
e N\ [ N
Nunca toso Q Q C > Q Q O Siempre estoy tosiendo
\. / \0 J
h
f T I pecho
engo e
No tengo flema
(mucosidad) en el pecho O O o O O o ;:m:lzt:‘:i:i:lea:)eno .2
.
o
e N\ [ N
No siento ninguna opresion Siento mucha opresion
en el pecho QQQQQQ en el pecho
\ J \Q J
o
~
Cuando subo una pendiente Cuando subo una pendiente

me falta el aire falta mucho el aire

o un tramo de escaleras, no O O O O O O o un tramo de escaleras, me
J

h
No me siento limitado para Me siento muy limitado
realizar actividades Q Q Q Q Q Q para realizar actividades
domeésticas : : : : : : domeésticas
. J
b
Me siento seguro al salir No me siento nada seguro )
de casa a pesar de la al salir de casa debido a la
enfermedad pulmonar Q Q Q Q Q Q enfermedad pulmonar que
\_ que padezco padezco )
.
4 N\ [ N
Tengo problemas para dormir
Duermo sin problemas QQQQQQ debido a la enfermedad
N pulmonar que padezco )
h
-
Tengo mucha energia O O O O O O No tengo ninguna energia
\ N\ J
v
COPD Assessment Test con el logotipo CAT es una marca comercial del grupo PUNTUAC |6N
de empresas GlaxoSmithKline.
© 2009 GlaxoSmithKline group of companies. Todos los derechos reservados. TOTAL

Last Updated: February 26, 2012



Cuestionario de salud sobre la
bronguiectasia (BHO)

Este cuestionario se ha disefiado para evaluar de qué modo afecta a su vida
la bronquiectasia.

Lea atentamente cada pregunta y responda SELECCIONANDO la
respuesta que mejor describa su caso. Es importante que conteste todas las

preguntas con sinceridad.

INFORMACION DEL PACIENTE:
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=

En los ultimos 14 dias he estado cansado/a.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO Ok, WN -

2. En los ultimos 14 dias he hecho las cosas mucho mas despacio que otras personas
de mi edad.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO Ok~ wWwN

w

En los ultimos 14 dias he estado preocupado/a.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOo ok wWDN P

&

En los ultimos 14 dias me he sentido sin flemas.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOo ok owWwN -

o

En los ultimos 14 dias he sentido vergiienza a causa de las flemas (esputos) que tenia.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~No ok owN -
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o

En los ultimos 14 dias me ha faltado el aire.

. Todo el tiempo

. La mayor parte del tiempo
. Buena parte del tiempo

. Parte del tiempo

. Alguna vez

. Casi nunca

. Nunca

~NOoO ok, wWwN

En los altimos 14 dias he tenido problemas para dormir a causa de las
ronquiectasias.

g~

. Todas las noches

. La mayoria de las noches
. Bastantes noches

. Algunas noches

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOoO Ok wWwN -

©

En los ultimos 14 dias he tenido ataques de tos.

. Todos los dias

. La mayoria de los dias
. Bastantes dias

. Algunos dias

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOo o wWDN P

©

En los ultimos 14 dias las flemas (esputos) que expulsaba tenian sangre.

. Todas las veces

. La mayoria de las veces
. Bastantes veces

. Algunas veces

. De vez en cuando

. Muy pocas veces

. Nunca

~NOoO ok wWwN -

10. En el ULTIMO ANO, he tomado tratamientos con antibiéticos para infecciones
respiratorias.

1. Maés de cinco veces
2. Cinco veces

3. Cuatro veces

4, Tres veces

5. Dos veces

6. Una vez

7. En ninguna ocasién

Muchas gracias por haber respondido a este cuestionario.
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Bronchi-Omics Project

VISITA EXACERBACION (VE)

Numero de identificador:_(xx-xx)*

*Cddigo de paciente: Codigo de centro (2 digitos)+numeros consecutivos (2 digitos)

Numero de historia clinica

Fecha de la visita: (dd-mm-aaaa)

Tiempo desde la inclusion (dias)

Aumento de la tos
Aumento del volumen del esputo
Cambios en la coloracion del esputo

Escala de color de Murray

* Ver escala de Murray cuantificada

Aumento de la disnea habitual

Escala de Disnea mMRC
Sat 02 (AA) (%)
Hemoptisis

Gravedad hemoptisis

Tratamiento

Diagnostico radiolégico de neumonia

Gravedad de la exacerbacion

Ingreso hospitalario
Dias de ingreso
Corticoides sistémicos
Corticoides inhalados
Oxigenoterapia

Antibidtico

Autocalculado
Si No
Si No
Si No

1-2 34 5-6 7-8
Si No
0 1 2 3 4
Si No

Exp. hemoptoica Hemoptisis moderada Hemoptisis amenazante
Conservador Embolizacion Cirugia
Si No
Moderada Grave Muy grave

*Exacerbacion moderada se definird como aquella que requiere tratamiento ambulatorio.
Exacerbacion grave aquella que requiera hospitalizacion o terapia con antibidticos por via
intravenosa. Exacerbacion muy grave para aquellos con admision en la UCI o necesidad de
ventilacion mecdnica.

Si No
Si No
Si No
Si No
Si No

Nombre genérico antibiotico

Duracién del tratamiento antibiético (dias)

Via administracion -

Oral si No

Via administracion - Endovenoso  si No

Via administracion - Nebulizado  si No



Analitica
Fecha (mm/aaaa)

*Escribir unidades correspondientes
Unidades Valor
Hemoglobina

Hematocrito
Plaguetas
Leucocitos
Neutroéfilos
Linfocitos
Eosinofilos
Neutrdfilos (%)
Linfocitos (%)
Eosinofilos (%)
Fibrindgeno
PCR

Creatinina

Cultivo de esputo

Fecha (mm/aaaa)
Obtencién Espontdneo Inducido
Grado de Murray

Cultivo bacteriano cualitativo
*Anotar la opcion: Negativo, Flora comensal, Achromobacter, Acinetobacter, Bordetella, Burkolderia,
Enterobacter, E.coli, Haemophilus, Klebsiella, Moraxella, Morganella, Nocardia, Proteus, P.aeruginosa, P.
aeruginosa tipo mucoide, S.aureus, Serratia, Stenotrophomonas, S. pneumoniae, Otros

Cultivo bacteriano semicuantitativo  Escasas* Algunas* Abundantes*
*Colonias
Multirresistente

*Anotar la opcion: No procede, No, MARSA, BLEE, carbapenemasa, >3 grupos antibidticos

Cultivo micobacterias
*Anotar la opcion:Negativo, M.tuberculosis, M.avium intracellulare, M.abcessus, M.
kansasii, M.fortuitum, M.xenopi, M.chelonae, Otros

Cultivo micolégico

*Anotar la opcion: Negativo,Aspergillus spp, candida spp, candida albicans, otros



10.4. ANEXO IV. Protocolo de recogida de muestras

207



Estudio Bronchi-Omics
Protocolo de recogida de muestras

MUESTRAS A RECOGER

Sangre total: 25,5mL
® 1tubohemograma EDTA 3mL
1 tubo coagulacién Citrato 3mL
1 tubo bioquimica gel separador 5mL
1 tubo bioquimica gel separador 8,5mL
1 tubos tempus 3mL
e 1 tubo Paxgene DNA 3mL

Suero: 8,5mL
e 1 tubo gel separador ST Il 8,5mL

Plasma: 6mL
e 2 tubos EDTA K3E/ K2E 3mL

Esputo
e 2 contenedores estériles

Orina
e 1 contenedor estéril

* Tubo CPT (1) (Solo en caso de aislamiento MNT)

*a realizar sélo en HUGTIP

CODIFICACION

8 digitos (Xxx-Xx-xx-xx)
centro (XX)-numero de paciente (XX)-visita (XX)-muestra y nimero de tubo (XX)

Numero de paciente: Asignar numeros consecutivos (01, 02, 03,-:+) a cada paciente por orden de inclusidn.
Numero de visita’ VO, V1, V2 y VE.

Codificacion del centro

Hospital Germans Trias i Pujol 01
Hospital Vall d’"Hebron 02
Hospital de Bellvitge 03
Hospital Parc Tauli 04
Hospital Josep Trueta 05
Hospital Virgen del Rocio 06
Hospital Mdtua de Terrassa 07
Consorci Sanitari Terrassa 09
Hospital del Mar 10

Codificacién de la muestra (acompafiado del nimero de alicuota de cada muestra 1,2,3,4-+)

Suero S

Plasma -tubo EDTA

P
Esputo E
Microorganismo M




SANGRE PERIFERICA

De cada participante se obtendran 40 ml de sangre periférica por venopuncion.

a) LABORATORIO CENTRAL: Hemograma, Bioquimica y coagulacién. 18,5 ml: 1 tubo citrato 3 ml, 1 tubo

EDTA 3 ml, 1 tubo Gel-separador 5 ml, 1 tubo Gel-separador 8,5 ml.

V0: Hemograma, Fibrindgeno, Bioquimica: Glucosa, proteinas, alblimina, creatinina, PCR, GGT, GPT/ALT,
alfa-1-antitripsina, IgG, IgM, IgA, IgE total, IgG Aspergillus, IgE Aspergillus.

V1,V2,V2,VE: Hemograma, Fibrindgeno, Bioquimica: Glucosa, proteinas, albumina, creatinina, PCR, GGT,
GPT/ALT.

b) SUERO-GEL SEPARADOR: 1 tubo de suero con gel separador (SST Il) de 8.5 ml.

b.4.

b.5.

b.7.

c.4.

c.5.

c.7.

b.1. Tras la extraccion Invertir 10 veces y reposar 30 minutos.
b.2. Transportarla al laboratorio para su procesado en un tiempo no superior a 45 minutos.
b.3.

Centrifugar a 1600 g durante 15 minutos. La fraccidn superior o sobrenadante tras la centrifugacién de
aspecto claro y transparente, y de un color amarillento, corresponde al suero sanguineo.

Durante el tiempo de centrifugacién preparar de 4-6 crioviales para el almacenaje del suero,
debidamente etiquetados e identificados.

Después de la centrifugacion, aspirar cuidadosamente el sobrenadante (fase superior) con la ayuda de
una pipeta Pasteur estéril, a ser posible completamente en una sola aspiracidn, y alicuotar 0,5ml de
este aspirado (que corresponde al suero sanguineo) en cada uno de los crioviales debidamente
etiquetados e identificados.

b.6. Seguidamente almacenar los crioviales en cajas de crio almacenaje y guardarlas en un congelador de

-802C antes de 3 horas tras la extraccion.
Registrar el nimero de alicuotas obtenidas en la hoja de recogida de muestras y la ubicacidn de la
muestra en la plantilla de localizacion de muestras (Anexo 1).

Todas las visitas

PLASMA-EDTA: 2 tubos de EDTA K3E/K2E ml (6 ml).
c.1. Inmediatamente tras la extraccién invertir suavemente el tubo para favorecer que la sangre se mezcle

bien con el anticoagulante.

c.2. Transportarla al laboratorio para su procesado en un tiempo no superior a 45 minutos.
c.3. Centrifugar los tubos de sangre a 1500 g durante 15 minutos. Tras la centrifugacién observaremos tres

capas:

- La fraccidén superior o sobrenadante, de aspecto claro y transparente, y de un color amarillo palido
que corresponde al plasma sanguineo.

- La segunda fraccion o intermedia es fina y de color gris-blanco, y representa la fraccion de leucocitos.
- La tercera fraccidn o inferior es de un color rojo oscuro y corresponde a los eritrocitos o hematies.

Durante el tiempo de centrifugaciéon preparar 4-6 crioviales para el almacenaje del plasma,
debidamente etiquetado e identificado.
Después de la centrifugacion, aspirar cuidadosamente el sobrenadante (fase superior) con la ayuda de

una pipeta Pasteur estéril, a ser posible completamente en una sola aspiracion, y alicuotar 0,5ml de
este aspirado (que corresponde al plasma sanguineo) en cada uno de los crioviales debidamente
etiquetados e identificados.

c.6. Seguidamente almacenar los crioviales en cajas de crio almacenaje y guardarlas en un congelador de

-802C antes de 3 horas tras la extraccion.
Registrar el nimero de alicuotas obtenidas en la hoja de recogida de muestras y la ubicacion de la
muestra en la plantilla de localizacion de muestras (Anexo 1).




ESPUTO

Se recogerd muestra de esputo en cada una de las visitas del estudio y en la primera exacerbacidn. La
muestra debera separarse en dos partes por lo que siempre que sea posible se le solicitara al paciente que
traiga 2 contenedores estériles con muestra de esputo. En caso de no ser posible la muestra debera
separarse en dos partes trabajando en cabina de flujo laminar. Priorizar obtener el esputo el mismo dia de la
visita. Si se recoge en domicilio: guardar en la nevera hasta que acuda a la visita. Si el paciente no es capaz
de producir esputo se puede inducir con suero salino hiperténico (Anexo 2).

a) LABORATORIO CENTRAL: Seleccionar una porcién del esputo para el laboratorio central de cada centro.

a.1. Cultivo bacteriano convencional semicuantitativo.

a.2. Cultivo para micobacterias y hongos.

a.3. Congelacion de las cepas de los microorganismo potencialmente patégenos aislados en tubos de
congelacion a -802C (Obtener al menos 2 tubos).

a.4. Registrar el nimero de alicuotas obtenidas en la hoja de recogida de muestras y la ubicacidn de la
muestra en la plantilla de localizaciéon de muestras (Anexo 1).

a.5. Estudio de sensibilidad antibiética mediante el método de microdilucidn o disco difusidn, siguiendo la
normativa del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

b) MICROBIOMA/VIROMA:
b.1. Trabajando en cabina de flujo laminar, depositar la muestra entera de esputo en una placa de petri.
b.2.Con unas pinzas finas estériles, separar y seleccionar porciones de esputo (de aprox. 200 uL) e
introducir en crioviales. Siempre que sea posible al menos 5 alicuotas.
b.3. Almacenar los crioviales a -809C antes de 3 horas tras la extraccién.
b.4. Registrar el nimero de alicuotas obtenidas en la hoja de recogida de muestras y la ubicacion de la
muestra en la plantilla de localizacién de muestras (Anexo 1).

Todas las visitas




HOJA DE RECOGIDA DE SANGRE

Hospital:
Numero de historia clinica:
Numero de paciente:
Numero de visita:

Fechas de obtencidn de la muestra:

SUERO CODIGO
Alicuota 1
Alicuota 2
Alicuota 3
Alicuota 4

Alicuota 5

*Ejemplo codificacion: 0101V0S1

PLASMA CODIGO
Alicuota 1
Alicuota 2
Alicuota 3
Alicuota 4

Alicuota 5
*Ejemplo codificacién: 0101VOP1

CODIFICACION

8 digitos (XX-XX-XX-XX)

centro (XX)-numero de paciente (XX)-visita (XX)-muestra y nimero de tubo (XX)

Ndmero de paciente: Asignar numeros consecutivos (01, 02, 03,---) a cada paciente por orden de
inclusion.

Numero de visita: V0, V1, V2, V3y VE.




HOJA DE RECOGIDA DE ESPUTO

Hospital:
Numero de historia clinica:
Numero de paciente:
Numero de visita:
Fechas de obtencién de la muestra:

Método de obtencién: Espontaneo Inducido

*Separar esputo en dos partes una para congelar en alicuotas y otra para el laboratorio central para
cultivo bacteriano, micobacterias y hongos. Registrar las alicuotas de esputo fresco y las alicuotas de
las cepas aisladas.

ESPUTO FRESCO PARA CONGELAR CcODIGO
Alicuota 1
Alicuota 2
Alicuota 3
Alicuota 4
Alicuota 5

*Ejemplo codificacion: 0101VOE1

CULTIVO BACTERIANO CcODIGO
Microorganismo aislado
Alicuota 1

Alicuota 2

*Ejemplo codificacion: 0101VOM1
* Congelar cepas de S.aureus, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae.

CODIFICACION

8 digitos (XX-XX-XX-XX)

centro (XX)-nimero de paciente (XX)-visita (XX)-muestra y nimero de tubo (XX)

Ndmero de paciente: Asignar numeros consecutivos (01, 02, 03,:**) a cada paciente por orden de
inclusion.

Numero de visita: V0, V1, V2, V3y VE.




10.5. ANEXO V. Diagrama de microbiologia
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10.6. ANEXO VI. Escala De Murray cuantificada y codificacion de etiquetas y

muestras
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Escala De Murray cuantificada

1 2
3 4
> 6

Codificacion de las etiquetas

8 digitos (XX-Xx-Xx-xx)
Centro (XX)-numero de paciente (XX)-visita (XX)-muestra y nimero de tubo (XX)

Numero de paciente: Asignar nimeros consecutivos (01, 02, 03,...) a cada paciente por orden de inclusion.
Numero de visita' VO, V1, V2 y VE.

Codificacion de la muestra

Suero S

Plasma

Esputo




10.7. ANEXO VII. Premios

v" Premi ex aequo Segona Millor Comunicacié en Medicina, en el congreso: XXXIX Diada
Pneumologica de la SOCAP (Societat Catalana de Pneumologia), 2022, Barcelona:
“Caracteritzacié del microbioma en els pacients amb bronquiéctasis i la seva relacié amb

la gravetat i la inflamacié bronquial. Estudi Bronchi-Omics.”

v" Premio Comunicacion Oral de Oro en el congreso: 552 Congreso SEPAR (Sociedad
Espafiola de Neumologia y Cirugia Tordcica), 2022, Pamplona: “Caracterizaciéon del
microbioma en los pacientes con bronquiectasias y su relacidon con la gravedad y la

inflamacion bronquial. Estudio Bronchi-Omics.”
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10.8. ANEXO VIII. Abstracts y Posters en congresos cientificos nacionales e

internacionales
10.8.1. Abstract 1. Microbiome characterization in patients with bronchiectasis and its
association with severity and bronchial inflammation. Bronchi-Omics Project.

F Gongalves Dos Santos Carvalho, T Zapata Comas, L Rodriguez Pons, S Quero Blanca, E Barreiro
Portela, L Quin, A Navarro Rolon, J Pomares Amigd, C Montdn Soler, M Vendrell Relat, G Muioz
Castro, E Polverino, A Llunell Casanoves, G Suarez Cuartin, C Calero Acufia, J Abad Capa, A Rosell

Gratacds, A Marin Tapia.

Eur Respir J 2022; 60: Suppl. 66, 4594; DOI: 10.1183/13993003.congress-2022.4594
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10.8.2. Abstract 2. Caracterizacion del microbioma en los pacientes con bronquiectasias y

su relacion con la gravedad y la inflamacién bronquial. Estudio Bronchi-Omics.

F. Gongalves Carvalho, A. Zapata Comas, L. Rodriguez Pons, S. Quero Blanca, E. Barreiro Portela, L.
Quin, A. Navarro Rolon, J. Pomares Amigd, C. Montdn Soler, M. Vendrell Relat, G. Muiioz Castro, E.
Polverino, A. Llunell Casanoves, G. Sudrez Cuartin, C. Calero Acuiia, J. Abad Capa, A. Rosell Gratacés

y A. Marin Tapia

Archivos de Bronconeumologia; Vol. 58. Issue SC1. 55 - Congreso de la Sociedad Espafola

de Neumologia y Cirugia Tordcica (SEPAR)
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complejo, demostrada previamente la asociacién entre la infeccion
por Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) y un peor prongstico.
Material y métodos: Estudio descriptivo, transversal de pacientes
ingresados con diagndstico principal de agudizacién de bronquiecta-
sias en los tdltimos 5 afios. Se recogieron la edad, el sexo, los antece-
dentes personales de interés (inmunodeficiencia primaria, inmuno-
deficiencia secundaria, tuberculosis latente, tuberculosis activa, EPOC
y asma), el aislamiento microbiolégico en el cultivo de esputo en la
hospitalizacion y previo al ingreso. Base de datos obtenida de docu-
mentacion clinica.

Resultados: Se incluyeron 44 sujetos, 29 varones y 15 mujeres, con
una edad media de 63 afios. Respecto a sus antecedentes neumolégi-
cos, la mayoria padecian de EPOC (20), seguido de tuberculosis laten-
te (8), inmunodeficiencia primaria (7), asma (5), inmunodeficiencia
secundaria (4) y enfermedad ciliar (2). Teniendo en cuenta que algu-
nos pacientes tienen mas de un antecedente. Se aislé en el cultivo de
esputo de hospitalizacién en mayor proporcién microbiota orofarin-
gea (33%) y P. aeruginosa (36%). En el Gltimo cultivo de esputo previo
al ingreso también se aislé en mayor proporcion P. aeruginosa en
46,67% seguido de microbiota orofaringea en 56%; otros aislamientos
representados en menor proporcion.

Conclusiones: Los datos apoyan que la P. aeruginosa es uno de los
gérmenes mas frecuentes tanto en la infeccién bronquial crénica
como en las agudizaciones, se observé que menos de la mitad
(26,67%) corresponde a Pseudomonas multirresistente. Sin embargo,
cabe destacar que siendo el Haemophillus influenzae otra de las bacte-
rias mas comunes, no se ha detectado en ninguno de los cultivos de
esputo de esta cohorte. Aunque es una enfermedad mas prevalente
en mujeres, la mayor composicion de sujetos del estudio son varones.
Las enfermedades pulmonares que coexisten con mayor frecuencia
son EPOC, tuberculosis latente e inmunodeficiencias primarias, rasgos
caracteristicos importantes al momento de realizar un abordaje tera-
péutico personalizado.

347. CARACTERIZACION DEL MICROBIOMA EN LOS PACIENTES
CON BRONQUIECTASIAS Y SU RELACION CON LA GRAVEDAD
Y LA INFLAMACION BRONQUIAL. ESTUDIO BRONCHI-OMICS

F. Gongalves Carvalho!, A. Zapata Comas!, L. Rodriguez Pons’,

S. Quero Blanca? E. Barreiro Portela?, L. Quin?, A. Navarro Rolon?,
J. Pomares Amigd®, C. Montén Soler?, M. Vendrell Relats,

G. Muiioz Castro®, E. Polverino®, A. Llunell Casanoves!',

G. Suarez Cuartin'?, C. Calero Acufia®, J. Abad Capa'4,

A. Rosell Gratac6s' y A. Marin Tapia'®

1Direccién Clinica del Area del Térax, Servicio de Neumologia, Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona, Espafia. *Infectious
Diseases Unit, Germans Trias i Pujol Research Institute (IGTP),
Badalona, Espaiia. Centro de Investigacion en Red de Enfermedades
Respiratorias (CIBERES), Barcelona, Espaiia. *Pulmonology Department-
Muscle Wasting and Cachexia in Chronic Respiratory Diseases and Lung
Cancer Research Group, IMIM-Hospital del Mar, Parc de Salut Mar,
Health and Experimental Sciences Department (CEXS), Universitat
Pompeu Fabra (UPF), Department of Medicine, Universitat Autonoma
de Barcelona, Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB),
Barcelona, Espafia. Centro de Investigacion en Red de Enfermedades
Respiratorias (CIBERES), Barcelona, Espafia. “Pulmonology Department-
Muscle Wasting and Cachexia in Chronic Respiratory Diseases and Lung
Cancer Research Group, IMIM-Hospital del Mar, Parc de Salut Mar,
Health and Experimental Sciences Department (CEXS), Universitat
Pompeu Fabra (UPF), Department of Medicine, Universitat Autonoma
de Barcelona, Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB),
Barcelona, Espafia. SServicio de Neumologia, Hospital Universitari
Miuitua Terrassa, Terrassa, Espafia. SServicio de Neumologia, Hospital
Universitari Parc Tauli, Sabadell, Espafia. Centro de Investigacion en
Red de Enfermedades Respiratorias (CIBERES), Barcelona, Espafia.
“Servicio de Neumologia, Hospital Universitari Parc Tauli, Sabadell,
Espaiia. $Servicio de Neumologia, Hospital Universitari Dr. Josep Trueta,
Girona, Espafia. Centro de Investigacion en Red de Enfermedades
Respiratorias (CIBERES), Barcelona, Espafia. °Hospital Universitari Dr.
Josep Trueta, Institut d’Investigacié Biomédica de Girona (IdIBGi)
Department of physical Therapy EUSES, Girona, Espafia. °Servicio de
Neumologia, Hospital Universitari Vall d’Hebron, Barcelona, Espaiia.
1Servicio de Neumologia, Consorci Sanitari de Terrassa, Terrassa,
Espaiia. ?Servicio de Neumologia, Hospital Universitari de Bellvitge,
L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Espaiia. *Servicio de Neumologia,
Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla, Espafia. Centro de
Investigacion en Red de Enfermedades Respiratorias (CIBERES), Sevilla,
Espaiia. “Direccién Clinica del Area del Térax, Servicio de Neumologia,
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona, Espafia.
15Direccién Clinica del Area del Térax, Servicio de Neumologia, Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol, Badalona, Espafia. Centro de
Investigacion en Red de Enfermedades Respiratorias (CIBERES),
Barcelona, Espafia.

Introduccién: La infeccién es un componente clave en la fisiopatolo-
gia de las bronquiectasias. El estudio del microbioma ofrece un mayor
grado de sensibilidad y resolucién que los métodos de cultivo tradi-
cionales. Nuestro objetivo es caracterizar el microbioma en pacientes
con bronquiectasias no fibrosis quistica (BE) y su relacién con varia-
bles clinicas relevantes, inflamacion y remodelado bronquial.
Material y métodos: Estudio observacional, prospectivo y multicén-
trico con 9 hospitales involucrados. Se han recogido datos clinicos y
recolectado muestras de sangre y esputo en estabilidad. Se ha deter-
minado el microbioma bacteriano y flingico mediante amplificacién
y secuenciacion de ARNr 16S e ITS. Los marcadores bronquiales infla-
matorios y de remodelado se han analizado mediante ELISA.
Resultados: Se han incluido 165 pacientes (edad media 63 afios, 61%
mujeres), de los cuales 153 aportaron muestra de esputo de calidad
para estudio microbiolégico. La etiologia de las BE es en el 39% post
infecciosa, 31% idiopatica, 9% discinesia ciliar, 9% asma y EPOCy 12%
otras etiologias. La gravedad de las BE es leve-moderada en el 75% de
los casos segtn los indices E-FACED y BSI. El 25% presenta alta fre-
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cuencia de exacerbaciones (> 3 exacerbaciones/afio) y el 13% ha re-
querido un ingreso hospitalario el afio previo. El andlisis del micro-
bioma basal ha detectado 14 filos dominados por firmicutes y
proteobacterias, y 149 géneros, dominados por Streptococcus, Haemo-
philus y Pseudomonas. La pérdida de diversidad se asocia significati-
vamente a la gravedad de las BE (p = 0,002), a la obstruccién del flujo
aéreo (p <0,001), a las exacerbaciones graves (p = 0,022) y a la pro-
duccién de esputo (p = 0,0003), con una presencia dominante del
género Pseudomonas asociada a la gravedad, la obstruccién y la pro-
duccién de esputo. Se observa un aumento significativo de marcado-
res de inflamacién y de remodelado asociados a la gravedad y a la
produccién de esputo.

Conclusiones: Las caracteristicas del microbioma respiratoria de los
pacientes con BQ se correlacionan significativamente con marcadores
clinicos de gravedad de la enfermedad, mas inflamacién bronquial y
remodelado de la via aérea.

224. CEFTAZIDIMA INHALADA EN PACIENTES CON INFECCION
BRONQUIAL CRONICA NO DEBIDA A PSEUDOMONAS AERUGINOSA
EN BRONQUIECTASIAS NO FIBROSIS QUISTICA

R. Soto Feijoo!, V. Riveiro Blanco', A. Casal Mourifio',

P. Mascareiias Pazos', L. Fernandez Gonzélez-Cuevas',

T. Lourido Cebreiro!, C. Rodriguez Garcia', R. Abelleira Paris’,
L. Ferreiro Fernandez'?, N. Rodriguez Nafiez'!, A. Lama Lépez’,
J.M. Alvarez Dobaiio'? y L. Valdés Cuadrado'?3

1Servicio de Neumologia, Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago de Compostela, Santiago de Compostela, Espafia. *Servicio de
Neumologia, Complejo Hospitalario Universitario de Santiago de
Compostela; Grupo Interdisciplinar de Investigacién en Neumologia,
Instituto de Investigaciones Sanitarias de Santiago (IDIS), Santiago de
Compostela, Espafia. *Universidad de Santiago de Compostela, Santiago
de Compostela, Espaiia.

Introduccién: La colistina inhalada en pacientes con bronquiectasias
(BQ) no asociadas a fibrosis quistica e infeccién bronquial crénica
(IBC) por Pseudomonas aeruginosa ha demostrado ser eficaz. Sin em-
bargo, existe menos evidencia sobre el uso de otros antibiéticos. El
objetivo del estudio es conocer la eficacia de la ceftazidima inhalada
en IBC por un microorganismo potencialmente patégeno no
Pseudomonas aeruginosa.

Material y métodos: Estudio cuasi experimental con controles pre/
post intervencién no concurrentes en el tiempo. La recogida de datos
se hizo de forma retrospectiva (12 meses previos al inicio del trata-
miento como los de los 12 meses posteriores a su comienzo). Se uti-
1iz6 el test no paramétrico de Wilcoxon para el contraste de hipétesis.
El analisis se realiz6 con SPSS v22.

Resultados: Se reclutaron 21 pacientes (57,1% mujeres; edad media
de 65,57 + 17,1 afos) tratados con ceftazidima 500 mg nebulizada
cada 12 horas. El 47,6% presentaban BQ posinfecciosas, seguido de las
idiopaticas en el 33,3%. Todos presentaban IBC (Escherichia coli y Pro-
teus: 28,6%, respectivamente; Haemophilus influenzae: 14,3%; Achromo-
bacter xylosidans: 9,5%; Staphylococcus aureus, Bordetella bronchiseptica,
Streptococcus pneumoniae y Hafnia alvei: 4,8%, respectivamente). Se
observé una disminucién significativa de las exacerbaciones medias
de 4,29 £ 2,12 a 1,24 + 1,84 comparando 12 meses pre y post-trata-
miento (p = 0,001). También disminuyeron los ingresos medios de
1,24+1,64a0,52 +0,98 (p = 0,008) y los dias de ingresos (p = 0,040).
No se observaron diferencias significativas en la disnea (p = 0,317) ni
funcién pulmonar (FEV1 (%): p=0,727; FVC (%): p =0,382). La duracién
media del tratamiento fueron 8,05 + 3,52 meses (con la excepcién de
2 pacientes, los cuales continuaron durante 2 y 6 afios respectivamen-
te). Se consigui6 la erradicacion bacteriana en el 90% de los casos, aun-
que en un 50% volvi6 a reaparecer el microorganismo tratado tras la
suspension del antibiético (el 22,2% volvié a presentar una IBC). El

23,5% de los pacientes presentaron efectos secundarios (5,9% por tos
y 17,6% por hiperreactividad bronquial).

Conclusiones: La ceftazidima inhalada reduce las exacerbaciones,
ingresos y dias de estancia hospitalaria en los pacientes con BQ e IBC
diferente a Pseudomonas aeruginosa. Durante el tratamiento se consi-
gue la erradicacion bacteriana en la mayoria de pacientes, sin grandes
efectos secundarios. Se precisan mas estudios con mayor tamafio
muestral para confirmar estos datos, asi como un seguimiento mas
prolongado.

369. COMPARACION DE LOS INGRESOS POR INFECCION
RESPIRATORIA EN PERSONAS CON BRONQUIECTASIAS ENTRE
EL ANO 2019 (PRE-PANDEMIA) Y 2020 (PANDEMIA)
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Introduccion: La pandemia por SARS-CoV-2 ha impulsado la implan-
tacion de medidas sanitarias para prevenir la transmisién de enfer-
medades infecciosas. Estas medidas protegen, no solo del SARS-
CoV-2, sino también de la transmisién de otras infecciones
respiratorias, c6mo han afectado en las agudizaciones de los pacien-
tes con bronquiectasias?

Objetivos: Analizar si existen diferencias en las caracteristicas socio-
demograficas y clinicas de los ingresos por una infeccién respiratoria
en pacientes con bronquiectasias entre el afio 2019 (pre-pandémico)
y el afio 2020 (pandémico) en un hospital terciario.

Material y métodos: Estudio observacional, analitico, de caracter re-
trospectivo que incluyo todos los ingresos por infeccion respiratoria
en el Hospital Clinico Lozano Blesa de Zaragoza de personas con diag-
nostico principal de bronquiectasias entre enero del 2019 y diciembre
del 2020. Se excluyeron los ingresos con positividad por SARS-CoV-2.
Se compararon datos sociodemograficos (edad, sexo, indice de masa
corporal), clinicos (escala de severidad, infeccién crénica, exacerba-
ciones tltimo afio y hospitalizacién previas) y las caracteristicas del
ingreso entre el afio 2019 (afio prepandémico) y 2020 (afio pandémi-
co) mediante una prueba t-Student para muestras independientes o
prueba U de Mann Whitney o chi-cuadrado.

Resultados: En el afio 2019, 35 pacientes fueron hospitalizados con
una media de edad de 77 afios (11), siendo el 60% clasificados como
severos acorde a la Bronchiectasis Severity Index (BSI). Tres de estos

Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas de los ingresos registrados durante el afio 2019 (afio

pre-pandémico) y 2020 (aflo démico)
2019 2020 p valor
Pacientes, n 35 25
Ingresos, n 39 33
Edad, afios, media (D5) 77(11) 74 (12) 0,4
Mujeres, n (%) 21 (60) 15 (55} 0,6
IMC, media (DS) 27,5 (4,5) 28.8 (6,5) 0,4
Bs1, mediana [Pzs-Prs] 12,5(7,7 - 16,0] 11,5[10,0-15,7] 0,3
Severos n (%) 21 (60) 19 (76) 0,5
Infeccién crdnica, n (3) 14 (40) 10 (40) 0,6
Pseudomona aeruginosa, n (%) 11(31) 5 (36) 0,8
Exacerbaciones Gltimo afio, mediana [Pzs-Prs] 2[1-3] 1[1-4] 0,7
Hospitalizacion previa, n (%) 19 (54) 16 (64) 0.6
Durante el ingreso
Test de infeccidn virica, n (%) 11 (28) 19 (57) 0,02
Positividad infeccion virica, n (%) 2(5) 1(3) 0,5
Test de infeccién bacteriana, n (%) 28(72) 24(73) 0,6
Positividad infeccion bacteriana, n (%) 20(51) 14 (42) 0,5
Dias de ingreso, mediana [Pzs-Ps] 8,0[5,0-11,0] 9,0 [5,5—-13,5] 0,2

IMC, indice de masa corporal; BSI, bronchiectasis severity index; DS, desviacion estandar; P25, percentil 25; P75 percentil 75
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CONCLUSIONS
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Abstract: Whether the COVID-19 pandemic may have modified the clinical planning and course
in bronchiectasis patients remains to be fully elucidated. We hypothesized that the COVID-19
pandemic may have influenced the management and clinical outcomes of bronchiectasis patients
who were followed up for 12 months. In bronchiectasis patients (n = 30, 23 females, 66 years),
lung function testing, disease severity [FEVy, age, colonization, radiological extension, dyspnea
(FACED), exacerbation (EFACED)] and dyspnea scores, exacerbation numbers and hospitalizations,
body composition, sputum microbiology, and blood analytical biomarkers were determined at
baseline and after a one-year follow-up. Compared to baseline (n = 27, three patients dropped
out), in bronchiectasis patients, a significant increase in FACED and EFACED scores, number of
exacerbations, and erythrocyte sedimentation rate (ESR) was observed, while FEV, ceruloplasmin,
IgE, IgG, IgG aspergillus, IgM, and IgA significantly decreased. Patients presenting colonization by
Pseudomonas aeruginosa (PA) remained unchanged (27%) during follow-up. In bronchiectasis patients,
FEV; declined only after a one-year follow-up along with increased exacerbation numbers and disease
severity scores, but not hospitalizations. However, a significant decrease in acute phase-reactants
and immunoglobulins was observed at the one-year follow-up compared to baseline. Despite the
relatively small cohort, the reported findings suggest that lung function impairment may not rely
entirely on the patients’ inflammatory status.

Keywords: non-cystic fibrosis bronchiectasis; systemic inflammation and immunoglobulins; nutri-

tional status; lung function; severity scores; immunoglobulins; one-year follow-up
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1. Introduction

Bronchiectasis is a chronic respiratory condition characterized by abnormalities in the
airways of the patients that lead to increased sputum production, cough, chest pain, and
eventually dyspnea. The etiology varies widely from previous lung infections to genetic
diseases that are diagnosed early in childhood [1-3]. Moreover, other chronic respiratory
diseases, namely chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and asthma, may be
associated with bronchiectasis [1,4-7]. The prevalence of bronchiectasis is progressively
increasing as the diagnostic tools become more widely available in different clinical set-
tings [1,8-10]. Patients with bronchiectasis are prone to suffer acute exacerbations, which
in many cases may require hospitalizations [11-13].

In patients with chronic airway diseases, follow-up studies are of interest to monitor
the potential loss of respiratory function and control of symptoms. An eight-year follow-
up investigation [14] concluded that female patients were predominant, had persistent
symptoms, and a severe loss of lung function was detected. The same investigators also
demonstrated [15] that patients with bronchiectasis were colonized by the same bacterium
over a five-year follow-up period, and that phenotypic features were associated with differ-
ent pathogens. A more recent investigation [16] demonstrated that multimorbidity was
common in patients with bronchiectasis and negatively influenced survival. Furthermore,
the line was also put forward that specific disease scores helped predict mortality and
outcomes during the five-year follow-up period in the same study [16]. Whether similar
findings can be observed in follow-up studies of shorter duration remains to be studied.

The new human pathogen known as the Severe Acute Respiratory Syndrome Coron-
avirus 2 (SARS-CoV-2) was identified for the first time in the province of Wuhan (China) in
December 2019 [17,18]. SARS-CoV-2 alters several organs, among which the lungs are the
most commonly and severely affected. The coronavirus disease (COVID)-19 has caused an
unprecedented pandemic worldwide that started in 2020 [19]. Lifestyle and personal habits
have been modified as a result of the widespread pandemic, with strong implications in the
management of patients, particularly of those with chronic respiratory diseases. Whether
the COVID-19 pandemic has affected the habitual management planning and monitoring
of the outpatient clinics in bronchiectasis deserves to be investigated.

On the basis of this, we hypothesized that the COVID-19 pandemic may have influ-
enced the management planning and clinical outcomes of patients with bronchiectasis who
were followed up for at least 12 consecutive months in a specialized outpatient clinic. Thus,
our objectives were to assess during the COVID-19 pandemic (the year 2020) in patients
with non-cystic fibrosis bronchiectasis that were consecutively recruited and followed up
for at least 12 months the following clinical outcomes: (1) airway obstruction, disease sever-
ity scores, the number of acute exacerbations, and COVID-19 episodes, if any (2) nutritional
and inflammatory parameters, and (3) systemic immunoglobulins. All the measurements
were conducted at baseline and at the end of the study period in the year 2021.

2. Methods

This was a prospective, follow-up investigation in which 30 patients (7 males) were
recruited consecutively from the Multidisciplinary Bronchiectasis Unit of the Respiratory
Department at Hospital del Mar (Barcelona, Spain) from 9 July 2019 to 10 March 2020. Twenty-
five patients were recruited in the months of July, September, October, November, and
December 2019, while five patients were recruited in March 2020. The 25 patients recruited
in 2019 were followed up in 2020 up until April 2021 with several month-delays due to the
pandemic period. In the first half of 2020, outpatient consultations were cancelled in order to
assist all the hospitalized COVID-19 patients, especially those requiring ventilatory support
(either non-invasive or invasive). Patients recruited in March 2020 were followed up until
May 2021. Thus, all the participants were followed-up during the year 2020 (a period at which
the pandemic was more pervasive in our societies). Two patients had concomitant COVID-19
during the follow-up period: in December of the year 2020 and in January of 2021. However,
they did not experience any acute bronchiectasis exacerbation as a result of COVID-19.
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All the patients participated in three consultations: baseline, 6-month interim, and
12-month visit. Twenty-seven patients (3 patients dropped out, two from 2019 and one
from 2020 recruitment periods) were followed up for one year (range from 12 to 18 months)
last follow-up visit completed on 4 May 2021). Inclusion criteria were as follows: adults
(18 years and over), diagnosis of non-cystic fibrosis (CF) bronchiectasis by high-resolution
computerized tomography (HRCT) [1,20], and no previous exacerbations of the disease
at least 4 weeks prior to study entry. Exclusion criteria for all the patients included
other chronic cardiovascular or respiratory disorders, acute and chronic respiratory fail-
ure, chronic metabolic diseases, signs of severe bronchial inflammation and/or infection,
current or recent invasive mechanical ventilation, long-term oxygen therapy, and poor
collaboration. The majority of the patients recruited for the purpose of the investigation had
a mild-to-moderate disease severity according to lung function impairment [21], disease
severity scores, and radiological extension [1,22-25]. All the patients were stable: no acute
exacerbations in the last four weeks prior to study entry. Approval was obtained from the
institutional Ethics Committee on Human Investigation (Hospital del Mar-IMIM, Barcelona,
Spain, protocol # 2019/8482/1, 14 March 2019) following the World Medical Association
guidelines (Declaration of Helsinki, Fortaleza, Brazil, October 2013) for research on human
beings. Informed written consent was obtained from all participants.

2.1. Clinical Assessment at Baseline and at One-Year Follow-Up Time-Points

Body weight and height were measured after a fasting period of at least four hours in
all the patients. Moreover, blood samples were also obtained from the arm vein after an
overnight fasting period.

The following clinical variables were obtained at baseline and at one-year follow-up
time-points: body mass index (BMI), lung function parameters, exercise capacity, dys-
pnea, number of acute exacerbations/patient/year, hospitalizations for acute exacerba-
tions/patient/year, nutritional status, therapeutic strategies, and systemic inflammatory
parameters. Lung function parameters were determined in all study subjects following
standard procedures and reference values commonly used in our laboratory [26-30]. Ex-
ercise capacity was assessed through the six-minute walking distance following previous
methodologies [31]. In order to prevent unnecessary irradiation of the patients, HRCT was
only carried out at baseline.

2.2. Bronchiectasis Disease Severity Scores

The FACED score [24] was used for clinical estimation of the patients’ status by incor-
porating variables: forced expiratory volume in one second (FEV;) [F; cutoff, 50%; 0 or 2
points], age [A; cutoff, 70 years; 0 or 2 points], chronic colonization by Pseudomonas aeruginosa
[C; yes, 0 or 1 point], radiological extension [E; number of lobes affected; cutoff, two lobes;
0 or 1 point], and dyspnea [D; cutoff, grade 2 on the modified Medical Research Council
(mMRC) dyspnea scale; 0 or 1 point]). Severity classification according to FACED scores was
as follows: (1) 0-2, mild disease, (2) 3-4, moderate disease, and (3) 5-7, severe disease.

The EFACED score represents [25] (E: exacerbations with hospitalization in the previ-
ous year; F: FEVy; A: age; C: chronic colonization by Pseudomonas aeruginosa; E: radiological
extension [number of pulmonary lobes affected]; and D: dyspnea). Severity classification
according to EFACED scores was as follows: (1) 0-3, mild disease, (2) 4-6, moderate disease,
and (3) 7-9, severe disease.

The bronchiectasis severity index (BSI) score [22] (age [maximum value: 6 points], BMI
[maximum value: 2 points], FEV; [maximum value: 3 points], hospital admission prior
to study [maximum value: 5 points], exacerbations prior to the study [maximum value:
2 points], Medical Research Council (MRC) dyspnea scale [maximum value: 3 points],
chronic colonization by Pseudomonas aeruginosa (PA) [maximum value: 3 points], chronic
colonization by other microorganisms [maximum value: 1 points], radiological extension
[maximum value: 1 points]). Severity classification according to BSI scores was as follows:
(1) 0-4, mild disease, (2) 5-8, moderate disease, and (3) >9, severe disease.
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2.3. Radiological Features and Extension

High-resolution computer tomography (HRCT)-scans were used to evaluate the radi-
ological extension of the bronchiectasis in all the study patients only at baseline. Scores
for each patient were calculated by two independent observers following previously estab-
lished criteria [32,33]. The extent of bronchiectasis (ES) was scored for each lobe as follows:
grade 0 = no disease; grade 1 = one or partial bronchopulmonary segment involved; grade
2 = two or more bronchopulmonary segments involved. The lingula was considered a
separate lobe in this analysis. The bronchial dilatation (DS) was quantified relative to the
adjacent pulmonary arteries as follows: grade 0 = no bronchiectasis; grade 1 = less than
twice (200%) diameter of adjacent pulmonary artery (APA); grade 2 = 200-300% diameter
of APA; grade 3 = >300% diameter of APA. Bronchial wall thickness (TS) was scored as
follows: grade 0 = none; grade 1 = 50% of APA, grade 2 = 50-100% of APA; grade 3 = >100%
of APA.

Global scores of both lungs were taken for extension, bronchial dilatation and bronchial
wall thickness. The total extent of bronchiectasis (TES) was taken as the sum of the ES for
each of the six lobes. The global severity of bronchial dilatation (GDS) was as the “sum
of the extent score multiplied by the dilatation score for each lobe”, divided by the “total
extent score” (GDS = }(ES x DS)1_¢/TES). Similarly, the global severity of bronchial wall
thickness (GWTS) was estimated as the “sum of the extent score multiplied by the thickness
score for each lobe” divided by the “total extent score” (GTS =} (ES x TS);_4/TES).

2.4. Microbiological Diagnosis

Spontaneous or induced sputum samples were obtained from all the patients. Sputum
samples were analyzed in the microbiology laboratory. Conventional semi-qualitative
bacterial and fungal cultures were performed. An initial Gram staining was performed in
all the samples prior to culturing the sputum according to the Murray and Washington
criteria [34] (Table 1).

Table 1. Criteria for evaluation of the quality of sputum specimens.

Score Epithelial Cells Leukocytes Quality Culture
1 >25 <10 Very poor No
2 >25 18-25 Poor No
3 >25 >25 Dubious Yes
4 18-25 >25 Sufficient Yes
5 <10 >25 Good Yes
6 <25 <25 Uncertain Yes

Adapted from Murray PR. et al. See reference [34].

Sputum samples were cultured in Agar Chocolate, Agar Columbia Nalidixic Acid
(CNA), Agar MacConkey, and Agar Sabouraud. Bacterial cultures were read at 24 h and
48 h time-points, while those of fungal cultures were read every 24 h for five consecutive
days. Antibiotic sensitivity was tested using the microdilution method or disc diffusion
following the regulations of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) [35]. The strains were frozen in two separate freezing tubes at —80 °C.

When available, mycobacteria cultures were also performed in the patients. Upon
sample decontamination using the sodium hydroxide (NaOH) method, samples were
cultured in a solid medium culture of Lowenstein-Jensen Media (BD BLL™) and a lig-
uid medium BACT/ALERT® (BioMerieux, SA F-69280 Marcy I'Etoile, Lyon, France) or
BACTEC™ MGIT™ 960 (BD) for 40 consecutive days.

2.5. Statistical Analysis

The normality of the study variables was tested using the Shapiro-Wilk test. Data are
expressed as mean and standard deviation (SD) in tables and figures. A post-hoc power
was calculated on the basis of the parameters IgE and IgG for the Paired Sample t-Test
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applied to check differences from baseline to follow-up measurements. The post-hoc power
calculation was 82.94% for the sample size estimated in the study. At baseline, patients
were also analyzed separately according to the presence or absence of colonization by PA.
Potential differences of quantitative variables between these two groups were assessed
using the Student’s t-test or Mann-Whitney U test for parametric and non-parametric
distributions, respectively. A Chi-square test was used to assess potential differences in
categorical variables between the PA colonization group and the non-PA colonization group.
Potential differences of quantitative variables between the baseline and one-year follow-up
time-points were explored using the Paired Samples t-Test or Two-Related Samples Tests
for parametric and non-parametric distributions. All statistical analyses were performed
using the software SPSS 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Statistical significance was
established at p < 0.05.

3. Results
3.1. General Characteristics at Baseline

Table 2 illustrates the baseline clinical characteristics of all the patients. Bronchiecta-
sis severity was classified as mild-to-moderate according to FACED, EFACED, and BSI
scores (Table 2). Patients predominantly showed a mild-to-moderate airway obstruction
(Table 2). Specifically, 15 patients had an FEV; predicted greater than 80% (81-124% range),
11 patients had an FEV; predicted comprised between 50% and 80% (50-73% range), and
four patients had an FEV; predicted lower than 50% (37-48% range).

Table 2. Baseline general characteristics of all bronchiectasis patients, and of the two groups of patients.

Anthropometry x (SD)

Non-Pseudomonas

All Patients N = 30 aeruginosa N = 21

Pseudomonas aeruginosa N =9

Age, years 66 (12) 69 (11) 61 (12) *
Female, N/male, N 23/7 18/3 5/4
Body weight, kg 64 (16) 63 (18) 66 (11)
Height, cm 158 (10) 157 (11) 162 (8)
BMI (kg/m?) 25 (4) 25.5 (4.9) 249 (2.8)
Etiology

Post-infectious, N (%) 22 (73) 14 (67) 8(89)
COPD, N (%) 1(3) 1(4) 0(0)
Unknown etiology, N (%) 7 (24) 6 (29) 1(11)
Lung function and exercise capacity, X (SD)

FEV1, L 1.78 (0.71) 1.76 (0.71) 1.84 (0.75)
FEV1, % predicted 76 (25) 80 (25) 65 (21)
FVC, L 2.68 (0.92) 2.52(0.78) 3.05(1.15)
FVC, % predicted 85 (18) 87.9 (18.5) 78.9 (16.5)
FEV1/FVC 68 (11) 68.6 (11.2) 65.6 (12.3)
6-min walking distance, meters 473 (96) 450 (95) 534 (71) *
Distance, % predicted 98 (17) 96 (16) 105 (19)
Smoking history

Ex-smokers, N (%) 9 (30) 6 (29) 3(33)
Never smokers, N (%) 21 (70) 15 (71) 6 (67)
Packs-year, 22 (15) 23 (18) 12 (3)
Disease severity

FACED score, 1.9(1.3) 1.95 (1.43) 1.89 (1.05)
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Table 2. Cont.

Anthropometry x (SD) All Patients N = 30

Non-Pseudomonas
aeruginosa N = 21

Pseudomonas aeruginosa N =9

Mild, N 20 13 7
Moderate, N 8 6 2
Severe, N 2 2 0
EFACED score, 2.1(1.5) 2.05 (1.50) 2.33 (1.73)
Mild, N 25 18 7
Moderate, N 5 3 2
Severe, N 0 0 0

BSI score, X (SD) 5.5(3.2) 5.19 (2.62) 6.33 (4.36)
Mild, N 14 10 4
Moderate, N 11 8 3
Severe, N 5 3 2
mMRC score, X (SD) 0.63 (0.67) 0.71 (0.46) 0.22 (0.44) *
# exacerbations/patient/year, 0.87 (1.00) 0.86 (0.66) 0.89 (1.62)
# hospitalizations/patient for 0.10 (0.31) 0.05 (0.22) 0.22 (0.44)
exacerbations in the previous year,

Nutritional assessment, X (SD)

Hemoglobin, g/dL 13.9 (11.1) 13.7 (1.1) 14.3 (1.2)
Hematocrit, % 42.0 (3.7) 41.4 (3.6) 43.4 (3.8)
Glucose, mg/dL 94.4 (25.5) 98.8 (29.1) 84.1 (8.8)
Creatinine, mg/dL 0.7 (0.3) 0.71 (0.17) 0.79 (0.18)
Albumin, g/dL 4.4(0.3) 4.4(0.3) 4.3(0.3)
Total proteins, g/dL 7.3 (0.4) 7.2 (0.3) 7.5 (0.5)
Prealbumin, g/dL 22.1 (5.0) 22.4 (4.6) 21.4(6.1)
Radiological extension, X (SD)

Total extension score 8.1(3.3) 7.1 (3.0) 10.2 (3.0) *
Bronchial dilatation score 1.2(0.2) 1.2(0.2) 1.2(0.2)
Bronchial wall thickness score 1.3 (0.3) 1.3(0.4) 1.3 (0.3)
Global score 10.6 (3.4) 9.6 (3.2) 12.8 (2.9) *
Treatments

Bronchodilators, N 23 (77%) 16 (76%) 7 (78%)
Inhaled corticoids, N 10 (33%) 6 (29%) 4 (44%)
Mucolytics, N 2 (7%) 2 (10%) 0
Eradication protocol for PA 9 (30%) NA 9 (100%)
Respiratory physiotherapy, N 14 (47%) 12 (57%) 2 (22%)

Values are presented as mean (standard deviation). Abbreviations: N, number; BMI, body mass index; kg, kilo-
grams; cm, centimeters; BMI, body mass index; m, meters; COPD, Chronic Obstructive Pulmonary Disease; FEV1,
forced expiratory volume in the first second; FVC, forced vital capacity; L, liter; FACED: F, FEV1, forced expiratory
volume in the first second; A, Age; C, chronic colonization by Pseudomonas aeruginosa; E, radiological extension; D,
dyspnea; EFACED: E, exacerbations with hospitalization in previous year; F, FEV1, forced expiratory volume in
the first second; A, Age; C, Chronic colonization by Pseudomonas aeruginosa; E, radiological extension; D, dyspnea;
BSI, Bronchiectasis Severity Index; mMRC, modified medical research council; #, number; g, grams; dL, deciliter;
mg, milligrams, PA, Pseudomonas aeruginosa, NA, not available. Statistical analyses and significance: *, p < 0.05
between Pseudomonas aeruginosa colonization patients and non-Pseudomonas aeruginosa colonization patients.
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Most patients were females, and post-infectious sequelae were the most frequent etio-
logical factor in this series (Table 2). Atbaseline, patients colonized by PA were significantly
younger, the walking distance was greater, while the mMRC score was significantly lower
than in non-PA patients (Table 2). At baseline, no significant differences were observed
in the study nutritional parameters between PA- and non-PA groups of patients (Table 2).
PA-colonized patients exhibited a significantly greater extension of their bronchiectasis, as
indicated by the total extension and global scores (Table 2). No significant differences in
the number of acute exacerbations/patient/year or hospitalizations /patient/year due to
exacerbations were seen between PA and non-PA groups of patients in this cohort (Table 2).

Therapy details are also described in Table 2 below. During follow-up, patients
with PA followed an eradication protocol based on the use of full doses of quinolones or
co-trimoxazole (Stenotrophomonas maltophilia) for at least three consecutive weeks as
established in the Spanish guidelines for non-severe bronchiectasis [36].

3.2. Systemic Inflammatory Parameters and Immunoglobulins (Ig) at Baseline

Levels of the systemic inflammatory parameters at baseline for all the patients are
shown in Table 3. At baseline, patients with PA colonization showed greater levels of IgG,
IgM, and IgA than patients with non-PA colonization (Table 3).

Table 3. Baseline systemic inflammatory parameters of all bronchiectasis patients, and of the two
groups of patients.

. - All Patients Non-Pseudomonas Pseudomonas
Systemic Inflammatory Parameters, x (SD) N =30 aeruginosa N =21 aeruginosa N = 9
Total leukocytes, x 103 /uL 6.4 (1.6) 6.4 (1.5) 6.3 (1.9)
Total neutrophils, x 10%/uL 41014 4.1 (1.3) 4.0 (1.5)
Neutrophils, % 63.2 (7.8) 63.7 (7.7) 62.0 (8.2)
Total lymphocytes, x 10%/uL 1.5(0.4) 1.5(0.4) 1.5(0.4)
Lymphocytes, % 24.5 (6.2) 24.6 (7.0) 24.2 (3.8)
Total eosinophils, x 10%/uL 0.16 (0.09) 0.15 (0.07) 0.20 (0.14)
Eosinophils, % 2.5(1.4) 24 (1.1) 2.9 (2.0)
Platelets, x103/uL 257 (69) 254 (63) 265 (86)
CRP, mg/dL 0.70 (0.9) 0.76 (1.07) 0.60 (0.37)
ESR, mm/h 15 (12) 16 (14) 13 (10)
Fibrinogen, mg/dL 370 (84) 370 (89) 369 (75)
Alpha-1 antitrypsin, mg/dL 132.5 (25.4) 132.8 (26.7) 131.7 (23.7)
Ceruloplasmin, mg/dL 27.0 (5.4) 27.2 (6.3) 26.7 (2.9)
IgE, IU/mL 66 (81) 57 (75) 85 (95)
IgG, mg/dL 1273 (384) 1161 (259) 1535 (506) *
IgG aspergillus, mg/L 37 (35) 37 (37) 36 (30)
IgM, mg/dL 112 (85) 83 (42) 150 (94) *
IgA, mg/dL 330 (134) 295 (120) 390 (152) *

Values are presented as mean (standard deviation). Abbreviations: N, number; CRP, C-reactive protein; ESR,
erythrocyte sedimentation rate; IgE, immunoglobulin E; IgG, immunoglobulin G; IgG aspergillus, immunoglobulin
G aspergillus; IgM, immunoglobulin M; IgA, immunoglobulin A; IgG, immunoglobulin G; pL, microliter; mg,
milligrams; mm, millimeters; h, hour; dL, deciliter; mL, millilitre. Statistical analyses and significance: *, p < 0.05
between Pseudomonas aeruginosa colonization patients and non-Pseudomonas aeruginosa colonization patients.

3.3. General Clinical Characteristics at One-Year Follow-Up

Three patients dropped out (two patients recruited in 2019 and one recruited in 2020)
from the one-year follow-up part of the study for personal reasons; thus, 27 patients were
followed up for 12 months. Compared to baseline, at one-year follow-up, a significant
reduction in FEV; (70 mL) was observed in the study patients, while the number of
exacerbations significantly increased (88%, Figure 1). Indeed, 20 out of 30 patients had
at least one exacerbation during the 12-month follow-up period, and 15 patients showed
an increased number of exacerbations compared to baseline (Table 4). No significant
differences were seen in the rate of FEV; decline (either absolute and % predicted values)
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at the end of the study period between patients with an increased number of exacerbations
during follow-up and those without, n =20 and n =7, p = 0.893 and p = 0.912, respectively).
Furthermore, the rate of FEV decline (either absolute and % predicted values) at 12-month
time-point did not significantly differ between patients with a former history of frequent
exacerbations (two or more in the year prior to study entry) and those without (n = 5 and
n = 25, p = 0.835, respectively).
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Figure 1. Individual and mean values of FEV; lung function parameter and the number of exacerba-
tions/patient/year during the 12-month follow-up period at baseline and at one-year follow-up in
bronchiectasis patients. Twenty patients had at least one exacerbation during follow-up. Abbrevia-
tions: n, number. Statistical significance is as follows: * p < 0.05 comparisons between baseline and
one-year follow-up time-points.

Table 4. Number of exacerbations and hospitalizations for exacerbations in each patient in the
previous year.
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Table 4. Cont.

# Exacerbations/Patient/Year # Hospitalizations/Patient for

Patients Exacerbations in the Previous Year
Baseline One-Year Baseline One-Year
Follow-Up Follow-Up
Patient # 16 1 1 0 0
Patient # 17 0 2 0 0
Patient # 18 1 0 0 0
Patient # 19 1 1 1 1
Patient # 20 0 1 0 0
Patient # 21 1 1 0 0
Patient # 22 2 0 0 0
Patient # 23 2 3 0 0
Patient # 24 2 NA 0 NA
Patient # 25 1 2 0 1
Patient # 26 1 2 0 0
Patient # 27 3 NA 1 NA
Patient # 28 0 0 0 0
Patient # 29 0 1 0
Patient # 30 1 1 0

Abbreviations: #, number; NA, not available.

No significant differences were observed between one-year follow-up and baseline
time-points in other lung function parameters or exercise capacity (Table 5). No significant
differences were observed between the one-year follow-up and baseline time-points of the
study nutritional parameters except for hemoglobin, which significantly declined (Table 5).
The disease severity scores FACED and EFACED, but not BSI, significantly increased
after the one-year follow-up compared to baseline (Figure 2A,B and Table 5, respectively).
The rate of FEV; decline (absolute and % predicted values) did not show any significant
differences between patients with and without a rise in the bronchiectasis severity scores
(FACEDn=9and n=18 EFACEDn=10andn=17,and BSIn=10and n=17, p = 0.899, p
=0.493, and p = 0.619, respectively).

Table 5. General characteristics at one-year follow-up in bronchiectasis patients.

Anthropometry, x (SD) Baseline One-Year Follow-Up
Age, years 66 (12) 67 (12) ***
Female, N/male, N 20/7 20/7
Body weight, kg 65 (17) 65 (17)
Height, cm 159 (10) 159 (10)
BMI (kg/m?) 25.4 (4.4) 25.3 (4.5)
Etiology
Post-infectious, N (%) 20 (74) 20 (74)
COPD, N (%) 0(0) 0(0)
Unknown etiology, N (%) 7 (26) 7 (26)

Lung function and exercise capacity, X (SD)

FEV;, % predicted 76.1 (24.8) 74.4 (25.5)
FVC, L 2.69 (0.95) 2.54 (0.86)
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Table 5. Cont.

Anthropometry, x (SD) Baseline One-Year Follow-Up
FVC, % predicted 85 (19) 85 (18)
FEV1/FVC 68.3 (11.8) 67.4 (12.4)
6-min walking distance, meters 490 (89) 477 (96)
Distance, % predicted 101 (16) 97 (16)
Smoking history
Ex-smokers, N (%) 7 (26) 7 (26)
Never smokers, N (%) 20 (74) 20 (74)
Packs-year, X (SD) 23 (16) 23 (16)
Disease severity
BSI score, X (SD) 5.2 (2.9) 5.7 (2.1)
mMRC score, X (SD) 0.67 (0.68) 0.70 (0.78)
Hospitalizations for exacerbations in the previous year, X (SD) 0.07 (0.27) 0.07 (0.27)
Nutritional assessment, X (SD)
Hemoglobin, g/dL 14.0 (1.2) 13.5 (1.0) *
Hematocrit, % 42.0 (3.5) 39.2 (10.4)
Glucose, mg/dL 94.3 (26.3) 97.0 (23.8)
Creatinine, mg/dL 0.74 (0.18) 0.75 (0.15)
Albumin, g/dL 44(0.2) 4.4 (0.3)
Total proteins, g/dL 7.3(0.3) 7.2(04)
Prealbumin, g/dL 22.3 (4.5) 21.8 (4.6)
Radiological extension, X (SD)
Total extension score 8.2(3.2) NA
Bronchial dilatation score 1.2(0.2) NA
Bronchial wall thickness score 1.3 (0.3) NA
Global score 10.7 (3.3) NA

Values are presented as mean (standard deviation). Abbreviations: N, number; BMI, body mass index; kg,
kilograms; cm, centimeters; BMI, body mass index; m, meters; COPD, Chronic Obstructive Pulmonary Disease;
FEV, forced expiratory volume in the first second; FVC, forced vital capacity; L, liter; FACED: F, FEV;, force
expiratory volume in the first second; A, Age; C, chronic colonization by Pseudomonas aeruginosa; E, radiological
extension; D, dyspnea; EFACED: E, exacerbations with hospitalization in previous year; F, FEV; forced expiratory
volume in the first second; A, Age; C, Chronic colonization by Pseudomonas aeruginosa; E, radiological extension;
D, dyspnea; BSI, Bronchiectasis Severity Index; mMRC, modified medical research council; g, grams; dL, deciliter;
mg, milligrams; NA, not available. Statistical analyses and significance: *, p < 0.05, ***, p < 0.001 between baseline

and one-year follow-up bronchiectasis patients.
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Figure 2. Individual and mean values of (A) FACED score and (B) EFACED score at baseline and
at one-year follow-up in bronchiectasis patients. Statistical significance is as follows: * p < 0.05

comparisons between baseline and one-year follow-up time-points.
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3.4. Systemic Inflammatory Parameters and Immunoglobulins (Ig) at One-Year Follow-Up

A significant rise in the erythrocyte sedimentation rate (ESR) was detected in the
patients at one-year follow-up compared to baseline (Figure 3), whereas no differences
were observed in the number of leukocytes, neutrophils, lymphocytes, or eosinophils
(Table 6). The number of platelets, however, significantly declined at one-year follow-up
compared to baseline (Table 6). Blood levels of ceruloplasmin, IgE, IgG, IgG aspergillus,
IgM, and IgA significantly declined at one-year follow-up compared to baseline in the
bronchiectasis patients (Figures 4 and 5, respectively).
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Figure 3. Individual and mean values of levels of ESR at baseline and at one-year follow-up in
bronchiectasis patients. Statistical significance is as follows: * p < 0.05 comparisons between baseline
and one-year follow-up time-points.

Table 6. Systemic inflammatory parameters at one-year follow-up in bronchiectasis patients.

Systemic Inflammatory Parameters, x (SD) Baseline One-Year Follow-Up
Total leukocytes, x103/uL 6.3 (1.6) 6.2 (1.5)
Total neutrophils, x10%/uL 41(14) 4.0(1.2)
Neutrophils, % 63.0 (8.1) 62.5 (8.1)
Total lymphocytes, x103/uL 1.5 (0.4) 1.5(0.5)
Lymphocytes, % 24.6 (6.5) 25.2 (8.6)
Total eosinophils, x10%/uL 0.17 (0.09) 0.16 (0.08)
Eosinophils, % 2.8 (1.3) 3.0(1.7)
Platelets, x103/uL 262 (70) 241 (56) *
CRP, mg/dL 0.59 (0.63) 0.51 (0.46)
Fibrinogen, mg/dL 379 (62) 396 (70)
Alpha-1 antitrypsin, mg/dL 130.8 (25.3) 131.3 (22.3)

Values are presented as mean (standard deviation). Abbreviations: N, number; CRP, C-reactive protein; ESR,
erythrocyte sedimentation rate; IgE, immunoglobulin E; IgG aspergillus, immunoglobulin G aspergillus; IgM,
immunoglobulin M; IgA, immunoglobulin A; IgG, immunoglobulin G; pL, microliter; mg, milligrams; mm,
millimeters; h, hour; IU, international unit; dL, deciliter; L, liter. Statistical analyses and significance: *, p < 0.05
between baseline and one-year follow-up bronchiectasis patients.
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Figure 4. Individual and mean values of levels of ceruloplasmin, IgE, IgG and IgG aspergillus at
baseline and at one-year follow-up in bronchiectasis patients. Statistical significance is as follows:
*p <0.05,*** p < 0.001 comparisons between baseline and one-year follow-up time-points.
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Figure 5. Individual and mean values of levels of IgM and IgA at baseline and at one-year follow-up
in bronchiectasis patients. Statistical significance is as follows: * p < 0.05 comparisons between
baseline and one-year follow-up time-points.
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3.5. Microbiological Status of the Sputum at Baseline and One-Year Follow-Up

Table 7 illustrates the microbiological results from the sputum cultures of all the
patients at baseline and at one-year follow-up. No significant differences were observed in
FEV; decline (absolute and % predicted values), disease severity scores, or the number of
exacerbations/patient/year between patients showing newly acquired colonization and
those without (p > 0.05 all analyses).

Table 7. Sputum and microbiological status at baseline and at one-year follow-up.

Patients Baseline One Year Follow-Up
Germs Score Germs Score

Patient # 1 Haemophilus influenza, S 5 Haemophilus influenza, S 5
Patient # 2 Moraxella catarrhalis, S 5 NC, S 1
Patient # 3 Pseudomonas aeruginosa, S 3 Pseudomonas aeruginosa, S 5
Patient # 4 Pseudomonas aeruginosa, S 3 Pseudomonas aeruginosa, S 5
Patient # 5 Commensal microbiota, S 5 Moraxella catarrhalis, S 4
Patient # 6 Pseudomonas aeruginosa, S 5 NG, S 2
Patient # 7 Commensal microbiota, S 6 NSA NA
Patient # 8 Pseudomonas aeruginosa, S 5 Pseudomonas aeruginosa, S 3
Patient #9 Pseudomonas aeruginosa, S 5 Pseudomonas aeruginosa, S 6
Patient # 10 Commensal microbiota, S 5 NA NA
Patient # 11 Commensal microbiota, S 5 Commensal microbiota, S 4
Patient # 12 Commensal microbiota, S 5 NC, S 1
Patient # 13 NSA, I NA NSA NA
Patient # 14 Pseudomonas aeruginosa, S 5 Commensal microbiota, S 4
Patient # 15 Commensal microbiota, S 6 NG, S 1
Patient # 16 Pseudomonas aeruginosa, S 5 NSA NA
Patient # 17 Commensal microbiota, S 5 Stenotrophomonas maltophilia 5
Patient # 18 NSA, I NA NSA NA
Patient # 19 Commensal microbiota, S 5 NSA NA
Patient # 20 Commensal microbiota, S 5 Haemophilus influenza, S 4
Patient # 21 Commensal microbiota, S 6 Commensal microbiota, S 3
Patient # 22 NC, S 2 NC, S 1
Patient # 23 Commensal microbiota, S 3 Commensal microbiota, S 4
Patient # 24 NSA, I NA NA NA
Patient # 25 NSA, I NA Pseudomonas aeruginosa, S 4
Patient # 26 Commensal microbiota, S 6 NC, S 1
Patient # 27 Pseudomonas aeruginosa, S 6 NA NA
Patient # 28 Commensal microbiota, S 6 Pseudomonas aeruginosa, S 3
Patient # 29 Pseudomonas aeruginosa, S 6 Pseudomonas aeruginosa, S 5
Patient # 30 Commensal microbiota, S 6 NSA NA

Abbreviations: S, spontaneous; I: induced; NSA, no sputum available; NA, not available; NC, no culture.

4. Discussion

In the current investigation, the most relevant findings were that outpatients with
bronchiectasis consecutively recruited from a specialized clinic during the COVID-19
pandemic were predominantly females, exhibited mild airway obstruction and disease
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severity as indicated by specific scores, and post-infectious was the commonest etiology
in this series of patients. A relatively normal follow-up period was attained despite the
pandemic, in which all the participants were followed up for a minimum of 12 months,
except for short delays in the consultations as a result of the heavy burden of COVID-19
patients in the first half of the year 2020 and the subsequent reorganization of the clinics
that followed. The follow-up period consisted of three different appointments: baseline,
six-month, and 12-month visits. Importantly, at one-year follow-up compared to baseline,
the patients showed a significant reduction in FEV; (70 mL), along with a significant rise
in the number of exacerbations per patient, disease severity scores, and in levels of ESR
parameter. Nonetheless, levels of the inflammatory parameters ceruloplasmin and the
study immunoglobulins were significantly reduced in all the patients at one-year follow-up
compared to baseline. These are relevant results that are further discussed below.

A major relevant finding in this study was the significant decline in absolute values of
FEV; observed among the bronchiectasis patients right after only one-year follow-up with
respect to baseline measurements. The 70-mL loss of FEV; detected in the patients in the
12-month visit is far greater than that reported to happen under physiological conditions in
normal subjects or even in smokers [37]. In this cohort, a loss of 52 mL was calculated in
the year prior to study entry. Importantly, an association between the degree of radiological
emphysema and small airway disease and FEV; decline was also demonstrated in COPD
patients, particularly in those with mild-to-moderate disease [38]. In the present study, the
70-mL decline in FEV values at one-year follow-up can only be attributable to the presence
of bronchiectasis since none of the patients smoked. In addition, only one patient also had
concomitant COPD, and this patient dropped out from the study at month seven. Thus,
bronchiectasis per se elicited a significant decline in lung function as early as 12 months of
the follow-up period in patients aged 60 to 70 years old. As the loss in lung function was
greater under the study period (70 mL) than that observed in the year prior to study entry
(52 mL), the mechanisms whereby FEV; decline progressively increases in bronchiectasis
patients should be fully understood in future investigations.

The number of acute exacerbations, but not those of hospitalizations, increased in the
patients at one-year follow-up compared to baseline. In fact, 20 patients experienced an
exacerbation during the follow-up period, and 15 out the 30 patients had an increase in
the number of acute exacerbations during the 12-month follow-up period. Indeed, acute
exacerbations are common in patients with bronchiectasis [11-13,39], which in certain cases
may require hospitalizations. Recently, it has been reported that a history of previous hospi-
talizations, heart failure, and high disease severity scores were associated with a greater risk
for hospitalizations in patients with acute exacerbations of bronchiectasis [13]. Furthermore,
in the present investigation, FACED and EFACED scores were also significantly greater at
one-year follow-up than at baseline in the bronchiectasis patients. Whether disease severity
scores may help predict the risk of acute exacerbations and/or hospitalizations in patients
with bronchiectasis remains to be fully elucidated. In line with this, it has been proposed
that FACED and BSI may not be all that helpful to predict the risk of exacerbations in
patients with bronchiectasis [40]. Nevertheless, BSI and FACED scores were very useful
markers to predict the five-year mortality in bronchiectasis patients [41].

Interestingly, levels of the parameter ESR were significantly greater after the one-year
follow-up than baseline levels in the study patients. ESR is a systemic inflammatory marker
that can be used as a prognostic tool in clinical settings of other respiratory diseases [42].
In stable bronchiectasis patients, ESR values did not significantly correlate with disease
severity in a retrospective study [43]. Whether ESR may have a prognostic value in
bronchiectasis patients warrants further attention.

Ceruloplasmin is a protein synthesized in the liver that carries copper and is also
involved in iron metabolism. As an acute phase-reactant, ceruloplasmin levels rise in
inflammatory processes [44,45]. In the present study, a small but significant decline (from
27 to 25 mg/dL) in ceruloplasmin levels was observed in bronchiectasis patients at one-
year follow-up compared to baseline. The precise biological mechanisms whereby this
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inflammatory parameter may be involved in the pathophysiology of bronchiectasis need to
be explored in future investigations.

Immunoglobulins, along with B and T cells, are major components of the adaptive
immune response in humans. In the current investigation, baseline values of the analyzed
immunoglobulins were within the normal range for all the patients. Importantly, at one-
year follow-up, the serum values of IgE, IgG, IgG aspergillus, IgM, and IgA significantly
declined compared to baseline levels. As indoor and outdoor pollution are potential stimuli
of the production of acute phase-reactants and immunoglobulins [46], it is likely that the
lockdowns and the reduced outdoor activity experienced during the COVID-19 pandemic
may have substantially contributed to the decline in the levels of these markers in the study
population. Whether or not the reduction in immunoglobulins and acute phase-reactant
levels may influence long-term clinical outcomes and disease prognosis warrants further
attention in future investigations.

Study Critique

A potential criticism is the use of a relatively small cohort that has been analyzed in
the study. However, outpatients were consecutively recruited in a specialized clinic on the
basis of very strict inclusion and exclusion criteria. Moreover, a power calculation was
almost 83% in this specific cohort, endorsing the reliability of the study results. Moreover,
all the patients were followed up during the COVID-19 pandemic in 2020, when several
lockdowns and curfews were applied in society. Despite these measures, non-COVID-19
respiratory outpatients were equally attended in our specialized clinic, and the established
visits were highly respected as described in Methods (every six months). All the patients
maintained social distancing and were wearing masks at all times (indoors and outdoors)
as these measurements were enforced by the local authorities during the pandemic. Only
two patients out of 30 had mild COVID-19, without leading to acute exacerbations during
follow-up. These results suggest that these preventive measurements safeguarded patients
from developing COVID-19.

Patients with PA infection at baseline were significantly younger than those with no
PA infection, and the mMRC score was smaller, probably due to the age factor. Moreover, at
baseline, patients with PA infection exhibited greater levels of immunoglobulins and larger
radiological extension in the HRCT than non-PA patients, while showing no differences
in the number of acute exacerbations or hospitalizations in the previous year. Despite the
relevance and interest of these findings, caution should be taken as the number of patients
in the PA-infected group was relatively small.

Another potential limitation might be the drop-out of three patients during the follow-
up period of the study. Nonetheless, the statistical power (83%) was sufficiently high to
ensure the validity of the results on the basis of the 27 patients who participated both at
baseline and during follow-up. It should also be mentioned that only two patients out of
27 had mild COVID-19 in late 2020 and early 2021, respectively. None of the patients had
been vaccinated over the study period, as vaccines against SARS-CoV-2 were not vastly
available at that time.

5. Conclusions

In patients with bronchiectasis, a significant decline in FEV; was observed only after
the one-year follow-up period, along with a rise in the number of acute exacerbations and
disease severity scores, but not of hospitalizations. However, a significant decrease in acute
phase-reactants and immunoglobulins was observed at one-year follow-up compared to
baseline. These findings suggest that the lung function impairment seen in these patients,
particularly of the airways, may not rely entirely on their systemic inflammatory status.
Identification of the pathophysiological mechanisms leading to substantial lung function
impairment in bronchiectasis patients warrants further attention in future research. Despite
the relatively small cohort analyzed in this study, the reported findings have clear clinical
implications in the management of patients with bronchiectasis.
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Abstract

Respiratory tract infections (RTIs) are one of the most common reasons for seeking healthcare, but are
amongst the most challenging diseases in terms of clinical decision-making. Proper and timely diagnosis is
critical in order to optimise management and prevent further emergence of antimicrobial resistance by
misuse or overuse of antibiotics. Diagnostic tools for RTIs include those involving syndromic and
aetiological diagnosis: from clinical and radiological features to laboratory methods targeting both
pathogen detection and host biomarkers, as well as their combinations in terms of clinical algorithms. They
also include tools for predicting severity and monitoring treatment response. Unprecedented milestones
have been achieved in the context of the COVID-19 pandemic, involving the most recent applications of
diagnostic technologies both at genotypic and phenotypic level, which have changed paradigms in
infectious respiratory diseases in terms of why, how and where diagnostics are performed. The aim of this
review is to discuss advances in diagnostic tools that impact clinical decision-making, surveillance and
follow-up of RTIs and tuberculosis. If properly harnessed, recent advances in diagnostic technologies,
including omics and digital transformation, emerge as an unprecedented opportunity to tackle ongoing and
future epidemics while handling antimicrobial resistance from a One Health perspective.

General introduction

Respiratory tract infections (RTI) are amongst the most common reasons for seeking healthcare. Despite
important advances in the last two decades, clinical management is challenging at several levels. Many
RTI are caused by viruses for which antibiotics are not effective and in many cases are self-limiting.
Misuse and mismanagement of antibiotics is particularly relevant in RTIs and contribute to the emergence
of antimicrobial resistance (AMR) while hindering treatment. The aim of the current review is to discuss
advances in diagnostic tools that have an impact on clinical decision-making and follow-up.

Pneumonia is the leading cause of death among children under 5 years old and the fifth cause of death
among adults over 69 [1]. By contrast, for decades, the leading cause of death from a single infectious
pathogen was tuberculosis (TB) [2]. In 2020, COVID-19 overtook TB as the infectious disease causing the
highest mortality; and although global TB control efforts were not on track, even before the advent of the
pandemic, TB control strategies have been further impacted by it [3]. According to the World Health
Organization (WHO) report in 2021 [4], reduced access to TB diagnosis and treatment in 2020 resulted in
the first year-on-year increase (of 5.6%) since 2005: estimated numbers account 1.3 million TB deaths
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among HIV-negative people and an additional 214 000 among HIV-positive people, with the combined
total back to the level of 2017.

Existing surveillance programmes regularly monitor respiratory syndromes with focus on influenza viruses
[5] and very efficient initiatives provide a coordinated and agile research response to infectious disease
outbreaks [6]. The usefulness of monitoring became evident with the reported clusters of patients with
pneumonia of unknown cause in late December 2019 that led to the description of the novel human
pathogen SARS-CoV-2 [7]. The initial predictions were that 60% of the global population could be
infected [8]. During 2020 and 2021, we witnessed a pandemic with devastating effects on health and
economies but simultaneously a historical game-changer. The SARS-CoV-2 is unquestionably a One
Health disease and has highlighted the concept of syndemics: a synergistic effect of the pandemic
overlapping with endemic diseases and contextual determinants of health such as cultural, socio-economic
factors, climate and environment [9]. The influence of noncommunicable diseases is well known and the
impact of smoking and air pollution is finally being highlighted [10]. New vulnerable populations are
resulting from population ageing [11] and the increased use of immunosuppressive therapies for a wide
range of medical conditions [12].

Why do we need diagnostics? The concept of diagnostic tools

The concept of diagnostics refers to: 1) interpreting the clinical profile to predict the presence of the illness
(syndromic diagnosis), 2) finding an explanation for the illness (aetiology) and 3) predicting the course of
disease and need for follow-up (prognosis) (figure 1). These three above-mentioned aspects have been
reflected in this review.

Diagnostic tools must be accurate and need to be properly assessed and monitored, as emphasised by the
introduction of the In Vitro Diagnostic Medical Devices Regulation (EU) 2017/746 (IVDR) [13]. Risks

Why do we need diagnostics?
Clinical decision-making

How do we perform diagnostics?

Syndromic
diagnosis
- -~ Improved clinical definitions

Advanced medical ) )
Novel imaging approaches

devices
and consensus on
- . radiological features
Artificial intelligence Improved laboratory
clinical algorithms testing and biomarkers

(Findable, Accessible,
Interoperable,
Reusable data)

3 2 B4
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Need for antimicrobial therapy,
@ Follow-up single infection, co-infection
structural and Improved platforms for . 0 g sceptibility testin
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J detection To adjust spectrum and resistant microorganisms
sequelae duration of therapy
Detection of virulence and Infection prevention
resistance genes and control measures
Decreased time to detection Surveillance
and possibility of quantification Molecular epidemiology
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FIGURE 1 Three pillars in clinical decision-making: syndromic diagnosis, aetiological diagnosis and prognosis
assessment. The most relevant advances regarding methodologies available are presented.
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and benefits need to be quantified, based on scientific evidence and fit for use in the population for which
they are intended (age, comorbidities, immune status). Finally, they need to be used at the right time and
interpreted appropriately to affect care optimally.

Never before have we witnessed such social awareness of infectious disease; the importance of
nonpharmacological measures, of a test result and of understanding the immunity behind it. COVID-19
provided an unprecedented response from industry during the massive testing and vaccination campaigns
that ensued, with more than 1000 new tests, new diagnostic approaches and modification of existing
techniques or the development of new ones [14]. While we must continue to monitor the virus closely, it is
time to change the dynamics regarding the value of diagnostics of RTI globally. If this is properly
addressed, an unprecedented opportunity emerges to face current and future epidemics.

Advances in syndromic diagnosis

One of the first challenges in RTIs is correcting frequently inconsistent case definitions. Clinical signs and
symptoms are similar for many lower respiratory tract infections (LRTIs) and several other diseases (e.g.
pulmonary embolism, acute heart failure, asthma). Global burden estimations require valid, reliable and
timely data [1], so appropriate definitions are essential and important progress has recently been made
[15]. Those aspects that have shown advances are highlighted below.

Pneumonia

Pneumonia is defined as an acute illness affecting the lungs, usually presenting with cough, sputum
production, and rapid and difficult breathing with a new or worsening pulmonary infiltrate on a chest
radiograph. The diagnostic processes range from simple to relatively complex procedures combining
clinical, radiological and laboratory features. Specific investigations should be considered in some endemic
settings (e.g. TB, mycoses) [16] and also in cases of pneumonia associated with air pollution [17].
Depending on the clinical setting and accessibility, the plain chest radiograph is not always required for
diagnosis, nevertheless it still remains a relevant tool. Lung ultrasound has shown better accuracy than
chest X-ray for bacterial pneumonia in emergency departments [18] and an advance during the pandemic
has been its increased use for both diagnosis and follow-up [19]. The additional value of computed
tomography has been widely recognised for COVID-19 pneumonia [20].

Tuberculosis

One of the main advances in definitions is the change from addressing two disease states (latent TB
infection or active TB disease) to evaluating a continuous spectrum of metabolic bacterial activity and
antagonistic immunological responses by adding two additional clinical states: incipient (asymptomatic
phase of early disease, between latent infection and subclinical TB) and subclinical TB (described as
having viable and detectable bacteria, but without TB-related symptoms) [21, 22]. Recent WHO guidelines
endorse automated nucleic acid amplification tests for detection of TB and resistance to rifampicin and
isoniazid, providing more options for early diagnosis of TB [23].

Bronchiolitis

Bronchiolitis is a disorder commonly caused by viral infections in infants, typically beginning with rhinitis
and cough, which may progress to tachypnoea, wheezing, rales, use of accessory muscles and/or nasal
flaring [24]. Many respiratory viruses cause a similar constellation of signs and symptoms. The most
common aetiology is respiratory syncytial virus (RSV), which infects 90% of children in the first 2 years
of life, with up to 40% experiencing LRTIs during the initial infection [25]. Recent advances include the
definition of different endotypes and the identification of relevant risk factors for recurrent wheezing and
asthma development [26].

Bronchiectasis

Bronchiectasis is characterised by a permanent and progressive dilation of the airways because of a vicious
cycle of inflammation, infection and repair of the bronchial mucosa, which leads to malfunctioning of the
mucociliary system and destruction of the bronchial wall [27]. Awareness of bronchiectasis has increased
considerably in recent years [28, 29] and advances include a clearer definition of the disease [30] as well
as its exacerbation. Now acute deterioration in three or more of the following symptoms for at least 48 h:
cough, sputum volume and/or consistency, sputum purulence, dyspnoea and/or exercise tolerance, fatigue
and/or malaise, or haemoptysis, lead clinicians to make changes in bronchiectasis treatment [31].

COPD exacerbation

The definition of COPD exacerbation has also improved by highlighting a spectrum of different
exacerbation types that can require different interventions. Identifying exacerbation triggers is of the utmost
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importance for proper treatment. Best known are viral and bacterial RTIs with a significant proportion of
co-infections. However, in one-third of cases, they remain unidentified [32].

Treatable traits

Recently, a novel treatment approach based on “treatable traits” recognises that airway infection is only one
of many treatable traits in a given patient that benefit from specific management, such as airway clearance
techniques, prompt treatment of exacerbations or oral or inhaled antibiotics. This approach makes it
possible to differentiate those individuals in whom symptoms or exacerbations are driven by a different
treatable trait that will not benefit from antibiotic treatment [33-35].

Chronic bronchial infection

When potentially pathogenic microorganisms are present over time, a chronic bronchial infection occurs.
Chronic bacterial infection can be clinically defined as evidence of positive respiratory tract cultures of the
same microorganism by standard microbiology, on two or more occasions, at least 3 months apart over
1 year, while in a stable state [30]. Several novel techniques, such as automated molecular diagnostic
systems, might be incorporated into the diagnostic scheme for exacerbations following careful
interpretation. Both acute and chronic respiratory infection cause a progression of the disease and a
worsening quality of life [29]. This is a very common situation in diseases such as COPD and
bronchiectasis, and less frequently it also occurs in asthma. Chronic airway infection has been associated
with altered pulmonary immune response and worse clinical outcomes [36, 37].

Spectrum of disease

A major challenge in each of these clinical conditions is correlating syndromic and aetiological diagnosis
leading to the concept of spectrum of disease. Diagnosis is straightforward if a primary pathogen such as
Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila or Pneumocystis jirovecii is identified. In other
situations, more careful interpretation is needed such as when identifying viruses (infection or
asymptomatic shedding), environmental fungus or environmental mycobacteria (infection, colonisation or
contamination). The most frequently isolated bacteria such as Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae or Moraxella catarrhalis are potentially commensal. This is also the case for Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa and other nonfermenting bacilli (e.g. Achromobacter xylosoxidans,
Stenotrophomonas maltophilia) when underlying disease is present. Nonprimary pathogens might gain
access and trigger symptoms or disease (e.g. by activating virulence factors) or remain quiescent (biofilm,
intracellular survival), so better understanding of host—pathogen interaction is crucial [38]. Improving
microbiological methods and the increased number of vulnerable patients has added Nocardia spp., fungi
and environmental mycobacteria to the spectrum of potential pathogens. Recent advances include
guidelines to assess definitions of disease stages for environmental mycobacteria [39—41] and also for
pulmonary aspergillosis, depending on the interaction between Aspergillus and the host [27].

Advances in diagnostic tools identifying the aetiological agent

Microbiological diagnostics are critical at three levels: 1) identifying the aetiological agent and guiding
appropriate therapy, so adjusting spectrum and duration and decreasing misuse and overuse of antibiotics
to prevent the emergence of AMR; 2) surveillance of local resistance patterns and screening to identify
patients colonised with resistant pathogens and adoption of infection prevention and control measures to
prevent spread; and 3) detecting emerging pathogens. An important concept is that detection might refer to
screening (e.g. detecting carriers of the resistant pathogen) or to aetiological diagnosis. Independent of the
sophistication of the methods, it is crucial to generate timely, understandable results that can inform
clinical decisions.

A diagnostic test can be used to demonstrate the presence or absence of infection or to detect evidence of a
previous one. Generally speaking, it can be categorised into direct diagnosis, including microscopic
examination, culture, antigen detection and molecular detection; and indirect diagnosis, covering
immunological tests. The pandemic has brought advances in every single technique [42].

Appropriate samples and methodology

Accurate microbiological diagnosis of RTIs requires good-quality specimens. Samples must be collected
taking medical conditions into account, either from the upper (nasal/throat specimens) or lower respiratory
tract (bronchoalveolar lavage fluid, tracheal aspirate). Additionally, improved detection methods are
making the use of new types of specimens possible and even saliva and oral mucosa may have a role to
play in some situations [43—46]. But this is not true for all microorganisms; it depends on the pathogenesis
and whether they are primary pathogens or potentially commensal. Particularly for COVID-19 diagnosis,
pre-analytical factors have been particularly relevant, such as the swabbing methods and the use of
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different matrices and viral transport media [47, 48]. Lastly, reliable transportation in optimal conditions
(temperature, time) to the laboratory are key to ensuring valid results.

Pathogen identification

For culture-based methods, the arrival of matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight
(MALDI-TOF) mass spectrometry in clinical labs has been a major development in rapid identification,
with the additional potential for detection of AMR and even typing, among other possible/putative/future
uses. In culture-independent detection, recently antigen detection has increased its identifiable targets.
Additionally, and of particular note, molecular methods have increased the diagnostic yield for virus and
atypical bacteria, showing unprecedented development during the COVID-19 pandemic. Molecular
techniques are also becoming available at point-of-care (POC) or near-POC as different portable molecular
diagnostic instruments are being developed [49]. These syndromic multiplex panels can be used to detect
the pathogen DNA or RNA most commonly associated with RTTs, including viruses and bacterial atypical
pathogens [50-54]. Advantages include decreased time to detection, the possibility of quantification and
detection of resistance and virulence genes. Serological diagnosis of atypical pneumonia has been replaced
by molecular tests and is now only used in cases such as Q fever. Antibody detection has seen a
comeback, mostly for immunoprevalence and vaccine response studies of COVID-19 (enzyme-linked
immunosorbent/chemiluminescence/fluorescence microparticle and lateral flow immunoassays). The
pandemic has also enabled the development of advanced sensing technologies based on microfluidics,
nanotechnology and material science [55] as well as on targeting structures such as serum extracellular
vesicles [56]. The main benefits of these assays are that they are portable, miniaturised, low cost and
highly integrated POC devices [57]. In the move to a new paradigm of personalised medicine, POC
diagnostic testing has been proposed to improve the quality of antibiotic prescription [58] but accuracy is
variable and settings need careful adjustment [18].

Susceptibility testing

Advances involving the use of selective chromogenic media shorten the detection time for resistant
bacteria. The gold standard is phenotypic testing because it shows the overall phenotype, although multiple
resistance mechanisms can lead to difficult phenotype interpretations. The long time to result has been
improved by selective culture media and analytical methods starting from a bacterial pellet, which is
particularly useful in systemic infections [59] and also applicable to mass spectrometry or nanosensors
[60]. Genotypic tests detect resistant genes in a fast and sensitive way, but genes may be present but not
expressed, and the tests only detect known resistance genes. As a pragmatic summary, phenotypic testing
can tell what antibiotics to prescribe, while genotypic testing can tell what not to prescribe.

Molecular epidemiology

Available typing methods for respiratory pathogens are laborious and time-consuming, but in recent years
whole genome sequencing (WGS) has emerged as the gold standard method for detecting outbreaks and
preventing clonal dissemination in medical settings. However, this is not so easily implemented in
real-time practice. In this sense, the current COVID-19 pandemic has seen unprecedented generation and
global sharing of large numbers of SARS-CoV-2 sequences in a record time, with global sharing of
variants of concern in common databases, powering influenza surveillance programmes into COVID-19
efforts [61]. The next step involves real-time molecular epidemiology [62]. Genomics have expanded
rapidly, bringing the opportunity to move these approaches from academic to public health decisions and
surveillance, as well as strengthening global cooperation with other disease control programmes [63].
Phenotypical typing methods are also improving, such as Fourier transform infrared spectroscopy [64].

Extended culture techniques, automated molecular diagnostic systems and DNA sequencing technologies
have revealed unknown airway microbiota, including an abundance of species that are refractory to
common diagnostic tools. The interactions that occur between these microbial species can profoundly
affect the expression of pathogenicity and virulence [27]. Large numbers of microorganisms, including
bacteria, fungi and viruses, collectively known as the microbiome, coexist in the lungs of healthy subjects
and patients with respiratory diseases [65].

The microbiome

The microbiome is defined as the set of the genes and gene products (RNA, proteins, metabolites)
produced by resident microbial communities. Research into the chronic lung disease microbiome began in
the early 2000s, when ecological techniques of microbial DNA analysis were applied to sputum samples
[66, 67]. Since then, the number of studies of the respiratory microbiome has grown exponentially. Whilst
traditionally bacterial infection in the airways has been characterised using culture-based methods, 16S
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ribosomal RNA and other metagenomic approaches provide a powerful method of determining microbial
identities and relative abundances [68].

The impact of omics technologies on precision approaches

General concepts of omics

There is growing clinical interest in understanding biological mechanisms beyond the molecular level to
include biological functionality. In this sense, systems biology aims to explore how the interactions
between biological components (genes, proteins, metabolites, etc.) contained in a biological tissue, cell,
fluid or a whole organism affect its functionality (biological processes) as a whole, thus making it possible
to characterise a biological system in a complete and integrated way [69]. Omics cover the set of
high-throughput technologies that provide a global vision of a dynamic biological process through the
analysis of genes (genomic), ribonucleic acid (RNA) (transcriptomic), proteins (proteomic) or metabolites
(metabolomic).

Metagenomics

The first sequencing technique used in respiratory microbiome research was 16S rRNA gene sequencing. It
is based on PCR amplification using primers that target the 16S ribosomal gene in variable regions of
bacterial genomes, which can be used for taxonomic classification [70]. It is fast, reasonably low cost, and
by converging on a specific region of the bacterial genome requires only a limited sequencing depth and
allows the study of microbial communities [71]. However, it targets relatively short gene sequences, which
are often shared by different closely related species, making distinguishing them a challenge [72]. Another
shortcoming is that 16S sequencing analyses are restricted to the detection of bacteria and Archaea because
viruses or fungi do not carry 16S rRNA genes. In this sense, shotgun metagenomic sequencing is an
approach that allows microbiome characterisation with a much greater resolution than 16S sequencing. The
term “shotgun” refers to the untargeted sequencing of all DNA present, in contrast to the targeted
amplicon-based approaches. By not limiting sequencing to a single region of DNA, metagenomic
sequencing can also provide information on the functional characteristics of the taxa present, including
their metabolic traits, and their carriage of antibiotic resistance and pathogenicity features [73].
Furthermore, the inclusive nature of metagenomic sequencing provides information not only on the
bacteria present, but also the fungi and DNA viruses, achieving identification to a subspecies or strain
level. The principal limitation of shotgun metagenomic approaches is related to costs, but also to host
DNA contamination. Finally, current methods cannot differentiate between live and dead microbes, which
may be relevant for several reasons, such as assessing the impact of antibiotic therapy in clinical samples
[74]. Novel methodologies to integrate bacterial, viral and fungal communities to allow assessment of the
“interactome” have been recently developed. Rather than focusing on individual taxa, this approach
proposes a role for microbial networks in altering clinical outcomes or treatment responses [75].

Transcriptomics

Transcriptomics involves the analysis of RNA produced by a given genome at a given time and condition,
and thus during LRTIs it can provide information regarding pathogen and host dynamics. It can refer to
the exploratory analysis of an entire transcriptome, primarily using RNA sequencing, or to a targeted
analysis of known RNAs using techniques such as gene expression panels.

Metabolomics

Metabolomics is one of the most powerful bioanalytical strategies to obtain a picture of the metabolites in
the course of a biological process and is a phenotyping tool [76]. Metabolomics allows the comparison of
a chemical fingerprint present in a cellular system or a biofluid under normal conditions with that of
altered states produced by disease, pharmacological treatment, dietary intervention or environmental
modulation [77].

Clinical impact of omics

There is enormous interest in the potential of the microbiome to improve the understanding and
stratification of respiratory diseases and to serve as a biomarker for clinical management. Host-microbiome
interactions probably contribute substantially to differences in clinical phenotypes and disease outcomes
[68, 78, 79]. Recent studies conclude that the microbiome could identify subgroups of patients at higher
risk of poor outcome, who could benefit from precision treatment strategies [79]. Important questions still
need to be examined, including the role of fungi, viruses and mycobacteria, the interactions with the host,
and the usefulness of microbiome profiles for selecting antibiotics and to evaluate therapeutic responses
[80]. The gut—lung axis affects disease and treatment. The intestinal microbiome influences the pulmonary
microbiome and also lung immune responses by directly seeding the airways with bacteria and distributing
bacterial metabolites that act as immune modulators [81].
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Regarding tuberculosis, advances in systems biology and omics strategies have identified sets of
biomarkers with the potential to optimise TB prevention, diagnosis and treatment. Only a few have been
evaluated in clinical trials, so applicability in TB management is still limited [82, 83]. Metabolomics has
provided insight into the pathogenesis of TB related to detection of infection and disease progression [76,
84-87]. Urinary metabolomic response has also been characterised during community-acquired
pneumonia, and different profiles have been identified according to the causative microorganism: atypical
bacteria versus pneumococcal or viral [88]; ARDS versus influenza; pneumococcal versus other aetiologies
[89]; and pneumococcal versus staphylococcal [90].

Advances in diagnostic tools characterising the host response

The identification of novel biomarkers based on host—pathogen interactions related to the shift from
carriage to infection may improve RTI management. There is a need to understand how the pathogens
interact with their host to achieve a successful invasion (figure 2). Inflammatory biomarkers and severity
scores can contribute to some levels of stratification [38, 66].

Systemic biomarkers, such as the C-reactive protein (CRP) and procalcitonin (PCT), have been widely
analysed in patients with LRTIs, although other biomarkers are also being investigated [91, 92]. They are
also being implemented at POC. The capacity of biomarkers to distinguish acute bacterial from viral RTIs
has enabled their use as tools for guiding antimicrobial therapy [93], but in the outpatient setting they
might have a limited capacity [94]. Regardless of whether they are used for diagnostic or monitoring
purposes, biomarker analysis should be included as an additional criterion to be integrated into
decision-making algorithms.

During the COVID-19 pandemic, besides the identification of the causative agent, the detection and
monitoring of the host response has provided insights into the pathogenesis of the disease [95, 96]. In fact,
immune tools measuring T-cell responses and detecting IFN-y in vitro (IGRAs) have been used for some
years to diagnose TB and nowadays they are under investigation for SARS-CoV-2. Furthermore,
second-generation IGRAs that detect other cytokines, such as IP-10, have proved comparable to IFN-y.
Furthermore, IP-10 cytokine has been shown to be very stable when dried on filter paper, which facilitates
sample shipment to reference laboratories [97-100].

Because disease outcome depends on dynamic host—pathogen interactions, specific host genetic signatures,
together with pathogen genomics, can be combined in order to identify those individuals with a higher risk of
severe disease [101, 102]. Specific host transcriptomic signatures have also been identified for this purpose
[103-106]. An interesting additional area of host genomics research is its use during pre-symptomatic stages,

Host
Host
genomics
Immune
response
Human
. . Pathogen
microbiome
Whole genome
sequencing
Proteomics
Genetic

. Metagenomics
polymorphisms

FIGURE 2 Omics for a better characterisation of host, pathogen and host-pathogen interaction factors during
RTIs.
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which can be important in influenza [107, 108] or TB [109] for predicting disease progression or detecting
early forms of the illness. Host determinants for outcome are also related to acquired risk factors. Biological
therapies targeting cytokines and/or cell subsets have become essential for the treatment of several
immune-mediated diseases and have an impact on RTIs, as reviewed elsewhere [12].

Advances in understanding host immunity have been unprecedented during the pandemic, providing better
knowledge of the immune response for other endemic respiratory viruses. Multiple mechanisms might lead to
humoral and cellular responses involved in combatting RTIs. While an enormous effort has been put into
vaccine development and immunogen design, there are still some knowledge gaps in understanding
long-term memory and protective immunity. Advances in methods to assess immunogenicity have been very
relevant. Vaccines have been traditionally dependent on humoral response activation by means of B-cells
producing neutralising antibodies. However, over the years it has been accepted that cellular immunity
mediated by CD4+ and CD8+ T-cells is also critical, evidencing that even a strong antibody response is not
sufficient for protection. Recently it has been recognised that local immunity to bacterial or viral RTIs can be
mediated by specific cells with a memory phenotype, called tissue-resident memory T-cells (TRMs). These
cells are noncirculating, present at the site of infection, and retained in tissues for mediating a protective
response in case of reinfection. Studies in mouse models and humans have evidenced that TRMs have a
potential role against several respiratory pathogens such as influenza, RSV, M. tuberculosis or SARS-CoV-2
virus [110-115]. It is therefore important to develop new approaches and perform immunological studies to
characterise TRMs as a diagnostic tool to monitor new vaccines that enhance these cell populations. Finally,
the pandemic accelerated novel vaccine formulations including new viral vectored or nucleic acid-based
vaccines, as well as the re-emergence of the concept of trained immunity. Live vaccines such as BCG can
confer nonspecific protection against upper and lower RTIs not associated with M. tuberculosis through
epigenetic reprogramming during haematopoiesis of innate cells [116-121].

Finally, better understanding of host—pathogen interactions has allowed the identification of potential host
targets and therefore the development of host-directed therapies. These methodologies consist of inhibiting
host factors indispensable for microorganism replication, intensifying a pathway of the host immune
response or decreasing the inflammatory status [122-125]. Metabolic, autophagy and immune response
pathways are currently being investigated. Implementation is still a challenge, with a need for accurate
patient stratification for tailored interventions that prevent major side effects. Several randomised clinical
trials are ongoing, focusing on TB and COVID-19 (https:/ClinicalTrials.gov).

Advances in diagnostic tools to predict severity

Clinical assessment of severity, related to involvement of lung parenchyma in the acute phase and
prediction of functional sequelae, is relevant for clinical decisions. In radiology, current practices include
tedious conventional processes, which rely on specialist technical expertise and are prone to human error.
Great progress has been made in deep learning that supports medical radiologists [126—128]. Novel
approaches such as radiomics, a high-throughput method extracting a tremendous amount of quantitative
imaging data using data-characterisation algorithms, have shown great potential in characterising imaging
biomarkers [129]. Also, radiomics-based machine learning signatures have shown the potential to
accurately differentiate ground-glass opacities due to COVID-19 pneumonia from those due to other acute
lung diseases [130] or distinction between lung adenocarcinoma and tuberculosis granuloma [131].
Another example would be the computer-aided design (CAD) procedure for automatic diagnosis of
COVID-19 from chest X-ray images [132].

Several bronchoscopic technologies have emerged over recent years, including thin/ultrathin
bronchoscopes, radial probe endobronchial ultrasound (RP-EBUS), virtual navigation bronchoscopy
(VBN), electromagnetic navigation bronchoscopy (ENB) and robotic bronchoscopy [133]. Bronchoscopic
transparenchymal nodule access (BTPNA) and transbronchial access tool (TBAT) are novel techniques
that, combined with navigational bronchoscopic technologies, improve access to lung lesions. The
introduction of cryobiopsy has improved tissue sampling. These innovative techniques allow higher
diagnostic yield, also in the context of RTIs and TB and other mycobacterial infections during the study of
lung nodules and staging of lung cancer [134].

Oxygen saturation monitoring has traditionally been carried out using transmittance pulse oximeters due to
their dependability, but they are limited to peripheral regions. Recently, new options being studied include
reflectance pulse oximeters that can be used at different body sites (finger, wrist, chest and forehead) and
can be scaled down to affordable patches [135].
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Regarding prognostic tools, diaphragm ultrasound can be used to diagnose diaphragm dysfunction, assess
severity, and monitor disease progression, and could be beneficial both in pneumonia and COVID-19 [16,
136]. Advances have also been made regarding better diagnosis of long-term structural-functional
complications and a better follow-up of sequelae by standardising prognostic measures such as quality of
life and social impact [137-139].

Final remarks: lessons learned

The pandemic has brought the need for an integrated approach for handling infectious diseases back to the
forefront, along with the need for a coordinated effort across multiple disciplines including human, animal
and environmental [140]. Unprecedented milestones have been achieved by improving and applying the latest
technologies in key areas such as epidemiology, contact tracing, diagnostics and vaccine development.

However, global health inequities in low-income countries related to vaccines and treatments, and also
diagnostics, still need to be addressed. The pandemic has additional costs related to the previously
identified global crisis in AMR and TB [141] and several aspects have been highlighted as opportunities at
different levels [142, 143].

POC technologies have allowed community-based testing to be scaled up and used as a public health tool,
but they need to be linked to careful evaluation [144] and to demonstrate their diagnostic accuracy in
clinical practice [18]. Timely results also involve careful interpretation and this is facilitated by effective
interdisciplinary communication, starting with understandable reporting of results.

While providing emergency healthcare, clinicians and scientists have carried out clinical research and
lessons learned underline the importance of pre-established structures and procedures and the need for
improved regulatory consensus and globally connected networks [145]. Cost-effectiveness analyses can be
used to assess the value of diagnostics in clinical practice, but they need proper design and reporting [146]
in the context of pragmatic clinical trials. Digital transformation of health is ongoing through the
incorporation of artificial intelligence to support clinical decision processes [147].

After years of reporting clinical diagnosis and microbiologically confirmed diagnosis in different
databases, priorities have been set up in data connectivity by maximising efforts in FAIR (Findable,
Accessible, Interoperable, Reusable) approaches [148, 149]. Real-world data and real-world evidence are
rapidly gaining importance and being formalised in policy frameworks [150].

Summary

Advances in diagnostic tools have been largely accelerated by the pandemic and affect both the design of
personalised therapies and public health measures. Transdisciplinary communication is crucial for proper
development and implementation of current techniques. Impact of the use of diagnostic tools depends on
several contextual factors involving clinical setting, geographical location, connectivity and clinical
research resources. It is mandatory to maintain monitoring of pathogenesis of individual RTIs for a timely
diagnosis and proper interpretation.
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10.10. ANEXO X. Becas otorgadas y ayudas al grupo de investigacion

v Beca Sapiens de intensificacié (2018)

v CIBERES Intramuros (2018): 60.000€

v’ Beca becario de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica [SEPAR] (2019):
25.000€

v' Beca de proyecto de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica [SEPAR]
(2019): 12.000€

v Beca becari de la Societat Catalana de Pneumologia [SOCAP] (2020): 12.000€

v" Menarini (2020-2021): 50.000€

v' Beca Llegat (2023): 139.740€
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