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RESUMEN

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad autosémica recesiva que mas
frecuentemente amenaza la vida en las personas de raza blanca. Esta causada por
mutaciones en el gen regulador de la conductancia transmembrana (CFTR) de la
fibrosis quistica, que conduce a un transporte perturbado de iones a través de las
células epiteliales. Las consecuencias clinicas de este defecto genético se ven en las
glandulas exocrinas, causando insuficiencia pancredtica y la insuficiencia pulmonar
progresiva que es la principal causa de morbilidad y mortalidad en los pacientes con
FQ. El epitelio de la via aérea es susceptible a la colonizacién microbiana que implica la
infeccion y la inflamacién, incluso en pacientes con enfermedad pulmonar
clinicamente leve (1). El patdgeno respiratorio mas frecuente es Pseudomonas
aeruginosa (2), que se cultiva en las muestras respiratorias de hasta un 21% de los
nifos con FQ menores de 1 afio de edad y, en ausencia de una politica de tratamiento

de erradicacidn precoz, aumenta hasta el 80% a los 26 afios de edad.

Su presencia se asocia con una mayor morbilidad y mortalidad, sobre todo cuando se
desarrollan las formas mucoides (3). La erradicacién de P. aeruginosa por lo general no
es posible en el caso de la infeccidn cronica, pero la terapia precoz de antibidticos ha
demostrado eliminar con éxito P. aeruginosa del tracto respiratorio de los pacientes
con FQ (4). Actualmente, se recomienda una politica de erradicaciéon temprana (5) y ha
sido implementada en la mayoria de los centros de FQ. A pesar de esta aceptacién
general del principio de un tratamiento de erradicacién precoz, no estd claro cudl es el
régimen terapéutico que proporciona el mejor efecto y cudles son los factores
individuales de los pacientes que podrian estar asociados con un mayor o menor éxito

erradicador.

Con estos antecedentes nos planteamos la hipdtesis de que una identificacion vy
conocimiento en profundidad de estos factores prondsticos, podria ayudar a llevar a

cabo un tratamiento de erradicacién de una forma mas especifica y selectiva.



Los estudios presentados en esta tesis investigaron la prevalencia global de la infeccidn
cronica por P. aeruginosa en nuestra cohorte de pacientes con FQ, y dentro de ésta la
de las cepas multirresistentes a los antibidticos antipseudomonicos. Nuestros
resultados muestran una tasa de colonizacién/infeccidén crénica por P. aeruginosa en
nuestra cohorte del 45,4% globalmente, pero que alcanza cifras del 58,5% en los

pacientes adultos mayores de 18 afios.

El analisis de los factores asociados al desarrollo de la infeccién crdénica por P.
aeruginosa, mostré como factores con significacidon estadistica, el ser portador de una
genética en homocigosis para la mutacion F508del, el aumento del nivel de

precipitinas séricas y la coinfeccidn por el hongo filamentoso Aspergillus fumigatus.

Las tasas de resistencia a los antibidticos antipseudomadnicos en el grupo de pacientes
con infeccién cronica por P. aeruginosa, eran superiores al 50% en la practica totalidad
de las familias de antibioticos. La colistina fue el antibidtico con una tasa menor de
resistencia. Los pacientes con P. aeruginosa multirresistente presentaban un peor
curso clinico, con un aumento en el nimero de exacerbaciones infecciosas y de
ingresos hospitalarios. Los niveles de precipitinas, determinados anualmente mediante
electroforesis cruzada, nos permitieron discriminar en nuestros pacientes FQ la

existencia de una colonizacién intermitente por P. aeruginosa versus infeccion crénica.

Un hallazgo novedoso y, a nuestro entender relevante, fue la constatacion de que un
nivel elevado de precipitinas séricas frente a P. aeruginosa = 10 unidades unido a un
rapido incremento anual en los dos ultimos anos, representa un dato analitico de mal

pronéstico, relacionado con la mortalidad o la necesidad de un trasplante pulmonar.



SUMMARY

Cystic fibrosis (CF) is the commonest life-threatening hereditary disease in people of
European ancestry. Patients inherit from each of their parents a disease-causing
mutation in their Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene (CFTR),
which encodes a cAMP-dependent chloride channel in the surface of epithelial cells,
leading to disturbed ion transport across their apical membrane, ultimately causing
exocrine pancreatic insufficiency, and progressive chronic airways disease. The airways
of the patients, develop very early chronic obstructive changes, as well as
polymorphonuclear dominated neutrophilic inflammation, and are susceptible to early
colonization and chronic infection with specific bacterial pathogens, which in turn
enhances airways inflammation, even in patients with apparently mild clinical disease
(1). Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is the organism most frequently isolated
in respiratory samples (2), being recovered from 21% of CF children younger than 1,
and from up to 80% in patients aged 26 or older, unless early eradication therapy

strategies are used.

Chronic airways infection with P. aeruginosa, especially the mucoid type, is associated
with increased morbidity and mortality (3). While eradication of P. aeruginosa is not
possible once chronic infection is established, early treatment after bronchial
colonization can be successful (4). Early eradication therapy is now strongly
recommended (5) and it is regularly used across most CF centers. While a number of
different approaches have been used, there still remain uncertainties both about the

optimal strategy and the patients-related factors associated to eradication failure.

We hypothesized that identification and in-depth knowledge of these prognostic
factors, could be paramount for the development of more specific and selective

eradication strategies.



In this PD. thesis we investigated the prevalence of chronic bronchial infection with P.
aeruginosa in our cohort of patients with cystic fibrosis, and P. aeruginosa strains
which had become multiresistant to anti-Pseudomonas antibiotics. We found an
overall 45.4% prevalence of bronchial colonization-infection in our cohort rising up to

58.5% in those older than 18 years.

Being homozygous for the mutation F508del, having an increased number of serum
precipitins to P. aeruginosa and coinfection with the filamentous fungal organism
Aspergillus fumigatus were all found to be significant risk factors for developing

chronic bronchial infection with P. aeruginosa.

Resistance to anti-Pseudomonas antibiotics classes exceeded 50% on average in
patients with chronic bronchial infection. Colistin had the lowest resistance rate.
Patients with chronic airways infection with multidrug-resistant P. aeruginosa had a
poorer clinical course, with an increased number of clinical exacerbations and hospital
admissions. The study of the number of serum precipitins to P. aeruginosa, which is
determined annually by crossed immune electrophoresis in our patients, enabled us to

differentiate patients with intermittent infection from those with chronic infection.

A novel, relevant - in our opinion - finding, was the observation that a number of
serum precipitins to P. aeruginosa higher than 10 together with a fast increase over
the two previous years is a poor prognosis indicator, and it is associated with

increased mortality risk and need for a pulmonary transplantation.



LABURPENA

Fibrosi Kistikoa (FK) arraza zuriko pertsonen bizitza arriskuan gehien jartzen duen
gaixotasun autosomiko errezesiboa da. Mintztarteko koduktanztia erregulatzen duen
genearen (CFTR) mutazioengatik dago eraginda, honek ioi garraio asaldatu bat
sortarazten du zelula epitelialetan zehar. Akats genetiko honen ondorio klinikoak
glandula exokrinoetan ikusten dira, gutxiegitasun pankreatikoa eta birika gutxiegitasun
progresiboa eraginez, zein morbi-mortalitate arrazoi nagusia den FK gaixoen artean.
Arnas bideko epitelioak mikrobio kolonizazioarekiko joera izan dezake infekzio eta
inflamazioa eraginez, baita birika gaixotasun arina duten gaixoen artean ere (1). Arnas
patogenorik sarriena Pseudomonas aeruginosa da (2), hau urte 1 baino gazteago diren
FK -dun umeen arnas laginen %21 -ean haztera iristi daiteke, eta tratamendu

erradikatzaile goiztiar baten ezean, 26 urterekin %80 -raino igo daiteke.

Bere presentzia morbilitate eta mortalitate handiago batekin lotzen da, batez ere
forma mukoideak garatzen direnean (3). P. aeruginosa-ren erradikazioa normalean
ezinezkoa izaten da infekzio kronikoa garatzen den kasuan, baina antibiotiko terapia
goiztiarrak P. aeruginosaren ezabapen arrakatatsua frogatu du FK-dun gaixoen arnas
bideetan (4). Gaur egun, erradikazio politika goiztiar bat gomentatzen da (5) eta FK
zentru gehienetan ezarri da. Tratamendu erradikatzaile goiztiar honek onarpen
orokorra izan arren, ez dago argi zein den emaitzarik hoberenak eskeintzen dituen
erregimen terapeutikoa, ezta zeintzuk diren erradikazio arrakastatsu baterako

gaixoaren banako faktoreak.

Aurrekari hauekin, faktore pronostiko hauen identifikazio eta ezagutzak, tratamendu
erradikatzaile espezifiko eta selektiboagoak garatzera eraman ziezaguketelaren

hipotesia planteatu genuen.



Ikerketa tesi hontan aurkezten diren lanek, P. aeruginosa-rengatiko infekzio
kronikoaren prebalentzi globala aztertu zuten gure FK-dun gaixo kohortean, eta hauen
artean antibiotiko antipseudomonikoekiko zepa multiresistenteena. Gure emaitzen
arabera, gure kohortean P. aeruginosa-rengatiko kolonizazio/infekzio kronikoaren tasa

%45,4-koa da globalki, %58,5-ra iritsiz 18 urte baino gehiagoko helduetan.

P. aeruginosa-gatiko infekzio kronikoa garatzearekin loturiko faktoreen analisiak
esangura estatistikoarekin azaldu zituen: F508del mutazioaren eramaile izatea
homozigosian, prezipitina serikoen maila handituak izatea eta Aspergillus fumigatus

onddo harizpituarengatiko koinfekzioa jasatea.

Antibiotiko antipesudomonikoekiko erresistentzi tasak P. aeruginosa-gatiko infekzio
kronikodunen artean, %50 baino altuago izan ziren ia antibiotiko famili guztietan.
Kolistina izan zen erresistentzi tasarik baxuena izan buen antibiotikoa. P. aeruginosa
multiresistentea zuten gaixoek eboluzio kliniko okerragoa aurkezten zuten, infekzio
areagotze eta hospitalizazio gehiagorekin. Prezipitina mailek, elektroforesi gurutzatu
bidez urtero neurtuta, aldizkako P. aeruginosa kolonizazioak eta infekzio kronikoak

diskriminatzen lagundu ziguten gure FK gaixoetan.

Aurkikuntza berri bat, eta gure ustez esanguratsua, honakoa izan zen: P. aeruginosa
aurkako prezipitina seriko maila altuak (10 unitatetik gora), urtean zeharkako igoera
azkar batekin lotuta aztek bi urtetan; pronostiko txarreko datu analitiko bat adierazten

dute, mortalitatearekin edo eta birikia trasplante baten beharrarekin lotuta.



I. INTRODUCCION

1. Fibrosis quistica

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad multisistémica que afecta al sistema
digestivo, las glandulas sudoriparas, vias respiratorias superiores e inferiores, y el
tracto reproductivo, pero la enfermedad pulmonar progresiva sigue siendo la principal

causa de morbilidad y mortalidad (6).

La FQ se caracteriza por el transporte anormal de cloruro y de sodio a través del
epitelio respiratorio, resultando en unas secreciones de las vias respiratorias viscosas
(7). A lo largo de un periodo de tiempo muy variable que puede ir desde meses hasta
décadas después del nacimiento, los individuos eventualmente desarrollan una
infeccion croénica de las vias respiratorias con un patrén caracteristico de la flora
bacteriana (8), lo que lleva a la insuficiencia respiratoria progresiva. La tasa de
progresiéon varia mucho, dependiendo en parte del genotipo, asi como de factores
ambientales. Los datos del Registro de los Centros FQ en los Estados Unidos y Europa
indican una supervivencia media de alrededor de 40 anos (9). Las mujeres con FQ
parecen tener una mayor morbilidad y mortalidad que los hombres (10). Esta "brecha
de género" es modesta pero consistente a través de muchas poblaciones y se ha

planteado la hipdtesis de que se deba a los efectos proinflamatorios de los estrégenos.

Antes de 1938, la FQ no fue reconocida como una sola enfermedad, sino como una
coleccién de diversos sindromes. Las primeras descripciones de la FQ fueron
principalmente sobre defectos del sistema digestivo, como ileo meconial, dificultad en
la alimentacion y la falta de aumento de peso. Los nifios nacidos con FQ morian casi

uniformemente en su primer afo de vida.

En 1938, Anderson publicd un estudio detallado que describe la similitud de las
caracteristicas patoldgicas entre un grupo de nifios pequefios que murieron a causa de
una obstruccion intestinal o por complicaciones respiratorias (11). Fue la primera
observacion que llevé a una comprensién de la FQ como una sola enfermedad con

diversos efectos. Anderson también propuso que la FQ era una enfermedad



hereditaria, pero no fue hasta 1989 que se descubrié el gen responsable de la FQ (12).
Desde entonces, se han identificado mas de 1.800 mutaciones en el gen CFTR, como
responsable de una amplia gama en la gravedad clinica de la FQ, y se han producido
avances sustanciales en la investigacion basica y clinica que han contribuido a nuevas
pruebas de diagndstico y nuevos tratamientos. Actualmente, la edad mediana de
supervivencia de las personas con FQ supera los 40 afios (9) (Figura 1). En el futuro, los
nuevos acontecimientos relacionados con la terapia génica y tratamientos dirigidos a
solucionar el defecto basico de la FQ se espera que consigan una mayor esperanza de

vida y una mejor calidad de vida.

Figura 1. Supervivencia en los pacientes FQ (edad media predicha)
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Tomado de: Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry. Annual Data Report 2014.

1.1 Regulador de la conductancia transmembrana (CFTR)

En el afo 1989 termind un largo trabajo de investigacidon con la publicacion en la
revista Science de la identificacidn del gen que produce la FQ (13). En el mismo numero
de la revista se describe el clonaje de la molécula de ARNm del gen y la estructura de la

proteina a la que daria lugar.



1.1.1 Gen CFTR

El gen CFTR se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7 (14). Esta compuesto por
250.000 pares de bases de longitud y codifica una proteina de 1.480 aminodcidos, la
proteina CFTR. La mutacién mdas comun, F508del, es una delecién de tres nucledtidos
gue se traduce en una pérdida del aminodcido fenilalanina en la posicién 508a en la
proteina y crea una proteina que normalmente no se pliega. Esta proteina defectuosa
no se transfiere a la red de Golgi, un requisito para la expresiéon en la membrana, sino
que es retenida en el reticulo endoplasmatico y finalmente se degrada

intracelularmente (15).

1.1.2 Estructura de la proteina CFTR

La CFTR es una proteina de 170.000 dalton anclada a la membrana por dos dominios
transmembrana; cada dominio transmembrana atraviesa 6 veces la doble capa lipidica
(Figura 2). Tiene dos sitios de unién al ATP, Nucleotide Binding Domain 1y 2 (NBD1y 2)
y un dominio regulador (dominio R) de alto contenido en aminodacidos eléctricamente
cargados como glutdmico, aspartico, glutamina y lisina. Los sitios de unién al ATP
presentan una gran similitud con dominios similares de una superfamilia de proteinas
llamadas proteinas ABC, entre las que se encuentran las proteinas de resistencia a
farmacos (MDR) del ratén y de los humanos, el transportador del factor sexual del
Saccharomyces cerevisiae (STE6) y el factor de resistencia a cadmio (YCF1) de las

levaduras.



Figura 2. Esquema de la proteina CFTR Modelo molecular del canal CFTR

EXTRACELULAR

Tomado de: Mornon y cols. Cell Mol Life Sci 2009; 66: 3469—-3486.

Esquema de la proteina CFTR. Dominios transmembrana MSD1 y MSD2; sitios de unidn
al ATP (Nucleotide Binding Domain) NBD 1 y NBD 2; dominio R. F508 indica en el NBD1
el sitio de la mutacién mas frecuente en fibrosis quistica, delecidon de la fenilalanina

508 (F508del).

1.1.3 Funcion de la proteina CFTR

La funcién bioldgica de la CFTR fue aclarada por la observaciéon de que el sudor de
individuos con FQ contiene niveles anormalmente altos de electrolitos. Normalmente,
las glandulas sudoriparas liberan la secrecién isotdnica y mientras esta secrecién viaja
a la superficie de la piel las proteinas CFTR, situadas dentro de las membranas
plasmaticas de las células epiteliales que recubren los conductos, actian para
reabsorber cloruro de sodio. Los conductos del sudor de las personas FQ sin embargo
son impermeables al cloruro (Cl), lo que resulta en el aumento de las cargas negativas
luminales y la disminucion del flujo de sodio (Na*). Asi, el CINa sigue siendo
anormalmente alto en la secrecidn. Esta observacion revela el papel fundamental de la

proteina CFTR como un canal de iones Cl- (16).
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1.1.4 Clases de mutaciones del gen CFTR

Actualmente la base de datos de las mutaciones en la Fibrosis Quistica enumera mas
de 1.800 mutaciones diferentes en el gen CFTR con potencial para causar la

enfermedad (www.genet.sickkids.on.ca/cftr/).

Las mutaciones asociadas a la enfermedad FQ pueden clasificarse en cinco clases
(Figura3). La mutacidon mas frecuente, la F508del, se clasifica como un defecto de clase
Il. La proteina CFTR se expresa con especificidad tisular; se ha demostrado que CFTR
reside en la membrana apical de las células epiteliales exocrinas, incluyendo la
glandula sudoripara, conductos pancredticos, conductos biliares, intestino, conductos
genitales masculinos y el tracto respiratorio (17). La mutacién del CFTR afecta por lo

tanto a esos 6rganos.

Figura 3. Clasificaciéon de las mutaciones CFTR

Normal Class | Class Il Class llI Class IV Class V
- CFTR is created, No CFTR protein CFTR protein The opening CFTR
o) reaches cell functional is created, is created and in the CFTR is created
E surface and CFTR but misfolded, reaches cell protein ion in insufficient
5 functions properly, created. keeping it from surface, but channel quantities.
& allowing transfer reaching the does not is faulty.
8 of chloride and water. cell surface. function properly.

Tomado de: Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry. Annual Data Report 2014.

Clases de mutaciones del CFTR: Las mutaciones de clase | producen como resultado la
ausencia de sintesis de proteinas CFTR funcionantes, las mutaciones de clase Il

producen como resultado proteinas CFTR que no se pliegan adecuadamente y son

11



http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/

degradadas, las mutaciones de clase Ill producen como resultado proteinas CFTR que
tienen un defecto en la regulacién del canal, las mutaciones de clase IV producen como
resultado canales CFTR que presentan propiedades de conduccién defectuosas y las
mutaciones de clase V producen como resultado cantidades residuales de proteina

CFTR funcional.

1.2 Manifestaciones clinicas de la FQ

Los sintomas de la FQ difieren de una persona a otra dependiendo de la gravedad de
la enfermedad. En general, la patologia basica de la FQ se debe a la funcién anémala
del CFTR, provocando alteraciones electroquimicas que conducen a la deshidratacién y

la formacién de moco espeso que tapona los conductos de las glandulas exocrinas.

Los sintomas suelen aparecer dentro del primer afio después del nacimiento. La piel
con sabor salado, que es causada por una homeostasis anormal de las glandulas
sudoriparas y es una caracteristica comun de las personas con FQ, condujo al
desarrollo de la prueba del sudor. Desarrollada por primera vez en 1953 (18), la prueba
del sudor, que mide la cantidad de Na*y CI en el sudor, sigue siendo el método

estdndar de oro para el diagnéstico de la FQ.

En el pasado, la mayoria de los pacientes fueron diagnosticados de FQ después de
presentar los sintomas. Debido a la expansién de los programas de cribado neonatal
durante la ultima década, ha habido un aumento dramatico en el nimero de casos de
FQ identificados antes de presentar los sintomas. En 2001, menos del 10 por ciento de
los casos de FQ fueron diagnosticados sobre la base de programas de cribado neonatal
(9); en el afio 2014, el 63% fueron diagnosticados por cribado neonatal. Antes de la
puesta en practica del cribado neonatal, los bebés y los nifios fueron diagnosticados de
FQ tipicamente después de presentar uno o mas de los siguientes sintomas (19):
sintomas respiratorios (45% de los pacientes), retraso en el desarrollo pondo-estatural

(28%) o ileo meconial (20%).
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Los pacientes que presentan un diagndstico tardio de FQ en la edad adulta, son mas
propensos a tener sintomas atipicos. Un gran estudio de cohortes retrospectivo de
mas de 1000 pacientes con FQ encontré que el 7% fueron diagnosticados con una edad
> 18 afios (20). Los pacientes diagnosticados en la edad adulta eran mds propensos que
los niflos a presentar sintomas gastrointestinales, diabetes mellitus e infertilidad.
Ademas, los adultos que presentan FQ eran mas propensos a tener mutaciones
genéticas poco comunes, una funcién normal de pancreas, y resultados en las pruebas

de cloruro en el sudor no concluyentes (<60 mmol/L).

La afectacion de la via respiratoria tipicas de la FQ incluyen una tos productiva
persistente, la hiperinsuflacién de los campos pulmonares en la radiografia de térax y
pruebas de funcién pulmonar que son consistentes con enfermedad obstructiva de las
vias respiratorias. La aparicion de los sintomas clinicos varia ampliamente, debido a
diferencias en el genotipo CFTR y otros factores individuales, pero las anormalidades

de la funcién pulmonar a menudo son detectables incluso en ausencia de sintomas.

Una infeccion transitoria de la via aérea con bacterias patdgenas a menudo ocurre a
edades muy tempranas de la vida. Con el tiempo, durante afios y con una variacién
importante entre los individuos, se establece una infeccién crénica de las vias
respiratorias con Staphylococcus aureus y otras bacterias gram negativas, a menudo
con pruebas radiogréaficas de bronquiectasias. S. aureus y Haemophilus influenzae no
tipificable (HiINT) son patégenos comunes durante la primera infancia, pero en ultima
instancia, Pseudomonas aeruginosa se aislan de las secreciones respiratorias de la
mayoria de los pacientes. Otros microorganismos que parecen colonizar e infectar con
mas frecuencia a estos pacientes incluyen Stenotrophomonas maltophilia,
Achromobacter xylosoxidans, complejo Burkholderia cepacia, micobacterias no
tuberculosas (especialmente M. avium y M. abscessus), y el hongo filamentoso
Aspergillus fumigatus. Esta predisposicién a la infeccion por Pseudomonas aeruginosa
parece ser debida a una alteracién en el epitelio respiratorio inducida directamente

por un CFTR defectuoso.
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Mientras que las personas con FQ experimentan una amplia gama de sintomas, el
problema de salud con mas impacto sobre la morbilidad y la mortalidad es la infeccién
pulmonar crénica. La insuficiencia respiratoria producida por la infecciéon bacteriana
cronica es la causa principal de la muerte en la FQ, y P. aeruginosa, es la bacteria
causal mas frecuente (21). A pesar de que los estudios acumulados proporcionan una
gran comprension de los mecanismos genéticos y moleculares que conducen a la FQ, el
enlace entre las propiedades fisiolégicas de los pulmones con FQ y la infeccidn crénica

sigue sin aclararse.

1.3 Diagnéstico de la FQ

El diagndstico de la fibrosis quistica se basa en los hallazgos clinicos compatibles con la
confirmacién bioquimica o genética (22). La prueba de cloruro en el sudor es el pilar de
la confirmacion de laboratorio, aunque las pruebas de mutaciones especificas,
diferencia de potencial nasal, tripsindgeno inmunorreactivo, grasa en heces fecales, o

la secrecidn de enzimas pancredticas también pueden ser Gtiles en algunos casos.

Criterios diagndsticos. Deben cumplirse de forma conjunta los siguientes criterios para

diagnosticar la fibrosis quistica (23):

e Sintomas clinicos consistentes con FQ en al menos un sistema de dorganos
diana.
e Evidencia de disfuncion del CFTR (cualquiera de los siguientes):
- Test de cloruro en sudor positivo 260 mmol / L (en dos ocasiones)
- Presencia de dos mutaciones causantes de enfermedad en el gen CFTR,
en cada uno de los alelos paternos.

- Hallazgo de diferencia de potencial nasal anémalo.

No se requiere el criterio de los sintomas clinicos para los recién nacidos identificados
a través de un programa de cribado o para los hermanos de los pacientes con FQ que

son diagnosticados por el genotipo compartido (Tabla 1).
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La evidencia de disfuncion del CFTR puede ser proporcionada por la prueba de cloruro
en sudor, el analisis molecular para las mutaciones CFTR, o mediciones de diferencia
de potencial nasal. En la mayoria de los casos, la determinacion de cloruro en el sudor
es la primera prueba y la mas importante. Las pruebas de ADN se utiliza para la
confirmacién o para una mayor investigacion de los pacientes con resultados
intermedios de cloruro en sudor y con fines prondsticos y epidemiolégicos en los

individuos con resultados positivos de la prueba de cloruro en el sudor.

Tabla 1. Criterios diagnosticos de la FQ

Una o mads caracteristicas fenotipicas tipicas de la FQ:
Enfermedad sinopulmonar crénica
Anomalias caracteristicas gastrointestinales y nutricionales
Sindromes de pérdida de sal

Azoospermia obstructiva
Un historial de fibrosis quistica en un hermano
Prueba de deteccion neonatal positiva
mas
Una concentracion elevada de cloruro en sudor en dos o mas ocasiones

La identificacién de mutaciones causantes de FQ en cada gen CFTR

Demostracion in vivo de anomalias caracteristicas en el transporte idnico a través del epitelio nasal

Tomado de: Rosenstein y cols. J Pediatr 1998; 132:589-595. (24)
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2. Patogenia de la Enfermedad Pulmonar en la FQ

2.1 Las defensas normales del pulmoén

En una persona sana, las vias respiratorias por debajo de la primera divisidon bronquial
(o vias respiratorias inferiores) son estériles, a pesar de la continua exposicidon a
microbios transportados por el aire. Esta condicién estéril es un resultado de los
mecanismos de defensa eficaces de los pulmones que implican (i) un drenaje
mecanico, (ii) secrecion de mediadores antimicrobianos y (iii) un sistema inmune

innato (25) (Figura 4).

Figura 4. Sistema de defensa de las vias respiratorias en humanos
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Tomado de: Travis y cols. Curr Opin Immunol 2001; 13: 89-95.

2.1.1 Aclaramiento mecanico

La limpieza mecdnica de cualquier cuerpo extrafio o patégeno dentro de las vias

respiratorias implica reflejos simples, tales como la tos y los estornudos, pero el
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mecanismo subyacente de estos reflejos - la limpieza mucociliar (LMC) - es mas

complejo y aun no se conoce completamente.

El sistema de limpieza mucociliar sirve para atrapar y expulsar particulas inhaladas en
la via aérea. Exige la regulacién coordinada del batido ciliar y un volumen de liquido de
la superficie de las vias respiratorias (LSA). El espesor del LSA es normalmente de entre
20 a 25 micras y se compone de agua, iones y macromoléculas generados localmente

por las células epiteliales de la superficie y / o de las glandulas submucosas.

Se divide en dos compartimentos: una capa liquida periciliar (LPC) a través de la cual
los cilios baten libremente; y una capa de moco suprayacente (Figura 5). La accién
coordinada del batido del epitelio ciliado conduce las particulas atrapadas en la capa

liqguida periciliar hacia la faringe y es eventualmente expectorado de las vias

respiratorias (26).

Figura 5. Sistema de defensa de las vias respiratorias en humanos
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Tomado de: Paradiso y cols. J Gen Physiol 2001; 117: 53-67.

2.1.2 Los mediadores antimicrobianos

El liquido periciliar también contiene una rica diversidad de proteinas y péptidos
antimicrobianos, incluyendo lisozima, lactoferrina, péptidos de neutréfilos humanos,

B-defensinas 1 y 2 y catelicidinas. Estos factores proporcionan una primera linea de
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defensa contra los microbios inhalados. La contribucién de un factor individual
depende de su funcion o capacidad de eliminar microbios. Por ejemplo, las
catelicidinas han demostrado que actlan contra P. aeruginosa y Staphylococcus aureus

(27).

2.1.3 Sistema inmune innato

Ciertos microorganismos, por ejemplo especies de Burkholderia, han demostrado ser
resistentes a los mediadores antimicrobianos. En esas circunstancias, el sistema
inmune innato puede jugar un papel importante en la eliminacién de estos patégenos.
Los componentes del sistema inmune innato de las vias respiratorias incluyen
neutréfilos y macréfagos alveolares. Si cualquiera de los neutréfilos o macréfagos
estdn sobresaturados por microbios o particulas extrafias, inician una respuesta
inflamatoria mediante la liberacion de quimiotoxinas, reclutando mas células
inflamatorias lo que finalmente conduce a la inflamacién crénica si los microbios o

particulas son persistentes o las células no pueden eliminarlos (25).

2.2 Patogénesis de la enfermedad pulmonar en la FQ

La patogénesis de la disfuncion de los diferentes érganos vista en la FQ se ha
estudiado en humanos y ratones knock-out CFTR, pero sigue sin comprenderse
totalmente. Parece que las anormalidades fisicas y quimicas de las secreciones de las
vias respiratorias en la FQ resultan en una infeccidn crénica con bacterias
fenotipicamente Unicas, particularmente especies de Pseudomonas. Otros factores
genéticos, incluyendo polimorfismos del gen alfa de necrosis tumoral (TNF-a), pueden
aumentar la susceptibilidad a la infeccién por P. aeruginosa y contribuir a las

manifestaciones clinicas de la FQ (28).

El mal funcionamiento del CFTR en el epitelio respiratorio se asocia con una variedad

de cambios en electrolitos y en el transporte de agua. Los mecanismos involucrados y
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la composicion final de electrolitos en el liquido de la superficie de las vias respiratorias
en la FQ es un tema de investigacion en curso. El resultado neto de estos cambios es
una alteracién en la reologia de las secreciones de las vias aéreas, con un aumento en
su espesor que dificulta su eliminacién (29). Un hallazgo asociado es el aumento de la
concentracion de cloruro en las secreciones sudoriparas, que constituye uno de los

métodos de diagndstico de la FQ.

La obstruccién crénica de las vias respiratorias causada por secreciones viscosas
favorece la colonizacién pulmonar progresiva con bacterias patdgenas, incluyendo
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, y finalmente, P. aeruginosa y / o

bacterias del complejo Burkholderia cepacia complex.

Una vez establecida la infeccidn, los neutréfilos son incapaces de controlar las
bacterias, aunque no hay infiltracion masiva de estas células inflamatorias en el tejido
pulmonar. Los neutrdéfilos reclutados posteriormente liberan gran cantidad de elastasa,
que sobrepasa las antiproteasas del pulmdn y contribuye a la destruccién del tejido en
un proceso conocido como "actividad de la proteasa endobronquial prolongada" (30).
Ademas, grandes cantidades de proteinas de ADN son liberadas por la degranulacion
de los neutrdfilos a la matriz del citosol, contribuyendo al aumento de la viscosidad

del moco de las vias respiratorias.

Se ha senalado que la inflamacién se produce con anterioridad al desarrollo de la
colonizacién bacteriana, y puede ser provocada por infecciones virales. A su vez, la
infeccion croénica parece ser el principal estimulo para una respuesta inflamatoria
exuberante, pero en ultima instancia ineficaz lo que posteriormente se traduce en la
génesis de las bronquiectasias (31). La respuesta inflamatoria en si parece contribuir a

la progresion de la disfuncion pulmonar.

Los individuos con fibrosis quistica son particularmente propensos a la infeccion
crénica con P. aeruginosa, debido en parte a un aumento de la utilizacion de oxigeno
por las células epiteliales, lo que resulta en una disminucion de la tensién de oxigeno
dentro de la capa mucosa e hiperviscosa (32) (Figura 6). Esta situacion de hipoxia

induce los cambios fenotipicos caracteristicos en P. ageruginosa (y algunas otras
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bacterias gram negativas), incluyendo la produccién de alginato y la pérdida de la
motilidad. Este fenotipo es coherente con el desarrollo de macrocolonias bacterianas
("biofilms") dentro de las regiones hipdxicas de la capa de moco en las vias
respiratorias. Una vez que esto ocurre, la erradicacién del microorganismo es casi

imposible. La colonizacidn frecuente y la persistencia de la infeccion por P. aeruginosa

en pacientes con FQ también estd relacionado con la propia proteina CFTR defectuosa

(33).

Figura 6. Modelo patogénico hipotético de la infeccion por P. aeruginosa en FQ
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Tomado de: Worlitzsch y cols. J Clin Invest 2002; 109:317-325.

a. Epitelio normal de las vias respiratorias. Una capa de moco liquido reside encima de
la capa de liquido periciliar (LPC). La presencia de LPC de baja viscosidad facilita el
aclaramiento mucociliar eficiente. Una tasa normal de consumo de 02 epitelial (Q02)
no produce gradientes de 02 dentro de esta delgada superficie liquida (LSA) en las vias

respiratorias.
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b. La deplecién de un volumen excesivo del LPC en la FQ, hace que el moco se vuelva

adherente a las superficies epiteliales, y el transporte de moco se ralentice. El
consumo de O2 elevado asociado con un transporte de iones acelerado no genera

gradientes en la LSA.

C. La hipersecrecidon de moco persistente con el tiempo aumenta el espesor de este y

produce tapones endoluminares. El aumento en el consumo de oxigeno genera

gradientes escalonados de hipoxia dentro de los tapones mucosos.

d. La bacteria P. aeruginosa depositada en las superficies mucosas penetran de forma

activa y / o pasiva (debido a la turbulencia de moco) en zonas hipdxicas dentro de las

masas de moco.

€. P. ageruginosa se adapta a nichos de hipoxia dentro del moco aumentando la

formacién de alginato y la creacién de macrocolonias.

f. Estas macrocolonias resisten a las defensas secundarias, incluyendo neutrdfilos,

preparando el ambiente idoneo para el establecimiento de la infeccidon crénica. La
presencia de una gran densidad de estas macrocolonias y, en menor medida los

neutrdfilos, hacen que se forme un moco mucopurulento.
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3. Microbiologia de los pulmones en la FQ

Durante las dos ultimas décadas ha habido cambios sustanciales en la epidemiologia
de los patdgenos que infectan a los pacientes con FQ (34). El origen de estos cambios
es muy probablemente multifactorial. Las posibles explicaciones incluyen una mejora
en los métodos diagndsticos de los laboratorio de microbiologia clinica, las estrategias
de identificacion molecular, los cambios en la taxonomia, el aumento de la esperanza
de vida, la presion selectiva de los agentes antimicrobianos, los posibles cambios en el
entorno natural, y/o la posible transmisién de microorganismos de paciente a
paciente. Los patégenos clasicos en la FQ y los patégenos emergentes que a menudo
son altamente resistentes a los antimicrobianos se muestran en la Tabla 2. Ademas,
estudios recientes que exploran el microbiana en la FQ han puesto de manifiesto
microorganismos que generalmente no se consideraban asociados con la enfermedad

pulmonar FQ, particularmente los microorganismos anaerdbicos (35).

Tabla 2. Patogenos clasicos y emergentes en la FQ

Type of pathogen Classic pathogen Emerging pathogen Pathogen status unknown
Bacteria F geruginosa MRSA

H. influenzae Stenotrophomonas maltophifia

MESA, Achromobacter xylosoxidans

B. copacia B. cepacia complex

Burkholderia gladiolf
Montuberculous Mot applicable M AT
mycobacteria M. abscessus complex

Molds Aspergiffus fumigatus Scedosporium apiospermum Aspergilfus terreus

Scedosporium prolfificans
Exophiala dermatitidis
Yeast Candida

Tomado de: Hodson and Geddes. Cystic Fibrosis. CRC Press. Fourth Edition 2015.

La fisiopatologia del pulmdn en la FQ como se ha descrito anteriormente hace que las
funciones de defensa del huésped inhibidas, promuevan un medio ambiente adecuado
para el crecimiento microbiano. La prevalencia de patdgenos respiratorios bacterianos
por edad se muestra en la Figura 7 (9). Los patégenos mas comunes son S. aureus, P.

aeruginosa, H. influenzae y el complejo B. cepacia.
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Figura 7. Prevalencia de los microorganismos respiratorios por grupos de edad
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Tomado de: Cystic Fibrosis Foundation Patient Registry. Annual Data Report 2014.

3.1 Staphylococcus aureus

S. aureus fue reconocido durante la década de 1940, como el primer patégeno
causante de infecciones pulmonares crénicas en niflos con FQ. En la época anterior a
los antibidticos, S. aureus era el patégeno pulmonar mas comun y fue responsable de
la mortalidad de la mayoria de los pacientes con FQ, como se muestra en los estudios
de autopsias (36). Hoy en dia, S. aureus sigue siendo el organismo mas comun que se
encuentra en el 50% de los pacientes con FQ menores de 10 afios de edad (Figura 8), y
la infeccion se puede encontrar en los lactantes con FQ a partir de los 3 meses de

edad.

S. aureus posee una variedad de factores de virulencia. Acido teicoico (un componente
de la pared celular) y las proteinas de unién a fibronectina, se ha visto esta asociada
con la unién de S. aureus a las células epiteliales respiratorias en los pulmones FQ. Una
vez consolidado, S. aureus segrega factores de virulencia como la catalasa, coagulasa,
hemolisina y varias exotoxinas que contribuyen al dafio tisular. Por otra parte, las
capsulas que recubren las células bacterianas y factores de virulencia (a saber
leucocidinas) facilitan una evasién inmune, lo que contribuye a su persistencia dentro

de los huéspedes (37).
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Los datos mds recientes sugieren que S. aureus ya no es una causa significativa de
morbilidad o mortalidad en la FQ. Sin embargo, el dafo pulmonar causado por S.
aureus puede predisponer a la infeccién por P. aeruginosa (38), lo que lleva a un peor
prondstico en los pacientes infectados con ambos patégenos en comparacion con los
pacientes infectados Unicamente con S. aureus. Por lo tanto, se recomienda el

tratamiento precoz y la erradicacion de la infeccién por este microorganismo.

Del mismo modo, la infeccidn por S. aureus resistente a meticilina (SARM) ha
demostrado un efecto perjudicial significativo en los pulmones de los pacientes con
FQ. La prevalencia de la variante de colonia pequefa de S. aureus en los pacientes con

FQ varia de 17% a 49% (39).

Figura 8. Cultivo S. aureus en agar sangre
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Tomado de: Jorgensen and Pfaller. Manual of Clinical Microbiology. ASM Press. 11th Edition 2015 (pag. 363).

El significado clinico de la variante de colonia pequefia de S. aureus en los pulmones
de las personas con FQ ha sido recientemente investigado. Se demostré que las
personas con FQ y variante de colonia pequeiia de S. aureus tenian mas edad, menor

funcién pulmonar y peso corporal. Los pacientes con variante de colonia pequefa de S.
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aureus también estaban significativamente mas coinfectados con P. aeruginosa (80%
en pacientes con variante de colonia pequeia de S. aureus en comparacién con 53%
en los pacientes con el fenotipo normal de S. aureus), lo que podria contribuir a un

peor estado clinico de los pacientes (39).

3.2 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae es con frecuencia el primer microorganismo aislado de
pacientes jévenes con FQ. La vacuna frente H. influenzae no afecta a la adquisicion de
este organismo dado que en la FQ los pacientes albergan cepas no tipificables. A pesar
del frecuente aislamiento de H. influenzae en los lactantes y nifios pequenos (=35%), el
impacto de este organismo en el curso clinico de la FQ ha sido dificil de evaluar, en
parte debido a la frecuente aparicidon de coinfeccién con otros patdégenos. Por otra
parte, H. influenzae es cominmente aislado de los nifios por lo demds sanos (11%) y
adolescentes (47%), lo que complica alin mas la evaluacidn de este organismo como un

patégeno en la FQ.

H. influenzae es un pequefio, pleomdérfico, cocobacilo gram negativo. Es un anaerobio
facultativo. Algunas cepas de H. influenzae poseen una capsula de polisacarido que
puede ser serotipado en 6 tipos diferentes en funcidn de su estructura bioquimica. La
cepa mas virulenta es H. influenzae tipo b (Hib), que representa mas del 95% de H.
influenzae en las enfermedades invasivas, incluyendo bacteriemia, meningitis, celulitis,

epiglotitis, artritis séptica y neumonia (40).

En la FQ, sin embargo, H. influenzae mas frecuentemente aislado en las infecciones de
las vias respiratorias inferiores no esta encapsulado y por lo tanto se llama "H.
influenzae no tipificable (HINT)". EI HINT es parte de la flora normal del tracto
respiratorio superior humano, la colonizacién de la nasofaringe se detecta hasta en el
80% de los individuos. Sin embargo, pueden causar una amplia gama de
enfermedades, incluyendo la otitis media, conjuntivitis, sinusitis, bronquitis y

neumonia. En particular, en los pacientes con enfermedades pulmonares subyacentes
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como FQ, el HINT puede colonizar el tracto respiratorio inferior y puede exacerbar la
enfermedad. La prevalencia de HiNT aislado de las vias respiratorias inferiores de las
personas con FQ es mas alta durante el periodo de la infancia. Se ha visto que hasta un
38% de los neonatos con FQ de un afio de edad pueden estar colonizados por el HINT
en sus vias respiratorias inferiores. Esta cifra se reduce al 24% en los nifios a la edad de
tres y solo al 10% en los pacientes con FQ mayores de 15 afios de edad. Sin embargo,
esta cifra baja puede reflejar una dificultad en aislar este microorganismo. De hecho,
algunos autores han demostrado que las cepas de HiNT se encontraron en el 30% de
los adultos FQ clinicamente estables (41). Teniendo en cuenta que el papel patogénico
del HiNT en la FQ aun no estd aclarado, se ha planteado la hipdtesis de que el HiNT
causa la inflamacién y el dafio en las vias respiratorias y actia como un organismo de

puerta de enlace para otros colonizadores tales como P. aeruginosa.

En resumen, aunque las cepas de HiNT forman parte de la flora normal, cada vez hay
mas evidencia de un papel patogénico del HiNT en individuos FQ, lo que sugiere que
las cepas HINT pueden ser en parte responsables de la progresion de la enfermedad.
Por tanto, un consenso europeo recomienda considerar un tratamiento de la

colonizacién temprana o asintomatica con HiNT (42).

3.3 Burkholderia cepacia complex (BCC)

El género Burkholderia se compone de mas de 60 especies, la mayoria de los cuales se
han descrito en el medio ambiente natural. En los Estados Unidos, el 2,5% de los
pacientes con FQ estan infectados con cepas del complejo Burkholderia cepacia (rango

de 0% -13%) (9).

El Complejo Burkholderia cepacia (BCC) es un grupo de bacilos gram negativos, y al
menos 19 Burkholderia spp. se han relacionado con las infecciones del tracto
respiratorio en pacientes con fibrosis quistica. El término "genomovar" se utiliza
comunmente con el BCC para denotar especies que son fenotipicamente

indistinguibles, pero que tienen suficientemente distincion genética (43). Hasta la
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fecha, 19 genomovares se han identificado y a cada genomovar se ha dado nombres

cientificos formales.

BCC es ubicuo en la naturaleza y se puede encontrar en el suelo, el agua, las plantas y
los animales. El primer miembro de este grupo, B. cepacia (genomovar |), fue
descubierto en 1950 como un agente causal de la pudricidn bacteriana en bulbos de

cebolla; de ahi el nombre "cepia", que en latin significa cebolla.

BCC es un patégeno humano oportunista y normalmente no infectan a los individuos
sanos, solo a los que estdn inmunocomprometidos, como los pacientes con FQ. El
primer informe de un aislamiento BCC de las vias respiratorias FQ fue de una clinica
pediatrica en Toronto, Canada, en 1984. En ese informe, los autores observaron un
aumento de la prevalencia de la infeccién BCC del 10% al 18% durante un periodo de
diez afios, junto con un aumento de la morbilidad y la mortalidad de los infectados.
También describieron un sindrome, posteriormente llamado "sindrome cepacia", que
se caracteriza por fiebre alta, bacteriemia e insuficiencia respiratoria severa y
progresiva que conduce a una tasa de mortalidad de aproximadamente el 20% de los

pacientes colonizados (44).

Entre todos los genomovares BCC, B. cenocepacia es la especie mas comiunmente
aislada de las vias respiratorias en la FQ, y la segunda mas comun es B. multivorans.
Otra especie del complejo BCC, B. dolosa (genomovar VIl), se ha recuperado de las vias
respiratorias de las personas con FQ y se ha asociado con una disminuciéon acelerada
de la funcién pulmonar y un aumento significativo del riesgo de muerte a corto plazo.

(45).

Aunque los niveles de prevalencia de la infeccion BCC son relativamente bajos en
comparacion con la prevalencia de la colonizacién por P. aeruginosa, se ha generado
una considerable ansiedad entre las comunidades FQ debido a tres grandes

preocupaciones: (1) el sindrome de cepacia
(2) la resistencia del BCC

(3) la infeccién cruzada en la FQ
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3.3.1 Sindrome cepacia

El sindrome cepacia se asocia mas frecuentemente con B. cenocepacia que con otras
especies BCC. Como se menciond anteriormente, el sindrome cepacia se produce en
aproximadamente 20% de los pacientes con infeccién BCC. Es importante tener en
cuenta que la mayoria de las personas con BCC permanecen estables durante muchos
afios y la infeccidon puede ser transitoria. Aunque varios estudios han demostrado la

asociacion de unos resultados clinicos peores con la infeccién por BCC (46).
3.3.2 Resistencia antimicrobiana del BCC

Todas las especies del BCC tienen una resistencia innata a muchos antibidticos e
incluso son panresistentes en algunos casos. Esta caracteristica de alta resistencia se
deriva de multiples mecanismos, incluyendo una bomba de expulsién especifica,
reduccion de la permeabilidad de la membrana celular, la inactivaciéon enzimatica con
la producciéon de B-lactamasas, y una alteracién de la diana celular en las proteinas de

unioén a penicilina.
3.3.3 La transmision de BCC entre las personas con FQ

De las diferentes especies del complejo BCC, B. multivorans y B. cenocepacia, son las
dos especies que causan la mayoria de las infecciones en los pacientes con FQ, y han
sido las mas estudiadas en las investigaciones epidemioldgicas. La transmisién de la
propagacion de persona a persona ha sido bien documentada con B. cenocepacia y se
ha observado también con B. multivorans (47). Una cepa especifica designada B.
cenocepacia Toronto o ET 12 esta ampliamente difundida entre las poblaciones FQ,
tanto en América del Norte y en Europa. Estudios epidemioldgicos tienen
documentada su transmisién de persona a persona (48). Estos estudios mostraron que
este organismo produce una adhesina inusual, que puede tener un papel importante
en su difusién. Estudios posteriores han encontrado que esta adhesina parece ser
exclusiva de la cepa ET12 vy de los genotipos estrechamente relacionados. Los
pacientes infectados con B. cepacia tienen significativamente reducida la tasa de

supervivencia a largo plazo en comparacion con los que no estan infectados con este
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organismo. Se ha visto que la cepa ET12 se asocia con un aumento de cuatro veces en

el riesgo de mortalidad (49).

Dado que este microorganismo puede propagarse entre los pacientes, la prevencién
de su transmisidon es de suma importancia teniendo en cuenta el impacto social y
terapéutico sobre los pacientes. La segregacion de los pacientes FQ infectados con B.
cepacia de los no infectados ha demostrado ser muy eficaz (50). Por ultimo, en muchos
de los centros de trasplante, los pacientes infectados con BCC no se consideran

candidatos para el trasplante de pulmén.

3.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa causante de infeccién en
pacientes con sistemas inmunes comprometidos y/o barreras epiteliales
interrumpidas. Como oportunista versatil, P. aeruginosa es capaz de causar infeccién
aguda, que puede resultar en sepsis y la muerte, y una infeccién crénica que puede
persistir durante afos (51). Durante la infeccion aguda, P. aeruginosa segrega
exotoxinas en el medio ambiente que dafia el tejido anfitridon, y P. aeruginosa también
utiliza una estructura similar a una aguja asociada a la superficie, el sistema de
secrecion de tipo lll, para inyectar directamente toxinas en las células del huésped
(51). La infeccidn crénica se cree que esta caracterizada por la formacidn de biofilms,
comunidades de bacterias organizadas asociadas a la superficie que residen en el moco
espeso del pulmén en la fibrosis quistica. Estas biopeliculas persisten a pesar de una
fuerte respuesta inmune y de la terapia antibidtica agresiva. Los pacientes con FQ
estdn especificamente en riesgo de infecciones respiratorias crénicas con P.
aeruginosa a causa de los defectos en la respuesta inmune a la infeccidn bacteriana, y
una incapacidad para eliminar las secreciones espesas que atrapan microorganismos.
Dada la asociacion epidemiolégica entre la infeccion respiratoria por P. aeruginosay el
aumento de la morbilidad y mortalidad en la poblacion con FQ, se ha puesto énfasis en
la prevencion de la adquisicion de P. aeruginosa en el tracto respiratorio, la

erradicacion temprana, los regimenes terapéuticos para los pacientes con infeccién
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crénica por P. aeruginosa, y el tratamiento adecuado de las exacerbaciones

pulmonares agudas (Figura 9).

Figura 9. Diferentes morfotipos de P. aeruginosa ‘

M: Mucoide  NM1: Colonia no mucoide = NM2: No mucoide  SCV: Variedad pequeiia colonia

Tomado de: Jorgensen and Pfaller. Manual of Clinical Microbiology. ASM Press. 11th Edition 2015 (pag. 775).
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3.4.1 Microbiologia general

P. aeruginosa es un bacilo gram negativo que pertenece al género Pseudomonas y la
familia Pseudomonadaceae. Los miembros del género Pseudomonas son habitantes
comunes del suelo, pantanos, habitats marinos costeros y de agua dulce. P. aeruginosa
tiene el genoma mas grande entre todas las bacterias conocidas, lo que contribuye a
su extraordinaria versatilidad, adaptabilidad y virulencia. En conjunto, estas razones

explican por qué P. aeruginosa es un colonizador exitoso y ubicuo (52).

P. aeruginosa es el ejemplo perfecto de un patdégeno oportunista. La bacteria casi
nunca infecta huéspedes sanos. Sin embargo, puede colonizar cualquier tejido con las
defensas comprometidas, tales como quemaduras o heridas expuestas. Causa
infecciones del tracto urinario, infecciones del sistema respiratorio, la piel y de los
tejidos blandos, huesos, bacteriemia y una variedad de infecciones sistémicas sobre
todo en personas con sistemas inmunes alterados entre ellas el cancer y pacientes con
SIDA, enfermos quemados y pacientes tratados con agentes inmunosupresores asi

como las personas con FQ.

Aparte de las personas con FQ que adquieren P. ageruginosa de los ambientes
naturales, las infecciones por esta bacteria generalmente ocurren en los hospitales. Los
pacientes con catéteres permanentes, tales como un tubo endotraqueal, sonda
nasogastrica o tubos urinarios, son propensos a la colonizacion por P. aeruginosa. De
hecho, P. aeruginosa fue el patégeno mas comun aislado de pacientes hospitalizados
(53). La capacidad de crecer en diversos nichos del hospital, incluyendo los desaglies,
ventiladores o incluso en soluciones antisépticas o desinfectantes, junto con su gran
variedad de factores de virulencia secretados y su resistencia a los antimicrobianos,

convierten a P. geruginosa en un patégeno nosocomial temido.
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3.4.2 Sistema Quérum Sensing

La deteccidn de quérum (QS) es un término que se ha dado al proceso de regulacion
que las bacterias utilizan para comunicarse entre si segun un sistema dependiente de
la densidad celular. Generalmente, las bacterias detectan y responden a su densidad
de poblacién a través de pequeiias moléculas difusibles de produccién propia, y
respondiendo a estas sefiales quimicas especificas, las células bacterianas pueden
regular una variedad de funciones fisioldgicas o incluso funcionan como un grupo. Se
sabe desde hace mds de 30 afios que las bacterias pueden comunicarse por la
liberacion y la respuesta a ciertas moléculas de sefalizacién. Este fendmeno, conocido
ahora como QS, fue descrito por primera vez en la bacteria bioluminiscente Vibrio

fischeri (54).

Sistema de deteccion de quérum en P. aeruginosa:

El QS en P. aeruginosa se compone de dos pares principales de circuitos homdlogos a
los operones (complejo de genes) del Vibrio fischeri Luxl / LuxR, denominados Lasl /
LasR y Rhli / RhIR. De forma similar a la Luxl, tanto Lasl y Rhli son autoinductores
enzimas sintetasa, y los complejos resultantes de ambos LasR-autoinductor y RhIR-
autoinductor activan la transcripcion de varios genes diana, incluyendo genes que
controlan la produccién de factores de virulencia y la formacién de biopeliculas (Figura

10) (55).

Dada la importancia de los QS en la patogénesis de P. aeruginosa y otras bacterias, las
estrategias disenadas para interferir con estos sistemas de sefalizacién estan
destinadas a tener un gran potencial como controladores bioldgicos. Este campo de
investigacion tiene un potencial futuro en la lucha contra las infecciones por P.

aeruginosa en especial en pacientes con FQ.
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Tomado de: Schauder y cols. Genes Dev 2001; 15: 1468-1480.

3.4.3 La formacion de biopeliculas

En general, los estudios bacterianos se llevan a cabo por métodos convencionales en
los que las bacterias se cultivan en medio liquido o caldo. Las bacterias cultivadas por
tales métodos estan en un entorno liquido individualmente libres y / o planctdnicas.
Sin embargo, en la naturaleza y en la mayoria de las enfermedades infecciosas, las
bacterias incluyendo P. aeruginosa, viven en una "comunidad", adherida a las
superficies, y este modo de existencia se llama "biofilms". Las biopeliculas, por
definicién, son una comunidad estructurada de células bacterianas incluidas en una
matriz polimérica y adherente de produccién propia a una superficie inerte o viva. Las
bacterias que crecen en biopeliculas se han reconocido cada vez mds como una causa

importante de enfermedades humanas.

33



Las bacterias prosperan en el modo de biofilm de crecimiento con el fin de sobrevivir
en un ambiente hostil. Se ha sugerido que un crecimiento adjunto a las superficies no
s6lo proporciona un cierto grado de estabilidad en el entorno de crecimiento para las
biopeliculas, sino que también puede afectar a las funciones fisioldgicas de las células
adherentes. Por otra parte, la formacién de biopeliculas ofrece proteccién ante las
diversas agresiones ambientales como la toxicidad de metales pesados, para

protegerse de la respuesta inmune y los agentes antimicrobianos (56).

Desarrollo del Biofilm:

Los estudios in situ de los biofilms revelan estructuras altamente hidratadas,
compuestas de entre un 70% a 90% de materiales extracelulares donde las bacterias
crecen como microcolonias intercalados con huecos o canales de agua. Mediante el
analisis de genes y la expresidon de la proteina y las imagenes microscépicas del biofilm
de P. aeruginosa durante el proceso de desarrollo, Sauer y cols. propusieron que la
maduracion de biofilms de P. ageruginosa implica cinco etapas diferentes, como se

muestra en la Figura 11 (57).

Figura 11. Etapas en el desarrollo del biofim

Tomado de: Sauer y cols. J Bacteriol 2002; 184: 1140-1154.
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1. Fijacion reversible: Este es un evento inicial en el desarrollo del biofilm; bacterias
planctdnicas se unen al sustrato en el polo celular utilizando flagelos. En esta etapa, P.
aeruginosa se fija transitoriamente al sustrato y es capaz de separarse libremente. Se

ha demostrado que esta fase de union es independiente de la sefial de QS.

2. Adhesidn irreversible: Las células bacterianas se reorientan al eje celular

longitudinal, y desaparece su motilidad posiblemente debido a la pérdida de flagelos.

Tras esto P. aeruginosa se agregan y forman microcolonias.

3. Maduracién 1: Se inicia el proceso de formacion del biofilm en un ambiente de

anaerobiosis relativa.

4. Maduracién 2: El biofilm alcanza el espesor maximo durante esta etapa del
desarrollo. Los biofilms en esta fase tienen una estructura multicelular en forma de
hongo, aunque la formacion y el tipo de estructura podrian depender de las distintas

fuentes de nutrientes.

5. Desprendimiento: Con el desarrollo de los biofilms, las células individuales o grupos

de células planctdnicas pueden dispersarse y proceder a formar nuevos biofilms.

Biopeliculas de P. aeruginosa en los Pulmones con FQ:

P. aeruginosa forma biopeliculas tanto en el medio natural como en las enfermedades.
Varios estudios han demostrado que este patdgeno adopta un modo de crecimiento
en biofilm en los pulmones de los pacientes con FQ. El examen directo mediante
microscopio de barrido de electrones del esputo de pacientes FQ ha confirmado la
presencia de estructuras de biofilm y cémo P. aeruginosa permanece embebida en la

matriz de exopolisacéaridos (58).

Las bacterias que crecen en el biofilm han demostrado tener una mayor resistencia a
los agentes antimicrobianos en comparacion con las bacterias plancténicas. El fracaso

de un agente antimicrobiano para penetrar en el nicleo de las biopeliculas se ha
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sugerido como uno de los mecanismos responsables de este fendmeno, y la matriz de
exopolisacdridos del biofilm podria actuar como una barrera, reduciendo la cantidad
de agente antimicrobiano que interactia con las bacterias en su interior (59). La
matriz de exopolisacaridos que encierra los biofilms de P. aeruginosa también ha
demostrado que es capaz de proteger a las biopeliculas de la respuesta inmune del
huésped. En ultima instancia, la formacion de biofilms es responsable de la

persistencia de P. aeruginosa en los pulmones con FQ.

3.4.4 Adquisicion de P. aeruginosa en la FQ

Debido a que P. aeruginosa vive en el agua y el suelo y, que se puede encontrar en
verduras y plantas, asi como en los desaglies de agua o superficies humedas, las
personas pueden contraer este microorganismo a partir de diversas fuentes. Por lo
tanto, es generalmente aceptado que las personas con FQ adquieren este patégeno de
su entorno. Los alimentos y el agua potable también pueden ser una fuente de P.
aeruginosa. Varios estudios han reportado contaminacién por P. aeruginosa en los

alimentos o incluso el agua destilada de los hospitales (60).

Después de penetrar en los pulmones, las bacterias deben adherirse a los anfitriones
con el fin de establecer una colonizacion exitosa y resistir las defensas innatas del
huésped. En las personas sanas, las bacterias que entran en el pulmén se eliminan
mediante la depuracion mucociliar. Sin embargo, en los pulmones con FQ el
mecanismo de depuracidon mucociliar se ve afectado, y se ha demostrado que P.
aeruginosa puede adherirse facilmente ala mucosa bronquial. La adherencia entre P.
aeruginosa y las células de la superficie mucosa del huésped es importante en la

colonizacidn bacterianay la infeccidn posterior.

En conclusion, es probable que las personas con FQ adquieren P. aeruginosa del medio
ambiente. Sin embargo, el riesgo de contraer este organismo varia en los diferentes
entornos. El riesgo de adquisicidn a partir de otras personas u otros pacientes con FQ

también existe.

36



3.4.5 Infeccion intermitente por P. aeruginosa

Se ha visto que la adquisicién y la colonizacién de P. aeruginosa puede ocurrir tan
pronto como en el primer afio de vida. Los estudios longitudinales tras la infeccién
por P. aeruginosa en jovenes y nifios con FQ demostraron que los nifos infectados
tuvieron algunos periodos de tiempo intermitentes durante los que las bacterias eran
indetectables. Este periodo de infeccién transitoria es el momento dptimo para la
erradicacidn exitosa de P. ageruginosa y de este modo preservar la funciéon pulmonar y
retrasar el inicio de la infeccidon crénica (61). Desafortunadamente, esta etapa de la
infeccion temprana es temporal y, sin tratamiento, el patégeno a menudo persiste v,

finalmente, se produce una infeccién crénica.

Una revision reciente de la literatura, apoya la hipdtesis de que P. aeruginosa en los
pacientes con FQ, coloniza inicialmente los senos paranasales, y ésta colonizacién
inaugural de la via aérea superior parece ser un predictor de la colonizacién pulmonar

posterior a partir de este reservorio. (62).

3.4.6 La infeccidn crénica por P. aeruginosa

Una vez P. aeruginosa establece una infeccion crénica en los pulmones, las infecciones
bacterianas del mismo linaje persisten durante afios y no se puede erradicar por
ninguna terapia conocida. El rasgo mas caracteristico de la infeccién crénica por P.
aeruginosa en los pulmones con FQ es la conversion de un fenotipo no mucoide al
fenotipo mucoide y la formacion de biopeliculas. El caracter mucoide es resultado de la
produccién de un exopolisacarido mucoide llamado "alginato", y se ha demostrado
que el nivel de la produccién de alginato se correlaciona clinicamente con un peor
prondstico en pacientes con FQ. Es importante destacar que, las bacterias presentan
adaptaciones mediante la produccidn de alginato y la formacién de biofilms. Estas dos
circunstancias, la produccion de alginato y la formacion de biofilms en un medio

anaerdbico confieren a la bacteria estrategias para evadir los mecanismos de defensa
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y la accion de los antibidticos, y en ultima instancia contribuyen a la persistencia de P.

aeruginosa dentro de los pulmones con FQ (32).

3.4.7 Conversion de P. aeruginosa en fenotipo mucoide

P. aeruginosa, aislada del entorno o en pacientes con enfermedades distintas de la FQ
o incluso de la infeccién pulmonar inicial en la FQ, tipicamente parece ser plana o no

mucoide. En contraste, la mayoria de las cepas que se recuperan de los pulmones con

FQ e infeccion cronica presentan la morfologia mucoide (63) (Figura 12).

Tomado de: Hauser y cols. Clin Microbiol Rev 2011; 24:29-70.

Se cree que la cepa mucoide de P. aeruginosa se transforma de la cepa no mucoide,
gue coloniza en los pulmones en una etapa temprana porque se ha demostrado
mediante una técnica de genotipado molecular que los aislados mucoides eran
genotipicamente similares a los aislados inicialmente adquiridos. Sin embargo, no hay
un intervalo claramente definido entre la colonizacion inicial no mucoide y la transicién
a formas mucoides. Como ya se ha sefialado, la produccién de alginato esta

relacionada con el crecimiento de bacterias en condiciones de anaerobiosis.
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Funcidn del alginato:

Pedersen y cols. demostraron que el curso clinico de los pacientes con FQ empeoré
significativamente cuando emergieron P. aeruginosa con produccion de alginato en
las vias respiratorias (64). Se encontré que la fagocitosis tanto directa como mediada
por opsoninas era inhibida debido a la cdpsula de alginato alrededor de las colonias
bacterianas. Es importante destacar que, el alginato, responsable del crecimiento en
biopeliculas de P. aeruginosa, es altamente resistente a las defensas inmunitarias del

huésped y a los antibidticos.

3.4.8 Anticuerpos séricos frente a P. aeruginosa. Precipitinas

3.4.8.1 Antecedentes

La medicién de anticuerpos frente a los patdgenos se realiza principalmente con fines
diagndsticos para detectar la etiologia de las infecciones o para confirmar que la
proteccion después de la vacunacidén estd presente en contra de una determinada

enfermedad.

En algunas enfermedades crdnicas tales como la infeccion pulmonar por Pseudomonas
aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica, los anticuerpos inducidos por Ia
infeccion, obviamente, no ofrecen ninguna proteccién contra la infeccién. Por el
contrario, los niveles altos y el rapido aumento de los anticuerpos se correlacionan con
un mal prondstico (65). La razdon de esto es que la eliminacidn por el sistema inmune
no estd mediada por la respuesta de anticuerpos debido a que el alginato producido
por las bacterias, que es una caracteristica de esta enfermedad, les permite crecer
dentro de biofilms en los bronquiolos. El modo de crecimiento en biofilms es una
estrategia de supervivencia antigua desarrollada por las bacterias que viven en el
medio ambiente para explotar el micro entorno de nutrientes en las superficies y para
evitar ser destruidas por otros organismos y los productos quimicos toxicos (66).Como

consecuencia, las reacciones antigeno-anticuerpo se llevan a cabo alrededor de la
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superficie del biofilm de P. aeruginosa en las vias respiratorias de los pacientes con FQ,
lo que finalmente conduce a la inflamacién crénica dominada por leucocitos
polimorfonucleares. El intento fallido de fagocitosis alrededor del biofilm conduce a la
liberacidon de enzimas proteoliticas tales como la elastasa y radicales de oxigeno que
destruyen gradualmente el tejido pulmonar en la FQ (66). Por lo tanto, la respuesta de
anticuerpos contra P. aeruginosa en la FQ es a la vez un marcador de la cronicidad de
la infeccion y un marcador de la inflamacién y dafio tisular. Esta determinacién de
anticuerpos contra P. aeruginosa en pacientes con FQ se realiza en algunos centros
para distinguir entre colonizacién intermitente por P. aeruginosa, que no da lugar a
una respuesta de anticuerpos significativa y la infeccion crénica por P. aeruginosa, que
se caracteriza por una respuesta de anticuerpos significativa (67). El valor predictivo
tanto positivo como negativo de la prueba de anticuerpos para discriminar entre la

colonizacidn intermitente y la infeccidn crénica es de aproximadamente un 90% (68).

Esto tiene importantes consecuencias terapéuticas, ya que es posible evitar la
infeccidon crénica por P. aeruginosa en casi el 80% de los pacientes con un tratamiento
antibiotico precoz y agresivo de la colonizacion intermitente. De la misma manera,
mediante un tratamiento antibidtico de supresion de la infeccidon crénica por P.
aeruginosa, es posible mantener la funcion pulmonar durante muchos afios y de este
modo mejorar el prondstico de los pacientes FQ, aunque prdacticamente nunca es

posible erradicar la infeccion (69).

3.4.8.2 Métodos diagndsticos para la determinacion de anticuerpos séricos

Es bien conocido que el cultivo de las muestras respiratorias, especialmente el frotis
faringeo tiene varias limitaciones que incluyen la existencia de falsos negativos. Este
aspecto es crucial, dado el interés de una deteccion precoz de la colonizacidn inicial
por P. aeruginosa para asi evitar que la infeccidn progrese hacia la cronicidad. De otro
lado, el aislamiento de P. aeruginosa en secreciones respiratorias no implica

necesariamente que haya infeccion a menos que exista una respuesta especifica de
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anticuerpos (70). Ante estas limitaciones en los cultivos de las muestras respiratorias
en los pacientes FQ, surge como una herramienta alternativa y de apoyo al diagnostico
microbioldgico, la determinacion serolégica de los anticuerpos frente a P. aeruginosa

(68).

Un aspecto a considerar es la gran diversidad en los resultados de los diferentes
estudios, debido a diferencias metodoldgicas, casuisticas, tiempos de seguimiento y
antigenos empleados (Tabla 3). A pesar de estos inconvenientes, varios estudios
destacan la importancia y el potencial diagnéstico de la medicidén de anticuerpos para
la deteccidn inicial de P. aeruginosa antes incluso que los cultivos microbioldgicos se
positivicen, en un tiempo que oscila entre 5 y 30 meses. La respuesta a los antigenos
mas usados (Exo A, ELA, AP-M 15 Medignost y St-Ag: 1-17) evidencia en los diferentes

estudios una buen grado de sensibilidad y especificidad (71).

Desde un punto de vista clinico, se ha demostrado que existe una buena correlacion
entre el nivel de anticuerpos frente a los antigenos de P. aeruginosa (St-Ag: 1-17) y el
estatus clinico, detectdndose valores elevados en relaciéon a una peor funcién
pulmonar o alteraciones en la Rx. de tdrax, incluso con un tiempo de seis meses de
antelacion al primer cultivo positivo para P. aeruginosa, lo cual se asocia con peor

prondstico y una peor funcidn pulmonar (72).

Las evidencias de la utilidad potencial de la determinacién de los anticuerpos frente a
P. aeruginosa, dan soporte a sugerir la incorporacion de esta herramienta diagndstica
en el seguimiento de rutina de los pacientes con FQ, en un esfuerzo por reducir la
prevalencia de la infeccion crénica por P. aeruginosa y para conocer de forma mas

precisa el proceso de colonizacion/ infeccion.

No obstante, actualmente existe consenso en que los resultados prometedores de las
determinaciones serolégicas de anticuerpos, deben ser confirmados mediante estudios

longitudinales junto con otras técnicas diagndsticas auxiliares, y que por el momento
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no se pueden adoptar como Unico criterio tanto para el diagndstico como para decidir

el momento de iniciar el tratamiento (73).

Tabla 3. Métodos para la deteccidn de anticuerpos séricos frente P. aeruginosa

METODO

Enzyme-linked
immunosorbent
assay (ELISA)

Western blot

Radioinmunoensayo
(RIA)

Inmunoelectroforesis
cruzada (CIE)

TIPO DE ENSAYO

Inmunoenzimatico

Separacidn de proteinas
seguido por ensayo
inmunoenzimatico

Inmunoradiometria

Inmunoprecipitacion

DETERMINACION

Antigenos o anticuerpos
unidos a un conjugado
marcado con una enzima

Anticuerpos contra
proteinas de células
enteras

Antigenos o anticuerpos
marcados con
radioisotopos

Precipitados resultantes
de la Interaccion
antigeno-anticuerpo

EJEMPLOS

Inmunoglobulinasy
exoproteinas

Inmunoglobulinas

Inmunoglobulinasy
exoproteinas

Precipitinas

Tomado de: Mauch y cols. Journal of Cystic Fibrosis 2014;13:499-507.
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4. Resistencia Antibiotica

Epidemiologia de la Resistencia:

Las enfermedades infecciosas han sido una causa importante de morbilidad vy
mortalidad a lo largo de nuestra historia. Con la expansion de la era de los antibidticos
durante el siglo XX, hubo una creciente confianza en que la necesidad de especialistas
en enfermedades infecciosas desapareceria. Sin embargo, nadie podia predecir el
impacto que una poblacidn creciente de sujetos inmunocomprometidos tendria sobre
el resurgimiento de enfermedades infecciosas durante las ultimas 3 décadas. Por otra
parte, la capacidad de los patdgenos bacterianos para adaptarse y superar los desafios
de antibidticos en su entorno ha sido poco menos que impresionante. Ahora nos
enfrentamos a una creciente poblacién de bacterias resistentes que amenazan con
entrar en lo que algunos consideran la "era postantibidtica" de las enfermedades

infecciosas.

Algunos de los patégenos resistentes a los medicamentos mas problematicos en la
actualidad incluyen: Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina, Streptococcus
pneumoniae resistente a multiples farmacos, y Enterococcus spp. resistente a la
vancomicina entre las bacterias gram positivas vy, Acinetobacter baumannii resistente
a multiples farmacos, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, y Pseudomonas

aeruginosa, entre las bacterias gram negativas (74).

4.1 Mecanismos de resistencia antibiotica

La aparicion de fenotipos de resistencia a los antimicrobianos esta inevitablemente
ligada al uso clinico (u otro) del agente antimicrobiano contra el que se dirige la
resistencia. Una causa importante de la propagacion de la resistencia a los
antimicrobianos es la falta de adhesion a las normas adecuadas para el control de la
infeccion, tanto dentro como fuera de los hospitales. La propagacién de estos

patdgenos problematicos ha sido atribuida a la transmisién de paciente a paciente,
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presumiblemente durante la asistencia sanitaria debido a la colonizacidn transitoria o

persistente de los trabajadores de la salud (75).

Aunque la resistencia a los antibidticos es predominantemente un problema
nosocomial, las bacterias resistentes también se propagan en el entorno de la
comunidad. Entre los sitios en los que se sabe que se pueden transmitir las bacterias

resistentes se incluyen los centros de dia (76).

Finalmente una fuente importante en la aparicion y propagacion de bacterias
resistentes a los antibiéticos son los nichos no humanos en los cuales se utilizan
antibidticos. Ahora estd bien establecido que los antimicrobianos de uso en animales
se asocian tanto con la resistencia en especies de bacterias que contaminan los
alimentos e infectan a los humanos, principalmente Salmonella y Campylobacter,
como con la transferencia de determinantes de resistencia a especies de Enterococcus

humanos (77).

Mecanismos de la Resistencia Antibidtica:

a) Modificacidon del antibidtico.

Se han descrito muchas enzimas modificadoras de los antibidticos, incluyendo las
betalactamasas, las enzimas modificadoras de los aminoglucésidos (AMEs), vy
cloranfenicol acetiltransferasas (CATs). Aunque estas enzimas son en muchos casos
adquiridas, algunas son intrinsecas a ciertos géneros. Por ejemplo, betalactamasas
cromosomicas son intrinsecos a casi todos los bacilos gram negativos. En algunos
géneros bacterianos (especialmente Enterobacter y Pseudomonas), las betalactamasas
cromosémicas estdan normalmente bajo control, pero cuando se producen alteraciones
en estos mecanismos de regulacién dan como resultado resistencia de alto nivel a los

betalactdmicos de amplio espectro (78).
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b) La modificacidn de la molécula diana.

La interaccién del antibidtico con moléculas diana es generalmente a través de
alteraciones menores, bastante especificas de la molécula diana y puede tener efectos
importantes en la unidn a los antibidticos. Existen numerosos ejemplos de
modificacion de la diana a los antibidticos como un mecanismo de resistencia,
incluyendo la eritromicina ribosomal metilasa que confiere resistencia a los
antibioticos macrélidos, lincosaminas y estreptograminas B (79). Las modificaciones en
las proteinas de unidn a la penicilina (PBP) pueden afectar a la afinidad de estas
moléculas a los antibidticos betalactamicos, como ya se ha visto anteriormente para
S. pneumoniae y especialmente para E. faecium resistente a la ampicilina, a través de
mutaciones en las PBP 5 (80). Modificaciones de las PBP parecen ser un mecanismo de
resistencia importante a betalactamicos en las bacterias gram positivas, mientras que
la produccién de betalactamasas es especialmente relevante en los bacilos gram
negativos.

Otros ejemplos importantes de modificacion de la diana incluyen alteraciones de los
precursores de la pared celular que confieren resistencia a los antibidticos
glicopéptidos; las mutaciones de la ADN girasa y la topoisomerasa IV que confieren
resistencia a las fluoroquinolonas, los mecanismos de proteccién ribosomal que
confieren resistencia a las tetraciclinas, y las mutaciones en la ARN polimerasa que

confieren resistencia a la rifampicina.

c) Acceso restringido al punto diana de la bacteria.

Es axiomatico que un antibidtico debe alcanzar su objetivo en la bacteria para que sea
eficaz. Por lo tanto, para cumplir ese objetivo el antibidtico debe atravesar la barrera
gue supone la pared celular. El fortalecimiento de estas barreras puede ser un
mecanismo muy eficaz de resistencia (81) (Figura 13). Todas las bacterias gram
negativas tienen una membrana externa que debe ser atravesada antes de alcanzar la
membrana citoplasmatica. Las reducciones en las cantidades de porinas (canales para

la circulacion de los materiales a través de la membrana) han sido documentados
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como importantes contribuyentes a la resistencia a imipenem en P. aeruginosa,

cefepime en Enterobacter cloacae, y la cefoxitina o ceftazidima en K.pneumoniae (82).

Figura 13. Mecanismos de resistencia antimicrobiana
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Tomado de: Willey JM: Prescott, Harley, & Klein’s Microbiology. McGraw-Hill.7th edition 2008.

d) Las bombas de expulsion.

Entre las dreas mas activas de la investigacién en resistencia antimicrobiana esta la
identificacidon y caracterizacion de las bombas que expulsan una o mas clases de
antibiodticos del interior de las bacterias (83) (Figura 14). Se han descrito varias clases
de bombas para microorganismos gram positivos y / o bacterias gram negativas. La
mayoria de estas bombas se encuentran en la membrana citoplasmatica y utilizan los
protones como fuerza motriz para expulsar el farmaco.

Las principales familias de estos transportadores de salida son (i) la superfamilia

transportadora principal (MFS), que incluye QacA y NorA / Bmr de las bacterias gram
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positivas y EmrB de E. coli; (ii) las bombas de resistencia a multiples farmacos,

incluyendo Smr de S. aureus y EmrE de E. coli; y (iii) las bombas de resistencia que

modulan la divisidn celular (RND), incluyendo AcrAB-TolC de E. coli y MexAB-OprM de

P. aeruginosa.

Figura 14. Estructura de la bomba de expulsion multifarmaco
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Tomado de: Murakami'y cols. Nature 2002; 419:587-593.

4.2 Multirresistencia antibidtica

La resistencia antimicrobiana a nivel mundial, a pesar de cierta variabilidad geografica,

incluyendo la resistencia a multiples farmacos (tres o mas clases de antimicrobianos)

de P. aeruginosa, estd muy extendida y va en aumento (84).
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La multirresistencia ha adquirido tal importancia que la OMS ha identificado este
problema como la 52 amenaza para la salud humana y sus consecuencias generan
multiples campafias para intentar controlar esta situacién (85). La importancia de la
multirresistencia radica en que provoca un claro aumento de la morbi-mortalidad de
los pacientes tanto en el ambito hospitalario como ambulatorio y la repercusion en los
costes sanitarios es un problema afiadido para la salud publica. Al existir tan alto grado
de resistencia se ven limitadas las posibilidades terapéuticas con un déficit claro de

antibacterianos efectivos para estos microorganismos (86).

Pseudomonas aeruginosa multirresistente (PAMR) forma parte de un grupo de
microorganismos llamados “conflictivos” (junto a Enterococcus resistente a la
vancomicina (ERV), Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM),
Enterobacterias multirresistentes (BLEE) y Acinetobacter baumannii), que tienen en
comun la gravedad de las infecciones causadas y las dificultades terapéuticas. Su
prevalencia a escala mundial estd poco aclarada, ya que no existe un consenso en la
definicién de multirresistencia. Se han disefiado multiples estudios con diferentes
definiciones que dificultan el conocimiento del verdadero impacto clinico de este

problema.

Dentro de las definiciones de multirresistencia la mas utilizada es la presencia de
resistencia demostrada ante antibidticos de tres o mas familias de antipseudomonicos
entre los que se incluyen penicilinas antipseudomonicas (piperacilina), cefalosporinas
(ceftazidima, cefepime), carbapenems (imipenem, meropenem, doripenem),
fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino), aminoglucésidos (gentamicina,

tobramicina, amikacina), monobactamicos (aztreonam) y polimixinas (colistina) (87).

De acuerdo con un informe de la “European Antimicrobial Resistance Surveillance
System” (EARSS), se ha informado de altos porcentajes de resistencia de P. aeruginosa,
especialmente en los paises de Europa meridional y oriental; 34,7% de los aislados de
P. aeruginosa fueron resistentes a uno o mas de las cinco clases de antimicrobianos
considerados (fluoroquinolonas, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, carbapenems y

aminoglucésidos). La resistencia combinada era frecuente; 15,3% de los aislados eran
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resistentes al menos a tres clases de antimicrobianos y el 4,6% de las cepas fueron
resistentes a las cinco clases de antimicrobianos. El porcentaje de cepas con resistencia
combinada frente al menos a tres de las cinco clases variaba considerablemente entre
paises, desde <1% en algunos paises a > 50% en otros paises. Los antecedentes
genéticos de la multirresistencia 6 panresistencia de P. aeruginosa se ha demostrado
que es un combinacidn de hiperproduccion de AmpC, OprD inactivacién, mutaciones
que confieren alto nivel de resistencia al locus diana de las fluoroquinolonas, las
mutaciones implicadas en la sobreexpresion de las bombas de expulsidn, y la

produccién de enzimas que hidrolizan a los aminoglucdsidos (88).

4.3 Mecanismos de resistencia de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa representa un serio desafio terapéutico dentro del tratamiento de las
infecciones adquiridas en la comunidad y nosocomiales, y la seleccién del antibidtico
adecuado para iniciar el tratamiento es esencial para optimizar el resultado clinico.
Desafortunadamente, la seleccién del antibiético mas adecuado se complica por la
capacidad de P. aeruginosa para desarrollar resistencia a multiples clases de agentes
antibacterianos, incluso durante el curso del tratamiento de una infeccién. Algunos
estudios epidemioldgicos han demostrado que las infecciones causadas por P.
aeruginosa resistente a los medicamentos se asocian con un aumento significativo en
la morbilidad, mortalidad, necesidad de intervencién quirurgica, la duracién de la
estancia hospitalaria y la atencidn crénica, y el coste total del tratamiento de la
infeccidn. Aun mas problematico es el desarrollo de la resistencia durante el curso de
la terapia, una complicacion que se ha demostrado duplica la duracién de la
hospitalizacion y el coste general de la atencién del paciente (89). P. aeruginosa puede
desarrollar resistencia a los antibacterianos, ya sea a través de la adquisicién de los
genes de resistencia en elementos genéticos méviles (es decir, plasmidos) o a través
de procesos mutacionales que alteran la expresién y / o funcién de los mecanismos

codificados cromosdmicamente. Ambas estrategias para el desarrollo de resistencia a

49



los medicamentos pueden limitar severamente las opciones terapéuticas para el

tratamiento de las infecciones graves.

4.3.1 Resistencia intrinseca

La resistencia intrinseca es mediada a través de multiples mecanismos. P. aeruginosa
tiene una AmpC betalactamasa inducida cromosdmicamente, que la hace resistente a
la ampicilina, amoxicilina, amoxicilina-clavulanico, y cefalosporinas de primera vy
segunda generacion, asi como a la cefotaxima y ceftriaxona. A pesar de que se pensé
originalmente que la impermeabilidad era responsable de la resistencia a otras clases
de antibidticos, los sistemas de bomba de eflujo han sido identificados como el
mecanismo de resistencia intrinseco mas frecuente. En el caso de P. aeruginosa el
mayor numero de bombas de expulsiéon, se incluyen dentro de la familia RND
(Resistance-Nodulation-Division). Estos sistemas de expulsion multifarmaco pueden
resultar en expulsion de los betalactdmicos, cloranfenicol, las fluoroquinolonas,
macrélidos, sulfonamidas, tetraciclina, trimetoprim, y aminoglucdsidos (90). La
secuenciacion del genoma de P. aeruginosa indica que una alta proporcién de genes,
incluidos los genes reguladores, estan involucrados en el flujo de salida de compuestos
organicos, lo que representa la capacidad de este organismo para adaptarse a diversos
ambientes y resistir a la accidn de los agentes antimicrobianos. Los sistemas de eflujo
también exportan determinantes de virulencia de P. aeruginosa, potenciando su

toxicidad frente al huésped.

4.3.2 Resistencia adquirida

Varios antibidticos superan la resistencia intrinseca de P. aeruginosa y son activos
contra este organismo. Estos incluyen penicilinas de amplio espectro (piperacilina y
ticarcilina), ciertas céfalosporinas de tercera y cuarta generacion (ceftazidima vy
cefepima), carbapenems (imipenem, meropenem, y doripenem), monobactdmicos

(aztreonam), fluoroquinolonas (ciprofloxacino y levofloxacino), aminoglucésidos

50



(gentamicina, tobramicina y amikacina), y colistina. Por desgracia, puede desarrollarse

la resistencia mutacional a los diferentes antipseudomaonicos.

4.3.3 Mecanismos de Resistencia de P. aeruginosa en la FQ

Los pacientes con fibrosis quistica corren un alto riesgo de desarrollar infecciones por
patdgenos resistentes a multiples farmacos, especialmente por P. aeruginosa, debido a
los frecuentes y, a menudo prolongados cursos de antibidticos por via oral,
intravenosos o aerosolizados que se utilizan para tratar la enfermedad pulmonar
crénica. Como resultado, el tratamiento de las exacerbaciones pulmonares agudas en
pacientes infectados con cepas resistentes a multiples fadrmacos puede ser muy dificil,
ya que los médicos se enfrentan con opciones limitadas de antimicrobianos sobre Ia
base de las pruebas de sensibilidad convencional. Este patdégeno es un maestro en el
desarrollo de resistencia por mutaciones espontdneas o tras la adquisicion de

plasmidos (ADN extracromosdmico) que albergan los genes de resistencia (91).

Algunos mecanismos de resistencia estan codificados cromosdémicamente, y su
expresion puede ser inducida por la exposicion a los antibidticos. Dos de esos
mecanismos, los sistemas de expulsidon y las betalactamasas, son algunos de los
mecanismos de resistencia mas frecuentemente detectados en los aislados de P.

aeruginosa en pacientes con FQ (Tabla 4).
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Tabla 4. Mecanismos de resistencia de P. aeruginosa a los antimicrobianos

MECANISMO GLOBAL EJEMPLOS DE MECANISMO MOLECULAR
Modificacién del Betalactamasas (penicilinasasy cefalosporinasas), hidrolizan el anillo
antibiético por enzimas betalactamico, que ya no puede unirse a las proteinas de union a penicilina.

bacterianos.

Enzimas modificadoras de los aminoglucésidos, que hacen que estos
antibioticos no se puede unir a ARNr.

La mutacion en el La mutacion en subunidades de ARN (aminoglucésidos y macrdlidos).
objetivo del antibidtico.

La mutacion en la subunidad A del ADN girasa (objetivos de las quinolonas).

Cambio en la acumulacion Bombas de expulsion que bombean antibidticos al exterior de la célula bacteriana.
del antibidtico dentro de

la bacteria.
La pérdida de porinas (canales dentro de la membrana bacteriana).

Tomado de: L. Saiman Paediatric Respiratory Reviews 2007; 8(3): 249-255.

4.4 Factores asociados a la adquisicion de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es rara vez un miembro de la flora microbiana normal en seres humanos.
Las tasas de colonizacidn representativas para sitios especificos en los seres humanos
son de 0 a 2% para la piel, de 0 a 3,3% para la mucosa nasal, de 0 a 6,6% para la
garganta, y 2,6 a 24% para las muestras fecales (92). Sin embargo, las tasas de
colonizacion pueden superar el 50% durante la hospitalizacidn, especialmente entre
los pacientes que han sufrido un trauma o una brecha en las barreras cutdneas o
mucosas durante la ventilacion mecdnica, traqueostomia, catéteres, cirugias o
guemaduras graves. Los pacientes con alteraciones de la inmunidad tienen un mayor
riesgo para la colonizacién por este organismo, y la alteracién en la flora microbiana
normal como resultado de la terapia antimicrobiana también se ha demostrado que

aumenta la colonizacién por P. aeruginosa (93).
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A pesar de la amplia distribucidn de P. aeruginosa en la naturaleza y el potencial de las
infecciones adquiridas en la comunidad, las infecciones graves por P. aeruginosa son
en su mayoria adquiridas en el hospital. Cuando tratamos de identificar los factores
especificos para la adquisicién de P. aeruginosa uno de los factores mas determinantes
son las comorbilidades asociadas al paciente tales como la existencia de una
enfermedad crénica de base, inmunodepresién como sucede en los pacientes
trasplantados y/o neoplasias, enfermedades pulmonares como las bronquiectasias,
fibrosis quistica y la enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) (94). El hallazgo
de Pseudomonas aeruginosa con morfotipo mucoso es caracteristico de la infeccion
crénica tanto en los pacientes con EPOC, bronquiectasias 6 FQ. Cuando este tipo de P.
aeruginosa emerge presenta mayor tasa de mutacidon, menos movilidad y mayor

propension a generar biopeliculas.

En el caso de P. aeruginosa se ha comprobado un patrdn de colonizacién crénico por
una misma cepa. El estado de alta densidad de células bacterianas es comunicado por
las bacterias por moléculas especificas (quérum-sensing) que controlan la formacién
del biofilm y algunos de los factores de virulencia. Ademds, este alto indculo en un
nicho donde se producen modificaciones en la presién de oxigeno y deprivacién de
nutrientes favorece la seleccién de mutantes resistentes sobretodo en las cepas
hipermutantes. La hipermutacién es un fenédmeno demostrado en las poblaciones de
P. aeruginosa procedentes de pacientes con FQ, EPOC y bronquiectasias que facilita los
fendmenos de adaptacién a situaciones adversas medioambientales y también el

desarrollo de resistencia (95).

Otro de los factores de riesgo sumamente importante es la naturaleza del propio
agente infeccioso, los mecanismos de resistencia y, la susceptibilidad antibidtica varia
no solo de un drea geografica a otra sino también en diferentes sectores del mismo
hospital. Por todo esto, es fundamental conocer los factores de riesgos propios de
cada centro y, los mecanismos de resistencia implicados que determinan el perfil de
antibiograma predominante en cada uno de ellos, para de esa manera tener los datos
precisos a la hora de tomar las medidas mas eficaces individualizando las decisiones

segun las caracteristicas epidemiolégicas de cada unidad.
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Il. HIPOTESIS

Aunque la infeccidn por Pseudomonas aeruginosa. es en gran parte responsable de la
progresion de la enfermedad pulmonar en la fibrosis quistica, la relacién entre los
factores relacionados con su adquisicion y transformacion en cepas resistentes y

mutirresistentes es aun poco conocida.

Nuestro estudio “Epidemiologia de la infeccidn respiratoria por Pseudomonas
aeruginosa resistente y multirresistente en pacientes con fibrosis quistica” tiene como
objetivo ahondar en el conocimiento de estos factores, de forma que nos permita
identificar lo mds precozmente posible a aquellos pacientes mas susceptibles, tanto de
colonizarse crénicamente como de evolucionar hacia una infecciéon por cepas de P.
geruginosa con una mayor resistencia antibiotica y, por consiguiente, con un peor

prondstico a corto y medio plazo.

Tiene un enorme interés el conocer la evolucién temporal de las tasas de resistencia
frente a los diferentes antibidticos antipseudomonicos, con el fin de determinar el
régimen de tratamiento antibiético mas eficaz en nuestra cohorte de pacientes con

FQ.

Un mayor conocimiento de la cronologia desde la primera adquisicion de P.
aeruginosa, hasta su cronicidad y transformacién en un fenotipo mucoide, nos va a
permitir delimitar con exactitud el “periodo ventana” del que disponemos para
intentar retrasar la cronificacién mediante un tratamiento antibidtico precoz vy

agresivo.
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lll. OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis fue profundizar en el conocimiento de
diferentes aspectos epidemioldgicos de la colonizacidn/infeccidn por P. aeruginosa en

la cohorte de pacientes con FQ del Pais Vasco.
Objetivo primario:

Determinar la prevalencia de la colonizacién/infeccién por P. aeruginosa e investigar

los factores asociados al desarrollo de la infeccidn crénica por éste microorganismo.
Objetivos secundarios:

1. Evaluar la cronologia de la colonizacion/infeccion por P. aeruginosa y el desarrollo

de los diferentes morfotipos en el tiempo.

2. Estudiar la evolucion temporal de la sensibilidad antibidtica de las cepas de P.

aeruginosa a lo largo del periodo del estudio longitudinal.

3. Evaluar el impacto clinico de la infeccion pulmonar por cepas de P. aeruginosa

resistentes y multirresistentes.

4. Determinar la capacidad diagnéstica de las precipitinas séricas frente a P.
ageruginosa para diferenciar la situacidn de colonizacién intermitente versus
infeccion crénica por éste patédgeno, asi como su utilidad para discriminar qué

pacientes estdn en riesgo de fallecer o precisar de un trasplante pulmonar.

5. Estudiar la correlacién del nivel de precipitinas con el estatus nutricional (IMC), la
situacion en la funcion respiratoria (FEV1% y FVC%) y la severidad de las lesiones

radioldgicas (“Score de Bhalla” en la TAC).
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Poblacion de estudio.

Este estudio fue una revisién clinica de los datos demograficos, clinicos vy
microbioldgicos de la cohorte de pacientes con FQ del Pais Vasco durante el periodo
1996-2014. Nuestra Unidad atiende a todos los pacientes con un diagnédstico de FQ
del Pais Vasco y otras Comunidades como Navarra, Cantabria y Castilla-Ledn. Todos los
pacientes incluidos en el estudio tenian un diagndstico confirmado de FQ segun los

criterios establecidos (24).

Todos los datos se obtuvieron mediante la revision de las historias clinicas y los
registros microbioldgicos del laboratorio de microbiologia del Hospital Universitario
de Cruces. Bizkaia. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Universitario de Cruces. Cada paciente o su representante legal otorgaron un

consentimiento firmado para su inclusion en el estudio.

El nimero de pacientes atendidos en la Unidad de FQ durante el periodo de estudio
fue de 250. Durante el seguimiento los pacientes tuvieron la siguiente evolucidn:
fallecieron 27 pacientes; 20 fueron perdidos al seguimiento y 15 trasplantados (8 en
seguimiento/7 perdidos). En total fueron excluidos 54 pacientes. En el afio 2014,
periodo en el que realizamos el estudio epidemiolédgico transversal, entraron en el

estudio un total de 196 pacientes.

2. Datos demograficos, clinicos y microbiolagicos de los pacientes

2.1 Datos demograficos y clinicos.

Se obtuvieron de los registros clinicos e historias electrénicas de nuestros pacientes

durante el periodo 1996-2014.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes que se registraron fueron:

edad, sexo, edad al diagndstico, estudio genético, test de sudor, estatus pancreatico,
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indice de masa corporal (IMC), capacidad vital forzada (FVC%) y el volumen espirado

forzado en el primer segundo en porcentaje del valor predicho (FEV1%).

La funcion pulmonar, medida a través del porcentaje del valor predicho del FEV1y FVC,
el indice de masa corporal (IMC) y las muestras respiratorias de esputo o exudado

faringeo se registraron en el momento de su inclusién en el estudio.

Las exacerbaciones respiratorias registradas lo fueron de acuerdo con los criterios
establecidos por Fuchs y cols. (96) y el nimero de ingresos hospitalarios y los dias de
hospitalizacion se documentaron de los registros hospitalarios durante los 5 afos

previos a su inclusién en el estudio.

También recogimos los datos demograficos y clinicos de los pacientes trasplantados y
fallecidos al tiempo del evento, y los comparamos con los mismos datos de los

pacientes en seguimiento activo.

2.2 Datos microbioldgicos.

Todos los estudios microbiolégicos se obtuvieron del registro del Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Cruces. Se recogieron durante el periodo
1996-2014, el estado de colonizacidon frente a P. aeruginosa para determinar la
prevalencia anual de la colonizacién por esta bacteria. En el afo 2014, aifo del estudio
transversal, establecimos el estado de colonizacién patogénica de toda la cohorte
frente a los diferentes microorganismos: P. aeruginosa, S. aureus, S. aureus resistente
a meticilina (SARM), Burkholderia cepacia complex (BCC), Achromobacter xylososidans,
Bordetella bronchiseptica, Haemophilus influenzae; asi como el estado de colonizacién

por hongos de las especies Aspergillus spp, Candida spp.y Scedosporium spp.

La sensibilidad antimicrobiana en los pacientes con colonizacién por P. aeruginosa se
evaluo frente a los distintos antibidticos antipseudomanicos: piperacilina-tazobactam,
carbapenems, cefalosporinas  antipseudomonas, aztreonam, aminoglucdsidos y

colistina.
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Se establecid el estado de colonizacion/infeccion frente a P. aeruginosa segun los
criterios de Leeds (97): i) libre de P. aeruginosa (0 -cultivos positivos); ii)
intermitentemente colonizado (< 50% de cultivos positivos); y iii) cronicamente

colonizado (=50% de los cultivos positivos).

De los 196 pacientes en seguimiento activo en el afio 2014, 89 pacientes tenian una
colonizacidn/infeccion por P. aeruginosa. ldentificamos retrospectivamente la
primocolonizacion por esta bacteria, el inicio de la infeccidn crénica y el momento de

la conversion de P. aeruginosa plancténica a su fenotipo mucoide.

El estado de colonizacion/infeccion por P. aeruginosa se correlaciond con el nivel de
anticuerpos séricos precipitantes (precipitinas), frente a los antigenos capsulares de las
cepas de P. aeruginosa, para determinar la potencia discriminatoria de este marcador
biolégico en diferenciar entre los diferentes estados de colonizacidn: colonizacidn
intermitente, colonizacidn crénica y ausencia de colonizacidn por P. aeruginosa

acorde a los criterios microbiolégicos.

De los pacientes trasplantados y fallecidos durante el periodo de estudio, fueron
analizados sus datos demograficos, clinicos y microbioldgicos. Estos datos se
correlacionaron con los niveles de anticuerpos precipitantes frente a P. aeruginosa

para determinar el valor prondstico de este biomarcador.

3. Cultivo microbioloégico e identificacion de los aislados.

Se procesaron para cultivo las muestras de esputo o exudado faringeo de los pacientes
atendidos en la Unidad de FQ de nuestro hospital durante el afio 2014. Las muestras
de esputo se procesaron siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Espanola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia (98). El protocolo comprende la
homogenizacién y fluidificacién previa al cultivo con ditiotreitol. Posteriormente se
sembré la muestra para cultivo bacteriano cuantitativo en los siguientes medios de
cultivo: agar sangre de carnero, agar chocolate, agar sal-manitol, agar McConkey,

medio cepacia y agar Sabouraud gentamicina-cloranfenicol (Becton, Dickinson and
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Company, New Jersey, EEUU) y se incubaron aerdbicamente a 372C hasta 72 horas.
Las placas de agar chocolate se incubaron en anaerobiosis. Las muestras de exudado

faringeo se inocularon directamente en los mismos medios de cultivo.

Tras incubar las placas, se seleccionaron las colonias morfolégicamente compatibles
con patdgenos relevantes en pacientes con FQ y se realizé el recuento del nimero de
unidades formadoras de colonia por mililitro de muestra (UFC/ml). Las técnicas de
identificacion de los patdgenos utilizadas durante el periodo 1996-2013 incluyeron
pruebas bioquimicas, galerias de identificacion API  (bioMérieux, Francia) y
microscopia con azul de lactofenol (para hongos filamentosos). A partir de 2014 se
utiliz6 ademas la espectrometria de masas (MALDI-TOF MS, Bruker Daltonik,
Alemania). Algunas cepas del complejo Burkholderia cepacia fueron identificadas
mediante el analisis de la secuencia del gen recA (99) en el Centro Nacional de

Microbiologia (Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Madrid).

Se seleccionaron visualmente los diferentes morfotipos de P. aeruginosa en los que se
clasifican habitualmente las colonias (metdlica, puntiforme, rugosa, mucosa) para
posteriores estudios. Todas las cepas se guardaron congeladas a -702 C en leche

semidesnatada hasta el momento de su estudio.

4. Estudios de sensibilidad antibidtica.

Las pruebas de sensibilidad antibiética o antibiograma definen la actividad in vitro de
un antibidtico frente a un microorganismo determinado e indican la concentracién
necesaria para inhibir el crecimiento de una poblacién bacteriana. La determinacién de
sensibilidad a diferentes agentes antimicrobianos de los microorganismos estudiados
se realizd en el periodo 1996-2014 por diferentes métodos: un método de
microdilucién en caldo automatizado y métodos de difusién en agar (E-test y disco-

placa).

En el afio 2014 se determind la sensibilidad antibidtica de las cepas de P. aeruginosa

mediante microdilucién en caldo y E-test. En los casos de cepas con problemas de
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crecimiento, aspecto mucoide o elevada heterogeneidad se utilizaron E-test y el

método disco-placa.

4.1 Método de microdilucion en caldo.

La microdilucién en caldo es uno de los métodos de referencia para la determinacion
cuantitativa de la concentracién minima inhibitoria (CMI) a un determinado antibiético
y consiste en una determinacidon visual del crecimiento en presencia de
concentraciones crecientes de antibidtico. El indéculo se prepard a partir de
suspensiones 0,5 en la escala de Mcfarland (equivalente a 1,5x10% UFC/ml) que fue
diluido 1:1000 en caldo Mueller Hinton para alcanzar una concentracion final de 10%-
10° UFC/ml. Se emplearon sistemas semiautomaticos de inoculacion-lectura e
interpretacion: sistema VITEK 2 (bioMérieux, Francia) hasta 2013 y posteriormente el
sistema MicroScan WalkAway 96 plus (Beckman Coulter, EEUU). Los paneles fueron
incubados durante 18-20 horas a 372C y el valor de CMI se definié como la menor
concentraciéon de antimicrobiano que a simple vista inhibe completamente el

crecimiento del microorganismo estudiado.

Los antibidticos empleados fueron piperacilina/tazobactam, imipenem, meropenem,
aztreonam, ciprofloxacino, levofloxacino, ceftazidima, cefepima, gentamicina,
tobramicina, amikacina y colistina. Para todos los antimicrobianos se consideraron los
puntos de corte recomendados por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

(M100-S10, 2010) (100).

4.2 Método disco-placa.

El antibiograma disco-placa, basado en la técnica de Kirby-Bauer (101), consiste en
depositar, en la superficie de agar de una placa de petri previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel secante impregnados con los diferentes antibidticos.
El disco impregnado de antibidtico se pone en contacto con la superficie himeda del

agar, el filtro absorbe agua y el antibidtico difunde al agar. El antibidtico difunde
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radialmente a través del espesor del agar a partir del disco formandose un gradiente
de concentracién. Transcurridas 18-24 horas de incubacién los discos aparecen
rodeados por una zona de inhibicién. La lectura de los halos de inhibicién debe
interpretarse como sensible (S), intermedia (I) o resistente (R) segun las categorias

establecidas por el CLSI.

4.3. Método del Epsilon test (E-test).

Se trata de una técnica para la determinacion cuantitativa del valor de CMI que utiliza
una tira de plastico impregnada de antibiético con un rango de concentracion
creciente y variable segln el agente antimicrobiano. La tira se deposita en una placa de
agar inoculada con una suspension bacteriana 0,5 en una escala McFarland en suero
fisiolégico. El valor de CMI corresponde al valor que aparece en el punto de
interseccion del halo de inhibicién de crecimiento bacteriano de forma elipsoidal. Este
procedimiento se realizé siguiendo las recomendaciones de la casa comercial (AB

BIODISK, Solma, Suecia).

En este trabajo se utilizaron tiras de Etest® de ciprofloxacino, tobramicina, imipenem y
ceftazidima. Las placas fueron incubadas durante 18-24 horas a 372C y se procedié a la

lectura segln las recomendaciones del fabricante.

4.4 Definicidon de multirresistencia en Pseudomonas aeruginosa.

Los criterios de sensibilidad antibidtica fueron los recomendados por el Clinical and
Laboratory Standards Institute CLSI (100). Teniendo en cuenta el estado de resistencia
frente a los diferentes antipseudomodnicos, las cepas de P. aeruginosa fueron
clasificadas como: sensibles, cuando mostraban resistencia a menos de 3 antibidticos
antipseudomonicos y, multirresistentes, cuando mostraban resistencia a tres o mas de

los antibidticos antipseudomaonicos (87).
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5. Determinacion de precipitinas frente a P. aeruginosa.

Un aspecto crucial en la atencion de los pacientes con FQ es la deteccién temprana de
la colonizacidn por P. aeruginosa para iniciar precozmente un tratamiento erradicador
(102). Desde este punto de vista, el lavado broncoalveolar o los cultivos de esputo
espontaneos o inducidos obtenidos a intervalos regulares serian los métodos
deseables para la deteccidon microbioldgica de P. aeruginosa (103). Sin embargo, en la
practica clinica a menudo tenemos que depender de los resultados de los cultivos de
frotis orofaringeos porque los pacientes son demasiado jévenes o no pueden
expectorar, y este método es la Unica técnica directa no invasiva y facilmente
disponible para obtener cultivos de las secreciones respiratorias.

Un enfoque alternativo es rastrear la colonizacién de P. aeruginosa mediante las
pruebas de anticuerpos en suero contra este patégeno, que permite detectar al

microorganismo antes incluso de que se aisle en las muestras respiratorias (104).

5.1. Sujetos y diseiio del estudio.

Desde el aifio 1985, a todos nuestros pacientes con FQ de la Unidad, se les realiza una
determinaciéon anual de anticuerpos séricos precipitantes, precipitinas, frente a
antigenos capsulares de P. aeruginosa y S. aureus en el Departamento de
Microbiologia Clinica y Centro de Fibrosis Quistica Danés. Rigshospitalet, University of

Copenhagen dirigido por el Dr. Neils Hgiby.

Anualmente se obtiene de cada paciente una muestra de 2,5 mililitros de suero que se
congela y envia para su analisis. Los resultados del analisis mediante
inmunoelectroforesis cruzada se expresan con un numero entero de anticuerpos
precipitantes, precipitinas, hallados en la muestra. Los valores de 0 y 1 se consideran
negativos; valores de 2 o mds precipitinas se consideran a priori positivos para el

microorganismo testado.

Todos los pacientes con FQ fueron testados de forma sistematica para estos dos

microorganismos, o para cualquier otro microorganismo que se hubiese identificado
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en los meses previos en las muestras de esputo, como H influenzae, BCC,
Achromobacter xylosoxidans, Bordetella bronchiseptica, etc. Los resultados de la
prueba de precipitinas se cotejaron con los datos microbiolégicos obtenidos de las

muestras de esputo o exudados faringeos.

En lo que respecta a poder determinar el valor discriminante de las precipitinas en
relacion al estado de colonizacion por P. aeruginosa, los resultados de las pruebas de
anticuerpos precipitantes se correlacionaron en primer lugar, con los datos
microbioldgicos conocidos a partir de la inclusidon de cada paciente en la cohorte FQ.
También evaluamos la correlacién del nivel de precipitinas con los parametros clinicos
de los pacientes, IMC, FEV1 % y FVC% predicho, nimero de exacerbaciones
pulmonares y niumero de ingresos hospitalarios. Ademads, analizamos la evoluciéon del
nivel de precipitinas en los afos previos al evento, de aquellos pacientes que

precisaron de un trasplante pulmonar o fallecieron.

5.2 La inmunoelectroforesis cruzada.

La determinacion de precipitinas se llevd a cabo mediante la técnica de
inmunoelectroforesis cruzada (CIE) como ha sido descrita (105). Se depositaron sobre
portas de cristal de 5X5 cm, 2 ml de una preparacion de antigenos polivalente de P.
aeruginosa (St-Ag: 1-17), consistente en volimenes iguales de antigenos solubles en
agua de los 17, O serogrupos de P. aeruginosa (O-1 al O-17), y fueron expuestos frente
al suero del paciente en un gel de Agarosa, con un pH 8,6. Después de teiiir con
colorante azul brillante, se cuantificd el nimero de immunoprecipitados. Cada
precipitado representd un anticuerpo contra un antigeno especifico de P. aeruginosa.

Se consideraron como normales los valores de 0-1 precipitados (68).
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6. Analisis estadistico.

Estadistica descriptiva:

Las variables categoricas se describen utilizando las frecuencias absolutas o relativas.
Las variables continuas utilizando la media y la desviacion estandar cuando se cumplen
criterios de normalidad en la distribucidon de los datos y utilizando la mediana, los

percentiles 25y 75 y el rango cuando no se cumplen.

Estadistica inferencial:

Los contrastes de hipdtesis sobre comparacién de variables continuas entre 2 grupos
se han realizado utilizando el test de la T de Student para muestras independientes o el
test U de Mann-Whitney en funcidn de la normalidad en la distribucion de los datos. La
comparacion entre tres o mas grupos utilizando Analisis de la Varianza (ANOVA) o el

test de Kruskall-Wallis en funcién de los mismos criterios.

Las asociaciones entre variables continuas se han llevado a cabo utilizando el
coeficiente de correlaciéon de Pearson. La normalidad en la distribuciéon de cada

variable se ha valorado mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Las asociaciones entre variables categdricas se han testado utilizando el test de Ji
cuadrado o el test exacto de Fisher en funcién de las frecuencias esperadas en las
tablas de contingencia. La sensibilidad (proporcion de verdaderos positivos) vy
especificidad (proporcién de verdaderos negativos) se han calculado a partir de las
tablas de contingencia. Los intervalos de confianza del 95% utilizando el método

exacto descrito por Clopper-Pearson (106).

Para el andlisis de la asociacién entre la colonizacién crénica por Pseudomonas
aeruginosa y los potenciales factores de riesgo, se ha ajustado un modelo de regresién
logistica binaria a los datos. La seleccidn de variables se ha realizado de forma manual,
comenzando con un modelo completo con todos los predictores y utilizando de forma
secuencial contrastes de eliminacion de factores no significativos utilizando el test de

la razén de verosimilitud (likelihood ratio test) para comparar modelos. Se ha
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explorado la existencia de interacciones entre predictores a partir de la construccion
de los correspondientes productos de covariables. Para las variables continuas se ha
evaluado la linealidad de la asociacion en el “modelo logit” creando variables
polindmicas y testando su significacion en el modelo. Se ha evaluado la bondad del
ajuste global del modelo final utilizando tests de su linealidad global en el logit, el test
de Hosmer-Lemeshow (107) y una exploracion de los residuos y casos influyentes. La
capacidad discriminativa se valord calculando la sensibilidad y especificidad para
distintos puntos de corte y a través del area bajo la curva ROC. La interpretacién del
grado y sentido de la asociacién se ha estimado utilizando los “odds ratios” y sus
intervalos de confianza al 95%. Finalmente para facilitar la interpretacion de los
resultados se han utilizado las probabilidades marginales estimadas a partir del

modelo final.

El andlisis de los datos se llevd a cabo mediante el software estadistico Stata versién
14.2 (StataCorp. 2015. Stata Statistical Software: Release 14. College Station, TX:
StataCorp LP). En todos los casos la significacion estadistica fue definida por un valor p

<0,05. No se han realizado ajustes por comparaciones multiples.
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V. RESULTADOS

1. Caracteristicas de la poblacion estudiada.

La evolucién de la cohorte de pacientes con FQ del Pais Vasco, atendida durante el

periodo 1996-2014, se muestra en la figura 1.

Figura 1. Diagrama de flujo cohorte pacientes FQ del Pais Vasco (1996-2014)

250 pacientes
Unidad FQ
1996-2014
Excluidos 54
Fallecidos 27
Perdidos 20
Trasplantados 15 Pacientes en seguimiento 2014
(8 en seguimiento / 7 perdidos) E—
196
I [ I |
P. aeruginosa cronica P. aeruginosa crénica P. aeruginosa NO P. aeruginosa
multirresistente no multirresistente intermitente en seguimiento
2014 n=26 2014 n=36 2014 n=27 2014 n=107

Durante los 19 afios de seguimiento, fueron atendidos un total de 250 pacientes.
Durante el evolutivo, 27 pacientes fallecieron, 15 precisaron de un trasplante
pulmonar (8 de ellos en seguimiento activo y 7 perdidos al seguimiento); 20 pacientes

adicionales fueron perdidos al seguimiento.

Para el analisis del estudio transversal del afio 2014, 54 pacientes fueron excluidos,
siendo objeto del estudio clinico, demografico y microbiolégico un total de 196
pacientes, con una edad media de 22,9 afios; 82 mujeres (42,2%) y 114 varones
(57,8%). Las caracteristicas demogriéficas y clinicas mas relevantes se muestran en la

Tabla 1.
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Numero pacientes: 196 Varones, n? (%)
Edad (afios) Media (DE)
Rango
Edad al diagndstico (afos) Media (DE)
Rango
Genética Homocigotos F508del, n? (%)

Heterocigotos F508del, n2 (%)
Otra/otra, n2 (%)
Test del sudor mmol/L , media (DE)
Insuficiencia pancreatica, n2 (%)
IMC, media (DE)
FEV, (%), media (DE)
FVC (%), media (DE)
IMC: indice de masa corporal

FEV;: Volumen espirado forzado en el primer segundo
FVC: Capacidad vital forzada

114
22,9
0-63
5,4
0-63
72
85
39
92
168
20
78
91

(57,8)
(13)

(10)

(36,7)
(43,3)
(20)
(19,5)
(86)
(3,7)
(24)
(16)

Las mutaciones del gen CFTR, se identificaron en el 98% de los pacientes. La mutacion
mas frecuentemente detectada en los alelos fue la mutaciéon F508del, identificada en
229 alelos; en 72 (36,7%) de los pacientes en forma homocigota y en 85 (43,3%) en
forma heterocigota. La distribucidn por edad y sexo de nuestra cohorte se muestra en

la Figura 2. Un total de 90 (46%) de los pacientes se situaba en el rango de edad de

entre 0y 17 aios; la poblacién adulta > 18 afios era de 106 (54%) pacientes.
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2. Patrones de colonizacion/infeccion.

Durante el afio 2014, momento del estudio transversal, se obtuvieron 307 cultivos

positivos para patdgenos bacterianos de la fibrosis quistica en 167 pacientes (85,2%),

en 126 de estos se trataba de una infeccidén crénica; en 29 pacientes (14,8%) no se

obtuvo aislamiento bacteriano alguno. En 90 (46%) pacientes se identific6 mas de un

microorganismo en los cultivos de las secreciones respiratorias. La prevalencia de los

diferentes patégenos asociados a la FQ se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Prevalencia microorganismos bacterianos en la poblacion FQ (2014)

TOTAL PACIENTES 250
Total en seguimiento 2014 196
Pacientes con cultivos positivos 167
Pacientes infeccidn cronica 126
No aislamientos 29
Computo total patdégenos 307
AISLAMIENTOS Total Aislamientos Pacientes
(%) (%) Aislamientos

Staphylococcus aureus 89 29 45,4
Staph. aureus Meticilin-Resistente 10 3,2 5,1
Haemophilus influenzae 3 0,9 1,5
Pseudomonas aeruginosa 78 25,4 39,8
Pseudomonas aeruginosa (mucoide) 51 16,6 26,0
Stenotrophomonas maltophilia 21 6,8 10,7
Achromobacter xylosoxidans 5 1,7 2,6
Burkholderia cepacia complex 21 6,8 10,7
Enterobacterias 16 5,2 8,2
Otras BGNNF 13 4,2 6,6
Total 307 100

BGNNF: bacilos gram negativos no fermentadores
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La distribucién porcentual de los patdégenos bacterianos en nuestra poblacién FQ en

seguimiento activo en el afio del estudio transversal, se muestra en la Figura 3.

ia de aislamientos bacterianos en la FQ (2014)
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P. aeruginosa con un 42% de los aislamientos y S. aureus con un 29% fueron los
patégenos aislados mads frecuentemente. Se observé una mayor prevalencia de S.
aureus en la poblacién con FQ de entre 0-21 afios, mientras que la prevalencia de P.

aeruginosa fue maxima en los pacientes adultos de entre 21-35 afios (Figura 4).

Otros BGNNF como S. maltophilia y A. xylososidans se aislaron en el 6,8% y 1,6%

respectivamente sin un claro predominio en ningliin segmento de edad.

Los aislamientos por el complejo BCC fueron del 6,8%, el 80 % de las cepas se aislaron
en pacientes adultos mayores de 18 anos. La identificacion de los distintos
genomovares fue inicialmente mediante cultivo en medios selectivos v,

posteriormente confirmados genéticamente en el laboratorio de referencia del

73



Instituto de Salud Carlos Ill de Madrid. Del total de las cepas BCC identificadas en 19
pacientes, B. multivorans y B. contaminans se aislaron en 8 y 5 paciente

respectivamente, siendo las especies identificadas con mayor frecuencia.

Stafilococcus aureus meticilin resistente (SAMR), fue aislado en 10 (5,1%) pacientes. La
edad media de estos pacientes era de 22,5 + 4,6 afos. Existia una coinfeccion por P.

aeruginosa en 6 de estos pacientes.

Una colonizacién fungica se identificé en 77 (39,3%) pacientes, principalmente a
expensas de los hongos filamentosos Aspergillus spp. en 59 pacientes y, en menor
medida por Scedosporium spp. en 12 pacientes. Hubo un claro predominio de aislados

por hongos en la poblacién adulta de entre 18 y 35 anos de edad (Figura 5).

Los aislados por hongos se produjeron como un patégeno asociado a diferentes
especies de bacterias, principalmente en pacientes infectados por P. aeruginosa en

47 (24%)y S. aureus en 30 (15,3%).

Figura 4. Prevalencia de los microorganismos por segmentos de edad (2014)
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Figura 5. Prevalencia de los hongos filamentosos por grupos de edad
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Durante el afo del estudio transversal, en 29 pacientes no se obtuvo ningun
aislamiento microbioldgico. Como se aprecia en la Figura 6, esta ausencia de aislados

ocurrié mayoritariamente en las edades extremas de la cohorte.

Figura 6. Pacientes sin aislamientos bacterianos por grupos de edad
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Otro aspecto que se comparo, fue la distribucién de los microorganismos por

segmentos de edad (Figura 7).

S. aureus fue el microorganismo con mayor prevalencia en los pacientes pediatricos y
alcanzé una prevalencia maxima del 84,4% a los 13 afios de edad; posteriormente
declind su nimero de aislamientos a medida que aumentaba la edad de los pacientes,
si bien, se mantuvo en cifras por encima del 30% en la poblacion adulta

mayoritariamente como colonizador multiple asociado a otros microorganismos.

La colonizacion por P. aeruginosa aumentd progresivamente desde cifras de
prevalencia del 10% a los 5 afos, hasta alcanzar un pico maximo del 60,5% a los 19
afos, manteniéndose en estas cifras de prevalencia en todos los grupos de pacientes a
partir de ésta edad. Un dato sorprendente fue la tasa tan alta de aislados de P.
aeruginosa del 40,5% en los pacientes de entre 0-6 afios, si bien se comprobd que se

trataba de colonizaciones intermitentes.

El complejo BCC, se aisld6 en 19 pacientes (10,7%), apareciendo los primeros
aislamientos a partir de los 7 afios de edad, y su distribucion era muy heterogénea
entre los distintos grupos de edad. Las especies aisladas fueron: B.multivorans (8), B.

contaminans (5), B. cepacia (3), B. stabilis (2), B. vietnamiensis (2), B. arboris (1).

En todos los pacientes colonizados /infectados por cepas de BCC, esta especie estaba
asociada a otro microorganismos. En 7 casos asociada a P. geruginosa, en 6 a S.
aureus y en 8 a Aspergillus spp. La coinfeccién de la cepas de BCC con cepas de P.

aeruginosa, se produjo mayoritariamente con cepas de P. geruginosa mutirresistentes.

Es notorio que especies de H. influenzae se aislasen Unicamente en 3 ocasiones a lo

largo del afio 2014, lo que representa el 1% de los aislamientos bacterianos.

Los hongos filamentosos, especialmente Aspergillus spp, fueron aumentando su
prevalencia de forma paulatina desde la infancia, alcanzando su techo maximo a los 30
afios de edad, con una prevalencia como patégeno asociado de entre el 30% al 35% de
los aislados a partir de esa edad. También se aislaron especies de Scedosporium

prolificans y apiospermium en 7 y 5 aislados respectivamente.
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2.1 Patrones de colonizaciéon multiple.

La coexistencia de varios microorganismos es un hecho muy frecuente en los pacientes
con fibrosis quistica. En nuestra cohorte, un total de 61 (31%) de nuestros pacientes
tuvo un Unico patdégeno en el cultivo, predominando como aislamiento Unico S.
aureus en 25 casos y P. aeruginosa en 21 casos. La coinfeccién de dos patdgenos, se
observé en el 32,2 % de los pacientes, siendo las colonizaciones multiples mas
frecuentes los hallazgos en un mismo cultivo de S. aureus y otro patégeno en 33
(16,8%) pacientes y la coinfeccidon de P. aeruginosa y otra bacteria en 28 (14,4 %)
pacientes. También se observd una colonizacién multiple de tres microorganismos en

29 (14,8%) pacientes (Figura 8).
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Figura 8. Patrones de colonizacion multiple en la cohorte FQ
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2.2 Patrones de colonizaciéon multiple en pacientes con P. aeruginosa.

Los hallazgos de colonizacién multiple en los pacientes infectados por P. aeruginosa,
variaron en funcién del estado de colonizacién, con porcentajes del 51,8% y 61,5%
para los pacientes con colonizacién intermitente y crénica por P. aeruginosa

respectivamente (Figuras 9y 10).

Figura 9. Patréon de coinfeccion en pacientes con P. aeruginosa intermitente
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En los pacientes con colonizacién intermitente por P. aeruginosa, los patdgenos

asociados mas frecuentemente fueron S. aureus y S. maltophilia.

En los pacientes con colonizacion crénica, los microorganismos que mas
frecuentemente coinfectaban la via aérea junto a P. aeruginosa fueron S. aureus vy
otros BGNNF. El hongo filamentoso A. fumigatus se encontraba como patdgeno

asociado en el 30% de los pacientes con infeccién por P. aeruginosa multirresistente.
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3. Pseudomonas aeruginosa en nuestra poblacion con FQ.

3.1 Prevalencia de P. aeruginosa periodo 1996-2014.

Para el andlisis de la colonizacién de los diferentes patdgenos asociados a la FQ y la
dindmica de la colonizacién/infeccion por P. aeruginosa se clasificd a los pacientes en
diferentes categorias: a) no infectados, b) colonizacién intermitente, «c)

colonizacién/infeccién crénica segun los criterios de Leeds (97).

En el afio 1996, la cohorte de pacientes con FQ en el Pais Vasco contaba con 92
pacientes. En ese afio la distribucidon real en relacién a la colonizacion por P.
aeruginosa era: 55 (59,8%) pacientes estaban libres de P. aeruginosa; 18 (19,5%)
pacientes tenian una colonizacién intermitente y 19 (20,7%) presentaban una infeccion

crénica por P. aeruginosa.

Durante los afios de seguimiento, en paralelo al aumento en la poblacidn atendida, se
produjo un aumento paulatino de la prevalencia de la colonizacidn/ infeccion por P.
ageruginosa hasta las siguientes cifras en el afio de corte transversal (2014): 107
(54,6%); 27 (13,8%) y 62 (31,6%) de los paciente estaban libres de P. aeruginosa, con

colonizacidn intermitente y con colonizacidn crdnica respectivamente (Figura 11).

Figura 11. Prevalencia colonizacion / infeccion por P. aeruginosa (1996-2014)
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3.2 Caracteristicas de la colonizacién/infeccion por P. aeruginosa, afo 2014.

Los pacientes con colonizacidn intermitente por P. aeruginosa mostraban una edad
media menor (10,5+8 afios) en comparacion con los infectados crénicamente
(27,8+10,3 afios) p<0,001, que mayoritariamente se situaban en los grupo de edad
comprendidos entre los 18 y los 44 afos. En la poblacién FQ > 18 ainos, la prevalencia
de infeccion crénica por P. aeruginosa era de 62/106 (58,5%). No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con colonizacién intermitente vs

cronica en el genotipo, test del sudor o estado de insuficiencia pancreatica.

Los pacientes con colonizacién crénica por P. aeruginosa, tenian un nivel de
precipitinas frente a P. aeruginosa significativamente mas alto que los colonizados de
forma intermitente y presentaban un mayor deterioro de la funcién respiratoria, con

un FEV1% del predicho del 69,4% vs 83,6% en los colonizados de forma intermitente

(p<0,05) (Tabla 3).

Variable . P. aferuginosa P.’a?ruginosa Valor p
intermitente (n=27) crénica (n=62)
Sexo (varan) 13 (48%) 40 (64,5%) 0,11
Edad (afios) 14 (12,8) 26,8 (10,6) <0,001
Genotipo Homocigoto 13 (48%) 28 (45%) 0,67
Heterocigoto 9 (33%) 24 (38%) 0,67
Insuficiencia pancreatica 21(77,7%) 54 (87%) 0,96
Test sudor (mmol/L) 94 (14,6) 95 (16,5) 0,89
Precipitinas 1,6(2,1) 17,4 (13,1) <0,001
IMC 20,3 (3,5) 21,6 (3,4) 0,75
FEV1% 83,6 (18) 69,4 (23,8) 0,053
FVC % 88,2 (13) 87 (18,8) 0,85

IMC: indice de masa corporal
FEV1%: Volumen espiratorio forzado en porcentaje del predicho
FVC%: Capacidad pulmonar en porcentaje del predicho
mmol/L: milimoles por litro
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Cuando analizamos los resultados por grupos de edad, se comprobé que la mayoria de
los pacientes no infectados se situaban en las edades mas tempranas, y se colonizaban

de forma crénica con el incremento en la edad de los pacientes (Figura 12).

Un andlisis pormenorizado de los resultados, evidenciaba que los pacientes con
colonizacidn intermitente por P. aeruginosa fueron 15/27 (55%) en el grupo de edad
de entre 0-6 afios, y de 0/27 (0%) entre los pacientes de 25-36 afios. De otro lado, la
colonizacidn crénica por P. aeruginosa, fue de 12/62 (19,4%) en el grupo de entre 0-18

afios, y de 50/62 (80,6 %) en los pacientes adultos de > 18 afos (p<0,001).

Figura 12. Distribucién colonizacién con P. aeruginosa por grupos de edad
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3.3 Cronologia de la infeccion pulmonar por P. aeruginosa.

La infeccidn respiratoria por P. aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica ha sido
relacionada con un peor curso clinico a largo plazo. Sin embargo, la relacién temporal
entre la adquisicion inicial de P. aeruginosa, el establecimiento de la infeccidon
bronquial crénica y la transformacidn de P. aeruginosa en un fenotipo mucoide no se

conoce con precisién (102).

Durante el periodo de seguimiento 1996-2014, 62 pacientes desarrollaron una
infeccidn bronquial crénica por P. aeruginosa. La media del tiempo transcurrido desde
la primera adquisicién de P. aeruginosa hasta su cronificacién fue de 4,6 afios, rango
(0-19). El 25% de los pacientes cumplia criterios de infeccidn crénica el afio del primer
aislamiento de P. aeruginosa. Una vez establecida la cronicidad, el porcentaje de
pacientes con cepas de fenotipo mucoide fue del 65%. La infeccidn por P. aeruginosa
se asocid con una caida significativa de la funcién pulmonar desde un FEV1% inicial,
media de 82,8 + 20,3 hasta cifras de FEV1% de 69,3 + 19,6 (p<0.001). Los niveles de
precipitinas se incrementaron de forma notoria como respuesta del sistema inmune al

establecimiento de la infeccién crénica por P. aeruginosa (Tabla 4).

Tabla 4. Datos de la colonizacién inicial vs cronica por P. aeruginosa

Colonizacion inicial Infeccion crénica Valor p
Edad 14,5 19 19,1 9 <0,001
Precipitinas 1(0-5) 6 (3-15) <0,001
IMC 20,3 3,2 20,5 +2,9 0,359
FEV,% 82,8 £20,3 67,5 +23,4 <0,001
FVC % 92,1+125 86,9 +19,6 0,052
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3.4 Morfotipos de los aislados de P. aeruginosa.

En el afio del estudio de corte transversal, 89 pacientes estaban colonizados por P.
aeruginosa, 62 de forma crénica y 27 con una colonizacién intermitente acorde a los
criterios de Leeds (97). Se evidencié una diferencia notoria de los morfotipos de P.

aeruginosa en relacion con el estado de colonizacién/infeccion.

De los 27 pacientes con colonizacidn intermitente, en 24 (89%), las cepas de P.
aeruginosa tenian un fenotipo plancténico. En contraste con lo anterior, de los 62
pacientes con infeccién crénica, un 75,8% de las cepas tenian un fenotipo mucoide

(Figura 13).
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La distribucién de los morfotipos de P. aeruginosa por grupos de edad, reflejaba dos
hechos relevantes. Por un lado, el aumento de la prevalencia de la colonizacién por P.
aeruginosa a medida que aumentaba la edad de los pacientes, y de otro lado, como el
fenotipo plancténico de P. aeruginosa daba paso al fenotipo mucoide en consonancia
con el cambio del tipo de colonizacidn, que era mayoritariamente intermitente en los
pacientes mas jévenes en contraste con el tipo de infeccion crénica en los pacientes

adultos (Figura 14).

Figura 14. Distribucion de morfotipos de P. aeruginosa por grupos de edad
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La proporcién de las cepas de P. aeruginosa segin su morfotipo, fue en nuestra
cohorte del 38,5% vs 10% de morfotipos planctonico y mucoide respectivamente en
los pacientes de entre 0y 18 afos; y del 61,5% vs 90% en los pacientes de > 18 afios

(p< 0,001).
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3.5 Patrdn de resistencia antibiotica de las cepas de P. aeruginosa

Un hecho que a dia de hoy es poco conocido, son los factores asociados a la
adquisicion 'y transformacién de cepas de P. aeruginosa sensibles a los
antimicrobianos, en cepas resistentes y multirresistentes (PAMR). En nuestro estudio,
las variables que se asociaban con un riesgo mayor de infeccidn crdnica por cepas de P.
aeruginosa, fueron la colonizacion por Aspergillus spp, un genotipo homocigoto para la

mutacion F508del y un nivel elevado de precipitinas frente a P. aeruginosa.

3.5.1 Patron de sensibilidad antibiética periodo 1996-2014.

Una de las caracteristicas que se estudiaron de las cepas de P. aeruginosa, fue el
patron de sensibilidad antibidtica a lo largo del periodo 1996-2014 frente a los

diferentes antibidticos antipseudomonicos.

Las tasas porcentuales de resistencia antibidtica a los antipseudomédnicos durante ese
periodo aumentd en todos los grupos de antibidticos, siendo especialmente notoria
para la piperacilina-tazobactam (10% vs 47%), aztreonam (20% vs 40%), carbapenems
(11% vs 60%), quinolonas (26% vs 67%), cefalosporinas (16% vs 60%) y
aminoglucdsidos (48% vs 60%). Por el contrario, P. aeruginosa mostré tasas de
resistencia a la colistina por debajo del 10% a lo largo de todo el periodo de estudio, a
pesar de su uso como terapia antibiética via inhalada desde hace mas de dos décadas

en nuestra Unidad de FQ (Figura 15).
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Figura 15. Resistencia antibiética de los aislados de P. aeruginosa (1996-2014)
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3.5.2 Patrdn de resistencia antibidtica cepas P. aeruginosa 2014.

En el afio 2014, se realizo el estudio transversal y analizamos la sensibilidad antibidtica
de las cepas de P. aeruginosa obtenidas de las muestras respiratorias de nuestros
pacientes durante ese ano. Se testd la sensibilidad antibidtica en los 62 pacientes con
infeccidn crénica por P. aeruginosa frente a los siguientes agentes antimicrobianos:
piperacilina-tazobactam, imipenem, meropenem, aztreonam, ciprofloxacino,

levofloxacino, gentamicina, amikacina, tobramicina, ceftazidima, cefepime y colistina.

Dividimos a los pacientes en dos grupos en funcién de la tasa de resistencia antibidtica.
Grupo A) 26 pacientes colonizados por P. aeruginosa multirresistente, PAMR
(resistente a > 3 familias de antibidticos antipseudomodnicos). Estas cepas mostraban
una resistencia superior al 50% en todos los antibidticos testados, considerados
individualmente, excepto a meropenem, tobramicina y colistina. Grupo B) 36 pacientes

colonizados por P. aeruginosa no multirresistente (PAS) que registraban porcentajes
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de resistencia antibiotica inferior al 20% en todos los antibidticos exceptuando

amikacina (21%) y gentamicina (33%) (Figura 16).

El andlisis comparativo de los porcentajes de resistencia antibidtica entre los dos
subgrupos, revelaba diferencias significativas para todas los antipseudomdénicos

testados.

No hubo diferencias en la edad ni en el estatus nutricional entre ambos grupos, sin
embargo, los pacientes infectados crénicamente por P. aeruginosa multirresistente
(PAMR) tuvieron un deterioro mayor de la funciéon pulmonar que los infectados por

P. aeruginosa no multirresistente (PAS), FEV1 del 58,2% vs 77,7%, p< 0,001 (Tabla 5).

Figura 16. Porcen
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Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes infectados por P. aeruginosa

PAMR PAS Valor p
Edad 29,2 +11,2 25,7 £10,1 0,204
IMC 21,3+3,0 21,8+3,7 0,560
FEV,% 58,2 £22,1 77,7 £20,9 0,001
FVC % 81,7+21,9 91,0+ 15,3 0,055

3.6 Factores asociados con la infeccidn crénica por P. aeruginosa.

Se han descrito en la literatura diferentes factores que predisponen a la infecciéon
crénica por P. aeruginosa en los pacientes con FQ. Factores como la edad, genotipo,
sexo, comienzo temprano de la colonizacidn inicial, estatus pancreatico y deterioro de
la funcién pulmonar (108). En cambio, existe una gran variacién en los porcentajes de
la colonizacién/infeccién entre diferentes cohortes, entre distintos paises y dentro de
un mismo pais (109). Es importante conocer la epidemiologia local y tratar de
averiguar qué variables influyen en el desarrollo de la infeccidon crénica por P.

aeruginosa, pues ello tiene implicaciones clinicas.

En el afio del estudio transversal, un total de 62 pacientes con una edad (mediazDE)
19,1+ 9,1 afios; hombre /mujer 41/21, estaban infectados créonicamente por P.

aeruginosa.

El analisis univariante, determiné como factores asociados con la infeccién crénica por
P. aeruginosa en nuestra cohorte, la edad, la edad al diagndstico, el indice de masa
corporal, el FEV1%, la FVC%, el n2 de ingresos hospitalarios en los 5 afios previos, los
niveles de precipitinas séricas, la coinfeccion por Stenotrophomonas y Aspergillus spp.

Se incluyeron en el modelo multivariable inicial todas estas variables. Se llevé a cabo
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un proceso de construccion de un modelo multivariable a partir de la eliminacién
progresiva de las variables con un mayor valor de p. utilizando el test de la razén de
verosimilitud (likelihood ratio test). La capacidad discriminativa del modelo final se
valord calculando la sensibilidad y especificidad para distintos puntos de corte en la
probabilidad estimada de colonizacién y a través del area bajo la curva ROC (Figura

17).

En el modelo multivariable final, tres variables permanecian asociadas
significativamente a un mayor riesgo de colonizacion/infeccion crénica por P.
aeruginosa. Ser homocigoto para la mutacion F508del frente a ser heterocigoto (OR
3,93; 1IC 95%: 1,03-14,98; p=0,045); la coinfeccion por Aspergillus spp. (OR 4,21; IC 95%:
1,35-13,17; p=0,013) y el nivel de precipitinas séricas frente a P. aeruginosa (OR 1,52
por cada incremento del nivel en una unidad; IC 95%: 1,29-1,79; p< 0,001), (Tabla 6).
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Tabla 6. Resultados del analisis multivariante

VARIABLE OR IC 95% Valor p
Genotipo homocigoto* 3,93 (1,03-14,98) 0,045
Coinfeccion Aspergillus spp. 4,21 (1,35-13,17) 0,013
ppPA** 1,52 (1,29-1,79) <0,001
*Grupo de referencia: heterocigotos para la mutacion F508del.

**Asociacion lineal: aumento del riesgo por unidad de incremento en el nivel sérico de precipitinas (ppPA).

Basandonos en este modelo, en nuestra cohorte de pacientes con FQ, la probabilidad
predicha de que un paciente estuviese infectado crénicamente por P. aeruginosa era
del 65% para un nivel de precipitinas frente a P. aeruginosa > 10, y alcanzaba una
probabilidad del 90% cuando se sumaba el hecho de estar coinfectado por Aspergillus
spp. (Figura 18). Cuando introdujimos en el modelo la variable ser homocigoto para la
mutacion F508del, la probabilidad predicha para un valor de precipitinas 2 10 era del
80% vy subia al 97% cuando se afiadia el estar coinfectado por Aspergillus spp. (Figura
19). El analisis de la colonizacién/infeccidn crénica por P. aeruginosa observada (Figura
20), vino a corroborar lo predicho por el modelo multivariable. El nivel de precipitinas
> 10 marcaba el punto a partir del cual todos los pacientes estaban indefectiblemente

infectados de forma cronica por P. aeruginosa.
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Figura 18. Probabilidad predicha de la colonizacion crénica por P. aeruginosa
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Figura 20. Colonizacién / infeccion cronica por P. aeruginosa observada

colonizacion por PA en 2014
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4. Repercusion clinica de la infeccion pulmonar por P. aeruginosa.

4.1 Impacto sobre la Funcién pulmonar.

Los resultados de la funcién pulmonar de nuestra cohorte en pacientes de > 6 afios,
incluia 160/196 pacientes activos en el afio 2014. La media del FEV1% predicho fue de

81% (DE 24,8) y de la FVC % predicha fue de 90,3 (DE 18,6).

Como era presumible, el FEV1 % mostraba los valores mas altos en los pacientes mas
jovenes. El FEV1% medio en el tramo de edad 6-11 afios fue del 97%. En los siguientes
tramos de edad, el FEV1% seguia decreciendo paulatinamente con el aumento en la
edad de los pacientes hasta alcanzar su valor medio mds bajo, FEV: del 60% en los
pacientes de entre 40-44 aiios. En los pacientes con > 45 afios, con un diagndstico
mayoritariamente en la edad adulta y con mutaciones del gen CFTR mas leves, el FEV1

medio fue del 80% del predicho (Figura 21).

Figura 21. Funcion pulmonar (FEV1%) cohorte FQ Pais Vasco (2014)
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4.2 Impacto sobre la Funcién pulmonar segun estado de colonizacién.

Los resultados en funcién del estado de colonizacién por P. ageruginosa comparando
entre colonizados y no colonizados, mostraba diferencias estadisticamente
significativas con valores del FEV1% predicho de 88,5% versus 69,3%, p< 0,001 para los
no colonizados frente a los colonizados respectivamente. La media del FVC% del

predicho fue de 92,5% vs 86% para los no/si colonizados respectivamente.

Habia diferencias significativas en el FEV1% entre los no colonizados y los colonizados
por P. aeruginosa no multirresistentes (p= 0,058) y entre los no colonizados y los
PAMR (p< 0,001). Un analisis en profundidad de los datos generales, evidencié que
habia diferencias estadisticamente significativas entre los colonizados de forma
intermitente (PAIl) y los colonizados por cepas de P. aeruginosa multirresistentes
(PAMR), y entre los pacientes colonizados por cepas de P. aeruginosa sensibles (PAS)
y los PAMR (Figuras 22 y 23). Se comprobd un deterioro gradual en la funcién
pulmonar medida a través del FEV1% del predicho, desde el estado de no colonizacion
por P. aeruginosa (FEV1= 88,5%), colonizacidn intermitente (FEV1=84,9%), colonizacién

por cepas sensibles (PAS) (FEV1=77,5%) y colonizados por cepas PAMR (FEV1=58,8%).
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Figura 23. FEV1% vs patron colonizacion / infeccidn por P. aeruginosa
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4.3 Impacto clinico nimero de exacerbaciones e ingresos hospitalarios.

El periodo de transicion entre la colonizacidn inicial y el establecimiento de una
infeccidn crénica por P. aeruginosa en nuestra cohorte de pacientes FQ, manifesté un
periodo ventana promedio de 4,6 aiios. La infeccidn crdnica por P. aeruginosa tuvo
una repercusion negativa en la funcién pulmonar, con una caida media en el FEV: del

12,5%.

Cuando comparamos la repercusion clinica, medida a través del numero de
exacerbaciones pulmonares, nimero de ingresos y dias de ingreso hospitalario (Figura
24), se comprobd que habia diferencias significativas entre los tres estados de
colonizacién en cuanto al niumero promedio de exacerbaciones pulmonares y numero
de ingresos hospitalarios en los cinco afios previos al afio del estudio transversal. Un
anadlisis pormenorizado acreditd que no habia diferencias significativas entre los
pacientes con colonizacion intermitente (PAI) respecto a los colonizados por cepas no
multirresistentes (PAS). Por el contrario, si hubo diferencias entre los colonizados de
forma intermitente y los colonizados por cepas PAMR, y entre estos ultimos y los

colonizados por cepas PAS (p= 0,0034), (Tabla 7).

Figura 24. Repercusion clinica de la colonizacion / infeccion por P. aeruginosa
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Tabla 7. Repercusion clinica de la colonizacién / infeccion por P. aeruginosa

PAIl (n=27) PAS (n=36) PAMR (n=26) Valor p

N¢ exacerbaciones, media (rango) 0,46 (0-9) 0,76 (0-4) 2,23 (0-8) <0,001
N2 ingresos hospitalarios, media (rango) 0,15 (0-1) 0,21 (0-2) 1,15 (0-5) 0,003
N¢ dias de ingreso, media (rango) 0,78 (0-15) 2,00 (0-37) 8,81 (0-55) 0,001

El estatus clinico de los pacientes infectados crénicamente por P. aeruginosa mostraba
diferencias significativas en relacion al nivel de resistencia antibiética de la cepas de P.
aeruginosa. Los pacientes infectados por cepas multirresistentes tuvieron un mayor
deterioro funcional (FEV1%), mayor numero de exacerbaciones infecciosas
pulmonares, mds ingresos hospitalarios y dias de ingreso en el hospital que aquellos

pacientes infectados por cepas de P. aeruginosa sensibles (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas pacientes infectados por P. aeruginosa (PAMR vs PAS)

PAMR PAS Valorp
IMC, media (DE) 21,3 (3,0) 21,8 (3,7) 0,560
FEV,%, media (DE) 58,2 (23,1) 77,7 (20,9) 0,001
FVC% ,media (DE) 81,7 (21,9) 91,0 (15,3) 0,055
N2 exacerbaciones, mediana (p25-p75) 1(0-4) 0(0-1) 0,006*
N2 de ingresos, mediana (p25-p75; rango) 0(0-2; 0-5) 0 (0-0; 0-11) 0,014*
N2 dias de ingreso, mediana (p25-p75; rango) 0 (0-10; 0-55) 0 (0-0; 0-228) 0,009*

* Test de U de Mann-Whitney
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5. Precipitinas séricas en nuestra poblacion con FQ.
5.1 Nivel de precipitinas en nuestra poblacion (afo 2014).

Los anticuerpos séricos antipseudomonas precipitantes, precipitinas, han demostrado
tener un valor diagndstico y prondstico en la colonizacién/infeccién por P. aeruginosa
en la FQ (110). Nuestros resultados revelan que existe un nivel de precipitinas frente a
los antigenos de P. aeruginosa (ppPA) creciente a medida que los pacientes pasan de
un estado de colonizacion intermitente a una situacién de infeccidén crénica. También
observamos un aumento de las ppPA en aquellos pacientes infectados por P.

aeruginosa que precisaron de un trasplante pulmonar o fallecieron (Figura 25).

Figura 25. Nivel de precipitinas vs estado colonizacion por P. aeruginosa (2014)
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5.2 Precipitinas vs estado de colonizacion por P. aeruginosa (1996-2014).

El andlisis de los resultados de este estudio puso de manifiesto el valor de las ppPA
para discriminar colonizacién intermitente vs crénica. El nivel promedio de precipitinas
al tiempo de la primo colonizacién por P. aeruginosa fue de 1 (rango 0-5), mientras
que al tiempo del establecimiento de la infeccién crénica fue de 6 (rango 3-15), p<
0,001; reflejando que los niveles de precipitinas aumentan de forma notoria como
respuesta del sistema inmune al establecimiento de la infeccidén por P. aeruginosa. En
nuestra cohorte el tiempo transcurrido desde el inicio de la colonizacidn hasta la
cronicidad fue en promedio de 4,6 afios (rango 0-19 afios). Con nuestros resultados de
precipitinas séricas frente a P. aeruginosa, el hecho de que un paciente tenga de forma
consecutiva durante dos afos un nivel de precipitinas > 7 clasificaria su estado como

de colonizacién crénica con una sensibilidad del 64,6% y una especificidad del 100%

(Figura 26).
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5.3 Correlacion precipitinas vs estado nutricional (IMC).

El analisis de correlacion entre el nivel de precipitinas frente a P. aeruginosa versus
indice de masa corporal, en pacientes mayores o igual a 18 afos y con un nivel de
precipitinas superior a 10 evidenciaba una correlacidn significativamente negativa con

un coeficiente de correlacién r= - 0.39; p=0,029 (Figura 27).
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5.4 Correlacién precipitinas vs funcién pulmonar.

El andlisis de los resultados en los pacientes colonizados, evidencio una alta correlacién
negativa entre las precipitinas antipseudomonas y el FEV1% predicho, con una r= -
0,65; p< 0,001. El estudio de las subpoblaciones de los pacientes colonizados por P.

aeruginosa reveld que esa correlacién negativa se perdia en los pacientes con
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colonizacidn intermitente, era mas débil, r= -0,31 en los colonizados por cepas de P.

aeruginosa no multirresistentes (PAS), y mostraba una correlacion negativa mas

acusada en los PAMR, r=-0,70; p< 0,001 (Figura 28).

Figura 28. Correlacion precipitinas vs FEV1%
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La correlacién entre el nivel de ppPA vs FVC% predicho, mostraba una correlacién
negativa (r= -0,42; p= 001), menos marcada que la correlacién con el FEV1%.
Nuevamente era el grupo de pacientes con infeccidn créonica por PAMR quienes tenian
una peor capacidad pulmonar a medida que aumentaba el nivel de precipitinas (Figura

29).
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Figura 29. Correlacion precipitinas vs FVC%
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5.5 Correlacidn precipitinas vs alteraciones en la TAC “Score de Bhalla”.

El “score radioldgico de Bhalla” evalia de un modo estandarizado el dafio pulmonar en
los pacientes con FQ, mediante una puntuacién del dafio estructural objetivado en la
TAC pulmonar (111). Este “score” parte de una puntuacién inicial de 25 puntos, que
corresponde a un pulmdn normal, y se van restando puntos a medida que se objetivan
danos estructurales en la TAC, de tal forma, que un dafio pulmonar mayor se

corresponde con una menor puntuacion.

Un analisis de la asociacion entre el nivel de ppPA con el “score de Bhalla” en nuestros
pacientes con infeccidon crénica por P. aeruginosa, evidencié una correlacion de

Pearson negativa con un valor r=-0,47; p <0,001 (Figura 30).
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Los resultados muestran como a medida que aumentan los niveles de ppPA, disminuye
la puntuacién en el score de Bhalla, es decir, existe un mayor dafio pulmonar a la par
gue se incrementa el proceso inflamatorio reflejado a través del valor de las
precipitinas séricas. El grado de correlacidn es mayor y estadisticamente significativa

en el caso de la colonizacién por PAMR.

5.6 Valor precipitinas para predecir evento de trasplante /Exitus.

Durante los 19 afios de seguimiento de la cohorte de pacientes con FQ, tuvimos 25
exitus y 15 pacientes precisaron de un trasplante pulmonar. La media de edad al
trasplante fue de 28,6 afios versus 21,8 anos al fallecimiento (p=0,013). Casi dos tercios

de los fallecidos fueron varones 17/25 (62%) y el porcentaje de homocigotos F508del
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fue del 28% versus 6,7% para los pacientes fallecidos y trasplantados respectivamente.

El nivel de precipitinas fue muy elevado en ambos grupos en el momento del evento,

27,9 versus 22,2 unidades para los fallecidos y trasplantados respectivamente. Como

era previsible, la funcién pulmonar estaba muy deteriorada en ambos grupos, con un

FEV1% predicho de 40,5% vs 36,4% para fallecidos y trasplantados respectivamente

(Tabla 9).

Tabla 9. Datos de los pacientes trasplantados y fallecidos

Edad evento en afios; media (DE) [rango]
Género femenino, n (%)

FEV,%, media (DE) [rango]

FVC%, media (DE) [rango]

Genotipo: Homocigoto
Heterocigoto
Otros

Desconocido
Insuficiencia pancreatica, n (%)
IMC*, media (DE) [rango]

ppPA*, media (DE) [rango]

Trasplantados
28,6 (8,7) [20-49]
7 (46,7%)
36,4 (9,9) [24-59]
50,9 (13,0) [34-79]

1(6,7%)
9 (60%)

3 (20%)
2 (13,3%)

13 (86%)

20,5 (2,0) [17,4-24,0]

22,2 (13,5) [2-43]

* Solo en pacientes de > 18 afios

Exitus
21,8 (7,5) [7-35]
8 (32,0%)
40,5 (14,9) [25-84]
54,6 (11,5) [39-91]

7 (28%)
11 (44%)
1 (4%)
6 (24%)

25 (100%)

19,8 (2,1) [17,0-25,0]

27,9 (9,0) [5-50]

Valor p
0,013
0,354
0,352

0,335

0,143

0,135

0,372

0,140

En nuestro estudio, considerando el patrdn de evolucién temporal de las precipitinas

en estos pacientes, podemos establecer que un perfil que combina un nivel de

precipitinas 2 10 durante dos afios seguidos con un incremento anual de al menos 1

unidad/afio durante esos dos afios, presenta un alto riesgo de fallecer o tener que ser

sometido a un trasplante pulmonar, probabilidad estimada del 63% (sensibilidad de

46,5%; especificidad del 87,7%).
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Los resultados del nivel de ppPA y de la situacién funcional de los pacientes con FQ de
nuestra cohorte, nos permiten afirmar que el perfil del paciente con FQ que fallecié o
precisé de un trasplante pulmonar, mostraba en el momento del evento un FEV; <
45% del predicho en 28/32 pacientes (87,5%) de los casos, y un nivel de precipitinas >
20 en el 93,7%.

5.7 Evolucidn nivel precipitinas hasta el evento del trasplante/Exitus.

La evaluacion de la variacion temporal del nivel de precipitinas en los casos con evento
de trasplante/exitus, nos muestra un patron de aumento continuo de los valores
medios a lo largo del periodo de observacidn. Cuatro afios antes del evento en el grupo
de los pacientes fallecidos y, dos afios antes del evento en el grupo de trasplantados, el
nivel medio de ppPA era de > 20 (Figura 31). Al momento del evento, la media del nivel
de precipitinas era de 27,9 y 22,2 unidades para los fallecidos y trasplantados

respectivamente.

Figura 31. Evolucion de las precipitinas en pacientes trasplantados y fallecidos
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El analisis de los resultados seriados del nivel de precipitinas frente a P. aeruginosa
desde su primer registro hasta la fecha del evento, mostraba dos patrones de
evolucidn bien diferenciados. El mds caracteristico y representativo fue aquel donde
el paciente comienza con un nivel de precipitinas bajo, menos de 6 unidades, seguido
de un rapido y brusco crecimiento hasta niveles 2 20 unidades, acompafado de un
periodo de entre 2-4 afios en meseta hasta el evento de trasplante/fallecimiento

(Patrén A).

Un segundo modelo, era aquel que partia de un valor inicial de ppPA elevado > 10,
experimenta en un momento determinado un aumento brusco hasta cifras de 25 o
mas unidades de precipitinas, seguido de un periodo en meseta o mds raramente de

decaimiento hasta el evento (Patrén B) (Figura 32).

En dos pacientes fallecidos su comportamiento diferia de los dos modelos anteriores,
con niveles de precipitinas séricas < 10 unidades al fallecimiento. Ambos estaban

coinfectados, uno por SARM vy el otro por una Burkholderia cepacia.

Estos dos patrones de evolucidon temporal en el nivel de precipitinas se cumplia en
11/15 (73,4%) de los pacientes que finalmente precisaron de un trasplante pulmonar

(Figura 33).
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VI. DISCUSION

La infeccidn crdnica por P. aeruginosa se produce hasta en el 80% de los pacientes con
FQ, y es el principal determinante de la mortalidad de esta enfermedad. Es importante
entender la epidemiologia de esta bacteria en los personas con FQ para mejorar el

abordaje clinico de esta enfermedad.

Recientemente han aparecido pruebas que demuestran que algunas cepas de P.
aeruginosa crénicas tienen un impacto negativo en la salud de los pacientes (112). La
investigacion presentada en esta tesis se centré en las cepas de P. aeruginosa
resistentes y multirresistentes, investigd la cronologia de la infeccién pulmonar, su
perfil de sensibilidad antibidtica, los factores asociados a su cronicidad y su impacto

clinico.

1. Prevalencia de P. aeruginosa en nuestra poblacion.

Las tasas de prevalencia de los diferentes patdgenos en la FQ, pueden variar en
funcion de como se analicen los resultados, ya sea de un solo cultivo (prevalencia
puntual) o de los obtenidos a lo largo de un afio (prevalencia anual), como ya se ha
informado en estudios previos (113). Nosotros elegimos la prevalencia anual, con los
resultados obtenidos en el afio 2014, afo del estudio transversal, por un doble motivo.
Por un lado, es un reflejo mas fiel del estado de colonizacién de la via aérea y de otro
lado el registro de 12 meses es el periodo preceptivo para poder diferenciar la
infeccion intermitente versus crénica por P. aeruginosa segun los criterios de Leeds

(97).

Nuestra prevalencia anual fue de 89/196 (45,4%), que estda en consonancia con lo
reportado en los registros de FQ de los Estados Unidos y Canada cuyas prevalencias
para la P. aeruginosa en el afio 2014 eran del 46% y 49,6% respectivamente (9,114).

Nuestra proporcidon de pacientes colonizados crénicamente por P. geruginosa era
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globalmente de 62/196 (31,6%) y del 58,5%, en la poblacién FQ de nuestra cohorte >
18 afios de edad.

Otros autores (115), encuentran en sus series tasas de prevalencia de P. aeruginosa
similares (61,5%) de forma global, pero con unas tasas reducidas del 18% en pacientes

menores de seis afios de edad.

Recientemente han aparecido dos publicaciones que informan de un cambio en la
tendencia hacia una disminuciéon de la prevalencia de P. aeruginosa en la Fibrosis
quistica. La primera de ellas, con datos extraidos del Registro Americano de FQ,
muestra una tendencia hacia la disminucién de la incidencia y prevalencia de P.
aeruginosa entre los afos 2006 y 2012 (116). En el otro estudio longitudinal de una
cohorte FQ, Crull y cols. (117) durante el periodo 2002-2012, encuentran que la
prevalencia de P. aeruginosa durante ese tiempo se redujo de 73,5% en afio 2002 al
67% en el 2012. También se observdé un cambio de prevalencia de P. aeruginosa
crénica fenotipo mucoide, que pasé de un 68,2% en el 2002 a un 58,1% en el 2012.
Una explicacién plausible de este cambio de tendencia, son las modificaciones en las
caracteristicas de la cohorte, con una poblacion de homocigotos F508del que fue
disminuyendo y paralelamente a un aumento en la proporcién de individuos
diagnosticados en la edad adulta con CFTR de clase funcional leve, clases IVy V, lo que
viene a significar que la existencia de una funcién del CFTR residual puede derivar en
una tasa menor de infeccidn crénica. Un ejemplo de ello es un estudio reciente en
pacientes con FQ y la mutacién G551D que tras recibir un tratamiento con ivacaftor,
lograron una disminucién en la prevalencia de cultivos positivos para P. aeruginosa.
Otro factor que ha podido influir es la utilizacién precoz y agresiva de pautas de
tratamiento antibidtico ante una colonizacion reciente de P. aeruginosa. Se sabe que el
uso de antibiéticos orales e inhalados es el estandar de tratamiento para erradicar P.
aeruginosa recién adquirida. En la poblacién con FQ el uso de antibidticos inhalados
para erradicar P. aeruginosa de nueva adquisicién se ha asociado con una disminucién

en la prevalencia de la infeccidn crénica por esta bacteria (118).
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Si bien nuestras tasas de prevalencia de P. geruginosa estan en consonancia con lo
publicado, no podemos obviar que son precisamente estos pacientes infectados
créonicamente los que tienen una mayor morbimortalidad y una reduccién de casi 10
afios en la esperanza de vida en comparacion con los no infectados (119). De ahi la
importancia de conocer todo lo referente a la epidemiologia de esta bacteria en
nuestra cohorte, para establecer las pautas de tratamiento idoneas destinadas a
retrasar y disminuir su incidencia y, de este modo, mejorar las condiciones clinicas de

nuestros pacientes.

2. Cronologia de la infeccion por P. aeruginosa y sus morfotipos.

Los mecanismos de la colonizacién inicial por P. aeruginosa, siguen siendo un punto de
debate. Hay por lo menos tres explicaciones para este mecanismo de colonizacién
temprana. Una primera hipotesis sugiere que P. aeruginosa accede a las vias
respiratorias y se une a las células epiteliales a través de los pili y flagelos, como
consecuencia de la existencia de un gran niumero de receptores pili que propician su

colonizacion.

Una segunda teoria propone que la proteina CFTR pudiera ser un receptor celular para
P. aeruginosa y que esta proteina CFTR defectuosa de los pacientes con FQ, seria

incapaz de depurar a este microorganismo del aparato respiratorio.

Una tercera teoria, sefiala que son las vias respiratorias del paciente con FQ las que
muestran una hipersecrecién mucosa y un defecto en el aclaramiento mucociliar, que
va empeorando con la edad. En esas circunstancias P. ageruginosa podria tener ventaja

para unirse a la mucosa y protegerse asi de la fagocitosis (120).

Se piensa que la adquisicion de P. aeruginosa comienza en la primera infancia,
mediana de 1 afio. Parece ser que el microorganismo se adquiere inicialmente de
fuentes ambientales, pero también estan descritos la propagacién de paciente a
paciente en clinicas y hospitales. Esta primocolonizacion del pulmén FQ se produce en

general por cepas no mucoides o planctdnicas, a una edad temprana (102). Con el
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tiempo (mediana de 11 afios) hay una transicion a un fenotipo mucoide de P.
aeruginosa que lleva asociado un mayor deterioro clinico, radiolégico y de la funcién

pulmonar.

En este punto conviene destacar que algunos autores han observado cepas de P.
aeruginosa fenotipo mucoide y con capacidad de formar biopeliculas en pacientes FQ
con una infeccion reciente, que son cldsicamente cepas asociadas con la infecciéon

cronica del pulmon.

Un examen de las cepas de P. aeruginosa aisladas de los pacientes FQ infectados
cronicamente, suelen mostrar una capa de alginato que les confiere resistencia a los
antibidticos y las protege contra la fagocitosis (103). Es precisamente esta facultad de
P. aeruginosa de formar micro colonias embebidas en el “biofilm”, lo que le dota de
esa capacidad para persistir crénicamente en la via aérea del pulmén con FQ, como
consecuencia de una disminucion del aclaramiento y de la respuesta inmune del
huésped. Un estudio ha demostrado que esta produccién de alginato aumenta como
resultado del ambiente de anaerobiosis relativa que se produce en la mucosa
bronquial del paciente con FQ (32). Este fenotipo mucoide de P. aeruginosa no es
exclusivo de la FQ, pues también se ve en pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) y en las bronquiectasias no asociadas a la FQ en una
proporcién menor; sin embargo, este fenotipo mucoide se observa en mas del 75% de
los aislados de P. aeruginosa en la FQ. Recientemente se ha sefialado que las mujeres
con FQ son infectadas por cepas mucoides de P. aeruginosa con mayor frecuencia y a
una edad mas temprana que los hombres (121) y que éste hallazgo esta relacionado

con la produccién de estréogenos.

Con todo lo dicho anteriormente, el momento de la transformacién de P. aeruginosa
planctdnicas al fenotipo mucoide en los pacientes FQ sigue sin estar aclarado, al igual
gue las consecuencias clinicas de tal cambio y la respuesta de anticuerpos que pueden

proteger contra la colonizacion (122).

Nuestros resultados, de la cronologia de la colonizacidn/infecciéon por P. aeruginosa

mostraron que la media de edad de la primo colonizacion fue a los 14,5 afios y la edad
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media de la infeccidon crénica fue de 19,1 afios. El tiempo medio transcurrido desde la
colonizacidn inicial hasta su cronificacion fue de 4,6 afios (rango 0-19 afios). Un 25% de
los pacientes cumplia criterios de infeccion cronica al afio del primer aislamiento,
ademads un 75% de las cepas presentaban un fenotipo mucoide una vez establecida la

cronicidad.

A la hora de comparar nuestros resultados de la cronologia de la infeccién por P.
aeruginosa con lo descrito en la literatura, una de las mayores dificultades encontradas
es la escasez de estudios longitudinales. Si encontramos estudios transversales
referentes a la adquisicion de P. aeruginosa plancténicas y P. aeruginosa mucoide
usando andlisis de grupos de pacientes con FQ heterogéneos y con un amplio rango de

edad (123).

El estudio de Liy cols. (102) tomando como base del estudio la poblacién con FQ del
proyecto de cribado neonatal de Wisconsin examiné de forma prospectiva la
epidemiologia de P. geruginosa y su impacto en la morbilidad pulmonar. En este
estudio, la edad de adquisicion de P. aeruginosa plancténicas y P. aeruginosa

mucoide tuvo lugar a una media de 1y 13 anos respectivamente.

El contraste con nuestro estudio es muy llamativo, por un lado la edad tan temprana
de la colonizacién inicial (1 aifo vs 14,5 afos) y también la edad de la adquisicion de P.
aeruginosa mucoide, el equivalente a la infeccion crénica, que fue a los 13 anos versus
19 afios de nuestra cohorte. Esto hace que el periodo de transicién desde P.
aeruginosa platdnica a P. aeruginosa mucoide fuese de 10,9 anos frente a los 4,5 afios
de media que transcurrian desde la colonizacién inicial hasta su cronificacion en
nuestro estudio. Por lo tanto, la “ventana de oportunidad” estimada para un
tratamiento erradicador de la colonizacién inicial parece ser sensiblemente menor en

nuestro estudio (4,5 anos vs 10,9 afios).

Parece claro que dependiendo del tipo de cohorte y del disefio del estudio la
adquisicion de P. aeruginosa sucede después de un tiempo variable (70), sin embargo

la infeccidn por P. geruginosa mucoide sucede en una etapa posterior. Como ya se ha
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comentado, una vez establecida P. aeruginosa mucoide es imposible erradicarla con el
tratamiento antibiético actual; se va haciendo mads patente con la edad y conlleva una

disminucion de la supervivencia (124).

Nuestra observacion longitudinal del momento del establecimiento de la infeccion
cronica por P. aeruginosa es mas tardia que la observada por Ballmann y cols. (123)
gue en su estudio transversal detecta P. aeruginosa mucoide a una edad media de 12,5
afos. La trascendencia desde un punto de vista clinico de la deteccién precoz de la
colonizacidén por P. aeruginosa planctdnica es muy importante pues estd demostrado
gue en esa fase puede ser aplicado un tratamiento agresivo, de esta forma
retrasariamos la aparicién del fenotipo mucoide, que parece imposible de erradicar

una vez se ha establecido en la mucosa bronquial.

Por lo tanto, el intervalo de tiempo entre la colonizacion inicial y el desarrollo de la
infeccion crénica mayoritariamente por cepas mucoides, ofrece una “ventana de
oportunidad” para que la supresién y erradicacién pueda ser posible con un

tratamiento antibidtico (4).

Nuestra experiencia con la terapia antibidtica erradicadora de la colonizacién inicial
por P. aeruginosa sugiere que esta modalidad de tratamiento extiende por un tiempo
variable la “ventana de oportunidad”, prolongando el tiempo hasta el desarrollo de la
infeccion bronquial crénica (125). Nuestros resultados muestran cémo los pacientes
sin P. aeruginosa tuvieron mejores resultados clinicos y de funcién pulmonar. La
infeccion crénica por P. aeruginosa empeord estos resultados, especialmente en el
grupo de pacientes infectados por cepas de P. aeruginosa multirresistentes (PAMR).
Del mismo modo, Ballmann y cols. (123) y Parad y cols. (126) en sus respectivos
estudios transversales con nifios y adultos con FQ, encontraron que la infeccién por P.

aeruginosa mucoide se asociaba con una disminucién en el FEV1%.

En un intento de mejorar la rentabilidad diagndstica de los cultivos de las muestras
respiratorias, esputo y exudados faringeos, y habida cuenta de las limitaciones en la
obtencién de muestras aptas en la poblacién infantil, algunos autores como Burns y

cols. (70) han explorado los cambios en el fenotipo y genotipo de P. aeruginosa
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obtenidos por exudado faringeo o lavado broncoalveolar en una cohorte de 40
pacientes FQ durante los tres primeros afos de vida. Los resultados obtenidos
mediante cultivo evidenciaron que el 72,5% de los pacientes tuvo en algin momento
un cultivo positivo para P. aeruginosa; cuando combinaron los resultados serolégicos y
los cultivos el 97,5% de los pacientes tuvieron evidencia de infeccidn para la edad de
tres afios. Concluyen que la infeccion por P. aeruginosa en pacientes con FQ ocurre a
edades muy tempranas y puede ser intermitente o indetectable mediante cultivo. Los
estudios serolégicos predijeron una mayor incidencia de la infeccidon que la conseguida

a través de los cultivos de exudado faringeo o lavado broncoalveolar.

Estos datos son muy interesantes puesto que la respuesta inmune del organismo,
como se evidencia por la produccién de anticuerpos, puede reflejar una infeccién
actual antes que el exudado faringeo o el lavado broncoalveolar. De hecho, la
“infeccion” se distingue de la “colonizacidn” sobre la base de la respuesta inmune del
huésped. Abundando en este concepto, un aislamiento bacteriano en el pulmén, que
normalmente no es estéril, no indica necesariamente una infeccion sin la evidencia de
una respuesta de anticuerpos frente al microorganismo infectante (127). Tener en
cuenta este concepto es de gran interés, pues se ha encontrado que las pruebas
seroldgicas que reflejan la infeccidon por P. aeruginosa en la FQ, se correlacionan con la

infeccion cronica (128).

Un dato relevante a considerar en nuestro estudio fue que la mayoria (89%) de los
aislados en los nifios y adolescentes < 18 afios fueron por P. aeruginosa plancténica, a
diferencia de lo que suele observarse en las formas avanzadas de la enfermedad que
suelen ser mucoides y pigmentadas. Esto apoya la hipdtesis avanzada por Speert y
cols. (129) que preconiza que la conversion de P. aeruginosa a un fenotipo mucoide, se
produce bajo la presidn del medio ambiente Unico de la via aérea de los pacientes con

FQ.

El otro hallazgo interesante en este estudio fue el alto porcentaje de aislados de P.

ageruginosa que eran susceptibles a gran parte de los antibidticos testados, en
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contraposicién a los aislados de P. aeruginosa de pacientes con enfermedad avanzada

que a menudo son altamente resistentes a los antibidticos (130).

El estudio longitudinal presentado en esta tesis caracteriza la epidemiologia de P.
aeruginosa en nuestra cohorte de pacientes con FQ durante casi dos décadas.
Nuestros resultados sobre el intervalo de transicion desde la colonizacién inicial a su
transformaciéon en una infecciéon crénica con un 75% de cepas mucoides, con las
implicaciones terapéuticas que este hecho conlleva, proporcionan una informacion
clinica muy valiosa. Nuestros pacientes con FQ pueden adquirir P. aeruginosa a
edades tempranas de la vida y la prevalencia de P. ageruginosa crénica con fenotipo
mucoide aumenta notablemente con la edad; eso implica que la prevencién y la

deteccidn precoz de P. aeruginosa son criticos en su evolucidn.

3. Perfil de resistencia antibidtica de las cepas de P. aeruginosa.

Debido al tiempo prolongado durante el cual P. aeruginosa habita en las vias
respiratorias de los pacientes con FQ y los repetidos ciclos de antibidticos a los que
estd expuesta, la resistencia a los antimicrobianos es frecuente (131). Las mutaciones
ocurren con frecuencia en los genes que controlan la produccién de bombas de
expulsién y betalactamasas (132), y también la aparicion de linajes de cepas de P.
aeruginosa resistentes a los antibidticos que se expanden bajo la presion selectiva de
la terapia antibiédtica. Si la infeccidn por cepas altamente resistentes de P. aeruginosa
se asocia con peores resultados en la FQ es menos claro, y sorprendentemente pocos

estudios han abordado esta cuestion.

El estudio presentado en esta tesis aborda esta cuestion desde dos perspectivas
distintas. Por un lado quisimos conocer los cambios en la sensibilidad antibidtica de las
cepas de P. aeruginosa crénica que se habian producido durante los 19 afios de
seguimiento. Por otra parte, nos interesaba ver cdmo se comportaban esas mismas
cepas en cuanto a su susceptibilidad antibidtica en el afio de estudio transversal frente

a las diferentes familias de antibidticos antipseudomanicos.
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En la primera parte del estudio, comprobamos que la practica totalidad de los
antibioticos habian experimentado un gran crecimiento en las tasas de resistencia,
con la Unica excepcién de la colistina y eso a pesar de ser uno de los antibidticos que

venimos utilizando en la terapia inhalada desde hace mas de 2 décadas (Figura 15).

La segunda parte del estudio, nos permitié después de testar las cepas de P.
aeruginosa a los diferentes antipseudomonicos, etiquetar a los pacientes con infecciéon
crénica por P. aeruginosa en 2 categorias en funcién de la resistencia antibiética:
Grupo A) pacientes colonizados por P. aeruginosa multirresistente (PAMR), (resistente
a 2 3 familias de antibidticos antipseudomonicos) y Grupo B) pacientes colonizados por
P. aeruginosa no multirresistente (PAS) (resistente a < 3 familias de antibidticos
antipseudomonicos). Comprobamos que el 42% de los pacientes con infeccidén crénica
cumplian criterios de mutirresistencia y el 58% eran catalogados como no
mutirresistentes. Esta diferenciaciéon es importante por dos razones. En primer lugar,
por la repercusién clinica que de esto se deriva al limitar el nimero de antibidticos
disponibles y de otro, la necesidad de segregar a estos pacientes con cepas de P.
aeruginosa multirresistentes (PAMR) del resto de pacientes para evitar las infecciones

cruzadas.

Nosotros hemos podido demostrar las consecuencias clinicas negativas que se derivan
de la emergencia de cepas de P. aeruginosa multirresistentes, dado que estos
pacientes mostraron una peor funcién pulmonar respecto de las cepas sensibles
(FEV1% del 58% vs 76,2%) y también un mayor numero de exacerbaciones y de

ingresos hospitalarios (133).

Este efecto negativo en la situacién clinica de los pacientes con FQ también ha sido
reflejado por Al-Aloul y cols. (134) que observaron que los pacientes con infeccién
crénica con una cepa epidémica de P. aeruginosa resistente a multiples farmacos
tenian una disminucion anual aumentada en el valor de FEV: de un 4,4% y una
disminucion del indice de masa corporal mayor que los controles emparejados

infectados con cepas no epidémicas de P. aeruginosa.
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Lechtzin y cols. (135) examinaron el efecto en los resultados de la resistencia a
multiples farmacos durante un periodo de 33 meses en 75 pacientes con FQ infectados
con P. aeruginosa. En comparacién con los pacientes infectados por P. aeruginosa
susceptibles a los antibidticos, los infectados con P. aeruginosa multirresistente tenian
un mayor riesgo de muerte o trasplante de pulmén y un declive acelerado en el FEV;.
Las razones de esto puede ser que los pacientes con FQ infectados con cepas muy
resistentes obtienen menos beneficios de la terapia antimicrobiana, que el nivel de
resistencia se correlaciona simplemente con el nimero de ciclos de antibidticos que un
paciente ha recibido y por lo tanto es un marcador de enfermedad mas avanzada, o
qgue la resistencia a multiples antibidticos es un marcador para las cepas que han

mejorado la virulencia debido a otros rasgos que las acompaiian (136).

No estd aclarado el efecto que puedan producir estas cepas de PAMR sobre el
prondstico después de un trasplante de pulmdn. Dos estudios no evidenciaron peores
resultados en la supervivencia tras el trasplante pulmonar en este tipo de pacientes,
pero un tercer estudio de Hadjiliadis y cols. (137) encontraron que el 43,7% de los 103
pacientes con FQ sometidos a trasplante de pulmdén y que estaban infectados con
bacterias mutirresistentes, tuvieron una disminucién en la supervivencia respecto de
los pacientes infectados con bacterias sensibles (58,3% frente a 85,6% a los 5 afios; p =

0,016).

Los resultados del presente estudio muestran el aumento tan notorio que han
experimentado las tasas de resistencia de P. aeruginosa a la practica totalidad de los
antibidticos antipseudomadnicos. Este aumento en la resistencia antibiética durante las
dos ultimas décadas ha sido corroborado por otros autores (138). En el estudio de
Mustafa y cols. se examind la susceptibilidad a los antibiéticos dentro de una coleccién
de P. aeruginosa aisladas de pacientes con FQ en tres paises del norte de Europa. Una
observacion clave fue que las tasas de resistencia eran altas en esta poblacion, lo que
confirma estudios previos de pacientes con FQ (9), y sobre todo mucho mas altas que
las evidenciadas en los aislados recogidos en el norte de Europa en las unidades de
cuidados intensivos. Ademads, se descubridé un alto grado de resistencia cruzada entre

antibidticos, que es importante desde el punto de vista farmacoldgico y clinico. Se
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observé un alto grado de resistencia cruzada entre penicilinas y ceftazidima, tal como
se esperaba. En contraste, meropenem, colistina y, en menor medida, tobramicina
fueron activos frente a una gran proporcion de los aislados, con pocas cepas

resistentes a estos tres antibidticos.

Nos resulta notable el hecho de que estos tres antibiéticos fueron también los mas
activos frente a las cepas de P. aeruginosa resistentes y mutirresistentes en nuestro
estudio, con porcentajes de resistencia de entre el 0% y 9% para las cepas no

multirresistentes, y del 21% al 32% para las cepas multirresistentes.

Estos hallazgos tienen una repercusién clinica relevante, puesto que la tobramicina y la
colistina por inhalacidon a menudo se consideran de primera linea para la erradicaciéon
de la infeccion temprana por P. aeruginosa; la tobramicina también se considera de
primera linea para los tratamientos crénicos. Las altas concentraciones conseguidas

por esta via de administracion pueden ayudar a superar la resistencia (5).

Hasta la fecha, no estd aclarado cémo surgen estas resistencia antibidtica de las cepas
de P. aeruginosa. Se sugiere que la resistencia puede ocurrir ya sea de forma
esporadica o sin relacién con el tiempo de aislamiento. En estos casos, la presencia de
variantes de cepas mutantes parece predeterminar el riesgo de desarrollar resistencia

en el tiempo (112).

A pesar de las limitaciones de este estudio retrospectivo y transversal, los datos
analizados (evolucion en el tiempo vy las tasas existentes de resistencia de las cepas de
P. aeruginosa) pueden ser de utilidad puesto que informan a los médicos de la
situacion de resistencia antibidtica en la FQ, para que éstos puedan seleccionar los
antimicrobianos mas iddneos sobre la base de las pruebas de sensibilidad realizadas en

los aislados actuales.
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4. Factores asociados con la colonizacion/infeccion por P. aeruginosa.

La identificacion de los factores asociados con la adquisicidn inicial de P. aeruginosa es
de gran importancia para el manejo clinico de los pacientes con FQ. Hay que tener en
cuenta que los aislados de P. aeruginosa al inicio de la colonizacion estan presentes
con una densidad escasa, y con unas caracteristicas fenotipicas similares a los aislados
del medio ambiente, un fenotipo plancténico y muy susceptibles a los antibiéticos, es
por eso que se recomienda una estrategia de identificacién temprana, para que un
tratamiento agresivo pueda prevenir o retrasar la aparicién de la infeccidn crdénica

(139).

Los factores de riesgo del paciente para la adquisicidn inicial de P. aeruginosa han sido
evaluados en diversos estudios (108). En el estudio prospectivo de Rosenfeld y cols.
llevado a cabo en una cohorte de pacientes con FQ fueron identificados como factores
de riesgo para adquisicion de P. aeruginosa, el genotipo CFTR, el sexo femenino, la
edad al diagndstico y la insuficiencia pancredtica (108). En la poblacién infantil con FQ,
el género, una funcion pulmonar disminuida, el genotipo y la ausencia de S. aureus
meticilin resistente en la secreciones respiratorias, ha sido relacionado con la

adquisicion de P. aeruginosa (140).

Sin embargo, los predictores de P. aeruginosa crénica no han sido suficientemente
descritos en la literatura. Esto puede deberse en parte a que no existe una definicién
de infeccién crénica por P. aeruginosa universalmente aceptada. También es
reconocido que la terapia antibidtica agresiva para erradicar la adquisicion reciente de
P. aeruginosa de las vias respiratorias, alarga el tiempo entre la adquisicidn inicial y el

desarrollo de infeccidn crénica (125).

Genotipo:

Los resultados de esta tesis mostraban que la edad, la edad al diagnéstico, el genotipo,
el indice de masa corporal, el FEV1%, la FVC%, el nimero de ingresos hospitalarios, los

niveles de precipitinas séricas, la coinfeccion por Stenotrophomonas y Aspergillus
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fumigatus eran factores asociados a la infeccidn crénica por P. aeruginosa en el analisis

univariado.

Tras el analisis multivariante, tres variables permanecian asociadas a un mayor riesgo
de colonizacién/infeccién crénica por P. aeruginosa. Ser homocigoto para la mutacion
F508del frente a ser heterocigoto; la coinfeccidon por Aspergillus spp. y el nivel de

precipitinas séricas frente a P. aeruginosa.

Nuestros resultados vienen a confirmar la importancia que tiene el genotipo en su
forma homocigota F508del como factor asociado al desarrollo de infeccidn crénica por
P. aeruginosa, como ya ha sido puesto de relieve en el estudio de Psoter y cols. (109).
En este estudio retrospectivo realizado en pacientes con < 6 afios de edad con los
datos tomados del Registro Americano de fibrosis quistica durante el periodo 2003-
2009, encuentran que la adquisicidn inicial de P. aeruginosa ocurrié en un 48% de los
pacientes, con un tiempo medio hasta la adquisicién de 1,2 afios. Los factores
asociados que encontraron fueron tener un seguro publico, ser homocigotos para la
mutacion F508del o tener otras mutaciones del gen CFTR con minima funcion. Hubo
una gran variabilidad geografica en la adquisicion de P. aeruginosa oscilando entre el

21% y el 71% segun los diferentes estados.

Este hallazgo de la variabilidad geografica en la prevalencia de P. aeruginosa, viene a
sefialar la importancia que tienen los estudios epidemiolégicos que nos permiten tener
un conocimiento detallado de los factores que inciden en el desarrollo de la infeccién

por P. aeruginosa a nivel local.

Una vision del problema desde la otra orilla es la que obtuvieron Crull y cols. (117) en
un estudio retrospectivo sobre una poblacién de 218 afios; la infeccidn crénica por P.
aeruginosa fue definida al igual que en nuestro estudio segun los criterios modificados
propuestos por Lee y cols. (97). Estos autores identifican los factores que se asociaban
con una menor probabilidad de desarrollar una infeccién crénica por P. aeruginosa,
como tener una buena funcién pulmonar basal y un diagnéstico tardio de FQ después

de los 25 afos de edad.

121



Precipitinas:

Se conoce desde hace décadas, que la respuesta humoral inicial a la exposicion
bacteriana de los pulmones en la FQ es la produccién de IgA secretora por células
plasmdticas en la mucosa pulmonar, seguida por una liberacidon sistémica de
anticuerpos séricos 1gG (141). En la FQ, la infeccidn crdénica por P. aeruginosa se sigue
de una inflamacion de la via aérea, lo que resulta en una liberaciéon importante de
mediadores inflamatorios e inmunolégicos procedentes del epitelio respiratorio,

macréfagos y neutroéfilos circulantes (142).

Esta respuesta de anticuerpos frente a P. aeruginosa se puede utilizar, y de hecho se
viene utilizando desde la década de los afios 70 del siglo pasado, como un
biomarcador, puesto que la inflamacién y el dafio tisular pulmonar estan relacionados
con el nivel de anticuerpos séricos (68), de modo que se produce un aumento de estos
anticuerpos especificos contra antigenos de P. aeruginosa cuando se establece una

infeccidn pulmonar crénica por este microorganismo (143).

Nuestro equipo de la Unidad de FQ del Pais Vasco, viene utilizando este biomarcador
desde la década de los 80, como una prueba diagndstica y prondstica de la
colonizacidn/infeccion por P. aeruginosa, que  complementa los hallazgos

microbioldgicos de las secreciones pulmonares.

En el presente estudio tras realizar un analisis multivariante con un modelo estricto (p<
0,05), la variable con una mayor asociacidén con la variable de respuesta (infeccion
cronica por P. aeruginosa) fue el nivel elevado de precipitinas séricas con un
incremento del 50% en el riesgo de colonizacién por cada unidad de aumento en el

nivel de las precipitinas (OR 1,52; IC 95%: 1,29-1,79).

Esta asociacion entre un nivel elevado de precipitinas y el estatus clinico derivado de la
infeccion crénica por P. aeruginosa ha sido estudiado por otros autores. Los estudios
pioneros en el diagndstico seroldgico de la infeccion por P. aeruginosa en pacientes
con FQ se iniciaron en la década de los 70 por Hoiby y cols. (105). Basandose en la

detecciéon de anticuerpos precipitantes (precipitinas) determinados mediante
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inmunoelectroforesis cruzada (técnica utilizada en nuestro estudio), realizaron un
seguimiento de 133 pacientes con FQ durante 5 afios, confirmando que los niveles
elevados de precipitinas se correlacionaban con alteraciones radioldgicas graves, una
peor funcién ventilatoria y peor prondstico. En este mismo sentido, el estudio de Brett
y cols. (144) observd en pacientes con colonizacion/infeccion por P. aeruginosa
intermitente y crénica una correlacidon entre el aumento de anticuerpos séricos 1gG
frente a P. aeruginosa y una peor puntuacién en el “score” radiolégico de Chrispin-

Norman.

En un amplio estudio longitudinal Pressler y cols. (145) realizaron un seguimiento de
791 pacientes con FQ, encontrando que 11 de 381 pacientes sin colonizacién por P.
ageruginosa pasaron a estar infectados crénicamente, y 24 de 129 colonizados
intermitentemente pasaron a estar infectados crénicamente. El nivel de anticuerpos
en el grupo de infectados crénicamente era mas altos que al inicio del estudio y fue
aumentando significativamente durante el periodo de seguimiento. Este estudio, al
igual que lo evidenciado en los resultados de esta tesis, viene a confirmar que los
niveles elevados de anticuerpos especificos antipseudomonas son un marcador del

riesgo de desarrollo de la infeccién pulmonar crénica por este microorganismo.

Coinfeccidn por Aspergillus spp.:

La tasa de aislamientos de Aspergillus spp. a partir de muestras respiratorias de
pacientes con FQ varia ampliamente (entre un 6% y un 58% en la literatura medica)
(146) y esto es cierto para pacientes adultos y pedidtricos. La utilizacion de diferentes
técnicas de muestreo como los exudados faringeos, esputos o el lavado broncoalveolar

(LBA) pueden afectar a las tasas de deteccion de A. fumigatus.

Los pacientes con FQ con frecuencia reciben antibacterianos de amplio espectro a
través de una variedad de rutas incluyendo la via oral, intravenosa y cada vez mas de
forma nebulizada, ya sea como profilaxis o para el tratamiento de exacerbaciones
respiratorias. Varios estudios han puesto de manifiesto la asociacién entre el uso de
los antibacterianos nebulizados y el aislamiento de Aspergillus spp. en la via aérea. Un

estudio multicéntrico, doble ciego, controlado con placebo para el tratamiento de la
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infeccion por P. aeruginosa con tobramicina inhalada de forma intermitente durante
24 semanas en 520 pacientes con FQ mayores de 6 afios, encontré un aumento
significativo de la colonizacion por A. fumigatus en el grupo tratado con tobramicina
(147). Estos resultados han sido refrendados por dos estudios de cohortes
retrospectivos que investigaron la asociacion entre la colonizacién por A. fumigatus y
la terapia antibacteriana por via inhalada. En uno de estos estudios Vrankijer y cols.
revisaron las historias clinicas e informes de muestras respiratorias de 259 nifios y
adultos. En un modelo de regresion logistica multiple, los autores encontraron que la
colonizacion por A. fumigatus se asocié de forma independiente con el uso de los
antibioticos inhalados (p = 0,001) (146). Esto también ha sido refrendado en una gran
cohorte de pacientes adultos con FQ donde la colonizacién por A. fumigatus también

se asocio con el uso de antibidticos orales.

Parece evidente que la relacién entre el uso de antibidticos y la colonizacidn por A.
fumigatus es un problema complejo que requiere de mads estudios para su
aclaracidn. La presion selectiva de los antibacterianos puede reducir la competencia y
dejar un nicho sin cubrir favoreciendo la colonizacién e infeccidn por Aspergillus spp. A
partir de la evidencia disponible, parece que el tratamiento antibidtico inhalado,
particularmente con la tobramicina, puede estar asociada con un aumento de la

colonizacidn por A. fumigatus.

Como era previsible, en nuestro estudio todos los pacientes con infeccién crénica por
P. aeruginosa habian recibido tratamiento antibidtico durante largos periodos de
tiempo tanto por via oral y endovenosa en las exacerbaciones infecciosas pulmonares
y, por via inhalada de forma continuada en todos ellos como parte de la terapia de

mantenimiento de los pacientes con infeccién crénica.

Nuestros resultados mostraban que existia una colonizacién multiple de dos o mas
patdgenos en el 32,2% de los pacientes, siendo la mas frecuentes la coinfeccidn del S.
aureus/otra bacteria en 33 (16,8%) y de P. aeruginosa/otra bacteria in 28 (14,4%) de
los pacientes. La coinfecciéon del hongo filamentoso Aspergillus fumigatus con P.

aeruginosa estaba presente en 47/62 (75,8%) de los pacientes con P. aeruginosa
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cronica. El analisis de regresion logistica univariante y multivariante, indicaba que la
presencia de coinfeccion por Aspergillus fumigatus se asociaba significativamente con

el desarrollo de infeccion crénica por P. aeruginosa (OR= 4,21; IC 95%: 1,35-13,7).
¢Qué dice la literatura médica al respecto?

Los estudios que han investigado la asociacidon colonizacién e infeccion entre
Pseudomonas y Aspergillus spp. han producido resultados contradictorios. Un estudio
retrospectivo en nifios con FQ canadienses encontrd una relacion significativa entre la
infeccidn respiratoria por P. aeruginosa y Aspergillus spp. (148) pero esto no ha sido

corroborado consistentemente en la literatura.

Una revisién reciente de los adultos y los nifios holandeses con FQ encontré una
asociacion entre la colonizacién por Aspergillus y la infeccién crénica por P. aeruginosa
en el analisis de regresion logistica simple que desaparecié en un modelo de regresién
logistica multiple (146). Los autores especulan que son diversos los factores de
confusion que pueden haber influido en estos resultados. Vieron que los pacientes con
una mayor duracién de la colonizacién eran mayores (p<0,001), eran mas propensos a
usar antibiéticos inhalados, (p<0,001), tenian un valor del FEV1 disminuido (p<0,001) y

habian tenido mas hospitalizaciones (p= 0,02).

La pregunta clinica clave, por supuesto, es si el hongo Aspergillus spp. es cocausante
del deterioro clinico y funcional en la FQ por derecho propio o si los hongos
filamentosos no son mas que unos patégenos oportunistas, que aprovechan las
alteraciones estructurales e inmunoldgicas de la via respiratoria junto con la presién
antibidtica sobre otras especies patdgenas, para colonizar de forma crdnica los
pulmones de los pacientes con FQ. No existen estudios prospectivos para responder a

esta pregunta.

Un amplio estudio retrospectivo reciente de una cohorte de nifilos con FQ analizé los
datos recogidos de los pacientes durante un periodo de siete afios. La infeccidn por
Aspergillus spp. fue definida como la existencia de dos o mas muestras de esputo

positivos o un lavado bronco alveolar (LBA) positivo en un afio. Los nifios con infeccién
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por Aspergillus spp. tenian un FEV1% menor durante el periodo de estudio en
comparacion con los nifios no infectados (148). En un modelo de regresidon logistica,
los niflos con infeccidn por Aspergillus spp. tuvieron un riesgo aumentado de sufrir
exacerbaciones pulmonares que precisaron de hospitalizacién (RR = 1,94; p= 0,0002).
Al igual que lo encontrado en nuestra cohorte de pacientes con FQ del Pais Vasco,
hubo una fuerte asociacion entre la infeccion por Aspergillus spp. y la tasa de

aislamientos de Pseudomonas.

Muy distintos fueron los hallazgos en un estudio realizado en una cohorte de 85 nifios
con FQ, con una edad media de 8,5 afos y un periodo de observacion medio de seis
afios. Los autores no encontraron ninguna asociacion significativa entre la colonizacién
por Aspergillus (definida como dos o mds muestras positivas para Aspergillus spp. a lo
largo de un periodo de un afio) ni con el FEV1% del predicho, el indice de masa

corporal o cualquier otra medida de la gravedad de la enfermedad (149).

La interaccion entre los patégenos respiratorios P. aeruginosay el hongo filamentoso
Aspergillus fumigatus es probable que sea un problema complejo y precisa de estudios
adicionales. Si la presencia de ambos microorganismos simultdneamente tiene un
efecto perjudicial acumulativo en el epitelio respiratorio de los pacientes con FQ esta

por demostrar.

5. Impacto clinico de la colonizacion/infeccion por P. aeruginosa.

Durante mucho tiempo se ha visto que la infeccién por P. aeruginosa se asocia con
peores resultados en las personas con FQ. En uno de los primeros estudios que
muestra esta relacién entre lainfeccion por P. aeruginosa y un aumento de la
mortalidad, Wilmott y cols. observaron la supervivencia de 117 nifios con infeccion por
P. aeruginosa establecida en 1974. De los 31 niflos que fueron infectados con P.
aeruginosa en ese momento, el 53% sobrevivié a la edad de 16 afios, mientras que el
84% de los que no estaban infectados con P. aeruginosa sobrevivié a esta edad (150).

La supervivencia fue peor en los pacientes que fueron infectados con P. aeruginosa a
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una edad mas temprana. Otros posteriormente han confirmado la asociacion entre la

infeccidn por P. aeruginosa y la mortalidad (151).

Ademas de la disminucién en la supervivencia, la infeccidn por P. aeruginosa se asocia
con una peor funcién pulmonar, peores puntuaciones en la radiologia del térax (152),

un crecimiento mas lento del paciente, y un aumento de la sintomatologia diaria (153).
Nuestros Resultados:

Los resultados de esta tesis muestran como los pacientes sin P. aeruginosa tenian
escasa repercusion clinica con una funcién pulmonar media relativamente normal. La
adquisicion de P. aeruginosa empeoré ligeramente estos resultados, y la transicion
desde un estado de colonizacién intermitente por P. aeruginosa a P. aeruginosa

crénica mucoide llevé a un deterioro significativo en estos resultados.

Cuando comparamos los datos clinicos de los pacientes con infeccién por P.
aeruginosa intermitente versus P. aeruginosa crénica, apreciamos que los pacientes
con P. aeruginosa crénica tenian un peor indice de masa corporal (IMC) y también un
FEV1% mas bajo. La distribucidn del tipo de infeccidn por P. aeruginosa intermitente vs
crénica, variaba segun los grupos de edad. La infeccion intermitente por P. aeruginosa
era de un 26% en los mayores de 18 afios, por el contrario las cepas de P. aeruginosa

cronica afectaban en un 58,5% a los pacientes > 18 afios de edad.

Comparando los resultados de la cohorte en su conjunto, el FEV1% era del 88,5% en
los no colonizados por P. aeruginosa vs 69,3% en los pacientes colonizados
cronicamente por P. aeruginosa. La repercusion clinica en el paso de P. aeruginosa
intermitente a P. aeruginosa crénica supuso una caida en el FEV: del 12,5%. Un
analisis pormenorizado de los pacientes con P. aeruginosa crdnica, indicaba que habia
diferencias en el FEV1%, con cifras del 77,5% para los infectados por P. aeruginosa no

multirresistente vs 58,8% para los infectados por P. aeruginosa multirresistente.

Hubo también diferencias estadisticamente significativas en el numero de
exacerbaciones y numero de ingresos hospitalarios durante los cinco afios previos al

afo del estudio de corte transversal entre los pacientes con infeccidon intermitente
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versus crénica, y también hubo diferencias significativas entre los pacientes con
infeccidn crénica por P. aeruginosa multirresistente vs los infectados por P. aeruginosa

no multirresistente (Tabla 7).

Nuestros hallazgos sugieren que la colonizacién intermitente por P. aeruginosa no
causa un dafio estructural o funcional pulmonar significativo y que la prevencién de la
transformaciéon a un estatus de infeccidn crdnica por P. aeruginosa pueden ayudar a

preservar los pulmones de estos pacientes.

En la literatura médica encontramos diferentes estudios que corroboran la asociaciéon
entre la infeccidn por P. aeruginosa con un deterioro clinico y funcional acelerado en
los pacientes con FQ. En este sentido, Ballmann y cols. (123) y Parad y cols. (126), en
los andlisis transversales de las cohortes de niflos mayores y adultos con FQ,
encontraron que la infeccidén crénica por P. geruginosa mucoide se asocié con una

disminucion en el porcentaje de FEV;.

En otro estudio Schaedel y cols. examinaron factores que influyen en la funcién
pulmonar en pacientes con FQ y > 7 afios. Ellos encontraron que la infeccién crénica
con P. aeruginosa aumento el riesgo relativo en el deterioro del FEV1 de 1,7 a 3 veces

(154).

Emerson y cols. llevaron a cabo un estudio basado en datos de 3.323 nifios de 1 a 5
afos del registro de pacientes con FQ Americano (155). Los nifios con cultivos
respiratorios positivos a P. aeruginosa durante el primer afo del estudio tuvieron un
aumento de 2,6 veces en la mortalidad durante los 8 afios de seguimiento en relacién
a los niflos que tenian cultivos negativos para P. geruginosa. La infecciéon también se
asocié con un menor FEV1%, un percentil de peso mas bajo, y un aumento de la

frecuencia de hospitalizacion por exacerbacidn respiratoria aguda.
Impacto clinico:

Un gran numero de estudios han tratado de desentrafiar el impacto del fenotipo
mucoide en los resultados en la FQ. La interpretacion de estas investigaciones se

complica por el hecho de que algunos expertos consideran que la emergencia del
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fenotipo mucoide coincide con la transicidn desde la fase intermitente a la fase crénica
de la infeccion (156), mientras que otros creen que la infeccién crénica por lo general
precede a la aparicion de P. aeruginosa mucoide (123). Nuestros resultados indican
gue pueden ser coincidentes en el tiempo, e incluso excepcionalmente puede verse la

colonizaciodn inicial con un fenotipo mucoide de P. aeruginosa.

Independientemente de estas diferencias, es evidente que la infeccién crénica por P.
ageruginosa se asocia con unos resultados mas pobres en los pacientes con FQ.
Pedersen y cols., realizaron una espirometria anual en 73 pacientes con FQ durante un
periodo de 13 afos (64). Los pacientes infectados con cepas mucoides de P.
aeruginosa tenian valores del FVC% mas bajos que los pacientes infectados con cepas

no mucoides de P. geruginosa.

En un estudio longitudinal, Demko vy cols. observaron que 34 de 130 pacientes (26%)
que fueron infectados crénicamente con cepas mucoides de P. aeruginosa antes de los
6 anos de edad murieron durante los siguientes 10 afios, mientras que sélo 21 de 361
pacientes (6%) que fueron infectados crénicamente con P. aeruginosa mucoide
después de los 6 afos de edad murieron (p <0,0005) (157). También observaron
diferencias significativas entre estos dos grupos en las puntuaciones de la radiografia
de térax y los valores del FEV1 %, con un declinar acelerado del 2,5 por afio después de

la infeccion crénica por P. aeruginosa mucoide.

En conjunto, estos estudios demuestran que la aparicion de cepas mucoides de P.
aeruginosa es un factor de mal prondstico para los pacientes con FQ. Sin embargo, no
estd claro si el fenotipo mucoide causa realmente estos resultados clinicos tan pobres
o0 mas bien es un marcador de cepas altamente adaptadas que han aumentado su

virulencia debido a otras mutaciones.

La asociacién del fenotipo mucoide con los malos resultados en la FQ plantea una
pregunta: {Puede una infeccidon por cepas no mucoides de P. geruginosa causar un

aumento de la morbilidad y la mortalidad en estos pacientes?

Aunque controvertido, la evidencia actual sugiere que la infeccién por P. aeruginosa no

mucoide no se asocia con tan malos resultados como con las cepas mucoides de P.
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aeruginosa. Ballmann y cols. en un estudio con un disefio similar al nuestro, dirigido a
dar respuesta a esta cuestion, estudiaron la evolucidon en 40 pacientes a través de
cuatro etapas de la infeccidn: (i) primera deteccién de P. aeruginosa, (ii) infeccién
cronica P. aeruginosa, (iii) primera deteccién de cepas mucoides de P. aeruginosa, y
(iv) la infeccion crénica por P. aeruginosa mucoide (123). No observaron una
disminucion significativa en la funcidn pulmonar con el primer aislamiento de P.
aeruginosa o con la infeccién crénica con P. aeruginosa no mucoide. En cambio, si
observaron una disminucidn significativa en el FEV1% después de la primera deteccién
de cepas mucoides y después de la infeccidén crénica con P. aeruginosa mucoide. Por
el contrario, Li y cols., hicieron notar una tendencia hacia el empeoramiento clinico y

radiolégico con el primer aislamiento de cepas no mucoides de P. aeruginosa (102).

No cabe duda de que son necesarios estudios adicionales para determinar si la
infeccion por cepas no mucoides de P. aeruginosa tiene un impacto negativo sobre la

funcién pulmonar en pacientes con fibrosis quistica.

6. Precipitinas séricas frente a P. aeruginosa.

La deteccidn de P. aeruginosa en la rutina diagndstica se hace sobre todo a través del
cultivo de esputo con expectoracidon espontanea. Sin embargo, muchos pacientes
(especialmente los niflos menores de 6 afios) son incapaces de producir un espécimen
de esputo; en estos individuos se utilizan como sustituto del esputo el frotis faringeo o
excepcionalmente el cultivo procedente del lavado broncoalveolar (LBA). Estas
muestras del tracto respiratorio superior se supone que reflejan el estado
microbioldgico de las vias respiratorias inferiores (63). Se sabe que un cultivo negativo
de las vias respiratorias superiores no excluye la presencia de P. aeruginosa en las vias
respiratorias inferiores. Errores de muestreo durante el LBA y la muestra insuficiente
gue con frecuencia se obtiene en los frotis faringeos pueden conducir a falsos
resultados negativos (158). La dificultad en la obtencion de muestras respiratorias

representativas de las vias respiratorias de los bebés y nifios indica la necesidad de la
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utilizacidn de otros métodos que pueden complementar o ser una alternativa al cultivo

microbioldgico.

La deteccidn de anticuerpos séricos frente a P. aeruginosa ha surgido como un método
auxiliar para evaluar la terapia de erradicacidn temprana. Estos métodos altamente
sensibles para la deteccidn de anticuerpos contra varios antigenos de P. aeruginosa
pueden complementar los métodos de control utilizados en la actualidad (61). Los
resultados positivos de los anticuerpos y las muestras con cultivo negativo de la
secrecidn respiratoria deben alertar a los médicos para realizar una busqueda
exhaustiva encaminada a detectar una probable infeccidn. Sin embargo, el aumento de
los niveles de anticuerpos se asocia con una mayor probabilidad de infeccién crénica
por P. aeruginosa. Los niveles elevados de anticuerpos en el momento del cultivo
inicial de P. aeruginosa pueden ser una herramienta util para los clinicos y los
investigadores que atienden a los pacientes con FQ en riesgo de infeccién pulmonar.

No obstante, su uso en la practica habitual sigue siendo controvertido (159).

Uno de los objetivos de esta tesis fue evaluar el valor diagndstico de las precipitinas
en relacién con los resultados microbiolégicos de las secreciones respiratorias, y
también, averiguar el valor prondstico de estos anticuerpos en anticipar la evolucién

futura de los pacientes hacia un evento de trasplante o fallecimiento.

Nuestros resultados de las precipitinas séricas frente a P. aeruginosa, nos permitieron
discriminar el estado de colonizacién por P. aeruginosa intermitente vs infeccién
crénica por esta bacteria. En nuestra cohorte un nivel de ppPA > 7 comportaba un
estado de colonizacidon crénica con una sensibilidad del 64,6% y una especificidad del

100%.

Los resultados del estudio presente determinaron la existencia de una estrecha
correlacién entre el estado microbioldgicamente definido de la colonizacién por P.
aeruginosay los anticuerpos en suero contra este microorganismo en nuestros
pacientes con FQ. Esto confirma observaciones similares descritas por otros autores

(160).
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Brett y cols. (161) observaron niveles de anticuerpos mas altos en la infeccién crénica
por P. aeruginosa que en los pacientes con infecciéon intermitente, con un
solapamiento entre los dos grupos. Sin embargo, observaron niveles mas elevados
entre los pacientes infectados con cepas mucoides de P. aeruginosa que entre los

pacientes que sdlo mostraban P. aeruginosa plancténica.

Otro aspecto de gran importancia clinica, es el aumento de la sensibilidad diagndstica
que proporciona la determinacion de precipitinas en suero. Burns y cols. (70)
encuentra en su estudio que teniendo en cuenta exclusivamente el cultivo de esputo,
se considerd que sélo el 45% de los pacientes estaban infectados, mientras que la
deteccidn de anticuerpos elevd este porcentaje al 97,5%. Li y cols. (102), observaron
qgue las transiciones tanto desde la ausencia de P. aeruginosa a P. aeruginosa no
mucoide y de P. geruginosa no mucoide a P. aeruginosa mucoide llevaron a aumentos
bruscos en los niveles de anticuerpos, lo que sugiere que la respuesta de anticuerpos
se correlaciona estrechamente con las etapas de la infeccién por P. aeruginosa. Segun
algunos autores, parece que la inmunidad mediada por anticuerpos frente a la
infeccidn por P. aeruginosa, puede haberse especializado para defenderse contra este
patégeno virulento y tuviese una memoria mejorada frente a las infecciones por P.
aeruginosa recurrentes y graves (122). Por lo tanto, el aumento de los niveles de
anticuerpos es el primer signo de infeccion por P. aeruginosa no mucoide y P.
aeruginosa mucoide; es decir, niveles relativamente bajos de precipitinas indican
infeccion por P. aeruginosa plancténica y titulos elevados indican infeccién por P.

aeruginosa mucoide.

Nuestros resultados estuvieron en esa linea. Los niveles de precipitinas en los no
infectados por P. aeruginosa eran imperceptibles, aumentaron ligeramente en la
colonizacién intermitente, y posteriormente crecieron de forma paulatina tras el
establecimiento de la infeccidon crénica hasta alcanzar sus valores maximos con el

desarrollo de la infeccidn por cepas mucoides y mutirresistentes a los antibidticos.

Un aspecto de gran interés clinico son los hallazgos recientes que muestran que la

evidencia seroldgica de P. aeruginosa puede predecir la infeccidon en los pacientes con
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FQ durante algun tiempo antes de producirse el crecimiento del microorganismo en las
muestras respiratorias. En un estudio de 68 individuos con FQ identificados a través
del cribado neonatal, se informd de que la seroconversiéon frente a P. aeruginosa
precedio al aislamiento de la bacteria en los cultivos respiratorios entre 6 a 12 meses,
y esta seroconversion se vio asociada con un empeoramiento clinico, funcional y en la

puntuacion de la radiografia de térax (104).

Nuestros resultados de correlacionar las ppPA vs FEVi% como parametro
representativo del estado de la funcién pulmonar, evidenciaron una alta correlacidn
negativa entre los niveles de precipitinas y el FEV1% del predicho, con una r= - 0,65;
p< 0,0001. El estudio de las subpoblaciones de los pacientes colonizados, revela que
esa correlacion negativa se pierde en los pacientes con colonizacién por P. aeruginosa
intermitente, es mds débil, r=-0,31 en los colonizados por cepas de P. aeruginosa no
multirresistentes, y tiene una correlacién negativa mds acusada en los PAMR, r= -0,70;

p= 0,0003.

Los resultados de correlacionar el nivel de ppPA con el deterioro radiolégico en la TAC

Ill

medido a través del “score de Bhalla” en nuestros pacientes con una colonizacién
crénica por P. geruginosa, evidencié una asociacién negativa con un valor de r= -0,46;
p <0,001. Esta circunstancia viene a reflejar que el dafio estructural del pulmén en los
pacientes FQ medido con la TAC, era mas severo a medida que aumentaba el nivel de

precipitinas.

Un aspecto novedoso y de interés clinico en los resultados del presente trabajo, es el
valor discriminatorio de las precipitinas para indicar qué pacientes estan en riesgo de
sufrir un evento de fallecimiento o necesidad de trasplante pulmonar. Nuestro
resultados sefialan que aquellos pacientes con una nivel de precipitinas de 210,
durante los dos ultimos afios, junto con un incremento anual de 1 unidad/ afio durante
los dos ultimos afios, conlleva un 61% de probabilidad de desarrollar un evento de
fallecimiento o necesidad de trasplante pulmonar (sensibilidad de 35,5%; especificidad
del 87,7%). El perfil del paciente en nuestra cohorte que precisé de un trasplante

pulmonar o fallecié presentaba en un 66,7% la concurrencia de ppPA > 20 y FEV1% <
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45%, o bien, que el 92,6% de los que sufrieron un evento de trasplante 6 fallecieron

presentaban precipitinas = 20 y/o FEV1% < 45%.

No cabe duda de que, desde una perspectiva clinica, la determinacién regular de
anticuerpos séricos frente a P. aeruginosa puede ser util en los pacientes con un
estudio microbiolégico negativo para P. aeruginosa. Si los niveles de anticuerpos se
elevan en estas condiciones, existe una alta sospecha de infeccion por P. aeruginosa'y
se sugiere el uso de tratamiento de erradicacidn, incluso en ausencia de la deteccién
microbioldgica de P. aeruginosa. En la actualidad nuestra estrategia para la
erradicacidon de P. aeruginosa se basa Unicamente en la deteccidon microbiolégica del
organismo. En el futuro, el inicio temprano y, posiblemente, la intensidad y la duracién
del tratamiento antipseudomadnico puede ser determinado por los resultados de las
pruebas de anticuerpos, pero seran necesarios mas estudios longitudinales para

demostrar su beneficio clinico.

7. Implicaciones clinicas.

En el presente estudio existen varios puntos de interés clinico. En primer lugar, el
reconocimiento en nuestra cohorte de FQ de la existencia de un “periodo ventana” de
4,6 afios de promedio entre el inicio de la colonizacidon por P. aeruginosa vy el
establecimiento de la infeccion crdénica, nos va a permitir establecer un tratamiento
antibidtico precoz y agresivo, con la finalidad de evitar o retrasar el desarrollo de la
infeccion crdnica y por consiguiente mejorar su prondstico. Segundo, la deteccién de
los pacientes con FQ infectados por cepas de P. aeruginosa multirresistentes conlleva
un cambio epidemioldgico de gran interés clinico. Estos pacientes deben ser
segregados del resto de pacientes con FQ para evitar las infecciones cruzadas, habida

cuenta del riesgo potencial de su transmisidn entre pacientes.

Los resultados de la sensibilidad antibidtica de las cepas de P. aeruginosa en nuestra
cohorte, nos indican que los antibidticos meropenem, colistina y tobramicina,

constituyen a priori la mejor opcidn terapéutica frente a una exacerbacién infecciosa
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pulmonar. Asimismo, los datos de sensibilidad nos revelan que la colistina representa
una magnifica opcidn para el tratamiento de mantenimiento de la infeccion crénica

por P. aeruginosa en su formulacidn para inhalacién.

La evaluacién de los hallazgos del presente estudio respecto de las precipitinas séricas
antipseudomonas, nos va a permitir su utilizacién como una herramienta diagnostica a
modo de biomarcador, que junto con los hallazgos microbiolégicos en los cultivos de
las secreciones broncopulmonares, nos ayude a una deteccidn temprana de la
colonizacién por P. aeruginosa. En todo caso, un valor de precipitinas 2 7 unidades,
representa en nuestra cohorte de pacientes una senal de alarma y la necesidad de
optimizar todas las medidas terapéuticas, teniendo en consideracién que se trata de
un factor de mal prondstico, especialmente si en ese paciente en concreto se afiade el
hecho de ser homocigoto para la mutacion F508del y/o estar coinfectado por

Aspergillus spp.
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VII. CONCLUSIONES

1. La prevalencia de la colonizacién-infeccién por P. aeruginosa aumenté durante el

periodo de estudio, desde cifras iniciales del 40,2% en el ano 1996 hasta alcanzar un
45,4% en el afio 2014. Este aumento se origind principalmente por un incremento en la

colonizacidn crénica que pasé de un 20,7% a un 31,6%.

2. La colonizacidn inicial por P. aeruginosa se produjo en nuestra cohorte a la edad

media de 14,5 afios y la infeccidn crénica se identificé a una edad media de 19,1 afos.
La infeccion cronica por P. aeruginosa tuvo una repercusidn negativa en la funcion

pulmonar, con una caida media en el FEV1% del 12,5%.

3. Las tasas de resistencia antibidtica aumentaron en la practica totalidad de los

antibidticos antipseudomonicos testados durante el periodo de tiempo del estudio

longitudinal, con la Unica excepcidn del antibiético colistina.

4. En el 42% de los pacientes con infeccién crénica por P. aeruginosa, las cepas

cumplian criterios de multirresistencia. Estos pacientes infectados por cepas de P.
aeruginosa multirresistentes tenian peor funcidon pulmonar, un nimero mas elevado
de exacerbaciones infecciosas y de ingresos hospitalarios que aquellos pacientes

colonizados de forma intermitente o por cepas de P. aeruginosa sensibles.

5. En el modelo multivariable final tres variables permanecian asociadas a un mayor

riesgo de infeccién crénica por P. aeruginosa. Ser homocigoto para la mutacién
F508del frente a ser heterocigoto; la coinfeccién por Aspergillus spp. y el nivel de

precipitinas séricas frente a P. aeruginosa.
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6. Un nivel de precipitinas frente a P. aeruginosa > 7, conlleva en nuestra cohorte a

identificar en el paciente un estado de infeccion crénica por P. aeruginosa (sensibilidad

64,6%; especificidad del 100%).

7. Los pacientes con un nivel de precipitinas frente a P. aeruginosa > 10 de forma

mantenida, unido al incremento de 1 U/afio en los Ultimos dos afios, tenian un 61% de

probabilidad de fallecer o de precisar un trasplante pulmonar.
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ABREVIATURAS

A ATP: Adenosin Trifosfato

Ampc: Adenosin monofosfato ciclico

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ARN: Acido Ribonucleico

ARNr: Acido Ribonucleico ribosémico

AMEs: enzimas modificadoras de los aminoglucésidos

ANOVA: Andlisis de la Varianza

AP: Proteasa Alcalina

B LBA: Lavado broncoalveolar

BCC: Burkholderia cepacia complex

BGNNF: Bacilo gram negativo no fermentador de la lactosa

BLEE: R-lactamasas de espectro extendido

C CINa: Cloruro de sodio

CATs: Cloranfenicol acetiltransferasas

Cl: Cloro

CFF: Cystic Fibrosis Foundation de los EE.UU.

CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulador
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CLSI: Clinical and Laboratory Standardard Institute
CMI: Concentracidon minima inhibitoria

CIE: Inmunoelectroforesis Cruzada

DE: Desviacion estandar

EARSS: European Antimicrobial Resistance Surveillance System

(Sistema Europeo deVigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos)
EEUU: Estados Unidos de América
EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
E-test: Epsilon test
ExoA: Exotoxina A
ELA: Elastasa
ERV: Enterococcus resistente a la vancomicina
ELISA: Ensayo de inmunoabsorcién enzimatica

Efflux pump: Bomba de expulsién

F508del: Deleccion de la fenilalanina en el codén 508
FEV1: Volumen de gas espirado en el primer segundo de la espiracion forzada
FVC: Capacidad vital forzada

FQ: Fibrosis quistica
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Hib: H.influenzae tipo b

HIiNT: H. influenzae no tipificable

IC 95%: Intervalo de Confianza del 95%
IMC: Indice Masa Corporal

IP: Insuficiencia pancredtica

LMC: Limpieza mucociliar
LSA: Liquido superficie aérea

LPC: Liquido periciliar

MFS: Major facilitator superfamily (superfamilia transportadora principal)

MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (desorcion/ionizacién

por laser asistida por matriz) - analizador Time of Flight (tiempo de vuelo).

MDR: Proteinas de resistencia a farmacos

Na*: Sodio

NBD: Nucleotide Binding Domain
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OprD: Gen de la porina D bacteriana

PBPs: Penicillin Binding Proteins (proteinas de unién a la penicilina)

PAMR: Pseudomonas aeruginosa Multirresistente

ppPA: Precipitinas frente a P. aeruginosa

PAI: Pseudomonas aeruginosa intermitente

PAS: Pseudomonas aeruginosa sensible

QS: Qudérum Sensing (deteccidn de quérum)

QO3: Consumo de oxigeno

RIA: Radioinmunoandlisis

RND: Resistance nodulation-cell division

(bombas de resistencia que modulan la divisién celular)

ROC (Curva ROC): Receiver Operating Characteristic

(Caracteristica Operativa del Receptor)

Rx: Radiografia

SARM: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina

SCVs: Small colony variants

SPSS: Statistical Product and Service Solutions
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St-Ag:1-17: Antigenos estandar frente serotipos 1-17 P. aeruginosa

Spp: Especie

TAC: Tomografia Axial Computarizada

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral a

UFC/ml: Unidades formadoras de colonias por ml de muestra

UPV/EHU: Universidad Pais Vasco/ Euskal Herriko Unibertsitatea

vo: Via oral

VITEK: Sistema identificacidon microbiana
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PATRON DE COLORES

. P. aeruginosa multirresistente (PAMR)
. P. aeruginosa sensible (PAS)

. P. aeruginosaintermitente (PAl)

P. aeruginosa colonizado
P. aeruginosa planctdnica
Colonizacién crénica

P. aeruginosa mucoide
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