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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria
autosémica recesiva mas frecuente en la poblacion
de origen caucdsico y la primera causa de patologia
pulmonar crénica en la infancia. Su frecuencia
estimada oscila entre 1 de cada 2.500 a 1 de cada
5.000 recién nacidos vivos, lo que establece una
frecuencia de 1 portador por cada 25-50 individuos
en la poblacion general. No obstante, se observan
importantes diferencias dependientes de los grupos
étnicos y regiones geograficas.

La FQ se produce como consecuencia de
mutaciones en el gen que codifica para el regulador
de la conductancia transmembrana de fibrosis
quistica (CFTR), situado en el brazo largo del
cromosoma 7. El CFTR actia como canal de cloro y
se encuentra en todos los tejidos exocrinos. La
mutacibn més comin es la deleccion de la
fenilalanina 508 (?F508), encontrandose hasta en el
70% de los enfermos de FQ. El defecto en el
transporte del ién cloro provoca que estos pacientes
tengan un sudor caracteristicamente salado vy
conduce a una deshidratacion de las secreciones del
tracto respiratorio, pancreaticas, hepaticas,
intestinales y genitourinarias aumentando  su
viscosidad. Como  consecuencia de  estas
alteraciones, las principales manifestaciones clinicas
se producen a nivel respiratorio, gastrointestinal y
genitourinario.

Las alteraciones a nivel respiratorio, discutidas en
detalle en apartados posteriores, determinan la
predisposiciéon de los pacientes con FQ para la
colonizacion broncopulmonar crénica por diversos
microorganismos. Las alteraciones gastrointestinales
incluyen la insuficiencia pancreatica determinando
mala absorcibn de las grasas y proteinas,
alteraciones en el crecimiento normal en los nifios,
asi como diversas alteraciones en el metabolismo de
la glucosa. Otras alteraciones a nivel gastrointestinal
pueden ser el meconium ileo, prolapso rectal,
sindrome de la obstruccion intestinal distal, edema
hipoproteinémico, ictericia neonatal prolongada,
cirrosis biliar con hipertension portal, deficiencia de
vitaminas (A, D, E, K) y pancreatitis recurrentes. A
nivel genitourinario destacan los trastornos en el
transporte del esperma, que determinan que mas
del 95% de los varones con FQ sean estériles.

Las alteraciones digestivas fueron las principales
responsables de la mortalidad temprana de estos
pacientes hasta mediados del siglo pasado,
determinando que hasta el 70% falleciera antes de
cumplir el primer afio de vida. La instauracién de
tratamientos especificos para  corregir las
deficiencias digestivas en primera instancia, seguida
posteriormente de la aplicacion de tratamientos
efectivos para combatir las infecciones respiratorias
por Staphylococcus aureus, el primer patdgeno
asociado a la FQ, determiné un aumento notable de
la esperanza de vida de los pacientes con FQ,
situada ya en los 36,5 afios segun el Ultimo informe
de la Fundaciéon Americana para la Fibrosis Quistica
(CFF). A partir de la segunda mitad del siglo XX, en
parte como consecuencia de estos avances,

empieza a cobrar relevancia la infeccion
broncopulmonar crénica por Pseudomonas
aeruginosa, que ya desde hace décadas se sitla
como la principal causa de la todavia elevada
morbilidad y mortalidad asociada a la FQ.

2. CONSIDERACIONES CLINICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LA COLONIZACION/
INFECCION BRONCOPULMONAR CRONICA EN
LA FIBROSIS QUISTICA

2.1. PATOGENESIS DE LA COLONIZACION/
INFECCION BRONCOPULMONAR

La actividad mucociliar constituye una de las
principales barreras del tracto respiratorio frente a los
microorganismos y otros agentes extrafios. De una
forma mecanica, el epitelio ciliado transporta la
secrecibn mucosa por el arbol tragueobronquial
arrastrando a su paso cualquier particula o
microorganismo que encuentre en su camino. Para
que este mecanismo sea efectivo, la secrecion tiene
que tener una composicion equilibrada de
mucopolisacaridos y componentes acuosos
(serosos). De esta forma, el moco, que ocupa la
parte central de la via, puede deslizarse sobre la
superficie serosa que envuelve los cilios de las
células del epitelio bronquial, consiguiendo una
lubricacién adecuada en las vias aéreas.

En los pacientes con FQ existe una alteracion de
la secrecion mucosa, por mutacion del gen CFTR,
siendo ésta mucho mas densa y viscosa. La
alteracién del CFTR da lugar a un aumento de la
reabsorcion de cloro y sodio que se acompafia de
una reabsorcibn pasiva de agua produciendo una
deshidratacion de la superficie del epitelio ciliado
respiratorio, impidiendo el correcto deslizamiento del
moco a través del arbol traqueobronquial. Esto
conlleva a un estancamiento del moco, el cual
servira de caldo de cultivo idéneo para diversos
microorganismos. Por otra parte, es aun, si cabe,
mas trascendente el hecho de que las células
secretoras de estos enfermos sean incapaces de
responder frente a los estimulos producidos por los
agentes extrafios, que a través del sistema beta-
adrenégico estimularian la secrecion serosa en
individuos normales. Todo esto conduce a que estos
pacientes tengan una importante predisposicion para
la colonizacion por diversas especies bacterianas
gue a su vez, mediante la secrecién de diversas
sustancias, colaborardn en la alteracion del moco,
haciéndolo ain mas denso y viscoso.

Otro factor patogénico afiadido es la respuesta
inflamatoria exagerada, causada por la propia
infeccion y por la alteracion presente en el epitelio
bronquial, y que se manifiesta principalmente por un
intenso infiltrado de neutrdéfilos, los cuales mediante
la secrecién de proteasas dafiarian aun mas el tejido
bronquial. Ademés, el acumulo de ADN, liberado
principalmente por la lisis de los neutrofilos,
incrementa la densidad y viscosidad de las
secreciones. Varios estudios han demostrado la
presencia de procesos inflamatorios en la via aérea
de los pacientes con FQ incluso antes de la
colonizacién o infeccién por los patdégenos tipicos
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gque afectan a estos enfermos. El hallazgo de
neutréfilos en las fases iniciales de la enfermedad
carentes de infeccion podria sugerir un equilibrio
inicial entre la presencia de microorganismos y los
procesos defensivos del huésped. Sin embargo, la
predisposicion del huésped a padecer infecciones
desequilibraria esta situacion. La presencia de
microorganismos en las vias  respiratorias,
especialmente Pseudomonas aeruginosa, favorece
la liberacion de citoquinas, particularmente IL-8, que
actuando como mediador inflamatorio favorece el
infitrado de neutréfilos. Sin embargo, el efecto
fagocitico de estas células se ve en parte frustrado
por la presencia de exoproductos de los
microorganismos  (exopolisacéridos y enzimas
proteoliticas) y su crecimiento en forma de
biopeliculas. Al contrario de lo que sucede con la IL-
8, la concentracién de IL-10 esti disminuida en el
moco pulmonar. Esta citoquina regula la secrecion
de la anterior por lo que la estimulacién de los
neutrofilos y su reclutamiento es un proceso dificil de
detener.

Ademas de la propia alteracién cuali- y cuantitativa
de las secreciones mucosas y el consecuentemente
deficiente aclaramiento mucociliar, existen varias
hipétesis, no sin cierta controversia, que tratan de
justificar la enorme predisposicion de los pacientes
FQ para la infeccién broncopulmonar crénica por
patégenos bacterianos determinados,
particularmente por P. aeruginosa. Entre ellas cabria
destacar especialmente tres:

i) La alteracion del CFTR conduce a la
deshidratacion de las secreciones respiratorias
aumentando de forma notable su osmolaridad, lo
cual determina la inactivacion de las b-
defensinas, péptidos antibacterianos naturales
que forman parte del sistema inmune innato.

i) Las células epiteliales de los pacientes con FQ
son, como consecuencia de la alteracion del
CFTR, deficientes en la sializacion de
ganglidésidos. Los asialoganglidésidos actdan como
receptores para P. aeruginosa aumentando su
adhesion al epitelio, lo cual por un lado parece
favorecer su persistencia en las vias respiratorias
ademas de determinar una respuesta inflamatoria
que contribuiria al propio proceso patoldgico.

i) El CFTR actta como receptor para el
lipopolisacarido, de tal forma que su alteracién
determina una aclaramiento de P. aeruginosa por
las células epiteliales entre 10 y 50 veces menor
en los pacientes con FQ, favoreciendo su
persistencia en las vias respiratorias.

Finalmente, varios estudios han demostrado que la
concentracion de hierro estd aumentada en las
secreciones respiratorias de los pacientes con FQ, lo
cual parece favorecer la persistencia de la
colonizaciébn por P. aeruginosa segin muestra un
trabajo reciente. Asimismo, estudios recientes
sugieren que la alteracion del CFTR en los
macréfagos alveolares reduce la acidificacion de los
fagolisosomas, limitando su capacidad bactericida y
por tanto promoviendo la persistencia de la infeccion.
De igual forma, las células del epitelio respiratorio de

los pacientes con FQ son incapaces de secretar
tiocianato, disminuyendo drasticamente su
capacidad bactericida a través de la formacion de
moléculas de oxigeno reactivo.

Por tanto, debido a todos estos condicionantes, el
paciente con FQ padecera un cuadro de infeccion
broncopulmonar crénica que se ird exacerbando a lo
largo de su vida y que, a pesar de los avances en la
antibioterapia y en el tratamiento con agentes
mucoliticos y enzimas que rompen el ADN
acumulado, sigue siendo, con diferencia, el principal
responsable de su peor calidad de vida y menor
expectativa de supervivencia.

2.2. CRONOINFECCION
EN LA FIBROSIS QUISTICA

La infeccion pulmonar crénica en el paciente con
FQ se asocia con un numero limitado de
microorganismos. S. aureus y P. aeruginosa son los
mas frecuentes. El primero de ellos se aisla con
mayor incidencia en los pacientes de menor edad
mientras que el segundo, en su morfotipo mucoso,
en el 80% de los adultos y se asocia, en la mayoria
de los casos, con una colonizacién-infeccion
cronica. Otros microorganismos importantes aunque
menos  frecuentes que los anteriores son
Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae. En los dltimos aflos se ha
incrementado el aislamiento de otros patdgenos,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia
y Achromobacter xylosoxidans. Mas recientemente,
y debido a la aplicacibn de las técnicas de
microbiologia molecular en el diagnostico, se ha
comunicando la identificacion de nuevos
microorganismo en las secreciones respiratorias de
estos pacientes, aunque su importancia patogénica
es incierta. Entre ellos destacan Inquilinus limosus y
diversas especies de los géneros Pandoraea,
Ralstonia y Burkholderia. Ademas, es relativamente
frecuente el aislamiento de otros patégenos como
Aspergillus, diferentes especies de levaduras vy
micobacterias atipicas, generalmente
Mycobacterium avium y Mycobacterium abscessus.
Los micoplasmas, clamidias y virus se han
relacionado con las exacerbaciones que sufren
estos pacientes o se han detectado en los periodos
iniciales de la enfermedad, pero no en la
colonizacion crénica de la via aérea. Otros
patégenos que pueden encontrarse ocasionalmente
en las secreciones del paciente con FQ son las
enterobacterias aunque muy rara vez colonizan
crénicamente el arbol bronquial.

El andlisis del patron y evolucion temporal de la
colonizacion en estos pacientes y el transversal en
grupos de la misma edad ha permitido definir el
concepto de cronoinfeccion por el que los pacientes
sufririan infecciones o colonizaciones siguiendo una
secuencia mas o menos establecida dependiente de
la edad. En los estadios iniciales los patégenos son
diferentes a los que se aislan en los periodos
finales. En los de menor edad, las infecciones por
virus  respiratorios  (Adenovirus,  Rhinovirus y
Coronavirus) y micoplasmas no serian infrecuentes.
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Sin embargo, en algunos trabajos se ha indicado
que las infecciones por estos agentes no diferirian
en frecuencia de las de otros individuos sin
alteracion del gen CFTR aunque sus efectos sobre
el epitelio respiratorio favorecerian colonizaciones
posteriores por otros patégenos. Estos
microorganismos estimularian el sistema fagocitico,
favorecerian la descamacion del epitelio y la
atraccion de los neutréfilos. En los pacientes con
FQ, la consecuencia final seria una respuesta
inflamatoria en el trato respiratorio que puede
evidenciarse incluso antes de aislarse los patégenos
clasicos.

Con posterioridad y aun en la primera década de
la vida, es frecuente el aislamiento de S.
pneumoniae y H. influenzae que serian rapidamente
relegados a un segundo plano y sustituidos por S.
aureus. No obstante existen algunos pacientes que
siguen un patrén parecido a los que presentan
exacerbaciones en la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) en los que es frecuente
la colonizacion persistente por H. influenzae o por S.
pneumoniae. La importancia de S. aureus, mayor en
la era preantibidtica, es menor en la actualidad,
siendo dificil establecer su relacion con el deterioro
pulmonar. Por el contrario, el aislamiento de P.
aeruginosa y la subsiguiente colonizacion-infeccion
cronica siempre supone un motivo de preocupacion,
ya que existen evidencias claras que relacionan este
microorganismo con una peor funcionalidad
pulmonar. En la edad adulta, mas del 80% de los
pacientes estan crénicamente colonizados por este
microorganismo y en la mayoria de los casos se
aislan en su morfotipo mucoso.

Como consecuencia del tratamiento
antimicrobiano repetido en los pacientes adultos y
del deterioro de la funcién pulmonar se favorece el
desplazamiento de los patégenos bacterianos
habituales y se aislan con mayor frecuencia bacilos
gram-negativos no fermentadores entre los que
destacan S. maltophilia, Achromobacter spp. y B.

cepacia. En el Hospital Ramén y Cajal en el
seguimiento de 81 pacientes con FQ durante 5 afios
se observé una mayor incidencia de S. aureus en los
primeros afios de vida. Con posterioridad esta
incidencia disminuy6é y aument6 la de los pacientes
colonizados con P. aeruginosa (Figura 1). Estos
datos son muy similares a los del registro americano
de pacientes con FQ, aunque en este caso el
porcentaje de pacientes colonizados por P.
aeruginosa es algo menor y mayor el de colonizados
por S. maltophilia y B. cepacia. El aislamiento de las
micobacterias  atipicas en las  secreciones
respiratorias en pacientes adultos no seria un hecho
infrecuente. Aproximadamente en un 10% de los
pacientes con FQ se aislarian estos
microorganismos aunque so6lo en un tercio de ellos
podrian tener significacion clinica.

El tratamiento prolongado con antimicrobianos en
la edad adulta también facilita el asentamiento de
agentes flngicos, levaduras y hongos filamentosos,
que complican ain mas el patron de colonizacion
bronquial. Las levaduras suelen considerarse
microorganismos  saprofitos sin  interés clinico
mientras que Aspergillus fumigatus se asocia con la
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA). Este
patégeno se aisla hasta en el 50% de los pacientes
aunque el diagndstico de ABPA seria mucho mas
reducido (menos del 15%). Otros hongos a los que
se les ha dado importancia epidemioldgica reciente
son  Scedosporium  apiospermum que podria
favorecer un sindrome similar al ABPA vy
Pneumocystis jiroveci que podria comportarse
exclusivamente como colonizador.

Por (ltimo, es un hecho comprobado que el
patrén de colonizacién bronquial no siempre es
monomicrobiano y hasta en el 70% de los pacientes
pueden coexistir diferentes patégenos. En mas del
50% de ellos aparecen simultaneamente S. aureus y
P. aeruginosa, so6los o en asociaciébn con H.
influenzae o S. pneumoniae.
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Figura 1. Patrén de colonizacion (% de aislamiento) por edades de pacientes con FQ. Seguimiento de 5 afios de 81 pacientes
en la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital Universitario Ramon y Cajal



2.3. PRINCIPALES MICROORGANISMOS
IMPLICADOS EN LA COLONIZACION/INFECCION
BRONCOPULMONAR CRONICA

2.3.1. Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas
aeruginosa es con diferencia el microorganismo que
mas frecuentemente coloniza las vias aéreas de los
pacientes con FQ. Aproximadamente el 60% de los
pacientes esta crénicamente colonizado por este
microorganismo. La prevalencia de colonizacién-
infeccion por P. aeruginosa aumenta con la edad,
llegando al 80% en pacientes mayores de 18 afios.
La colonizacién-infeccion por P. aeruginosa se
relaciona claramente con una mayor morbilidad y
mortalidad en el paciente con FQ; se ha evidenciado
un progresivo deterioro de la funcién pulmonar, una
disminucién de la supervivencia y se ha comprobado
gue su adquisicion en edades tempranas influye
negativamente en el pronéstico de la enfermedad.
Hasta el 30% de los pacientes con FQ desarrollan ya
la colonizacion por P. aeruginosa durante los
primeros afios de vida. En este sentido, los pacientes
colonizados por P. aeruginosa durante los primeros 5
afios de vida tienen un riesgo mayor de mortalidad
(2,6 veces) que la que presentan los pacientes con
FQ no colonizados por este microorganismo.
También se observan unos valores
significativamente mas bajos de FEV1, menor
percenti de peso y aumento del nUmero de
hospitalizaciones. Los factores de riesgo para la
colonizacion-infeccién temprana por P. aeruginosa
incluyen la infeccién previa por S. aureus, pertenecer
al sexo femenino, presencia homocigética de la
mutacién DF508 y el contacto previo con pacientes
adultos con FQ.

Generalmente la colonizaciéon se adquiere a partir
de microorganismos presentes en el ambiente,
aunque la transmision cruzada entre pacientes no es
del todo infrecuente, particularmente entre miembros
de una misma familia. Asimismo, se han descrito
brotes epidémicos de colonizacién-infeccion por P.
aeruginosa en varios centros de atencion a pacientes
con FQ. Inicialmente, la colonizacién del tracto
respiratorio se produce por morfotipos no mucosos,
generalmente sensibles a los antimicrobianos, y se
presenta con una baja densidad bacteriana. Con
posterioridad, y durante un periodo de tiempo
variable, los cultivos de las muestras respiratorias
pueden ser intermitentes. Una vez establecida la
colonizacion-infeccion pulmonar cronica,
generalmente por una Unica linea clonal de P.
aeruginosa, por un lado debido a los factores
intrinsecos al propio proceso patolégico como
consecuencia de la mutacion en el gen CFTR
discutidos en apartados anteriores y por otro, a la
naturaleza particular de las poblaciones de P.
aeruginosa que emergen como consecuencia de un
complejo proceso adaptativo al nuevo nicho
ecoldgico, resulta practicamente imposible conseguir
la erradicacion.

El proceso de adaptacion responsable de la
persistencia (en la mayoria de los casos de por vida)
de P. aeruginosa en las vias respiratorias de los
pacientes FQ incluye tanto cambios fisiolégicos

como genéticos. Entre los primeros sin duda cabe
destacar la transicion desde el estado de crecimiento
planctonico (células libres suspendidas en medio
acuoso) al de crecimiento formando las
denominadas  biopeliculas o biofilms. Las
biopeliculas son estructuras supracelulares
(comunidades multicelulares) complejas y bien
organizadas espacial y funcionalmente que crecen
sobre una superficie viva o inerte. La transicién al
crecimiento en forma de biopeliculas depende de la
accion de los sistemas de comunicacion intercelular
lasR-lasl y rhiR-rhll, que son activados cuando la
poblacion alcanza una suficiente densidad y por ello
se denominan sistemas sensores de quorum
(quorum sensing). Asimismo, P. aeruginosa posee al
menos dos reguladores globales de virulencia, retS'y
ladS, también implicados en la transicion al
crecimiento en forma de biopeliculas durante el
desarrollo de la infeccién crénica. El crecimiento en
forma de biopeliculas confiere al microorganismo
una notable resistencia tanto a los tratamientos
antibiéticos como a la propia respuesta inmunitaria
del paciente, favoreciendo su persistencia en las vias
respiratorias.
Ademas del crecimiento en forma de biopeliculas,
el desarrollo de la infeccion cronica por P.
aeruginosa se materializa a través de un intenso
proceso de adaptacibn genética, que sera
determinante para su resistencia a las @ndiciones
ambientales (incluyendo nuevamente la respuesta
inmunitaria y los antibiéticos). Fruto de esta
adaptaciébn emergen gran cantidad de variantes
fenotipicos caracteristicos de la infeccién cronica,
entre los que ocupan un papel destacado la
hiperproduccién constitutiva de alginato (morfotipo
mucoso), o los variantes de lento crecimiento
(colonias enanas o small colony variants, SCV).
Otras variantes fenotipicas que parecen favorecer la
persistencia en las vias respiratorias son los
mutantes aflagelados o con modificaciones del
lipopolisacarido. Particularmente, se ha comprobado
que la conversion al morfotipo mucoide se
correlaciona con produccion de anticuerpos y se
acompafia de cambios importantes en los
parametros pulmonares, asociandose con una mayor
mortalidad. Por el contrario, en aquellos pacientes en
los que no se produce la conversién a morfotipos
mucosos se mantiene relativamente estable la
funcionalidad pulmonar. Asimismo, el incremento en
el nimero de variantes morfoldgicas (diversificacion
fenotipica) se ha correlacionado con el progresivo
deterioro de la funcion pulmonar. Recientemente se
ha cuantificado, a través de la secuenciacién
completa del genoma de aislados secuenciales, el
intenso proceso de adaptacidn genética que ocurre
durante el desarrollo de la colonizacién crénica por
P. aeruginosa, que incluye la acumulacion de
multiples mutaciones (cerca de 10 por afio en
término  medio) destinadas a favorecer la
persistencia del microorganismo en las vias
respiratorias.
Estas caracteristicas, a pesar de no formar parte
de los mecanismos especificos de resistencia a
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antibidticos, establecen una linea base de resistencia
in vivo propicia para el desarrollo y seleccion de
variantes con alto nivel de resistencia a multiples
antibiéticos (cepas multirresistentes), como
consecuencia del uso prolongado de antibiéticos.
Este hecho se ve facilitado debido a que P.
aeruginosa (a diferencia de otros microorganismos)
tiene una extraordinaria capacidad de desarrollar
resistencia mediante mutaciones cromosomicas a
practicamente todos los antibidticos utilizados,
incluyendo los b-lactamicos, los aminoglucésidos y
las fluoroquinolonas. Finalmente, este desalentador
panorama se agrava por la elevada prevalencia en
los pacientes FQ de cepas hipermutadoras, que
presentan una frecuencia de mutacion espontanea
(para cualquier gen incluyendo todos aquellos
implicados en la resistencia a antibiéticos u otras
mutaciones adaptativas como las anteriormente
mencionadas) hasta 1000 veces mayor de lo normal.
Entre el 30 y el 60% de los pacientes con FQ estan
colonizados por cepas hipermutadoras segun varios
estudios, hecho extremadamente infrecuente (<1%)
en pacientes con infecciones agudas.

La base molecular del fenotipo hipermutador es
en la mayoria de los casos la deficiencia de alguno
de los genes que forman parte del sistema de
reparacion de emparejamientos erroneos de ADN;
mutS, mutL,, o uwD (mutU). Las cepas
hipermutadoras aisladas de los pacientes FQ son
mucho més frecuentemente resistentes a los
antibioticos que las no hipermutadoras; de hecho, la
mayor prevalencia de cepas resistentes en los
pacientes con FQ que en otros procesos se debe en
gran parte a la contribucibon de las cepas
hipermutadoras a las cifras de resistencia. Asimismo,
mediante estudios in vitro e in vivo se ha demostrado
gue las cepas hipermutadoras desarrollan resistencia
en pocas horas a practicamente todos los
antibidticos anti-pseudomoénicos cuando se utilizan
en monoterapia. En los dltimos afios se ha
constatado que la hipermutacion no es un fenémeno
exclusivo de P. aeruginosa, sino que ocurre
frecuentemente también en S. aureus y H.
influenzae en el contexto de infeccién crénica en
pacientes con FQ, asocidndose de igual forma con
tasas elevadas de resistencia por mutacién a los
antibioticos.  Asimismo, recientemente se ha
documentado que la hipermutacién y su asociacion
con la resistencia a los antibidticos tampoco es
exclusiva de la FQ sino que es también muy
frecuente en el contexto de otras patologias
respiratorias cronicas como bronquiectasias 0
EPOC, al menos en el caso de P. aeruginosa.

El diagnéstico y seguimiento microbiol6gico de la
colonizacién por P. aeruginosa es sin duda una
herramienta clave para el manejo clinico de los
pacientes con FQ; la deteccion precoz de la
colonizacion por este microorganismo es de
extraordinaria relevancia, ya que la erradicacion
Unicamente sera posible durante los primeros
estadios del proceso. Asimismo, una vez
establecida la colonizaciéon cronica, el seguimiento
microbiolégico cuali- y cuantitativo es sin duda de

gran utilidad para la evaluacion clinica de la
evolucion del cuadro patoldgico, particularmente en
lo que se refiere a la eficacia de los continuos
tratamientos antimicrobianos, destinados a mantener
una carga bacteriana lo mas baja posible con el fin
de minimizar el deterioro broncopulmonar progesivo.

La elevada heterogenicidad de las poblaciones

de P. aeruginosa que colonizan las vias respiratorias
de los pacientes con FQ, consecuencia de la intensa
diversificacion fenotipica que ocurre en este habitat
multicompartimentalizado, afiade un importante
grado de complejidad al diagnostico y seguimiento
microbiolégico de ésta patologia. Esta notable
complejidad es particularmente patente en lo relativo
a los estudios de sensibilidad a los antibiéticos; las
distintas  variantes  fenotipicas  frecuentemente
presentan distinta sensibilidad a los antibiéticos, y
especialmente en los pacientes colonizados por
cepas hipermutadoras es muy frecuente la presencia
de importantes subpoblaciones de mutantes
resistentes a la mayoria de los antibioticos utilizados.
Esta notable complejidad poblacional podria ser en
parte la responsable de la baja correlacion
encontrada entre los resultados de los estudios de
sensibilidad in vitro y la respuesta terapéutica en el
contexto de la FQ. Asimismo, la actividad de los
antimicrobianos sobre las biopeliculas de P.
aeruginosa en las vias respiratorias es dificiimente
predecible por los estudios de sensibilidad in vitro
convencionales. Finalmente, la frecuente utilizacién
de terapias antimicrobianas especificas,
particularmente el uso de antibiéticos como la
tobramicina o la colistina por via inhalada,
determinan la necesidad de utilizar criterios
especificos en la interpretaciéon de los antibiogramas
de las cepas aisladas de los pacientes con FQ.
2.3.2. Staphylococcus aureus. S. aureus fue el
primer microorganismo reconocido como causante
de infeccién pulmonar cronica en pacientes con FQ.
En la era preantibidtica fue, de hecho, uno de los
principales responsables de la elevada y temprana
mortalidad de estos pacientes. La terapia
antiestafilocécica ha conseguido en las dltimas
décadas una notable reduccion de la morbilidad y
mortalidad por este microorganismo, pero aun sigue
siendo, después de P. aeruginosa, uno de los
principales patdégenos implicados en la infeccién
broncopulmonar, especialmente en nifios menores
de 10 afios. Los datos de 2005 del registro de
pacientes de la Fundacion Americana de Fibrosis
Quistica muestran que de forma global el 51,8% de
los pacientes estan colonizados por S. aureus. Es
ademas el principal patégeno aislado durante los 10
primeros afios de vida y alcanza su nivel mas alto de
prevalencia (superior al 60%) en el grupo de edad
comprendido entre los 6 y los 10 afios.

La persistencia de S. aureus depende
fundamentalmente de su capacidad de adhesion al
epitelio respiratorio y para evadir la respuesta
inmunitaria  una vez producida la colonizacion.
Investigaciones recientes sugieren en este sentido
gue S. aureus escapa mas eficientemente de los
fagosomas de las células del epitelio bronquial
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deficientes en el CFTR. Ademés, S. aureus se
desarrolla adecuadamente en medios con alta
osmolaridad, situaciéon que se produce en las vias
respiratorias del paciente con FQ. El efecto patégeno
de S. aureus es claro en los pacientes que
desarrollan una neumonia aguda con sepsis Yy
empiema. Por el contrario, en el paciente con FQ
puede llegar a persistir en las vias respiratorias sin
producir alteraciones aparentes. No obstante, se ha
sugerido que S. aureus causa una lesién inicial con
escasa repercusion funcional que predispondria a la
colonizaciéon posterior por P. aeruginosa. Si bien el
tratamiento profilactico con b-lactamicos ha mejorado
notablemente el pronéstico de los nifios con FQ,
existe cierta controversia en torno al tratamiento
indiscriminado ya que un tratamiento prolongado
podria llevar a la sustitucion de S. aureus por P.
aeruginosa y por tanto a adelantar el proceso
evolutivo de la infecciébn crénica y el deterioro
pulmonar. Por otro lado, si bien la resistencia a la
meticilina no ha sido tradicionalmente un problema
importante en los pacientes con FQ, la situacion
parece estar cambiando, al menos en América del
Norte. La baja prevalencia de resistencia a meticilina
podria deberse a que la infecciéon esta generalmente
causada por una Unica cepa persistente a lo largo de
los afios, que evita la colonizacion posterior por
otras, incluyendo los clones epidémicos de S. aureus
resistente a la meticilina (SARM) frecuentes en los
hospitales de todo el mundo en las ultimas décadas.
Sin embargo, los datos de 2005 de la Fundacion
Americana muestran que actualmente hasta el
17,2% de los pacientes con FQ esta colonizado por
SARM. Esta alta prevalencia se ha atribuido a la
elevada diseminacién de los clones de SARM de
origen comunitario en estos pacientes. En este
sentido, recientemente se ha documentado la
infeccion respiratoria por clones de SARM de origen
comunitario productores de la leucocidina de Panton-
Valentine (LPV) en pacientes con FQ de Estados
Unidos. Estudios recientes demuestran que los
pacientes con FQ colonizados por SARM presentan
mayor obstruccion del fluo aéreo que los
colonizados por S. aureus sensible a la meticilina. La
situacién actual en Espafia de la resistencia a la
meticilina en el contexto de la FQ ha sido poco
estudiada, pero puesto que se han detectado
recientemente los primeros casos de SARM de
origen comunitario, podria seguir el mismo camino
descrito en Estados Unidos, y por tanto sera
necesario mantener una vigilancia activa de este
fendmeno en los proximos afos.

Otro fendmeno preocupante desde el punto de
vista de la resistencia a antibi6ticos es la alta
prevalencia (14% segUn un estudio publicado) de
cepas hipermutadoras (cepas con frecuencias de
mutacion espontanea mas altas de lo normal) de S.
aureus en los pacientes con FQ al igual que ocurre
para P. aeruginosa y H. influenzae. Si bien la
hipermutacion aparentemente no contribuye al
desarrollo de resistencia a la meticilina, puesto que
ésta se produce por la adquisicién de determinantes
exogenos de resistencia y no por mutacion, si

contribuye notablemente al desarrollo de resistencia
a antibidticos como los macrdlidos, facilitando la
seleccion de mutaciones en los genes ribosémicos rrl
(ARNr 23S), rpID (proteina L4) y rplV (proteina L22).
En cualquier caso, la resistencia a macrélidos es
cada vez mas frecuente en las cepas de S. aureus
de pacientes con FQ, al menos en parte debido al
uso extendido de la terapia de mantenimiento con
azitromicina. Asimismo, el tratamiento profilactico
prologado con cotrimoxazol se ha asociado con la
seleccion de cepas dependientes de timidina por
inactivacion del gen thyA que codifica para la
timidilato sintetasa. Estas cepas, ademas de por ser
resistentes al cotrimoxazol, se caracterizan por
producir colonias con morfologias andmalas, de
pequefio tamafio (SCV) que incluso muchas veces
no crecen en medios convencionales pudiendo pasar
desapercibidas. Estudios recientes demuestran que
la coinfeccion con P. aeruginosa (situacién que
ocurre de forma frecuente) también determina la
seleccién de variantes SCV de S. aureus, mediada
en este caso por la secrecion de 4-hidroxi-2-
heptilquinolina-N-oxido (HQNO). Los SCV de S.
aureus, ademas de plantear dificultades
diagndsticas, se asocian con una mayor resistencia a
los antibiéticos y wuna mayor capacidad de
persistencia en las vias respiratorias de los pacientes
con FQ.

2.3.3. Haemophilus influenzae. Aunque su
frecuencia de aislamiento varia segun el protocolo
microbiolégico aplicado, en la mayoria de los
trabajos es el tercer microorganismo mas
frecuentemente aislado en los pacientes con FQ
después de P. aeruginosa y S. aureus. Su
frecuencia aumenta si se emplean medios selectivos
(por ejemplo agar chocolate suplementado con
bacitracina) o incubacibn en atmoésfera con
anaerobiosis. Con ello se evita la microbiota de la
faringe y el sobrecrecimiento de P. aeruginosa que
puede dificultar su aislamiento. También se han
utilizado anticuerpos monoclonales dirigidos frente a
la lipoproteina P6 de la membrana externa,
aumentando a mas del doble el numero de
pacientes identificados como colonizados con este
patdégeno. Recientemente se ha demostrado que las
tomas faringeas no aumentan el porcentaje de
aislamiento de este patégeno.

H. influenzae puede colonizar hasta el 30% de los
pacientes con FQ. Su incidencia es mayor en los
niflos de menor edad, si bien también puede aislarse
en los pacientes adultos. No existen evidencias
claras sobre su papel como factor primario en el
deterioro de la funcién pulmonar y su efecto
patogénico estaria en relacibon con la carga
bacteriana elevada y la respuesta inflamatoria
generada. Algunos autores han alertado de la
posibilidad de la aceleracion de la colonizacién por
P. aeruginosa en los pacientes que presentan
aislamientos repetidos de H. influenzae debido al
dafio epitelial local que podrian generar. Aunque no
es habitual, existen pacientes con colonizacion
cronica, bien por nuevas cepas 0 por cepas
persistentes, que siguen un patrén similar al que
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presentan los pacientes bronquiticos crénicos en los
gue persistentemente se aisla este patdgeno a pesar
de los ciclos con antibidticos. En los pacientes con
FQ se ha encontrado relacibn con |las
exacerbaciones durante el periodo de colonizacion
cronica que suelen ser generalmente breves, remiten
con el tratamiento antimicrobiano adecuado e incluso
puede erradicarse hasta en el 70% de los casos de
las secreciones respiratorias. Cuando esto ocurre, se
reducen los niveles de anticuerpos frente a este
microorganismo y se evidencia una mejoria clinica
con desaparicién o reduccion de los sintomas.

Las cepas de H. influenzae que se aislan en los
pacientes con FQ son tipicamente no capsuladas,
caracteristica comun con los encontrados en otras
patologias respiratorias que cursan con cronicidad.
Por ello la vacuna conjugada frente a H. influenzae
tipo b no tendria utilidad en la prevencién de la
colonizacion en el paciente con FQ. El biotipo mas
frecuentemente aislado en estos pacientes es el |,
gue es uno de los que se asocia con una mayor
virulencia.

Aunque no hay una evidencia clinica, existe un
acuerdo generalizado del beneficio del tratamiento
antimicrobiano en los pacientes con FQ colonizados
por este patdgeno. Las pautas aplicadas no difieren
de las utilizadas en las infecciones respiratorias por
este agente en otro tipo de pacientes. Entre el 20 y el
40% de los aislados de H. influenzae son resistentes
a la amoxicilina debido a la produccién de beta-
lactamasas que son inhibidas por el acido
clavulanico, esencialmente TEM-1 y en menor
medida ROB-1. Un nUimero relativamente importante
de las cepas de H. influenzae de los pacientes con
FQ puede ser resistentes a amoxicilina sin producir
beta-lactamasas. Este fenotipo, denominado BLNAR
(beta-lactamase-negative ~ ampicillin-resistant), es
debido a alteraciones en las PBP que confieren
también pérdida de sensibilidad a la asociacion de
amoxicilina/clavulanico y cefalosporias orales (entre
ellas cefaclor y cefuroxima). Su incidencia en un
amplio estudio realizado con pacientes seguidos en
la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital
Universitario Ramoén y Cajal fue algo superior al 5%.
La resistencia a la asociacion de
amoxicilina/clavulanico es muy baja (menos del 1%)
y podria deberse una hiperproduccion de beta-
lactamasas en cepas con alteracion de las PBPs.
Por el momento no se han detectado cepas con
beta-lactamasas de espectro extendido aunque su
deteccién podria ser problematica en esta especie.

Se ha descrito la persistencia prolongada en los
pacientes con FQ, incluso de afios, de cepas de H.
influenzae multirresistentes a pesar del tratamiento
adecuado con antimicrobianos. Este perfil de
multirresistencia parece estar relacionado, al igual
gue en P. aeruginosa, con cepas hipermutadoras. En
Espafia se han descrito pacientes persistentemente
colonizados por H. influenzae resistentes a las
fluoroquinolonas. Este hallazgo es excepcional y la
seleccion del mecanismo de resistencia responsable
de ello, alteraciones en gyrA y parC, se asocia con la

administracion previa de fluoroquinolonas y el
fenotipo hipermutador.

La persistencia de H. influenzae en el érbol

bronquial podria también estar favorecido por su
capacidad de crecimiento en biopeliculas. Se ha
demostrado que las cepas no tipables procedentes
de pacientes con FQ forman biopeliculas en la
superficie de las células apicales del epitelio
respiratorio induciendo un estado de inflamacion
local. También reduciria su sensibilidad a los
antimicrobianos.
2.3.4. Streptococcus pneumoniae. Al igual que
H. influenzae, S. pneumoniae puede aislarse
ocasionalmente en las secreciones
broncopulmonares de los pacientes con FQ. En la
mayoria de las series, su incidencia no supera el
20%, siendo superior en las etapas iniciales de la
enfermedad en las que puede llegar hasta el 50%.
En el Hospital Universitario Ramén y Cajal durante el
seguimiento de los pacientes atendidos en su Unidad
de FQ entre 1995 y 2003 se encontrd una incidencia
global anual media del 5,5%, teniendo todos los
pacientes en los que se aislé una edad inferior a 12
afios. En el 35% de los casos, su aislamiento se
asocio con un episodio de exacerbacién aunque sélo
en el 27% de estos se identific6 como anico
patégeno durante estos episodios.

La utilizacion de medios selectivos, por ejemplo
agar sangre suplementado con acido nalidixico y
colistina, no parece incrementar el porcentaje de
aislamientos de S. pneumoniae en los pacientes con
FQ. Por el contrario, la toma de torundas faringeas
eleva el numero de pacientes con aislamientos
positivos para S. pneumoniae. Este hecho podria
reflejar posibles contaminaciones en las secreciones
del tracto respiratorio inferior poniendo en duda la
validez de su aislamiento. No obstante, algunos
autores han encontrado relacion entre su aislamiento
y la aparicion esporadica de exacerbaciones. En
otros casos y en contraposicion a estos hallazgos, se
destaca una incidencia similar de infecciones
respiratorias en los pacientes con FQ a la que se
produce en los pacientes de la misma edad sin esta
enfermedad. Al igual que los virus o los
micoplasmas podria favorecer el proceso de
inflamacion del arbol bronquial y la colonizacién
posterior por otros patégenos.

Desde el punto de vista de la patogenia, S.
pneumoniae se comportaria como S. aureus que es
capaz de adherirse a la superficie mucosa
favoreciendo las infecciones broncopulmonares
croénicas. Otro posible factor de virulencia, comin
con P. aeruginosa y S. aureus, es su capacidad para
elaborar productos extracelulares que estimulan la
secrecibn mucosa Yy contribuyen a una peor
evolucion de las exacerbaciones. Recientemente se
ha demostrado una mayor facilidad de los aislados
de S. pneumoniae obtenidos de los pacientes con
FQ para formar biopeliculas en comparacion con los
obtenidos de enfermedades invasivas y que también
explicaria su posible facilidad para permanecer en el
arbol bronquial. Al igual que H. influenzae puede
producirse una persistencia de clones especificos,
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en muchos casos multirresistentes, que presentan
tasas de mutacion superiores a la de los aislados
que no proceden de estos pacientes. También se ha
demostrado que la persistencia de S. pneumoniae
podria producirse a expensas de reemplazamientos
por nuevos clones. Ese hecho podria favorecer, tal y
como se produce en los pacientes con bronquitis
cronica, las exacerbaciones.

Es importante resefiar que los aislados de S.
pneumoniae obtenidos en los pacientes con FQ
presentan una mayor resistencia que los aislados
obtenidos de pacientes sin esta enfermedad. La
deteccion en estos pacientes de serotipos similares a
los que cubre la vacuna heptavalente frente a S.
pneumoniae justificaria su utilizaciéon y podria reducir
el estado de portador por serotipos multirresistentes.
2.3.5. Burkholderia cepacia complex.
Burkholderia cepacia es un bacilo gramnegativo,
descrito por Burkholder en 1950 como patégeno de
plantas y causante de la podredumbre blanda de la
cebolla y que es saprofito en muestras ambientales.
Originalmente se llamé Pseudomonas cepacia y en
1992 se consider6 que pertenecia al género
Burkholderia en base a estudios taxonémicos.

Actualmente se ha comprobado que los
organismos identificados como B. cepacia forman un
grupo muy heterogéneo y constituye un complejo de
especies fenotipicamente similares. Existen al
menos 9 variedades gendmicas dentro del complejo:
B. cepacia (variedad gendémica |[), Burkholderia
multivorans (variedad gendmica IlI), Bukrholderia
cenocepacia (variedad gendmica lll), Burkholderia
stabilis (variedad gendmica V), Burkholderia
viethamiensis (variedad gendémica V), Burkholderia
dolosa (variedad gendémica VI), Burkholderia
ambifaria (variedad gendémica VII), Burkholderia
anthina (variedad genomica VII) y Burkholderia
pyrrocina (variedad genémica IX), y otras 15
especies dentro del género Burkholderia. La
variedad gendémica | es un patégeno de plantas y
contiene la especie tipo. La mayoria de los
aislamientos de pacientes con fibrosis quistica se
incluyen dentro de B. cenocepacia y B. multivorans.

B. cepacia apareci6 hace mas de 25 afios como
un importante patégeno oportunista en pacientes con
FQ. La infeccion pulmonar producida por estas
bacterias es con frecuencia cronica, dificil de tratar
con antimicrobianos debido a su multiresistencia, y
se asocia en algunos pacientes con alta morbilidad y
mortalidad. En ellos, B. cepacia se ha asociado con
lo que se ha denominado sindrome cepacia que se
caracteriza por fiebre alta, bacteriemia,
bronconeumonia, deterioro pulmonar rapido y muerte
en mas del 62% de los pacientes. Sin embargo, otros
pacientes pueden presentar infeccién o colonizacion
intermitente o transitoria.

B. cenocepacia se ha aislado de suelo agricola,
de rizospora de maiz, de campos de cebollas, pero
se aisla infrecuentemente de sitios urbanos. Hasta
ahora no esta claramente demostrado que los
pacientes se contagien de fuentes ambientales. La
transmisién entre pacientes se puede producir por
contacto directo o indirecto con secreciones de

pacientes infectados y se facilita por contacto
prolongado entre pacientes con FQ, por compartir
equipos, por contacto social tanto en el medio
hospitalario como en reuniones, campamentos, etc.

En algunos centros se excluyen los pacientes
colonizados con B. cepacia de los programas de
transplante pulmonar, debido al mal pronéstico. Sin
embargo para otros autores seria necesario valorar
la infeccion con diferentes especies dentro del
complejo de forma individualizada.

Los estudios epidemiolégicos indican que las
diferentes variedades genémicas son diversas en
cuanto a la frecuencia de transmisién y en cuanto a
la patogenicidad en pacientes con FQ. B.
cenocepacia se asocia con una elevada transmision
y con mal prondstico y la transmision entre pacientes
se relaciona con la presencia de 1 6 2 marcadores
genéticos: gen chlA (“cable Pili") y BCESM (B.
cepacia epidemic strain marker), aunque no se ha
encontrado en las cepas de todos los brotes.

Burkholderia gladioli es un patégeno de plantas
bien conocido que se ha aislado tradicionalmente del
gladiolo y del arroz. Se ha aislado de muestras de
pacientes con FQ, y se ha identificado por su
capacidad para crecer en medios selectivos para el
aislamiento de B. cepacia. B. gladioli y B. cepacia
complex son genotipicamente diferentes pero
fenotipicamente muy similares y es dificlil
diferenciarlas mediante técnicas convencionales. De
hecho, no se encuentra en la base de datos del API
20NE por lo que se identifican como B. cepacia con
este sistema. La infeccién por B. gladioli parece que
no se asocia con peor prondstico en pacientes con
FQ y no es tan resistente a antimicrobianos. Sin
embargo, se han comunicado casos de exacerbacion
pulmonar y abscesos mudltiples en pacientes con FQ
pero hay controversia en si en realidad puedan ser
identificaciones incorrectas de B. cepacia complex.

Ocasionalmente se pueden encontrar otras
especies de Burkholderia como Burkholderia
pseudomallei (agente causal de la melioidosis y que
se ha asociado con viajes al sudeste asiatico) y
Burkholderia fungorum (bacteria del suelo que se
puede aislar de muestras clinicas de forma
ocasional).

2.3.6. Stenotrophomonas maltophilia,
Achromobacter spp. y otros bacilos Gram
negativos no fermentadores. Stenotrophomonas
maltophilia 'y  Achromobacter xylosoxidans se
encuentran mas frecuentemente que B. cepacia
complex en pacientes con FQ con enfermedad
pulmonar avanzada pero generalmente son menos
virulentos que las bacterias del complejo cepacia.

S. maltophilia es un bacilo Gram negativo no
fermentador, oxidasa negativo y resistente a la
mayoria de los antimicrobianos. Hay factores que
predisponen a la  colonizacion  por  este
microorganismo como el uso crénico de
antimicrobianos orales, intravenosos o en aerosol.
Sin  embargo, parece que no predispone la
hospitalizacion previa o el contacto con personas
colonizadas, aunque si que se ha descrito
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colonizacién con la misma cepa en diferentes
pacientes. Muchos de los pacientes con FQ y en los
que se cultiva S. maltophilia pueden presentar una
colonizacion transitoria y solo un 11% estén
colonizados crénicamente. En un estudio se observa
una peor supervivencia a los 5 afios de los pacientes
con S. maltophilia, sin embargo, en otros no se
evidencia un deterioro clinico asociado con esta
bacteria. La prevalencia de colonizacion en
pacientes con FQ ha aumentado en los Ultimos afos,
aunque varia de unos centros a otros, en parte, por
el uso de diferentes medios selectivos o por los
métodos de identificacion que pueden dar lugar a
identificaciones erréneas.

A. xylosoxidans es también un bacilo Gram
negativo que puede confundirse con P. aeruginosa
no pigmentada o con B. cepacia. No hay estudios
gue examinen el efecto de esta bacteria en la funcion
pulmonar y en la mortalidad. En un estudio se ha
asociado con exacerbaciones pulmonares en FQ,
pero los pacientes estaban colonizados también por
P. aeruginosa. No parece que la colonizacion a largo
plazo produzca un deterioro claro del estado clinico.
Se han descrito pacientes colonizados con la misma
cepa en el mismo centro, y aunque no se encontré la
fuente, los pacientes si que estuvieron hospitalizados
en el mismo tiempo.

Ralstonia es un género establecido en 1995,
diferente  de  Burkholderia, Pseudomonas vy
Alcaligenes, por sus caracteristicas fenotipicas y
moleculares e incluye bacterias que antes se
encontraban en otros géneros: Ralstonia picketti y
Ralstonia  solanacearum  (antes  Burkholderia),
Ralstonia eutrophus (antes Alcaligenes eutrophus) y
R. paucula (antes CDC grupo IVc-2). Las especies
patégenas en humanos son: Ralstonia pickettii,
Ralstonia paucula, Ralstonia gilardii y Ralstonia
mannitolilytica. Son bacilos Gram negativos no
fermentadores, oxidasa positivos, y se consideran
patégenos oportunistas que pueden producir
infecciones graves en pacientes inmunodeprimidos.
Estos organismos pueden crecer en los medios
selectivos para B. cepacia y utilizando los métodos
fenotipicos convencionales se pueden identificar de
forma errénea como B. cepacia y cepas de B.
cepacia se pueden identificar como Ralstonia spp.

Pandoraea es un bacilo Gram negativo no
fermentador que se ha aislado de muestras
ambientales, muestras clinicas y recientemente en
muestras de pacientes con FQ, que es capaz de
crecer en medios selectivos para B. cepacia y se han
identificado de forma incorrecta como B. cepacia,
Alcaligenes faecalis, R. picketti o R. paucula. El
nuevo género, descrito en 2000, contiene 5
especies: Pandoraea apista, Pandoraea sputorum,
Pandoraea norimbergensis, Pandoraea pnomenusa
y Pandoraea pulmonicola y otras 4 genoespecies
todavia sin nombre {ariedad genémica 1, 2, 3 y 4).
El género mas cercano filogenéticamente es
Burkholderia y comparte caracteristicas fenotipicas
con Ralstonia. Se han obtenido de muestras
respiratorias de pacientes con FQ pero también de
hemocultivos de pacientes con o sin FQ. Parece que

son potencialmente patdégenos en pacientes con este
sindrome y se ha descrito transmisién entre
pacientes. Clinicamente es mas virulenta que
Ralstonia spp o B. gladioli. La identificacion
fenotipica no es fiable y requiere técnicas
moleculares.

P. apista puede causar infecciébn pulmonar
cronica en FQ y se ha demostrado su capacidad
para transmitirse entre pacientes con FQ en un
campamento de invierno o en  pacientes
hospitalizados sin que se encontrara ninguna fuente
de contagio. Cinco pacientes se contagiaron a partir
del caso indice y todos ellos estaban colonizados
con P. aeruginosa. En dos pacientes P. apista
reemplaz6 a P. aeruginosa y causé enfermedad
pulmonar progresiva. Ademas es resistente a
muchos antimicrobianos, lo que limita las opciones
terapéuticas.

Inquilinus sp. es un nuevo género descrito en
2002, al realizar estudios taxondémicos de las
bacterias Gram negativas no habituales obtenidas de
secreciones respiratorias de pacientes con FQ. Es
un bacilo Gram negativo no fermentador a glucosa
que pueden crecer en medios selectivos para B.
cepacia pero puede no crecer en MacConkey. En
este género se incluye una especie Inquilinus
limosus mas otra aun sin nombre. Estas bacterias se
habian identificado como Sphingomonas
paucimobilis o} Agrobacterium radiobacter,
generalmente con bajo porcentaje de identificacion
(53,2 a 69,4%) utilizando el sistema APl 20NE. Sin
embargo, esta identificacion no concordaba con el
alto nivel de resistencia a beta-lactamicos ni con la
morfologia de la colonia (Sphingomonas paucimobilis
produce colonias con pigmento amarillo). No se
encuentra en las bases de datos de los sistemas
comerciales de identificacion. Puede presentar
aspecto mucoide y es resistente a colistina y a todos
los Dbetalactamicos excepto a imipenem, aungue
estas caracteristicas concuerdan también con
Ochrobactrum intermedium. No hay datos suficientes
para conocer el significado clinico de estas bacterias
en pacientes con FQ.

En pacientes con FQ se han aislado ademas
otras bacterias Gram negativas como Comamonas

acidovorans, Comamonas testosteroni,
Acinetobacter calcoaceticus o Chryseobacterium
indologenes.

2.3.7. Enterobacteriaceae. Las enterobacterias se
pueden aislar del tracto respiratorio de pacientes con
FQ. Generalmente son colonizadores transitorios
que se aislan de forma poco frecuente. Se
encuentran en baja densidad de colonizacién y en
general no estan asociados con enfermedad grave.

Se pueden encontrar en 1 al 4% de los pacientes
con FQ y en 10% de los casos de exacerbaciones
agudas. Se aislan con mayor frecuencia en nifios de
0 a 5 aflos generalmente antes de que se produzca
una colonizacién crénica por P. aeruginosa. Dentro
de las enterobacterias, Escherichia coli es la que se
aisla con mayor frecuencia seguido de Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. y Proteus
spp. Otras enterobacterias se aislan de forma menos
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frecuente como Providencia spp. o Morganella spp.
Crecen bien en MacConkey y en otros medios no
selectivos, aunque se puede complicar su deteccion
cuando estq presente P. aeruginosa que impide el
crecimiento. Generalmente, la identificacion se
puede hacer de forma correcta con métodos
convencionales. Aunque no es muy frecuente, las
enterobacterias pueden producir infecciones crénicas
en los pacientes con FQ, desarrollando fenotipos
altamente mucoides, similares a los de P.
aeruginosa, con la que pueden llegar a confundirse a
simple vista, si no se realiza la prueba de la oxidasa.

Sirva de ejemplo la fotografia de la Figura 2,
correspondiente a una cepa de E. cloacae mucoide
causante de infeccién crénica en un paciente con FQ
durante mas de 10 afios. Al igual que ocurre con P.
aeruginosa, la infeccion crénica se asocia con el
desarrollo secuencial de multirresistencia a los
antibidticos; la cepa utilizada de ejemplo es
Unicamente sensible a las carbapenemas.
Ocasionalmente, se ha descrito también la presencia
de cepas productoras de betalactamasas de
espectro extendido, lo cual dificulta el control de la
colonizacion por estos microorganismos.

Figura 2. Aislamiento de E. cloacae mucoide procedente de paciente FQ con mas de 10 afios de colonizacion crénica
documentada por este microorganismo: 24h de incubacion a 37°C en agar Sangre (A), agar MacConkey (B) y agar Miller-

Hinton (C)
2.3.8. Mycobacterium spp. Existe un
procedimiento anterior (Procedimiento en

Microbiologia Clinica 9a: Micobacterias) donde se
tratan ampliamente aspectos clinicos y
microbiol6gicos de la infeccién por micobacterias por
lo que en este apartado se tratardn los
especificamente relacionados con los pacientes con
FQ. Estos pacientes tienen un riesgo mayor de sufrir
colonizacion-infeccion respiratoria por micobacterias
no tuberculosas (MNT), probablemente debido a la
presencia de bronquiectasias y a las infecciones
cronicas y recurrentes del pulmén. El primer caso de
infeccion pulmonar por MNT en un paciente con FQ
se notificé en 1980 y durante los ultimos 20 afios se
ha comunicado de manera creciente su aislamiento
en estos pacientes. A diferencia de lo que ocurre en
el caso de la tuberculosis, el contagio se poduce
muy raramente por contacto persona a persona y el
tipado de las cepas aisladas en los pacientes ha
demostrado la ausencia de transmisién cruzada
entre ellos. Tampoco se ha podido demostrar el
origen nosocomial o iatrogénico a través de los
aerosoles u otras fuentes de contaminacion
hospitalarias. Las MNT tienen una distribucion
amplia en la naturaleza y se encuentran
principalmente en el agua, suelo, plantas y animales.
El aumento aparente en el aislamiento de MNT en
estos pacientes probablemente esté relacionado con
su mayor supervivencia y la mejora en los métodos
de deteccion e identificacion de las MNT.

En series publicadas, la prevalencia varia
ampliamente segun los centros del 2 al 28% si bien
la media se situaria entre el 5 y el 15%. Las
prevalencias mas bajas podrian deberse a series

basadas en un solo cultivo, a la no utilizacion de
técnicas de descontaminacién adecuadas para evitar
el sobrecrecimiento de otras bacterias o a la poca
calidad de las muestras sobre todo en pacientes
pediatricos con dificultades para expectorar.

Las especies que se aislan mas frecuentemente
son  Mycobacterium  avium  complex (MAC),
Mycobacterium avium con mayor frecuencia que
Mycobacterium intracellulare, seguida de
Mycobacterium abscessus. La edad de los pacientes
parece influir en la frecuencia y especies de MNT
aisladas. En menores de 10-12 afios la prevalencia
seria del 45% y la mas frecuente M. abcessus junto
con otras MNT de crecimiento rapido miembros del
antiguo grupo Mycobacterium fortuitum complex,
Mycobacteroum chelonae y Mycobacterium
fortuitum. La prevalencia va aumentando con la edad
siendo superior al 15% en mayores de 15 afios, lo
que puede ser un reflejo de la cada vez mayor
longevidad de los pacientes con FQ. M. abscessus
se aisla en un porcentaje similar (5%) a cualquier
edad mientras que MAC se aisla fundamentalmente
en mayores de 10-15 afios. Otras MNT de
crecimiento lento aisladas son Mycobacterium
gordonae y mas raramente Mycobactererium
kansasii. En nuestro pais no se ha publicado ningln
estudio multicéntrico pero si se han notificado
algunas series con frecuencia de aislamiento
variable del 4% al 25 % (Tabla 1).

La presencia de bacterias de crecimiento rapido
en el esputo de los pacientes con FQ puede ser una
causa de que la prevalencia real de MNT esté
subestimada.
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La tasa de cultivos contaminados en el caso de
pacientes con FQ (24%-45%) contrasta claramente

con la general (2,53%) del Ilaboratorio de
micobacterias.

Tabla 1. Estudios de prevalencia de micobacterias no tuberculosas (MNT) en pacientes con FQ

Estudio Prevalencia
(n°pacientes)

Edad (media)

Especies aisladas

Aitken et al
EEUU 1991

12,5 % (64)

Fauroux et al
Francia 1995

Olivier et al
EEUU 1992-1998

13% (986)

Pedraza et al
Espafia 1996

Sermet-Gaudelus et al
Francia 1996-1999

15% (298)

6,6 % (106) Nifios

>10 afios (24)

4,4% (91) Nifios

17-50 afios (28) 4 M. avium

2 M. avium complex (MAC)
1 M. intracellulare

2 M. chelonae

1 M. abscessus

3 M. fortuitum

3 Otros

92 M. avium complex

5 MAC + M. abscessus

18 M. abscessus

13 Otros

1 M. avium

1 M. fortuitum

1 M. chelonae

1 M. xenopi + M. tuberculosis

2 m-32 afios (11) 6 M. avium complex

18 M. abscessus
13 M. gordonae
13 Otros

Esther et al 3,9% (190) 5-12 afos 8 M. avium complex
EEUU 1993-2002 2 MAC + M. abcessus
6 M. abscessus
1 M. gordonae
Pierre-Audigier et al 8,1% (385) 1-24 (12) 3 M. avium
Francia 2000 1 M. avium complex
1 M. abscessus
1 M. chelonae
1 M fortuitum complex
3 Otros
Oliver et al 16,1% (37) 4-48 afios (21) 2 M. avium complex
Espafia 2000 3 M. chelonae
1 M. scrofulaceum
Leitritz et al 11% (91) 3-41 afios (16) 4 M. avium
Alemania 1999-2000 2 M. avium complex
1 M. intracelulare
Giron et al 25% (28) Adultos (25) 2 M. avium
Espafia 1997-2001 3 M. abscessus
2 Otros

Principalmente P. aeruginosa, que se encuentra
en el tracto respiratorio de mas del 80% de estos
pacientes y en alrededor de un tercio de los aislados
presentan fenotipo mucoso, sobrevive al tratamiento
de descontaminacion rutinario con Nacetil-L-cisteina
+ 2% NaOH. La inoculacion simultanea en medios
sélidos, preferentemente  Lowestein-Jensen, vy
medios liquidos mejora el nimero de micobacterias
recuperadas y disminuye el de muestras finalmente
informadas como contaminadas hasta un 17-18%.
Para eliminar eficazmente P. aeruginosa, el
procesamiento previo de las muestras respiratorias
de pacientes con FQ deberia incluir tratamiento con
5% de &cido oxalico en un segundo paso posterior a
la descontaminacion con N-acetil-L-cisteina + 2%
NaOH. Este tratamiento mas agresivo reduce

eficazmente la contaminacién por bacterias de rapido
crecimiento hasta un 6-8% pero puede inactivar
entre un 25-30% de las micobacterias sobre todo en
muestras con una carga baja (muestras con
tinciones negativas o 1+/2+) o las que contienen
principalmente M. chelonae / M. abscessus. Para
minimizar este efecto, se ha propuesto realizar la
descontaminaciéon en dos etapas con N-acetil-L-
cisteina+ 2% NaOH y 5% de &cido oxalico sé6lo del
cultivo en medio liquido cuando resulte contaminado.
De esta forma se puede llegar a obtener hasta un
25% de mejora en la sensibilidad.

Recientemente, se ha descrito la utilizacion de
un método de descontaminacion con cicloheximida
que mejora el aislamiento de MNT, principalmente M.
abscessus, con respecto al método estandar con N
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acetil-L-cisteina + 2% NaOH y 5% de acido oxalico.
Este método es mas sencillo y rapido pero tiene el
inconveniente de que la muestra descontaminada no
puede inocularse a los medios liquidos
automatizados como el MGIT de Becton Dickinson.
Esto se debe a que la adicién de lecitina al medio
liquido, necesaria para neutralizar la acciéon de la
cicloheximida, da lugar a fluorescencia inespecifica
gue impide la lectura automatica de los frascos.

La distincidon entre infeccion pulmonar activa y
colonizacién no es facil en el paciente con FQ. Las
recomendaciones publicadas por la American
Thoracic Society (ATS) para el diagnéstico de
infeccion pulmonar por MNT incluyen criterios
bacterioldgicos, clinicos y radiol6gicos, siendo los
dos Ultimos muy dificiles de establecer en estos
pacientes ya que la misma enfermedad puede
provocar cambios clinicos y radiolégicos similares a
los asociados a la infeccién por MNT. El sintoma
clinico mas util es la fiebre persistente inexplicable
por otras causas ya que la tos, la expectoracion o la
astenia son poco especificas. Respecto a los
criterios radiologicos, la radiografia simple es dificil
de valorar siendo mucho méas datil la TAC para
detectar la afectacion del parénquima pulmonar o la
presencia de nodulos.

Los criterios bacteriolégicos son fundamentales
para distinguir la infeccion de la colonizacion. El
criterio de infeccion requiere un minimo de tres
esputos o lavados bronquiales positivos o 2 cultivos
positivos con al menos una tincién positiva en los 12
meses previos. Si se obtiene un cultivo positivo para
MNT es obligatorio realizar cultivos seriados para
comprobar si se aisla la misma especie de MNT v,
en el caso de que sean negativos, prolongarlos al
menos durante un afio para descartar la infeccion.
En bastantes pacientes la colonizacion es ocasional
ya que los cultivos repetidos son negativos, sobre
todo en el caso de M. avium. La tincién directa es de
gran importancia ya que los pacientes que presentan
tinciones positivas cumplen criterios bacteriolégicos
con mayor frecuencia y se ha sugerido que podrian
ser indicativas de infeccion activa. Asi mismo, el
aislamiento  repetido de MNT se asocia
significativamente con enfermedad pulmonar
granulomatosa diagnosticada por necropsia en
pacientes con FQ. Los pacientes con aislamiento de
M. abscessus cumplen los criterios bacterioldgicos
con mayor frecuencia que los pacientes con cultivo
positivo del grupo MAC. En aproximadamente dos
tercios de los pacientes con M. abscessus se
observan alteraciones en la TAC y se han descrito
con mayor frecuencia casos de enfermedad invasiva
mortal. M. abscessus puede ademas ser la
responsable de infeccibn diseminada tras el
trasplante  pulmonar y la posterior terapia
inmunosupresora. Dentro del grupo MAC, M.
intracelullare se asocia con tinciones directas
positivas y cultivos repetidamente positivos mas
frecuentemente que M. avium. Respecto al impacto
de la presencia de MNT del grupo M .avium complex,
no se ha observado diferencia significativa a corto
plazo en la disminucion del volumen expirado

forzado en el primer segundo (FEV1) anual entre
pacientes con cultivo positivo y los que no tenian. Si
se ha observado un mayor nimero de
anormalidades en la TAC entre los que tenian
multiples aislamientos en el esputo, por lo que estos
pacientes deberian seguirse clinicamente con mayor
asiduidad.

La identificacién de las especies es esencial y
puede requerir técnicas genéticas. Dentro del grupo
MAC se deben utilizar medios de identificacion que
diferencien las especies M .avium de M.
intracellulare. Las técnicas utilizadas son la
hibridacion con sondas ADN-ARN (AccuProbe), la
amplificacion de secuencias genéticas seguidas de
hibridacién (INNO-LIPA), restriccion (PCR-RFLP del
gen hsp65) o secuenciacion genética (PCR+
secuenciacion de la subunidad 16S del ARNr o del
gen hsp65). M. abcessus es la mas patégena y
resistente de las micobacterias de crecimiento
rapido. Es esencial diferenciarla de M. chelonae ya
que el tratamiento en las infecciones por M.
abcessus es especialmente dificil y puede requerir
cirugia en las infecciones localizadas si la funcion
pulmonar es adecuada. Pueden diferenciarse
facilmente por la tolerancia al cloruro sddico o la
utilizacion del citrato, pero puede ser necesaria la
amplificacion seguida de restriccion del gen hsp65 o
secuenciacion genética del 16S del ARNr o del gen
hsp65.

El estudio ¢k la sensibilidad se recomienda sélo
en el caso de aislamientos que se consideren
clinicamente significativos. En los aislamientos de
MAC el tratamiento antibiético esta protocolizado
pero puede ser recomendable el estudio de la
sensibilidad a los macrélidos (claritromicina). En el
caso de M. ashcessus, no existe un consenso sobre
el tratamiento a utilizar ya que esta micobacteria es
especialmente resistente a numerosos antibioticos y
la eleccién del tratamiento se debe guiar por el valor
de las CMI en medio liquido o, dada la complejidad
de estas técnicas, por los resultados obtenidos por la
técnica de E-test.

Con respecto a la infeccion por M. tuberculosis,
es rara en pacientes con FQ y se encuentran muy
pocas referencias en la literatura por lo que es dificil
conocer su incidencia. En las series que recogen
este dato, el porcentaje de M. tuberculosis es mucho
menor (0-2%) frente al aislamiento de MNT (4-25%).
A diferencia de las MNT que se encuentran en el
medio ambiente, M. tuberculosis se transmite
persona a persona y es una seria complicacion para
el paciente con FQ sobre todo si se trata de aislados
multirresistentes  por lo que es recomendable
descartarla rapidamente mediante técnicas de
deteccion e identificacion genéticas directas cuando
la tincién de la muestra sea positiva.

Aunque los datos sobre la influencia de las MNT
en el deterioro de la funcién pulmonar en los
pacientes con FQ son contradictorios, dada la mayor
prevalencia de MNT con la edad y la publicacion de
casos con un empeoramiento clinico significativo, en
los pacientes adultos con FQ deberian realizarse
cultivos periédicos. Durante periodos de
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empeoramiento clinico o radiolégico no explicables
por otras causas 0 que no respondan al tratamiento
especifico para los patégenos  bacterianos
habituales, en todos los pacientes incluyendo nifios
deberian cultivarse muestras respiratorias para MNT.
Si se cumplen los criterios bacteriologicos de la ATS
se deberia realizar una TAC basal para diagnosticar
la presencia de signos caracteristicos de enfermedad
pulmonar por MNT. Si se trata de M. abcessus,
cumple criterios de enfermedad pulmonar por MNT o
tiene 3 6 mas cultivos positivos se deberia
considerar el inicio de tratamiento antibitico
especifico, sobre todo si coincide con una fase de
deterioro clinico.

2.3.9. Nocardia spp. Las revisiones de la infeccion
pulmonar en el paciente con FQ no mencionan como
habitual el aislamiento de especies de Nocardia. Se
han publicado muy pocos casos, principalmente
Nocardia asteroides complex, la mayoria en el
contexto de una revision de la nocardiosis que
incluye, junto con otras patologias, pacientes con
FQ. Nocardia tiene mas caracteristicas en comun
con las MNT que con otros microorganismos, son
ubicuas en el medio ambiente y el lugar mas
frecuente de infeccion es el pulmén a donde llegan
por inhalacién. Las enfermedades que disminuyen
las defensas de las vias aéreas como la FQ y las
bronquiectasias son factores de riesgo para la
infeccibn por Nocardia y situaciones como el
tratamiento con corticoesteroides favorece el
desarrollo o exacerbacién de la nocardiosis. En los
casos descritos de FQ, que incluyen tanto pacientes
pediatricos como adolescentes y adultos, Nocardia
se aislo repetidamente y los pacientes tenian
tinciones directas positivas. En algunos casos fue
precisamente este hecho lo que motivé la busqueda
de Nocardia y no la sospecha clinica de nocardiosis.
En la mayoria de casos se consideran
colonizaciones pese a lo cual con frecuencia se
tratan, principalmente con cotrimoxazol, por el temor
a una posible diseminacién extrapulmonar. Los
pacientes con aislamientos repetidos que no se
traten deben controlarse estrechamente sobre todo
si reciben terapia con corticoesteroides. La
investigacion rutinaria de Nocardia en los pacientes
con FQ no parece estar justificada si bien en ese
caso la utilizacion del medio BCYE-a suplementado
con antimicrobianos para evitar el sobrecrecimiento
de P. aeruginosa, Aspergillus y Candida
principalmente, seria de utlidad para contribuir a
aclarar el papel patégeno de esta especie en la FQ.
Para la identificacion de los aislados, las técnicas
fenatipicas clasicas como la hidrélisis de la caseina,
la arilsulfatasa o el patron de sensibilidad a los
antibiéticos no son suficientes para la diferenciacion
a nivel de especie. Las técnicas de amplificacion
genética y posterior restriccion (PCR+ RFLP) o
secuenciacion de la subunidad 16S del ARN
ribosbmico permiten diferenciar las especies
clinicamente mas significativas, como la incluidas
dentro de N. asteroides complex.

2.3.10. Aspergillus y hongos levaduriformes. La
colonizacién respiratoria  por hongos es muy

frecuente en los pacientes con FQ. Aspergillus esta
ampliamente distribuido en el medio ambiente y es
muy dificil establecer medidas preventivas para
evitar la exposicion a sus esporas, que puede ser
mayor durante las obras en las instalaciones
sanitarias o el trabajo al aire libre. La prevalencia de
Aspergillus en muestras respiratorias de pacientes
con FQ varia desde el 6 al 57% dependiendo de la
edad (suele aparecer durante la adolescencia), el
lugar de residencia (afecta mas a pacientes del
medio rural) o las condiciones climaticas (mayor
incidencia en zonas costeras). En aproximadamente
el 75% delos casos persiste en cultivos sucesivos y
su aislamiento normalmente representa colonizacién
pulmonar. En el 2-10% de estos pacientes la
principal complicacién es la aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), una
hipersensibilizacion a los antigenos de Aspergillus
con estimulacién de la respuesta inmune celular y
produccion de  anticuerpos  especificos. La
prevalencia es baja en menores de 6 afios y es mas
elevada en los pacientes en peor condicién clinica y
con mayor colonizacién bacteriana o en los que
presentan atopia. Las principales manifestaciones de
esta enfermedad son la respiracion sibilante,
aparicién de infiltrados pulmonares, bronquiectasias
y fibrosis. El diagnéstico clinico de ABPA en los
pacientes con FQ es dificl ya que las
manifestaciones de la enfermedad no son faciles de
diferenciar de las exacerbaciones agudas que sufren
estos pacientes. Tampoco lo es el diagnéstico
microbioldgico ya que el aislamiento de Aspergillus
en el esputo no es suficiente para el diagnéstico de
ABPA pero si se ha demostrado una correlacion
positiva entre la presencia de anticuerpos
especificos en suero y la afectacion de la funcion
pulmonar. El tratamiento profilactico con antibiéticos
predispone a la colonizacion por hongos, aunque
raramente se han notificado casos de aspergiloma o
aspergilosis invasiva en pacientes con FQ, excepto
en transplantados pulmonares. La presencia en el
esputo sobre todo de la forma mucoide de P
aeruginosa puede inhibir el crecimiento de hongos
por lo que se recomienda el uso de medios de cultivo
para hongos, como el agar Sabouraud glucosa,
suplementados con antimicrobianos como
ciprofloxacina o amikacina para impedir el
crecimiento de P.aeruginosa. La especie mayoritaria
es A. fumigatus, aunque otras especies también se
han descrito en una proporcion mucho menor. El
aislamiento de otros hongos como Scedosporium
apiospermum (3-8,6%), anamorfo del ascomiceto
Pseudallescheria boydii, seria el segundo en
importancia en algunas series sobre todo asociado a
la utilizacion de cicloheximida como inhibidor del
crecimiento bacteriano en los medios de cultivo. A
diferencia de Aspergillus, sus esporas se encuentran
raramente en el ambiente y los mecanismos de
transmisién y colonizacién crénica no estan claros.
Podria estar asociado también a episodios de ABPA,
pero la presencia de reaccion cruzada con
determinados antigenos de A. fumigatus hace dificil

14



demostrarlo en los casos con anticuerpos frente a
Aspergillus.

Las levaduras se aislan con mayor frecuencia,
75-78% de los pacientes con FQ, siendo Candida
albicans la especie mayoritaria. Se asocia a
pacientes que reciben tratamiento prolongado con
antibiéticos o glucocorticoides y el origen es
principalmente enddégeno a partir de la propia flora
del paciente. Se han notificado casos de
colonizacibon por la levadura melaninogénica
Exophiala dermatitis, siendo su prevalencia del 2 al
15% cuando se emplea un medio de cultivo
especifico (agar eritritol cloranfenicol, ECA) y se
prolonga la incubacién hasta 4 semanas. El riesgo
de infeccidn por esta levadura en pacientes con FQ
esté todavia por establecer.

La contribucién de las infecciones por hongos y

levaduras al deterioro pulmonar progresivo es dificil
de determinar ya que mas de las dos terceras partes
de los pacientes con colonizacibn por estos
patdégenos presentan también P. aeruginosa en sus
muestras respiratorias, pero el cultivo rutinario de las
secreciones respiratorias en los pacientes con FQ
deberian incluir siempre medios especificos para el
aislamiento e identificacion de estos
microorganismos.
2.3.11. Virus respiratorios. A pesar del papel
central de las infecciones bacterianas,
principalmente por P. aeruginosa, existen otros
factores no bacterianos implicados en la progresion
de la enfermedad pulmonar en los pacientes con FQ.
Durante la ultima década se ha evaluado en estos
pacientes el impacto de las infecciones por el virus
respiratorio  sincitial (VRS), virus de la gripe,
adenovirus, virus parainfluenza, rinovirus y mas
recientemente metapneumovirus pero no por otros
virus responsables de infecciones respiratorias como
coronavirus 0 bocavirus, un miembro de la familia
Parvoviridae recientemente descrito. También se ha
considerado la implicacion de bacterias atipicas
como Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Bordetella pertussis y Legionella
pneumophila. En general, en el 520% de pacientes
con exacerbaciones agudas se puede demostrar una
etiologia virica o por las bacterias sefialadas frente al
0-5% en pacientes en situacion estable. La
importancia de estas infecciones en los pacientes
con FQ probablemente esté subestimada ya que en
la mayoria de estudios el diagnostico fue seroldgico
y adolecen de la falta de técnicas directas y rapidas.

En menores de 5 afios hay una mayor incidencia
de infecciones viricas del tracto respiratorio inferior
por lo que cabe pensar que también la haya en nifios
con FQ. La incidencia en estos pacientes no es
mayor que en la poblaciébn general y en nifios
menores de 2 afios incluso mas baja, debido
probablemente a una exposicion menor. Sin
embargo, la infeccidon respiratoria puede ser mucho
mas grave con mayor afectacion de vias bajas,
mayor incidencia de exacerbaciones agudas,
hospitalizacion y deterioro de la funcién pulmonar.
Ademas, puede predisponer a la infeccién por
bacterias al dafiar el epitelio respiratorio y facilitar la

adherencia  bacteriana. Algunos autores han
encontrado asociacion con un riesgo mayor de
infeccion por P. aeruginosa, o con una afectacién
mayor, sugerida por el aumento en el titulo de
anticuerpos anti-Pseudomonas, en los pacientes con
infeccion crénica por este microorganismo. Un mayor
namero de infecciones viricas al afio se correlaciona
con progresion de la enfermedad pulmonar con
disminucion del indice de Swachman, el FEV1
(volumen expirado forzado en el primer segundo) o
la FVC (capacidad vital forzada) y se ha demostrado
gue un numero significativo de episodios de
exacerbacion  pulmonar son  precedidos  por
infecciones respiratorias viricas.

Los virus respiratorios tienen un periodo de
incubacion corto, menor de una semana, y la
transmisién suele ser persona a persona por lo que
se deben considerar patbégenos importantes en las
unidades que atienden pacientes con FQ. Rinovirus,
el mas prevalente todo el afio, es el virus respiratorio
que se diagnostica mas frecuentemente (>70%)
cuando se incluye su investigacion junto con el resto
de virus respiratorios, lo cual no siempre se hace por
ser dificil su cultivo y poco util el estudio serolégico
por el gran nimero de serotipos distintos. No parece
influir sobre la funcién pulmonar a corto plazo,
aunque se ha demostrado su impacto negativo en el
asma, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC) y probablemente también en la FQ.

Las infecciones por VRS tienen su mayor
incidencia durante los meses de otofio e invierno y
es el mas frecuentemente asociado a infecciones
graves del tracto respiratorio inferior en lactantes. En
series en las que se investigd junto con otros virus
respiratorios se encuentra en el 29% de los nifios
con FQ menores de 15 afios con exacerbaciones
agudas, pero se han naotificado tasas de infeccién,
investigadas por serologia, del 30-40% en pacientes
con FQ durante la época invernal. La inmunidad
natural frente a VRS es de duracién limitada por lo
que es frecuente la reinfeccion. La infecciéon por VRS
en el paciente con FQ puede causar enfermedad
aguda grave que puede requerir una prolongada
hospitalizacién, ventilacion mecanica y dejar
secuelas en la funcion pulmonar. El diagndstico del
VRS requiere la utilizaciéon de técnicas rapidas, como
la deteccion de antigeno por inmunocromatografia
(IC), el enzimainmunoensayo (EIE) de membrana o
dot-blot o la inmunofluorescencia directa (IFD) para
evitar el contacto entre pacientes infectados y no
infectados o indicar la utilizacion de medidas
profilacticas en los contactos.

En el caso del virus de la gripe, la administracién
de la vacuna es segura en pacientes con FQ y se
recomienda a partir de los 6 meses de edad por lo
que su incidencia en estos pacientes suele ser
menor, detectdndose en un 34 % de ellos. Se ha
notificado un porcentaje similar de infecciones por
adenovirus (2-3%) vy ligeramente mayor (6%) por
virus parainfluenza. Provocan empeoramiento de la
funcién y obstruccion pulmonares tras la fase aguda
de la infeccién, que en muchos casos precede a una
agudizacion clinica bacteriana. El diagndstico de
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estos virus suele realizarse por deteccion de
antigeno mediante IFD en las muestras respiratorias.
En el caso de los virus de la gripe A y B también
existen técnicas rapidas por EIE e IC con peores
resultados de sensibilidad sobre todo para virus
gripal tipo B que las técnicas de cultivo por shell vial.

Apenas existen datos en la FQ sobre la incidencia
y las manifestaciones clinicas de las infecciones por
el metapneumovirus humano (hMPV), un
paramixovirus identificado en el 2001 muy
relacionado con VRS y responsable del 515% de las
infecciones respiratorias en lactantes y nifios. En un
estudio serolégico en nifios con FQ mayores de 7
afios, la distribucion estacional de la infeccion por
hMPV fue similar a la hallada para VRS y la
incidencia fue del 47%, incluso superior a la
encontrada para VRS (36%). Diversos estudios en la
poblacion general indican que la incidencia
estacional de hMPV es algo mas tardia (enero-abril),
parece afectar a nifios ligeramente mayores vy
provoca cuadros asmaticos con mas frecuencia que
bronquiolitis. Se ha descrito que un elevado
porcentaje (hasta un 70%) de los pacientes con
infeccion mixta por VRS y hMPV tienen que ser
atendidos en cuidados intensivos al presentar un
cuadro mas grave que en otras coinfecciones.
Aunque puede aislarse por cultivo celular, el efecto
citopatico no es facilmente identificable por lo que se
han dilizado técnicas de IFD y cultivo en shell vial.
Para conocer su incidencia real habra que esperar a
la generalizacibn de la utilizacion de técnicas
moleculares para su diagnéstico.

Hasta hace poco, el diagnéstico de las
infecciones viricas respiratorias mas frecuentes se
ha basado en el aislamiento por cultivo celular, ya
sea convencional por identificacion del efecto
citopatico o por la técnica de shell vial, en las
técnicas de deteccion de antigeno por IFD o por
técnicas rapidas de EIE e IC para virus espiratorio
sincitial y virus gripales A y B. Algunas de estas
técnicas son especialmente dificiles de realizar en
las muestras de los pacientes con FQ debido a que
la viscosidad de sus secreciones respiratorias
dificulta la correcta descontaminacion y posterior
aislamiento por cultivo, asi como la deteccion por
inmunofluorescencia. La utilizacion de técnicas
moleculares puede facilitar el diagnéstico de
rinovirus, coronavirus 0 metapneumovirus, mejorar la
sensibilidad en el resto de virus respiratorios y
diagnosticar con mas frecuencia infecciones mixtas.
Puesto que los sintomas clinicos pueden ser muy
similares en todos ellos es conveniente la
investigacion conjunta de varios virus por lo que se
han descrito numerosas técnicas de
retrotranscripcién-PCR (RT-PCR) multiples
aprovechando ademas que la mayoria de los virus
respiratorios son virus ARN. Actualmente, las
técnicas de PCR en tiempo real permiten identificar
el producto amplificado simultdneamente durante la
fase de amplificacion mediante sondas fluorescentes
y algunos instrumentos de PCR en tiempo real
(ICycler 1Q real-time detection system de Bio-Rad,
Mx 3005P de Stratagene, Smart Cycler de Cepheid)

permiten la utilizacién de 45 sondas diferentes en un
mismo tubo por lo que también se han descrito
técnicas de PCR en tiempo real mdltiples. La
combinaciébn de una extraccion automatizada de
acidos nucleicos (EasyMag de  bioMerieux,
MagNAPure de Roche, BioRobot EZ1 de Qiagen)
junto con estas técnicas permitiria un diagnostico
rapido en 4-6 horas. La PCR convencional
combinada con deteccion por hibridacion mediante
microarrays tendria la ventaja de poder analizar un
panel mucho mas amplio de virus simultdneamente
(PneumoVir de Genomica) aunque en un tiempo
mayor de 8-10 horas. Las técnicas moleculares
permiten el diagnéstico de la mayoria de tipos y
subtipos viricos responsables de infecciones del
tracto respiratorio conocidos hasta el momento como
VRS A y B, virus de la gripe A, B y C, virus
parainfluenza 1, 2, 3 y 4, rinovirus, adenovirus,
echovirus, coronavirus, metapneumovirus A y B o
bocavirus (Tabla 2).

Estudios realizados, en poblaciéon general y en
pacientes con enfermedades respiratorias cronicas
como el asma o la EPOC demuestran que la
utilizaciéon de técnicas moleculares, con respecto al
diagnostico clasico por cultivo o inmunofluorescencia
directa, aumenta al doble el ndmero de nifios
diagnosticados y hasta por 10 en el caso de los
adultos, donde puede ser mas necesaria la
amplificacién por técnicas moleculares por ser la
carga virica mas baja y por tanto, mucho menos
sensibles las técnicas convencionales. La utilizacién
de técnicas de diagnostico de las infecciones viricas
mas sensibles y rapidas puede facilitar el
conocimiento de su impacto en el deterioro pulmonar
de los pacientes con FQ por lo que parece justificado
el diagnostico de la infeccion por virus durante los
episodios de exacerbacion aguda en los que no
existe una causa bacteriana que la justifigue y sin
ninguna duda, en el paciente hospitalizado para
poder establecer mediadas de aislamiento que eviten
la transmisioén intrahospitalaria.

2.3.12 Clamidias, micoplasmas y otras bacterias
atipicas. El papel de las denominadas bacterias
atipicas en la FQ es poco conocido. C. pneumoniae
es un importante patégeno respiratorio y representa
entre un 5-20% de las neumonias adquiridas en la
comunidad. Se ha asociado al 10% de Ilas
exacerbaciones agudas en el asma y al 5% en la
EPOC y cabria esperar que los pacientes con FQ
tengan un riesgo similar.

En un estudio en nifios y adultos con FQ vy
exacerbaciones agudas analizados por cultivo y
serologia, en el 12,5% se diagnosticé infeccién por
C. pneumoniae por cultivo pero el porcentaje
aumentaba hasta 21,8% por evidencia serolégica de
infeccién aguda.

M. pneumoniae es una causa frecuente de
traqueobronquitis y neumonia en nifios y una de las
causas mas comunes de neumonia en adultos
jovenes.

En pacientes con FQ y exacerbaciones agudas, las
tasas publicadas de infecciébn por M. pneumoniae
diagnosticada serol6gicamente son bajas (0,6-6 %).
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B. pertussis es cada vez mas reconocida como un
agente etiolégico frecuente de tos prolongada en

adolescentes y adultos con una incidencia muy
variable (2-26%). Un estudio reciente en nifios con

Tabla 2. Virus implicados en infecciones del tacto respiratorio inferior

Virus (genoma) Tipos

Enfermedad

Métodos
diagnésticos*

Virus respiratorio sincitial  Al-2, B1-2
(ssARN)

Virus de la gripe (ssARN) A, B, C

Virus parainfluenza 1,2, 3,4A-B

(ssARN) Croup

Gripe, Neumonia

Bronquiolitis, Neumonitis  IFD, EIE, IC, SV,

PCR-HB, PCR-AR,
PCR-TR

IFD, EIE, IC, SV,
PCR-HB, PCR-AR,
PCR-TR

Bronquitis, Bronquiolitis, IFD, SV,

PCR-HB, PCR-AR,

PCR-TR
Metapneumovirus humano A, B Bronquiolitis, Neumonitis, SV, PCR-AR,
(ssARN) Croup, crisis asmaticas PCR-TR
Rinovirus (sSARN) >100 tipos Resfriado comun, crisis CC, PCR-AR,
asmaticas, ITRI PCR-TR
Coronavirus (ssARN) 229E, OC43 Resfriado comun, ¢ITRI?  PCR-AR, PCR-TR
Enterovirus (ssARN) Echovirus, Resfriado comin, ITRI CC, PCR-AR,
Enterovirus 68 PCR-TR
Adenovirus (dsADN) 49 tipos Neumonia IFD, CC, SV,
PCR-HB, PCR-AR,
PCR-TR

Bocavirus (ssADN) -

Neumonia, bronquitis,
Jenteritis?

PCR-AR, PCR-TR

* IFD=inmunoflourescencia directa, EIE=enzimiinmunoensayo, IC=inmunocromatografia, CC = cultivo celular convencional,
SV = cultivo por shell vial, PCR-HB= PCR convencional+hibridacion en placa, PCR-AR= PCRconvencional+hibridacion en

arrays, PCR-TR= PCR en tiempo real

FQ menores de 16 afios y analizados por serologia
encontré6 una incidencia anual de infeccion por C.
pneumoniae, M. pneumoniae y B. pertussis del 7,9%,
17% y 7,8% respectivamente. En general, y no sélo
en los pacientes con FQ, la incidencia de estas
infecciones varia dependiendo de la edad y el
método utilizado para el diagnéstico microbiolégico.
El cultivo es una técnica lenta y poco sensible sobre
todo para C. pneumoniae y M. pneumoniae. Los
métodos serolégicos, normalmente usados para el
diagnostico de estas infecciones, presentan una baja
especificidad sobre todo cuando se utiliza una sola
muestra de suero. El diagnéstico de infeccién por
seroconversion o aumento del titulo de IgG no
siempre es posible y en todo caso se obtiene un
resultado tardio, Ut para la confirmacién del
diagnostico pero con poca relevancia para el manejo
clinico del paciente. Durante la fase aguda es mas
atil la deteccion de IgM aunque puede dar lugar a
resultados falsamente positivos debido a la
presencia de anticuerpos residuales de infecciones
pasadas. Con respecto a la serologia de L.
pneumophila, los resultados positivos en pacientes
con FQ e infeccién crénica por P. aeruginosa deben
interpretarse con precaucién debido a la presencia
de anticuerpos anti-pseudomonas con reaccion
cruzada frente a los antigenos de Legionella. Se han
descrito técnicas de PCR y mas recientemente

técnicas de PCR en tiempo real, que permiten
obtener un resultado rapido durante la fase aguda.
Algunas PCR multiplex con deteccién del producto
amplificado por hibridaciéon en placa son comerciales
(Chlamylege de Argene para C. pneumoniae, M.
pneumoniae, L. pneumophila). Las técnicas
moleculares  presentan mejor  sensibilidad y
especificidad que las técnicas convencionales pero
sin embargo parece necesario complementar el
diagndstico por cultivo o técnicas moleculares con
técnicas serolégicas ya que incluso en pacientes con
sintomas graves (neumonia) las técnicas de
diagnéstico directas son positivas durante un corto
espacio de tiempo al inicio de la infeccién. En los
pacientes con FQ la dificultad del diagnostico clinico
puede llevar a una sospecha tardia de infeccion por
bacterias atipicas y por tanto a la obtencién de un
resultado falsamente negativo por las técnicas
directas.

Dada la dificultad para su diagnostico, el impacto
de estas infecciones sobre el deterioro pulmonar de
los pacientes con FQ ha sido muy poco estudiado.
Por los datos disponibles, se asocia a una
disminucion significativa pero pequefia del FEV1
durante el periodo de infeccibn pero no parecen
afectar la funciéon pulmonar a corto plazo. En el caso
de C. pneumoniae, la infeccién se ha asociado a la
produccion de titulos elevados de IgE especifica con
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el consecuente aumento de la reactividad pulmonar.
Asi mismo, C. pneumoniae es un patégeno
intracelular obligado y por tanto capaz de infeccidn
crénica, por lo que puede ser dificil de erradicar ya
gue no es sensible a los antibiéticos normalmente
usados en la FQ. Se han descrito casos de infeccion
persistente por C. pneumoniae y M. pneumoniae
durante mas de un afio y en el caso de M.
pneumoniae complicaciones graves en forma de
pericarditis. B. pertussis se ha asociado a tos
prolongada durante varios meses y se ha descrito un
caso de infeccion recurrente por Bordetella
bronchiseptica a pesar de la rareza de la infeccion
por este microorganismo del que no hay descritos
mas de 50 casos, normalmente asociados a
inmunodepresién y contacto con animales.

Para mayor informacion sobre aspectos
generales de patogenia y diagnéstico de las
infecciones por bacterias atipicas del tracto
respiratorio inferior se recomienda consultar el
protocolo SEIMC n° 25 sobre Diagnostico
microbioldgico de las infecciones bacterianas del
tracto respiratorio inferior.

3. TIPOS DE MUESTRAS,
TRANSPORTE Y CONSERVACION
El lavado broncoalveolar es la muestra
considerada de referencia en el estudio
microbioldgico del paciente con FQ. Sin embargo, el
esputo es la mas utilizada, por su facilidad de
obtencibn y buena correlacion con el lavado
broncoalveolar. En los pacientes en los que no
pueden obtenerse muestras de esputo o en los nifios
pequefios suele recurrirse a los aspirados
bronquiales o a tomas retrofaringeas. En este caso,
la microbiota orofaringea suele considerarse
representativa de los microorganismos presentes en
el bronquio. Otras muestras utilizadas son los
broncoaspirados y los cepillados bronquiales. La
recogida de las muestras en estos pacientes debe
seguir las consideraciones generales establecidas
(Procedimiento SEIMC). En cada caso Yy
dependiendo del paciente, ha de valorarse Ila
oportunidad de cada una de ellas. Asimismo, deben
seguirse las recomendaciones generales en cuanto a
identificacion de las muestras e informaciéon en los
volantes de peticién (Procedimientos en
Microbiologia Clinica SEIMC 1y 1a).
Esputo. Se considera la muestra que mejor
refleja el patron de colonizacion del tracto
respiratorio del paciente con FQ. Para algunos
autores es incluso mejor que los lavados, los
aspirados o cepillados broncoalveolares ya que
tendria mejor representatividad de las diferentes
localizaciones de la colonizacién pulmonar. Su
toma ha de evitar la contaminacion con
microbiota del tracto respiratorio superior, ha de
recogerse en envases estériles y remitirse con la
mayor celeridad para su estudio. Si el
procesamiento no es inmediato, se recomienda
mantener la muestra a 4°C aunque a
temperatura ambiente la viabilidad de S. aureus
y P. aeruginosa no se ve comprometida en las

RECOGIDA,

primeras 24-48 horas si bien puede afectar a los
recuentos bacterianos. En el caso de H.
infuenzae y S. pneumoniae los recuentos
disminuyen drasticamente con el tiempo y los
cultivos podrian ser falsamente negativos. Para
evitarlo, puede congelarse mejor que
mantenerse en refrigeracion.

El nimero de muestras respiratorias
estudiadas por paciente y afio varia dependiendo
de la edad del paciente, de su situacion clinica y
del tipo de tratamiento al que esté sometido. Es
habitual recomendar el estudio microbiolégico de
uno o dos esputos por trimestre o con mayor
frecuencia en el caso de exacerbaciones vy
deterioro generalizado y siempre que se
produzca un ingreso hospitalario. La Sociedad
Americana de Microbiologia recomienda el
estudio de al menos un esputo al afio.

Lavado broncoalveolar. Evita contaminaciones
con microbiota del tracto respiratorio superior por
lo que compite con el esputo en rentabilidad.
Esta recomendado en los pacientes con escasa
expectoracion, con antibioterapia previa
prolongada, en los casos particulares de
sospecha de colonizacion por B. cepacia,
cuando se vaya a aplicar técnicas de biologia
molecular o en el seguimiento de los pacientes
sometidos a transplante pulmonar.

Muestras retrofaringeas. Su valor diagnéstico
puede variar dependiendo de la edad del
paciente y del patrén de colonizacion. En el caso
de P. aeruginosa y en pacientes menores de
cinco afos el valor predictivo positivo es cercano
al 95% vy el valor predictivo negativo del 40%,
siendo algo inferiores para S. aureus. Por el
contrario, en pacientes jovenes sin expectoracion
el valor predictivo positivo para P. aeruginosa es
inferior, 83%, y algo mayor el valor predictivo
negativo, 70%, siendo los valores
correspondientes para S. aureus del 91% y 80%,
respectivamente. Se ha demostrado que el valor
diagnoéstico aumenta cuando se incrementa el
niamero de tomas orofaringeas estudiadas.
Como se indic6 con anterioridad, las tomas
faringeas no incrementan en el ndmero de
pacientes con cultivos positivos para H.
influenzae aunque si para S. pneumoniae.

4. VALORACION Y MANEJO DE LAS MUESTRAS
EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

En general y debido a la facilidad con la que
pueden contaminarse los esputos durante su
obtencién y a las dificultades de algunos pacientes
para obtener una buena muestra se recurre a la
tincion de Gram para valorar su idoneidad para el
cultivo. El cultivo debe realizarse con los esputos que
presenten mas de 25 leucocitos y menos de 10
células epiteliales por campo microscépico con bajo
aumento. En los pacientes con FQ no se considera
imprescindible su realizacion puesto que puede no
ser suficientemente ilustrativa de los
microorganismos presentes, ya que estos pueden
formar acumulos en las secreciones (biopeliculas), o
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de las células inflamatorias (leucocitos
polimorfonucleares) que no siempre se distribuyen
de forma homogénea. Se estima que con los criterios
habituales de valoracion de la tincién de Gram, hasta
el 40% de las muestras de esputo de los pacientes
con FQ serian inadecuados para el cultivo y sin
embargo  ofrecen resultados valorables. La
concordancia entre la tincibn de Gram y el cultivo
microbiolégico es del 90-95% para P. aeruginosa,
85-90% para H. influenzae, 85% para S. pneumoniae
y 80% para S. aureus.

Las muestras respiratorias de los pacientes con
FQ, y en particular los esputos, presentan una
elevada consistencia y deben someterse a un
proceso de homogeneizacion antes de proceder a su
cultivo.  Habitualmente se emplean agentes
mucoliticos (N-acetilcisteina) o ditiotreitol. El tiempo
de contacto entre estos productos y el esputo previo
a la siembra no debe ser prolongado ya que pueden
inhibir o retrasar el crecimiento de diferentes
patégenos. Para evitar esta accién deletérea también
se ha recomendado emplear una homogeneizacion
mecdnica (sonicacién suave) o utilizar simplemente
suero salino.

5. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
RESPIRATORIAS PARA CULTIVO
CUANTITATIVO

5.1. FINALIDAD Y JUSTIFICACION DEL CULTIVO
CUANTITATIVO

El diagndstico y seguimiento microbiologico cuali
y cuantitativo de la colonizacién-infeccion de las vias
respiratorias es sin duda una herramienta clave para
el manejo clinico de los pacientes FQ. Segun las
ultimas  recomendaciones de la  Fundacion
Americana de Fibrosis Quistica, se deben obtener
muestras respiratorias para estudio microbioldgico
en las siguientes premisas: 1) al menos una cada 3
meses en pacientes clinicamente estables y sin
exacerbaciones pulmonares, Il) Durante los cuadros
de exacerbacion pulmonar, 1ll) en caso de cambio
del estado clinico, 1V) en caso de hospitalizacién, y
V) cuando esté indicado por motivos
epidemiolégicos.

Es particularmente importante la realizacion de
un seguimiento microbiolégico continuo a los nifios
con diagndstico temprano de FQ que permita
detectar la colonizacion inicial por P. aeruginosa. En
este sentido, la instauraciébn de tratamientos
antimicrobianos  agresivos en estos primeros
estadios puede prevenir la persistencia de la
colonizacion inicial y retrasar la infeccion cronica.

Ademéas de la necesidad de utilizar medios
selectivos especificos (punto 5.2)), otra
recomendacion particular para el diagnéstico vy
seguimiento de la colonizacién-infeccion respiratoria
cronica en pacientes FQ es la realizacion de
siembras cuantitativas que permitan conocer la
cantidad de los distintos microorganismos presentes
en las secreciones respiratorias. La aproximacion
cuantitativa a la microbiologia de la FQ sin duda
permite realizar un seguimiento méas preciso de la
evolucion temporal del proceso de colonizacion

cronica. El cultivo cuantitativo es ademas de
particular relevancia para valorar la eficacia de los
distintos tratamientos instaurados. Teniendo en
cuenta que la erradicacibn es practicamente
inalcanzable una vez establecida la colonizacién
cronica, el objetivo terapéutico es generalmente la
reduccion de la carga bacteriana. En este sentido, se
puede utilizar como pardmetro de eficacia
terapéutica el “aclaramiento bacteriano”, definido
como la reduccién de al menos 2 logaritmos en los
recuentos posteriores al tratamiento en comparacion
con los inmediatamente anteriores al mismo.
Ademas de estas ventajas, la siembra cuantitativa
puede facilitar el aislamiento de patégenos que estén
en baja proporcion asi como la deteccion de un
mayor nimero de morfotipos de P. aeruginosa.

Desde el punto de vista metodolégico la siembra
cuantitativa  puede realizarse  siguiendo  los
procedimientos convencionales de dilucion
logaritmica seriada de la muestra seguida de
siembra por extension en los medios indicados,
aunque esta labor tediosa puede verse facilitada por
el uso de sistemas automaticos de siembra
cuantitativa como son los sistemas de siembra en
espiral.

Ademéas de la aplicacion de la siembra
cuantitativa para el diagndstico microbiolégico, se ha
propuesto la utilidad de estas técnicas para la
valoracion de la sensibilidad a los antibiéticos. Como
se ha comentado anteriormente, las poblaciones de
P. aeruginosa presentes en las secreciones
respiratorias de los pacientes con FQ son
frecuentemente muy heterogéneas, incluyendo
mezclas de poblaciones sensibles y resistentes a
muchos de los antibidticos utilizados. Esta
heterogeneidad poblacional podria conducir a una
subestimacion de las resistencias cuando se hacen
estudios de sensibilidad a antibidticos sobre colonias
individuales. La siembra cuantitativa directa en
medios selectivos se ha utlizado ya con buenos
resultados para la deteccion de resistencias de alto y
bajo nivel a tobramicina. A diferencia de los estudios
de sensibilidad convencionales, estas técnicas
potencialmente permiten analizar la resistencia a
antibidticos desde un punto de vista poblacional y
por tanto podrian ser de gran utilidad para la
monitorizacion del desarrollo de resistencia a
antibioticos durante los prolongados tratamientos
administrados a los pacientes con FQ. No obstante,
estas técnicas no estan todavia lo suficientemente
estandarizadas y hoy por hoy no pueden sustituir a
los estudios de sensibilidad convencionales. En
cualquier caso, debido a la heterogeneidad
poblacional, se recomienda  determinar la
sensibilidad a antibiéticos de todos los morfotipos
distintos presenten en las muestras respiratorias.

5.2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE

INCUBACION
El cultivo microbiolégico de las secreciones
respiratorias de los pacientes con FQ debe incluir
medios generales y selectivos-diferenciales para los
patdgenos habituales y una incubacibn mas
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prolongada que la que se realiza con las muestras
de otros pacientes. La inclusion de estos medios
facilita la recuperacion de patdgenos que se
encuentren en baja proporcion, sobre todo en los
casos en los que exista una colonizacién simultanea
con P. aeruginosa que puede ocultar su crecimiento.
Se recomienda una incubacion de al menos 48
horas; las primeras 24 horas a 35-37°C vy
posteriormente a 30°C para facilitar el crecimiento de
posibles bacilos Gram-negativos no fermentadores.
En algunos protocolos se recomienda
especificamente la incubacion de los medios entre 3
y 5 dias. Los medios selectivos-diferenciales han
mostrado una elevada eficacia en el caso de B.
cepacia y también se recomiendan para el cultivo de
otros bacilos Gram-negativos no fermentadores y de
H. influenzae. En la Tabla 3 se indican los medios de
cultivos mas utilizados, las condiciones éptimas de
incubacioén y el objetivo de los mismos.

Los medios selectivos-diferenciales en los
pacientes con FQ son imprescindibles ya que
facilitan la deteccion de los distintos patégenos que
pueden quedar ocultos en los medios generales por
el sobrecrecimiento de P. aeruginosa mucosa. El
medio de manitol-sal es selectivo de S. aureus y
apropiado para los posibles variantes dependientes
de timidina o con menor capacidad de crecimiento
(SCV). No obstante se debe incluir un medio general
(agar sangre) con incubacién prolongada para
permitir un mejor desarrollo de estas variantes. En
este medio también se obtiene un crecimiento
adecuado de S. pneumoniae y puede utilizarse para
realizar un recuento total de la microbiota en la
muestra respiratoria. En el caso de S. aureus
también se han evaluado medios cromogénicos
obteniéndose resultados superiores de aislamientos
a los que se obtienen medios selectivos
convencionales.

La deteccion de H. influenzae se puede
incrementar empleando en atmoésfera de CO, agar
chocolate suplementado con bacitracina y colistina,
gue inhiben respectivamente el crecimiento de la
mayoria de la microbiota comensal no patdgena de
la orofaringe y de P. aeruginosa. Ademas, la
incubacién de este medio en anaerobiosis también
impide, al menos parcialmente, el crecimiento de P.
aeruginosa, por lo que se facilita el desarrollo de H.
influenzae.

Para P. aeruginosa es adecuado el medio de
MacConkey aunque también se utiliza el medio de
cetrimida. El primero es selectivo para cualquier
bacilo Gram-negativo por lo que permite el
reconocimiento de las enterobacterias y de otros
bacilos Gram-negativos no fermentadores. El
desarrollo de P. aeruginosa debe inspeccionarse
simultdneamente en el medio de agar-sangre. Esta
practica facilita la diferenciacion de los diferentes
morfotipos de P. aeruginosa en que se clasifican
habitualmente las colonias que crecen a partir de las
secreciones de los pacientes con FQ (mucosa,
puntiforme o] SCv, rugosa, metalica vy
enterobacteriaceo). Es imprescindible la incubacion
de estos medios al menos durante 48 horas, sobre

todo en los pacientes bajo tratamiento
antimicrobiano, ya que algunos  morfotipos,
esencialmente mucoso y puntiforme, y los bacilos
Gram negativos no fermentadores tienden a
desarrollarse mas lentamente. Para alguno de estos
Ultimos se recomienda la utilizacion de medios
selectivos  diferenciales o incluir discos de
antibiéticos sobre la superficie del medio. Por su
mayor importancia clinica, aun cuando no existan
evidencias para sospechar una colonizacion por B.
cepacia, se debe incluir un medio especifico para
este patdgeno. El medio PC (contiene ticarcilina y
colistina) y el medio OFPLB (medio de oxidacion-
fermentacion, polimixina, lactosa y bacitracina) han
dado resultados apropiados. También se les ha
afadido nistatina y vancomicina para evitar el
sobrecrecimiento de hongos y de S. aureus en
muestras de pacientes altamente colonizados por
estos patdgenos.

Algunos autores han alertado la posibilidad de
confundir B. cepacia con S. maltophilia y de
identificar de forma inadecuada B. cepacia como
Pseudomonas fluorescens u otra especie del género
Burkholderia, sobre todo cuando se emplean
sistemas comerciales automaticos. En estos casos
se recomienda utilizar métodos moleculares o enviar
este tipo de microorganismos a centros de referencia
para confirmar su identificacion.
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Tabla 3. Medios de cultivo recomendables, condiciones 6ptimas de incubacién y objetivo de los mismos

Medio de cultivo

Condiciones de

incubacion

Comentario

Agar sangre

Agar chocolate

Agar manitol-sal

Agar MacConkey

Agar cetrimida

Saboraud * cloranfenicol y
Saboraud = cloranfenicol +
actidiona

Léwestein Jensen o Coletsos
y medios liquidos selectivos

de enriquecimiento

35°C 48 h035°C 24 h +

temperatura ambiente 24h

35°C, 48 h, CO;

35°C 48 h

35°C48ho35°C 24 h +
temperatura ambiente 24h
35°C48h035°C 24 h +
temperatura ambiente 24h
35°C y 30°C, hasta 4

semanas

35°C, hasta 4 semanas

Crecimiento de microbiota habitual. Util para visualizacion de morfotipos de P. aeruginosa, small
colony variants de S. aureus y S. pneumoniae. Puede prolongarse su incubacion en condiciones
adecuadas de humedad hasta 5-7 dias para el aislamiento de Nocardia spp.

Tiene como objetivo el aislamiento de H. influenzae. Si existe cocolonizacién por P. aeruginosa
se recomienda incubar en anaerobiosis o sustituir este medio por agar chocolate suplementado
con bacitracina y colistina

Medio selectivo diferencial para S. aureus. En pacientes con colonizacién crénica por S. aureus
resistente a la meticilina puede utilizarse ademas una placa con medio especifico para su
aislamiento (medio cromogénico suplementado con cefoxitina o similares)

Medio selectivo diferencial para bacilos gram-negativos, incluyendo P. aeruginosa y otros
bacilos gram-negativos no fermentadores

Medio selectivo diferencial para P. aeruginosa

Medios selectivos para el crecimiento de hongos

Tienen como objetivo el aislamiento de micobacterias. Debe realizarse una decontaminacién

previa de la muestra
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El cultivo de micobacterias requiere la utilizacién

de protocolos y medios especificos y una
comunicacion expresa al laboratorio de microbiologia
de esta solicitud para establecer los cultivos y
condiciones que aseguren su aislamiento. En todos
los casos en los que se solicite el cultivo para
micobacterias es necesario la realizacion de una
baciloscopia mediante tincibn de &cido-alcohol
resistencia  (Ziehl-Neelsen) o de fluorescencia
adecuada para estos microorganismos (auramina-
rodamina). Una tincion positiva no indica la presencia
de M. tuberculosis ya que, como se indicé con
anterioridad, este patdgeno es infrecuente en el
paciente fibrotico quistico, no asi las micobacterias
atipicas. La frecuente presencia de P. aeruginosaen
los esputos de estos pacientes requiere una
decontaminacién eficiente antes de su cultivo.
Los medios de cultivo empleados para los hongos no
difieren de los utlizados habitualmente para
muestras en las que se sospeche la presencia de
estos  microorganismos (Tabla 3). Se ha
recomendado la adicién de gentamicina, amikacina o
ciprofloxacino para inhibir la fuerte carga bacteriana
gue puede dificultar su crecimiento. En el caso de
crecimiento de hongos filamentosos es importante
confirmar si pertenecen al género Aspergillus y
realizar su identificacion al nivel de especie. El
crecimiento de levaduras es muy frecuente, sin que
exista una idea clara de su importancia patégena.

5.3. CONSIDERACIONES GENERALES PARA LA
IDENTIFICACION DE LOS AGENTES
ETIOLOGICOS EN EL CONTEXTO DE LA
FIBROSIS QUISTICA

Como se ha descrito en apartados anteriores, los
patégenos bacterianos mas comidnmente aislados en
el contexto de la colonizacidn-infeccion respiratoria
en pacientes FQ son, por orden de frecuencia y/o
relevancia clinica, P. aeruginosa, S. aureus, H.
influenzae, B. cepacia complex, S. maltophilia y otros
bacilos Gram negativos no fermentadores,
Mycobacterium spp. y Enterobacteriaceae. En
términos generales, para la identificacion de los
agentes etiologicos implicados pueden seguirse los
procedimientos  rutinariamente  empleados en
cualquier otro proceso infeccioso, aunque es
importante tener en cuenta una serie de
consideraciones especificas.

La identificacion de S. aureus mediante las
pruebas tradicionales de la coagulasa o la ADNasa
no presenta mayores problemas en el contexto de la
FQ, aunque las morfologias coloniales atipicas
(pequefio tamafio, no hemoliticas, no pigmentadas)
de los mutantes SCV autotréficos para timidina,
tipicos de esta patologia, pueden dificultar su
reconocimiento en los medios de cultivo.

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo no
fermentador oxidasa positivo, en principio facilmente
reconocible en el laboratorio por sus caracteristicas
colonias con pigmentacion verdosa y olor afrutado.
No obstante, en los pacientes con FQ y con
colonizacion-infeccion crénica es muy frecuente

encontrar multiples morfologias coloniales atipicas
entre las que cabe destacar las colonias mucoides o
las SCV. Otras morfologias coloniales frecuentes en
la FQ son los morfotipos metélico y el rugoso.
Ademas, es frecuente encontrar cepas nho
pigmentadas, carentes del pigmento verde
caracteristico; en otras ocasiones presentan otros
diferentes, como ocurre en las cepas de
pigmentacion marrén, hiperproductoras de
piomelanina. En la Figura 3 se muestran las
morfologias coloniales mas frecuentes en la
colonizacion-infeccion crénica por P. aeruginosa.
Asimismo, la identificacion basada en pruebas
bioquimicas utilizando galerias comerciales de
identificacion como el APl 20NE o las incluidas en
los sistemas comerciales de microdilucion para la
identificaciéon y estudio de sensibilidad (MicroScan,
Wider, Vitek, etc..) resultan a menudo dificiles,
principalmente debido al frecuentemente lento
crecimiento en medio liquido de estas cepas asi
como a su muchas veces disminuida capacidad de
asimilacién de los sustratos incluidos.

La identificacién de B. cepacia complex merece
un capitulo aparte (punto 5.4), tanto por su
complejidad como por su relevancia clinico-
epidemiolégica. La identificacion del resto de los
bacilos Gram negativos no fermentadores descritos
en el contexto de la FQ tampoco esta exenta de
dificultades. Quizas no tanto en el caso de los mas
frecuentes, S. maltophilia y A. xylosoxidans, aunque
su identificacion errbnea como B. cepacia ha sido
descrita ocasionalmente tanto por APl 20NE como
por los sistemas Vitek o MicroScan. Mayor dificultad
diagnédstica plantea la creciente descripcién en el
contexto de la FQ de otros bacilos Gram negativos
no fermentadores menos convencionales, incluyendo
varias especies de los géneros Ralstonia, Pandoraea
0 Inquilinus. Su identificacion raramente puede
completarse por métodos convencionales, peor aun,
frecuentemente resulta dificil diferenciarlos de B.
cepacia, siendo necesario recurrir a métodos
moleculares (punto 8.1).

5.4. IDENTIFICACION DE B. CEPACIA COMPLEX

Teniendo en cuenta que Burkholderia es
altamente transmisible, resistente a muchos
antimicrobianos y se puede asociar con un mal
pronéstico, es importante usar métodos adecuados
para su deteccién e identificacion. El retraso en el
diagnéstico  microbiolégico 'y la identificacion
incorrecta, resultados falsos positivos o falsos
negativos, pueden tener consecuencias clinicas
importantes. Un paciente con B. cepacia que no es
identificado como tal, continuard en contacto con
otros pacientes con el riesgo de transmitirles la
bacteria. Un paciente identificado como B. cepacia y
que en realidad no lo es, serd separado del resto y
socialmente segregado.

B. cepacia, especialmente cuando se obtienen de
muestras respiratorias de estos pacientes, pueden
necesitar 3 dias de incubacion antes de que se
visualicen las colonias en el medio selectivo.
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Figura 3-1. Ejemplo de aislamiento de P. aeruginosa convencional procedente de un paciente con FQ y colonizacion incipiente
por este microorganismo: 24h de incubacién a 37°C en Agar Sangre (A), en agar de MacConkey (B) y en agar Mueller-Hinton

©

s o

Figura 3-2. Ay B. Aislamiento de P. aeruginosa mucoide no pigmentado procedente de un paciente con FQ con colonizacién
cronica: 24h (A) y 48h (B) de incubacion en agar Mueller-Hinton a 37°C; (C) y (D). Dos ejemplos de aislamientos de P.
aeruginosa mucoides pigmentados, incubacion en Mieller-Hinton a 37°C durante 48h, en ambos casos se observa la
aparicién espontanea de mutantes con morfologia puntiforme (SCV, small colony variants)

B

Figura 3-3. Aislamiento de P. aeruginosa con morfotipo puntiforme (SCV, small colony variant) procedente de un paciente con
FQ con colonizacion cronica; 48h de incubacidn a 37°C en agar Mieller-Hinton (A) y agar sangre (B); (C) aislamiento de P.
aeruginosa con morfotipo metalico, 24h de incubacién a 37°C en agar sangre
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Figura 3-4. Aislamientos de P. aeruginosa hiperproductores de piomelanina no mucoide (A) y mucoide (B) procedentes de
pacientes con FQ con colonizacion cronica, 48h de incubacion a 37°C en agar Mueller-Hinton

Las colonias en agar sangre o en los medios
selectivos son lisas y ligeramente levantadas y
ocasionalmente mucoides. Las colonias en agar de
MacConkey adquieren un color rosa oscuro a rojo
debido a la oxidacién de lactosa en incubaciones
prolongadas (4 a 7 dias). La mayoria de los
aislamientos son no pigmentados, pero en medios
con hierro, como TSI, muchas cepas producen un
pigmento amarillo brillante. Ademas las colonias de
B. cepacia tienen un olor caracteristico. La mayoria
de las cepas del complejo B. cepacia oxidan la
sacarosa, el adonitol o ambos, mientras que R.
pickettii no oxida ninguno de los dos. La mayoria de
B. cepacia son lisina decarboxilansa positiva
mientras que no lo es R. pickettii, B. gladioli o
Pandoraea spp. B. gladioli no oxida la lactosa,
maltosa y sacarosa. Sin embargo, algunas B.
cepacia de la variedad gendmica lll 8. cenocepacia)
tampoco acidifican estos azlcares. Las principales
caracteristicas de B. cepacia complex y especies
relacionadas se recogen en la Tabla 4.

Los sistemas de identificacion comerciales no son
capaces de diferenciar entre las distintas especies
dentro del complejo y a menudo fallan en separar B.
cepacia complex de otras especies 0 géneros
relacionados como B. gladioli, R. pickettii, R.
mannitolilytica y Pandoraea spp. En los estudios que
han comparado diferentes sistemas comerciales, el
APl 20 NE parece ser el mejor sistema comercial
para identificar B. cepacia complex. Los sistemas
automatizados como Vitek o MicroScan no son
seguros para identificar estas bacterias. Es dificil
diferenciar estas especies mediante técnicas
convencionales y se requiere la utilizacion de
técnicas de PCR con primers especificos de especie.
Cuando se identifica B. cepacia, B. gladioli, o R.
pickettii en un paciente con FQ se debe confirmar
mediante métodos convencionales y métodos
moleculares.

Se han usado diferentes métodos para identificar
las variedades gendémicas dentro del género
Burkholderia. Las pruebas fenotipicas pueden ser
capaces de diferenciar B. multivorans y B. stabilis.
Entre las especies dentro del complejo existen
algunas caracteristicas que pueden ayudar a la

identificacién. Por ejemplo, B. multivorans, B. stabilis
y B. dolosa no son capaces de oxidar la sacarosa. B.
stabilis es ornitina decarboxilasa positiva mientras
que las otras dos son negativas. B. multivorans y B.
dolosa se diferencian en la lisina decarboxilana, pero
es positiva en sélo el 53% de B. multivorans.
Recientemente se han descrito métodos moleculares
basados en la técnica de PCR que permiten
identificar bacterias del complejo B. cepacia y
diferenciarlos del resto de especies de Burkholderia
y de otros bacilos Gram negativos no fermentadores
gue pueden confundirse por técnicas convencionales
y que se describen en apartados posteriores (ver
apartado 8.1).

5,5.ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD Y LA
RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS SOBRE
COLONIAS AISLADAS

5.5.1. Pseudomonas aeruginosa. La periodicidad
recomendada para la realizacion de estudios de
sensibilidad a los antibidticos de las cepas de P.
aeruginosa de pacientes FQ es esencialmente la
misma que la recomendada para la obtencién de
muestras respiratorias: aproximadamente cada 3
meses en pacientes clinicamente estables y sin
exacerbaciones pulmonares, durante los cuadros de
exacerbacién pulmonar y en caso de hospitalizacion.
En términos generales la sensibilidad de los aislados
procedentes de las exacerbaciones pulmonares
suele coincidir con aquella obtenida en los ultimos
cultivos realizados en situacion basal, pudiéndose
por tanto utilizar estos datos para el establecimiento
de las pautas empiricas iniciales. Debido a que las
diferentes variantes fenotipicas de P.aeruginosa
frecuentemente presentan distintos patrones de
resistencia a los antibidticos, debe estudiarse la
sensibilidad de todos los morfotipos detectados en
los cultivos. Los estudios de sensibilidad dilizando
cultivos mixtos de mudltiples morfotipos, si bien
potencialmente reducen la carga de trabajo, pueden
infraestimar la presencia de variantes resistentes.
Respecto a las técnicas que deben ser empleadas
para el estudio de la sensibilidad a los antibiéticos,
se consideran de referencia la dilucion en agar y la
microdilucion siguiendo las directrices del CLSI.
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Tabla 4. Principales caracteristicas de los diferentes genomovares de B. cepacia complex y especies relacionadas

Oxidasa BCSA* | Lisina | Ornitina | Glucosa | Maltosa | Lactosa | Xilosa | Sacarosa | Adonitol | PNPG Gelatina | Esculina
ONPG
B. cepacia 100 100 100 30 100 39 61 87 87 70 100 74 56
complex |
Il 100 100 53 0 100 98 100 98 0 91 98 2 2
1] 100 100 99 71 95 78 79 88 88 79 99 55 33
v 100 100 100 100 100 93 93 44 0 78 0 93 0
V 100 100 100 0 100 97 97 75 94 0 100 0 0
VI 100 100 0 0 100 100 100 100 0 100 100 0 0
VI 100 100 100 0 100 100 100 100 94 100 100 94 56
VIl 100 100
IX 100 100
Burkholderia 0 18 0 0 100 0 0 96 0 93 100 70 11
gladioli
Pandoraea spp 67 100 0 0 11 0 0 0 0 0 0 0 0
Rhalstonia 100 100 0 0 100 92 92 83 0 0 0 33 0
pickettii

* Crecimiento en medio BCSA
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No obstante, los sistemas comerciales de
microdilucion, entre ellos el Vitek o el MicroScan, han
logrado resultados poco satisfactorios en varios
estudios, presentando altas tasas de errores muy
graves (falsa sensibilidad), y por tanto no se
recomienda su utilizacién. Por el contrario, tanto la
difusion con discos como el Etest (que ademas
permite determinar el valor preciso de CMI) han
obtenido resultados satisfactorios en comparacion
con las técnicas de referencia debido a lo cual, la
Fundacién  Americana de  Fibrosis  Quistica
recomienda enérgicamente su empleo como técnicas
de rutina en detrimento de los sistemas comerciales
de microdilucién. El Etest ademas permite
determinar la CMI de tobramicina en un amplio rango
de concentraciones, permitiendo aplicar por tanto los
dos puntos de corte propuestos para este antibiético:
el recomendado por el _SI para administracion por
via sistémica (resistente 3 16 my/ml) y el
recomendado recientemente para administracion por
via inhalatoria  (resistente 3 128  ng/ml).
Independientemente de la técnica utilizada para el
estudio de la sensibilidad a antibidticos de las cepas
de P. aeruginosa aisladas de pacientes FQ debe
prolongarse la incubacion de las placas al menos
hasta 24h completas, y en los casos de variantes de
lento crecimiento pueden ser necesarias hasta 48h
de incubacion. Es asimismo recomendable el uso de
densidades bacterianas mas elevadas para el
estudio de las cepas mucosas (1 McFarland en lugar
del 0,5 convencional) ya que el niumero de células
viables a igual densidad es menor en estas cepas
por la gran cantidad de alginato producido.

Finalmente, tanto la difusion con discos como el
Etest, al contrario que la microdilucién, permiten la
detecciébn de cepas hipermutadoras mediante la
documentacion de las subpoblaciones de mutantes
resistentes (SMR) caracteristicas de este tipo de
cepas (PNT-FQ-02). Segun estudios previos, la
presencia de SMR para al menos 3 de los
antibiéticos ensayados (ceftazidima, imipenem,
meropenem, ciprofloxacino y tobramicina) puede
utilizarse como criterio en la identificacion de este
tipo de cepas.

La deteccién de cepas hipermutadoras puede ser
de utilidad para el manejo clinico de la colonizacién-
infeccidén crénica por P. aeruginosa, ya que como se
ha comentado anteriormente estas cepas son
capaces de desarrollar resistencia rapidamente a la
mayoria de los antibidticos y por tanto siempre se
debe utilizar terapia combinada para su tratamiento.

Debido a la frecuente presencia de cepas de P.
aeruginosa multi- e incluso panresistentes en el
contexto de la FQ, en ocasiones puede ser necesario
recurrir al estudio de la actividad d& combinaciones
de antibidticos (estudios de sinergia) para la eleccién
del tratamiento mas adecuado. La técnica de
referencia, aunque tediosa, para este tipo de
estudios es la microdilucién en tablero de ajedrez,
gque permite hallar la Concentracion Inhibitoria
Fraccionada (CIF) que nos permite conocer si el
resultado de la interaccion de los antibidticos

ensayados es de sinergia, adicion, indiferencia o
antagonismo. También se han evaluado técnicas
para el estudio de la actividad de combinaciones de
antibiéticos basadas en el Etest, mostrando
resultados aceptables y por tanto aparentemente
aplicables en la practica rutinaria por su relativa
sencillez. Otra técnica, utilizada actualmente en
centros de referencia en Norteamérica, va aun mas
allhA y determina la actividad bactericida de
combinaciones de dos o méas antibidticos. No
obstante, en un estudio reciente la eleccion de
combinaciones de antimicrobianos basada en la
utilizacion de esta técnica (denominada MCBT de las
siglas inglesas multiple-combination bactericidal
antibiotic testing) no mejord la respuesta clinica en
comparacion con la elecciébn de antimicrobianos
basada en los estudios de  sensibilidad
convencionales. Debido a ello y a su complejidad
técnica no se recomienda su utilizacion de forma
rutinaria, aunque puede resultar (til para casos
particulares de infeccion por cepas multi- o
panresistentes.

Ademas de los parametros clasicos basados en

las concentraciones inhibitorias (CMI) o bactericidas
(CMB), existe otro parametro que puede resultar de
utilidad en la seleccion de los regimenes antibioticos
méas adecuados para tratar de evitar el frecuente
desarrollo de resistencia durante los mudltiples
tratamientos administrados a los pacientes FQ con
infeccion crénica por P. aeruginosa: la concentracion
preventiva de mutantes (CPM). La CPM es la
concentracion que inhibiria el crecimiento tanto de la
poblacién sensible como el de los mutantes
resistentes de primer escalébn (con una Unica
mutacion de resistencia). Desde el punto de vista
tedrico, alcanzando concentraciones iguales o
superiores a la CPM se conseguiria evitar el
desarrollo de resistencia, ya que se inhibiria tanto la
poblacion sensible como la resistente. Desde el
punto de vista metodolégico es un ensayo
relativamente sencillo, que consiste en ssmbrar una
elevada cantidad del microorganismo (aprox. 10"
UFCs) en placas de agar Mdueller-Hinton con
concentraciones crecientes del antibiético a ensayar;
la CPM sera aquella concentracion que de lugar a
una completa inhibicién del crecimiento después de
24 h o 48 h de incubacion.
5.5.2. Otros microorganismos. Sin &animo de
pretender realizar una revisiébn exhaustiva de las
técnicas, condiciones y connotaciones mas
adecuadas para el estudio de la sensibilidad a los
antibidticos de todos y cada uno de los mtégenos
potencialmente causantes de colonizacién-infeccion
respiratoria crénica en los pacientes con FQ, este
apartado se limitara a resefiar aquellos aspectos
diferenciales o de particular relevancia en el contexto
de esta patologia.

Para el estudio de la sensibilidad a antibidticos
de S. aureus procedentes de FQ pueden seguirse
los procedimientos convencionales utilizados en
otros tipos de infecciones. Cabe destacar no
obstante la creciente relevancia del SARM en el
contexto de la FQ y por tanto la importancia de su
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correcta deteccion. Tanto la utilizacion del disco de
cefoxitina, la siembra en medio de cribado con
oxacilina, la aglutinacion con latex para la deteccién
de la PBP2a o la deteccion por PCR del gen mecA
resultan adecuadas para este proposito. La
deteccion de la resistencia a meticilina por las
técnicas basadas en el cultivo del microorganismo
puede ser mas compleja en los mutantes SCV,
siendo por tanto especialmente recomendable en
estos casos la deteccién directa de la PBP2a o del
gen mecA.

Respecto al estudio de la sensibilidad a
antibiéticos de H. influenzae cabe destacar dos
aspectos diferenciales caracteristicos de las cepas
obtenidas de pacientes con FQ. En primer lugar es
importante tener en cuenta la relativamente alta
prevalencia (>5%), al menos en nuestro medio, de
cepas BLNAR. Por tanto, la evaluacion de la
resistencia a beta-lactamicos en este
microorganismo no debe basarse Unicamente en la
deteccibn de la producciébn de beta-lactamasa
(estrategia recomendada en procedimientos de otros
paises); debe estudiarse la sensibilidad a ampicilina,
preferiblemente  por  técnicas que  permitan
determinar la CMI como la microdilucién o el Etest
utiizando el medio de pruebas de Haemophilus
(HTM). Debe asimismo tenerse presente que las
cepas BLNAR presentan resistencia o sensibilidad
disminuida cruzada tanto a amoxicilina-clavulanico
como a las cefalosporinas de primera y segunda
generacién. Otro aspecto relevante y caracteristico
de las cepas procedentes de pacientes con FQ es la
alta prevalencia (pudiendo llegar hasta el 20%) de
aislados  resistentes (MIC  >1 ng/mL) a
fluoroquinolonas, hecho extremadamente infrecuente
fuera del contexto de esta patologia. Es por tanto
recomendable la determinacién de la CMI (Etest o
microdilucion) para  ciprofloxacino u otras
fluoroquinolonas; el estudio de la sensibilidad al
acido nalidixico puede ser (til para la deteccion de
cepas con bajo o moderado nivel de resistencia.

No existen hasta la fecha recomendaciones
especificas en cuanto al método mas adecuado para
el estudio de la sensibilidad a antibidticos de B.
cepacia complex, S. maltophilia, A. xylosoxidans u
otros bacilos Gram negativos no fermentadores en el
contexto de la FQ y por tanto debe seguirse la
metodologia  habitualmente  utilizada en cada
laboratorio  (difusion con  discos, Etest o
microdilucion). No obstante, es importante considerar
gue estos microorganismos se caracterizan por
presentar de forma natural resistencia a muchos de
los antibiéticos convencionalmente utilizados para el
tratamiento de las infecciones por bacilos Gram
negativos, y que esta resistencia es todavia mucho
mayor en el contexto de la FQ. En la mayoria de los
casos presentaran resistencia a todas las penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemas (todavia presentan
cierta actividad frente a A. xylosoxidans),
aminoglicoésidos, ciprofloxacino, e incluso a
antibdticos de ultimo recurso como las polimixinas.
Por el contrario, frecuentemente pueden ser
sensibles a otros antibidticos de uso infrecuente en

el tratamiento de las infecciones por bacilos Gram
negativos y por tanto generalmente no evaluados de
forma sistemética. Entre ellos se encuentra el
cotrimoxazol, la minociclina o las nuevas
fluoroquinolonas; antibiéticos que por tanto deben
ser especificamente estudiados en caso de
aislamiento de estos  microorganismos. El
cotrimoxazol es de hecho considerado el tratamiento
de eleccidon en las infecciones por S. maltophilia,
aunque la prevalencia de cepas resistentes
procedentes de pacientes FQ estd aumentado
notablemente. Por el contrario, todas las cepas
estudiadas hasta la fecha son uniformemente
sensibles a la  minociclina. Las  nuevas
fluoroquinolonas como levofloxacino y moxifloxacino
mejoran sustancialmente la actividad de
ciprofloxacino, pudiendo resultar una opcion
terapéutica de utilidad. Particularmente en el caso de
B. cepacia, la limitacion de las opciones terapéuticas
hace frecuentemente necesario recurrir a la
blusqueda de sinergias entre 2 o0 incluso 3
antimicrobianos; diversas combinaciones de
meropenem, tobramicina, cotrimoxazol,
moxifloxacino ¢ rifampicina han sido utilizadas con
este propdésito.

5.5.3. Estudio de la sensibilidad a los antibi6ticos
en biofilms. El estudio estdndar de sensibilidad a los
antimicrobianos en el laboratorio de microbiologia se
realiza con un in6culo preparado a partir de
microorganismos previamente crecidos hasta fase
exponencial o a partir de colonias aisladas en placas
de cultivo de 24-48 horas (CLSI-M7A6). Este indculo
se denomina de crecimiento plancténico en
contraposiciéon al que se prepara a partir de bacterias
desarrolladas en biopeliculas o de crecimiento sésil.
Este dltimo se asemeja mas al crecimiento que se
produce en el pulmén del paciente con FQ. Por este
motivo, se han desarrollado diferentes protocolos
gque tratan de remedar este tipo de crecimiento,
favoreciendo un mayor mimetismo con lo que
acontece in vivo. De hecho, diferentes autores han
sefialado que las discrepancias en la respuesta al
tratamiento con los resultados que se obtienen en los
estudios de sensibilidad podrian deberse a que estos
se realizan con un crecimiento inadecuado de los
microorganismos.

Dentro de la complejidad que presenta el estudio
de sensibilidad en biopeliculas los protocolos que
mas se han utilizado son los que han derivado del
dispositivo descrito por Ceri et al, conocido como
sistema de Calgary. El crecimiento de las bacterias
se realiza en placas de microtitulacién, idénticas a
las que se utilizan para el estudio de sensibilidad por
microdilucion, cerradas con wunas tapas que
contienen puas (0 pinchos) que se insertan en cada
uno de los pocillos y sobre los que se desarrolla el
biofilm. Una modificacion de este sistema ha sido
empleado por Moskowitz et al para el estudio de
sensibilidad de P. aeruginosa procedentes de
muestras respiratorias de pacientes con FQ y ha
servido también como modelo para S. pneumoniae.
Esta modificacion permite obtener un parametro de
actividad antimicrobiana, quizds mas representativo
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para el tratamiento de la infeccién cronica que la
propia CMI, denominado concentracion inhibitoria de
biopeliculas (CIB). Tanto para P. aeruginosa como
para S. pneumoniae se demostr6 una pérdida de
sensibilidad de los antibidticos beta-lactamicos frente
a bacterias con crecimiento en biopeliculas (CIB >
MIC). La actividad de las fluoroquinolonas se vio
escasamente afectada e igual resultado se obtuvo
con los aminoglicosidos y P. aeruginosa. De forma
consistente, la azitromicina, habitualmente utilizada
como inmunomodulador en estos pacientes,
incrementd su actividad frente a bacterias en
crecimiento en biopeliculas mientras que la colistina
mostré menor actividad que cuando P. aeruginosa
presenta un crecimiento plancténico.

6. INTERPRETACION E INFORMACION DE LOS

RESULTADOS
6.1. CULTIVOS CUANTITATIVOS SECUENCIALES
EN MUESTRAS RESPIRATORIAS

Casi todos los trabajos en los que se ha valorado
la utiidad y las recomendaciones para la
interpretacion de los cultivos microbioloégicos se han
realizado para P. aeruginosa. La utilizaciéon de
cultivos secuenciales de las secreciones
respiratorias en los pacientes con FQ permite
conocer el patrén de colonizacion y definir el estadio
de colonizacién broncopulmonar en el que se
encuentra el paciente (primocolonizacion,
colonizacion intermitente, colonizacién crénica) y
confirmar, desde el punto de vista microbioldgico, la
presencia de exacerbaciones. Asimismo, la
realizaciébn de recuentos bacterianos en el cultivo
facilita la mediciéon de la respuesta al tratamiento en
los pacientes con colonizacién crénica y documenta
la presencia de exacerbaciones. Aunque existen
controversias al respecto, el incremento de los
recuentos bacterianos y el aumento del nimero de
morfotipos de P. aeruginosa se han relacionado con
un deterioro de la funcion pulmonar. También se ha
evidenciado en los pacientes con colonizacién por S.
maltophilia.

En el caso c realizar recuentos bacterianos y
aunque no existen evidencias al respecto, muchos
laboratorios siguen criterios similares de carga
bacteriana a los que se utlizan con los lavados
broncoalveolares y broncoaspirados de los pacientes
con neumonia asociada a ventilacibn mecanica,
sobre todo para decidir sobre qué aislados deben
realizarse los estudios de sensibilidad. En otros
documentos se recomienda la valoracion de todos
los microorganismos con independencia del cultivo y
en otros segun la edad del paciente, su situacion
clinica y la frecuencia con la que se realizan los
cultivos microbiolégicos.

6.1.1. Definicién de los estadios de
colonizacidon/infeccién. En la Tabla 5 se recogen
de manera sintética las definiciones realizadas por el
Grupo Espafiol de Consenso del Tratamiento
Antimicrobiano en el Paciente con Fibrosis Quistica y
los criterios microbiolégicos establecidos en la
colonizacion-infeccion pulmonar por P. aeruginosa.
La aplicacion de estos criterios se facilita cuando se

realiza al menos un cultivo de esputo cada tres
meses, incluidos los pacientes que tengan
colonizacion previa, y se diferencian los morfotipos
de P. aeruginosa. El objetivo de estos criterios es la
clasificacién de los pacientes para establecer pautas
de tratamiento antimicrobiano. Por el momento no
existen criterios publicados que definan los estadios
de colonizacién por otros patégenos.

En muchos pacientes, la primocolonizaciéon por
P. aeruginosa se produce antes de los tres primeros
afios de vida, generalmente a partir de
microorganismos presentes en el medio ambiente,
aunque lo habitual es que se produzca en edades
mas tardias. En los primeros momentos, la
colonizacién se produce por morfotipos no mucosos,
generalmente sensibles a los antimicrobianos. Tras
la primocolonizacion suele seguir un periodo
denominado de colonizacién esporadica en la que
los cultivos suelen ser intermitentemente positivos y
negativos con aumento progresivo de los recuentos
bacterianos. La colonizacion suele ser de bajo grado
por lo que puede no detectarse en el cultivo. En la
colonizacién intermitente suelen aparecer cepas
mucosas que coexisten con otras con diferentes
morfotipos coloniales. Los aislados suelen conservar
su sensibilidad a los antimicrobianos de eleccion. A
medida que progresa la colonizacion, P. aeruginosa
genera gran cantidad de alginato y crece en
biopeliculas, dificultando el tratamiento con
antimicrobianos y los procesos de defensa del
hospedador, incluyendo la fagocitosis. Los cultivos
son siempre positivos para P. aeruginosa y la
colonizacion del pulmén es  practicamente
permanente (colonizacién crénica), siendo casi
imposible su erradicacion. En estas condiciones, se
produce una seleccion de clones especificos con
mejor adaptacion que suelen persistir a lo largo de la
vida del paciente con FQ, ain en los casos en los
gque se produce una falsa erradicacién bajo
tratamiento con antimicrobianos. A pesar de ello, se
produce una diversificacibn con aparicion de
multiples morfotipos, auxotrofias y perfiles diferentes
de sensibilidad y resistencia a los antimicrobianos.
Esta evolucién conduce a la producciéon de una gran
masa bacteriana, responsable en parte de las
consecuencias patogénicas de la colonizacion
(patogénesis pasiva) aunque también se liberan
exotoxinas bacterianas capaces de alterar el epitelio
respiratorio  (patogénesis activa). Durante este
periodo la respuesta inmunoldgica es consistente
con la colonizacién por P. aeruginosa y suele
evidenciarse un lento y progresivo deterioro de la
funcién pulmonar.

Las exacerbaciones agudas en el curso de la
colonizacion crénica se caracterizan por la aparicion
de signos clinicos de infeccién, incremento de los
titulos de anticuerpos durante el curso de una
colonizacion croénica y suelen coincidir con aumentos
de la masa bacteriana total o variaciones
antigénicas. En las exacerbaciones, tampoco puede
excluirse la aparicion transitoria de variantes
bacterianos de mayor virulencia.

28



6.1.2. Seguimiento microbiolégico de la
colonizacidn/infeccion crénica. La frecuencia con
la que se debe realizar el estudio microbioldgico es
objeto de controversia. La realizacién del cultivo de
esputo es costoso y laborioso y se cuestiona la
utilidad de los datos ofrecidos para el seguimiento
del paciente. En los pacientes en los que se haya
realizado un diagnéstico temprano de la FQ es
imprescindible realizar un seguimiento microbioldgico
continuo que permita detectar la primera
colonizacién por P. aeruginosa. Incluso se ha
sefialado que estos cultivos deben ser mensuales o
cuando menos trimestrales. Cuando se produce la
primicolonizacion es imprescindible instaurar un
tratamiento erradicador y realizar siempre cultivos
mensuales para monitorizar la eficacia del
tratamiento antimicrobiano y constatar la posible
erradicacion bacteriana. Un solo cultivo negativo no
indica erradicacion ya que en ocasiones se reduce la
carga bacteriana hasta niveles indetectables en el
cultivo pero puede detectarse con técnicas de
microbiologia molecular.

En los pacientes que presenten colonizacion-

infeccion cronica por P. aeruginosa, es suficiente un
cultivo trimestral a no ser que el paciente presente
exacerbaciones o requiera ingreso hospitalario. En
estos casos es siempre recomendable realizar
recuentos bacterianos. Debido a la imposibilidad de
conseguir la erradicacion una vez establecida la
infeccion crénica, los objetivos terapéuticos radican
en mantener los recuentos basales lo mas bajos
posibles mediante la admistracién de tratamientos de
mantenimiento, generalmente tobramicina o colistina
por via inhalada. De igual forma, el tratamiento de
las exacerbaciones persigue reducir lo mas rapido
posible la carga bacteriana hasta niveles basales,
generalmente  mediante la administraciéon de
combinaciones de antibiéticos antipseudomonicos
por via intravenosa. A este respecto se ha
considerado como marcador de eficacia
microbiolégica la reduccion de al menos dos
logaritmos en los recuentos de P. aeruginosa en los
cultivos inmediatamente anteriores y posteriores al
tratamiento, acuidndose para este efecto el término
de aclaramiento bacteriano.
Para otros patégenos bacterianos, el seguimiento
debe ser similar, salvo en los casos en los que se
detecte B. cepacia en los que es importante
diferenciar el genomovar, monitorizar  su
persistencia y vigilar estrechamente el posible
deterioro de la funcion mlmonar, sobre todo en los
pacientes sometidos a transplante pulmonar.

6.2. INTERPRETACION E INFORMACION DEL
AISLAMIENTO DE B. CEPACIA COMPLEX

La identificacion correcta de B. cepacia es
probablemente uno de los aspectos mas relevantes
en control microbioldgico de los pacientes con FQ. El
falo en el reconocimiento de este importante
patégeno puede tener notables consecuencias en la
evolucion clinica del paciente, mientras que la falsa
identificacion de otros microorganismos como B.
cepacia conlleva también un elevado impacto

médico, social y psicolégico. Asimismo, la
importancia clinica de las diferentes variedades
gendémicas no es la misma, por lo que se deberia
realizar la identificacion de la variedad dentro del
complejo B. cepacia.

Debido a su elevada trascendencia tanto desde el
punto de vista clinico como epidemioldgico, cuando
se aisla B. cepacia complex en muestras
respiratorias de los pacientes con FQ debe
informarse lo mas rapidamente posible al médico
responsable del seguimiento del paciente. S debe
informar en primera instancia la identificacion
presuntiva y se confirmard o no cuando se tengan
los resultados del centro de referencia.

Asimismo, se deben aplicar medidas de control
estrictas, particularmente es necesario separar a
estos pacientes de otros no colonizados para evitar
la transmision cruzada. Se recomienda también
mantener separados entre si a los pacientes
colonizados por B. cepacia, para evitar la transmision
de cepas particularmente virulentas.

6.3. ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD Y
RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

El informe del laboratorio de microbiologia para
las muestras respiratorias de pacientes con FQ debe
incluir la identificacion y el recuento (logaritmo de
UFC por ml de esputo) de todos los microorganismos
potencialmente  patdégenos presentes, y su
antibiograma correspondiente. En el caso de P.
aeruginosa se debe especificar el numero de
morfotipos distintos presentes y se debe incluir un
antibiograma para cada uno de ellos.
Particularmente, debe especificarse, en su caso, la
presencia de cepas con morfotipo mucoso. En el
informe del antibiograma de las cepas de P.
aeruginosa procedentes de pacientes con FQ se
deben aplicar, como en cualquier otro tipo de
infeccion, los puntos de corte establecidos (CLSI,
EUCAST o MENSURA) para la administracion de los
antibiéticos por via sistémica. No obstante, es
necesario tener en cuenta que en estos pacientes
frecuentemente se realizan tratamientos antibiéticos
por via inhalatoria, alcanzandose concentraciones en
las vias respiratorias muy superiores a las
alcanzables por via sistémica. Por tanto, seria
recomendable aplicar puntos de corte especificos
para esta via de administracion. Actualmente solo
existen recomendaciones especificas para la
tobramicina, que es el antbidtico mas
frecuentemente usado como terapia de
mantenimiento por via inhalatoria en los pacientes
con FQ.
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Tabla 5. Estadios de infeccién-colonizacion por P. aeruginosa y criterios microbioldgicos de valoracion.

Estadio de
infeccion-colonizacion

Criterios microbiolégicos

Criterios clinicos

Comentarios

Colonizacién inicial

Deteccién del primer cultivo positivo

No aparecen manifestaciones

Suelen ser cepas con colonias no mucosas, con

(primocolonizacién o de P. aeruginosa en el arbol| clinicas ni respuesta inmunoldgica | escasa diversidad de morfotipos y sensibles a
colonizacion pionera) bronquial. especifica antimicrobianos
Colonizacién Cultivos intermitentemente positivos | No existen signos de infeccién o | Pueden aparecer cepas con colonias mucosas y otros

esporadica o
intermitente

y negativos en muestras
consecutivas tras colonizacion inicial:
deteccion, en un periodo de 6 meses
a partir de la colonizacion inicial, de
un cultivo positivo para P. aeruginosa
de entre al menos 3 cultivos
separados al menos un mes entre
ellos

respuesta inmunoldgica patente

morfotipos coloniales

Colonizacioén inicial con
infeccion
broncopulmonar

Se utilizan los mismos criterios
microbiol6gicos que en la
colonizacion inicial o esporadica

Aparicion de signos clinicos o
inmunoldgicos de infeccion.

Suelen ser cepas con colonias no mucosas, con
escasa diversidad de morfotipos y sensibles a
antimicrobianos. En pacientes sin estudio
microbiolégico  puede utilizarse como  criterio
diagnéstico la aparicion o aumento de anticuerpos en
dos muestras de sangre sucesivas separadas al
menos por 3 meses

Cultivos positivos persistentes de P. | Ausencia de nuevos signos | Suele producirse por cepas con colonias mucosas y
Colonizacién aeruginosa: deteccién, en un periodo | clinicos de infeccion pero con | otros morfotipos coloniales
crénica de 6 meses, de al menos 3 cultivos | respuesta inmunolégica | Es el patrén habitual en periodos avanzados de la
positivos para P. aeruginosa en | consistente con la presencia de P. | enfermedad
muestras separadas entre si al | aeruginosa
menos un mes
Infeccion Se utilizan los mismos criterios | Signos clinicos de exacerbacién o | En pacientes sin estudio microbiolégico puede

broncopulmonar
cronica (exacerbacion)

microbioldgicos que en la
colonizacién crénica

con respuesta inmunoldégica
incrementada durante la
colonizacién crénica

utilizarse como criterio diagnéstico el aumento de
anticuerpos en dos muestras de sangre sucesivas
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Los puntos de corte establecidos sugieren
considerar como potencialmente tratables por esta
via aquellas cepas cuya CMI de tobramicina sea =64
ng/ml (puntos de corte convencionales del CLSI: =4
ng/ml  Sensible, 8 ng/ml Intermedia, 316 ng/ml
Resistente). Es por tanto recomendable indicar en el
informe de sensibilidad de las cepas resistentes a
tobramicina (CMI 216 ng/ml) si son potencialmente
tratables por via inhalatoria (CMI =64 ng/ml). Aunque
la multirresistencia en las cepas de P. aeruginosa de
pacientes con FQ se debe esencialmente a la
acumulacion de procesos mutacionales, se ha
descrito ya la presencia de carbapenemasas de
clase B (metalo-beta-lactamasas), codificadas en
elementos genéticos transferibles por via horizontal y
portadores de determinantes de resistencia a
multiples antibiéticos. Debido a la cronicidad del
proceso, estos pacientes podrian convertirse en
importantes reservorios de estos determinantes de
multirresistencia, y por tanto es necesario extremar
las medidas de vigilancia y contencion.

En funcién de la experiencia de cada centro los
estudios de sensibilidad convencionales pueden
completarse con la determinacibn de otros
parametros descritos en apartados anteriores:
determinacién de la CIB (concentracién inhibitoria de
biopeliculas), CPM (concentracion inhibitoria de
mutantes). Si bien estos pardmetros no pueden
sustituir hoy por hoy la CMI clasica, pueden gortar
informacion complementaria Util en la seleccion de
los regimenes antibidticos mas adecuados para el
tratamiento de la infeccion crénica por P. aeruginosa.
De igual forma, seria recomendable realizar e
informar los estudios de sinergias en las cepas
multirresistentes, particularmente en aquellas, no ya
tan excepcionales, resistentes a todos los
antibidticos ensayados.

Asimismo, en funcion de la experiencia de cada
centro debe valorarse la deteccion de cepas
hipermutadoras y en su caso informar de su
aislamiento y afiadir en las observaciones del
informe una llamada a la necesidad de utilizar
combinaciones de antibiéticos para su tratamiento
debido al elevado riesgo de desarrollo de resistencia.
Una de las cuestiones mas relevantes que surgen al
examinar los antibiogramas de las cepas
hipermutadoras es cémo interpretar e informar los
resultados de sensibilidad debido a la frecuente
presencia de subpoblaciones de  mutantes
resistentes (SMR).

La aproximacidbn mas conservadora seria considerar
las subpoblaciones resistentes y leer las CMlIs
(Etest) o diametros de los halos de inhibicién
(difusién con discos) que producen una completa
inhibicion del crecimiento.

El problema de esta consideracién es que en
muchos casos informariamos la cepa como
resistente a todos los antibiéticos (incluso aunque no
presente mecanismos de resistencia adquiridos) y
por tanto no habria ninguna opcién terapéutica
disponible. Sin embargo, los estudios de sinergia
demuestran que la presencia de las SMR

desaparece cuando se utlizan combinaciones de
antibidticos con distinto mecanismo de resistencia.
Resulta importante por tanto distinguir la verdadera
resistencia de la debida a la presencia de SMR
producida por la propia frecuencia de mutacion
incrementada, ya que al contrario de lo que ocurre
con el primer tipo de resistencia, el segundo podria
ser potencialmente combatido con combinaciones de
antibidticos. En este sentido, recientemente se ha
sugerido una alternativa para la interpretacion de los
antibiogramas (difusion con discos y Etest) de las
cepas hipermutadoras:

I. Leer las CMIs (o diametros de los halos de
inhibicién) de la poblacion general y aplicar los
puntos de corte definidos para las categorias de
sensibilidad (S, I, R).

Il. Examinar la presencia de SMR vy leer las CMIs o
didmetros de los halos de inhibicion producidos
por el crecimiento de éstas y aplicar los puntos de
corte definidos para las categorias de sensibilidad
(S, I, R). La lectura definitiva de las SMR puede
requerir 12-24h adicionales de incubacién en las
cepas de lento crecimiento. Informar los
antibidticos para los cuales la poblaciéon general
es sensible pero que contiene SMR que superan
los puntos de corte como ‘resistente pero
potencialmente activo para Su uso en terapia
combinada”. En el PNT-FQ-02 pueden
encontrarse recomendaciones especificas mas
detalladas a este respecto.

7. TECNICAS RAPIDAS DE DIAGNOSTICO.

7.1. DETECCION DE P. AERUGINOSA Y OTROS
PATOGENOS EN MUESTRAS RESPIRATORIAS
POR METODOS MOLECULARES

El cultivo es la técnica utlizada habitualmente
para deteccibn de P. aeruginosa y otros bacilos
Gram negativos. Sin embargo, en ocasiones el
cultivo es negativo (especialmente en pacientes con
tratamiento antimicrobiano o con baja carga
bacteriana) o se requieren varios dias para llegar a la
identificacion. Por eso, se estan utilizando técnicas
moleculares que permiten un diagndstico mas rapido
ya que pueden utilizarse directamente sobre
muestras respiratorias. Ademas, permite detectar la
presencia de poblaciones bacterianas mixtas. Se
pueden detectar mudltiples microorganismos en un
esputo, que sin embargo no crecen en cultivo. El
problema de las técnicas moleculares es que no
distingue entre bacterias vivas y muertas y puede
detectar bacterias eliminadas con tratamientos
antimicrobianos anteriores.

El aislamiento de ADN a partir de muestras de
esputo es simple y no se ve afectado por la viabilidad
de las bacterias, la competicion entre nutrientes o la
presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento
bacteriano. La amplificacion mediante PCR de los
genes ribosémicos, la posterior secuenciacién del
fragmento y comparacion con bases de datos,
permite  identificar  practicamente  todos los
microorganismos y ha permitido identificar nuevas
especies.
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En los dltimos afios se ha utilizado con éxito la
técnica de FISH (Fluorescent in situ hybridization)
para deteccién de diferentes patbgenos en muestras
clinicas y también para el estudio de los principales
patdgenos en pacientes con FQ P. aeruginosa, S.
aureus, H. influenzae, B. cepacia, Burkholderia spp.
y S. maltophilia). La técnica permite obtener
resultados en pocas horas y se ha descrito muy
buena especificidad pero sensibilidad del 90%
comparada con el cultivo, ya que requiere alta
densidad de colonizacion para dar un resultado
positivo.

Las técnicas méas desarrolladas actualmente
son las que permiten detectar, en muestras de
esputo, P. eruginosa y otras Pseudomonas spp. y B.
cepacia complex y otras Burkholderia spp. Las
técnicas de PCR utilizadas hasta ahora presentan
alta sensibilidad (93 al 100% dependiendo de los
primers que se utilicen) para detectar P. aeruginosa
en esputo de pacientes con FQ. Se han utilizado
diferentes genes como:

- ARNr 16S

- los genes oprl y oprL (que codifica para una
lipoproteina de membrana externa implicada en
el sistema de expulsion activo y en la
permeabilidad) y permite detectar P. aeruginosa
y otras Pseudomonas spp.

- el gen algD (que codifica para la deshidrogenasa
manosa GDP necesaria en la sintesis de
alginato)

- el gen groES (que codifica para una proteina de
choque térmico) y permite detectar
Pseudomonas spp. y posteriormente diferenciar
P. aeruginosa por el patron de RFLP

- el gen de la exotoxina A (ETA), que es producida
por la mayoria de las cepas de P. aeruginosa.

Uno de los genes mas utilizados, el oprl, esta
muy conservado entre los diferentes miembros de
las Pseudomonas, y el gen oprL es especifico de P.
aeruginosa incluidas las colonias no pigmentadas y
las mucoides. Por lo tanto es posible realizar una
PCR multiplex que detectara la presencia de P.
aeruginosa y de otras especies e Pseudomonas en
la misma reaccidon. La técnica aplicada a muestras
clinicas muestra una alta sensibilidad siendo capaz
de detectar 100 ufc/ml. Se ha descrito PCR positiva
con cultivo negativo, que puede explicarse por el
crecimiento de otras bacterias que impiden el
crecimiento de P. aeruginosa, por la presencia de
organismos no viables o porque sea el inicio de la
colonizacién que se detectara posteriormente
también en cultivo. Las técnicas moleculares
permiten detectar colonizacién con P. aeruginosa
una media de 4,5 meses antes de que lo detectara el
cultivo, aunque se desconoce si esto ofrece ventajas
potenciales en cuanto a morbilidad y mortalidad
asociada con P. aeruginosa. Las técnicas
moleculares son Utiles, también, en pacientes con
colonizacién mixta de Pseudomonas spp. y P.
aeruginosa. En estos pacientes se puede producir
fallo de deteccidon de la especie minoritaria pues el
aspecto de la colonia puede ser similar en los
primeros dias de incubacion.

Las técnicas moleculares se han utilizado con
éxito para detectar B. cepacia complex a partir de
muestras respiratorias de pacientes con FQ y se han
utilizado diferentes primers disefiados frente a genes
especificos de bacterias del complejo:

- BCR1 y BCR2, gen recA, que permite detectar B.
cepacia y diferenciar las diferentes variedades
gendmicas mediante secuenciacion del producto
amplificado, mediante RFLP tras digestion con
enzimas de restriccion o realizando una nested
PCR con reacciones de PCR independientes.

- PSL1-PSR1 (regiones conservadas del gen 16S
ARNI)

- G1y G2 (regidn espaciadora 16S a 23S)

Los primeros estudios se realizaron con los
primers PSL1 y PSR1, sin embargo estos primers
estaban disefiados frente a una cepa de B. cepacia
de la variedad gendmica | y actualmente se sabe que
tienen baja especificidad para B. multivorans y B.
vietnamiensis y ademas pueden tener reaccién
cruzada con otras bacterias no B. cepacia complex.
Los primers de la region espaciadora 16S-23S
permiten identificar solo 3 variedades gendémicas B.
cepacia, B. cenocepacia y B. stabilis) por lo que no
es util para detectar todas las cepas del complejo.
Los primers del gen recA permiten detectar la
presencia de bacterias del complejo B. cepacia con
alta especificidad y posteriormente identifica las
diferentes variedades genémicas por RFLP. De
hecho los casos descritos de PCR negativa y cultivo
positivo para B. cepacia resultaron ser cepas de
Burkholderia pero no del complejo cepacia. El
método es poco sensible pues necesita 10° ufc/g de
esputo para dar un resultado positivo, debido a que
se amplifica un fragmento relativamente grande
(para poder obtener patrones diferentes de digestion)
y en el genoma de B. cepacia existe una Unica copia
del gen recA. El limite de deteccion es méas bajo
cuando se usan los primers de la region espaciadora
del 16S-23S, debido a que en el genoma existen
mdltiples copias del oper6n ARNr. Sin embargo, a
pesar de que el limite de deteccibn por gramo de
esputo es alto, los resultados clinicos son excelentes
y muestra una muy buena correlacion con los datos
obtenidos por cultivo. La técnica fue negativa cuando
se estudiaban especies altamente relacionadas
como B. gladioli, R. picketti, P. aeruginosa, o S.
maltophilia.

7.2. TECNICAS PARA EL ESTUDIO DIRECTO DE
LA SENSIBILIDAD Y LA RESISTENCIA A LOS

ANTIBIOTICOS
Sin duda, el procedimiento de referencia para la
determinacién de la actividad de los antimicrobianos
sobre los patdégenos causantes de colonizacion-
infeccion broncopulmonar en los pacientes con FQ,
al igual que en la préctica totalidad de los procesos
infecciosos, es el estudio de la sensibilidad a
antibidticos de las colonias previamente aisladas en
los medios de cultivo convencionales. No obstante,
en los Ultimos afios cada vez cobra mas interés el
desarrollo de procedimientos que permitan conocer
la sensibilidad a antibidticos directamente en la
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siembra primaria. La principal motivaciéon para esta
aproximacion reside en que con los procedimientos
convencionales existe un retraso importante en la
obtencién de los resultados, no menos de 2 6 3 dias
después de la toma de muestra en el mejor de los
casos, limitando enormemente el impacto positivo de
la terapia dirigida, particularmente en las infecciones
graves de rapida evolucién. Es por ello que las
infecciones graves en pacientes criticos, como la
neumonia asociada a ventilacibn mecéanica, podrian
beneficiarse del estudio directo de la sensibilidad.
Segun muestran estudios recientes, la realizacion de
un antibiograma por Etest directamente de las
muestras respiratorias de los pacientes con
neumonia asociada a ventilacion mecanica ofrece
resultados en 18-24h practicamente concordantes en
su totalidad con el antibiograma convencional. La
repercusion de esta aproximacion al estudio de la
sensibilidad a los antibidticos es sin duda
prometedora ya que, segun los ditos aportados en
este trabajo, reduciria el nUmero de dias con fiebre,
ventilacion mecéanica o tratamiento antibiético hasta
la resolucion del episodio.

En primera instancia cabria suponer que la
disminucion del tiempo necesario para la obtencion
de los resultados no debe ser aparentemente una
prioridad imperiosa en el contexto de la colonizacién-
infeccion cronica en pacientes FQ, y que por tanto no
estaria justificada esta aproximacion. No obstante,
existe otra connotacidbn que quizds abogue a favor
del estudio directo de sensibilidad: la gran
heterogeneidad poblacional en las infecciones
cronicas. Esta marcada heterogeneidad obliga al
estudio individual de cada uno de los morfotipos
presentes en las muestras (ya que frecuentemente
presentan  diferente  sensibilidad), = aumentado
notablemente el coste y la complejidad del
procedimiento; es mas, ello no garantiza la deteccion
de poblaciones resistentes, ya que colonias
pertenecientes al mismo morfotipo también podrian
presentar distinto perfii de resistencia a
antimicrobianos. Son principalmente dos las técnicas
propuestas para este fin, el Etest directo y la siembra
en medios con antibiéticos. Si bien sus potenciales
prestaciones  son prometedoras, no estan
suficientemente validadas por estudios comparativos
y por tanto ninguna de ellas puede actualmente
sustituir al procedimiento convencional, aunque
pueden ofrecer resultados complementarios de
utilidad.

7.2.1. Etest directo sobre las muestras
respiratorias. Existen muy escasas publicaciones
en revistas evaluadas por pares que analicen de
forma sistemética la utilidad del Etest directo sobre
las muestras respiratorias de los pacientes con FQ,
si bien ésta ha sido defendida en varias
comunicaciones en congresos cientificos. Entre las
ventajas potenciales que aportaria esta aproximacion
se encontraria la reduccion del tiempo necesario
para conocer los resultados, la posibilidad de
deteccion de subpoblaciones resistentes
minoritarias, el estudio “global” de la sensibilidad a
antibioticos en las secreciones respiratorias de los

pacientes con FQ, asi como el conocer la CMI en
unas condiciones teéricamente mas parecidas a las
naturales (en el propio esputo). Entre las desventajas
encontrariamos una  mayor dificultad para
estandarizar la técnica e interpretar los resultados,
asi como la interferencia reciproca de los distintos
microorganismos presentes (incluyendo la microbiota
normal) en los valores de CMI.

7.2.2. Siembra cuantitativa en medios con
antibiéticos. Si bien hace ya 20 afios de la primera
propuesta de utilizacion de la siembra directa de las
secreciones respiratorias de los pacientes FQ en
medios con antibidticos para la deteccion de
microorganismos  resistentes, son todavia muy
escasas las evidencias publicadas justificando su
utilidad. Uno de los pocos ejemplos es la siembra
directa de diluciones seriadas en placas con agar de
MacConkey con 25 y 100 ng/ml de tobramicina. Esta
aproximacion ha sido utilizada para la deteccién de
poblaciones de microorganismos con resistencia a
este antibidtico bien equivalente a los puntos de
corte para su utilizacion sistémica € 16 mg/ml, placa
de 25 ng/ml) o a los propuestos para la via inhalada
(3128 ng/ml, placa de 100 mg/ml). Segun los
resultados de este estudio, la siembra directa en
medio con antibiético seria mucho mas sensible que
el procedimiento convencional en la deteccion de
subpoblaciones resistentes en ambas
concentraciones; 98 vs 47% para el punto de corte
316 ng/mly 100 vs 21% para el punto de corte 3128
ng/ml. No obstante, también se detectaron algunas
limitaciones potenciales de este procedimiento
dignas de consideracién. En primer lugar, cuando se
comprobd la sensibilidad de las colonias que habian
crecido en el medio con antibidtico se detectd que en
el 23%, para las placas de 25 ng/ml, y el 39%, para
las placas de 100 ng/ml, de los casos se trataba de
falsos positivos (se obtuvieron CMIs inferiores a los
respectivos puntos de corte). Esta falsa resistencia
es probablemente debida a la llamada resistencia
adaptativa, inducida o  fenotipica a los
aminoglucésidos en pacientes tratados y por tanto
seria quizas discutible si en realidad se trata de
falsos positivos o si por el contrario es un fiel reflejo
de lo que estd ocurriendo in vivo. Otras
consideraciones dignas de mencidbn son que en
términos generales las colonias crecen mucho mas
despacio en el medio selectivo, requiriendo hasta
72h de incubacién para su deteccién, y ademas su
pequefio tamafio puede dificultar su reconocimiento.
Finalmente, el moco del esputo aparentemente
protege los microorganismos de la activdad del
antibiético, dando lugar a un importante ndmero de
falsos positivos cuando se consideran las placas
sembradas con la muestra de esputo no diluida.

La siembra directa en medio con antibiético, en
este caso con rifampicina, ha sido también utilizada
con buenos resultados para la detecciéon directa de
cepas  hipermutadoras en las  secreciones
respiratorias. Si bien esta aproximaciéon puede ser
util para la deteccién de variantes hipermutadoras en
poblaciones mixtas y para determinar su dindmica
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poblacional a lo largo del tiempo, resulta dificil de
estandarizar satisfactoriamente, y por tanto, como
ocurre para los ensayos de sensibilidad a los
antibiétiocos, no puede sustituir al estudio de las
colonias aisladas, aunque si complementarlo.

8. PROCEDIMIENTOS ADICIONALES A
REALIZAR EN SITUACIONES ESPECIALES

8.1. TECNICAS MOLECULARES PARA LA
IDENTIFICACION DE BACILOS GRAM
NEGATIVOS NO FERMENTADORES

Como se ha comentado anteriormente la
identificacion de B. cepacia y otros bacilos Gram
negativos no fermentadores requiere la utilizacion de
técnicas moleculares ya que los métodos fenotipicos
no son suficientemente fiables y se pueden realizar
identificaciones incorrectas de bacterias con alta
trascendencia clinica como P. aeruginosa o, sobre
todo, B. cepacia. Una identificacion definitiva y
adecuada es fundamental para determinar el
significado clinico de los microorganismos que se
aislan de forma poco frecuente.

La técnica molecular definitva es la
secuenciacion, que permite identificar cualquier
bacteria comparando la secuencia en la base de
datos o incluso permite identificar bacterias nuevas.
Se ha utilizado secuenciacion parcial del gen ARNr
16S que ha demostrado ser util para identificar P.
aeruginosa y otros bacilos Gram negativos no
fermentadores. Para la identificaciébn de B. cepacia
se puede secuenciar el gen recA. Si la secuenciacién
no esta disponible se puede realizar el patrén de
restriccion del fragmento amplificado (PCR-RFLP) o
el polimorfismo de la conformacion de la cadena
simple (SSCP: single strand  conformation
polymorphism), que se puede analizar mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida no-
desnaturalizante o electroforesis capilar.

Mediante la técnica de ARDRA (amplified
ribosomal DNA restriction analisis) se amplifica el
gen 16S ADNr y posteriormente se realiza una
digestion con enzimas como Alul, Cfol, Ddel, Mspl,
Ncil, BssKIl) y ha demostrado ser una alternativa a la
secuenciacion para diferenciar por ejemplo Inquilinus
spp. 0 Pandoraea spp. de otros bacilos Gram
negativos no fermentadores. Permite identificar el
patrén de restriccién pero la interpretacion es dificil
ya que es necesario tener el patron de las diferentes
especies 0 una base de datos con los patrones
esperados.

La comparacién de la secuencia del gen 16S
ADNr se ha usado como gold standard en estudios
filogenéticos de bacterias, sin embargo, la resolucién
puede ser demasiado baja para distinguir especies
muy relacionadas. También se ha utilizado la
secuencia del gen gyrB como complementaria a la
del ADNr para identificar algunas bacterias como
Pandoraea spp. La secuencia del gyrB se ha
utilizado en la identificacion de miembros de las
subclases a, B y ? de la Proteobacteria y del filum
Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides.

La técnica de AFLP (amplified fragment length
polymorphism) convencional puede ser Uutil para

identificar B. cepacia pero es técnicamente compleja
y el método automatizado requiere revision visual
para que los resultados sean adecuados.

La PCR en tiempo real esta accesible en muchos
laboratorios clinicos pero no es Util para detectar
cualquier microorganismo presente, sino que se
utiliza para identificar un género o especie en base a
la amplificacion de un gen especifico. Se han
estudiado diferentes dianas especialmente para la
identificacion de P. aeruginosa atipicas, y la mejor
identificacion se consigue cuando se detectan
diferentes genes, que evita la aparicion de falsos
positivos o falsos negativos si se utiliza un Unico gen.

La determinacién de las variedades gendémicas
de B. cepacia se basa en un estudio taxondmico
complejo que incluye pruebas fenotipicas como el
perfil de proteinas totales y genotipicas como
hibridacion ADN-ADN. Uno de los primeros métodos
de identificacion utilizados fue la electroforesis de
proteinas totales, que comparaba los resultados con
una base de datos que contiene bacilos Gram
negativos no fermentadores aislados de pacientes
con FQ y de muestras ambientales. Este método
permite identificacion a nivel de especie de los
bacilos Gram negativos no fermentadores que
generalmente pueden confundirse con B. cepacia y
permite identificar las bacterias del complejo B.
cepacia. Sin embargo, no es capaz de diferenciar la
variedad gendmica | de la IV. El analisis de acidos
grasos totales se ha utilizado en ocasiones pero
algunos autores han demostrado que esta técnica no
es capaz de diferenciar entre variedades gendmicas
dentro del complejo.

Las pruebas basadas en PCR son un método
altamente discriminatorio de identificacion bacteriana
y recientemente se estan utlizando con éxito para
identificar las variedades gendémicas, principalmente
basados en el gen 16S ADNr o en el recA. La
amplificacion del gen 16S ADNr y posterior andlisis
mediante  secuenciacibn o con enzimas de
restriccién, tiene un uso limitado para diferenciar las
variedades gendmicas, ya que no presenta suficiente
variabilidad. Por ejemplo andlisis del 16S ADNr y su
polimorfismo detectado por ARDRA fue capaz de
identificar B. multivorans, B. vietnamiensis pero no
separé las variedades gendémicas | de la Ill y no
detecté B. stabilis. Si que demostr6 un alto poder
discriminatorio para diferenciar B. cepacia complex
de otras bacterias relacionadas como otras
Burkholderia, Pandoraea, Ralstonia, etc.

El estudio del gen recA que codifica para la
proteina RecA de B. cepacia, una proteina esencial
para la reparaciébn y recombinaciéon del ADN se
puede afrontar desde diferentes estrategias que
dependerd de la disposicion de medios en cada
centro: (1) amplificacion del gen con primers
especificos que permite identificar un aislamiento
como perteneciente al complejo B. cepacia y que ha
demostrado que no existe reaccion cruzada con
otras especies relacionadas, (2) digestion del
fragmento amplificado con Haelll y con Mnll que
permite clasificarlos dentro de las principales
variedades, (3) se puede realizar una PCR
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especifica de cada variedad de forma
individualizada, (4) la secuenciacion del fragmento
amplificado permite la identificacion y clasificacion de
estas bacterias. El estudio del gen recA, amplificado
y analizado con enzimas de restriccion (se han
utilizado Alulll, BsaWl, Mnll y Haelll) permite
detectar el gen de las bacterias del complejo y la
diferenciacion de las variedades gendmicas. La
digestion con Haelll es la que muestra mejor poder
discriminatorio. Diferentes autores han descrito los
patrones pertenecientes a las variedades B.
multivorans, B. cenocepacia, o B. stabilis. El resto
son menos frecuentes. En estudios antiguos en los
gue solo se estudiaban 5 variedades se describe un
alto poder discriminatorio que permite diferenciar las
5 variedades, excepto que un patrén de PCR-RFLP
con Haelll que lo comparte una cepa de B.
cenocepacia con todas las cepas estudiadas de B.
stabilis. Esta se diferencié con el patrén obtenido con
Mnll.

También se han desarrollado PCR especificas de
cada variedad y puede ser utilizado como técnica
confirmatoria.

8.2. TECNICAS DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR
PARA EL SEGUIMIENTO DE LA
COLONIZACION/INFECCION

BRONCOPULMONAR CRONICA

En los ultimos afios, los sistemas de tipificaciéon
molecular estdn cobrando cada vez mas relevancia
en la préactica de la Microbiologia Clinica. Estas
técnicas tienen por objeto el comparar la relacion
genética entre diversos aislados de una misma
especie y, particularmente, se han convertido en una
herramienta de gran utilidad en el control de la
infeccion nosocomial, permitiendo la deteccién y
caracterizacion de brotes epidémicos. De igual
forma, como se discutirA en este apartado, la
aplicacion de estas técnicas puede contribuir de
manera notable a la optimizacién del seguimiento
microbiolégico de la infeccion/colonizacién crénica
por P. aeruginosa en pacientes con FQ.

Existen multiples técnicas de epidemiologia
molecular disponibles, excelentemente revisadas en
un  Procedimiento  previo (Procedimiento en
Microbiologia Clinica SEIMC n° 18), gran parte de las
cuales se han utilizado con buenos resultados en la
tipificacion de las cepas de P. aeruginosa. La
electroforesis en campo pulsado (ECP), como para
la mayoria de los microorganismos, es la técnica de
referencia, aunque aquellas basadas en la
amplificacién de acidos nucleicos por PCR (REP,
AP, ERIC, o RAPD, entre otras) pueden resultar, por
su rapidez y sencillez, mas facilmente adaptables al
trabajo de rutina del laboratorio de microbiologia. Las
técnicas basadas en la secuenciacion de ADN,
principalmente el MLST (Multilocus sequence
typing), son de extremada utilidad para estudios de
epidemiologia global (escala nacional o]
internacional) en un marco temporal extenso (afios o
décadas) pero no superan las prestaciones del ECP
como herramienta de tipificacion molecular en la
préctica rutinaria del laboratorio de microbiologia.

Sin duda, una de las principales aportaciones de
las técnicas de tipificacion molecular es su utilidad
para el propio diagndstico de la
infeccion/colonizacion  crénica. Como se ha
comentado en apartados anteriores, los primeros
estadios del proceso suelen cursar con aislamiento
esporadico o intermitente de P. aeruginosa, la
tipificacion molecular puede permitir determinar si
realmente se trata ya de una colonizacidon crénica,
todavia con baja carga bacteriana, o si por el
contrario se trata Unicamente de colonizaciones
esporadicas por cepas ambientales diferentes. De
igual forma, en estos estadios iniciales de la
colonizacion/infeccién, las técnicas de tipificacion
molecular pueden resultar de gran utilidad para la
evaluacion de la eficacia de los tratamientos
erradicadores iniciales. Si bien es factible conseguir
en estos primeros estadios la negativizacion de los
cultivos por un periodo de tiempo mas o menos
prolongado, es frecuente que al cabo de los meses
se vuelvan a documentar cultivos positivos: la
tipificacion molecular nos permitird determinar si nos
enfrentamos a una falsa erradicacion (la cepa
original persisti6 en densidades por debajo del
umbral de deteccidon) o si por el contrario nos
encontramos ante una nueva colonizacién/infeccion
por otra cepa diferente (y por tanto el tratamiento
erradicador fue efectivo).

Como se ha comentado anteriormente, la
infeccion crénica tipicamente esta producida por una
Unica cepa adquirida por exposicién ambiental que,
después de un intenso proceso adaptativo,
desarrolla la capacidad de persistir a lo largo de los
afios en las vias respiratorias del paciente con FQ.
De esta forma, cada paciente estaria colonizado por
su propia cepa, siendo el riesgo de transmision
cruzada entre pacientes relativamente bajo. No
obstante, en los dltimos afios se ha documentado la
diseminacion epidémica de cepas concretas de P.
aeruginosa entre los pacientes con FQ. El primer
clon epidémico fue originalmente descrito en 1995 en
Liverpool (LES, Liverpool Epidemic Strain) vy
actualmente se encuentra diseminado por todo el
Reino Unido. De igual forma, se ha descrito una
notable transmision de clones epidémicos entre
pacientes con FQ en Australia. Finalmente, en un
estudio reciente se documenta la transmision
cruzada entre pacientes con FQ de dos clones
concretos mayoritarios durante mas de dos décadas
en Dinamarca; estos clones aparentemente estarian
adaptados no solo para producir infeccién cronica,
sino también para transmitirse de forma eficiente
entre los pacientes con FQ. Frecuentemente
ademas, estos clones epidémicos son resistentes a
multiples antibidticos y su aislamiento se asocia con
un peor pronéstico de la infeccién cronica.

Aunque los datos disponibles sobre la situacion
en Espafia no apuntan todavia en esta direccion, es
recomendable mantener una Vvigilancia activa,
mediante estudios de tipificacion molecular, para la
deteccion precoz 'y contencibn de clones
potencialmente epidémicos.
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8.3. DIAGNOSTICO SEROLOGICO EN EL
CONTEXTO DE LA FIBROSIS QUISTICA

La diferenciacion entre colonizacion/infeccion/

enfermedad no es facil de establecer en el caso de
algunos de los microorganismos oportunistas que
afectan de forma crénica a los pacientes con FQ.
Detectar cuanto antes la infeccion inicial es
importante ya que se ha demostrado que en
determinados casos, el tratamiento antibiético precoz
es util para evitar el establecimiento de la infeccién
crénica antes de que sea imposible erradicarla. En
otros casos, la distincion entre colonizacion e
infeccion, aunque dificil, puede establecerse en base
a criterios basados en la frecuencia o persistencia de
su aislamiento. El diagnéstico de enfermedad activa
o deterioro pulmonar atribuible a ellos es muy dificil
en estos pacientes en base a criterios clinicos,
funcionales o radiolégicos porque practicamente
todos los pacientes con FQ presentan alteraciones
debidas a la propia enfermedad. En este contexto, el
estudio de la respuesta de anticuerpos especificos
frente a microorganismos como Aspergillus, P.
aeruginosa o MNT podria ser un complemento Util
para la deteccion precoz de la colonizacion, la
diferenciacién entre infeccion y enfermedad activa,
como marcador pronéstico, para la toma de
decisiones terapéuticas o, en algin caso para el
seguimiento de la respuesta al tratamiento.
8.3.1. Deteccién de anticuerpos frente a
Aspergillus. En el 215% de los pacientes con FQ
en los que se aisla Aspergillus, fundamentalmente A.
fumigatus, la principal complicacion es la aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), definida como una
hipersensibilizacion inducida por el crecimiento de
las hifas de Aspergillus en el arbol bronquial. De
forma similar a la colonizacién por P.aeruginosa, el
principal dafio pulmonar lo provoca la estimulacion
de la respuesta inflamatoria. A diferencia de aquélla,
en el ABPA interviene principalmente una respuesta
de eosindfilos mas que neutréfilos con participacion
de los linfocitos CD4'Ty2 y produccion de
anticuerpos especificos frente a Aspergillus. Algunas
manifestaciones del ABPA son la eosinofilia en
sangre, la reactividad cutanea inmediata a los
antigenos de Aspergillus, la presencia de titulos
elevados de IgG e IgE especificas asi como titulos
elevados de IgE totales en suero (>1000 UI/mL).

El diagndstico clinico de ABPA en los pacientes
con FQ es dificil ya que las manifestaciones de la
enfermedad se solapan con las manifestaciones
comunes a las exacerbaciones agudas que sufren
estos pacientes como obstruccién  bronquial,
presencia de infiltrados, fibrosis o bronquiectasias.
Tampoco lo es el diagndstico microbioldgico ya que
el aislamiento de A. fumigatus en el esputo no es
suficiente para el diagnéstico de ABPA, puesto que
la colonizacion por Asperguillus es muy frecuente
(hasta un 60% segun la edad) pero s6lo una parte de
ellos desarrollan ABPA. Aunque se ha demostrado

una correlacion positiva entre la presencia de titulos
elevados de anticuerpos especificos en suero y
células bronquiales y la afectacion de la funcion
pulmonar, los pacientes con FQ pueden tener
reactividad inmunoldgica frente a Aspergillus sin
sufrir ABPA, por lo que la sensibilizacién cutanea
frente a Aspergillus o la presencia de anticuerpos
especificos en suero (precipitinas, 1gG, IgE) de forma
aislada tampoco son suficientes para el diagnéstico
del ABPA. Se han publicado recomendaciones para
su diagnéstico adaptadas a los pacientes con FQ en
las que la importancia de los diferentes criterios
inmunolégicos varia (Tabla 6) pero en todo caso, la
presencia de anticuerpos especificos es fundamental
para confirmar o excluir el diagnéstico de ABPA.

Las técnicas serologicas mas utilizadas para su

deteccién son la inmunodifusion o doble difusion en
gel de agarosa (ID o precipitinas) el
enzimoinmunoensayo (EIE) y el western-blot (WB).
Por su simplicidad y bajo costo, la ID sigue siendo
una de las mas utilizadas pero es poco sensible, no
da informaciéon sobre la cantidad de anticuerpos
(prueba cualitativa que valora el nimero de bandas
de precipitacion) ni es capaz de detectar IgE ya que
fundamentalmente, detecta IgG.
Las técnicas de EIE son las que presentan mayores
ventajas, son sencillas y automatizables, son
sensibles y permiten detectar 1gG y/o IgE vy
cuantificar la cantidad de anticuerpos. Las técnicas
de WB son técnicas sensibles, permiten detectar IgG
0 IgE y estudiar la respuesta inmune frente a
diferentes componentes antigénicos
simultaneamente, pero son técnicas complejas en
cuanto a la preparacion del antigeno. Se han
utilizado otros métodos como radioinmunoanalisis
(RAST, Radio-Allergo-Sorbent-Test) 0
enzimoinmunofluorescencia (UniCAP-FEIA system,
Pharmacia-Diagnostic); este Ultimo es él méas usado
actualmente para la deteccion y cuantificacion de IgE
especificas frente a numerosos alérgenos. Se han
usado como antigeno extractos miceliares, extractos
crudos o filtrados de cultivo pero recientemente se
ha evaluado la utilidad de los alérgenos
recombinantes de A. fumigatus (Asp fl a Asp f22).
De ellos, los anticuerpos IgE anti-Asp 2, f4 y f6 son
en general mas elevados en pacientes con FQ y
ABPA que en pacientes con FQ sensibilizados frente
a Aspergillus pero sin ABPA. Aunque presentan
buena sensibilidad y especificidad, los resultados de
los diferentes estudios no son siempre concordantes
ya que los niveles de anticuerpos frente a los
distintos alérgenos pueden variar en el tiempo con
las remisiones y la respuesta al tratamiento por lo
que la evaluacion secuencial de varios de estos
parametros  simultaneamente puede ser una
herramienta mucho mas dutil.
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Tabla 6. Criterios para el diagndstico de ABPA en pacientes con FQ

Grupo / Estudio Afio  Criterios utilizados*

N° criterios
minimos

Epidemiologic 1999 Al-Reactividad cutdnea inmediata frente a A. fumigatus

Study of CF A2-IgE total >1000 Ul/mL

2A + 2B

A3-Precipitinas anti-A.fumigatus

B1-Broncoespamo

B2-Eosinofilia en sangre >1000/pl
B3-Antecedente de infiltrados pulmonares
B4-Anticuerpos IgE o IgG anti-A. fumigatus elevados en

suero

B5-Cultivo positivo para A. fumigatus en esputo
B6-Respuesta al tratamiento con esteroides

Skov et al 2000 1-Cultivo positivo para A. fumigatus en esputo 3
2-Precipitinas anti-A. fumigatus en suero
3-Anticuerpos IgE anti-A. fumigatus elevados en suero

European 2000 Al-Reactividad cutanea inmediata frente A. fumigatus 3A +1B

Epidemiologic A2-IgE total >1000 Ul/mL

Registry of CF

A3-Precipitinas anti-A. fumigatus
B1-Broncoespasmo o asma

B2-Eosinofilia en sangre >1000/ul

B3-Antecedente de infiltrados pulmonares

B5-Cultivo positivo para A. fumigatus o hifas en esputo
B6-Respuesta al tratamiento con esteroides

Maiz el al 2001 Al-Anticuerpos IgE y IgG anti-A. fumigatus elevados en  2A+1B

Normativa suero
SEPAR ** A2-IgE total elevada

B1-Aumento tos, sibilancias, infiltrados pulmonares
B2-Deterioro pulmonar no responde tratamiento

convencional

CF Foundation 2003 Al-Deterioro clinico no atribuible a otra etiologia

Consense
Conference

A2-IgE total >500 Ul/mL

2A+1B + 1C

B1-Reactividad cutanea inmediata frente A. fumigatus

B2-Anticuerpos IgE anti-A. fumigatus elevados en suero
C1-Precipitinas anti-A. fumigatus
C2-Anticuerpos IgG anti-A. fumigatus elevados en

suero

C3-Alteraciones radiolégicas o bronquiectasis recientes

* En negrita, técnicas para la deteccion de anticuerpos especificos anti A. fumigatus en suero
** SEPAR= Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia toracica

En general las técnicas de deteccion de IgE
especificas presentan una especificidad buena
(cercana al 100%) pero una sensibilidad baja
(alrededor del 60%) mientras que los anticuerpos
tipo 1gG permanecen elevados una vez se han
producido por lo que algunos autores han defendido
una mayor sensibilidad y mejor correlacion con la
funcién pulmonar de las técnicas de deteccion de
IgG especificas.

8.3.2. Deteccién de anticuerpos frente a P.
aeruginosa. La infeccion cronica por P.aeruginosa
es uno de los principales problemas en los pacientes
con FQ. Puede afectar a mas del 80% de los
pacientes y se asocia con un gradual descenso en la
funcién pulmonar y un claro deterioro de la situacion
clinica. En la infecciébn crénica la elevada carga
bacteriana en el pulmén genera una respuesta

inflamatoria que se perpetla, incapaz de eliminar al
microorganismo. La produccion de anticuerpos
especificos frente a P. aeruginosa y la formacion de
inmunocomplejos contribuyen a la activacion de los
mediadores de la inflamacion, lo que ocasiona la
destruccion del parénquima pulmonar y el deterioro
progresivo de la funcién pulmonar. Titulos elevados
de anticuerpos anti-P. aeruginosa se han asociado a
infeccion crénica y peor situacidon clinica. Se ha
demostrado que el tratamiento antibiético precoz
puede evitar o retrasar la infeccién crénica, pero que
una Vvez establecida muy raramente puede
erradicarse. El punto en el cual la colonizacion por P.
aeruginosa se transforma en infeccion crénica es
muy dificil de establecer. Es importante por tanto,
disponer de indicadores que permitan el seguimiento
de la colonizacién por P. aeruginosa. Su aislamiento
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constante en el esputo o su transformacién al
fenotipo mucoso son en la mayoria de los casos
marcadores tardios de cronificacion, ya que para
entonces el tratamiento antibiético es ineficaz. La
deteccibn de anticuerpos especificos anti-P.
aeruginosa puede ser un marcador mas precoz y Util
para establecer el pronéstico y determinar la
conveniencia de instaurar rapidamente tratamiento
antibiético para limitar el dafio pulmonar. Por otra
parte, el diagnostico de la FQ es cada vez mas
precoz, actualmente en nuestro pais la mayoria de
las veces al nacer, y ha generado una cohorte de
pacientes con FQ cada vez mas jovenes e
inicialmente sanos en los que es necesario un
diagnostico precoz de la infeccion. Ademas, en estos
pacientes es muchas veces dificil obtener muestras
respiratorias adecuadas y representativas, por lo que
se ha renovado actualmente el interés por la
deteccién de anticuerpos especificos en el suero de
estos pacientes. Esta se ha utilizado, junto con el
cultivo, para el estudio prospectivo del desarrollo de
la infecciéon por P. aeruginosa desde el nacimiento.
Se ha podido demostrar que la colonizacién por P.
aeruginosa no mucosa, se puede producir a los
pocos meses del nacimiento, tiene lugar a una media
de edad de 1 afio y coincide con un aumento abrupto
del titulo de anticuerpos que se mantienen a titulos
bajos. Lo mismo ocurre en la transicion a P.
aeruginosa de fenotipo mucoso que puede ya
detectarse a partir de los 4 afios, aunque la media de
edad es de 13 afios, y coincide con un segundo
cambio brusco en el titulo de anticuerpos, que se
detectan a titulos elevados.

Para la deteccibn de la respuesta inmune
especifica frente a P. aeruginosa se han empleado
diferentes antigenos y técnicas. Ademas de las
preparaciones de antigeno total y lisado celular, se
han utilizado diferentes componentes celulares con
caracteristicas inmunogénicas como lipopolisacarido,
alginato, flagelo, proteinas de membrana externa o
productos extracelulares. La técnica clasica ha sido
la contrainrnunoelectroforesis (CIE) que detecta la
presencia de bandas de precipitacion frente a
antigeno total. Tras la infecciéon por P. aeruginosa, el
namero creciente de bandas de precipitacion es un
factor de mal pronéstico. Es una buena técnica para
identificar la infeccion cronica pero ha sido sustituida
por técnicas inmunoenzimdticas, como el
enzimoinmunoensayo (EIA) o el western blot (WB)
mas sensibles y capaces de diferenciar la simple
colonizacion de la infeccién inicial en los pacientes
con cultivos positivos a P. aeruginosa.

La comparacién de los estudios publicados es
compleja dada la diferencia en los antigenos y la
metodologia utilizados o la seleccidon de los puntos
de corte para la interpretacion de los resultados.
Varios estudios longitudinales (Tabla 7), en los que
se disponia de muestras de suero de pacientes libres
de infeccion por P. aeruginosa desde el nacimiento,
o al menos varios afios antes del primer aislamiento
de P. aeruginosa, han mostrado que la deteccion de
anticuerpos especificos anti-P. aeruginosa pueden
preceder entre 3 y 24 meses al primer aislamiento

por cultivo de P.aeruginosa. Una vez aislada por
primera vez, la presencia de titulos elevados o el
aumento de éstos puede preceder hasta en tres
afios a la instauracion de la infeccion cronica.

En general, la detecciébn de anticuerpos es mas
precoz si se utlizan preparaciones complejas de
antigeno como proteinas totales, de membrana
externa o lisado celular y técnicas como EHA o WB.
La primera permite cuantificar la produccién de
anticuerpos especificos, la segunda permite el
estudio de la respuesta inmune frente a diferentes
componentes antigénicos simultaneamente y se
puede valorar cualitativamente por el ndmero de
bandas o su intensidad.

Los antigenos  purificados més  utilizados,
probablemente por la facilidad en su obtencién, han
sido productos extracelulares como elastasa (ELA),
proteasa alcalina (PA) y exotoxina A (EA). Los
anticuerpos frente a EA parecen detectarse antes
que frente a ELA y PA y pueden ser el reflejo de la
produccion secuencial de estos antigenos durante el
establecimiento de la infeccibn pulmonar. Sin
embargo, no todos los autores coinciden en la
cronologia de aparicion de anticuerpos frente a estos
antigenos probablemente debido a la utilizacién de
diferentes puntos de corte.

Si estan de acuerdo en que la mejor sensibilidad se
obtiene combinando los resultados de los tres
antigenos. Recientemente, se ha comercializado un
equipo (Anti-Pseudomonas aeruginosa IgG EIA de
Mediagnost, Alemania) que permite la deteccién de
anticuerpos de forma diferenciada frente a EA, PA y
ELA de P. aeruginosa, con la consiguiente ventaja
en cuanto a estandarizacion y control de calidad
necesarios en el ambito asistencial. Este equipo
comercial o técnicas similares de preparacion propia
se han evaluado en pacientes con FQ en algunas
publicaciones recientes, discriminando bien entre
pacientes libres o con aislamiento de P. aeruginosa
con una sensibilidad para los diferentes antigenos
del 53-87%.

La sensibilidad mejora al valorar el resultado positivo
para cualquiera de los tres antigenos (Tabla 8) por lo
que la deteccibn de anticuerpos frente a los
antigenos EA, PA y ELA de P. aeruginosa seria util
junto con el cultivo de muestras respiratorias para el
diagnéstico de la infeccion inicial por este
microorganismo sobre todo cuando no es posible la
obtencién de muestras adecuadas para cultivo.

A pesar de ser necesarios mas estudios
prospectivos para confirmar los resultados, una vez
diagnosticada la infeccion inicial, la determinacion
regular del titulo de anticuerpos puede ser de utilidad
para estudiar la respuesta al tratamiento precoz con
antibiéticos.
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Tabla 7. Estudios longitudinales de serologia anti-P. aeruginosa en pacientes con FQ

Estudio N°pacientes  Tipo muestra
Criterio cultivo
inclusién P. aeruginosa
Tipo estudio

Deteccidn
anticuerpos utilizados

1% titulo valorable

respecto al
1*" aislamiento

Antigenos

Brett et al 33 pacientes Esputo (74%) EIE

1988 Primer cultivo  Frotis IgG
positivo orofaringeo
Longitudinal

Burns et 42 Pacientes Frotis

(>1/5000)

al 2001 <15 meses orofaringeo
Longitudinal Broncoaspirado WB
19G
West et al 68 pacientes Frotis
2002 Cribado orofaringeo
neonatal ( =1 colonias)
Longitudinal

Corech et 48 pacientes Frotis

al 2005 Cribado orofaringeo
neonatal IgG
Longitudinal Esputo (<10%)

EIE (=1/256) Lisado
IgG+IgA+IgM  celular

EIE (>1/500) Lisado

Antigeno 24 meses antes

superficie

EIE (>1/100) Exotoxina A 3 meses antes

Proteinas 8 meses antes

totales

12 meses antes

6 meses antes
Exotoxina A 41 meses después
Elastasa

3 meses antes
celular
Exotoxinas
tipo I
Exotoxina A 48 meses después

10-39 meses después

Se han encontrado descensos significativos
frente a EA y AP en los pacientes capaces de
eliminar la bacteria mientras que en los que fracasan
a pesar del tratamiento precoz se observa un
aumento significativo en el titulo de anticuerpos. Una
vez establecido el diagnéstico de infeccién cronica,
la deteccion de anticuerpos frente a P. aeruginosa
carece de valor pero no asi en los pacientes sin
aislamiento previo de P. aeruginosa o en los que
tienen aislamientos intermitentes ya que en ellos
tendria valor pronostico. En los pacientes sin
aislamiento previo de P. aeruginosa, un aumento del
titulo de anticuerpos durante el seguimiento
supondria una sospecha elevada de infeccion por P.
aeruginosa y algunos autores recomiendan tratar
aun en ausencia de aislamiento del microorganismo
por cultivo. En el grupo de pacientes con
aislamientos intermitentes de P.aeruginosa un titulo
elevado de anticuerpos apuntaria a un fracaso en la
erradicacion de la bacteria en méas del 75% de los
casos, mientras que la ausencia de anticuerpos o un
titulo bajo se correlacionaria con el éxito en su
eliminacién en alrededor del 50% de los pacientes.
8.3.3. Deteccién de anticuerpos frente a
Mycobacterium spp. El papel de las MNT en la
progresion de la enfermedad pulmonar del paciente
con FQ no esta completamente definido. Los criterios
diagnosticos de la ATS para el diagnostico de la
enfermedad por MNT, basados en criterios clinicos,
radiolégicos y microbioldgicos no son totalmente

adecuados en estos pacientes. Los criterios
microbiolégicos permiten diagnosticar la infeccion
por MNT pero se necesitan criterios adicionales para
detectar la enfermedad activa de forma precoz. En el
caso de los nifios pequefios, incluso el diagndstico
microbiolégico de la infeccién puede ser dificil al no
poder obtener siempre muestras respiratorias
adecuadas. La deteccién de anticuerpos especificos
en suero es una técnica no invasora que podria
cumplir  estas  funciones.  Algunas técnicas
comerciales, inicialmente disefiadas para el
diagndstico de la tuberculosis, que utilizan antigenos
micobacterianos no especificos de M. tuberculosis
como el lipidoarabinomanano (LMN), el glicolipido o
el antigeno A60, podrian utilizarse en el caso de las
infecciones por MNT ya que todos ellos presentan
reaccion cruzada.

El lipidoarabinomanano (Mycodot, Mossman
Asociated. EEUU y Pathozyme Myco, Omega
Diagnostics. Reino Unido) es un lipopolisacarido
especificamente micobacteriano obtenido a partir de
M. tuberculosis, M. leprae y BCG. El glicolipido (TB
glycolipid assay, Kiowa Medex. Japén) es el
antigeno de superficie principal de las micobacterias.
Ninguno de ellos ha sido evaluado en pacientes con
FQ e infeccién por MNT.
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Tabla 8. Sensibilidad y especificidad de la deteccidén anticuerpos anti-P. aeruginosa en pacientes con FQ

Estudio Ne Técnica utilizada
pacientes Antigeno utilizado
(punto de corte)

Grupos de
pacientes

Sensibilidad (%) /
Especificidad (%)
PA* ELA* EA* total

Kappler 183
et al 2006

EIE (comercial)

Proteasa alcalina
(>1/500)
Elastasa (>1/500)

Tramper 220 EIE (comercial)

Negativos (37%)
Exotoxina A (>1/500) Intermitentes (15%)
Cronicos (48%)

Negativos (31%)
Intermitentes (27%)

Negativos (53%)

64/99 53/100 73/96 86/96

76/97 87/89 79/89 96/79

85/97 76/97  72/97 93/93

et al 2006 Exotoxina A (>1/35)
Proteasa alcalina (>0) Cronicos (42%)
Elastasa (>0)

Ratjen 375 EIE (no comercial)

et al 2007 Exotoxina A (>1/1000) Intermitentes (3%)

Proteasa alcalina
(>1/285)
Elastasa (>1/300)

Cronicos (44%)

*PA = Proteasa alcalina, ELA = Elastasa, EA = Exotoxina A

El antigeno A60 (Anda Tb, Anda Biologicals.
Francia) es una mezcla compleja de antigenos
proteicos, polisacaridos y lipidicos que contiene el
principal componente termoestable del PPD y se
obtiene a partir del BCG. La técnica comercial tiene
formato de ELISA y permite la deteccién de
anticuerpos IgG, IgM e IgA. Ha sido la mas
ampliamente evaluada en el diagnéstico de la
tuberculosis pulmonar si bien los mejores resultados
de sensibilidad (63-85%) y especificidad (73-100%)
se obtienen con las IgG y en pacientes con tinciones
directas positivas. La cuantificacion de la 1gG se
realiza mediante una curva obtenida con seis
estandares de 0 a 16 unidades (U), incluidos en el
equipo. La muestra de suero se analiza a la dilucion
1/100 y la técnica permite una titulacién con un
intervalo efectivo desde 100 a 1000 U. El punto de
corte establecido por el fabricante varia segun la
edad, siendo de 150 U para menores de 16 afos y
de 300 Upara =16 aios. La prueba no es especifica
de especie y por tanto permite la deteccion de
anticuerpos tanto en la tuberculosis como en otras
micobacteriosis, a pesar de lo cual apenas ha sido
evaluada su utilidad en estos casos. Utilizado en una
serie de ¥ pacientes pediatricos y adultos con FQ
(media 21 afos), el titulo de IgG fue muy superior al
punto de corte en los 3 pacientes que presentaban
tinciones directas y cultivos positivos para MNT (2 M.
chelonae y 1 M. avium-intracelullare) y que
experimentaron un claro deterioro clinico durante el
estudio. También se evalué la determinacion de IgA
pero se mostr6 menos especifica a pesar de una
buena sensibilidad. Recientemente, se ha evaluado
su utilidad en el diagnéstico de la infeccién pulmonar
por M. abscessus en 186 pacientes con FQ menores
de 21 afios (media 12 afios). El analisis de un amplio

grupo control de pacientes con FQ pero sin cultivos
positivos para MNT les permiti6 demostrar la
presencia de titulos mas elevados por encima de los
10 afios. Por ello, proponen un nuevo punto de corte
de 150 U entre 1 y 10 afios y de 250 U para
pacientes con edad superior a los 10 afios. En estas
condiciones, 13 de los 15 pacientes (sensibilidad
86%) con infeccion pulmonar por M. abscessus
(cultivo  positivo 'y  cumplian los  criterios
bacteriolégicos de la ATS) presentaron titulos de 1gG
por encima del punto de corte. Segun los autores,
esta técnica también seria (til para evaluar la
actividad de la infeccion por M. abscessus vy el
seguimiento de los pacientes que reciben tratamiento
antimicobacteriano  especifico ya que titulos
superiores a 500 U/ml se correlacionan con
pacientes con tinciones positivas y los titulos de IgG
disminuyen después de unos meses de terapia
efectiva. Aunque no se ha evaluado suficientemente,
también podria ser (til en otras infecciones por MNT,
incluyendo MAC ya que el antigeno A60 es comln a
todas las micobacterias.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir la metodologia para la realizaciéon del cultivo
cuantitativo de las muestras de esputo en los
pacientes con fibrosis quistica (FQ) para el
diagnéstico de la colonizacion-infeccién pulmonar
bacteriana, asi como su lectura e interpretacion. Se
excluye el cultivo especifico de micobacterias y de
Nocardia.

2. FUNDAMENTO

El esputo se considera la muestra mas
representativa para el diagndstico de la colonizacién-
infeccién broncopulmonar en el paciente con FQ. En
los casos en los que no pueda obtenerse esta
muestra de manera natural puede sustituirse por el
esputo inducido vy, si clinicamente est4 indicado, por
lavados, aspirados o cepillados broncoalveolares. En
nifios pequefios se recurre al cultivo del exudado
orofaringeo.

En los esputos del paciente con FQ se recomienda
realizar un procesamiento directo sin aplicar criterios
de aceptacion o rechazo citolégico. Dada la elevada
consistencia que presenta el esputo en estos
pacientes, se recomienda realizar una
homogenizacién y fluidificacién previa al cultivo con
agentes mucoliticos (N-acetilcisteina) o ditiotreitol.
Asimismo, se recomienda la utilizacion de medios
selectivos y condiciones de cultivo (atmdsfera y
tiempo de incubacién) que, sin olvidar posibles
patégenos emergentes, favorezcan el crecimiento de
los microorganismos habituales en estos pacientes

El cultivo cuantitativo permite conocer los recuentos
de cada uno de los patdgenos presentes en la
muestra y valorar la eficacia de los tratamientos
instaurados. Asimismo, permite un mejor
reconocimiento de las diferentes morfologias
coloniales. No obstante, no existen unos criterios
claros, como en el caso de la neumonia asociada a
ventilacibn  mecanica, que establezcan una
correlacion entre los recuentos bacterianos y la
situacion clinica del paciente (colonizacién crénica o
exacerbacién). Los recuentos deben valorarse en
comparacién con cultivos anteriores teniendo
siempre  presente el tipo de tratamiento
antimicrobiano, dosis y via de administracion.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 10 “Seguridad en el laboratorio de
microbiologia clinica”, 2000

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 12 “Recogida, transporte vy
procesamiento general de las muestras en el
laboratorio de microbiologia” 2003

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de Ila
SEIMC n° 25. “Diagndstico microbioldgico de las
infecciones bacterianas del tracto respiratorio
inferior”. 2007.

4. MUESTRA

En el procedimiento SEIMC 1la, “Recogida,
transporte y procesamiento general de muestras en
el laboratorio de microbiologia (2003) se indican las
directrices  principales para la recogida vy
conservacion de las muestras (PNT-RTP-01)". La
recogida del esputo ha de evitar la contaminacion
con microbiota del tracto respiratorio superior, ha de
recogerse en envases estériles y remitirse con la
mayor celeridad al laboratorio para su estudio
microbiolégico. Si el procesamiento no es inmediato,
se recomienda mantener la muestra entre 2 y 8°C
hasta su procesamiento. Un retraso en el
procesamiento superior a 2 horas puede suponer
pérdidas de sensibilidad en el cultivo de
determinados microorganismos como S. pneumoniae
y el sobrecrecimiento de microbiota orofaringea. En
este caso es preferible proceder a su congelacion
hasta su procesamiento.

El nimero de esputos estudiados por paciente y afio
varia segun la edad del paciente, su situacion clinica
y tipo de tratamiento antimicrobiano. Suele
recomendarse el estudio microbiolégico de uno o dos
esputos por trimestre o con mayor frecuencia en el
caso de exacerbaciones y deterioro generalizado y
siempre que se produzca un ingreso hospitalario.
Como minimo se recomienda el estudio de un esputo
al afio.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
Suero fisiolégico esteril
Solucion para fluidificar el esputo (N-acetil cisteina o
ditiotreitol, 1 mg/ml).
Placas de medios de cultivo:
» agar sangre de carnero
= agar chocolate o agar chocolate con bacitracina
= agar manitol-sal
= agar de MacConkey (MAC)
= agar con medio selectivo para Burkholderia
cepacia

6. APARATOS Y MATERIALES

Cabina de bioseguridad

Incubador de 35+/-2°C

Incubador de CO, 5%+/-2 o sistema generador
Incubador de 30+/-2°C

Vortex o agitador similar

Asas de cultivo estériles

Pipeta calibrada de 0,1 ml

Pipeta calibrada de 0.2 a 1 ml

Puntas de pipeta estériles

Pipetas Pasteur

Tubos estériles de 3 ml

Asas de cultivo estériles

Asas de cultivo calibradas y estériles

Sistema de siembra en espiral con sus
correspondientes consumibles
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7. PROCESAMIENTO

La muestra se debe procesar en una cabina de
seguridad biolégica.

1- Homogenizacién y fluidificacion de la muestra:
Afadir al envase en el que se remita la muestra (ha
de ser estéril y de boca ancha) la solucién de N
acetil cisteina o ditiotreitol. Anotar el volumen
anadido (VF). Agitar en vortex o agitador similar
hasta conseguir una fluidificacion y homogenizacién
de la muestra.

2.- Siembra de la muestra para cultivo bacteriano
cuantitativo: Se realizan diluciones seriadas del
homogeneizado preparado anteriormente en salino
1:10%:10%10°. Como regla general y con el fin de
optimizar el numero de placas a utilizar se
sembraran las siguientes placas (tabla 1):

- de la suspension inicial (1) las placas de agar
manitol-sal, agar MacConckey y el medio
selectivo para B. cepacia.

- de las diluciones 10° las placas de agar sangre,
agar chocolate-bacitracina, agar manitol-sal y
MacConckey.

- de la dilucion 10* las placas de agar sangre, agar
chocolate-bacitracina, agar manitol-sal vy
MacConckey.

- de la dltima dilucién (106) se siembran las placas
de sangre y chocolate-bacitracina.

Tabla 1. Placas y diluciones recomendadas en el
cultivo

Placas de cultivo Dilucién

1 10° [10" [10°
Sangre X X
Chocolate-bacitracina X X X
Manitol sal X X X
MacConkey X X X
Cepacia X

La siembra de las diluciones se realizara por:
A) método de las diluciones seriadas:

1.Sembrar 100 microlitros de la muestra
homogenizada en las placas de cultivo.
Marcar las placas “x10”. Cada colonia que se
aisle equivale a 10 ufc/ml.

2.Pasar 100 microlitros de la muestra a un
tubo que contenga 9,9 ml de suero
fisiolégico estéril. Agitar en el Vortex o
agitador similar y sembrar 100 microlitros en
las placas de cultivo. Marcar las placas
“x1000". Cada colonia que se aisle equivale
a 1000 ufc/ml.

3.Pasar 100 microlitros de la diluciéon anterior a
un tubo que contiene 9,9 ml de suero
fisiologico estéril. Agitar en el Vortex y
sembrar 100 microlitros en las placas de
cultivo. Marcar las placas “x100.000”. Cada
colonia que se aisle equivale a 100.000
ufc/ml.

4.Los volimenes de 100 microlitros afiadidos
en cada placa se extenderan por toda la
superficie de la placa con una pipeta Pasteur

doblada en angulo recto o un asa de
plastico.
B) Método con siembra en espiral. Es necesario
disponer de un sistema de siembra en espiral.
Para la siembra seguir las instrucciones del
fabricante.

3.- Calcular el factor de dilucion de la muestra: medir
el volumen residual de la muestra homogeneizada y
restar el volumen afadido para su fluidificacion (VF)
y el volumen utilizado en la siembra directa y dilucion
posterior con el fin de obtener el volumen de esputo
inicial (VE). El factor de dilucion sera el volumen
total (VT) (volumen de la muestra mas volumen de
solucién para fluidificacién) dividido por el volumen
del esputo: VT/VE

4.- Incubar las placas para el aislamiento bacteriano
a 35-37°C en atmoésfera de CO, al 5% durante 48
horas como minimo. También se recomienda la
incubacién 24 h a 35-37°C y después otras 24 h a
30°C y preferiblemente hasta las 72 horas las placas
selectiva de B. cepacia.

8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

A) Cultivo cuantitativo mediante diluciones:

Contar las colonias de la dilucién en la que se
observe un mayor nimero de colonias sin que estas
confluyan. Multiplicar el nimero obtenido en esa
placa por la dilucién sembrada y por el factor de
dilucién de la muestra: por ejemplo, si se cuentan 50
colonias en una placa marcada “x100”, el resultado
sera 5 x 10° ufc/ml. Este valor debe multiplicarse por
el factor de dilucion de la muestra. Por ejemplo si
hubiésemos partido de 5 ml de esputo al que le
hemos afiadido 1,5 ml de solucion de fluidificacién el
factor de dilucion seria 1,3 y por tanto el recuento 6,5
x 10° ufc/ml. Contar cada morfotipo de colonias
diferentes de forma individual, incluyendo los
morfotipos coloniales de un mismo microorganismo.

B) En el cultivo cuantitativo mediante siembra en
espiral

Seguir las instrucciones del fabricante del sistema
utilizado para realizar el recuento bacteriano en cada
placa y tener en cuenta el factor de dilucion de la
muestra.

Se informaran los recuentos de cada
microorganismo 'y de los  correspondientes
morfotipos. En P. aeruginosa deben diferenciarse el
morfotipo Mucoso de los no mucosos
(enterobacteriaceo, puntiforme, metalico, rugoso).
Debe prestarse especial atencion a los posibles
variantes denominados small colony variants (SCV).

9. RESPONSABILIDADES

El personal técnico serAd responsable del
procesamiento de las muestras y de la realizacién de
las técnicas. El facultativo sera responsable de la
supervision de las tareas mencionadas, de mantener
al dia los procedimientos, de la validacién final de los
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resultados, de su interpretacién y del informe de los
mismos

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de microbiologia
debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene.

11. LIMITACIONES AL PROCEDIMIENTO

No existe un consenso especifico de valoracion de
los recuentos bacterianos en los esputos de los
pacientes con FQ. En algunos laboratorios en los
gue se realizan cultivos programados frecuentes (2 6
3 al trimestre) se utiliza 10° uf/ml como punto de
corte. Cuando los recuentos son iguales o superiores
a este valor se realiza estudio de sensibilidad. Este
criterio se aplica a los pacientes con colonizacién
crénica en fase estable.

Una muestra de esputo en un paciente determinado
puede no representar la totalidad del territorio
pulmonar y por tanto no existir una correlacion de los
recuentos bacterianos con la situacion clinica del
paciente. No obstante los recuentos de esputo han
de compararse con recuentos en muestras
anteriores.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir la metodologia para la realizacion e
interpretacion de los estudios de sensibilidad a los
antibiéticos de los aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa recuperados de las muestras respiratorias
de los pacientes con fibrosis quistica (FQ). Este
procedimiento es también aplicable a los aislamientos
de P. aeruginosa procedentes de muestras
respiratorias de pacientes con bronquiectasias o
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC),
patologias respiratorias cronicas que al igual que la
FQ predisponen para la colonizacién-infeccién cronica
por este microorganismo.

2. FUNDAMENTO

El estudio de la sensibilidad a los antibiéticos de las
cepas de P. aeruginosa causantes de colonizacién-
infeccién respiratoria cronica en los pacientes con
FQ es una herramienta de indudable relevancia para
el manejo clinico de estos pacientes. Los aspectos
generales de las distintas metodologias utilizadas
para el estudio de la sensibilidad a antibiéticos han
sido ya ampliamente descritos en un procedimiento
previo (n° 11). No obstante, las connotaciones
particulares de las cepas causantes de este proceso
crénico hacen recomendable dedicar un
procedimiento complementario especifico a la
realizacion e interpretacion de los estudios de
sensibilidad.

Entre las connotaciones particulares del contexto de
la colonizacion-infecciéon crénica en pacientes FQ
cabe destacar que en términos generales los
sistemas comerciales de microdilucion han logrado
resultados poco satisfactorios en varios estudios,
presentando altas tasas de errores muy graves (falsa
sensibilidad), y por tanto no se recomienda su
utilizacion. Por el contrario, tanto la difusion con
discos como el Etest (qué ademas permite
determinar el valor de CMI) han obtenido resultados
satisfactorios en comparacion con las técnicas de
referencia (la diluciébn en agar y la microdilucién
siguiendo las directrices del CLSI) debido a lo cual,
en este procedimiento se recomienda su empleo
como técnicas de rutina en detrimento de los
sistemas comerciales de microdilucion.

Otras connotaciones particulares de las cepas de P.
aeruginosa causantes de colonizacién-infeccion
crénica en pacientes con FQ que tienen repercusion
sobre los estudios de sensibilidad a antibiéticos son
su generalmente lento crecimiento, su frecuente
fenotipo mucoide y su elevada heterogeneidad
poblacional. Finalmente, destaca especialmente la
elevada prevalencia de cepas hipermutadoras
deficientes en los sistemas de reparacion del ADN;
uno de los objetivos diferenciales de este
procedimiento es su aplicacién tanto en la deteccion
de estas cepas como en la interpretacion de los
resultados de sus estudios de sensibilidad.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 10 “Seguridad en el laboratorio de
microbiologia clinica”.

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 11 “Métodos basicos para el estudio de
la sensibilidad a los antimicrobianos”.

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 12 “Métodos especiales para el estudio
de la sensibilidad a los antimicrobianos”.

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 25. “Diagnéstico microbiolégico de las
infecciones bacterianas del tracto respiratorio
inferior”.

. PNT-FQ-01

- Clinical and Laboratory Standards Institute. 2007.
Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; 17" Informational
Supplement. Document M100-S17. Vol 26 No. 6.
CLSI, Wayne, PA.

4. MUESTRA

La muestra de partida para la realizacion de los estudios
de sensibilidad seran las colonias de P. aeruginosa
aisladas en las placas de siembra cuantitativa (PN-FQ-
01). Puesto que los diferentes morfotipos de P.
aeruginosa frecuentemente presentan patrones distintos
de sensibilidad a los antibi6ticos, es necesario estudiar
todos los morfotipos presentes. Para ello se deben
examinar las distintas placas sembradas, ya que
algunas variantes morfolégicas pueden distinguirse
mejor en unos medios que en otros. Es ademas
necesario estudiar cada uno de los morfotipos de forma
individual (un antibiograma por cada morfotipo) ya que la
combinacion de los distintos morfotipos en un Unico
ensayo puede llevar a la subestimacion de la presencia
de variantes resistentes a los antibi6ticos.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
- Suero fisioldgico estéril.
- Agar Miiller-Hinton.

6. APARATOS Y MATERIALES

- Tubos de 5 ml estériles.

- Asas de siembra estériles.

- Torundas de algodén estériles.

- Pipetas pasteur.

- Discos de antibiéticos o tiras de Etest. Seguir
recomendaciones de conservacion en
Procedimiento SEIMC n° 11.

- Placas de Agar Miller-Hinton

- Dispensador de discos o de tiras de Etest.

- Pinzas estériles.

- Regla milimetrada o pie de rey.

- Densitémetro o patrén de escala McFarland.

- Agitador tipo vortex.

- Incubador de 35+/-2°C.
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7. PROCESAMIENTO

Seleccion de los antibidticos a ensayar.
Particularmente si se va a utilizar el Etest, debido a su
elevado coste, es recomendable hacer una seleccion
cuidadosa de los antibidticos méas relevantes para el
tratamiento de la colonizacion-infeccion crénica (tanto de
las exacerbaciones como el tratamiento de
mantenimiento). A continuacion se detallan en negrita
los antibidticos minimos que deberian estudiarse
siempre, seguidos en su caso de otros antibidticos
complementarios que también pueden resultar de
utilidad y que por tanto debe valorarse su inclusion
rutinaria o en casos particulares, segun las posibilidades
de cada centro.

- Tobramicina y amikacina. La tobramicina es el
aminoglucosido que presenta mayor actividad en
las cepas de pacientes FQ, en las que la
resistencia a estos antibidticos se debe
fundamentalmente a mecanismos cromosémicos.
La amikacina puede resultar de utlidad en los
casos excepcionales de resistencia a tobramicina
mediada  por  enzimas modificantes de
aminoglucosidos.

- Ciprofloxacino.

- Ceftazidima. piperacilina, piperacilina-
tazobactam, cefepima y aztreonam. En la
mayoria de las cepas de pacientes FQ la
resistencia a ceftazidima estd mediada por
hiperproduccion de AmpC que confiere resistencia
cruzada a todas las penicilinas, cefalosporinas y
monobactamicos. No obstante, los antibioticos
complementarios pueden resultar de utilidad en los
casos excepcionales de resistencia mediada por
beta-lactamasas adquiridas (beta-lactamasas de
espectro extendido o carbapenemasas).

- Imipenem

- Meropenem

- Colistina

Preparaciéon del inéculo. Coger varias colonias del
aislamiento correspondiente y hacer una suspension
en tubo con suero fisiolégico equivalente al 0,5 de la
escala MacFarland. Es necesario agitar en agitador
tipo vortex durante 15-20 segundos para conseguir
una suspension homogénea. Particularmente las
cepas con morfotipo mucoide suelen mas dificiles de
suspender, pudiendo requerir un tiempo mas
prolongado de agitacion. Para el estudio de las cepas
con morfotipo mucoide es asimismo recomendable
ajustar la suspension a 1 McFarland en lugar del 0,5
convencional, ya que el nimero de células viables a
igual densidad es menor en estas cepas por la gran
cantidad de alginato producido.

Inoculacion de las placas. Introducir una torunda
de algoddn en la suspension bacteriana y escurrirla
contra las paredes del tubo al retirarla. Inocular las
placas de Muller-Hinton deslizando la torunda sobre
toda la superficie del agar tres veces, rotando la
placa unos 60° cada vez, y pasandola por ultimo por

la periferia para conseguir una siembra uniforme.
Dejar secar durante 5 minutos antes de depositar los
discos o 15 minutos si se utilizaran tiras de Etest.

Dispensacion de los discos o las tiras de Etest.
Colocar los discos o tiras de Etest sobre la superficie
del agar utilizando unas pinzas estériles o los
dispensadores correspondientes. Deben seguirse las
recomendaciones generales en cuanto al n° vy
disposicion de los discos o las tiras en funcién del
tamafio de las placas de Miller Hinton utilizadas
(Procedimiento SEIMC n° 11).

Incubacion. Las placas deben incubarse en posicion
invertida a 35°C en aerobiosis. Debido al frecuente
lento crecimiento de las cepas procedentes de
pacientes FQ, se deben incubar las placas durante
24h  completas, en lugar de las 16-18h
recomendadas habitualmente, antes de hacer una
primera lectura. Debe asimismo valorarse la
reincubacién de las placas otras 24h adicionales en
el caso de cepas de especialmente lento
crecimiento, particularmente aquellas con morfotipos
mucoide o puntiforme (o small colony variants, SCV).

Lectura de los resultados. Debe medirse el
diametro de los halos de inhibicion cuando se utilizan
discos, o la CMI marcada por la interseccion de la
elipse de inhibicién y la tira de antibiético cuando se
utiliza el Etest. En este Ultimo caso deben seguirse
las recomendaciones generales de lectura: Cuando
la interseccion ocurre entre dos marcas de la tira
debe considerarse el valor de CMI superior.
Asimismo, cuando la interseccién no coincide en
ambos lados de la tira, debe considerarse el valor de
CMI mas alto.
Un aspecto de particular relevancia en el contexto de
la colonizacién-infeccion crénica in pacientes FQ es
la lectura e interpretaciéon de las subpoblaciones de
mutantes resistentes (SMR) que frecuentemente
aparecen en el interior de los halos (discos) o elipses
(Etest) de inhibicién. La presencia de SMR cuando
se estudian cepas de P. aeruginosa de pacientes
con FQ generalmente indica que se trata de cepas
hipermutadoras. Estas cepas, que presentan tasas
de mutaciéon espontanea hasta 1000 veces mayor de
lo normal por deficiencias en los sistemas de
reparacion de ADN, son muy frecuentes en las
infecciones cronicas (30-60%) al contrario de lo que
ocurre en las infecciones agudas (<1%) y estan
asociadas con un elevado riesgo de desarrollo de
resistencia a antibidticos.
La valoracién de las SMR es una herramienta util
tanto para la propia deteccibn de las cepas
hipermutadoras, como para la interpretacion de los
resultados de los estudios de sensibilidad (ver Punto
8, interpretacién y expresion de los resultados). Para
este fin, el procedimiento de lectura debe ser el
siguiente:

I. Leer las CMIs o didmetros de los halos de

inhibiciéon de la poblacién general (sin contar las
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SMR) y aplicar los puntos de corte definidos
para las categorias de sensibilidad (S, I, R).

Il. Examinar la presencia de SMR y leer las CMIs o
diametros de los halos de inhibiciéon producidos
por el crecimiento de éstas y aplicar los puntos
de corte definidos para las categorias de
sensibilidad (S, I, R). Asimismo, se debe anotar
de forma semicuantitativa la cantidad de
colonias en las SMR (<10, +; 10-<100, ++;

>100, +++). La lectura definitiva de las SMR
puede  requerir  12-24h  adicionales de
incubacion en las cepas de lento crecimiento.
En la Figura 1 se muestra un ejemplo del
antibiograma por Etest y difusién con discos de
las cepas hipermutadoras con sus
caracteristicas SMR.

Fig. 1A PNT-FQ-02

Ceftazidima

CMI subpoblacién de
mutantes resistentes

{48 pgfmbL R

CMI poblacian
bacteriana general

(eg/ml) S

Fig. 1B PNT-FQ-02

PAOAmutS

PAOAMuUtS

PAO1

Figura 1. Antibiograma de la cepa de referencia PAO1 y su derivado hipermutador deficiente en el gen mutS (PAODmutS).
Muller-Hinton agar, 36h de incubacion a 35°C. A. Etest de ceftazidima. B. Antibiograma con discos de ceftazidima, imipenem,

meropenem, ciprofloxacino y tobramicina.
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8. INTERPRETACION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

El informe del laboratorio de microbiologia para las
muestras respiratorias de pacientes FQ debe incluir la
identificacion y el recuento (logaritmo de UFC por ml
de esputo) de todos los  microorganismos
potencialmente patégenos presentes, y su
antibiograma correspondiente. En el caso de P.
aeruginosa se debe especificar el nimero de
morfotipos distintos presentes y se debe incluir un
antibiograma para cada uno de ellos.

En el informe del antibiograma de las cepas de P.
aeruginosa procedentes de pacientes FQ se deben
aplicar, como en cualquier otro tipo de infeccion, los
puntos de corte establecidos (CLSI, EUCAST o
MENSURA) para la administracién de los antibidticos
por via sistémica. No obstante, es necesario tener en
cuenta que en estos pacientes frecuentemente se
realizan tratamientos antibidticos por via inhalatoria,
alcanzandose concentraciones en las vias
respiratorias muy superiores a las alcanzables por via
sistémica. Por tanto, seria recomendable aplicar
puntos de corte especificos para esta via de
administracion. Actualmente solo existen
recomendaciones especificas para la tobramicina, que
es el antibidtico mas frecuentemente usado como
terapia de mantenimiento por via inhalatoria en los
pacientes FQ. Los puntos de corte establecidos
sugieren considerar como potencialmente tratables por
esta via aquellas cepas cuya CMI de tobramicina sea
=64 ng/ml (puntos de corte convencionales del CLSI:
=4 ng/ml Sensible, 8 my/ml Intermedia, 316 ng/mi
Resistente). Es por tanto recomendable indicar en el
informe de sensibilidad de las cepas resistentes a
tobramicina (CMI 216 ng/ml) si son potencialmente
tratables por via inhalatoria (CMI =64 ng/ml).

Deteccidn, interpretacién e informacién de las
cepas hipermutadoras. Segin estudios previos, la
presencia de SMR para al menos 3 de los antibidticos,
utiizando  ceftazidima, imipenem, meropenem,
ciprofloxacino 'y tobramicina como marcadores,
permite identificar las cepas hipermutadoras. Es
necesario no obstante tener en cuenta algunas
consideraciones: exceptuando la tobramicina, solo se
consideran las SMR cuando suponen un aumento de
la CMI de al menos 1 diluciébn % respecto a la
poblacién general o una disminucién 2 a 5 mm de los
halos de inhibicion. Para la ceftazidima solo se
consideran las SMR con valores de al menos ++.
Cuando se detectan cepas hipermutadoras se debe
informar de su aislamiento y afiadir en las
observaciones del informe una llamada a la necesidad
de utilizar combinaciones de antibidticos para su
tratamiento debido al elevado riesgo de desarrollo de
resistencia.

Una de las cuestiones mas relevantes que surgen al
examinar los antibiogramas de las cepas
hipermutadoras es como interpretar e informar los
resultados de sensibilidad producidos por las

frecuentes SMR. La aproximaciéon mas conservadora
seria considerar las SMR y leer las CMIs (Etest) o
diametros de los halos de inhibicion (difusién con
discos) que producen una completa inhibicion del
crecimiento. El problema de esta consideracién es que
en muchos casos informariamos la cepa como
resistente a todos los antibiéticos (incluso aunque no
presente mecanismos de resistencia adquiridos) y por
tanto no habria ninguna opcién terapéutica disponible.
Sin embargo, los estudios de sinergia demuestran que
la presencia de las SMR desaparece cuando se
utilizan combinaciones de antibiéticos con distinto
mecanismo de resistencia. Resulta importante por
tanto distinguir la verdadera resistencia de la debida a
la presencia de SMR producida por la propia
frecuencia de mutacion incrementada, ya que al
contrario de lo que ocurre con el primer tipo de
resistencia, el segundo podria ser potencialmente
combatido con combinaciones de antibiéticos. Por ello
en los antibiogramas de las cepas hipermutadoras se
recomienda informar los antibiéticos para los cuales la
poblacion general es sensible pero que contiene SMR
que superan los puntos de corte como ‘“resistente pero
potencialmente activo para sSu UusoO en terapia
combinada”.

9. RESPONSABILIDADES

El personal técnico sera responsable del procesamiento
de las muestras, de la realizacién de los antibiogramas y
de la lectura de los mismos. El facultativo sera
responsable de la supervision de las tareas
mencionadas, de mantener al dia los procedimientos, de
la validacion final de los resultados, de su interpretacion
y del informe de los mismos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de microbiologia
debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar
recogidas en un documento establecido por el
laboratorio de Microbiologia.

11.LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Debido a sus connotaciones particulares, la lectura e
interpretacion de los antibiogramas de las cepas de
P. aeruginosa causantes de colonizacion-infeccion
cronica en pacientes FQ, particularmente de aquellas
hipermutadoras, puede ser dificultosa y requiere
experiencia. Idealmente, las muestras procedentes
de pacientes FQ (y de otras infecciones cronicas)
deberian  procesarse en el Laboratorio de
Microbiologia en una Unidad especifica, fisica o
funcional, con contacto directo y fluido con los
médicos especialistas (pediatras y neumologos)
responsables del tratamiento de estos pacientes.
En cuanto a las limitaciones especificas de la
deteccién de cepas hipermutadoras hay que tener en
cuenta una serie de consideraciones:

- Es necesario partir de cultivos puros, ya que la

presencia de poblaciones mixtas sensibles y
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resistentes puede llevar a la falsa identificacién
de cepas hipermutadoras.

El criterio de la presencia de SMR no puede
aplicarse si la CMI de la poblacion general es
superior (0 muy cercana) a la concentracion mas
alta incluida en las tiras de Etest. De igual forma,
en el caso de la difusién con discos no puede
aplicarse cuando el halo de inhibicion de la
poblaciéon general es nulo (0 muy cercano al
diametro de los discos).

- En ocasiones la incubacién prolongada puede
permitir el crecimiento de microcolonias sensibles
al antibiético en el interior de los halos o elipses
de inhibicién. En caso de duda es recomendable
confirmar que las subpoblaciones son realmente
mutantes resistentes. Para ello se deberia repetir
el estudio de sensiblidad, utilizando en este caso
las subpoblaciones como in6culo.

- En caso de resultados dudosos puede ser
necesario recurrir a la determinacion de la
frecuencia de mutacion espontanea a rifampicina,
técnica de referencia para la deteccién de cepas
hipermutadoras.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Descripcion de los métodos que se pueden utilizar
para detectar e identificar la colonizaciébn por
bacterias del complejo Burkholderia cepacia en
pacientes con fibrosis quistica (FQ).

2. FUNDAMENTO
B. cepacia es un importante patégeno oportunista en
pacientes con FQ, en los que produce una infeccion
pulmonar, con frecuencia cronica, dificil de tratar con
antimicrobianos debido a su multiresistencia, y que
se asocia con alta morbilidad y mortalidad. Las
bacterias identificadas como B. cepacia forman un
grupo muy heterogéneo y constituye un complejo de
especies fenotipicamente similares con al menos 9
genomovariedades. Algunas de ellas (Burkholderia
cenocepacia y Burkholderia multivorans) son las que
se encuentran con mas frecuencia en pacientes con
FQ y B. cenocepacia se asocia con una elevada
transmision entre pacientes y con mal pronéstico.
Los medios de cultivo que se utilicen deben ir
dirigidos a seleccionar estas bacterias y a eliminar el
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en el
medio de cultivo que enmascararia el crecimiento de
otras colonias mas pequefias y que crecen de forma
mas lenta. Existen diferentes medios selectivos para
el aislamiento de B. cepacia que son:

- BCSA B. cepacia selective agar): contiene 1%
de lactosa y 1% de sacarosa en un medio
enriquecido con base de caseina y extracto de
levadura con 600 U/ml de polimixina, 10ug/mi
de gentamicina y 2,5ug/ml de vancomicina.

-  OFPBL (oxidacién fermentacion polimixina
bacitracina lactosa): agar oxidacion-
fermentacion suplementado con lactosa, 300
U/ml de polimixina y 0,2U/ml de bacitracina.
Incluye un indicador, el azul de bromotimol, que
permite la deteccién de B. cepacia en base a un
cambio de color.

- PC (Pseudomonas cepacia agar): medio que
contiene 300U/ml de polimixina y 100ug/ml de
ticarcilina, ademas de cristal violeta y sales
biliares. El indicador rojo fenol facilta la
deteccion de B. cepacia.

Los 3 medios de cultivo selectivos son Utiles para el

aislamiento de B. cepacia de muestras respiratorias

de pacientes con FQ. BCSA es el que tiene mayor
especificidad y en él se obtiene el cultivo mas denso

y mas rapidamente que en OFPBL o0 en PC y

ademas impide mejor el crecimiento de bacterias no-

Burkholderia, pero también son aceptables el OFPBL

oelPC.

La identificacion correcta de los aislados clinicos

gue pertenecen al complejo B. cepacia es critica

para el cuidado del paciente y para el prondstico.

Para la identificacion B. cepacia se deben utilizar

pruebas bioquimicas convencionales y pruebas

moleculares ya que los métodos rapidos o

automatizados no son validos para la identificacion

de estos microorganismos  pues  realizan
identificaciones erréneas.

La identificacion mediante métodos automaticos no
son utiles para la identificacion de B. cepacia. Estos
sistemas y el APl 20NE no incluyen B. gladioli en su
base de datos y las identifica como B. cepacia. Entre
los sistemas comerciales el API20NE es el que
permite realizar una identificacion mas fiable.

Se deben identificar mediante métodos moleculares
en el propio centro o enviandolo a un centro de
referencia para la identificacion definitiva cualquier
aislamiento similar a Burkholderia spp en los
siguientes casos: todos los primeros aislamientos de
cada paciente, al menos un aislado cada afo si el
paciente continua colonizado, los aislamientos que
puedan estar asociados a brotes, y cualquier
gramnegativo no fermentador que presente una
identificacion equivoca con los métodos bioquimicos
habituales.

Las técnicas moleculares, especialmente las pruebas
basadas en PCR son un método altamente
discriminatorio de identificacion bacteriana y se
pueden utilizar también para identificar las
variedades genomicas dentro del complejo.
Iniciadores especificos del gen recA permiten
detectar B. cepacia y diferenciar las diferentes
variedades gendémicas mediante secuenciacion del
producto amplificado, mediante RFLP tras digestion
con enzimas de restriccion o realizando una nested
PCR con reacciones de PCR independientes.
También son (utiles los iniciadores especificos de las
regiones conservadas del gen 16S ARNr o de la
regién espaciadora 16S a 23S.

3. MUESTRAS

Los cultivos de muestras respiratorias en FQ deben
realizarse al menos trimestralmente en pacientes
clinicamente estables y que no presentan
exacerbaciones, siempre que exista una
exacerbaciéon pulmonar, cuando exista un cambio en
el estatus clinico, cuando requieran hospitalizacion o
cuando esté indicado epidemiolégicamente.

La muestra mas habitual es el esputo pues el
resultado se correlaciona bien con los resultados
obtenidos de muestras de lavado broncoalveolar. En
los nifios menores de 8 afios, debido a la dificultad
en obtener esputo, se puede utilizar exudado
bronquial o exudado retrofaringeo.

Las muestras deben recogerse en un contenedor
estéril. Deben transportarse de forma rapida al
Laboratorio y conservarse a 4°C si el procesamiento
no es inmediato.

4. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Como se ha comentado anteriormente se pueden
utilizar uno de los 3 medios de cultivo selectivos:
BCSA, OFPBL y PC.

5. APARATOS Y MATERIAL NECESARIOS.

Se requiere neveras para conservacion de los
medios de cultivo e incubador para las muestras. Se
debe realizar el mantenimiento habitual de estos
equipos.
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6. PROCESAMIENTO

Dada la escasa fluidez del esputo de este tipo de
pacientes, las muestras deben homogeneizarse
antes de proceder a su siembra con agentes
mucoliticos  (N-acetilcisteina o  ditiotreitol) o
tratamiento mecanico.

El esputo se debe sembrar en un medio selectivo
para facilitar el crecimiento de B. cepacia. Incubar las
placas sembradas en atmésfera aerobia a 35-37°C y
examinarlas diariamente para detectar el crecimiento
de B. cepacia hasta un maximo de 5 dias. Se puede
incubar a 35°C las primeras 48 horas Yy
posteriormente a 30 °C.

El aspecto de la colonia permitird seleccionar las
colonias para realizar pruebas de identificacion
(figura 1). Se debe realizar la prueba de la oxidasa y
pruebas bioquimicas. Como se ha comentado, los
métodos comerciales no son adecuados para
identificar las bacterias de este complejo y con el que
se pueden obtener mejores resultados es con el
API20NE, incubado durante 48 horas.

Para llegar a la identificacion definitva es
imprescindible realizar métodos moleculares que se
pueden realizar en el propio laboratorio o enviandolo
a un centro de referencia.

Figura 1 Aislamiento de Burkholderia cepacia complex
procedente de un paciente con fibrosis quistica en medio
PC (Becton Dickinson). 24 h de incubacién a 37°C + 48 h
de incubacién a temperatura ambiente. Se observa un
cambio de color en el medio de naranja a rosa como
consecuencia del incremento del pH por el metabolismo
del piruvato.

7. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION
DE LOS RESULTADOS.

Se debe informar del crecimiento de cualquier nimero

de colonias de B. cepacia.

Del conjunto de pruebas realizadas en las bacterias

aisladas en el medio de cultivo selectivo se llegara a

una identificacion presuntiva y después de la

realizacion de las técnicas moleculares se llegara a la

identificacion definitiva.

8. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de
organizacion del Laboratorio de Microbiologia y en
las fichas de descripcién de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal
técnico cualificado con un entrenamiento especifico.
La supervision de la técnica y de los resultados
emitidos deberd realizarla el Facultativo Especialista
Responsable del Laboratorio de Microbiologia que
los emite.

9. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del Laboratorio de Microbiologia
debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar
recogidas en un documento establecido por el
Laboratorio de Microbiologia.

10.LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencion
de la muestra puede alterar los resultados del cultivo.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir la metodologia béasica para la determinacion de
anticuerpos frente a Pseudomonas aeruginosa en
pacientes con fibrosis quistica (FQ). Este
procedimiento es aplicable a todos los laboratorios de
microbiologia clinica que realicen seguimiento de la
colonizacion-infecciéon broncopulmonar crénica por P.
aeruginosa en pacientes con FQ.

2. FUNDAMENTO

La infeccién cronica por P. aeruginosa se asocia con
un gradual descenso en la funcién pulmonar y un claro
deterioro de la situacion clinica. Se ha demostrado que
el tratamiento antibidtico precoz es util para evitar o
retrasar la infeccion crénica. El diagnéstico de la FQ
es cada vez mas precoz, actualmente la mayoria de
las veces al nacer. Frecuentemente, en estos
pacientes es dificil obtener muestras respiratorias
adecuadas y representativas por lo que no se dispone
en ellos de informacion microbiol6gica adecuada. La
infecciébn por P. aeruginosa provoca la produccion de
anticuerpos frente a numerosos antigenos de la
bacteria y titulos elevados se han asociado a infeccion
cronica y peor situacidon clinica. La deteccion de
anticuerpos especificos anti-P. aeruginosa puede ser
un marcador util para establecer el diagndstico de
infeccion por P. aeruginosa y determinar la
conveniencia de instaurar rapidamente tratamiento
antibidtico para limitar el dafio pulmonar, asi como
para evaluar la respuesta al tratamiento.

Para la deteccibn de anticuerpos frente a P.
aeruginosa se han empleado diferentes antigenos y
técnicas. Unicamente la deteccion de anticuerpos
frente a tres productos extracelulares de la bacteria
(elastasa, proteasa alcalina y exotoxina A) existe
comercializada con la consiguiente ventaja en cuanto
a estandarizacion y control de calidad necesarios en el
ambito asistencial.

3. PRINCIPIO DE LA PRUEBA

La prueba Anti-Pseudomonas aeruginosa IgG EIA de
Mediagnost es un enzimoinmunoensayo tipo sandwich
para la deteccion de anticuerpos IgG frente a tres
antigenos purificados que constituyen productos
extracelulares de P.aeruginosa, proteasa alcalina,
elastasa y exotoxina A.

4. MUESTRAS

La muestra adecuada para la determinacién es suero
o plasma. Las condiciones para la recogida y el
transporte de suero deben contemplar:

1. Identificar correctamente el tubo y la solicitud de
andlisis.

2. Centrifugar el tubo de sangre a 1000-1500g
durante 10 minutos.

3. Transferir el suero o plasma a tubos con tapén
de rosca de 1,5 ml de capacidad aptos para
congelacién. Evitar mantenerlos a temperatura
ambiente durante mas de 24 horas.

4. Para minimizar las contaminaciones
microbianas que podrian alterar las muestras se

recomienda no prolongar la conservacion a 4°C
mas alla de 72 h. Si la determinacion se difiere a
fechas posteriores congelar las muestras a -20° C o
si se almacenan las muestras para archivo se
recomienda congelacion a—70°C para periodos
prolongados.

5. REACTIVOS

1. Tres placas de 96 pocillos, cada una de ellas
recubierta con uno de los tres antigenos analizados,
Proteasa alclina (roja), elastasa (azul) y exotoxina A
(verde).

2. Conjugado: anti-lgG  humana conjugada con
peroxidasa. Diluir 1/100 con tampon de dilucion.

3. Tres controles positivos, cada uno de ellos reactivo
frente a uno de los tres antigenos con un titulo de
1/2.500.

4. Tres sueros control, cada uno de ellos reactivo
frente a uno de los tres antigenos con un titulo de
1/1000.

Un suero control negativo.

Tampon de dilucién (PBS).

Tampon de lavado. Diluir 1/20 con agua destilada.
Substrato (TMB).

Soluciéon de parada (0,2 M H,SQOy).

©ooNoO

MATERIAL Y EQUIPO ADICIONAL
Agua destilada.

Incubador de 37° C.

Pipetas con puntas desechables.
Lavador automatico de placas.
Espectrofotometro con filtro de 450nm.

abrwdhPE o

7. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

Seguir el protocolo y las indicaciones que proporciona

el fabricante. Brevemente,

1. Incluir en cada ensayo y para cada antigeno el
control positivo y negativo. Ensayarlos por duplicado
afiadiendo 100 pl de cada uno.

2. Incluir en cada ensayo y para cada antigeno el
suero control.

3. Incluir en cada ensayo y para cada antigeno cada
uno de los sueros a las diluciones 1/1.000 para la
técnica cualitativa. Para la técnica semicuantitativa
afiadir las diluciones de suero/plasma 1/10.000 y
1/100.000.

4. Incubar 2 horas a 37° C.

5. Lavar, afadir 100 pl de conjugado diluido e
incubar 2 horas a 37° C.

6. Lavar, afadir 100 pl de substrato (TMB) e incubar
30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

7. Afadir 100 pl de solucion de parada y leer en
espectofotdmetro a 450 nm de longitud de onda.

8. VALIDACION, INTERPRETACION Y EXPRESION
DE LOS RESULTADOS.

TECNICA CUALITATIVA. Los célculos deben hacerse
para cada uno de los antigenos

1. Calcular la media de la absorbancia de los
controles negativos y positivos.
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2. La absorbancia de la media de los controles
negativos debe ser inferior a 0.250.

3. La diferencia entre la media de los controles
negativos y positivos debe ser superior a 0.600.

4. Restar le valor de la media de los controles
negativos al valor de la absorbancia de controles y
muestras.

5. El valor de corte (cut-off) es el 20% del valor de la
media de los controles positivos. Este valor
corresponde a un titulo de 1/500.

6. El intervalo de resultados dudosos se sitla entre el
20- 50% del valor de la media de los controles
positivos.

7. Los sueros diluidos 1/1000 con valores inferiores al
punto de corte se consideraran negativos.

8. Los sueros diluidos 1/1000 con valores dentro del
intervalo dudoso se consideraran dudosos.

9. Los sueros diluidos 1/1000 con valores superiores
al punto de corte se consideraran positivos.

Un paciente debe considerarse positivo cuando la
muestra es positiva para uno o mas de los antigenos

TECNICA SEMI-CUANTITATIVA. Las muestras de
suero o plasma se ensayan diluidas 1/1.000, 1/10.000
y 1/100.000. Los célculos deben hacerse para cada
uno de los antigenos.
Para obtener el titulo de anticuerpos es necesario
calcular previamente un factor de titulacién para cada
suero y dilucién. Proceder de la siguiente manera:
1. Calcular la media de la absorbancia de los
controles negativos y positivos.
2. La absorbancia de la media de los controles
negativos debe ser inferior a 0.250.
3. La diferencia entre la media de los controles
negativos y positivos debe ser superior a 0.600.
4. Construir una gréafica en la que el eje de las
coordenadas (y) sean las absorbancias y el eje de
las abcisas (x) sea un factor de titulacion, necesario
para calcular el titulo de anticuerpos, y que es
conocido para el control negativo (Factor de
titulacién = 0, absorbancia control negativo) y para el
control  positivo  (Factor de titulacion =2,5,
absorbancia control positivo). Trazar una recta entre
estos dos puntos.
5. Extrapolar de la gréafica resultante el valor del
factor para cada dilucion de muestra.
6. El titulo de cada muestra se obtiene al multiplicar
el factor de titulacion por la dilucion de la muestra.

La técnica semicuantitativa divide los sueros en 4
categorias:

Titulo Interpretacion
< 1/500 Negativo
1/500- 1/1250 Dudoso
>1/ 1.250 Positivo
>1/10.000 Positivo cronico

Un paciente debe considerarse positivo cuando la
muestra es positiva para uno o mas de los antigenos

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de
organizacion del Laboratorio de Microbiologia y en las
fichas de descripcion de los puestos de trabajo.

El procedimiento debera llevarse a cabo por personal
técnico cualificado con un entrenamiento especifico.
La supervision de la técnica y de los resultados
emitidos debera realizarla el Facultativo Especialista
Responsable del Laboratorio de Microbiologia que los
emite.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO
Dependiendo de las caracteristicas de las cepas de
P. aeruginosa y de sistema inmune del paciente,
pueden detectarse anticuerpos frente a uno, dos o los
tres antigenos simultdneamente. Un paciente debe
considerarse positivo cuando la muestra es positiva
para uno 0 mas de los antigenos. Por la misma razén
no deben ensayarse ni interpretarse como negativos
muestras ensayadas Unicamente frente a uno o dos
de los antigenos.

Todo el personal del laboratorio de microbiologia
deberd conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar
recogidas en un documento establecido por el
laboratorio de Microbiologia.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Las limitaciones que se presentan con estas pruebas
son similares a los de otras pruebas de diagnéstico
serolégico en cuanto a sensibilidad y especificidad.
En este caso las decisiones clinicas que puedan
tomarse en funcion de estos resultados deben
hacerse siempre teniendo en cuanta la informacion
disponible en el contexto del seguimiento seroldgico,
microbiolégico y clinico de cada paciente.
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