-

Universitat
de Barcelona

Diagnéstico y seguimiento microbiolégico de la
colonizacién respiratoria por Pseudomonas aeruginosa
en fibrosis quistica

Estrella Caballero Requero

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a 'acceptacié de les segiients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Dipodsit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a disposicio
des d’un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
o marc alie a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacié de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzaci6 o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual Unicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro
ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza
la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacion o cita de
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




U

UNIVERSITAT DE BARCELONA

B

Diagnostico y seguimiento microbiologico de la colonizacion

respiratoria por Pseudomonas aeruginosa en fibrosis quistica

Tesis presentada por

Estrella Caballero Requero

Para obtener el titulo de doctora por la Universidad de Barcelona
Directora: Dra. Antonia Andreu Domingo
Tutor: Dr. Julia Gonzalez Martin
Programa de Doctorado: Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Barcelona

2014



"Una sefiora honorable dice que conoce a la gente embrujada, si al frotarles en la
frente, uno después nota un sabor salado en los dedos."

Primera descripcion en espafiol de uno de los principales sintomas de la Fibrosis quistica, el sudor salado

Juan Alonso y de los Ruyzes de Fontecha
Diez Previlegios para Mugeres Prenadas, 1606






AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Adelaida Ferrer sin cuyo trabajo durante muchos afios como
responsable de la Unidad de Respiratorio del Servicio de Microbiologia de Hospital Vall

d’ Hebron de Barcelona no hubiera sido posible este trabajo.

A la unidad de Fibrosis Quistica del Hospital Vall d’ Hebron de Barcelona, y
muy especialmente a la Dra. Silvia Gartner, por su colaboracion imprescindible en la

realizacion de este trabajo.

A los Dres. Francisco Fernandez y Teoéfilo Gonzilez, que en paz descansen, por

su apoyo en los inicios de este trabajo.

A la Dra. Antonia Andreu Domingo, directora de este trabajo, y a los tutores
Dres. Maria Teresa Jiménez de Anta y Julia Gonzalez Martin, por su apoyo y consejo

durante todos los afios de realizacion de este trabajo.

A Josep M* Manresa por su orientacion en el analisis estadistico de este trabajo.

A Maite Barbero, Montse Aznar y Raquel Moreno por su ayuda en la

realizacion de la parte técnica de este trabajo.

A Miguel por su paciencia.

Al mundo mundial.






1.1.9.

1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

INDICE

INTRODUCCION

Fibrosis quistica

. Etiologia

. Diagnostico de la Fibrosis quistica

. Patogenia

. Alteraciones respiratorias

. Microorganismos responsables de las infecciones respiratorias

. Susceptibilidad en pacientes con FQ a la colonizacion por P.aeruginosa

. Tratamiento en la Fibrosis quistica

. Estrategias de tratamiento de las infecciones por P.aeruginosa

Prondstico

Pseudomonas aeruginosa y Fibrosis Quistica

Caracteristicas generales de P.aeruginosa

Principales componentes de P.aeruginosa con capacidad antigénica

Proceso de colonizacidn respiratoria por P.aeruginosa en pacientes con FQ

11

11

16

18

20

23

28

30

32

35

37

37

39



1.2.4.

1.2.5.

1.2.6.

1.2.7.

3.1.

3.2.

3.3.

34

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

Significado clinico de la colonizacion respiratoria por P.aeruginosa en la FQ

Diagnostico y seguimiento microbiologico de la colonizacion por P.aeruginosa

Determinacion de anticuerpos IgG anti- P.aeruginosa en pacientes con FQ

Deteccion de DNA de P.aeuginosa en muestras respiratorias

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS

Muestras analizadas

Muestras de pacientes estables microbiologicamente

Muestras de pacientes con 24 meses de seguimiento analizado

Procesamiento de muestras y controles

Deteccion de P.aeruginosa por PCR en tiempo real

Preparacion de estandares para la PCR cuantitativa en tiempo real

Deteccion de anticuerpos anti- P.aeruginosa por enzimoinmunoanalisis

Analisis estadistico

43

45

50

61

69

75

71

78

79

80

81

&3

84

87



4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

RESULTADOS

Seleccion de las técnicas de PCR

Analisis de las muestras de pacientes estables microbiolégicamente

Caracteristicas de los grupos analizados

Deteccion del DNA de P.aeruginosa. Comparacion con el cultivo

4.2.2.1. Cuantificacién del DNA y diagnostico de colonizacion

4.2.2.2. Cuantificacién del DNA y diagnostico de colonizacidn cronica

4.2.3.

Deteccion de anticuerpos anti P.aeruginosa. Comparacion con el cultivo

4.2.3.1. Titulo de anticuerpos y diagnostico de colonizacion

4.2.3.2. Titulo de anticuerpos y diagndstico de colonizacion cronica

4.2.4.

4.2.5.

4.3.

4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.

Comparacion entre deteccion del DNA, anticuerpos especificos y cultivo
en el diagnostico de colonizacidon por P.aeruginosa
Comparacion entre la deteccion del DNA, anticuerpos especificos y cultivo

en el diagnostico de colonizacidn cronica P.aeruginosa

Analisis de las muestras de pacientes con 24 meses de seguimiento analizado

Caracteristicas de los grupos analizados

Resultados del control microbioldgico habitual durante los 24 meses
de seguimiento analizado

Resultados obtenidos en el diagndstico de colonizacion por P.aeruginosa

4.3.3.1. Deteccion del DNA mediante PCR de la secuencia gyrB

4.3.3.2. Deteccion de anticuerpos frente al antigeno elastasa

4.3.3.3. Resultados combinados de la deteccion del DNA mediante PCR de la

secuencia gyrB y de anticuerpos frente al antigeno elastasa

89

91

97

97

106

111
114

117

120
126

133

139

147

147

153

157

160
164

167



4.3.3.4. Resultados combinados de la deteccion de anticuerpos frente a los antigenos
fosfatasa alcalina, elastasa y exotoxina A 169
4.3.3.5. Resultados combinados de la deteccion del DNA mediante PCR de la
secuencia gyrB y de la deteccion de anticuerpos frente a los antigenos
fosfatasa alcalina, elastasa y exotoxina A 174
4.3.4. Tiempo transcurrido hasta primer resultado positivo
para la deteccidon de DNA y anticuerpos anti-P.aeruginosa

Comparacion con los resultados del cultivo. 177

4.3.5. Resumen de los mejores resultados de las pruebas individuales y combinadas 180

4.3.6. Resultados de la deteccion de DNA y anticuerposespecificos en el diagnostico de la

colonizacion crénica por P.aeruginosa. Comparacion con los resultados del cultivo 185

DISCUSION 191
CONCLUSIONES 215
BIBLIOGRAFIA 219
ANEXO. Experiencia previa publicada 233



1. INTRODUCCION



10



1.1. Fibrosis quistica
1.1.1. Etiologia

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria autosdémica recesiva mas
frecuente en la poblacién de origen caucédsico y la primera causa de patologia pulmonar
crénica en la infancia. La frecuencia estimada oscila entre 1/2.500 a 1/8.000 recién nacidos
vivos, lo que establece una frecuencia de un portador por cada 25-50 individuos en la
poblacion general, aunque se observan importantes diferencias dependientes de los grupos
étnicos y regiones geograficas. Estudios en Espafia, desde la aplicacion de programas de
cribado han permitido observar que la prevalencia puede variar ampliamente segun la zona

de estudio. En Catalufia la prevalencia se estima en 1/5.352 recién nacidos'.

La FQ se produce como consecuencia de mutaciones en el gen que codifica la
proteina reguladora de la conductancia transmembrana de fibrosis quistica (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator, CFTR), situado en el brazo largo del cromosoma 7.
El gen se identificd en 1989 y la proteina que codifica esta formada por 1480 aminoacidos.
Esta proteina una vez sintetizada es procesada en el sistema reticulo-endotelial y el aparato
de Golgi, donde es glucosilada y transformada, hasta llegar a su localizacion definitiva en la
membrana celular. La proteina CFTR es miembro de la superfamilia de proteinas
transportadoras de membrana fijadoras de ATP y corresponde a un canal de cloro regulado
por el AMPc. El aumento de AMPc activa una proteina quinasa que fosforila la CFTR y
provoca la apertura de los canales de cloro. Estudios fisiologicos in vitro han demostrado que
mutaciones en el gen de la proteina CFTR pueden alterar su funcion en las células epiteliales
de diferentes maneras, variando desde la pérdida completa hasta una expresion parcial de la

misma con pobre transporte de cloro.

En 23 (Figura-1.1.1.1) de las mas de 1.500 mutaciones asociadas a la enfermedad, y
recogidas en la CF Mutation Database?, existe evidencia directa o empirica de que provocan
suficiente pérdida de funcionalidad de la proteina CFTR como para provocar la enfermedad y

puede recomendarse como evidencia genética concluyente a efectos diagnosticos. Estas
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mutaciones aparecen en ambos genes en el 85% de los pacientes con FQ y estos pacientes

normalmente padecen insuficiencia pancreatica (IP) y complicaciones pulmonares3.

Recommended panel of CF-causing mutations

Missense, deletion, stop mutations Splicing, frameshift mutations
GS83E 1507del R560T 621+1G>T 2789+35G=A
RI17TH F508del R1162X T11+1G>T 3120+1G>A
R334W G542X Wi1282X 1717-1G=A 3659delC
R347P GS51D N1303K 1898+1G=A 3849+10kbC>T
A455E R553X 2184dela

Figura-1.1.1.1. Principales mutaciones causantes de FQ. Tomada de Farrell et al’.
Guidelines for Diagnosis of Cystic Fibrosis in Newborns through Older Adults: Cystic

Fibrosis Foundation Consensus Report.

La mutacion mas frecuente, la deleccion en la posicion F508, se produce por la
pérdida del aminoécido fenilalanina en la posicion 508. La incidencia de esta mutacion en
Europa es aproximadamente del 70% pero disminuye desde el norte al sur del continente.
Varia considerablemente entre las diferentes poblaciones y localizaciones geograficas desde la
incidencia mas baja de Turquia (alrededor del 20%) y la mas alta de Dinamarca (90%). Otras
mutaciones suponen el 10-15% siendo las mas frecuentes la G542X, N1303 y G551D Las dos

primeras son mas frecuentes en los paises mediterraneos.

En Espafia, 12 mutaciones se presentan con una frecuencia mayor del 1% siendo
también la mutacion F508del la mas frecuente (51%). Otras mutaciones frecuentes son
G542X, 1811 + 1.6kbA>G, 609delCA, V232D y 2789+5G>A. También la distribucion
geografica es desigual, asi la mutacion F508del muestra una frecuencia que va del 86% al

46% desde el norte al sur de la peninsula ibérica.”.

En Catalufia, la incidencia de la mutacion F508del estaria situada alrededor del
70%, mayor que la que presentan otras zonas como Castilla y Leon o Aragdn (60%). Su
presencia en alguno de los dos alelos en enfermos diagnosticados en Catalufia es del 84%

mientras que en portadores estd presente en el 61% (Tabla-1.1.1.1 y Tabla-1.1.1.2)°.
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Tabla-1.1.1.1. Mutaciones en enfermos diagnosticados en Cataluiia
(Datos tomados del Dr. A. Maya, H. Clinico. Encuentros 2006, Fundacion Sira Carrasco)
Mutacion F508del 54 (84%)

Homocigotos F508del / F508del 17 (31,5 %)
Heterocigotos F508del 37 (68,5 %)
G542X 5
N1303K 4

L206W 3

Q890X 2
2

2

2

E92K

R1066C

2183AA>G

Otras 17 3DESC)

1078delT, 296+3insT, F5871, AS61E, 3849+1G>A, W1089X, 1811+1,6kbA>G, 2789+5G>A,

R347H, R347P, 2752-26A>G, 1812-1G>A, A1006E-5T, 3272-26A>G, CFTRdel20, desconocida (3)
Otras mutaciones sin F508del en ningun alelo 10 (16 %)

G542X / R553X, N1303K / R334W, N1303K / L206W,

N1303K / 3272-26A>G, 1811+1,6kbA>G / 2711delT

711+1G>T / L206W, R347P / 2183AA>G, 1507del / 1677delTA

1507del / Q890X, L227R / L227R

Tabla-1.1.1.2. Mutaciones en portadores diagnosticados en Cataluiia
(Datos tomados del Dr. A. Maya, H. Clinico. Encuentros 2006, Fundacion Sira Carrasco)
Mutacion F508 del 43 (61%)

Otras mutaciones 27 (39%)
R117H /-
G542X /-
711+1G>T / -
R334W /-
2183AA>G /-

NN W AR

Otras mutaciones 9
GS85E, 1507del, W1282X, R347H, R1162X, 1078delT, 2789+5G>A, 1609delCA, 3S549R

El espectro del resto de mutaciones es muy variable y esta representado por un
elevado nimero de alelos raros recogidos en bases de datos como la “Cystic Fibrosis

Mutation Database™>.

13



Las diferentes mutaciones pueden alterar cualquiera de las fases tanto de sintesis,
transporte, regulacion o degradacion de la proteina CFTR vy, en funcion de ello, se han
clasificado en diferentes clases segun el efecto que producen (Fig. 1.1.1.2) ®®. Sin embargo
algunas mutaciones pueden no encajar en esta clasificacion o ser desconocida para algunas

mutaciones muy raras.

0-
Class IV
Defective
coaduction
™ "N
Class 1T
Defective
Seiilation \ NUCLEUS
/b /' v \
GOLGI ATP ATP
mRNA s T
Class | (V)
Reduce
synthesiz

ER.
Clasll = </§
Defective proein Clas]
W‘ Aass
E Defective protein
L production
S

Figura-1.1.1.2. Clases de mutaciones de la Fibrosis Quistica
Tomada de Welsh MJ, Smith AE. Molecular mechanisms of CFTR chloride channel
dysfunction in cystic fibrosis °.

-clase-1, cuando no se sintetiza proteina (mutaciones Nonsense: ej. G542X).
-clase-2, cuando hay un bloqueo en el procesamiento, con una degradacion prematura

y un fallo en alcanzar la membrana celular (Missense: ej. delF508)

-clase-3, cuando hay un bloqueo en la regulacion con un descenso de la actividad (ej.
G551D)

-clase-4, cuando hay una alteracion en la conductancia (ej. R117H)
-clase-5 (también incluida como variante de la clase 1), cuando se observa una

reduccion en la sintesis o procesamiento de la proteina (ej. A455E).
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Se ha propuesto una sexta clase que incluiria mutaciones que implican una labilidad
de la proteina CFTR a la que le faltarian los 70-98 ultimos residuos del extremo C-
Terminal’. Aunque el extremo C-Terminal no es necesario para la biogénesis y la funcion del
canal de cloro de la CFTR, al parecer seria indispensable para mantener la estabilidad de la
CFTR glucosilada. Un ejemplo es la mutacion Q1412X, que provoca la falta de 70
aminoacidos. En la Tabla 1.1.1.3 se resumen la clasificacion de las distintas mutaciones

implicadas en la FQ.

Tabla-1.1.1.3. Clasificacion de las distintas mutaciones de la Fibrosis Quistica

Clase | Tipo Alteracion funcional de la Mutaciones
mutacion proteina CFTR
| Nonsense | No sintesis G542X, 711+1G—>T, 1609delCA,
R1162X, 1717-8G—A, W1282X,
1782delA, Q890X, 1898+3A—G,
CFTRdelel9, 936delTA
11 Missense Procesamiento incorrecto. F508del, N1303K, 1507del, R1066C

La proteina malformada no
puede alcanzar la superficie
de la célula

11T Missense Regulacion incorrecta.
La proteina no responde a
las sefiales quimicas que la

regulan

DI1270N, G551D

v Missense Conductancia incorrecta. L206W, R334W, R117H, R347H,
No se transporta suficiente | D836Y, P205S
ion cloro a través del canal
\" Missense Disminucion en la sintesis o | A455E , 2789+5G—A,
procesamiento 1811+1.6kbA—G, 3849+10kbC—T,
3272+26G—>A
VI Nonsense Labilidad. Q1412X

La proteina es eliminada
rdpidamente de la superficie
celular

Las mutaciones “missense” son mutaciones puntuales en las que un cambio en un
nucleotido, y por tanto en el correspondiente codon, origina un cambio de aminoacido que

genera una proteina no funcional. En las mutaciones “nonsense”, una clase especial de
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mutaciones missense, el cambio de nucledtido origina un codon de stop lo que genera una

proteina incompleta y normalmente no funcional.

En las clases I, Il y V no se produce suficiente proteina o no alcanza la superficie
celular mientras que en las clases III, IV y VI la proteina se sintetiza y transporta hasta la
superficie pero no funciona correctamente. Algunos pacientes con mutaciones pertenecientes

. . . ;. 2
a este segundo grupo tienen manifestaciones clinicas menos severas “.

La proteina CFTR se encuentra en todas las células epiteliales exocrinas. Cuando la
CFTR esta alterada, se produce un trastorno en la regulacion de los canales de cloro. Esto
provoca un descenso en la secrecion de agua, manteniéndose la misma cantidad de proteinas,
lo que conduce a una deshidratacion de las secreciones de las glandulas sudoriparas,
pancreaticas, hepaticas, intestinales, genitourinarias y del tracto respiratorio, aumentando la
viscosidad de las secreciones y disminuye la motilidad del 6rgano afectado. El defecto en el
transporte del ion cloro provoca que estos pacientes tengan un sudor caracteristicamente
salado con una concentracion de NaCl 3—5 veces superior a lo normal y este pardmetro se usa

como prueba de diagnostico de la enfermedad.
1.1.2. Diagnostico de la FQ

El diagnostico de FQ puede ser prenatal cuando se desea descartar la enfermedad en
familiares de un paciente afecto de FQ, neonatal mediante cribado o clinico cuando existe

sintomatologia gastrointestinal o respiratoria compatible.

Diagnéstico prenatal. El estudio de las mutaciones del gen CFTR debe realizarse en
los familiares de primer grado de los pacientes con FQ cuando se planteen la posibilidad de
tener descendencia. Si los dos individuos son portadores de un alelo del gen CFTR, y se
plantea la posibilidad de un aborto terapéutico en el caso de que el feto tenga dos mutaciones
genéticas del gen CFTR, debe realizarse un estudio prenatal durante el embarazo por biopsia

de las vellosidades corionicas.
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Diagnéstico neonatal. El diagndstico neonatal permite aprovechar las ventajas de un
diagnostico y tratamiento precoz de la FQ. En 1979, se describio que la tripsina se
encontraba anormalmente elevada en las edades precoces de la enfermedad, debido a la
obstruccion de los conductos pancreaticos. Posteriormente otros estudios confirmaron estos
datos, pero mostraron también que para obtener una sensibilidad del 85%, la tripsina
inmunorreactiva (TIR) presenta una elevada tasa de falsos positivos. La identificacion en
1989 del gen CFTR responsable de la FQ y de la mutacion F508del hizo afiadir el estudio
genético del ADN al cribado con TIR en el despistaje de la FQ para mejorar la validez
diagnostica. Se han utilizado diversos protocolos de cribado de la FQ sélo con TIR o con TIR
y ADN. Puesto que el valor predictivo positivo de la TIR sola es relativamente bajo, las
estrategias que combinan TIR con una segunda prueba mejoran de modo significativo la
sensibilidad y especificidad del cribado respecto a la estrategia que utiliza TIR sola.
Actualmente en Catalufia se sigue ésta segunda estrategia combinando, siempre que es
posible, la prueba de la TIR con una segunda prueba de TIR confirmatoria y en caso positivo

un analisis genético del gen de la CFTR.

Diagnéstico clinico. Numerosos protocolos de pediatria definen una serie de
situaciones clinicas que deben hacer sospechar la posibilidad de que el paciente padezca FQ.
La més importantes serian: historia familiar (hermanos o primos) de FQ, ileo o peritonitis
meconial, ictericia en el recién nacido de etiologia no clara, alcalosis hipoclorémica o golpe
de calor, fracaso del desarrollo, prolapso rectal, pansinusitis, pancreatitis recidivante, cirrosis
inexplicable, colelitiasis, neumonia estafilocdcica, presencia de P.aeruginosa mucoide en los

pulmones, bronquiectasias u otras manifestaciones tipicas de la FQ.

El estudio genético permite actualmente un diagndstico definitivo en la mayoria de
los pacientes, demostrando la existencia de dos de las mas de 1.000 mutaciones conocidas
actualmente como responsables de la enfermedad, pero no siempre es posible el estudio
completo del gen. Para confirmar la enfermedad se realiza la prueba del sudor que consiste

en provocar un exceso de sudor y medir su contenido en sal.

En los pacientes con FQ se obtienen cifras elevadas de cloro superiores a 60 mmol/l.

Entre el 2-3,5% tenian valores por debajo de 60 y solo entre el 0,1-1,2% por debajo de 40.
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Basandose en estos datos, los resultados de la prueba del sudor deben interpretarse siguiendo

las recomendaciones de distintos paneles de expertos recogidas en la Tabla-1.1.2.1% ',

Tabla-1.1.2.1. Interpretacion de la prueba de sudor en el diagnostico de la Fibrosis
Quistica

Resultado de la prueba de sudor Interpretacion
>60 mmol/L POSITIVA, indicativa de Fibrosis quistica
40 a 59 mmol/L INDETERMINADA, periédicamente se debe

repetir la prueba y evaluar clinicamente al
paciente cada 6-12 meses

<39 mmol/L en nifios >6 meses y adultos | NORMAL, FQ poco probable
<29 mmol/L en niflos <6 meses

El documento de consenso sobre diagnodstico de la FQ avalado por la Fundacion
Americana de Fibrosis Quistica recomienda que el diagndstico debe basarse en uno de los
siguientes criterios: uno o mas rasgos fenotipicos caracteristicos o historia de fibrosis quistica
en hermano o primo hermano, o despistaje neonatal positivo, mas una evidencia de
disfuncion del gen CFTR demostrada por: concentracion de cloro en sudor elevada en dos o
mas ocasiones, identificacion de 2 mutaciones causantes de la enfermedad o diferencia de

~ 11
potencial nasal anormal .

1.1.3. Patogenia

La naturaleza de las mutaciones se correlaciona claramente con el grado de
anormalidad del cloro en el sudor y la gravedad de la alteracion pancreatica. Los pacientes
con insuficiencia pancredtica son homocigotos o heterocigotos compuestos para dos
mutaciones ‘severas’, mutaciones de las clases I, II o III. Otras mutaciones, por ejemplo
R117H, R334W y R347P, se asocian usualmente con una afectacion de la funcion

pancreatica menos severa.

La relacion entre el genotipo y el fenotipo pulmonar es menos patente probablemente
debido a una mayor influencia de las distintas variables genéticas (tipo y posicion de las

mutaciones en el gen, otros factores intragénicos o la influencia de otras mutaciones) y los
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factores ambientales (7). Aunque si se ha observado que en homocigotos para la mutacién

del codén F508del, la infeccion pulmonar es més agresiva'”.

cystic fibrosis
pancreatic
‘g " insufficiency
cystic fibrosis syndrome — fff
.tiul'licicnc;l,;{_/_,_ff
atypical CF /_,.-—
presentation __—
asthma monosymptomatic diseases /F__,ff: w?e .':5?
modifier? " phe?® §
— e 5
. —
no disease —
e CFTR genotype
wi wi Polyvariant haplotypes? very rmild mild mild mild severe
wl other uther other other mild Severe severs

Figura-1.1.3.1. Espectro de fenotipos de afectacion asociados a la mutacién del Gen de la CFTR. Tomada de
J. Zielenski, Genotype and Phenotype in Cystic Fibrosis ’ wt= wild type, other= very mild, mild or severe.

Como consecuencia de estas alteraciones, las principales manifestaciones clinicas
(Figura-1.1.3.1) se producen en el aparato respiratorio, gastrointestinal y genitourinario. Las
alteraciones gastrointestinales y genitourinarias se comentan brevemente a continuacidon

mientras que las del aparato respiratorio se exponen con mas detalle en el apartado siguiente.

Las alteraciones gastrointestinales incluyen la insuficiencia pancreatica, que provoca
una mala absorcion de las grasas y proteinas, y diversas alteraciones en el metabolismo de la
glucosa, lo que produce alteraciones en el crecimiento normal de los nifios con FQ. La
manifestacion clinica mas temprana de la FQ a nivel gastrointestinal es el ileo meconial
neonatal, una obstruccion del intestino distal provocada por la acumulacién de un meconio
extremadamente viscoso y que ocurre en un 10-20% de los neonatos con FQ. Es muy rara en
pacientes sin FQ y es por tanto practicamente diagndstico de FQ. La ausencia de ileo
meconial en el 80-90% de los pacientes con FQ sugiere la existencia de otros genes

implicados en modular el fenotipo y la severidad de la enfermedad entre individuos con el
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mismo genotipo. Otras alteraciones gastrointestinales son el prolapso rectal, sindrome de la
obstruccion intestinal distal, edema hipoproteinico, ictericia neonatal prolongada, cirrosis
biliar con hipertension portal, deficiencia de vitaminas (A, D, E, K), pancreatitis recurrentes,

diabetes mellitus y enfermedad hepatica relacionada con la FQ.

Las alteraciones gastrointestinales fueron las principales responsables de la temprana
mortalidad de estos pacientes hasta mediados del siglo pasado, determinando que hasta el
70% de los nifios con FQ falleciera antes de cumplir el primer afio de vida (expectativa de
vida <1 afio en 1960). La instauracion 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 patéogeno asociado a la FQ, determind un aumento notable de la esperanza de vida
de los pacientes FQ, situada actualmente en los 36,8 afios segun el informe del 2011 de la

Fundacion Americana para la Fibrosis Quistica'”.

Entre las alteraciones del aparato genitourinario destacan los trastornos en el
transporte del esperma, que determinan que mas del 95% de los varones con FQ sean
estériles, como consecuencia de la obstruccidén de los vasos deferentes. Un nUmero
importante de mujeres con FQ también sufre fertilidad reducida, debido posiblemente a las

propiedades alteradas del moco cervical.
1.1.4. Alteraciones aparato respiratorio

La actividad mucociliar en el tracto respiratorio constituye una de sus principales
barreras de defensa frente a microorganismos y otros elementos extrafios. De una forma
mecanica, el epitelio ciliado transporta la secrecion mucosa por el arbol traqueo-bronquial
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
entre la parte acuosa y los mucopolisacaridos que contiene. De esta forma, el moco, que
ocupa la parte central de la via, puede deslizarse sobre la superficie que envuelve los cilios de

las células del epitelio bronquial, consiguiendo una lubricacion adecuada en las vias aéreas.
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En los pacientes con FQ, la disfunciéon del CFTR provoca un aumento de la
reabsorcion de cloro y sodio que implica una reabsorcion pasiva de agua. Ello implica una
secrecion mucosa mucho mas densa y viscosa y una deshidratacién de la superficie del
epitelio ciliado respiratorio, impidiendo el correcto deslizamiento del moco a través del arbol
traqueo-bronquial. EI moco no se elimina correctamente y sirve de caldo de cultivo idoneo
para diversos microorganismos. Por otra parte, la secrecidn serosa que se forma en
individuos sanos en respuesta a la presencia de agentes extrafios no se produce en los
pacientes con FQ. También se ha propuesto que el aumento de la osmolaridad del moco
provocaria la inactivacion de las B-defensinas, péptidos antibacterianos naturales que forman
parte del sistema inmune innato. El aumento de la viscosidad de las secreciones bronquiales
y el aclaramiento mucociliar defectuoso facilita la colonizacion de las vias aéreas periféricas.
La presencia cronica de microorganismos contribuye a su vez a la alteracion del moco

mediante la secrecion de sustancias que lo hacen todavia mas denso y viscoso.

Otro factor patogénico afiadido es la existencia de una respuesta inflamatoria
exagerada, causada por la propia infeccion y por la alteracion del epitelio bronquial y que se
manifiesta principalmente por un intenso infiltrado de neutréfilos. La secrecion de proteasas
por parte de los neutrofilos dafia atin mas el tejido bronquial y por otra parte su lisis provoca
un acumulo de ADN que aumenta la densidad y viscosidad de las secreciones. En las fases
iniciales de la enfermedad, carentes de colonizacidn o infeccion por los patdgenos tipicos que
afectan a estos enfermos, el hallazgo de neutrdfilos indica un equilibrio inicial entre la
presencia de microorganismos y los procesos defensivos del huésped, ya que el sistema
inmune de los pacientes con FQ es normal. Conforme avanza la enfermedad, la
predisposicion del paciente con FQ a padecer infecciones desequilibraria esta situacion. La
presencia de microorganismos en las vias respiratorias, especialmente P.aeruginosa, favorece
la liberacion de citoquinas, particularmente IL-8, que activa la llegada de neutréfilos. Sin
embargo, el efecto fagocitico de estas células se ve en parte frustrado por el crecimiento de
los microorganismos en forma de biopeliculas o por su capacidad para liberar exoproductos
(exopolisacaridos y enzimas proteoliticas). Por otra parte, la baja concentracion en el moco
de IL-10, que regula la produccion de IL-8, impide detener la estimulacion de los neutrofilos

y la respuesta inflamatoria se perpetia contribuyendo al dafio del epitelio respiratorio.
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Por tanto, debido a todos estos factores, el paciente con FQ padecerd un cuadro de
infeccidn bronco-pulmonar cronica que se ird exacerbando a lo largo de su vida. Una
exacerbacion se define por la presencia de al menos cuatro de estos hechos: aumento de la tos
y/o dificultad respiratoria, cambios en el aspecto o en el volumen de la expectoracion, nuevos
signos a la auscultacion, nuevos hallazgos radioldgicos, pérdida del apetito, fiebre y
disminucion de la funcion pulmonar. Probablemente el hecho mas informativo es la caida de
un 10% o mas del volumen espiratorio forzado en un segundo (FEV1) mas dos o mas signos

de empeoramiento de los sintomas respiratorios de vias aéreas bajas.

En el lactante, las alteraciones respiratorias pueden ser la primera manifestacion, con
tos, broncoespasmo o bronconeumonias de repeticion. Algunos nifios pueden tener
atrapamiento de aire con aumento del diametro antero-posterior del torax, no siendo raro que
sean diagnosticados de asma. En este periodo suelen aparecer los primeros sintomas de
insuficiencia pancredtica. Los nifios dejan de ganar peso, crecen mas lentamente y tienen una
moderada distension abdominal. Durante la edad preescolar y escolar, el cuadro clinico es
mas florido y las manifestaciones respiratorias estan presentes en el 85% de los casos. En
esta edad predominan las bronconeumonias de repeticion y los cuadros de atelectasia por
tapones de moco. En los adolescentes y adultos aparecen complicaciones como aspergilosis
broncopulmonar alérgica (5%), asma (20%), neumotorax (5%), hemoptisis masiva (7%) y
poliposis nasal (15%). En las fases mas avanzadas de la enfermedad estan presentes las
bronquiectasias, fibrosis peribronquial, obstruccion bronquial, hipertensiéon pulmonar y cor

pulmonale.

A pesar de los avances en la antibioterapia y en el tratamiento con agentes
mucoliticos y enzimas que fragmentan el ADN acumulado, la infeccién bronco-pulmonar
cronica sigue siendo la principal responsable de la peor calidad y menor expectativa de vida
de los pacientes con FQ. La lesion pulmonar evoluciona hacia una insuficiencia respiratoria
cuya gravedad depende de la reiteracion de las infecciones y que puede llevar a la necesidad

de un trasplante pulmonar.
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1.1.5. Microorganismos responsables de las infecciones respiratorias

Los microorganismos responsables de las infecciones respiratorias en los pacientes
con FQ son principalmente bacterias como P.aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae, aunque la infeccion pulmonar también

14, 15

puede deberse a clamidias, micoplasmas, virus micobacterias no tuberculosas, levaduras

y hongos, principalmente Aspergillus. '* %17 18:19.

En las fases tempranas de la enfermedad los patégenos mas frecuentes son S.aureus,
H.influenzae y S. pneumoniae. El primer microorganismo identificado como causante de
infeccidon pulmonar crénica en pacientes con FQ fue S.aureus. Antes del empleo de
antibidticos fue la principal causa infecciosa de la elevada y precoz mortalidad de estos
pacientes. La terapia anti estafiloccica ha conseguido una importante reduccion de la
morbilidad y mortalidad por este microorganismo, pero aun sigue siendo, después de
P.aeruginosa, uno de los principales patégenos implicados en la infeccion broncopulmonar,
especialmente en nifilos menores de 10 afios y sobre todo en el grupo de edad comprendido
entre los 6 y los 10 afios donde puede llegar a afectar al 75%. Los datos de 2011 del registro
de pacientes de la Fundacion Americana de Fibrosis Quistica muestran que, de forma global,
el 67% de los pacientes estan colonizados por S. aureus .

La persistencia de S.aureus en el aparato respiratorio de los pacientes con FQ se
explica fundamentalmente por su facilidad para crecer adecuadamente en medios con alta
osmolaridad, su capacidad de adhesion al epitelio respiratorio y la incapacidad de la
respuesta inmunitaria para eliminarlo, una vez se ha producido la colonizacién. En el
paciente con FQ, S.aureus puede llegar a persistir en las vias respiratorias sin producir
alteraciones aparentes, sin embargo probablemente causa una lesion inicial con escasa
repercusion funcional que predispondria a la colonizacion posterior por P.aeruginosa. Sibien
el tratamiento profilactico con antibidticos P-lactdmicos ha mejorado notablemente el
pronostico de los nifios con FQ, sigue existiendo cierta controversia en torno al tratamiento

indiscriminado ya que un tratamiento prolongado podria llevar a la sustitucion de S.aureus
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por P.aeruginosa y por tanto a adelantar el proceso evolutivo de la infeccion cronica y el

deterioro pulmonar.

H.influenzae es el tercer microorganismo mas frecuentemente aislado en los pacientes
con FQ después de P.aeruginosa y S.aureus. Puede colonizar a mas del 30% de los pacientes
y su incidencia es mayor en los nifios de menor edad, principalmente entre 2 y 5 afios,
aunque también puede aislarse en pacientes adultos. Parece que no tiene un papel primario en
el deterioro de la funcién pulmonar y su efecto patogénico estaria relacionado con una carga
bacteriana elevada y la correspondiente respuesta inflamatoria. De todas formas, los
pacientes que presentan aislamientos repetidos de H. influenzae podrian tener mayor

posibilidad de aceleracidon de la colonizacion por P. aeruginosa.

S.pneumoniae se aisla con menor frecuencia 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%.

La infeccion pulmonar crénica en el paciente con FQ se asocia con un nimero
limitado de microorganismos siendo S.aureus y P.aeruginosa los mas frecuentes.
P.aeruginosa puede aislarse en cerca del 80% de los enfermos adultos'®, en la mayoria de los
casos asociada con una colonizacion-infeccion cronica. P.aeruginosa acaba desplazando a
los demas, colonizando de forma permanente el pulmén del paciente y asocidndose a un

deterioro respiratorio cada vez mas pronunciado conforme se cronifica la infeccion.

En los ultimos afios se ha incrementado el aislamiento de otros patégenos, algunos de
ellos bacterias multirresistentes, como Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia
y Achromobacter xylosoxidans que afectarian aproximadamente en su conjunto a menos del
25% de los pacientes. S.maltophilia y A. 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 negativa y

resistente a la mayoria de los antimicrobianos. Hay factores que predisponen a la
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colonizacion por este microorganismo como el uso cronico de antimicrobianos orales,
intravenosos o en aerosol. Se aisla globalmente en menos del 15% de los pacientes con FQ".
Muchos pueden presentar una colonizacion transitoria y solo un 10% estan 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.

B.cepacia es un bacillo Gram negativo, originalmente denominado Pseudomonas
cepacia, que agrupa un complejo de al menos 9 variedades gendmicas fenotipicamente
similares. La mayoria de los aislamientos en pacientes con FQ se incluyen dentro de las
genovariedades B.cenocepacia 'y B.multivorans. Los pacientes pueden presentar colonizacion
intermitente o transitoria pero la infeccion pulmonar producida por estas bacterias es con
frecuencia cronica, dificil de tratar con antimicrobianos debido a su multirresistencia, y se
asocia con alta morbilidad y mortalidad. En estos pacientes. B.cepacia se ha asociado con el
denominado sindrome cepacia que se caracteriza por fiebre alta, bacteriemia,

bronconeumonia, deterioro pulmonar rapido y muerte en mas del 62% de los pacientes.

A. xylosoxidans es también un bacilo Gram negativo que puede confundirse con P.
aeruginosa no pigmentadas o con B. cepacia. No hay estudios que examinen el efecto de esta
bacteria en la funcién pulmonar y en la mortalidad. No parece que la colonizacion a largo

plazo produzca un deterioro claro del estado clinico.

Mas recientemente se ha comunicado 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,

Raslstonia y Burkholderia.

Otros patogenos que pueden encontrarse ocasionalmente en las secreciones del
paciente con FQ son las enterobacterias aunque raramente colonizan cronicamente el arbol
bronquial. 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 entre el 1-4% de los pacientes con FQ y en 10%
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de los casos de exacerbaciones agudas. Se aislan con mayor frecuencia en nifios menores de
5 aflos antes de que se produzca una colonizacion crénica por P.aeruginosa. Dentro de las

Enterobacterias, E.coli es la que se aisla con mayor frecuencia seguido de Klebsiella spp.

Ocasionalmente pueden aislarse las denominadas micobacterias atipicas o
micobacterias no tuberculosas (MNT). Los pacientes con FQ tienen un riesgo mayor de suftrir
colonizacion-infeccion respiratoria por MNT pero la prevalencia puede variar ampliamente
del 2 al 28%. Las especies que se aislan mas frecuentemente son M.avium complex (MAC),
M.avium con mayor frecuencia que M.intracellulare, seguida de M.abscessus. La edad de los
pacientes parece influir en la frecuencia y especies de MNT aisladas. En menores 10-12 afios
la prevalencia seria del 4-5% y la mas frecuente M.abcessus junto con otras MNT de
crecimiento rapido miembros del antiguo grupo M.fortuitum complex, M.chelonae 'y
M. fortuitum. La prevalencia va aumentando con la edad siendo superior al 15% en mayores
de 15 afios. En bastantes pacientes la colonizacion es ocasional ya que los cultivos repetidos
son negativos, sobre todo en el caso de M.avium. El aislamiento repetido de MNT se asocia
significativamente con enfermedad pulmonar granulomatosa diagnosticada por necropsia en
pacientes con FQ, sobre todo en los pacientes con aislamiento de M.abscessus. En
aproximadamente dos tercios de los pacientes con M.abscessus se observan alteraciones en el
TAC y se han descrito con mayor frecuencia casos de enfermedad invasiva mortal.
M.abscessus puede ademds ser la responsable de infeccion diseminada tras el trasplante
pulmonar y la posterior terapia inmunosupresora. Dentro del grupo MAC, M. intracelullare
se asocia con cultivos repetidamente positivos mas frecuentemente que M.avium. Se ha
observado un mayor nimero de anormalidades en el TAC entre los que tenian multiples

aislamientos en el esputo.

La colonizacion respiratoria por hongos filamentosos y levaduras 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 exposicidn a sus esporas. 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
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zonas costeras). En aproximadamente el 75% persiste en cultivos sucesivos y su aislamiento
normalmente representa colonizacion pulmonar. En el 2-10% de estos pacientes la principal
complicacion es la aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), una hipersensibilizacion a
los antigenos de Aspergillus con estimulacion de la respuesta inmune celular y produccion de

anticuerpos especificos.

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 antibidticos o glucocorticoides y el origen es principalmente
enddgeno a partir de la propia flora del paciente. Otros hongos a los que se les ha dado
importancia epidemioldgica reciente son Scedosporium apiospermum que podria favorecer
un sindrome similar al ABPA 'y Pneumocistis jiroveci que podria comportarse

exclusivamente como colonizador.

A pesar del papel central de las infecciones bacterianas, principalmente por
P.aeruginosa, existen otros microorganismos no bacterianos implicados en la progresion de
la enfermedad pulmonar en los pacientes con FQ. Durante la tltima década se ha evaluado en
estos pacientes el impacto de las infecciones por virus respiratorio sincitial, virus de la gripe,
adenovirus, virus parainfluenza, rinovirus y mas recientemente metapneumovirus pero no por
otros virus responsables de infecciones respiratorias como coronavirus o 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 5-20% 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.
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 poblacion general y en nifios menores de 2 afios incluso mas
baja, debido probablemente a una exposicidn menor. Sin embargo, la infeccién respiratoria
puede ser mucho mas grave con mayor afectaciéon de vias bajas, mayor incidencia de

exacerbaciones agudas, hospitalizacion y deterioro de la funcién pulmonar. Ademas, puede
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predisponer a la infeccidn por bacterias al dafar el epitelio respiratorio y facilitar la

adherencia bacteriana.

En resumen, las colonizaciones o infecciones en los pacientes con FQ sigue una
secuencia mas o menos establecida dependiente de la edad. En los estadios iniciales los
patdgenos son diferentes a los que se aislan en los periodos finales. En los de menor edad, las
infecciones por virus respiratorios y micoplasmas no serian infrecuentes sin diferencias
significativas con respecto a nifios sanos de igual edad pero sus efectos sobre el epitelio
respiratorio favorecerian colonizaciones posteriores por otros patogenos. La colonizacidon por
estos microorganismos estimularia la respuesta inflamatoria en el trato respiratorio que puede
evidenciarse incluso antes de aislarse los patdgenos clasicos. En la primera década de la vida,
es frecuente el aislamiento de S.pneumoniae y H.influenzae que serian substituidos por
S.aureus. El aislamiento de P.aeruginosa y la subsiguiente colonizacion-infeccion crénica se
asocia con una peor funcion pulmonar, sobre todo cuando se aisla en su morfotipo mucoso.
El tratamiento antimicrobiano repetido favorece el desplazamiento de los patdgenos
bacterianos habituales. Se aislan cada vez con mayor frecuencia bacilos Gram negativo no
fermentadores como S.maltophilia, Achromobacter spp y B.cepacia, asi como levaduras y
hongos filamentosos que complican aun mas el patrén de colonizacion bronquial. El hallazgo
de micobacterias no tuberculosas no es infrecuente aunque sélo el aislamiento continuado

podria tener significacion clinica.

Por ultimo, es importante sefialar que el patron de colonizacion bronquial no siempre
es monomicrobiano y hasta en el 70% de los pacientes pueden coexistir diferentes patogenos.

En mas del 50% de ellos aparecen simultdneamente S. aureus y P. aeruginosa.

1.1.6. Susceptibilidad de los pacientes con FQ a la colonizacion por P.aeruginosa

La colonizacidén-infeccion por P. aeruginosa no es especifica de fibrosis quistica,
pero es mas frecuente en fibrosis quistica que en otras enfermedades caracterizadas por la
obstruccion cronica de las vias respiratorias. Se ha sugerido que la alteracion de la
composicion ionica del fluido de la superficie de las vias respiratorias puede ser el factor

clave que explique por qué una flora microbiana similar no aparece en otras enfermedades

28



con caracteristicas similares®. La proteina CFTR alterada parece tener un papel importante
en la hipersusceptibilidad de los pacientes con FQ a las infecciones pulmonares. Varias
hipdtesis, no sin cierta controversia, intentan justificar la enorme predisposiciéon de los
pacientes FQ para la infeccién broncopulmonar crénica por patdgenos bacterianos concretos,

particularmente por P.aeruginosa. Entre ellas cabria destacar especialmente los siguientes:

1- La alteracion de la 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.

2- Las células que expresan la proteina CFTR alterada tendrian también un defecto en
la internalizacion de P.aeruginosa, paso previo para su destruccion.

3- Las células epiteliales de los pacientes con FQ son, como consecuencia de la
alteracion de la CFTR, deficientes en la sializacion de gangliosidos. Los asialogangliosidos
actuan como receptores para P. aeruginosa aumentando su adhesion al epitelio. En el epitelio
respiratorio de los pacientes con FQ existirian, por tanto, un mayor numero de receptores
asialoganglidsidos para P.aeruginosa.

4- La CFTR actia como receptor para el LPS, de tal forma que su alteracion
determina una eliminacidon 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.

5- La concentracion de hierro estd aumentada en las secreciones respiratorias de los
pacientes con FQ, lo cual parece favorecer la persistencia de la colonizacion por
P.aeruginosa.

6- La alteracion de la CFTR en los macréfagos alveolares reduce la acidificacion de
los fagolisosomas, limitando su capacidad bactericida y por tanto promoviendo la
persistencia de la infeccion.

7- Las células del epitelio respiratorio de los pacientes FQ son incapaces de secretar
tiocianato, disminuyendo drasticamente su capacidad bactericida a través de la formacion de

moléculas de oxigeno reactivo.
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Todo ello explicaria la mayor adherencia de P.aeruginosa a las células epiteliales de
los pacientes con FQ y su capacidad de persistencia en las vias respiratorias de estos

pacientes.

1.1.7. Tratamiento en la Fibrosis Quistica

Va dirigido a combatir las complicaciones de la enfermedad y a mejorar la calidad de
vida, ya que no hay un tratamiento curativo definitivo. El tratamiento de la desnutricion y de

las infecciones respiratorias es la base del tratamiento de la FQ.

La utilizacién de enzimas pancredticas en los pacientes con insuficiencia pancreatica,
y una nutricién adecuada mediante una dieta hipercalorica, paliaran la desnutricién que
padecen estos enfermos, consecuencia principalmente de una mala absorcion de las grasas

que lleva asociada una pérdida de otros nutrientes, vitaminas liposolubles, etc.

Respecto a las complicaciones del aparato respiratorio, la finalidad del tratamiento es
fluidificar y eliminar las secreciones y prevenir y tratar las infecciones. Se utiliza la
fisioterapia respiratoria y el drenaje postural para la eliminacidn mecénica de las secreciones
purulentas del tracto respiratorio inferior. Otras terapéuticas adyuvantes son los

broncodilatadores, mucoliticos, DNAsa y las soluciones salinas hipertonicas.

La utilizacion de la terapia antiinflamatoria tiene la finalidad de disminuir la respuesta
inflamatoria incontrolada frente a las infecciones como principal causante de la lesion
pulmonar progresiva. Los valores normales de IgG se asocian con mejores parametros
clinicos y una mas lenta progresion de la enfermedad. La utilizacion de corticoides ha
mostrado su eficacia en enlentecer la progresion de la enfermedad, pero sus importantes
efectos secundarios limitan su utilizacion. Otros antiinflamatorios no esteroideos, como el

ibuprofeno a dosis altas, también enlentecen la progresion con menos efectos secundarios.

En el tratamiento de las infecciones respiratorias, la eleccion de los antibidticos se
determinara segun el tipo de microorganismo y su sensibilidad, y la via de administracion de

los farmacos, intravenosa, oral o inhalada, se decidira en funcion de la gravedad de la
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exacerbacion respiratoria. El tratamiento intravenoso es el mas efectivo en las exacerbaciones
respiratorias moderadas y severas. Habitualmente se emplean dos antibidticos, debido a que
la combinacién de dos farmacos antimicrobianos disminuye el riesgo de aparicion de
resistencias, a dosis altas durante 14-21 dias, siendo los regimenes mas comunes los que
asocian un aminoglucésido con un B-lactdmico activo frente a P.aeruginosa. La pauta
antibiotica mas habitual es amikacina mas una cefalosporina de tercera generacion como la
ceftazidima. Los antibioticos intravenosos también se han administrado, sin que exista una
exacerbacion, para intentar frenar el deterioro clinico y de la funcion respiratoria cuando no
han resultado eficaces otras terapias. El ciprofloxacino suele reservarse para la
administracion oral, debido a la escasez de farmacos antipseudomonas disponibles por esta
via y al elevado indice de resistencias que ocasiona su utilizacién continuada. En los
enfermos que precisan con mucha frecuencia ciclos antibidticos intravenosos se suelen

colocar vias centrales, que ofrecen comodidad con riesgo minimo de complicaciones.

Si S.aureus o H.influenzae colonizan las vias respiratorias ademas de P.aeruginosa,
deben afadirse formacos que cubran estas bacterias o bien cambiar alguno de los iniciales por
otro que sea activo frente a ellas. El tratamiento oral e inhalado se utiliza en las
exacerbaciones leves o moderadas. Entre los pocos farmacos disponibles por via oral frente a
P.aeruginosa, los mas empleados son las quinolonas (ciprofloxacino y ofloxacino) y menos
frecuentemente el sulfametoxazol-trimetoprim y el cloramfenicol. El principal problema que
presenta el ciprofloxacino es la rapida generacion de resistencias a las 3 o 4 semanas de
tratamiento, aunque suelen recuperar las sensibilidades a las semanas o meses de la
suspension del mismo. Los antibiodticos nebulizados permiten depositar altas concentraciones
del farmaco en el sitio de infeccion, con baja absorcidn sistémica, sin que apenas se generen
resistencias y con minimos efectos secundarios. Los antibidticos mas utilizados son la
colistina y entre los aminoglucosidos la tobramicina. La indicacién principal de los
antibidticos inhalados es la terapia de mantenimiento. En el tratamiento anti estafilocécico,
los centros daneses siguen recomendando la terapia discontinua cada 3-4 meses con
antibidtico endovenoso para los portadores cronicos, argumentando la mejor evolucion y

pronostico de estos pacientes, aparentemente sin la seleccion de gérmenes resistentes que
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otros argumentaban. La utilizacion en su defecto de terapias continuas o discontinuas de

tratamiento antibiotico nebulizado puede ser una alternativa.

También se ha evaluado la utilizacion de vacunas para prevenir la colonizacion
inicial, principalmente frente a P.aeruginosa, aunque los resultados han sido frecuentemente
desalentadores. En un estudio, en el que se ha valorado la eficacia de una vacuna conjugada
polivalente frente a P.aeruginosa *', se observé que la vacunacion regular durante un periodo
de 10 afios reduce significativamente la frecuencia de infeccidn crénica en los pacientes

vacunados (32%) respecto al grupo control (72%).

Otras opciones como la terapia intracelular y la terapia génica estan ain en fase de
investigacion. El trasplante pulmonar es la tltima opcion terapéutica en los pacientes con
enfermedad pulmonar crénica que es incompatible con la supervivencia a pesar de haber

recibido un tratamiento médico intensivo.
1.1.8. Estrategias de tratamiento de las infecciones por P.aeruginosa

Durante la vida de un paciente con FQ, la prescripcion de antibidticos para tratar las
infecciones por P. aeruginosa responde normalmente a tres situaciones clinicas. La primera,
durante la infeccion inicial para evitar la instauracion de la infeccion cronica. La segunda,
cuando el paciente estd colonizado cronicamente, para minimizar el deterioro de la funciéon
pulmonar y reducir la frecuencia y morbilidad de las exacerbaciones pulmonares. La tercera,
durante las exacerbaciones de los sintomas pulmonares, para eliminar o disminuir la

sintomatologia y restaurar la funcion pulmonar.

Aunque no hay un consenso absoluto sobre el uso de antibioticos para erradicar la

infeccidn inicial por P.aeruginosa, la mayoria de autores defienden su conveniencia ya que la

22-25

erradicacion de la bacteria tiene éxito en el 80-90% de los casos a pesar de que la

eficacia de los antibidticos puede ser limitada en ocasiones debido al rdpido desarrollo de

. . . 26
resistencias por parte de P. aeruginosa™.

Los antibidticos que tienen actividad contra P.aeruginosa incluyen:
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1. Aminoglucésidos (gentamicina, amikacina, tobramicina)
2. Quinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino)

3. Cefalosporinas (ceftazidime, cefepime, cefoperazone, cefpirome, pero no cefuroxime,
ceftriaxone ni cefotaxime)

4. Penicilinas antipseudomonas: ureidopenicilinas y carboxipenicilinas (piperacilina,
ticarcilina) P.aeruginosa es intrinsecamente resistente a todas las demas penicilinas.

5. Carbapenemas (meropenem, imipenem, doripenem, pero no ertapenem)
6. Polimixinas (polimixina B y colistina)

7. Monobactamicos (aztreonam)

Un comentario aparte merece el uso de la azitromicina durante periodos continuados
de 3 a 6 meses. Diversos estudios han demostrado que el uso de este macrolido se asocia a
menor nimero de exacerbaciones, aumento de peso y mejoria de la funcion pulmonar en
pacientes con FQ infectados por P.aeruginosa *’. Los mecanismos de accién que explicarian
estos efectos beneficiosos no estan completamente estudiados pero serian de tipo indirecto e
incluirian la inhibicion de la comunicacion bacteriana (quorum sensing), la inhibicion de la
formacion de biofilm y la disminucion en la sintesis de toxinas y factores de virulencia con el
consiguiente efecto antiinflamatorio. Aunque en principio la azitromicina no es capaz de
inhibir el crecimiento de P.aeruginosa a las concentraciones que se pueden alcanzar in vivo,
recientemente se ha publicado un trabajo ** que muestra que las CMI de la azitromicina in
vitro pueden disminuir desde >128mg/L hasta 1-16 mg/L cuando se ensayan en un medio
suplementado con suero o lavado broncoalveolar lo que podria explicar la efectividad clinica

de este farmaco frente a P.aeruginosa.

Colonizacion inicial. Se ha evaluado el uso de antibidticos nebulizados o en
combinacion con antibiodticos orales o intravenosos aunque no estd claramente establecido el
tratamiento Optimo, las dosis o las mejores combinaciones. Mayoritariamente, ante el primer
aislamiento de P.aeruginosa en el esputo, se inicia un régimen combinado de 3-4 semanas de
colistina nebulizada y ciprofloxacino oral. También se utilizan colistina o tobramicina
inhaladas solas. Si el cultivo se negativiza, hay grupos que suspenden el tratamiento, otros lo

mantienen desde 3 hasta 12 meses, para aumentar el tiempo hasta la recurrencia, y otros sélo
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mantienen la colistina. Si no desaparece P.aeruginosa o aparecen nuevos sintomas se
mantiene la colistina 3 meses y se inicia un ciclo de 2 semanas de tratamiento endovenoso

con ceftacidime y tobramicina.

Colonizacion-infeccion intermitente. Nuevos cultivos de esputo positivos para PA
se trataran de la misma forma, manteniendo la colistina y el ciprofloxacino durante 3 meses.
Independientemente de los criterios usados, se aconseja el inicio de tratamiento endovenoso,
que debe ser continuado durante un minimo de 10-14 dias y un maximo 21 dias o hasta que
se observe mejoria. Por lo general, se utiliza la combinacidon de 2 antibidticos con diferente

mecanismo de accién, como un f-lactdmico y un aminoglucoésido.

Colonizacion-infeccion cronica. Delante de esta situacion, dos aproximaciones son
posibles con resultados publicados en ocasiones controvertidos. Los centros daneses, como
consecuencia de sus excelentes resultados de supervivencia y morbilidad, aplican el
tratamiento electivo endovenoso a meses alternos; mientras que, otros centros solo lo realizan
cada 3-4 meses o unicamente tratamiento sintomadtico. La tendencia en conjunto es a tratar
con tratamiento inhalado continuo o intermitente y a realizar tratamiento sintomatico de las
exacerbaciones, siendo frecuente en los casos clinicos moderados-severos la realizacion de 3-
4 ciclos de tratamiento endovenoso al afio. Argumentos para la administracion electiva de
antibioticos endovenosos serian la disminucion del niimero de exacerbaciones, la reduccion
de la infeccion y de los posibles efectos inflamatorios de la misma, el mejorar la funcidn
pulmonar, el peso y la supervivencia. A favor de tratar sdlo las exacerbaciones, estaria la
falta de evidencia del beneficio de los antibidticos electivos, la presumible presencia de
menos problemas médicos (alergia, resistencia, accesos venosos, toxicidad), menor
disrupcion personal y familiar, menos coste y desconocimiento de los efectos adversos de los
antibioticos a largo plazo. La progresion de la enfermedad en pacientes con infeccion cronica
por P. aeruginosa es individual y numerosos factores, probablemente ain desconocidos,
pueden jugar un papel importante. De manera que, es muy importante individualizar el
manejo y éste puede incluir el tratamiento endovenoso electivo profilactico cada 3 meses en

- 24,29, 30
algunos pacientes “" .
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1.1.9. Pronostico

En los ultimos cincuenta afios, la expectativa de vida de los enfermos ha pasado de
ser inferior a un afio a casi cuarenta afios en el 2010 gracias al diagnostico precoz, a las
mejoras en la nutricion y al avance en el tratamiento de las enfermedades respiratorias,
aunque la causa mas frecuente de muerte sigue siendo sobre todo la reiteracion de las
enfermedades pulmonares infecciosas que llevan a un deterioro progresivo de la funcion

pulmonar.

Un peor pronostico se relaciona con la mutacion del codon F508del, especialmente en
enfermos homocigotos, ya que la aparicion de la sintomatologia es mas precoz y se produce

una mayor alteracion de las funciones pancredtica y respiratoria.
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1.2.  Pseudomonas aeuginosa y Fibrosis Quistica

1.2.1. Caracteristicas generales de P.aeruginosa

Es un bacilo Gram negativo perteneciente a la Familia Pseudomonadaceae, aerobio,
no esporulado ni capsulado, movil con uno o mdas flagelos polares, catalasa y oxidasa
positivas. Crece en agar McConkey, donde aparece como lactosa negativo, y en agar
inclinado de Kliger donde se muestra como no fermentador. Quimiorganotrofo, con un
metabolismo estrictamente aerobio con el oxigeno como aceptor final de electrones. Puede
utilizar una gran variedad de carbohidratos como fuente de carbono y energia. Degrada el

nitrato a nitrito o gas nitrogeno.

Las colonias pueden ser de diferentes tamafios y presentar distintas morfologias, lisa,
rugosa, metalica o mucoide/mucoso. El fenotipo mucoso se debe a la hiperproduccion
constitutiva por P.aeruginosa de un exopolisacarido mucoide denominado también alginato
por su similitud quimica con un polisacérido producido por algunas algas marinas. Esta
compuesto por estructuras lineales muy organizadas que sobresalen de la superficie
bacteriana y facilitan la unioén al epitelio respiratorio. Se asocia con infeccion pulmonar
crénica en individuos con FQ pero es raro en otras poblaciones de pacientes. Las
microcolonias quedan embebidas en esta capa y protegidas del ataque de las defensas del
huésped. Las colonias no mucosas de P.aeruginosa utilizan las fimbrias para adherirse al

epitelio oro-faringeo.

La produccion de piocianina es exclusiva de P.aeruginosa. Es un pigmento verde-
azulado hidrosoluble no fluorescente que le da un color verdoso al medio de cultivo. Unas
pocas cepas pueden producir otros pigmentos, como piorrubina de color rojo, piomelanina de
color marrén-negruzco o pioverdina de color amarillo-verdoso y fluorescente. La piocianina
puede tener un papel en la patogénesis de la FQ por su capacidad para inhibir el movimiento
de los cilios. De esta forma la alteracion del primer mecanismo de defensa del huésped,

favoreceria la colonizacion inicial y la persistencia en el arbol respiratorio. Ademas la
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actividad bactericida de la piocianina sobre bacterias Gram positivas y negativas puede

eliminar la flora normal del huésped y facilitar la colonizacion por P.aeruginosa.

La mayoria de las colonias de P.aeruginosa pueden identificarse gracias a unas pocas
caracteristicas: colonias grandes con un olor dulzon por la sintesis de 2-aminocetofenona,
producciéon de piocianina, oxidasa positiva y crecimiento a 42° C. Se encuentra de forma
habitual en el medio ambiente tanto en el agua, suelo como en las plantas. Gracias a su gran
capacidad de adaptacion a ambientes desfavorables, especialmente ambientes humedos y a su
resistencia a gran nimero de antibidticos y desinfectantes es particularmente problematica en

el ambiente hospitalario.

P.aeruginosa es el miembro de la familia mejor estudiado como patdgeno nosocomial
ya que puede pervivir en gran variedad de soluciones acuosas como desinfectantes, jabones,
liquidos de didlisis, ungiientos, liquidos de irrigacion o equipos de dialisis, respiradores o
humidificadores. El espectro de enfermedades causadas por este microorganismo es muy
amplio. Va desde infecciones cutdneas superficiales a sepsis fulminantes. P.aeruginosa es
una de las principales causas de infeccidn nosocomial del tracto respiratorio y urinario,

aunque también causa bacteriemia.

La adquisicién nosocomial de P.aeruginosa es frecuente, la mayoria en pacientes
inmunodeprimidos o con alteraciones de las barreras normales de piel y mucosas por
quemaduras, cirugia, cateterismos, intubacidon o heridas traumaticas a través de agua o

soluciones contaminadas.

Cuando se compara con patdgenos bacterianos bien establecidos, P. aeruginosa se
tiene que considerar un patdégeno oportunista ya que en ausencia de debilidad del huésped es
virtualmente no virulento. Sin embargo, P. aeruginosa posee una amplia variedad de factores
de virulencia potenciales que contribuyen a su patogenicidad. En la Tabla-1.2.1 se enumeran

los mas importantes y se describe su funcion
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Tabla-1.2.1. Factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa relevantes para la
infeccion en la FQ

Factor Funcion

Alginato (exopolisacarido mucoide) Adherencia al epitelio respiratorio
Barrera frente a la penetracion de fagocitos,
antibiotico, etc.

Fimbrias Adherencia al epitelio orofaringeo
Proteasas (Elastasa y proteasa alcalina) | Necrosis local, degradacion de IgG
Exotoxina A Toxicidad sistémica

Papel en la FQ oscuro
Piocianina Inhibe la funcioén ciliar

Las fimbrias de la bacteria tienen capacidad para unirse a las células epiteliales y la
bacteria produce ademas gran variedad de exoproteinas con capacidad enzimatica que son
liberadas al medio extracelular. Las principales son proteasas como la proteasa alcalina y la
elastasa, que dafian el tejido pulmonar, y la exotoxina A que inhibe la sintesis de proteinas,
Todas las cepas de P.aeruginosa producen una fosfolipasa termolabil (C), responsable de su

actividad hemolitica. También producen otras hemolisinas, endotoxinas y leucocidinas.

La bacteria una vez adherida al epitelio respiratorio puede recubrirse ella misma de la
matriz de alginato que la protegera de las defensas del huésped y elaborar localmente varios

productos extra celulares que contribuiran a la necrosis de tejido pulmonar.

1.2.2. Principales componentes de P.aeruginosa con capacidad antigénica

La pared celular es una estructura semirrigida situada en el exterior de la membrana
citoplasmatica. Es responsable de la forma celular y de proteger a la célula de las diferencias
de presion. También es el punto de actuacion de diversos antimicrobianos y de bacteriofagos.
Estd compuesta por tres capas: una membrana externa bilaminar (lipopolisacarido y
fosfolipidos), una capa de mureina y una capa mas interna de composicion fosfolipidica.
Muchos de sus componentes son antigénicos, lo que los convierte en herramientas muy utiles
para la deteccion de la respuesta inmune especifica frente a P.aeruginosa. El
Lipopolisacarido (LPS) es una macromolécula de la superficie celular con un amplio rango

de actividades bioldgicas. Activa el complemento, activa las citoquinas y es responsable de
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muchos sintomas y caracteristicas fisiopatologicas de las infecciones por bacilos Gram
negativos >'. Sus componentes mas importantes son el antigeno O (cadenas de carbohidratos
largas), el core (oligosacaridos) y el lipido A (glucolipido). El antigeno O es antigénico y
tiene un importante papel en la virulencia de P.aeruginosa, impide la entrada de compuestos
lesivos para la célula, como los antibioticos. El lipido A presenta importantes caracteristicas
patogénicas. Pacientes cronicos con infeccion respiratoria tienen elevadas cantidades de LPS
localizadas en los pulmones, pero no suelen verse sintomas de endotoxemia (28). En diversos
estudios se ha comprobado que se produce una respuesta del sistema inmunoldgico a un gran
nimero de antigenos del LPS en pacientes con fibrosis quistica colonizados por P.
aeruginosa >*. En general los anticuerpos tipo IgG actuan frente al antigeno O, opsonizando a
la bacteria para su destruccion por fagocitosis, mientras que los anticuerpos tipo IgM

; ) S Iy , L 33
actuarian frente al core-lipido A, sirviendo de proteccion contra sintomas endotoxicos .

Las proteinas de membrana externa (PME) de P. aeruginosa estan altamente
conservadas en los diferentes serotipos de P.aeruginosa **>°. Esta caracteristica y el hecho de
no presentar reaccion cruzada con las proteinas de membrana externa de otros bacilos Gram
negativos como las enterobacterias, su comprobada antigenicidad en pacientes con FQ **7 y
que no se detectan anticuerpos de forma significativa en personas sanas las hace muy utiles
en el estudio de anticuerpos frente a P.aeruginosa. Se ha demostrado la presencia de
anticuerpos frente a una gran variedad de PME en sueros de pacientes con FQ. La presencia
de anticuerpos seria un indicador de enfermedad respiratoria cronica en pacientes con FQ, de

forma que la intensidad de la respuesta inmunitaria estaria relacionada con la duracion de la

., . 35
colonizacion por P.aeruginosa

P.aeruginosa excreta varias proteinas enzimaticas extracelulares que pueden actuar
como factores de virulencia y que presentan a su vez capacidad antigénica. Se han
identificado al menos tres proteasas en P.aeruginosa, y dos de ellas, elastasa y proteasa
alcalina se han asociado con virulencia *®. La actividad de la elastasa en combinacion con la
proteasa alcalina produce necrosis tisular. Las cepas mucoides de P. aeruginosa aisladas en

. /L. . . . 39
pacientes con FQ son menos proteoliticas que las no mucoide aisladas en la misma muestra™ .

Se ha propuesto que la actividad proteolitica de las cepas no mucoides, mas frecuentes en las
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etapas tempranas de la colonizacion, facilitaria el establecimiento de las cepas mucoides.
Ademas la elastasa puede interferir las defensas del huésped degradando las IgG en
subunidades menos activas. La mayoria de pacientes con FQ colonizados crénicamente por
P.aeruginosa tienen elevados niveles de anticuerpos anti-proteasas en el suero pero se
desconoce si estos anticuerpos son capaces de neutralizar las proteasas bacterianas
acumuladas en el pulmon. Todas las cepas de P.aeruginosa producen una fosfolipasa
termolabil, la fosfolipasa C, que junto con un glicolipido es la responsable de su actividad
hemolitica. Las cepas no mucoides la expresan en mayor cantidad que las mucoides pero no
parece existir correlacion entre la produccion de fosfolipasa C y la severidad de la infeccion
respiratoria. La exotoxina A es un proenzima que detiene la sintesis proteica en las células de
los mamiferos. Su citotoxicidad se manifiesta por algunos signos patoldgicos como necrosis
celular difusa del higado, leucopenia, hemorragia pulmonar o necrosis adrenal. La exotoxina
A es inmunogénica y se ha asociado con la produccién de infecciones sistémicas por
P.aeruginosa aunque su papel en la patogenia de la FQ no estd claro. Se puede demostrar
produccion de anticuerpos en el suero de los pacientes con FQ pero no parece producir
proteccion frente a la infeccion por P.aeruginosa. La exotoxina A es también toxica para los

macrdofagos humanos por lo que contribuye a la supervivencia de P.aeruginosa en el pulmon.

1.2.3. Proceso de colonizacion respiratoria por P.aeruginosa en los pacientes con FQ

Aunque generalmente la colonizacion se adquiere a partir de microorganismos
presentes en el ambiente, la transmision cruzada entre pacientes no es infrecuente,
particularmente entre miembros de una misma familia. Asimismo, se han descrito brotes
epidémicos de colonizacidon-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. Durante un periodo de tiempo mds o menos prolongado, el aislamiento de
P.aeruginosa puede ser intermitente. La posterior colonizacion-infeccion pulmonar cronica
por P.aeruginosa es consecuencia tanto de factores intrinsecos a la propia patologia,

discutidos en el apartado anterior, como de la adaptacién de P.aeruginosa al nuevo entorno.
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Una vez P.aeruginosa se establece cronicamente es practicamente imposible conseguir su

erradicacion.

En el proceso de adaptacion tienen lugar cambios tanto metabdlicos como
moleculares en la poblacion bacteriana que permiten la persistencia de P.aeruginosa en las
vias respiratorias de los pacientes con FQ. Entre los cambios metabdlicos hay que destacar la
transicion desde el crecimiento de P.aeruginosa en forma libre suspendida en medio acuoso,
al de crecimiento formando las denominadas biopeliculas o biofi/ms. El crecimiento en forma
de biopeliculas confiere al microorganismo una notable resistencia tanto a los tratamientos
antibidticos como a la propia respuesta inmunitaria del paciente, favoreciendo su persistencia

en las vias respiratorias.

Al desarrollo de la infeccidn crénica por P. aeruginosa contribuye también un
proceso de adaptacion genética que le permitird resistir las condiciones ambientales adversas,
incluyendo la respuesta inmunitaria y los tratamientos antibioticos. Gracias a ella emergen
gran cantidad de variantes fenotipicas caracteristicas de la infeccion cronica, principalmente
el morfotipo mucoide y las variantes de lento crecimiento o colonias enanas. Otras variantes
fenotipicas son los mutantes aflagelados o con modificaciones del LPS. Particularmente, se
ha comprobado que la conversion al morfotipo mucoide se correlaciona con un aumento en la
produccion de anticuerpos especificos y se asocia con el avance de la enfermedad, la
disminucién de la eficacia de los antibidticos y una mayor mortalidad *°. Asimismo, el
incremento en el nimero de variantes morfoldgicas se ha correlacionado con el progresivo

deterioro de la funcion pulmonar.

Estas caracteristicas propician el desarrollo y seleccion de cepas multirresistentes con
alto nivel de resistencia a multiples antibidticos, como consecuencia de su uso prolongado.
P.aeruginosa tiene una extraordinaria capacidad de desarrollar resistencia mediante
mutaciones cromosomicas a practicamente todos los antibidticos utilizados, incluyendo [3-

lactamicos, aminoglucdsidos y fluoroquinolonas.
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1.2.4. Significado clinico de la colonizacion respiratoria por P.aeruginosa en la FQ

A partir de la segunda mitad del siglo XX, como consecuencia de la mayor esperanza
de vida de los pacientes con FQ, empieza a cobrar relevancia la infeccién broncopulmonar

crdnica por P.aeruginosa.

Como ya se ha dicho ya anteriormente, P.aeruginosa es con diferencia el
microorganismo que mas frecuentemente coloniza las vias aéreas de los pacientes FQ y se
sitia como la principal causa de la todavia elevada morbi-mortalidad asociada a la FQ.
Aproximadamente el 60% de los pacientes estd cronicamente 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 colonizacion-infeccion por
P.aeruginosa se relaciona claramente con un mayor deterioro de la funcion pulmonar, una
disminucion de la supervivencia y se ha comprobado que su adquisicion en edades tempranas

influye negativamente en el prondstico de la enfermedad.

Casi una tercera parte de los pacientes con FQ se colonizan por P. aeruginosa durante
los primeros afios de vida. En una cohorte de pacientes seguidos desde el nacimiento se
estudio el tiempo de adquisicion de P.aeruginosa no mucoide y P.aeruginosa mucoide *', la
media de edad de adquisicion de P. aeruginosa fue de 1 afio y el 29% durante los 6 primeros
meses de vida. Sin embargo, la edad media de adquisicion de P.aeruginosa mucoide se
retras6 hasta los 13 afios, si bien la presencia del fenotipo mucoso se incrementd
notablemente entre los 4 y los 16 afios. En contraste con la rdpida adquisicion de
P.aeruginosa no mucoide la transicion al fenotipo mucoide fue relativamente prolongado con

una media de 10,9 afios y puede alargase mas con tratamiento antibiotico adecuado.

En esta misma cohorte, se realizo la determinacion de anticuerpos anti-P.aeruginosa
junto con la recogida de parametros clinicos, pruebas funcionales y radiologicas respiratorias.
Los anticuerpos anti-P.aeruginosa son detectables durante la adquisicién de P.aeruginosa no
mucoide y aumentan durante la transicion al fenotipo mucoso mientras que el deterioro en los
sintomas clinicos y las pruebas funcionales y radiologicas se correlacionan principalmente

ey, . 41 , ., . .
con la adquisicion del fenotipo mucoso “. Asi pues la deteccion de anticuerpos anti-
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P.aeruginosa seria un marcador precoz de la colonizacion por este microorganismo mientras
que la aparicién del fenotipo mucoide seria un marcador tardio, coetaneo del deterioro

pulmonar.

La colonizacidén-infeccion temprana por P.aeruginosa también es un factor de mal
prondstico. Se ha visto que 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 **** También se observan unos valores significativamente
mas bajos de volumen espiratorio forzado en un segundo (FEV1), menor percentil de peso y
aumento del nimero de hospitalizaciones. Los factores de riesgo para la colonizacion-
infeccidon temprana por P.aeruginosa incluyen la infeccion previa por S.aureus, pertenecer al
sexo femenino, presencia homocigotica de la mutacion F508del y el contacto previo con
pacientes adultos con FQ. La colonizacidon-infeccion temprana por P.aeruginosa debe pues

detectarse cuanto antes para evitar la instauracion de la colonizacidn cronica.

En la colonizacion cronica, la cada vez mas elevada produccion de anticuerpos
especificos frente a P.aeruginosa favorece la obstruccion e inflamacion broncopulmonar

4344 | . . .
34 Estos, junto con la elevada carga bacteriana en el pulmon,

formando inmunocomplejos
contribuyen al propio proceso patologico al activar los mediadores de la inflamacién. La
respuesta inflamatoria que se genera es muy intensa y se perpetua al ser incapaz de eliminar
al microorganismo. Como ya hemos visto, ocasiona la destruccidon del parénquima pulmonar
y el deterioro progresivo de la funcion pulmonar ***’ Curiosamente por el contrario, la
bacteriemia es infrecuente en los pacientes con FQ con infeccion cronica por P.aeruginosa

debido probablemente al elevado nivel de anticuerpos circulantes frente a varios antigenos y

. L)
factores de virulencia ™.

44



1.2.5. Diagnéstico y seguimiento microbiologico de la colonizacion por P. aeruginosa

El diagnostico y seguimiento microbioldgico de la colonizacion 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
erradicaciéon Unicamente serd posible durante los primeros estadios del proceso. Es
importante detectar cuanto antes la colonizacion inicial ya que el tratamiento antibidtico
precoz puede evitar o retrasar la infeccion cronica, que como ya se ha dicho, una vez
establecida muy raramente puede erradicarse > ** *. Asimismo, una vez establecida la
colonizacion crénica, el seguimiento microbiologico es sin duda de gran utilidad para la
valoracion clinica de la evolucion del cuadro patologico, particularmente en lo que se refiere
a la eficacia de los continuos tratamientos antimicrobianos, destinados a mantener una carga
bacteriana lo mas baja posible y espaciar las exacerbaciones con el fin de minimizar el

deterioro broncopulmonar progresivo.

El cultivo de muestras respiratorias es la técnica utilizada habitualmente para la
deteccion de P.aeruginosa. Los resultados del seguimiento microbiologico seriado permiten
conocer el patrén de colonizacion y definir el estadio de colonizacidon pulmonar en el que se
encuentra el paciente. Sin embargo, no existe consenso internacional sobre la definicion mas
apropiada para colonizacion intermitente y colonizacion cronica basada en los resultados del
cultivo de muestras respiratorias y por lo tanto no hay una unica clasificacion del estadio de
colonizacion por P aeruginosa. En la Tabla-1.2.5.1 se recogen las definiciones realizadas por
el Grupo Espafiol de Consenso del Tratamiento Antimicrobiano en el Paciente con Fibrosis
Quistica *° similares a los criterios europeos ** y los criterios basados en Lee et al °'. El
objetivo de estos criterios es la clasificacion de los pacientes para establecer las pautas de
tratamiento antimicrobiano mas adecuadas al estadio de colonizacion por P.aeruginosa en el
que se encuentra el paciente. El cultivo se utiliza a menudo como la técnica de referencia
para comparar otras técnicas, seroldgicas o moleculares, y por tanto la valoracion de éstas

esta influenciada por los resultados del cultivo.
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Tabla -1.2.5.1. Estadios de colonizacion pulmonar por P. aeruginosa en el paciente con FQ

Estadio de
infeccion-
colonizacion

Criterios Espafiol y Europeo (1)

Criterios Lee et al (2)

Nunca colonizado

No colonizacion

Todos los cultivos negativos para
P.aeruginosa

Nunca se ha aislado P.aeruginosa

Todos los cultivos negativos para
P.aeruginosa en los 12 meses
previos, teniendo cultivos anteriores
positivos

de 6 meses, de al menos 3 cultivos
positivos para P. aeruginosa en
muestras separadas entre si al menos
por un mes

Colonizacion Primer cultivo positivo para
inicial P.aeruginosa.
Un nuevo cultivo positivo después de
mas de 1 afio de cultivos negativos se
considera un nuevo episodio de . i
Jera un uevo ep <50% de todos los cultivos positivos
colonizacion inicial :
para P.aeruginosa con al menos un
— v - cultivo positivo en los 12 meses
Colonizacion Deteccidn, en un periodo de 6 meses a .
; . SRS previos
Intermitente partir de la colonizacion inicial, de un
cultivo positivo para P.aeruginosa de
entre un minimo de 3 cultivos
separados al menos un mes entre ellos
Colonizacion Cultivos positivos persistentes de P.
Crénica aeruginosa: deteccion, en un periodo

>50% de todos los cultivos positivos
para P.aeruginosa en los 12 meses
precedentes

1- Maiz L, Baranda F, Coll R, Prados C, Vendrell M, Escribano A, Gartner S, de Gracia S, Martinez M, Salcedo A,
Vazquez C. 2001. Normativa del diagndstico y el tratamiento de la afeccion respiratoria en la fibrosis quistica. Arch
Bronconeumol 37: 316-324).
Déring G, Conway SP, Heijerman HGM, Hodson ME, Heiby N, Smyth A, Touw DJ, for the consensus Group:
Antibiotic therapy against Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis: a European consensus. Eur Respir J

2000, 16:749-767

2- Lee TW, Brownlee KG, Conway SP, et al. Evaluation of a new definition for chronic Pseudomonas
aeruginosa infection in cystic fibrosis patients. J Cyst Fibros 2003; 2: 29-3)

La colonizacion intermitente se caracteriza por cultivos positivos y negativos y suele

ser de bajo grado por lo que P. aeruginosa puede no detectarse en el cultivo. En la

colonizacién intermitente pueden coexistir diferentes morfotipos coloniales incluyendo cepas

mucosas. Los aislados suelen conservar su sensibilidad a los antimicrobianos de eleccidn.
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En la colonizacidn cronica los cultivos son casi siempre positivos para P. aeruginosa
y la colonizacion del pulmon es practicamente permanente. Se habla de colonizacion cuando
no hay signos directos (inflamacion, fiebre, etc.) o indirectos (respuesta al tratamiento
antibidtico especifico) de infeccion y dafio tisular. La colonizacién-infeccion también puede
ser diagnosticada sobre la base de una respuesta positiva de anticuerpos en al menos 2
muestras en pacientes que no expectoren y presenten cultivos bacterianos negativos. Las
exacerbaciones agudas en el curso de la colonizacion crdnica se caracterizan por la aparicion
de signos clinicos de infeccidon, incremento del titulo de anticuerpos y suelen coincidir con
aumentos de la masa bacteriana total o variaciones antigénicas. El punto en el cual la
colonizacion se transforma en infeccidn cronica no es facil de establecer puesto que el
aislamiento persistente de P.aeruginosa o del fenotipo mucoide en el cultivo de esputo es un

marcador tardio en la mayoria de los casos.

La frecuencia con la que se debe realizar el estudio microbiologico es objeto de
controversia. La aplicacion de los criterios de colonizacidon por P aeruginosa se facilita
cuando se obtiene al menos una muestra para cultivo cada tres meses, incluidos los pacientes
que tengan colonizacion previa. En los pacientes en los que se haya realizado un diagnostico
temprano de la FQ es necesario realizar un seguimiento bacterioldgico continuo para detectar
la primera colonizacidn por P. aeruginosa. Estos cultivos deben ser como minimo
trimestrales. Cuando se produce la infeccion inicial, tras instaurar un tratamiento erradicador
se deben realizar 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 para el cultivo pero podria detectarse con técnicas de microbiologia molecular.
En los pacientes con colonizacion-infeccién crénica por P.aeruginosa, seria suficiente un

. . . . . . .52
cultivo trimestral salvo en las exacerbaciones o cuando requiera ingreso hospitalario ~*.

En cuanto al tipo de muestra, el cultivo del esputo expectorado es un indicador muy
adecuado de la microbiologia de aparato respiratorio inferior, es la muestra de eleccion en el
control de la infeccidn respiratoria en el paciente con FQ y se considera la muestra que mejor

refleja el patron de colonizacidon del tracto respiratorio del paciente con FQ. Para algunos
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autores es incluso mejor que los lavados, los aspirados o cepillados broncoalveolares ya que
tendria mejor representatividad de las diferentes localizaciones de la colonizacion pulmonar.
Sin embargo, no siempre es posible obtenerlo sobre todo en nifios muy pequefios y en
paciente asintomaticos que no pueden expectorar. Como alternativa existen dos opciones

bien estudiadas, el cultivo de exudados faringeos (EF) o de lavados broncoalveolares (LBA).

El cultivo del EF es el mas usado en nifios pequeiios con FQ para el seguimiento

microbiolégico ya que la flora orofaringea se presupone representativa de los
microorganismos presentes en el bronquio. Los datos de algunos estudios que valoran la
capacidad del EF para predecir la colonizacion—infeccion respiratoria del tracto respiratorio
inferior se muestran en la Tabla-1.2.5.2.Los estudios muestran una sensibilidad variable y en
general baja para el aislamiento de P.aeruginosa, mientras que la especificidad es buena en

todos ellos. El rendimiento del EF es inferior respecto tanto al esputo como al LBA.

Tabla.1.2.5.2. Estudios para valorar la capacidad del frotis faringeo para predecir la colonizacion

respiratoria del tracto respiratorio inferior

Publicacién ' Pacientes Sensibilidad | Especificidad | VPP VPN

Ramsey et al, 1991°° 43

FF/LBA 17noexp | 46% 93% 83% 70%
26 exp

Armstrong et al, 1996> | 75

FF/LBA 82% 83% 41% 97%

Rosenfeld et al, 1999°° | 141

FF/LBA <5 afios 44% 95% 44% 95%

Burns et al, 2001°’ 40

FF/LBA - - 69% 85%

Equi et al, 2001 30

FF/ESP 34% 100% 100% 21%

Jung et al, 2002>* 38

FF/LBA 35,7-40% 96,2-100% 83,3-100% | 73,5-45,5%

ESP/LBA 91,7% 100% 100% 94,1%

Kabra et al, 2004 48

FF/ESP 40% 99% - -

FF+Hfisioterapia/ESP 82% 99% - -

'FF (frotis faringeo, LBA (lavado brocoalveolar), ESP (esputo), FF-+fisioterapia (frotis faringeo obtenido tras fisioterapia

respiratoria)
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Algunos de los trabajos concluyen que el cultivo de EF no predice con suficiente
seguridad la presencia de P.aeruginosa en el tracto respiratorio inferior >**°. En un estudio
multicéntrico *° que incluye algunos de los pacientes analizados dos estudios anteriores *>
sugieren que un cultivo de EF negativo es util para descartar la infeccidn pero que un
resultado positivo no es suficiente para diagnosticar P.aeruginosa en el tracto inferior. En el
mismo sentido, en un estudio longitudinal > en el que se obtenia una muestra de LBA anual
y muestras de EF cada tres meses, una de ellas coincidiendo con la broncoscopia, se observo
que el cultivo del EF obtenido con el LBA tiene un valor predictivo negativo (VPN) mejor
(85%) que su valor predictivo positivo (VPP) (69%) lo que apoyaria que los pacientes con
cultivo de EF negativo es poco probable que lo tengan en el LBA, mientras que un EF
positivo es menos exacto en predecir que P.aeruginosa también esté en el tracto respiratorio.

Ambos valores predictivos mejoran (VPN 97% y VPP 83%) combinando los resultados de 2

cultivos de EF, el concurrente y el previo a la obtencion del LBA.

Otros resultados contradicen los anteriores y concluyen que tanto en pacientes
incapaces de expectorar como en pacientes asintomaticos, un resultado positivo en el frotis
faringeo es un fuerte predictor de un resultado positivo en el esputo mientras que un
resultado negativo no permite descartar la infeccion de las vias respiratorias inferiores y se
deberia investigar por otros medios, por ejemplo con LBA *® o sugieren la utilidad de realizar
fisioterapia respiratoria antes de realizar la toma del EF *. El cultivo de LBA tiene mejor
sensibilidad en nifios que no expectoran y se ha considerado la técnica de referencia ® pero
su obtencion por broncoscopia no es una técnica de rutina ya que es invasiva y requiere
sedacion o anestesia general, con el consiguiente aumento de riego y coste. Otro
inconveniente del LBA es que se realiza en so6lo un lobulo lo que aumenta el riesgo de no

detectar una infeccion localizada en una regién no muestreada.

Otra alternativa en pacientes que no expectoran, es la obtencion de esputo mediante la
induccion de la expectoracion con una solucidn salina hipertdnica. Esta muestra es un buen
reflejo de la colonizacion del tracto respiratorio inferior (61,62). Respecto al LBA, el esputo
inducido tiene la ventaja de reflejar mejor la totalidad de la flora microbiana pero sélo es

aplicable en nifios mayores y adultos con FQ.
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Por todas estas razones, las muestras mas utilizadas son el esputo, por su facilidad de
obtencion y buena correlacion con el LBA, y en los pacientes en los que no se pueden
obtener muestras de esputo o en los nifios pequefos, se utiliza habitualmente el cultivo del
EF. Aunque no hay acuerdo en la frecuencia con la que se deben realizar estos controles, se
recomienda repetirlos en cada visita y como minimo mensual o trimestralmente. E1 LBA se
reserva para pacientes que no responden a la terapia o que muestran una progresion de la

enfermedad pulmonar.

A pesar de la demostrada utilidad del cultivo seriado, €ste puede ser negativo en
determinadas situaciones, especialmente en pacientes con tratamiento antimicrobiano, con
baja carga bacteriana o cuando no se puede obtener muestras respiratorias de suficiente
calidad. Por tanto, seria muy util disponer de pruebas complementarias al cultivo que nos
permitieran aumentar la sensibilidad en el diagndstico precoz de la colonizacion por
P.aeruginosa. La utilizacion de técnicas independientes de la presencia de bacterias viables
en suficiente cantidad para ser detectadas mediante cultivo convencional, como la
determinacion de anticuerpos anti-P.aeruginosa en suero o la deteccion del DNA de la
bacteria en muestras respiratorias, podrian aportar informacién complementaria de gran

utilidad ® en la colonizacién inicial o intermitente de los pacientes con FQ.
1.2.6. Determinacion de anticuerpos anti- P. aeruginosa en pacientes con FQ

El interés por la serologia de P.aeruginosa, no sin renovada controversia, ha ido en
aumento desde que se diagnostican precozmente un numero creciente de pacientes cada vez
mas jovenes, sobre todo a través del cribado neonatal. Afortunadamente, la mayoria de estos
nifios se encuentra libre de infeccion por P.aeruginosa en el momento del diagndstico. Una
de las prioridades del seguimiento y control clinico de estos pacientes es detectar
precozmente la infeccion inicial por P.aeruginosa para conseguir erradicarla con un

tratamiento antibiotico adecuado.

Los métodos tradicionales para detectar P.aeruginosa basados unicamente en el
cultivo bacteriolégico probablemente no tienen una sensibilidad suficiente en niflos muy

pequefios. En ellos no es posible obtener muestras respiratorias de buena calidad porque no

50



pueden expectorar, tampoco es conveniente antes de los 8 afios inducir la expectoracion y la
obtencion de muestras respiratorias por broncoscopia y LBA no se pueden obtener rutinaria
ni frecuentemente. En estos pacientes por tanto, se ha reanudado el interés por el valor
diagnostico potencial de la determinacién de anticuerpos anti-P.aeruginosa en la deteccion

precoz de la infeccién por este microorganismo .

Técnicas utilizadas en la determinacion de anticuerpos anti- P. aeruginosa. Los
trabajos pioneros sobre serologia de P.aeruginosa se publicaron hace dos a tres décadas
cuando los equipos de Niels Hoiby y Gerd Doring desarrollaron la metodologia inicial ® ®°.
La primera técnica, la contrainmunoelectroforesis (CIE), se baso en la deteccion de
anticuerpos precipitantes o precipitinas contra una mezcla de antigenos totales de los
serotipos mas comunes basados en el antigeno O. En esta técnica, antigeno y anticuerpo son
incorporados a un gel de agarosa en pocillos adyacentes, creandose gradientes de
concentracion para cada uno de ellos. Ambos componentes se mueven, con ayuda de la
corriente eléctrica, el uno hacia el otro, de forma que el anticuerpo difunde en direccion al
catodo, mientras que el antigeno va hacia el anodo al encuentro del anticuerpo, formandose
bandas de precipitacion en la zona de equivalencia. Una vez finalizada la electroforesis se
aflade un colorante para visualizar las bandas. El numero de bandas se ha utilizado para
distinguir pacientes colonizados e infectados ya que en pacientes sin infeccion es cero o una.
El aumento progresivo del numero de bandas de precipitacion se ha correlacionado con el
aumento gradual de infecciones por P.aeruginosa y también se ha demostrado que es un
signo de mal pronodstico. La técnica de CIE tiene el inconveniente de ser poco sensible para
identificar las fases iniciales de la colonizacidon cronica. Las técnicas inmunoenzimaticas,

como el enzimainmunoensayo o el Western-blot pueden ser mas sensibles.

El Western-blot (WB) es una técnica inmunoenzimatica muy empleada inicialmente
en la FQ para el estudio de las proteinas de P.aeruginosa y que se ha utilizado también
ampliamente para la deteccion de anticuerpos anti P.aeruginosa en el suero de los pacientes
con FQ. En una primera fase se separan los diferentes componentes antigénicos proteicos por
medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida (lineal o en gradiente). Posteriormente

se realiza una transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa, que se corta en
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tiras y se bloquea la superficie de las tiras no ocupadas por los componentes proteicos del
antigeno con otras proteinas como gelatina o proteinas de la leche. Una vez preparadas las
tiras se siguen los pasos de cualquier técnica inmunoenzimatica incubandolas en contacto con
el suero, que contiene los anticuerpos a estudiar y en pasos sucesivos se afiade el conjugado y
el substrato lo cual permite la visualizacion de las bandas. En un estudio en el que se
compard CIE y WB usando antigeno soluble y analizando pares de sueros de pacientes con
FQ recogidos antes del diagndstico de infeccion por P.aeruginosa e inmediatamente después,
el WB era una media de 32 veces mas sensible que la CIE ®. Para la deteccion de
anticuerpos presenta una gran sensibilidad y especificidad y ademas permite el estudio de
anticuerpos frente a diferentes componentes antigénicos simultdneamente, por lo que se ha

o8 u otras

utilizado sobre todo para el estudio de anticuerpos frente a antigenos totales
preparaciones complejas como las proteinas de membrana externa (PME) de
P.aeruginosa®°"* . También se puede valorar cualitativamente por el nimero de bandas o su
intensidad. A pesar de estas ventajas posee grandes inconvenientes, la fase previa de
preparacion de los reactivos es muy compleja, es una técnica lenta y es dificil de automatizar
tanto la realizacion como la lectura e interpretacion de los resultados. Todo ello la convierten

en una técnica poco util cuando se va a utilizar en la practica asistencial y se requiere el

analisis de un volumen importante de muestras.

Las técnicas de enzimoinmunoanalisis (EIA) son técnicas de cuantificacion
inmunolégica. En el caso de su utilizacion para la deteccion cuantitativa de anticuerpos
humanos en suero, éstos son fijados por un antigeno especifico, unido a una fase solida.
Posteriormente se afiade el conjugado, un anticuerpo anti inmunoglobulina humana marcado
con un enzima, para poner de manifiesto esta unién. Los marcadores enzimaticos mas
habituales son la peroxidasa de rabano picante y la fosfatasa alcalina. Para visualizar la
reaccion, se afiade el substrato adecuado, tras la incubacion la reaccidon se detiene mediante la
adicion de una solucion acida o basica y la intensidad de color se estima fotométricamente
mediante un espectrofotdometro. A diferencia de otras técnicas que también utilizan la
cuantificaciéon inmunoldgica, el marcador utilizado es un enzima, lo que ofrece multiples
ventajas. Entre las mas importantes destacan que permite cuantificar la produccion de

anticuerpos especificos, permite analizar gran nimero de muestras por ser facilmente
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adaptable a la automatizacion y es una técnica de bajo coste, sencilla y con una vida media
larga de los reactivos. Es la técnica mas utilizada en los trabajos mas recientes, aunque la
comparacion de los estudios publicados es compleja debido a la variedad de antigenos
utilizados y las resultantes diferencias en la interpretacion de los resultados. Se han
comparado CIE y EIA utilizando preparaciones complejas como antigeno celular total

soluble ® siendo la correlacion entre ambas técnicas buena (97%).

Antigenos utilizados en las técnicas de EIA para detectar anticuerpos anti-
P.aeruginosa. En las primeras técnicas de EIA utilizadas para diagnosticar la infeccion
crénica por P.aeruginosa, se han utilizado preparaciones complejas como antigeno celular
total soluble " con una sensibilidad del 90% y una especificidad del 100% cuando se utiliza
una Unica muestra. La sensibilidad aumentaba hasta el 93 % si el diagnostico se basaba en un
aumento del titulo en muestras pareadas, pero la especificidad disminuia al 87%. Si el
resultado del EIA se comparaba con los resultados del cultivo del esputo, ante un resultado
del EIA positivo la probabilidad de que P.aeruginosa se aisle persistentemente durante un

periodo minimo de 6 meses es del 92%.

También se han utilizado antigenos de superficie, demostrando mediante EIA titulos
de anticuerpos IgG elevados "' que se han asociado a peor situacién clinica tanto en paciente
con colonizacidn intermitente como croénica. Los pacientes con colonizacion cronica tienen
titulos de anticuerpos muy elevados mientras que los pacientes con aislamientos
intermitentes, aunque generalmente los tienen mas bajos, pueden mostrar tanto titulos
elevados frente a P.aeruginosa como valores normales durante meses después de un cultivo
positivo aislado. Esto presumiblemente refleja lo arbitrario de la division entre estos dos
grupos basada exclusivamente en los resultados del cultivo microbiologico por lo que se ha
argumentado que los resultados de la serologia pueden predecir el aislamiento de
P.aeruginosa en el esputo y ayudar a diferenciar entre estos dos grupos de pacientes,
identificando el grupo de pacientes con riesgo elevado de desarrollar colonizacién crénica’ .
Asi mismo, se han demostrado por EIA titulos de anticuerpos frente a las PME *> 377 y el
LPS * en pacientes colonizados por P aeruginosa muy superiores a los que presentaban

pacientes con FQ nunca colonizados o en adultos sanos sin FQ. En estos trabajos, la
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deteccion de anticuerpos IgG en general no precede al hallazgo en el esputo de P.aeruginosa,
pero en muchos pacientes los anticuerpos se positivaron precozmente ' tras el aislamiento en
el esputo por lo que un resultado positivo de anticuerpos significaria exposicion previa a
P.aeruginosa y podria utilizarse para detectar la colonizacion en pacientes en los que no se

puede obtener muestra de esputo al ser incapaces de expectorar.

Los antigenos purificados mas utilizados en las técnicas de EIA, probablemente por
su actividad patogénica en el establecimiento de la infeccién, han sido productos
extracelulares como fosfolipasa C (FLC), elastasa (ELA), proteasa alcalina (PA) y exotoxina
A (ETA) (** ”77) Se han encontrado niveles de anticuerpos significativamente mas elevados
en pacientes con colonizacidn cronica por P.aeruginosa en comparacioén con pacientes con
colonizacion intermitente o no colonizados " y los pacientes portadores de cepas mucoides
muestran titulos mas elevados que los colonizados por cepas no mucoides. En el caso de la
FLC, los titulos son mas elevados en el caso de infeccion dual por P.aeruginosa y S.aureus
mientras que los otros tres antigenos muestran significativamente titulos mas elevados en
pacientes colonizados Unicamente por P. aeruginosa. Los anticuerpos anti-P.aeruginosa mas
precoces aparecen frente a FLC, PA y ETA °" mientras que los anticuerpos frente a ELA
parecen detectarse mas tardiamente. Hay diferentes explicaciones para la respuesta
diferenciada de anticuerpos frente a estas exoproteinas de P.aeruginosa que puede ser el
reflejo de la produccidon secuencial de estos antigenos durante el establecimiento de la
colonizaciéon pulmonar. Los pacientes con FQ pueden presentar una mayor exposicion
crénica a FLC, AP y ETA debido a la mayor produccion de estas exoproteinas durante la
colonizacion inicial. Alternativamente los pacientes con FQ pueden ser colonizados por
diferentes cepas de P aeruginosa y aquellas capaces de establecer una colonizacidon cronica

pueden producir niveles mas elevados de estas exoproteinas.

Aunque en pacientes con colonizacidn cronica bien establecida los titulos de
anticuerpos frente a la exoproteinas de P aeruginosa raramente descienden en respuesta al
. 76 . 77 . e
tratamiento ~ en el resto de pacientes ' el tratamiento antibidtico produce un descenso en el
titulo de anticuerpos frente a los cuatro antigenos, pero sélo los anti-ETA y anti-ELA

descienden hasta niveles normales. Los titulos anti FLC son los menos influenciados por el
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tratamiento antibidtico. Estos resultados probablemente implican un papel diferenciado para
cada una de estas exoproteinas en el establecimiento de la colonizacion crénica y apoyan que
los niveles de anticuerpos frente a las exoproteinas de P. aeruginosa puedan usarse también

. . 78,79
para valorar la respuesta al tratamiento en pacientes con FQ "™ .

Investigacion de anticuerpos en el diagndstico y seguimiento de la infeccion por
P.aeruginosa. En la mayoria de trabajos la deteccion de la respuesta inmune especifica frente
a P.aeruginosa se ha utilizado para identificar la infeccion cronica y diferenciarla de la
simple colonizacién en pacientes con FQ. Sin embargo, la utilidad de la serologia de
P.aeruginosa es potencialmente mayor en el diagndstico y seguimiento de la infeccion
respiratoria inicial por este microorganismo. Seria especialmente 1til sobre todo cuando no es
posible la obtencidn de muestras adecuadas para cultivo procedentes de aparato respiratorio
inferior, principalmente en nifios muy pequeflos que no pueden expectorar. En estos
pacientes, la serologia podria ser mas sensible que el cultivo del exudado faringeo que,
aunque es el mdas utilizado por su obtencion no invasiva, parece tener una sensibilidad
insuficiente para predecir la infeccidon por P.aeruginosa y por tanto, el seguimiento
longitudinal mediante serologia seria una estrategia mas inocua y cémoda que la realizacion

de broncoscopias recurrentes.

Algunos estudios longitudinales en los que se disponia de muestras de suero de
pacientes 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
puede preceder al primer aislamiento por cultivo del microorganismo. La media de edad de
deteccion de una respuesta de anticuerpos anti P.aeruginosa era de 15 meses mientras que la
edad del primer aislamiento por cultivo en muestras de vias altas y bajas era de 21 y 23
meses, respectivamente . Asi mismo, durante los primeros 3 afios de vida, la respuesta de
anticuerpos se detectaba una media de 12 meses antes que el primer cultivo orofaringeo
positivo *°. Por su interés, los resultados de estos estudios se resumen en la Tabla-1.2.6.1 y se

comentan por separado a continuacion.
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Tabla-1.2.6.1. Estudios longitudinales serologia anti-P.aeruginosa en pacientes con FQ

Estudio N° pacientes Tipo muestra | Deteccion Antigenos 1°" titulo
Criterio para cultivo | anticuerpos | utilizados valorable
inclusion P.aeruginosa respecto
Tipo estudio 1°" aislamiento

Brett et al |33 pacientes Esputo (74%) |EIE Antigeno

1988 ™ Primer cultivo + | Ex. faringeo |IgG superficie 24 m antes
Longitudinal

Burns et al |40 pacientes Ex. faringeo | EIE (>1/100) | Exotoxina A 3 m antes

2001 <15 meses Broncoaspira | WB Proteinas totales 8 m antes
Longitudinal do (>1/5000)

IgG

West et al | 68 pacientes Ex. faringeo | EIE (>1/256) |Lisado celular 12 m antes

2002 ¥ Cribado neonatal |(>1 colonias) | IgG+IgA+lg |Exotoxina A 6 m antes
Longitudinal M Elastasa 41 m después

Corech et |48 pacientes Ex. faringeo | EIE (>1/500) |Lisado celular 3 m antes

al Cribado neonatal | Esputo IgG Exotoxinas tipo III | 10-39 m después

2005 ¥ Longitudinal (<10%) Exotoxina A 48 m después

En el trabajo de Brett et al. *', se investigé la presencia de IgG anti-P.aeruginosa por
EIA utilizando antigenos de superficie en 33 pacientes en los que se habia aislado por
primera vez P.aeruginosa. En 24 pacientes (72,7%) el titulo de anticuerpos fue superior al de
los controles un minimo de 24 meses antes del primer aislamiento de P.aeruginosa por
cultivo y en 5 (15%) aument6 en los 2 meses posteriores al primer aislamiento. En estos 29
pacientes (87,9%) el aislamiento intermitente de P.aeruginosa se acompafié de un aumento
en el titulo de anticuerpos. Los 4 pacientes restantes se consideraron no infectados ya que el
aislamiento de P.aeruginosa no fue acompafiado de aumento del titulo de anticuerpos. Se
administré tratamiento endovenoso anti-Pseudomonas en 15 pacientes y solo en 5 el titulo de
anticuerpos volvio a titulos inferiores a los valores normales consiguiéndose la erradicacion
mientras que en los restantes 10 se siguid aislando y tnicamente hubo un descenso parcial
del titulo de anticuerpos. Los autores concluyen que la deteccion de anticuerpos especificos
permite detectar la infeccion por P.aeruginosa y al mismo tiempo diferenciarla de la
colonizacion inofensiva. También pueden ser utiles para controlar la progresion de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento. La administracién de esteroides a dos pacientes

produjo un descenso del titulo de anticuerpos a pesar de que se siguid aislando el
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microorganismo por lo que un inconveniente de la serologia podria ser que el tratamiento

continuo con esteroides podria alterar la respuesta inmunoldgica.

En el trabajo de Burns et al. >’ se incluyeron 40 pacientes controlados durante 3 afios
en los que se obtenia una muestra de LBA anual y muestras de suero y FF cada tres meses,
una de ellas coincidiendo con la broncoscopia. Las técnicas utilizadas para la deteccion de
anticuerpos anti-P.aeruginosa fueron western-blot, utilizando proteinas celulares totales
como antigeno, y un EIA para detectar especificamente anticuerpos anti-Exotoxina A. De los
108 cultivos de LBA realizados, fueron positivos a P.aeruginosa el 18%, 34% y 33% durante
el primer, segundo y tercer afio de seguimiento, respectivamente. En total durante los 3
primeros afios, se aisld P. aeruginosa en 29 pacientes (72.5%), pero utilizando los resultados
combinados del cultivo y la serologia, el 97.5% de los pacientes muestran infeccion antes de
los 3 afios. Estos resultados sugieren que la colonizacidon por P.aeruginosa tiene lugar muy
temprano en el curso de la FQ y puede ser intermitente o indetectable por cultivo. La
serologia puede predecir mayor incidencia de infeccidn que el cultivo por varias razones. La
primera es que un cultivo positivo requiere la presencia de microorganismos viables.
Segundo, es que la respuesta inmune positiva puede indicar tanto infeccidn pasada como
actual. De hecho, “infeccion” se distingue frecuentemente de “colonizacion” basandose en la
respuesta de anticuerpos ya que el aislamiento de la bacteria no indica necesariamente
infeccion.

En el trabajo de West et al. *

, se obtuvieron muestras orofaringeas y sueros a
intervalos de 6 meses durante un periodo de 5 afios en 68 pacientes con FQ. Las muestras de
esputo expectorado representaban menos del 10% de las muestras. Se investigo 1gG, IgA y
IgM por EIA y usando como antigeno lisado celular, exotoxina A y elastasa. Se encontraron
titulos > 1/256 frente al lisado celular total y a la exotoxina A en una media de 11,9
(P<0.001) y 5,6 (P= 0,04) meses, respectivamente, antes del primer aislamiento de
P.aeruginosa por cultivo. No encontraron significacion estadistica entre el titulo de
anticuerpos y el score clinico utilizado en el trabajo. Sefialan que aunque frecuentemente no

se habia encontrado P.aeruginosa en el cultivo del exudado faringeo, la combinacion de un

titulo 1/256 o superior junto con indicadores clinicos de infeccion harian sospechar la

57



presencia del microorganismo. Una vez aislada por primera vez, la presencia de titulos
elevados o su aumento puede preceder hasta en tres afios a la instauracion de la infeccion
cronica. Los autores concluyen que la infeccidon inicial por P.aeruginosa en pacientes
diagnosticados por cribado neonatal tiene lugar entre 6 y 12 meses antes de que la bacteria se
aisle mediante cultivo y que por tanto el control continuado mediante serologia facilitaria la
identificacion de la infeccion inicial por P.aeruginosa en nifios pequefios con FQ

diagnosticados por cribado neonatal.

Por ultimo, el trabajo de Corech et al. ™

estudia la aparicion longitudinal de
anticuerpos frente a los componentes del sistema tipo Il de P.aeruginosa en 48 niflos con FQ
en los que se obtuvieron muestras de exudado orofaringeo y suero cada 6 meses. El Sistema
tipo Il de P. aeruginosa consiste en tres complejos proteicos que incluyen 4 citotoxinas
(ExoS, ExoT, ExoU, y ExoY) ademas de otras proteinas que inducen la formacion de poros
en la membrana de la célula diana (PopB y PopD). El orden de seroconversion frente a los
distintos antigenos de P. aeruginosa (Exotoxina A, ExoS, PopB y lisado celular) es similar
usando western-blot y EIA con una deteccion mas precoz usando EIA. La media de edad del
primer aislamiento de P.aeruginosa por cultivo del exudado faringeo fue de 30 meses. El
96% de las seroconversiones iniciales se detectaron usando como antigeno el lisado celular,
94% con una mezcla de ExoS/PopB, 83% con ExoS, y 75% con Exotoxina A. La media de
edad de la seroconversion fue de 27 meses para el lisado celular, 40 meses para la mezcla
ExoS/PopB, 60 meses para ExoS y 78 meses para Exotoxina A, siendo estadisticamente
significativas las diferencias entre los resultados obtenidos utilizando lisado celular y
ExoS/PopB que detectan la seroconversion mas precozmente que cando se utiliza
aisladamente ExoS o Exotoxina A. Los autores concluyen que los nifios con FQ se colonizan
precozmente con cepas de P.aeruginosa que expresan las toxinas del sistema tipo III,
implicado en la patogénesis inicial de la bacteria y por tanto el seguimiento clinico junto con
el cultivo del exudado orofaringeo y la serologia puede facilitar la deteccion precoz de la

infeccion inicial por P.aeruginosa.

La comparacion de estos estudios longitudinales es compleja dadas las diferencias en

los antigenos y metodologias utilizados. En general la deteccion de anticuerpos es mas
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precoz si se utilizan preparaciones complejas de antigeno como proteinas totales, proteinas
de membrana externa o lisado celular. Uno de los principales inconvenientes de estos

’ , . g . . ., 3
métodos es la falta de técnicas comercializadas con suficiente estandarizacion *°.

Los antigenos purificados mas utilizados, como los productos extracelulares elastasa
(ELA) y exotoxina A (ETA), son mas féciles de normalizar. Se ha comercializado un equipo
(Anti-Pseudomonas aeruginosa 1gG EIA de Mediagnost, Alemania) que permite la deteccion
de anticuerpos de forma diferenciada frente a ETA, PA y ELA de P.aeruginosa, con la
consiguiente ventaja en cuanto a estandarizacidon 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 **’ discriminando bien entre pacientes libres o
con aislamiento de P.aeruginosa aunque con una sensibilidad variable para los diferentes

antigenos del 33 al 85% (Tabla-1.2.6.2).

Tabla-1.2.6.2. Sensibilidad y especificidad de la deteccion anticuerpos anti-P.aeruginosa
en pacientes con FQ colonizados por P.aeruginosa.

Estudio N° Técnica utilizada Grupos de Sensibilidad (%) /
Pacientes | Antigeno utilizado pacientes Especificidad (%) "

(punto de corte) PA' [ELA’ [ETA® |total
Kappler et al | 183 EIA (comercial) No colon. (37%) |64/99 |53/100 |73/96 |86/96
2006 ¥ Exotoxina A (>1/500) | Intermitentes

Proteasa alcalina (15%)

(>1/500) Cronicos (48%)

Elastasa (>1/500)
Tramper et al | 220 EIA (comercial) No colon. (31%) |[48/97 |65/89 65/81 -
2006 Exotoxina A (>1/35) Intermitentes

Proteasa alcalina (>0) |(27%)

Elastasa (>0) Cronicos (42%)
Ratjen et al 375 EIA (no comercial) No colon. (53%) | 85/97 |76/97 72/97 |93/93
2007 ¥ Exotoxina A (>1/1000) |Intermitentes

Proteasa alcalina (3%)

(>1/285) Cronicos (44%)

Elastasa (>1/300)
Da Silva et al. | 87 EIA (no comercial) No colon. (16%) [47/94 | 63/100 |33/100 | 69/94
2007 ¥ Exotoxina A (>1/1000) | Intermitentes

Proteasa alcalina (20%)

(>1/285) Cronicos (51%)

Elastasa (>1/300)

TPA = Proteasa alcalina, ELA = Elastasa, ETA = Exotoxina A
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Las divergencias en los resultados de estos trabajos no pueden explicarse solo por las
distintas técnicas y antigenos empleados si no que pueden ser atribuibles a la utilizacion de
diferentes puntos de corte para definir los resultados positivos y a diferencias en los criterios
para definir los grupos de pacientes segun el estadio de colonizacion pulmonar por
P.aeruginosa. Algunos autores utilizan el criterio mas cldsico que valora los resultados de los
cultivos en un periodo de 6 meses, mientras que otros utilizan periodos mas largos entre 1-3
afios. Por otra parte, los puntos de corte basados unicamente en pacientes infectados
cronicamente pueden no ser representativos de la poblacion general de pacientes con FQ y
utilizar puntos de corte elevados hace que no se valoren titulos bajos de anticuerpos que

pueden ser relevantes durante la infeccion inicial por P.aeruginosa.

Por tanto, son necesarios estudios prospectivos y longitudinales para establecer si la
determinacion regular del titulo de anticuerpos frente a P.aeruginosa en los pacientes sin
aislamiento previo de P.aeruginosa o en los que tienen aislamientos intermitentes tendria
valor prondstico. 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 a pesar del resultado negativo de los cultivos y algunos autores recomiendan
tratar ain en ausencia de aislamiento de la bacteria 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, mientras que la ausencia de anticuerpos o un titulo

bajo se correlacionaria con el éxito en su eliminacion.

Una vez diagnosticada la infeccidon inicial, la determinacion regular del titulo de
anticuerpos puede ser de utilidad para estudiar la respuesta al tratamiento precoz con
antibidticos. Se han encontrado descensos significativos frente a ETA 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
diagnostico de infeccidn cronica, la deteccion de anticuerpos frente a P.aeruginosa
probablemente 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 podria tener valor

pronostico
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En resumen, la determinacién de anticuerpos anti- P. aeruginosa en pacientes con FQ
podria dar informacion sobre una infeccidn previa no detectada mediante el cultivo
convencional. Los anticuerpos pueden permanecer detectables durante meses debido a su
prolongada vida media con lo que se amplia el periodo durante el que la prueba es positiva.
Asi mismo, existen datos sobre su uso potencial en el seguimiento de los pacientes tras una

terapia de erradicacion.

Por otra parte, las técnicas de deteccion de anticuerpos anti P.aeruginosa podrian ser
de utilidad en otras situaciones distintas a los pacientes con FQ. La evolucion de algunos
pacientes con bronquiectasias no afectos de FQ, si tenemos en cuenta los resultados del
control bacteriologico del esputo, es similar a la observada en los pacientes con FQ. En un
primer periodo se aislan principalmente H.influenzae, S.aureus o S.pneumoniae en el esputo.
Le sigue un segundo periodo en el que el principal agente implicado es P.aeruginosa, que
acabara infectando cronicamente al paciente en la mayoria de los casos (1). Una hipdtesis
plausible es suponer que, al igual que ocurre en la FQ, en pacientes con bronquiectasias sin
FQ la produccién de titulos elevados de anticuerpos anti-P.aeruginosa desempeiie un papel
importante en la etiopatogenia de la infeccién cronica por P.aeruginosa. *. La mayoria de
pacientes con bronquiectasias sin fibrosis quistica son personas mayores, y se presentan los
mismos problemas para realizar un estudio microbioldgico completo, aparte de que no suelen
realizarse controles con tanta frecuencia. También en infecciones graves por P.aeruginosa
como septicemia, osteitis o neumonia se han demostrado titulos crecientes de anticuerpos

frente a exotoxina A o fosfolipasa C en casi un 70% de los pacientes *°.
1.2.7. Deteccion del DNA de P. aeruginosa en muestras respiratorias

Aunque el cultivo es la técnica utilizada habitualmente para la deteccion de
P.aeruginosa, en pacientes con tratamiento antimicrobiano o con baja carga bacteriana, el
cultivo puede ser negativo o pueden ser necesarios varios dias hasta conseguir el aislamiento
de la bacteria y su identificacion. La utilizacion de técnicas moleculares puede evitar las
limitaciones asociadas al cultivo convencional aumentando la sensibilidad ya que puede

detectar microorganismos incapaces de crecer en el cultivo. Por el contrario, las técnicas
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moleculares no distinguen entre bacterias vivas y muertas y pueden detectar bacterias

eliminadas con tratamientos antimicrobianos anteriores.

El limite inferior de deteccion de las técnicas de biologia molecular es mas bajo que
el cultivo y en general presentan una alta sensibilidad aunque se desconoce si esto ofrece
ventajas potenciales en cuanto a disminuir la morbilidad y mortalidad asociadas a la
colonizacion por P.aeruginosa. La deteccion de ADN a partir de muestras respiratorias es
simple y no se ve afectada por la viabilidad de las bacterias, la competencia por los nutrientes
o la presencia de sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano. A la vez puede permitir
una identificacion de P.aeruginosa mas rapida ya que podria realizarse directamente a partir

de las muestras respiratorias.

Las técnicas de hibridacidn in situ como FISH (Fluorescent in situ hybridization) se
han utilizado *° para la deteccion de los principales patogenos (P.aeruginosa, S.aureus,
H.influenzae, B.cepacia, Burkholderia spp. y S.maltophilia) en pacientes con FQ. Estas
técnicas presentan buena especificidad pero una sensibilidad menor que la del cultivo, ya que
requieren alta densidad de colonizacion, superior a 4x10° UFC/ml, para dar un resultado

positivo. Es por tanto mejor utilizar técnicas de amplificacidon con una mayor sensibilidad.

Las técnicas moleculares de amplificacion del DNA como la PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa) tienen la capacidad de detectar e identificar microorganismos
mediante la amplificacién de secuencias tnicas de un microorganismo particular por lo que
tienen gran especificidad. Ademas presentan una sensibilidad muy alta ya que son capaces de
detectar entre 10> UFC/ml °'* y 8x10° UFC/ml * en el caso de P.aeruginosa dependiendo

de las técnicas utilizadas.

Principales dianas utilizadas en la deteccion del DNA de P.aeruginosa. Entre los
genes que se han utilizado con mayor frecuencia como diana para este microorganismo se

encuentran:

- El gen que codifica la subunidad 16S del ARN ribosomico. La

amplificacion por PCR de los genes ribosomales seguida de la posterior
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secuenciacion y comparacion con bases de datos, se han utilizado para
identificar practicamente todos los microorganismos y ha permitido identificar
nuevas especies. Se utiliza fundamentalmente para la identificacion de
gérmenes previamente aislados por cultivo.

- El gen groES. Codifica una proteina de choque térmico y permite detectar
Pseudomonas spp. y posteriormente diferenciar P.aeruginosa por el patrén de
RFLP

- El gen oprl. Codifica una lipoproteina de membrana externa implicada en el
sistema de expulsidn activo y en la permeabilidad. Estd muy conservado entre
los diferentes miembros del género Pseudomonas pero no es especifico de
P.aeruginosa

- El gen oprL. Codifica una lipoproteina de membrana externa y es especifico
de P.aeruginosa incluidas las colonias no pigmentadas y las mucoides

- El gen algD. Codifica la GDP manosa deshidrogenasa (Guanosina diphospho-
D-manosa dehydrogenase) que interviene en el metabolismo de la manosa y es
necesaria en la sintesis de alginato

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

- El gen ecfX. Codifica un factor implicado en la transcripcion que es
especifico de P.aeruginosa, y puede tener un papel en su virulencia.

- El gen gyrB, que codifica la subunidad B de la DNA gyrasa. El enzima esté
formado por dos subunidades. La A separa y vuelve a unir el DNA; la B
cataliza la hidrélisis del ATP. El enzima forma un tetramero A2B2. Se puede

amplificar exclusivamente en P.aeruginos, utilizando cebadores especificos

Principales técnicas utilizadas en la deteccién del DNA de P.aeruginosa. Se han

publicado diferentes técnicas de PCR para la deteccion e identificacion de P.aeruginosa

utilizando estas dianas. La mayoria se han valorado usando cepas de referencia o aisladas por

cultivo a partir de muestras clinicas o ambientales. En muy pocos estudios se han presentado

datos obtenidos analizando directamente muestras clinicas sin cultivo previo. Los resultados

se resumen en la Tabla-1.2.7.1.
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Tabla-1.2.7.1. Técnicas de PCR descritas para la deteccion e identificacion de P.aeruginosa

Estudio Tipo Genes diana Numero cepas Tipo cepas ' Sensibilidad /
técnica (tamafio amplicon) y/o muestras  y/o muestras Especificidad
Khan et al PCR toxA (396 pb) 165 cepas 95PA/350tras Pno PA/ 96 %/ 100%
1994 * convencional 35 otros BGN
De Vosetal PCR oprL (504 pb) 20 cepas/ PA/ otra P/ otros BGN  100% / 100%
1997 multiplex 82 muestras B. cutanea/esputo 100% / 74% *
convencional
Da Silva etal PCR algD (520 pb) 202 cepas 182PA/ 20otras Pno PA  100% / 100%
1999 % convencional 15 muestras 8 pos PA/ 7 pos otros 87,5% / 85,7%"
Qin et al PCR oprl (330 pb) 204 cepas 113 PA/ 91 no PA 100% / 99%
2003 * tiemporeal  algD (520 pb) 81% / 100%
toxA (367 pb) 95;5% / 100%
gyrB (222 pb) 100% / 100%
Xu et al PCR oprL (504 pb) 57 muestras 30 esputo pos PA / 83%/67%*
2004 *® convencional foxA (367 pb) 27 esputo neg PA 73% / 89% *
Spilker et al PCR 16S rDNA (956pb) 85 cepas 14 PA/ 28 P no PA/ 100% / 100%
2004 °° convencional 43 otros BGN
Lavenir etal PCR 16S rDNA (956pb) 74 cepas 59 PA/15PnoPA 100% / 94%
2007 %7 convencional oprL (504 pb) 100% / 86%
toxA (367 pb) 95% / 100%
gyrB (222 pb) 100% / 100%
ecfX (528pb) 100% / 100%
Motoshima PCR gyrB (222 pb) 224 cepas 104 PA/120PnoPA  100% / 100%
et al tiempo real 108 muestras ~ Esputos 54 pos PA 100% / 96,4%
2007 '
Anuj et al PCR 16S rDNA (956pb) 91 cepas 64PA /27 no PA 100% / 92,6%
2009 ' convencional oprL (504 pb) 100% /85,2%
y tiempo real  zoxA (396 pb) 98,4% /100%
gyrB (222 pb) 100% / 100%
ecfX (63pb) 100% / 100%
Deschaght et PCR oprL (504 pb) 852 muestras  Esputos, EF 90% / 85% *
al 2010 ' tiempo real 755 cu pos/ 98 cu neg
Loganetal PCR algD (130 pb) 2099 muestras 851 esputos 94,4% / 94,6%
2010 ' multiplex gyrB (100 pb) 1248 EF
tiempo real
McColloch  PCR 23S rDNA (-) 542 muestras 500 EF 100% / 94,1%*
et al tiemporeal  P.aeruginosa 42 esputo 100% /50% *
2011 '

" PA = P.aeruginosa, P no PA = Pseudomonas no P.aeruginosa, BGN= Bacilos Gram negativos,
EF = exudado faringeo
? respecto al resultado del cultivo

Utilizando PCR y cepas previamente identificadas se obtiene entre 81 y 100% de

sensibilidad con una especificidad del 85 al 100% dependiendo de la region amplificada y de

los cebadores utilizados

91, 93-97, 100, 101

. Uno de los mejores resultados en cepas previamente

aisladas por cultivo, con sensibilidad y especificidad del 100%, se obtiene con la

amplificacion del gen gyrB que genera el amplicon de menor tamafio con 222 pares de

bases

95,97, 100. 101
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En las publicaciones en las que se han valorado las técnicas de PCR directamente en
muestras utilizando los resultados del cultivo convencional como técnica de referencia, se
han hallado sensibilidades del 73 al 100% con especificidades del 67 al 899, °'%398-100:102103,
La especificidad es mayor cuando la comparacidn se basa en cepas claramente caracterizadas
que cuando se compara con los resultados del cultivo convencional. La baja especificidad
calculada debida a los resultados positivos de PCR con cultivo negativo podria atribuirse a
falsos positivos de las técnicas de PCR por contaminacion o amplificaciones inespecificas.
La contaminaciéon con amplicones procedentes de PCR anteriores es poco probable si se
respectan las buenas précticas del laboratorio molecular y se incluyen controles negativos y
es aun mas dificil que ocurra utilizando técnicas de PCR en tiempo real. La amplificacion
inespecifica de otras bacterias relacionadas se pueden evitar seleccionando dianas especificas
para P.aeruginosa o utilizando mas de una. Es mas plausible atribuir estas discrepancias a
falsos resultados negativos del cultivo por la interferencia de otras bacterias que impide el
crecimiento de P.aeruginosa, por errores en la identificacion fenotipica de los aislamientos,
por la presencia de organismos no viables o porque sea el inicio de la colonizacion que se
detectara posteriormente también en el cultivo convencional. En ninguna de las publicaciones
se presenta el seguimiento posterior de los pacientes excepto en una (98) en la que el 50% de
los pacientes con cultivo negativo y PCR positiva, se demostrd un cultivo positivo posterior
en una media de 4,5 meses después. Asi pues, las técnicas moleculares podrian permitir

detectar la colonizacion por P.aeruginosa antes que el cultivo convencional.

Actualmente las técnicas de PCR mads interesantes por sus ventajas para adaptarla a la
practica asistencial son las técnicas de PCR en tiempo real, una variante de la reaccion en
cadena de la polimerasa que permite realizar la amplificacién y deteccion del DNA
amplificado simultaneamente. Para ello emplea, del mismo modo que la PCR convencional,
el ADN que queremos amplificar y que utilizara como molde, los dos cebadores especificos,
los cuatro desoxinucledtidos trifosfato (dANTPs), un tampon de reaccion adecuado, y una
ADN polimerasa termoestable. Las diferencias estriban en que a la mezcla de reaccion se
aflade ademas un fluorocromo o fluor6foro que permitira ir marcando las moléculas de DNA
que se vayan sintetizando y que la reaccion se lleva a cabo en un termociclador con sensores
para medir la fluorescencia que se va generando y que sera proporcional al DNA formado. La

medicion de fluorescencia se realiza en cada ciclo de amplificacion por lo que la técnica
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recibe la denominacion de PCR en tiempo real por contraposicion a la PCR convencional en
la que la deteccion del DNA amplificado se realiza al finalizar la amplificacion y por tanto es

una PCR a “tiempo final”.

Las técnicas de PCR en tiempo real se pueden clasificar seglin se realice el marcado
del ADN amplificado utilizando sondas moleculares unidas a fluoréforos, especificas de la
secuencia amplificada o bien con fluorocromos no especificos. Las primeras utilizan un
oligonucleotido marcado fluorescentemente (sonda), complementario de una zona intermedia
del amplicén y que emite fluorescencia unicamente cuando la sonda ha hibridado con el
ADN diana que es sintetizado durante la reaccion de PCR. En las técnicas de PCR en tiempo
real que emplean fluorocromos no especificos, éstos se unen inespecificamente al ADN de
doble cadena que se va sintetizando exponencialmente durante la PCR. Posee la ventaja de
requerir solo el par de cebadores para efectuar la amplificacion sin necesidad de utilizar
sondas marcadas, lo que abarata su coste; por contra, so6lo es posible amplificar un producto
en cada reaccion. El colorante mas empleado es el SYBR Green, que, cuando es excitado
mediante luz azul (Amax = 488 nm) emite luz verde (Amax = 522nm) que es detectada por el
sensor de fluorescencia del termociclador. Cuando se utiliza SYBR Green, es posible
identificar los fragmentos de DNA amplificados a partir de la temperatura de fusion
(Tm=melting Temperature), que es especifica para cada fragmento amplificado. La
temperatura de fusion se obtiene a partir de la curva de disociacion del DNA amplificado
que puede realizarse al final de protocolo de PCR en tiempo real sin necesidad del posterior
empleo de técnicas de electroforesis para la visualizacion y célculo del tamafio de la banda

que se realiza en la técnica de PCR convencional.

Ademas, mediante PCR en tiempo real es posible cuantificar el ADN amplificado si
se dispone de estandares con un numero de copias conocidas del DNA que se quiere
amplificar en concentraciones decrecientes y que se amplifican en las mismas condiciones
que las muestras. Para cada concentracion de estdndar y muestra se determina el ciclo umbral
(CT = Cycle Threshold), es decir el primer ciclo en que sobrepasa el umbral de deteccion de
fluorescencia y por tanto, en el que se considera positiva la prueba. Para que la recta de

calibrado sea lineal, se representan los valores de los CT de cada estandar frente al logaritmo
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de su concentracidon. De este modo, cuando una muestra es positiva y por tanto se conoce su
CT se puede extrapolar en la recta de calibracion la concentracion del DNA inicial presente

en la muestra.

Antes de aplicar estas técnicas con finalidad diagndstica necesitan ser validadas (99)
en muestras clinicas ya que los escasos resultados publicados se han obtenido con cepas
previamente aisladas por cultivo. Ademas, para estudiar la relevancia clinica de los hallazgos
obtenidos por estas técnicas en pacientes con FQ son necesarios estudios longitudinales con

muestras respiratorias que sean analizadas simultdneamente por PCR y cultivo convencional.
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2.

OBJETIVOS
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Justificacion del estudio

La baja sensibilidad del cultivo del exudado faringeo en pacientes pediatricos con FQ
incapaces de expectorar, hace necesario valorar técnicas complementarias al cultivo
convencional para mejorar el seguimiento microbiologico de la colonizacion por

P.aeruginosa.
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Hipatesis
1- Para la deteccion de la colonizacion por P.aeruginosa en pacientes con FQ en los
que no se pudiera obtener muestra de esputo, la utilizacion de técnicas de biologia molecular

para detectar la presencia del DNA de P.aeruginosa en muestras de exudado faringeo

mejoraria la sensibilidad frente al cultivo convencional.

2- La determinacion del titulo de anticuerpos especificos frente a P.aeruginosa en
pacientes con FQ seria un complemento util al cultivo convencional mejorando la
sensibilidad en la deteccion precoz de la colonizacidon por este microorganismo sobre todo en
pacientes en los que no se pueden obtener muestras de esputo. En los pacientes sin
aislamiento previo de P.aeruginosa, un aumento del titulo de anticuerpos durante el
seguimiento indicaria colonizacion por P.aeruginosa a pesar del resultado negativo de los
cultivos. En los pacientes con aislamientos de P.aeruginosa, un titulo elevado de anticuerpos
indicaria fracaso en la erradicacidon de la bacteria, mientras que la ausencia de anticuerpos o

un titulo bajo se correlacionaria con el éxito en su eliminacion.
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El objetivo principal del estudio ha sido evaluar los resultados de tres técnicas
microbioldgicas: el cultivo convencional, la deteccion del DNA de P.aeruginosa y la
deteccion de anticuerpos especificos anti P.aeruginosa en el diagnostico y seguimiento de la
colonizacion respiratoria por P.aeruginosa en pacientes pedidtricos con FQ, atendiendo
especialmente al diagnostico en tres situaciones, pacientes no colonizados, pacientes con

colonizacion actual, y pacientes con colonizacion cronica.

Los objetivos pormenorizados del estudio han sido:

1. Poner a punto técnicas de PCR en tiempo real para la deteccion cuantitativa
del DNA de P.aeruginosa en muestras de frotis faringeo. Seleccionar las técnicas con

mejores resultados.

2. Seleccionar y valorar distintos puntos de corte de las técnicas cuantitativas de
PCR en tiempo real para la deteccion del DNA de P.aeruginosa en el diagndstico de la

colonizacion por este microorganismo.

3. Reevaluar las técnicas de deteccion de anticuerpos—frente a tres antigenos
(Exotoxina A, Proteasa alcalina y Elastasa) de P.aeruginosa ya utilizados para el diagnostico
de la colonizacion crdnica por este microorganismo. Seleccionar y valorar distintos puntos de
corte para mejorar su capacidad para el diagndstico de la colonizacién tanto inicial o

intermitente, como cronica.

4- Recoger los datos del seguimiento microbiolégico habitual durante un periodo
minimo de 10 afios antes y 2 afios después de la cada una de las muestras incluidas en el
estudio. Estos datos se han utilizado para la clasificacion del estadio de colonizacién por

P.aeruginosa.

5 Analizar y comparar los resultados obtenidos mediante la deteccion del DNA
de P.aeruginosa con la deteccion de anticuerpos y los resultados del cultivo convencional.

El trabajo ha incluido dos partes:

1. Analisis de los resultados de las muestras de pacientes con situacion estable

microbioldgicamente en diferentes estadios de colonizacion por P.aeruginosa para la puesta
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a punto de las técnicas y poder establecer los mejores puntos de corte para diferenciar

pacientes colonizados y no colonizados y pacientes con y sin colonizacion crdnica.

2. Analisis de los resultados de las distintas técnicas en el diagndstico de la
colonizacion por P.aeruginosa en pacientes para los que existia un periodo minimo de dos

afios de seguimiento.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Muestras analizadas

Se han analizado 817 muestras de 128 pacientes atendidos en la unidad de Fibrosis
Quistica del Servicio de Neumologia Pediatrica del Hospital Universitario Vall d’Hebron de
Barcelona a los que se les habia realizado deteccion de anticuerpos frente a P.aeruginosa.
Dentro del seguimiento microbiologico habitual y coincidiendo con la recogida de la muestra
de sangre para la deteccidon de anticuerpos, se realizaba cultivo convencional en muestra de
exudado faringeo que se utilizd también para la deteccion del DNA de la bacteria. Se han
recogido los resultados del cultivo microbioldgico de todas las muestras respiratorias
analizadas en el seguimiento habitual durante los 10 afios anteriores y los dos afios

posteriores a la toma de cada una de las muestras incluidas en el estudio.

Para definir el estadio de colonizacidon por P.aeruginosa se han utilizado los criterios
de Leeds’'. Basandose en estos criterios, se han definido como no colonizado por
P.aeruginosa cuando no se hubiera aislado este germen en las muestras respiratorias
cultivadas durante el periodo de un afio. Los no colonizados se han diferenciado entre nunca
colonizados, si nunca habian presentado ninglin aislamiento de P.aeruginosa; no colonizados
con antecedentes de colonizacion inicial, cuando hubieran tenido un primer aislamiento de
P.aeruginosa sin aislamientos posteriores positivos o bien con aislamientos separados por
periodos superiores a un afio; y no colonizados pero con antecedentes de colonizacion previa
intermitente o cronica. Se han definido como colonizados intermitentemente cuando el 50%
o menos de los cultivos realizados durante el periodo de un afio hubieran sido positivos a
P.aeruginosa con al menos un cultivo positivo. Se ha considerado como colonizacion cronica
cuando mas del 50% de los cultivos hubieran sido positivos durante un afio. Estos criterios se

resumen en el Tabla-3.1.1.
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Tabla-3.1. 1.Definicion de los estadios de colonizacion

Estadio de colonizacion Resultado de los cultivos de las muestras respiratorias
durante el afio previo o posterior a la toma de la muestra

Sin Nunca Todos los cultivos negativos para P.aeruginosa.
colonizacion | colonizados | gip antecedentes de aislamiento previo
actual —
Colonizacién | T4dos Jos cultivos negativos para P.aeruginosa.
inicial Con antecedentes de un primer cultivo positivo para
P.aeruginosa sin aislamientos positivos posteriores.
Un nuevo cultivo positivo después de mas de 1 afio de
cultivos negativos se ha considerado un nuevo episodio de
colonizacion inicial
Colo.mzacwn Todos los cultivos negativos para P.aeruginosa.
previa Con antecedentes de colonizacion previa intermitente o
cronica

Colonizacion intermitente : " .
<50% de todos los cultivos positivos para P.aeruginosa con

al menos un cultivo positivo

Colonizacion cronica . .\ .
>50% de todos los cultivos positivos para P.aeruginosa

3.1.1 Muestras de pacientes estables microbiologicamente

En el estudio para seleccionar los puntos de corte Optimos se han incluido 116
muestras de suero y exudado faringeo de otros tantos pacientes con situacion estable
microbioldégicamente respecto a la colonizacion por P.aeruginosa. En los 12 pacientes de los
que no se incluyeron muestras, en 6 no se disponia de suficiente seguimiento previo y/o
posterior a la obtencion de las muestras, 5 no tuvieron ningin periodo de estabilidad
microbioldgica entre el periodo de un afio anterior y posterior a la obtencion de ninguna de
las muestras y un caso era portador de una tUnica mutacion de FQ con prueba del sudor

normal y se excluyd.

Se ha definido como situacidon estable el que no hubiera cambiado el estadio de
colonizacion por P.aeruginosa durante el afio previo y posterior a la obtencion de las
muestras incluidas en el estudio. Se ha incluido la primera muestra en la que se cumplia esta

condicion para cada uno de los pacientes. De esta forma se ha intentado conseguir una
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separacion mas clara entre muestras de pacientes no colonizados, con colonizacion
intermitente y con colonizacion croénica al valorar un periodo de dos afios con una situacion
estable durante este tiempo. Las muestras de pacientes no colonizados se han dividido a su
vez en tres grupos segun nunca se hubiera aislado P.aeruginosa, tuvieran antecedentes de
colonizacion inicial o tuvieran antecedentes de haber estado con anterioridad colonizados

intermitente o cronicamente por P.aeruginosa.

Siguiendo estos criterios las 116 muestras se han distribuido en 5 grupos:
-Grupo 1: 24 muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa.

-Grupo 2: 27 muestras de pacientes sin colonizacion actual por P.aeruginosa con

antecedentes de colonizacion inicial

-Grupo 3: 22 muestras de pacientes sin colonizacidon actual por P.aeruginosa con

algtin periodo anterior de colonizacidn intermitente o cronica.
-Grupo 4: 26 muestras de pacientes con colonizacion intermitente por P.aeruginosa.

-Grupo 5: 17 muestras de pacientes con colonizacion cronica por P.aeruginosa.

Para la inclusién de las muestras, se requirié que se hubiera realizado un periodo de
control microbioldgico minimo de un afio previo y posterior a la obtencion de las muestras de
suero y exudado faringeo utilizadas en el estudio. Asi mismo, se requirido que este periodo de
seguimiento microbioldgico se hubiera realizado con un minimo de tres cultivos de muestras
de esputo o exudado faringeo valorables anuales, separados al menos por un mes. La tnica
excepcion la han constituido las muestras de pacientes que por su edad inferior a un afio, no

tenian un afio de seguimiento previo a la toma de las muestras.

3.1.2 Muestras de pacientes con seguimiento durante 24 meses

Se han incluido 471 muestras de suero y exudado faringeo de 68 pacientes a los
cuales se les habia realizado seguimiento seroldgico durante un minimo de 24 meses. Los

criterios para la inclusion fueron:
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1- Un periodo de control microbioldgico minimo de un afio previo y posterior a
la primera y ultima muestras incluidas en el periodo de seguimiento analizado, con un
minimo de tres cultivos de muestras de esputo o exudado faringeo valorables anuales en el
seguimiento microbiolégico habitual, separados al menos por un mes. La unica excepcion la
han constituido la primera muestra incluida en el estudio de los pacientes que por su edad

inferior a un afio, no tenian un afio de seguimiento previo.

2- Minimo 4 determinaciones de anticuerpos y 4 muestras simultdneas de
exudado faringeo para cultivo y deteccion del DNA de la bacteria durante los dos afios de

seguimiento analizado.

Se han analizado dos grupos:

-Grupo A, 231 muestras pertenecientes a 33 pacientes sin aislamiento de
P.aeruginosa por cultivo durante los 24 meses de seguimiento analizado.

-Grupo B, 240 muestras pertenecientes a 35 pacientes con aislamiento de

P.aeruginosa por cultivo durante los 24 meses de seguimiento analizado.

3.2. Procesamiento de las muestras y controles

Las muestras respiratorias para cultivo convencional se habian procesado de la forma
habitual en el laboratorio de microbiologia. Las muestras de esputo se homogenizaron con N-
acetil cisteina previamente al cultivo. Las muestras de exudado faringeo se sembraron
directamente. Las muestras se sembraron en agar macConkey se incubaron durante 48 horas
a 37°C mientras que el agar sangre y agar chocolate se incubaron en atmosfera con un 5% de
CO,. Las placas se leyeron a las 24 y 48 horas y los microorganismos aislados se

identificaron mediante métodos convencionales.

Para la realizacion de las técnicas de PCR, las muestras de exudado faringeo se
resuspendieron en 1 ml de suero fisiologico estéril. La extraccion y purificacion de los acidos
nucleicos de las suspensiones estandares de P.aeruginosa y de las muestras de exudado
faringeo se realizO mediante el sistema EasyMag® de bioMerieux, siguiendo las

instrucciones del fabricante. Se ha utilizado un volumen de muestra de 500 ul y un volumen

80



de elucion de 25 pl. Los eluidos se conservaron a -20°C hasta la realizacion de las técnicas de

PCR.

Las muestras de sangre para la deteccion de anticuerpos frente a P.aeruginosa se
habian obtenido y procesado de la forma habitual. La sangre sin anticoagulantes se centrifugo
a 3000xg durante 10 minutos para la separacion del suero. El suero se conservd a -20° C

hasta su analisis.

3.3. Deteccion de P.aeruginosa por PCR en tiempo real.

Se han utilizado cuatro secuencias genéticas ya publicadas previamente para la
identificacion de P.aeruginosa pertenecientes a los genes oprl (OPR), algD (VIC), toxA
(ETA) y gyrB (Subunidad B de la DNA girasa).

Los cebadores liofilizados se rehidrataron en H,O a una concentracion inicial de
100uM segun la informacion aportada por el fabricante. A partir de ella se prepara la

solucion de trabajo de concentracion 10 pM.

Los cebadores utilizados y el tamafio tedrico del amplicon generado aparecen en la

Tabla-3.3.1 junto con la temperatura de hibridacion utilizada en la PCR.

Tabla 3.3.1. Caracteristicas de la PCR en tiempo real utilizada para la deteccion de
P.aeruginosa

Gen diana | Cebadores utilizados Tamafio Temperatura
teorico hibridacion
amplicon cebadores

OPR-1 GCT CTG GCT CTG GCT GCT o
oprl (OPR) | (pr > AGG GCA CGC TCG TTA GCC 330 pb S8°C
VIC-1 TTC CCT CGC AGA GAA AAC ATC .
algD (VIC) | 10 cCT GGT TGA TCA GGT CGA TCT 520 pb S8°C
ETA-1 GAC AAC GCC CTC AGC ATC ACC AGC .
toxA ETA-2 CGC TGG CCC ATT CGC TCC AGC GCT 367 pb 68°C
gyrPA-398 CCT GAC CAT CCG TCG CCA CAA C o
grB gyrPA-620 CGC AGC AGG ATG CCG ACG CC 222 pb 68°C
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Para la reaccion de PCR se utilizé el reactivo Quantitect® SYBR® Green PCR de

Qiagen que contiene los componentes que se indican en la tabla 3.3.2

Tabla-3.3.2. Composicién reactivo Quantitect® SYBR® Green PCR

Reactivo Componente

2x Quantitect SYBR® Green PCR -HotStar Taqg DNA polymerase

master mix -QuantiTectSYBR Green PCR Buffer (Tris-Cl, KCl,
(NH4)2SO4, 5SmM MgCl,, pH 8,7)
-dANTP mix
-SYBR Green | and ROX

RNase-free water H,O ultra pura para PCR

La reaccion de PCR se realizo en un termociclador de tiempo real SmartCycler de la
marca Cepheid siguiendo el protocolo que se indica en la Tabla-3.3.3 con la tnica diferencia
que para los pares de cebadores OPR-1/OPR-2 y VIC-1/VIC-2 se utilizé una temperatura de
hibridacion de 58° C y para ETA-1/ETA-2 y GyrPA-398/GyrPA-620 se utilizé la de 68° C.
El protocolo incluye la identificacion de los productos de amplificacion mediante el analisis

de las curvas de disociacion del DNA para el célculo de la temperatura de fusion.

Tabla-3.3.3. Protocolos de amplificacion para la PCR en tiempo real

N° Tiempo Temperatura Captura
Ciclos fluorescencia
1 900 s 95° C (activacion ) NO

30s 94° C (desnaturalizacion) NO
40 30s 58° C ' /68°C * (hibridacion) NO

30s 72° C (extension) SI
1 300 72° C (extension) NO
1 0,1° C /segundo 65-95° C (Analisis de la curva de NO

disociacion del DNA)

" 58°C para OPR1/OPR2 y VIC1/VIC2
? 68°C ETA-1/ETA-2 y GyrPA-398/GyrPA-620

La mezcla de reaccion se prepard segun se indica en la Tabla-3.3.4 para un volumen
final de 25 pl por reaccion, afiadiendo a los 20 pl de mezcla de reaccion 5 pl de la muestra

extraida.
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Tabla-3.3.4. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR en tiempo real

Reactivo Concentracion | Concentracion Volumen Volumen
trabajo Final 1 tubo 16 tubos

2x Quantitect SYBR 2x 1x 12,5 pl 200 pl

Green

PCR master mix

Cebador 5’ 10 uM 0,5 uM 1,25 pul 20 pl

Cebador 3’ 10 uM 0,5 uM 1,25 pl 20 ul

RNase-free water - - Sul 80 ul

TOTAL - - 20ul 20ul/ tubo

El tamafio de los amplicones generados en las técnicas de PCR, se estim6 mediante
el sistema MCE-202 MultiNA (Shimadzu Corporation, Japan) de electroforesis capilar,
utilizando el reactivo para analisis de DNA de tamafio comprendido entre 100 y 1000 pares

de bases (pb).
3.4. Preparacion de estaindares para la PCR cuantitativa en tiempo real

Para realizar las técnicas de PCR de forma cuantitativa se prepararon estandares con
un namero conocido de UFC de P.aeruginosa/ml. Para ello, colonias de P aeruginosa
aisladas por cultivo de 24 horas en agar McConkey se resuspendieron en 1 ml de suero
fisiologico estéril y se diluyeron hasta obtener una concentracidon McFarland de 0,5
(equivalente a 1,5 x10* UFC/ml). Se realizaron diluciones seriadas en suero fisiologico estéril
1/10 a 1/10° para comprobar el recuento real. Como indculo, 10 pl de cada dilucién se
sembraron, por triplicado, en agar Mac Conkey. Las placas se incubaron durante una noche a
37° C y las colonias se contaron para estimar el numero de unidades formadoras de colonias

(UFC)/ml en cada dilucion.

Los estandares se trataron igual que las suspensiones de los exudados faringeos de los
pacientes y se realizd extraccion de acidos nucleicos a partir de 0,5 ml de suspension y
elucion en 25 pl. En la Tabla- 3.4.1 se detallan los estandares preparados y su concentracion

expresada en UFC/ml y en el correspondiente logaritmo.

83



Tabla-3.4.1. Estandares de P.aeruginosa usados en las técnicas de PCR

N° estandar DILUCION N°UFC/ml LogioN°UFC/ml
8 1 (McFarland=0,5)" 0,5-1x10° 8
7 10" 0,5-1x10’ 7
6 107 0.5-1x10° 6
5 10° 0,5-1x10° 5
- 10 0.5-1x10°* 4
3 10° 0,5-1x10° 3
2 10° 50-100 2
1 107 5-10 |
0 10 0-1 0

00 107 0 0

' Para un valor teérico de 0,5 = 1,5X10% UFC/ml

Puesto que las muestras de exudado faringeo se resuspendieron en 1 ml de suero
fisiolégico, la concentracion de unidades formadoras de colonias /ml se corresponderian con

las unidades formadoras de colonias por muestra.
3.5. Deteccion de anticuerpos anti- P.aeruginosa por enzimoinmunoanalisis

Para la deteccion de anticuerpos IgG anti-P.aeruginosa se habia utilizado el equipo
de reactivos anti-Pseudomonas aeruginosa IgG EIA de Mediagnost” (Reutlingen, Alemania)
distribuido en Espafia por IZASA (referencia 569E15). El equipo contiene 3 placas de 96
pocillos recubiertos con uno de los tres antigenos elastasa (ELA), proteasa alcalina (PA) y
exotoxina A (ETA) de P. aeruginosa. Las muestras de suero se ensayaron a la dilucion 1/100

y 1/1000. Las muestras de suero con titulos > 1/3500 se ensayaron a la diluciéon 1/10000.

El manual de la técnica define los titulos de anticuerpos iguales o superiores a 1/1250
como positivos para el diagndstico de la colonizacion créonica. Contempla también una zona
gris o positiva limite para los titulos de anticuerpos iguales o superiores a 1/500 pero
inferiores a 1/1250. Para el célculo del titulo de anticuerpos de los sueros, se incluyeron en
cada ensayo: tres sueros controles positivos (PK), cada uno de ellos reactivo frente a uno de los

tres antigenos, con un titulo de 1/2500 (factor de titulacion 2,5); un suero control (KS), reactivo
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frente a los tres antigenos, con un titulo de 1/1000 (factor de titulacion 1,0) y un control negativo

(NK) no reactivo frente a los tres antigenos (factor de titulacion 0,0), todos ellos facilitados por

el fabricante.

Para la realizacion del EIA se utilizaron los reactivos, asi como el material y aparatos

adicionales y el protocolo que se detallan a continuacion:

Reactivos

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

2. Conjugado: anti-IgG humana conjugada con peroxidasa. Usar diluido 1/100 con tampdn de
dilucién.

3. Tres controles positivos, cada uno de ellos reactivo frente a uno de los tres antigenos con un
titulo de 1/2.500 (factor de titulacién = 2,5)

4.  Suero control, reactivo frente a cada uno de los tres antigenos con un titulo de 1/1000 (factor
de titulacién = 1,0)

5. Suero control negativo, no reactivo frente a ninguno antigenos (factor de titulacion =0,0)

6. Tampon de dilucion (PBS).

7. Tampon de lavado. Para utilizar diluido 1/20 con agua destilada.

8. Substrato (TMB).

9. Solucion de parada (0,2 M H,SOy).

Material y equipo adicional

1. Agua destilada.

2. Incubador de 37° C.

3. Pipetas con puntas desechables.

4. Espectrofotémetro (Microplate reader 2001 (Whittaker™) con filtro de 450nm.

Procedimiento operativo

1. Se incluyeron en cada ensayo y para cada antigeno el control positivo, el suero control y el
control negativo. Se ensayaron por duplicado afiadiendo 100 pl de cada uno.

2. Se incluyeron en cada ensayo y para cada antigeno cada uno de los sueros a las diluciones

1/100 y 1/1.000. La dilucién 1/10.000 se ensayd Unicamente en sueros con titulos

superiores a 1/3500.
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Las placas se incubaron durante 2 horas a 37° C.
Las placas se lavaron tres veces con 300 ul de tampon de lavado diluido.

Se afiadieron 100 pl de conjugado diluido en cada pocillo.

3

4

5

6. Las placas se incubaron durante 2 horas a 37° C.

7. Las placas se lavaron tres veces con 300 pl de tampon de lavado diluido

8. Se afiadieron 100 pl de substrato (TMB) en cada pocillo

9. Las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

10. Se afiadieron 100 pl de solucidon de parada.

11. La lectura de en el las placas se realizo espectrofotometro a una longitud de onda de 450

nm con referencia a 690 nm, antes de que transcurrieran 30 minutos.

Calculo del titulo de anticuerpos.

Para el célculo del titulo de anticuerpos se construyd una recta de calibracion (recta de

regresion lineal) con los tres controles de titulo conocido utilizando el programa Excel

Figura-3.5.1. Archivo Excel para el calculo del titulo de anticuerpos

CONTROL NK-PA KS-PA PK-PA NK-ELAKS-ELA PK-ELA NK-ETA KS-ETA PK-ETA
Absorbancia REPLICA 1 o 1088 2753 0047 0521 1896 0047 0348 1,364 PA 1
Absorbancia REPLICA 2 0035 11 2,310 005 058 1531 0035 0401 1151
MEDIA Absobancia 0E 128 2,747 0043 050 1764 004 0375 1258
FACTOR TITULACION 00 10 25 0,0 10 25 00 10 25 A MK-P&
B MK-F&
PA
y=1095x-0,135 cC KS-PA,
s
30 4 R*=0,9938
D KS-PA

= /
20
/ E PE-PA
1.5 + Series|
/ —Lineal {Series 1}
1.0 / ] F PK-PA
a5 " MUESTRA-1
ABSORBANCIA 1650
6 G factor TITULACION 197521

y - T T T T T 1 TITULOD-FPA 198
0000 0500 1000 1500 2000 2500 3000 DIL 1100
n" MUESTRA-Z
ABSODRBANCIA 0457
H factor TITULACION 4632018
TITULO-FPA 463
DIL 111000

La media de absorbancia de los controles se situ6 en el eje de las abscisas (x) y el
correspondiente factor de titulacion para cada control en el eje de las ordenadas (y). De esta

forma se obtuvo la ecuacion de la recta de regresion correspondiente a cada ensayo. Con ella se

86



pudo obtener el factor de titulacién de cada muestra a partir de la absorbancia obtenida en el
ensayo. El titulo final se calculdé multiplicando el factor de titulacién obtenido por la dilucién a la
que se habia ensayado la muestra. Los ensayos con un coeficiente de regresion (R?) inferior a
0,90 se repitieron. En la Figura 3.7.1 se muestra un ejemplo de los calculos en Excel para uno de

los ensayos realizados.
3.6.  Analisis estadistico

En el analisis descriptivo del estudio se compararon las variables cualitativas en
valores absolutos y los correspondientes porcentajes. Las variables cuantitativas por su media
y la desviacion estandar o por la mediana y los cuartales uno (percentil 25%) y tres (percentil

75%) cuando no se alcanzaron los criterios de normalidad.

En el analisis Inferencial se usaron las pruebas del chi cuadrado de Pearson’s o la
prueba exacta de Fisher en la comparacion de las variables cualitativas. Se ha utilizado la
prueba t de Student en el estudio de variables cuantitativas entre dos grupos, o la prueba de la
U de Mann-Whitney cuando no se alcanzaron los criterios de normalidad. En la comparacion
entre tres 0 mas grupos, se utilizo el analisis de la varianza o la prueba de Kruskal-Wallis
cuando no se alcanzaron los criterios de normalidad. El nivel de significacion estadistica
aplicada en todos los casos ha sido a < 0,05. El estudio estadistico se realizd mediante el

programa SPSS Statistics 17.0 para Windows.

Se seleccionaron como puntos de corte 6ptimos los de mayor poder discriminatorio,
calculados mediante curvas ROC. Los resultados de la técnica de enzimainmunoensayo
(ETA) utilizada para la determinacion de los titulos de anticuerpos anti-P.aeruginosa y de la
PCR cuantitativa se han valorado mediante la sensibilidad (S), la especificidad (E), la
exactitud (Ex), y el area bajo la curva ROC que valora la capacidad diagndstica de un test.
Para interpretar las curvas ROC se han utilizado los siguientes intervalos para los valores del
area bajo la curva (AUC): Test malo de 0,5 a 0,59; Test regular de 0,6 a 0,74; Test bueno de
0,75-0,89; Test muy bueno de 0.90 a 0,96 y test excelente de 0,97 a 1. Se han calculado
también los valores predictivo positivo (VPP) y negativo (VPP) de las técnicas para el

diagnostico de la colonizacion tanto actual como crénica.
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4.1. Seleccion de las técnicas de PCR

Para seleccionar la técnica de PCR mas idonea se ha tenido en cuenta la sensibilidad
de las técnicas para detectar P.aeruginosa usando colonias aisladas a partir de muestras

clinicas, asi como las caracteristicas de la PCR y del amplicén obtenido.

Para estimar el mimero minimo de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de
P.aeruginosa necesario para dar una sefial positiva en las técnicas de PCR se han utilizado
los estandares preparados segun se ha expuesto en material y métodos, a partir de colonias de
P.aeruginosa aisladas por cultivo. Para cada dilucion se realizo extraccion de acidos
nucleicos a partir de un volumen de 0,5 ml y se eluyé en 25 ul. La PCR en tiempo real se
realizo con 5 pl de eluido en las mismas condiciones descritas para las muestras. En la Tabla-

4.1.1 se muestran los resultados obtenidos con cada una de las secuencias ensayadas.

Tabla-4.1.1. Resultados obtenidos con cada uno de las secuencias ensayadas.

Ciclo umbral (CT)* medio
N° estandar' | DILUCION | N°UFC/ml | Log;,N°UFC/ml

oprl | algD | ToxA | gyrB
8 1 0,5-1x10° 8 15,10 | 35,50 | 12,49 | 13.88
7 10" 0,5-1x10’ 7 1787 | N | 1561 | 16,26
6 10° 0,5-1x10° 6 21,50 | N | 18,57 | 21,65
5 10° 0,5-1x10° 5 23,86 | N | 22,05 | 24,04
4 10™ 0,5-1x10° 4 2958 | N | 2561 | 26,76
3 10° 0,5-1x10° 3 3291 | N | 28,67 | 30,15
2 10° 50-100 2 36,52 | N | 32,43 | 34,24
1 107 5-10 1 N N | 34,20 | 38,67

0 10° 0-1 0 N N | N N

00 107 0 0 N N N N

"Preparados segun se ha expuesto en material y métodos
% ciclo umbral (CT=Cycle Threshold) = primer ciclo que sobrepasa el umbral de deteccion de fluorescencia y
por tanto, en el que se considera positiva la prueba.
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El tamafio de los amplicones obtenidos mediante PCR en tiempo real para las

secuencias ensayadas se determind mediante electroforesis capilar, Figura-4.1.1.

1500
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— 3 toxA
4 gyrB
— —
—
| ]
- ]
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Figura-4.1.1. Tamafio de los amplicones
determinado por electroforesis capilar

La temperatura de fusion especifica de cada amplicon se obtuvo mediante la curva de

disociacion del DNA amplificado realizada al final del protocolo de cada PCR. Los valores

promedio de tamafio y temperatura de fusidon especificos de cada amplicén se exponen en la

Tabla-4.1.2.

Tabla-4.1.2. Caracteristicas del amplicon obtenido con cada una de las secuencias

Gen Te-m[{erat'l}ra Tamaiio Tamaifio medio Temperatura de fusion

. hibridacion . . . 1 )
diana teorico experimental media

cebadores

oprl 58°C 330 pb 190 pb 87,2 (87,59-87,99 /0,218)
algD 58°C 520 pb 245 pb + 465 pb -
toxA 68°C 367 pb 390 pb 89,5 (88,92-89,99 / 0,359)
gyrB 68°C 222 pb 200 pb 87,0 (86,68-87,38 /0,213/)

" Obtenido mediante electroforesis capilar

* Obtenidas mediante curvas de disociacion del DNA amplificado realizadas al final del protocolo de PCR.

Promedio (rango/desviacion estandar)
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Se descartdé la utilizacion de la secuencia del gen algD por tener muy poca
sensibilidad en la PCR en tiempo real, ya que solo amplifico la primera dilucion,
correspondiente a 10° UFC/ml. El mal resultado se confirmé por electroforesis capilar, ya que
en ésta se observaron dos bandas de poca intensidad de 245 y 465 pb en vez de un unico

amplicon con un tamafio tedrico esperado de 520 pb.

Las secuencias oprl, toxA y gyrB, presentan un limite de deteccion inferior similar de
10 UFC/ml para las dos ultimas y de 100 UFC/ml para oprl. En el caso de la secuencia opr/
se obtiene un amplicén de tamafio menor al tedrico esperado, por lo que también se descarto.
En el caso de las secuencias foxA y gyrB el tamafio medio de los amplicones obtenidos era
similar al tedrico esperado. En ambos casos, las rectas estandares obtenidas tienen

coeficientes de correlacion lineal muy buenos, superiores a 0,99 (Figura-4.1.2).

yv=-0,3103x+ 11,856
PCR toxA R®=0.9971

9
8 &
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Cliclo umhral
y = -0,2949x + 12,037
PCR gyrB R? = 0,9945
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Figura-4.1.2. Rectas estandar para foxA y gyrB. En abscisas se
representa el ciclo umbral (CT=Cycle Threshold) = primer ciclo que
sobrepasa el umbral de deteccion de fluorescencia y por tanto, en el que se
considera positiva la prueba y en ordenadas el logaritmo del n° de UFC/ml.
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Finalmente para escoger la técnica mas idonea entre las dos que presentaban las
mejores caracteristicas, se determind la sensibilidad y especificidad de ambas técnicas para
detectar P.aeruginosa en muestras de frotis faringeo de pacientes atendidos en la unidad de
FQ y remitidas al servicio de Microbiologia para cultivo convencional. La muestras se
recogieron secuencialmente y los escobillones una vez procesados para cultivo se
resuspendieron en 1 ml de suero fisioldégico estéril como se describe en material y métodos y

se realiz6 la PCR en tiempo real para detectar las secuencias toxA y gyrB de P.aeruginosa.

Se analizaron un total de 122 muestras, 16 (13,1%) con cultivo positivo (8 con
aislamiento escaso) a P.aeruginosa, 40 con cultivo positivo a otros patégenos y 66 con
cultivo negativo. Se recogio el resultado del cultivo convencional asi como el tiempo
transcurrido desde el ultimo cultivo positivo a P.aeruginosa. En la Tabla-4.1.3 se detalla la
distribucidon de las muestras segtn el resultado del cultivo convencional. EI microorganismo
mas frecuente fue S.aureus y se aisld en el 22,1% de las muestras. Otros bacilos Gram
negativos, tanto fermentadores como no fermentadores, se aislaron en un 15,6%. Los cultivos
positivos a P.aeruginosa fueron todos monomicrobianos, mientras que entre los positivos a

otros microorganismos, el 30% (12 muestras) fueron polimicrobianos.

Tabla-4.1.3. Distribucion de las muestras segiin el resultado del cultivo convencional

Cultivo P.aeruginosa Cultivo positivo otros Ultimo cultivo positivo a
microorganismos’ P.aeruginosa
Sa BGN BGNNF | Nunca <[ afio >] ario
POSITIVO (n=16) 0 0 0 0 14(87,5) 2(12,5)
NEGATIVO (n=40) | 27 (67,5 | 11 (27,5)° | 8 (20,0)* | 14(350) | 12(30,0) | 14(35,0)
NEGATIVO (n = 66) 0 0 0 15(22,7) 24(36,4) 27(40,9)
TOTAL (n=122) 27(22,1%)°] 119,00 | 86,6 | 29(23,8) | 50(41,0) | 43(352)

' Sa= S.aureus, BGN=Bacilo Gram negativo, BGNNF= bacilo gran negativo no fermentador N°
muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo).
*Cultivo mixto 3 muestras. *Cultivo mixto 4 muestras. *cultivo mixto 5 muestras

La PCR fue positiva en 19 muestras para la secuencia gyrB y en 11 muestras para la
secuencia toxA. En 16 muestras se obtuvo un resultado positivo por cultivo. En otras 6
muestras con cultivo negativo para P.aeruginosa, se obtuvo un resultado positivo con una o

ambas técnicas de PCR.
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Tabla-4.1.4. Resultado de las técnicas de PCR respecto al cultivo

Cultivo P.aeruginosa PCR gyrB | PCR toxA | Cultivo y/oPCR gyrB
positiva positiva | y/o PCR toxA positivos
Positivo (n=16) 14(87,5%) | 7(43,8%) 16 (100%)
[Negativo con otros microorganismos (n = 40) 2(5,0%) 2(5,0%) 2 (5,0 %)
Negativo sin otros microorganismos (n = 66) 3(4,5%) 2(3,0%) 4(6,1%)
TOTAL (n=122) 19(15,6%) | 11(9,0%) 22 (18,0%)

*N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

En las muestras positivas por PCR se calculd el n° de UFC/ml utilizando la recta

estandar para cada una de las secuencias. En la Tabla-4.1.4 se muestran los resultados

obtenidos con las 22 muestras en las que se obtuvo algun resultado positivo, ya fuera de

cultivo o de PCR.

Tabla-4.1.4. Caracteristicas de las muestras con resultado positivo por cultivo o PCR

Cultivo Cuantitativo ' | PCR gyrB’ | PCR toxA® Ultimo cultivo+ a
P.aeruginosa

1 P.aeruginosa ++ 0 712 >lafio

2 P.aeruginosa + 23 0 1mes

3 P.aeruginosa ++ 305999 103768 1mes

4 P.aeruginosa ++ 22834 275635 1mes

5 P.aeruginosa + 7128 2656 1mes

6 P.aeruginosa + 34 0 10 meses
7 P.aeruginosa + 521 0 8 meses
8 P.aeruginosa ++ 11671 4721 2 meses
9 P.aeruginosa ++ 131 0 5 meses
10| P.aeruginosa + 76 0 2 meses
11| P.aeruginosa ++ 131 0 2 meses
12 | P.aeruginosa ++ 1716 737 3 meses
13| P.aeruginosa + 35 0 2 meses
14 | P.aeruginosa ++ 4444 1414 3 meses
15| P.aeruginosa + 26 0 2 meses
16 | P.aeruginosa + 0 0 1 mes

17 S.aureus - 24 84 6 meses
18 | BGN+ BGNNF - 228 30 >1 afio

19 Negativo - 2351 629 3 meses
20 Negativo - 25 0 2 meses
21 Negativo - 0 19 2 meses
22 Negativo - 26 0 2 meses

"+ Escasas colonias, ++ bastantes colonias

2 UFC/ml
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Respecto a los resultados del cultivo, la PCRgyrB tuvo una sensibilidad del 87,5% y
una especificidad 95,3% mientras que con la PCRzoxA4 la sensibilidad se redujo al 43,8%

pero con una especificidad del 96,2%.

Si se tienen en cuenta los resultados de cultivo y PCR conjuntamente y se incluyen
como verdaderos positivos las muestras con dos resultados positivos, el numero de muestras

positivas para P.aeruginosa son 18. Los resultados se muestran en la Tabla-4.1.6.

Tabla-4.1.6. Clasificacion de las muestras con resultado positivo de P.aeruginosa*

P.aeruginosa ! Cultivo positivo ? PCR gyrB positiva * | PCR toxA positiva ?
Positivas (n = 18) 15 (83,3%) 17(94,4%%) 10(55,6%)
Negativas (n = 104) 1(0,96%) 2(1,9%) 1(0,96%)
TOTAL (n=122) 16 (13.1%) 19(15,6%) 11(9,0%)

" Muestras con cultivo positivo y/o las dos PCR positivas
* N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

Teniendo en cuenta estos resultados, los valores de sensibilidad para cultivo, PCR
ayrB y toxA serian de 83,3%, 94,4% y 55,6%, respectivamente. De la misma manera, los
valores de especificidad serian de 99,0% para cultivo y PCR 7ox4 y del 98,1% para PCR
gyrB. Aunque los mejores resultados se obtuvieron con la PCR gyrB, la técnica de PCR foxA
permite confirmar tres resultados positivos obtenidos por la técnica PCR gyrB con cultivo

negativo, por lo que se decidid utilizar estas dos técnicas de PCR.
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4.2. Analisis-de las muestras de pacientes estables microbiolégicamente

En el estudio para seleccionar los puntos de corte Optimos, tanto de las pruebas
serologicas como moleculares, se han incluido 116 muestras de otros tantos pacientes en
situacion estable microbiologicamente respecto a la infeccion por P.aeruginosa. Se ha
definido como situacion estable microbiologicamente, el que no hubiera cambiado el estatus
de colonizacion entre un afio antes y un afio después de la obtencidon de las muestras. De cada
uno de los casos se ha incluido la primera muestra de suero y exudado faringeo en las que se

cumplia esta condicion.

4.2.1. Caracteristicas de los grupos analizados

Para cada una de las 116 pares de muestras de suero y exudado faringeo incluidas se
ha recogido el resultado del seguimiento microbioldgico habitual, durante el afio previo y
posterior a su obtencidon, ademds de los antecedentes de colonizacion durante al menos los 10
afios previos. Esta informacion se ha utilizado para definir el estatus de colonizacion segin
los criterios descritos en material y métodos. Las muestras se dividieron en cinco grupos:
Grupo 1 con 24 muestras (20,7%) de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo 2
con 27 muestras (23,3%) de pacientes no colonizados por P. aeruginosa durante el afio
anterior y posterior a la obtencion de las muestras pero con algiin periodo de colonizacion
inicial (14 con solo un episodio de colonizacién inicial y 13 con mas de un episodio de
colonizacion inicial); Grupo 3 con 22 muestras de pacientes (19,0%) sin colonizacidn actual
pero con algln periodo previo de colonizacion intermitente (20 casos) o colonizacidn cronica
(2 casos); Grupo 4 con 26 muestras de pacientes (22,2%) con colonizacion intermitente por
P.aeruginosa durante los 12 meses anteriores y posteriores (17 con algin periodo previo de
colonizacion intermitente y 8 cronica y 1 inicial) y Grupo 5 con 17 muestras de pacientes con
colonizacion cronica por P.aeruginosa durante el afio anterior y posterior (1 con algin
periodo de colonizacidn previa intermitente y 16 cronica). Los antecedentes de colonizacion
previa se representan en la Figura-4.2.1.1. La prevalencia de colonizacion por P.aeruginosa

fue del 37,1%, mientras que la de colonizacion cronica fue del 14,7%.
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Figura-4.2.1.1. Distribucién de los antecedentes de colonizacion previa por
P.aeruginosa en cada uno de los grupos del estudio. Grupo-1, 24 muestras de
pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de
pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacidn inicial; Grupo-3, 22
muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacion
intermitente o crénica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, 17 muestras de pacientes con colonizacién crénica.

También se ha recogido el total de muestras estudiadas en el seguimiento
microbioldgico habitual realizado durante el afio anterior y posterior a la obtencion de las
muestras de suero y exudado faringeo incluidas en el estudio, asi como del nimero de
muestras positivas a P.aeruginosa. El resultado de estas muestras se utilizo para definir el

estatus de colonizacion.

Respecto a la distribucion por grupos tanto del total de muestras analizadas como del
numero de muestras positivas a P.aeruginosa en este periodo de dos afios, se encontraron
diferencias significativas entre el Grupo 1 y Grupo 2 con respecto a los Grupos 3, 4 y 5
(p<0,01), pero no entre estos tres ultimos entre si. Como era de esperar, solo hay diferencias
significativas en cuanto al nimero de muestras positivas entre los grupos 4 y 5 (p<0,001)

respecto a los grupos 1, 2 y 3. Los resultados se detallan en la Tabla-4.2.1.1 y Figura-4.2.1.2.
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Tabla-4.2.1.1. Distribucion de la mediana del total de muestras analizadas y positivas a
P.aeruginosa en el seguimiento microbiolégico habitual durante el afio previo y

posterior a la obtencion de las muestras.

GRUPOS' N° MUESTRAS®

TOTALES POSITIVAS
Grupo 1 (n=24) 9 (8/12,75) 0
Grupo 2 (n=27) 11 (10/13) 0
Grupo 3 (n=22) 13,5 (12/18,25) 0
Grupo 4 (n=26) 14,5 (12,75/17) 4(2/6)
Grupo 5 (n=17) 15 (12,5/29,5) 13 (8,5/16,5)
TOTAL (n=116) 13 (10/16) 0(0/4)

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion intermitente o cronica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion

intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion crénica
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Figura-4.2.1.2. Mediana del total de muestras analizadas y positivas a
P.aeruginosa para cada uno de los grupos. Los datos corresponden al periodo de
2 afios, un afio antes y después de la recogida de las muestras de suero y exudado
faringeo, utilizado para definir el estatus de colonizacion por P.aeruginosa. En el
grafico la linea representa el valor de la mediana, el limite superior de la caja
corresponde al valor del tercer cuartil (75% de los pacientes) y el limite inferior al
primer cuartil (25%); las dos barras verticales determinan el rango del 95% de los
casos. Los valores atipicos o extremos estan sefialados con un punto o asterisco.
Grupo-1, 24 pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa, Grupo-1, 24 muestras
de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de
pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, 22
muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacion
intermitente o cronica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, 17 muestras de pacientes con colonizacién croénica.
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Se recogid la informacion del tipo de muestra utilizada principalmente (>50%) en el
seguimiento microbioldgico habitual durante el periodo comprendido entre el afio anterior y
posterior a la obtencion de las muestras de suero y exudado faringeo utilizadas en el estudio.
La distribucion de los grupos segun si en el seguimiento se habia utilizado principalmente

cultivo de esputo o de exudado faringeo se muestra en la Tabla-4.2.1.2 y Figura-4.2.1.3.

Tabla-4.2.1.2. Distribucion del tipo de muestra respiratoria utilizada principalmente en
el seguimiento microbiolégico habitual para cada grupo

GRUPOS' Tipo de muestra’

Exudado faringeo Esputo
Grupo 1 (n=24) 21 (87,5) 3(12,5)
Grupo 2 (n=27) 22 (81,5) 5(185)
Grupo 3 (n=22) 11 (50) 11 (50)
Grupo 4 (n=26) 13 (50) 13 (50)
Grupo 5 (n=17) 5(29,4) 12 (70,6)
TOTAL (n=116) 72 (62,1) 44 (41,1)

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacién inicial, Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion intermitente o crénica;, Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacién cronica

*N° casos en los que la muestra utilizada era principalmente exudado faringeo o esputo (>50%) (Porcentaje
respecto al total de cada grupo)

Se encontraron diferencias significativas en el tipo de muestra utilizada en el
seguimiento microbiologico habitual inter grupos (p<0,001). Al comparar los grupos
individualmente solo se encontraron diferencias significativas al comparar el grupo 1,
muestras de pacientes nunca colonizados, y grupo 2, muestras de pacientes no colonizados
con antecedentes de colonizacion inicial, con el resto (p<0,05), pero las diferencias no
alcanzaron significacion estadistica al comparar los grupos 1 y 2 entre si. Tampoco habia

diferencias significativas al comparar los grupos 3, 4 y 5 entre si.
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Figura 4.2.1.3. Tipo de muestra analizada en el seguimiento microbioldgico
habitual realizado durante el periodo de 2 afios utilizado para la clasificacion
microbiologica de los pacientes. Grupo-1, 24 muestras de pacientes nunca
colonizados por P.aeruginosa, Grupo-2, 27 muestras de pacientes no colonizados
con antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacion intermitente o crénica; Grupo-4, 26
muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-5, 17 muestras de
pacientes con colonizacion cronica.

La distribucidon por sexo y edad en el momento de la recogida de las muestras de

suero y exudado faringeo para cada uno de los grupos se presenta en la Tabla-4.2.1.3

Tabla-4.2.1.3. Distribucion por edad y sexo para cada grupo

GRUPOS' Edad’ Nifias® Nifios®
Grupo 1 (n=24) 4,24 (0,25 -16,58/4,51) 13 (54,2%) | 11 (45,8%)
Grupo 2 (n=27) 7,25 (1,33-17,75/3,91) 9(33,3%) | 18(66,7%)
Grupo 3 (n=22) 8,39 (1,58 -16,50/4,01) 11 (50%) 11 (50%)
Grupo 4 (n=26) 10,44 (0.83 -18,33 / 5,40) 14 (53,8%) | 12 (46,2%)
Grupo 5 (n=17) 11,76 (2,08 -17,58 /4,52) 9 (52,9%) 8 (47,1%)
TOTAL (n=116) 8,22 (0,25-18,33/5,17) 55(47,4%) | 61 (52,6%)

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacidn inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacidén intermitente o crénica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion cronica

“En afios, promedio (rango/desviacion estandar)

3 N° casos (porcentaje respecto al total de cada grupo)
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Se han incluido 55 muestras de nifias y 61 de nifios, con una media de edad de 8,22
afios. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos respecto

a la distribucién por sexo (p=0,549).

Respecto a la edad de los pacientes en el momento de obtencion de las muestras, en
la Figura-4.2.1.4 se representan la media de edad en cada grupo y las diferencias
estadisticamente significativas entre grupos. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas inter grupos (p<0,001) aunque en las comparaciones multiples solo lo fueron
entre el grupo-1 de muestras de pacientes nunca colonizados con todos los demds grupos
(p<0,05). También fueron significativas las diferencias entre el grupo-2 de muestras de
pacientes no colonizados pero con antecedentes de colonizacion inicial y los grupos 4

(p<0,05) y 5 (p<0,01) y entre el grupo-3 y el grupo 5 (p<0,05).
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Figura 4.2.1.4. Media de edad en el momento de obtencion de las muestras para
cada uno de los grupos del estudio. En el grafico la linea representa el valor de la
mediana, el limite superior de la caja corresponde al valor del tercer cuartil (75% de
los datos) y el limite inferior al primer cuartil (25%); las dos barras verticales
determinan el rango del 95% de los casos. Los resultados atipicos estan sefialados
por un punto Grupo-1, 24 muestras de pacientes nunca colonizados por
P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de
colonizacién inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion intermitente o cronica; Grupo-4, 26 muestras de
pacientes con colonizacién intermitente. Grupo-5, 17 muestras de pacientes con
colonizacidén crénica. Se muestra la significacion estadistica entre grupos.
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La distribucion seglin la edad a la que se realizo el diagndstico de FQ en cada uno
de los grupos se muestra en la Tabla-4.2.1.4. Se muestra el nimero de casos de cada grupo
clasificados en tres categorias segun que el diagndstico de FQ se hubiera realizado
precozmente antes del primer afio de vida, entre 1 y 2 aflos o mds tardiamente a edades
superiores a los dos afios. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos al
comparar los diagnosticados antes o después del afio de vida ni al agruparlos en las tres

categorias.

Tabla-4.2.1.4. Distribucion por edad de diagnostico de la FQ para cada grupo

GRUPOS' Edad de diagnostico FQ

Mediana’ <laio’ 1-2 afios’ >2 afios’
Grupo 1 (n=24) 2,0 (1/6,5) 19 (79,2%) 3(12,5%) 2 (8,3%)
Grupo 2 (n=27) 2,0 (17/6,0) 24 (88,9%) 1(3.7%) 2 (7,4%)
Grupo 3 (n=22) 3,5(1/12.5) 17 (77,3%) 2 (9,1%) 3(13,6%)
Grupo 4 (n=26) 4,5(1/25,5) 17 (65,4%) 3(11,5%) 6 (23,1%)
Grupo 5 (n=17) 5(2/30,5) 10 (58,8%) 2(11,8%) 5(29,4%)
TOTAL (n=116) 3(1/12,25) 87 (75,0%) 11 (9,5%) 18 (15,5%)

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacién intermitente o crénica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion cronica

2 En meses, mediana (cuartil 1/cuartil 3)

3 N° casos (porcentaje respecto al total de cada grupo)

Respecto a las mutaciones del gen de la CFTR, el 81% de los 116 casos presentaban
la deleccion en la posicion F508 en al menos uno de los dos alelos, siendo el 26,7%
homocigotos y 54,3% heterocigotos con respecto al total de pacientes del estudio. EI 18,9%
de los pacientes no presentaban esta mutacion en ninguno de los dos alelos, siendo la
mayoria (15,5%) heterocigotos para otras mutaciones. Existian diferencias estadisticamente
significativas al comparar el porcentaje de homocigotos para F508del (p=0,034), si bien en el

analisis dos a dos tnicamente lo fueron entre el grupo 1 y los grupos 4y 5.

Del total de casos incluidos, 110 (94.8%) tenian una FQ confirmada por la presencia
de 2 mutaciones causantes de FQ, teniendo en cuenta la informacion disponible en la Cystic
Fibrosis Mutations Database (www.cftr2.org/faq.php), y/o test del sudor positivo (superior a

60 mmol/L de CINa). En 6 casos el test del sudor era indeterminado con valores entre 40 y
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59 mmol/L de CINa; uno tenia 2 mutaciones causantes de FQ, 4 casos una mutacion causante
de FQ acompafiada por una mutacién de significado incierto y uno era portador de dos
mutaciones de significado incierto. Las diferencias entre grupos no fueron estadisticamente

significativas.

Existen diferencias significativas entre los grupos respecto a la presencia de
bronquiectasias (p<0,001), aunque cuando se analizan individualmente son significativas
entre el grupo 5 (88,2%) y los grupos 1 (16,7%), 2 (25,9%) y 3 (45,5%) pero no con el grupo
4 (65,4%). No existen diferencias significativas entre los grupos en cuanto al indice de masa
corporal ajustado por edad y sexo, en el 73,3% era normal. Respecto al valor del volumen
espiratorio forzado en un segundo (FEV1) en la prueba mas cercana a la fecha de la toma de
muestra de suero y exudado faringeo, esta prueba no se habia realizado nunca en 38 de los
116 casos por su corta edad. Existen diferencias significativas en cuanto a la realizacion de la
prueba (p<0,05) entre el grupo 1 (33,3%) y los demds grupos pero no de éstos entre si. La
funcion pulmonar se considera normal cuando el valor del FEV1 es igual o superior al 80%
del valor tedrico. Se encontraron diferencias significativas entre grupos en el valor de FEV1
inferior al 80% (p<0.01). Ahora bien, al analizar los grupos individualmente solo fueron
significativas (p<0,01) las diferencias entre el grupo 5 (76,5%) y los grupos 1(8,3%), 2
(18,5%), 3 (27,3%) y 4 (23,1%) pero no entre si. Respecto a la situacion clinica general, se
encontraron diferencias significativas (p<0,001) al comparar afectacion leve respecto a una
mayor afectacion (p<0,001). Al comparar los grupos dos a dos las diferencias son
estadisticamente significativas entre todos los grupos excepto entre los grupos 1 (91,7%) y 2

(92,6%), grupo 3 (63,6%) y 4 (53,8%) y entre éste ultimo y el grupo 5 (29,4%).

En el 51,7% de casos constaba que habian recibido tratamiento antibiotico con
actividad frente a P.aeruginosa durante el periodo comprendido entre el afio anterior y
posterior a la obtencion de las muestras de suero y exudado faringeo. En los grupos 4 y 5
todos habian recibido algin tratamiento antibiotico con actividad frente a P.aeruginosa.
También lo habian recibido el 16,7% en el grupo 1, el 18,5% en el grupo 2 y el 36,4% en el

grupo 3. Cuatro casos, 2 en cada uno de los grupo 2 y 3, habian recibido tratamiento so6lo con
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azitromicina. Las diferencias s6lo fueron significativas (p<0.001) entre los grupos 4 y 5 con

los demas grupos.

Entre los tres grupos sin colonizacién actual por P.aeruginosa (grupos 1, 2 y 3),
existen diferencias estadisticamente significativas en el nimero de muestras totales
analizadas por cultivo. El grupo 1 se diferencia de los otros dos en la media de edad menor.
El grupo 3 se diferencia de los grupos 1 y 2 en un mayor porcentaje de cultivos de esputo y

en una peor situacion clinica.

Entre el grupo 4, con colonizacion intermitente por P.aeruginosa, y los grupos sin
colonizacion actual (grupos 1, 2 y 3), las diferencias no son significativas en el valor de
FEV1 pero si en el tratamiento antibidtico con actividad frente a P.aeruginosa recibido y
como es logico, en el n° de muestras positivas a P.aeruginosa. Respecto a las demas
variables existen diferencias significativas entre el grupo 4 y el grupo 1 en todas ellas, pero
no con el grupo 3. Al contrario que con el grupo 1, las diferencias entre el grupo 2 y 4 no
incluyen la presencia de una proporcion significativamente mayor de homocigotos para la

mutacion F508del.

Por el contrario, entre el grupo 5 y los grupos sin colonizacion actual por
P.aeruginosa si son estadisticamente significativas las diferencias en el valor de FEVI1.
Como es logico, también son significativas las diferencias en el nimero de muestras positivas
a P.aeruginosa. Respecto a las demas variables, existen diferencias significativas entre el
grupo 5 y el grupo 1 en todas ellas pero no entre el grupo 5y el grupo 4. Por el contrario, las
diferencias entre el grupo 2 y el 5 no incluyen la presencia de una proporcion
significativamente mayor de homocigotos para la mutacion F508del. Entre el grupo 3 y el
grupo 5 tampoco existe significacion estadistica en la proporcion de exudados faringeos
respecto a la de esputos cultivados ni en el nimero de cultivos totales realizados en el
seguimiento microbiologico habitual durante el afio anterior y posterior a la fecha de la toma

de las muestras analizadas.

105



4.2.2. Deteccion del DNA de P.aeruginosa. Comparacion con el cultivo.

Las 116 muestras de exudado faringeo se analizaron utilizando las dos técnicas de
PCR seleccionadas, segin se detalla en el apartado de resultados 4.1, para detectar las
secuencias gyrB y toxA de P.aeruginosa. El cultivo convencional que se habia realizado
simultineamente fue positivo en 19 de las 43 muestras de pacientes colonizados por
P.aeruginosa, pertenecientes a los grupos 4 y 5. La PCR para la secuencia gyrB fue positiva
en 43 muestras, 37 en muestras de pacientes colonizados y 6 en muestras de pacientes no
colonizados, 3 del grupo 1, 1 del grupo 2 y 2 del grupo 3. Para la secuencia toxA4 fueron
positivas 31 muestras, 2 de ellas en muestras de pacientes no colonizados pertenecientes al

grupo 3.

La distribucion por grupos de los resultados del cultivo convencional para
P.aeruginosa realizado simultdneamente a la deteccion del DNA de la bacteria por PCR se

muestra en la Figura-4.2.2.1.
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Figura-4.2.2.1. Distribucion por grupos del resultado del cultivo convencional
para P. aeruginosa realizado simultineamente a la PCR. Grupo-1, 24 muestras
de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes
no colonizados con antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3, 22 muestras de
pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacién intermitente o crdnica;
Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacién intermitente. Grupo-5, 17
muestras de pacientes con colonizacion cronica.
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Los resultados obtenidos con el cultivo y cada una de las técnicas de PCR se

muestran en la Tabla-4.2.2.1. Las diferencias en el porcentaje de resultados positivos no son

significativas entre los grupos 1, 2 y 3 sin colonizacion actual. Si lo son con los grupos 4

(p<0,01) y 5 (p<0,001), asi como entre estos dos tltimos entre si (p<0,05).

Tabla-4.2.2.1. Resultados de cultivo y PCR en cada uno de los grupos analizados

GRUPOS' Cultivo P.aeruginosa| PCR gyrB |PCR ToxA| PCR gyrB + PCR ToxA
Negativo Positivo | Positiva | Positiva Positivas y/o
Cultivo positivo2
Grupo1 (n=24) | 24(100) - 3(12,5) 0 0
Grupo2 (n=27) | 27(100) - 1(3,7) 0 0
Grupo3 (n=22) | 22(100) - 2(9,1) 2(9,1) 2(9,1)
Grupo4 (n=26) | 18(69,2) - 12(46,1) 7(26,9) 7(26,9)
8(30,8) 8(30,8) 6(23,1) 8(30,8)
Grupo 5 (n=17) | 6(35,3) - 6(35,3)) | 5(29,4) 5(29,4)
11(64,7) | 11(64,7) | 11(64,7) 11(64,7)
TOTAL (n=116) |97 (83,6) 19(16,4) | 43(37,1) | 31(26,7) 33(28,4)

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion intermitente o cronica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacién crénica

*N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

Si se tienen en cuenta los resultados de cultivo y PCR conjuntamente y se
consideran también positivas las muestras con el cultivo negativo pero con ambas PCR
positivas, el nimero de muestras positivas aumenta desde 19 con cultivo positivo hasta 33
con cultivo positivo y/o detecciéon del DNA de P.aeruginosa (PCR gyrB y toxA positivas
simultaneamente). La positividad de ambas PCR permitiria identificar 14 muestras positivas

a P.aeruginosa adicionales entre las muestras con cultivo negativo, 2 en el grupo 3, 7 en el

grupo 4y 5 en el grupo 5. Los resultados se muestran en la Tabla-4.2.2.2.

Tabla-4.2.2.2. Resultado de las distintas técnicas en las muestras positivas a P.aeruginosa
corregidas teniendo en cuenta el resultado de cultivo y PCR conjuntamente

Muestras positivasl Cultivo positiv02 PCRgyrB positivaz PCRtoxA positivaz
POSITIVAS (n=33) 19(57,6) 33(100) 31(93,9)
INEGATIVAS (n=83) 0(0,0) 10(12,0) 0(0,0)
TOTAL (n=116) 19(16,4) 43(37,1) 31(26,7)
J2 <0,001 <0,001 <0,001

' Muestras con cultivo positivo y/o las dos PCR positivas
2 N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)
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Si tuviéramos en cuenta estos resultados, los valores de sensibilidad para
identificar muestras positivas a P.aeruginosa serian del 57,6%, 100% y del 93,9% para
cultivo, PCR gyrB y PCR foxA respectivamente. De la misma manera, los valores de
especificidad serian de 100% para cultivo y PCR toxA4 y del 86,7% para PCR gyrB. Se
encontraron diferencias significativas entre muestras positivas y negativas a P.aeruginosa

para los resultados de cultivo (p<0,001), PCR gyrB (p<0,001) y PCR ftox4 (p<0,001).

Para valorar la capacidad de cada técnica para identificar la colonizacion por
P.aeruginosa con los resultados obtenidos con una sola muestra, se han agrupado las
muestras de los pacientes no colonizados, grupos 1, 2 y 3, y colonizados, grupos 4 y 5. Se
han valorado los resultados cualitativos de cultivo y de ambas técnicas de PCR por separado
y combinadas. También se han valorado los resultados sumando al resultado del cultivo el de

las dos técnicas de PCR combinadas. Estos datos se muestran en la Tabla-4.2.2.3.

Tabla-4.2.2.3. Resultados obtenidos para el diagndstico de colonizacion por P.aeruginosa
con las distintas técnicas.

PCRgyrB PCRgyrB +
Colonizacion por Cultivo PCR gyrB PCR toxA +PCRtoxA PCRtoxA
P.aeruginosa”’ Positivo Positiva Positiva Positivas /0 Cultivo
Positivos
No (n=73) 0(0,0) 6(8,2) 2(2,7) 2(2,7) 2(2,7)
Si (n=43) 19(44,2) 37(86,0) 29(67,4) 29(67,4) 31(72,1)
TOTAL(n=116) 19(16,4) 43(37,1) 31(26,7) 31(26,7) 33(28,4)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

" Sin colonizacion = grupo 142+3; Con colonizacién =grupo 4+5. Grupo-1, muestras de pacientes nunca
colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de
colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacidn
intermitente o crénica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacién intermitente. Grupo-5, muestras de
pacientes con colonizacion cronica
N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

Se encontr6 asociacion entre colonizacion por P.aeruginosa y los resultados de
cultivo (p<0,001) y de cada una de las PCR tanto individualmente como combinadas entre si

o con el cultivo (p<0,001).

Teniendo en cuenta estos resultados, los valores de sensibilidad para identificar
colonizacion por P.aeruginosa con los resultados de una sola muestra serian del 44,2% para

cultivo, 86,0% para PCRgyrB y 67,4% para PCRfoxA. De la misma manera, los valores de
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especificidad serian de 100%, 91,8% y 97,3%, respectivamente. La sensibilidad de las dos
técnicas de PCR en conjunto, es decir considerando positivas sélo las muestras con ambas
PCR positivas, seria del 67,4 % con una especificidad del 97,3%. Si se tiene en cuenta la
exactitud, es decir la capacidad de las técnicas para clasificar correctamente a un paciente
con respecto a la colonizacidon por P.aeruginosa, el mejor valor (89,7%) se obtiene con la
técnica de PCRgyrB. Los resultados son algo peores con la PCR7fox4 sola (86,2%), cuando se
combinan PCR7ox4 y PCRgyrB (86,2%) y cuando se suman el cultivo y los resultados de las
dos PCR combinadas (87,9%). Sin embargo en todos casos la exactitud es mejor que cuando

se utiliza el resultado del cultivo aislado (79,3%).

En las muestras positivas por PCR se calcul6 el n° de UFC/ml utilizando la recta
estandar para cada una de las secuencias. Los valores de la mediana del numero de UFC/ml

para cada grupo aparecen en la Tabla-4.2.2.4

Tabla-4.2.2.4. Distribucion por grupos de la mediana del nimero de UFC/ml para cada
una de las técnicas de PCR utilizadas

GRUPOS' N° UFC/mF

PCR gyrB’ PCR toxA’
Grupo 1 (n=24) 00/0) 0(0/0)
Grupo 2 (n=27) 0(7/0) 0(7/0)
Grupo 3 (n=22) 00/0) 0(0/0)
Grupo 4 (n=26) 155 (24/1165,75) 12,5(0/853,75)
Grupo 5 (n=17) 13276 (3371,5/79316) 3800 (565/49050)
TOTAL (n=116) 0(0/185) 0(0/36,25)

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacidon intermitente o cronica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion créonica

? medianas del nimero de UFC/ml (percentil 1 y 3) para cada grupo.

En la Figura-4.2.2.2 se representan graficamente estos datos. En los grupos 1,2y 3
los valores de la mediana, asi como de los percentiles 25% (cuartil 1) y 75% (cuartil 2) son
cero si bien en estos grupos hay 7 casos para PCRgyrB y 2 casos para PCRzoxA4 en los que se
obtuvo un resultado positivo y estos casos aparecen marcados como asteriscos. No se
encontraron diferencias significativa entre los grupos 1, 2 y 3 para los valores de PCRgyrB y
PCRfoxA pero si entre estos grupos y los grupos 4 y 5 y entre ¢stos dos entre si (p<0,001 y

p<0,01, respectivamente).
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Figura-4.2.2.2. Representacion grafica de la mediana del nimero de UFC/ml
para la PCRgyrB (A) para la PCR fox4 (B) para cada uno de los grupos
estudiados. En los graficos la linea representa el valor de la mediana, el limite
superior de la caja corresponde al valor del tercer cuartil (75% de los datos) y el
limite inferior al primer cuartil (25%); las dos barras verticales determinan el rango
del 95% de los casos. Los valores atipicos se representan con un punto. Los valores
extremos estan seflalados con un asterisco. Grupo-1, 24 muestras de pacientes nunca
colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacion intermitente o cronica; Grupo-4, 26
muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-5, 17 muestras de
pacientes con colonizacidn croénica.
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4.2.2.1. Cuantificacion del DNA y diagndstico de colonizacion

Utilizando el resultado cuantitativo de cada una de las técnicas de PCR, se han
calculado mediante curvas ROC los mejores puntos de corte para identificar colonizacion

actual. La representacion grafica de las curvas ROC para las dos pruebas de PCR se muestran

en la Figura 4.2.2.1.1.
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Figura 4.2.2.1.1. Curva ROC para diagndstico de colonizacion

actual para las dos técnicas de PCR gyrB y toxA

Los mejores puntos de corte obtenidos mediante curvas ROC se muestran en la
Tabla-4.2.2.1.1. El area bajo la curva (AUC) es mejor para la PCR gyrB que con valores de
0,919 (IC95% 0,854-0,984) obtiene una clasificacion de técnica muy buena. La clasificacion

de la PCR foxA es de técnica buena con un valor del area bajo la curva de 0,831 (0,742-
0,921).

Para la PCR toxA4 el punto de corte de 20 UFC/muestra es el que tiene mejor
exactitud, sensibilidad y especificidad. Para la PCR de la secuencia gyrB la mejor exactitud
para detectar colonizacion se alcanza utilizando puntos de corte entre 30 y 40 UFC/muestra
con mejor sensibilidad para el primero y mejor especificidad para el segundo. Se ha

seleccionado el punto de corte intermedio de 35 UFC/muestra.
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Tabla-4.2.2.1.1. Sensibilidad, especificidad y eficacia para identificar pacientes
colonizados por P.aeruginosa para cada una de las técnicas de PCR
Técnica Punto de corte’ s’ (%) E ( %) Ex’ (%) AUC’
PCR gyrB 30 86,0 97,3 93,1 0,919
40 83,7 98,6 93,1 0,919
PCR toxA 20 66,7 97,1 85,8 0,831

" Expresado como el n° de UFC/ml a partir del cual se puede diagnosticar colonizacién por P.aeruginosa
* S=Sensibilidad, E=Especificidad, Ex=exactitud. AUC= area bajo la curva.

Utilizando estos puntos de corte calculados mediante curvas ROC, se ha valorado
la capacidad de cada técnica para identificar la colonizacion por P.aeruginosa con los
resultados obtenidos con una sola muestra. Se han agrupado las muestras en dos categorias,
muestras de pacientes no colonizados, grupos 1, 2 y 3, y colonizados por P.aeruginosa,

grupos 4 y 5. Se han valorado los resultados del cultivo y de cada una de las técnicas de PCR

por separado y combinadas con el cultivo. Los resultados se muestran en la Tabla-4.2.2.1.2.

Tabla-4.2.2.1.2. Resultado de las distintas técnicas segin colonizacion por P.aeruginosa
Colonizacion Cultivo PCRgyrB |PCRgyrB>35| PCRtoxA | PCR toxA>20
P. aeruginosal’ ? Positivo >35UFC | y/o Cultivo+| 2>20UFC Yo cultivo+
No (n=73) 0(0,0) 2(2,7) 2(2,7) 1(1,4) 1(1,4)
Si (n=43) 19(44,2) 37(86,0) 37(86,0) 29(67,4) 31(72,1)
TOTAL(n=116) 19(16,4) 39(33,6) 39(33,6) 30(25,9) 32(27,6)
< 44,2 86,0 86,0 67,4 72,1
(30,4-58,9) | (72,7-86,2) | (72,7-86,2) | (52,5-79,5) | (57,3-83,3)
E 100 97,3 97,3 98,6 98,6
(95,0-100) | (90,5-99,2) | (90,5-99,2) | (92,6-99,8) | (92,6-99,8)
VPP 100 94,9 94,9 96,7 96,9
(83,2-100) | (83,1-98,6) | (83,1-98,6) | (83,3-99,4) | (84,3-99,4)
VPN 75,3 92,2 92,2 83,7 85,7
(65,8-82,8) | (84,0-96,4) | (84,0-96,4) | (74,5-90,0) | (76,7-91,6)
Ex 79,3 93,1 93,1 87,1 88,8
(71,1-85,7) | (87,0-96,5) | (87,0-96,5) | (79,8-92,0) | (81,8-93,3)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

' Sin colonizacién = grupo 1+2+3; Con colonizacion =grupo 4+5. Grupo-1, muestras de pacientes nunca
colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de
colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacidn
intermitente o cronica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacidn intermitente. Grupo-5, muestras de
pacientes con colonizacion cronica

* S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP=Valor predictivo positivo, VPN=Valor predictivo negativo,
Ex=exactitud, p=nivel de la significacion estadistica de la diferencia entre grupos. En porcentaje (Intervalo de
confianza 95%).
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Utilizando el punto de corte >35UFC para la PCR gyrB, la exactitud (93,1%) de
esta técnica mejora y es superior a la obtenida Gnicamente mediante el cultivo (79,3%). La
combinacion con el cultivo no varia los resultados en el caso de la PCR gyrB ya que todas las
muestras positivas por cultivo lo fueron también para la PCRgyrB. En ambos casos se supera
ampliamente la sensibilidad (86,0%) frente a la obtenida con el resultado aislado del cultivo

(44,2%).

En el caso de la PCR7oxA>20UFC tanto la exactitud (87,1%) como la sensibilidad
(67,4%) son peores a las obtenidas con la PCR gyrB=>35UFC pero mejores que con el cultivo.
Combinando el cultivo con el resultado de la PCR#ox4>20 UFC mejora ligeramente los
resultados pero quedan por debajo de los obtenidos con la técnica de PCRgyrB>35UFC sola

o combinada con el cultivo.

En la Tabla-4.2.2.1.3.se resumen algunas caracteristicas de las dos muestras de
pacientes sin colonizacidén actual con resultados positivos por encima de los puntos de corte
seleccionados para cada una de las técnicas de PCR. En una de las muestras ambas técnicas

de PCR eran positivas.

Tabla-4.2.2.1.3. Caracteristicas de las 2 muestras de pacientes no colonizados con
resultados de PCRgyrB positivas

Grupol Grupo 1 Grupo 3

Antecedentes de Colonizacion Nunca Intermitente

Tipo muestra utilizada principalmente en

. . e . Ex faringeo Ex faringeo
el seguimiento microbiologico habitual Jaring Jaring

N° total muestras cultivadas’ 8 17

Tiempo desde ultimo cultivo positivo a

P.aeruginosa (meses) Nunca 9
Tiempo hasta siguiente cultivo positivo a
. 25 23
P.aeruginosa (meses)
Otros gérmenes aislados en el cultivo No S.aureus / hongos
PCRgyrB / PCRtoxA (n° UFC/ml) 40/ Neg 735/ 155

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa, Grupo-3, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacion intermitente o cronica.

2En los 12 meses previos y posteriores a la toma de la muestra, utilizados para la clasificacion del estatus de
colonizacion.
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4.2.2.2. Cuantificacion del DNA y diagndstico de colonizacion cronica.

También se ha valorado la utilidad de la cuantificacion para identificar la

colonizacion cronica. Mediante curvas ROC se han calculado los mejores puntos de corte,

utilizando el resultado cuantitativo de cada una de las técnicas de PCR. La representacion

gréfica de las curvas ROC para las dos pruebas de PCR se muestran en la Figura-4.2.2.2.1.
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Figura-4.2.2.2.1. Curva ROC para diagnostico de colonizaciéon

cronica para las dos técnicas de PCRgyrB y ToxA

El area bajo la curva (AUC) es mas elevada para la PCR gyrB (0.955, 1C95% 0,919-

0,991) que para la PCR tox4 (0,921, 0,846-0,996) con una valoracién de ambas pruebas de

test muy bueno. Los resultados se muestran en el Tabla-4.2.2.2.1. Para la PCRgyB el punto

de corte con mayor eficacia y especificidad para identificar pacientes con colonizacion

crénica es 5000 UFC/ml, mientras que el mejor resultado para la PCRzoxA4 seria el de 1500

UFC/ml.
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Tabla-4.2.2.2.1. Sensibilidad, especificidad y eficacia para identificar pacientes con
colonizacion cronica por P.aeruginosa para cada una de las técnicas de PCR

Técnica | Punto de corte’ s° (%) E’ (%) Ex’ (%) AUC’
PCR gyrB 5000 76,5 94,9 92,2 0,955
PCR ToxA 1500 64,7 96,0 91,4 0,921

" Expresado como el n° de UFC/muestra a partir del cual se puede diagnosticar colonizacion por P.aeruginosa
* S=Sensibilidad, E=Especificidad, Ex=exactitud. AUC= area bajo la curva.

Utilizando estos puntos de corte calculados mediante curvas ROC, se ha valorado

la capacidad de cada técnica para identificar la colonizacidon crénica con los resultados

obtenidos con una sola muestra. Se han agrupado las muestras en dos categorias, muestras de

pacientes no colonizados cronicamente, grupos 1, 2, 3 y 4, y colonizados cronicamente por

P.aeruginosa, grupos 5. Se han valorado los resultados del cultivo y de cada una de las

técnicas de PCR por separado y combinadas. Los resultados se muestran en la Tabla-

42222,
Tabla-4.2.2.2.2. Resultado de las distintas técnicas en el diagnodstico de colonizacion
cronica por P.aeruginosa
Colonizacion cro’lnzica Cultivo PCRgyrB PCRtoxA PCRgy rf25000
P.aeruginosa ~ Positivo >5000 UFC >1500 UFC PCRtoxA>1500
No (n=99) 8(8,1) 5(5,1) 4(4,0) 3(3,0)
Si (n=17) 11(64,7) 13(76,35) 11(64,7) 11(64,7)
TOTAL(n=116) 19(16,4) 18(15,5) 15(12,9) 13(12,1)
< 64,7 76,5 64,7 64,7
(41,3-82,7) (52,7-90,4) (41,3-82,7) (41,3-82,7)
E 91,9 94,9 96,0 97,0
(84,9-95,8) (88,7-97,8) (90,1-98,4) (91,5-99,0)
VPP 57,9 72,2 73,3 78,6
(36,3-76,9) (49,1-87,1) (48,0-89,1) (52,4-92,4)
VPN 93,8 95,9 94,1 94,1
(87,2-97,1) (90,0-98,4) (87,6-97,2) (87,8-97,3)
Ex 87,9 92,2 91,4 92,2
(80,8-92,7) (85,9-95,9) (84,9-95,3) (85,9-95,9)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

'Sin colonizacién crénica = grupo 1+2+3+4; Colonizados crénicamente =grupo 5. Grupo-1, 24 muestras de
pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa, Grupo-2, 27 muestras de pacientes no colonizados con antecedentes
de colonizacidn inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacion
intermitente o cronica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-5, 17 muestras de

pacientes con colonizacion cronica. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)
2 S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP=Valor predictivo positivo, VPN=Valor predictivo negativo, Ex=exactitud,
p=nivel de la significacion estadistica de la diferencia entre grupos.
En porcentaje (Intervalo de confianza 95%)
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Un resultado de cultivo positivo aislado tiene un VPP bajo (57,9%) para clasificar a
un paciente de colonizacidon cronica, mientras que los resultados que se obtienen con la
PCRgyrB y PCRfoxA de forma individual o utilizando los resultados combinados de ambas
tienen un VPP mayor (72,2%, 73,7% y 78,6% respectivamente), conservando un VPN bueno
(95,9 y 94,1% respectivamente). Tanto con la PCRgyrB sola como con los resultados
combinados de ambas PCR se obtienen los mejores valores de exactitud (92,2%), aunque con

la PCRgyrB sola tiene mejor sensibilidad y VPN.

En las muestras con un resultado de cultivo negativo, los resultados de las dos
técnicas de PCR tanto individualmente como combinadas se correlacionan estadisticamente
con el diagnostico de colonizacion cronica (p<0,001). Por el contrario, en muestras con un
resultado positivo de cultivo los resultados son peores y para las dos PCR, solas o en
combinacion, la relacion con el diagndstico de colonizacion cronica por P.aeruginosa no

alcanza significacion estadistica (Tabla-4.2.2.2.3).

Tabla-4.2.2.2.3. Relacion entre colonizacion cronica por P.aeruginosa y el resultado de
las distintas variables segiin resultado del cultivo

. 1 1 PCRgyrB>5000+
Cultivo PCRgyrB >5000 PCRtoxA >1500 PCRtoxA>1500"
NEGATIVO Si (p<0,001) S7 (p<0,001) Si(p<0,001)
POSITIVO NO NO NO

T'Unidades formadoras de colonias/ ml
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4.2.3. Deteccion de anticuerpos anti-P.aeruginosa. Comparacion con el cultivo.

En las muestras de suero se habia analizado la presencia de anticuerpos frente a 3
antigenos de P.aeruginosa, Proteasa alcalina (PA), Elastasa (ELA), y Exotoxina A (ETA)
segin se describe en material y métodos. Para el calculo del titulo de anticuerpos se habia
construido una recta de calibracion (recta de regresion lineal) con los tres controles de titulo
conocido utilizando el programa Excel cada vez que se habia realizado el ensayo. La media
de los valores del coeficiente de determinacion (R?) de las rectas de regresion lineal obtenidas
fue de 0,99 (rango 0,92-1) para el antigeno PA, 0,98(0,91-1) para ELA y 0,99 (0,96-1) para
ETA.

El valor de la mediana del titulo de anticuerpos para cada grupo y frente a cada uno

de los antigenos aparece en la Tabla-4.2.3.1.

Tabla-4.2.3.1 Distribucion por grupos de la mediana del titulo de anticuerpos para cada
uno de los antigenos utilizados

Pacientes' Titulo anticuerpos™’
PA ELA ETA

Grupo 1 (n=24) 47,5 (20/93,75) 30(0/115) 45 (20/123,75)
Grupo 2 (n=27) 30(25/7100) 50@7/110) 90 (10/275)
Grupo 3 (n=22) 75 (26,5 /285) 95 (32,5 /281,25) 187 (65/552,5)
Grupo 4 (n=26) 205 (75/438,75) 257,5 (63,75 /640) 480 (97,5/1073,75)
Grupo 5 (n=17) 780 (430 /6855) 1825 (705/6185) 2700 (1165/11052,5)
TOTAL (n=116) 97,5 (30/375) 105 (25/373,75) 165 (46,25 /802,5)

'Grupo-1, 24 muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion intermitente o cronica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, 17 muestras de pacientes con colonizacidn cronica.

*Valor inverso del titulo. Mediana (cuartil 1/ cuartil 3)

3 PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A.

Todos estos resultados se representan graficamente en las Figuras 4.2.3.1-A, By C
junto con la significacion estadistica de la diferencia en el titulo de anticuerpos entre los
diferentes grupos analizados. Existian diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo 5 y todos los demas grupos (P<0,001). También entre el grupo 4 y los grupos 1
(p<0,001) y 2 (p<0,01) pero no con el grupo 3. Las diferencias no eran estadisticamente
significativas entre el grupo 3 y los grupos 2 y 4. Entre el grupo 3 y el grupo 1 solo lo eran

para los antigenos ELA (<0,05) y ETA (p<0,01).
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Figura 4.2.3.1. Representacion grafica de la mediana del titulo de anticuerpos
frente al antigeno PA (A), ELA (B) y ETA para cada uno de los grupos
estudiados. En los graficos la linea representa el valor de la mediana, el limite superior
de la caja corresponde al valor del tercer cuartil (75% de los datos) y el limite inferior
al primer cuartil (25%); las dos barras verticales determinan el rango del 95% de los
casos. Los valores atipicos estan sefialados con un punto. Grupo-1, 24 muestras de
pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3, 22 muestras de
pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacién intermitente o crénica;
Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-5, 17
muestras de pacientes con colonizacién cronica.
En el caso de la deteccion de anticuerpos, el objetivo del trabajo ha sido reevaluar los
titulos de anticuerpos ya obtenidos por técnica de enzimainmunoensayo (EIA) frente a los
tres antigenos (Exoproteina A, Proteasa alcalina y Elastasa) de P. aeruginosa y utilizados

para el diagnostico de la colonizacion cronica por este microorganismo.

Aunque la finalidad inicial de las pruebas serologicas en el contexto de la fibrosis
quistica es identificar a los pacientes con colonizacion cronica, se ha valorado su utilidad
para el diagnostico de la colonizacidn tanto actual como crénica por P.aeruginosa. En primer
lugar se ha evaluado su valor adicional para detectar la colonizacion por P.aeruginosa y por
tanto valorar si podria usarse la serologia también en el seguimiento de los pacientes con FQ
con esta finalidad. En segundo lugar se ha reevaluado su capacidad para el diagnostico de la

colonizacion cronica.
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4.2.3.1. Titulo de anticuerpos y diagnéstico de colonizacion.

Para buscar los puntos de corte idoneos para identificar la colonizacion actual por
P.aeruginosa se han reanalizado los resultados del EIA mediante curvas ROC. Los resultados
de las tres pruebas serologicas valoradas individualmente para diferenciar entre muestras de
pacientes con colonizacion (grupos 4 y 5; 43 pacientes) y pacientes no colonizados por

P.aeruginosa (grupo 1, 2 y 3; 73 pacientes) se muestran en la Figura 4.2.3.1.1.
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Figura 4.2.3.1.1. Curva ROC para diagnostico de colonizacién actual

para los tres antigenos, Proteasa alcalina (PA), Elastasa (ELA) y
Exotoxina A (ETA) valorados individualmente

Los mejores puntos de corte para diferenciar entre colonizacion por P.aeruginosa de
ausencia de colonizacién para cada uno de los antigenos utilizados aparecen en la Tabla
4.2.3.1.1. Estos puntos de corte discriminan entre colonizacion y ausencia de colonizacion,
con una area bajo la curva (AUC) mas elevada para la determinacion de anticuerpos anti-
ELA (0,842, IC 95% 0,764-0,919) y una valoracién como test bueno. Las AUC para las
determinaciones de anticuerpos anti-PA (0,829, 0,748-0,910) y anti-ETA (0,818, 0,731-

0,904) son menores pero alcanzan también una valoracion de test bueno para ambas pruebas.
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Tabla 4.2.3.1.1. Puntos de corte para colonizacion por P.aeruginosa para cada antigeno.

Antigeno’ | Punto corte’ S (%)’ E (%)’ Ex (%) | auC’
PA 180 72,1 84,9 80,2 0,829
ELA 240 72,1 87,7 81,9 0,842
ETA 800 58,1 94,5 81,0 0,818

" PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A.

*Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del cual la colonizacién actual por P. aeruginosa puede
considerarse cronica

? S=Sensibilidad, E=Especificidad, Ex=exactitud. En porcentaje. AUC= érea bajo la curva.

El punto de corte con mayor exactitud lo presenta la determinacion de anticuerpos
anti ELA (81,9%) para el titulo 1/240 con especificidad del 87,7% y sensibilidad del 72,1%.
Para PA se ha seleccionado el punto de corte 1/180 con especificidad del 84,9%, sensibilidad
del 72,1% vy exactitud del 80,2%. Puesto que para ETA habia dos puntos de corte con igual
exactitud (81%), se ha escogido el que tenia mejor sensibilidad, 1/800. Con este punto de
corte la especificidad para ETA es la mayor (94,5%) pero con sensibilidad menor (58,1%).
Los resultados para cada grupo con estos puntos de corte y para cada antigeno se muestran en

la tabla 4.2.3.1.2.

Tabla 4.2.3.1.2. Muestras positivas utilizando los puntos de corte 6ptimos obtenidos por
curvas ROC para cada uno de los antigenos valorados individualmente
GRUPO' Antigeno y punto corte’
PA> 180 ELA> 240 ETA> 800
Grupo 1 (n=24) 2(8,3) 1(4,2) 0
Grupo 2 (n=27) 3(11,1) 2(7,4) 1(3,7)
Grupo 3 (n=22) 6(27,3) 6(27,3) 3(13,6)
Grupo 4 (n=26) 15(57,7) 15(57,7) 10(38,5)
Grupo 5 (n=17) 16(94,1) 16(94,1) 15(88,2)
TOTAL (n=116) 42(36,2) 40(34,5) 29(25,0)

'Grupo-1, 24 muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no

colonizados con antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no colonizados con

antecedentes de colonizacién intermitente o cronica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacién

intermitente. Grupo-5, 17 muestras de pacientes con colonizacion crénica.

? PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del
cual el resultado se considera positivo. Numero (% respecto al total de cada grupo)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para cada uno de los tres
antigenos entre los grupos 1, 2 o 3 con el grupo 4 (p<0,01, p<<0,01 y p<0,05,
respectivamente) y con el grupo 5 (p<0,001 para todos ellos). La tnica excepcion fue el

antigeno ETA para el cual las diferencias no fueron significativas entre el grupo 3 y 4.
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También fueron significativas las diferencias entre los grupos 4 y 5 entre si (p<0,05). Por el
contrario, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos 1, 2 y 3 de pacientes
no colonizados entre si con la excepcion del antigeno ELA entre los grupos 1 y 3, que si fue

estadisticamente significativa (p<0,05).

También se han valorado los resultados combinados de los tres antigenos, utilizando
para cada uno el punto de corte seleccionado mediante curvas ROC. A este punto de corte
combinado se le ha denominado punto de corte COLONIZADO. Se ha tenido en cuenta la
positividad acumulada frente a uno, dos o los tres antigenos. Los resultados para cada uno de

los grupos se exponen en la Tabla-4.2.3.1.3.

Tabla 4.2.3.1.3. Muestras positivas utilizando los puntos de corte 6ptimos obtenidos
mediante curvas ROC para uno o mas de los antigenos valorados globalmente
GRUPO' Punto corte COLONIZADO
PA>180 y/o ELA> 240 y/o ETA>800°
>1 >2 3
Grupo 1 (n=24) 2(8,3) 1(4,2) 0
Grupo 2 (n=27) 5(18,5) 1(3,7) 0
Grupo 3 (n=22) 7(31,8) 5(22,7) 3(13,6)
Grupo 4 (n=26) 20(76,9) 15(57,7) 6(23,1)
Grupo 5 (n=17) 17(100) 17(100) 13(76,5)
TOTAL (n=116) 51(44,0) 39(33,6) 22(19,0)

'Grupo-1, 24 muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion intermitente o crdnica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, 17 muestras de pacientes con colonizacién crénica.

2 PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del
cual el resultado se considera positivo. Numero de pacientes (porcentaje respecto al total de cada grupo) con
resultados positivos a 1 o mas antigenos (>1) y a 2 o mas antigenos (>2).

Al valorar la presencia de anticuerpos frente al menos un antigeno, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos 1, 2 o 3 con respecto al grupo 4
(p<0,001, p>0,001 o p<0,05, respectivamente) y grupo 5 (p<0,001) y entre los grupos 4 y 5
entre si (p<0,05), es decir entre pacientes colonizados y no colonizado. Cuando se utiliza
como criterio de positividad la presencia de anticuerpos como minimo frente a dos antigenos,
las diferencias son significativas entre los grupos 4 y 5 entre si (p<0,01) y entre estos dos con

los grupos 1 (p<0,001), 2 (p<0,001) o 3 (p<0,05). Cuando se utiliza como criterio de
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positividad la presencia de anticuerpos como minimo frente a tres antigenos, las diferencias

unicamente son significativas (p<0,01) entre el grupo 5 y los demads grupos.

Para valorar la capacidad de la deteccion de anticuerpos para identificar colonizacion

con los resultados de una sola muestra, se han comparado los resultados obtenidos con el

cultivo con los de las técnicas de deteccion de anticuerpos, ya sea de forma individual como

combinada. En este ultimo caso, se ha valorado la positividad acumulada frente a uno, dos o

los tres antigenos. Los resultados obtenidos con los puntos de corte calculados mediante

curvas ROC para cada antigeno se exponen en la Tabla-4.2.3.1.4. Existe relacion

estadisticamente significativa (p<0,001) entre la colonizacién por P.aeruginosa y los

resultados de todas las técnica.

Tabla 4.2.3.1.4. Resultados obtenidos para la colonizacion por P.aeruginosa tanto individual
como globalmente para cada uno de los antigenos con los puntos de corte calculados
mediante curvas ROC

Colonizacion Cultivo PA ELA ETA Pto. corte COLONIZADO’
P.aertffgz;osa”z positivo =330 2240 2800 21 >2 >3
No (n=73) 000,00 | 1I(I51) | 9123 | 455 | 141%2) | 796 34,1)
S7 (n=43) 19(44,2) 31(72,1) 31(72,1) 25(58,1) 37(86,0) 32(74,4) 19(44,2)
TOTAL(n=116)| 19(16,4) | 42(36,2) | 40(34,5) | 29(25.0) | 51(44,0) | 39(33.6) | 22(20.6)
S 44,2 72,1 72,1 58,1 86,0 74,4 46,3
(30,4-58,9) | (57.3-83.3) |(57,3-83,3) |(43.3-71,6) |(72,7-94,7) |(59.8-85,1) |(32,1-61.3)
E 100 84,9 87,7 94,5 80,8 90,4 95,5
(95,0-100) (75,0-91,4) |(78,2-93,4) |(86,7-97,8) |(70,3-88,2) |(81,5-95,3) |(87,5-98,4)
VPP 100 73,8 77,5 86,2 72,5 82,1 86,4
(83,2-100) | (58,9-84,7) |(62,5-87,7) |(69,4-94,5) |(59,1-82,9) |(67,3-91,0) |(66,7-95,3)
VPN 75,3 83,8 84,2 79,3 90,8 85,7 74,1
(65, 8-82, 8) (73,8-90,5) |(74,4-90,7) |(69,6-86,5) |(81,3-95,7) |(76,2-91,8) |(63,9-82,2)
Ex 79,3 80,2 81,9 81,0 82,8 84,5 76,6
(7],]-85, 7) (72,0-86,4) |(73,9-87,8) |(73,0-87,1) |(74,9-88,6) |(76,2-90,0) |(67,8-83,6)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

'Sin colonizacion = grupo 1+2+3; Con colonizacion =grupo 4+5. Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados
por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3,
muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacion intermitente o cronica; Grupo-4, muestras de
pacientes con colonizacién intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion crénica. N° muestras
(porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)
2S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo, Ex=exactitud.
En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).
*Pto. corte COLONIZADO: positividad acumulada frente a uno, dos o los tres antigenos con titulos PA>180 y/o
ELA>240 y/0o ETA>800
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Se ha hecho lo mismo con el punto de corte 1/500 para valorar su posible utilidad

para el diagndstico de la colonizacion por P.aeruginosa. E1 manual de la técnica contempla

este punto de corte como dudoso para el diagndstico de la colonizacidon crdénica pero parece

interesante comprobar su capacidad para diferenciar entre pacientes no colonizados y

colonizados por la comodidad que supone la utilizacion de un punto de corte unico para

todos los antigenos y porque es cercano a los puntos de corte calculados mediante curvas

ROC. Los resultados se muestran en la Tabla-4.2.3.1.5.

Tabla 4.2.3.1.5. Resultados obtenidos para la colonizacion por P.aeruginosa tanto
individual como globalmente para cada uno de los antigenos utilizando el punto de corte
1/500
Colonizacién por| Cultivo PA ELA ETA PA y/o ELA y/o ETA2500°
P.aeruginosa"’ | positivo >500 =500 >500 >7 >2 >3
No (n=73) 0(0,0) 5(6,8) 34,1) | 10(13,7) | 14(192) | 3(4.1) 1(1,4)
Si (n=43) 19(44,2) | 15(34.9) | 21(48,8) | 29(67.4) | 34(79.1) | 22(51,2) | 9(20,9)
TOTAL(n=116) | 19(164) | 20(17.2) | 24(20,7) | 39(33.6) | 48(41,4) | 25(21,6) | 10(8.6)
B 44,2 34,9 48,8 67,4 79,1 51,2 20,9
(30,4-58,9) | (22,4-49,8) | (34,6-63,2) |(52,5-79.5)|(64,8-88,6)| (36,8-65,4) | (11,4-35,2)
E 100 93,2 95,9 86,3 80,8 95,9 98,6
(95,0-100) | (84,9-97,0) | (88,6-98,6) |(76,6-92,4)|(70,3-88,2)| (88,6-98,6) | (92,6-99,8)
VPP 100 75,0 87,5 74,4 70.8 88,0 90,0
(83,2-100) | (53,1-88,8) | (69,0-95,7) | (58,9-85,4)|(56,8-81,8)| (70,0-95,8) | (59,6-98,2)
VPN 75,3 70,8 76,1 81,8 86,8 76,9 67,9
(65,8-82,8)| (61,1-79,0) | (66,4-83,6) | (71,8-88,8)|(76,7-92,9)| (67,3-84,4) | (58,5-76,0)
Ex 79,3 71,6 76,1 79,3 80,2 79,3 69,8
(71,1-85,7)| (62,8-79,0) | (66,4-83,6) |(71,1-85,7)|(72,0-86,4)| (71,1-85,7) | (60,9-77,4)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

'Sin colonizacion

grupo 1+2+3; Con colonizacion =grupo 4+5. Grupo-1, muestras de pacientes nunca

colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacion
inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacién intermitente o cronica;
Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion
crénica. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)
2S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

? Positividad acumulada frente a uno, dos o los tres antigenos.

Individualmente los puntos de corte calculados mediante curvas ROC se comportan

mejor que el punto de corte tinico de 1/500. E1 mejor resultado de exactitud se obtiene con la

deteccion de anticuerpos anti ELA>1/240 (81,9%). La sensibilidad (72,1%) y el valor

predictivo negativo (84,2%) son superiores al cultivo (44,2% y 75,3%, respectivamente)

aunque la especificidad y el VPP son inferiores a los del cultivo (100%).
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También son mejores los resultados combinados de los tres antigenos utilizando los
puntos de corte calculados mediante curvas ROC (punto de corte COLONIZADO) que
utilizando el punto de corte 1/500. Cuando se utiliza como criterio de positividad la presencia
de anticuerpos frente al menos uno de los antigenos, la sensibilidad del punto de corte
COLONIZADO (86,0%) y el VPN (90,8%) son superiores al cultivo (44,2% y 75,3%,
respectivamente) y mejores que los obtenidos con el antigeno ELA individualmente (72,1 y
87,7%). También la exactitud (82,8%) es mejor que la del cultivo (79,3%). Cuando se utiliza
como criterio de positividad la presencia de anticuerpos frente al menos dos de los antigenos,
la exactitud del punto de corte COLONIZADO (84,5%) mejora. Sin embargo, la sensibilidad
(74,4%) y el VPN (85,7%) son menores aunque continuan siendo mejores que los del cultivo
aislado (44,2% y 75,3%, respectivamente) y mejores que los obtenidos con el antigeno ELA
individualmente (72,1 y 87,7%). En ambos casos, la especificidad y el VPP son inferiores al

cultivo (100%), como también ocurre con el antigeno ELA individualmente.
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4.2.3.2 Titulo de anticuerpos y diagnéstico de colonizacion cronica.

En segundo lugar, se han calculado los puntos de corte dptimos para el diagndstico de
la colonizacion crénica mediante curvas ROC. En la Figura 4.2.3.2.1 se muestran las curvas

ROC para las tres pruebas seroldgicas valoradas individualmente.

Curva ROC
ANTIGENO
UTILIZADO
— PA
— ELA
e ETA
| Linea de
referencia
0,5
E 0.5
=
i
=
& 04|
02+
0o T T T T
0,0 02 04 0.6 0.8 1,0
1 - Especificidad
Figura 4.2.3.2.1. Curva ROC para diagnostico de colonizacion

crénica para los tres antigenos, Proteasa alcalina (PA), Elastasa
(ELA) y Exotoxina A (ETA), valorados individualmente

Discriminan bien entre presencia y ausencia de colonizacion cronica, con areas bajo
la curva (AUC) mas elevadas para la determinacidon de anticuerpos anti-ETA (0.935, 1C95%
0,875-0,996) y anti-ELA (0,933, 0,882-0,984) y una valoracion de ambas pruebas como test
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muy bueno. El AUC para la determinacidon de anticuerpos anti-PA es menor (0,917, 0,858-

0,975), pero también alcanza la valoracion de test muy bueno.

Los mejores puntos de corte individuales para diferenciar entre el grupo 5, con
colonizacion crénica, y los grupos sin aislamiento crénico de P.aeruginosa (grupos 1, 2, 3y

4) para cada uno de los antigenos utilizados aparecen en la Tabla-4.2.3.2.1.

Tabla-4.2.3.2.1. Puntos de corte para colonizacion crénica por P.aeruginosa calculados
mediante curvas ROC para cada antigeno
Antt'genol Punto corte’ s’ (%) E (%) ExX’ (%) Auc?
PA 1900 41,2 99,0 90,5 0,917
ELA 1500 64,7 96,0 91,4 0,933
ETA 1900 64,7 97,0 92,2 0,935

" PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A.

*Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del cual la colonizacién actual por P. aeruginosa se puede
considerarse cronica

? S=Sensibilidad, E=Especificidad, Ex=exactitud. En porcentaje.

4AUC= érea bajo la curva.

El mejor valor de exactitud (92,2%) lo presenta la determinacién de anticuerpos anti
ETA para el titulo 1/1900 con una sensibilidad del 64,7% y especificidad del 97,0%. Para
ELA, el punto de corte con las mejores caracteristicas es el titulo 1/1500 con eficacia del
91,4% y especificidad del 96,0%. El punto de corte seleccionado para PA fue el titulo 1/1900
que tiene una eficacia (90,5%) menor que las de ETA y ELA y una especificidad del 99%.
Las sensibilidades que se obtienen con los puntos de corte seleccionados mediante curvas

ROC para ELA y PA fueron del 41,2% y 64,7%, respectivamente.

En la Tabla 4.2.3.2.2 se muestran los resultados individuales con cada antigeno y para
cada uno de los grupos utilizando estos puntos de corte, 1/1900 para PA, 1/1500 para ELA y
1/1900 para ETA. Estos resultados se han comparado con los obtenidos utilizando los
criterios del manual de la técnica que considera el punto de corte 1/1250 como positivo para
la colonizacion cronica. Ademas se muestran los resultados obtenidos con el punto de corte
1/500 considerado como dudoso por el manual de la técnica pero con mejores resultados

segun algunos autores para el diagnostico de la colonizacidn cronica.
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Tabla 4.2.3.2.2. Muestras positivas utilizando los puntos de corte obtenidos mediante
curvas ROC y los recomendados en el manual de la técnica. Se muestran los resultados
obtenidos para cada uno de los antigenos individualmente.

GRUPO' PA’ ELA® ETA®
Titulo anticuerpos3 Titulo anticuerpos3 Titulo anticuerpos3
=500 >1250 21900\ =500 >1250 =1500| =500 >1250 =>1900
Grupo 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=24) (4,2)
Grupo 2 0 0 0 2 0 0 3 0 0
(n=27) (7,4) (11,1)
Grupo 3 4 0 0 1 1 1 7 2 1
(n=22) (18,2) (4,5) 4,5) (4,5 | 318 (91%) (4,5)
Grupo 4 5 2 1 8 4 3 13 5 2
(n =26) (19.2) (7,7) 3,8 | (30,8) (154) (11,5) | (50,0) (19,2) (7,7)
Grupo 5 10 7 7 13 12 11 16 13 11
(n=17) (58,8) (41,2) (41,2)| (76,5%) (70,6) (64,7) | (94,1) (76,5) (64,7)
TOTAL 20 9 8 24 17 15 39 20 14
(n=116) (17,2) (7,8) (6,9) | (20,7) (14,7) (12,9) | (33,6) (17,2) (12,1)

lGrupo-l, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion intermitente o cronica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion cronica. N° muestras (porcentaje respecto al
total de muestras de cada grupo)

2 PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A.

* Valor inverso del titulo.

Al comparar el grupo 5 con colonizacion crénica con los demds grupos se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para ELA y ETA con los puntos de
corte 1/500 (p<0,01), 1/1250 y 1/1500 (p<0,001). Las diferencias también fueron
significativas para el antigeno PA cuando se utilizaron los tres puntos de corte 1/500 y

1/1250 (p<0,05) y 1/1900 (p<0,01).

Puesto que el manual de la técnica considera como colonizacion cronica las muestras
con un titulo de anticuerpos igual o superior a 1/1250 frente al menos uno de los antigenos,
se han valorado los resultados de los tres antigenos combinados utilizando los puntos de corte
seleccionados mediante curvas ROC (PA>1900 y/o ELA> 1500 y/o ETA>1900). A este
punto de corte combinado se le ha denominado punto de corte CRONICO vy los resultados

obtenidos se muestran en la tabla 4.2.3.2.3.
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Tabla 4.2.3.2.3. Muestras positivas utilizando los puntos de corte 6ptimos obtenidos
mediante curvas ROC para uno o mas de los antigenos valorados globalmente

GRUPO' Punto corte CRONICO’
PA>1900 y/o ELA> 1500 y/o ETA>1900

>1 | >2 =3
Grupo 1 (n=24) 0 0 0
Grupo 2 (n=27) 0 0 0
Grupo 3 (n=22) 2(9,1) 0 0
Grupo 4 (n=26) 6(23,1) 0 0
Grupo 5 (n=17) 15(88,2) 10(58,8) 4(23,5)
TOTAL (n=116) 23(19,8) 10(8,6) 4(3,4)

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacidn inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion intermitente o crénica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion cronica. N° muestras (porcentaje respecto al
total de muestras de cada grupo)

*PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del
cual el resultado se considera positivo. N° de pacientes (% respecto al total de cada grupo) con resultados
positivos a 1 o mas antigenos (>1), 2 0 mas antigenos (>2) o a los tres antigenos (=3)

Se ha hecho lo mismo para los puntos de corte 1/500 y 1/1250 y los resultados

combinados de los tres antigenos se muestran en la Tabla-4.2.3.2.4.

Tabla-4.2.3.2.4. Pacientes con muestras positivas utilizando los puntos de corte
recomendados en el manual de la técnica para uno o mas de los antigenos combinados
GRUPO' PA y/o ELA y/o ETA’
=500 >1250
=1 >2 =3 >1 >2 =3
Grupo 1 (n=24) 1(4,2) 0 0 0 0 0
Grupo 2 (n=27) 5(18,5) 0 0 0 0 0
Grupo 3 (n=22) 8(36,4) 3(13,6) 1(4,5) 3(13,6) 0 0
Grupo 4 (n=26) 17(65,4)  7(26,9) 2(7,7) 10(38,4) 1(3,8) 0
Grupo 5 (n=17) 17(100)  15(88,2)  7(41,2) | 15(88,2) 12(70,6) 5(29,4)
TOTAL (n=116) | 48(41,4) 25(21,6) 10(8,6) | 28(24,1) 13(11,2) 5(4,3)

'Grupo-1, muestras de pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no
colonizados con antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacién intermitente o cronica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion
intermitente. Grupo-5, muestras de pacientes con colonizacion crénica. N° muestras (porcentaje respecto al
total de muestras de cada grupo)

*PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del
cual el resultado se considera positivo. N° de pacientes (% respecto al total de cada grupo) con resultados
positivos a 1 o mas antigenos (>1), 2 o0 mas antigenos (>2) o a los tres antigenos (=3)
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Cuando se combinan los resultados de los tres antigenos utilizando el punto de corte
crénico (PA>1/1900 y/o ELA> 1/1500 y/o ETA>1/1900) o el punto de corte 1/1250 no se
encuentra reactividad en las muestras del grupo 1 y 2 y el mismo porcentaje de muestras del

grupo 5 son positivas (88,2%).

Con el punto de corte 1/500 todos las muestras de pacientes con colonizacion cronica
son positivas pero un elevado porcentaje (65,4%) de las muestras de pacientes con
colonizacion intermitente también lo son. Al comparar los resultados combinados de los tres
antigenos, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p <0,001) entre el

grupo 5 y los demas grupos para los tres puntos de corte cronico, 1/500 y 1/1250.

Se ha comparado la capacidad para diagnosticar la colonizacion cronica combinando
los resultados de los tres antigenos individuales utilizando el punto de corte crénico
(PA>1/1900 y/o ELA> 1/1500 y/o ETA>1/1900). Estos resultados se han comparado con los
resultados del cultivo y los resultados obtenidos utilizando los dos puntos de corte
recomendados por el manual de la técnica, 1/1250 y 1/500. En los tres casos, se ha valorado
la positividad acumulada frente uno o mas de los antigenos siguiendo los criterios del manual
de la técnica. Para intentar mejorar la especificidad de los resultados obtenidos con los
antigenos combinados se ha valorado también la positividad acumulada frente a un minimo

de dos o tres antigenos.

En la Tabla-4.2.3.2.5 se muestran los resultados obtenidos considerando positivas las
muestras con presencia de anticuerpos frente a un minimo de un antigeno o a un minimo de
dos antigenos. No se muestran los resultados para tres antigenos por la pobre sensibilidad de
este criterio. Se exponen los resultados de sensibilidad, especificidad y efectividad para
diferenciar entre colonizacion cronica (grupo 5) y ausencia de colonizacion crdnica (grupos
4, 3,2y 1). Se encontro relacion estadisticamente significativa (p<0,001) entre los resultados

de todas las técnicas y la situacién o no de colonizacion cronica.

Si se valoran como positivas las muestras con anticuerpos frente a uno o mas

antigenos utilizando el punto de corte cronico (PA>1/1900 y/o ELA>1/1500
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y/0ETA>1/1900), la sensibilidad aumenta hasta el 88,2% con respecto a los antigenos

individuales aunque la especificidad desciende hasta el 91,9%.

Tabla 4.2.3.2.5. Resultados obtenidos para el diagnéstico de colonizacion crénica por
P.aeruginosa combinando los resultados de los tres antigenos
Colonizacién .| PAyoELAyo | PAyoELAye PA21900 y/o
e Cultivo ELA> 1500 y/0
cronica .. ETA =500 ETA >1250
P.aeruginosa®’ positivo ETA>1900
>1 >2 >1 >2 >1 >2
No (n=99) 8s1) | 3131,3) | 1010,1) | 13313.1) | 1(1,0) 8(8,1) 0
Si (n=17) 11(64,7) | 17(100) | 15(88,2) | 15882) | 12(70,6) | 15(88,2) | 10(58,8)
TOTAL(n=116)| 19(16,4) | 48(41,4) | 25(21,6) | 28(24,1) | 13(11,2) | 23(188) | 10(8,6)
S 64,7 100 88,2 88,2 70,6 88,2 58,8
(41,3-82,7) | (81,6-100) | (65,7-96,7) |(65,7-96,7)| (46,9-86,7) | (65,7-96,7) | (36,0-78,4)
E 91,9 68,7 88,9 86,9 99,0 91,9 100
(84,9-95,8) |(59,0-77,0)| (82,4-94,4) |(78,8-92,2)| (94,0-99,8) | (84,9-95,8) | (96,3-100)
VPP 57,9 35,4 60,0 53,6 92,3 65,2 100
(36,3-76,9) |(23,4-49,6)| (40,7-76,6) | (35,8-70,5)| (66,7-98,6) | (44,9-81,2) | (72,2-100)
VPN 93,8 100 97,8 97,7 95,1 97,8 93,4
(87,2-97,1) | (94,7-100) | (92,3-99,4) |(92,1-99,4)| (89,0-97,9) | (92,5-99,4) | (87,0-96,8)
Ex 87,9 73,3 89,7 87,1 94,8 91,4 94,0
(80,8-92,7) | (64,6-80,5)| (82,8-94,0) | (79,8-92,0)| (89,2-97,6) | (84,9-95,3) | (88,1-97,0)
» p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,00 | p<0,001 | p<0,001

'Sin colonizacién crénica = grupo 142+3+4; Con colonizacién crénica =grupo 5. Grupo-1, 24 muestras de
pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de
colonizacién intermitente o cronica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacién intermitente. Grupo-
5, 17 muestras de pacientes con colonizacion cronica. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de

cada grupo)

* S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).
3 PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir
del cual el resultado se considera positivo. N° de pacientes (% respecto al total de cada grupo) con resultados
positivos a 1 o mas antigenos (>1) y a 2 o mas antigenos (>2).

Utilizando el punto de corte cronico se obtienen unos resultados mejores que los

obtenidos unicamente mediante el cultivo para todos los indicadores con una especificidad

igual. Utilizando el mismo criterio con los puntos de corte 1/1250, que el manual de la

técnica considera positivo para la colonizacion crénica, y 1/500, considerado como dudoso

para la misma finalidad, se obtienen valores de exactitud (87,1% y 73,3% respectivamente) y

especificidad (86,9% y 68,7%) peores que los obtenidos mediante el cultivo o el punto de

corte cronico (PA>1/1900 y/o ELA>1/1500 y/oETA>1/1900).
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En el caso del punto de corte cronico al valorar inicamente como positivas para el
diagndstico de la colonizacion crénica las muestras con anticuerpos frente al menos dos
antigenos, la exactitud (94,0%), la especificidad (100%) y el VPP (100%) aumentan pero a
costa de una pérdida importante de sensibilidad que disminuye desde el 88,2% hasta el
58,8%. Para los puntos de corte 1/500 y 1/1250, la exactitud mejora si se valoran como
positivas las muestras con anticuerpos frente al menos dos de los antigenos y son mejores
para el punto de corte 1/1250. En este caso, la sensibilidad disminuye hasta al 70,6%, pero la
especificidad aumenta hasta el 99,0% y se obtiene el mejor valor de exactitud (94,8%). En
este ultimo caso el VPP es el 92,3% muy por encima del que se obtiene Uinicamente con el

cultivo, que es del 57,9%.

En los muestras con un resultado de cultivo negativo (Tabla-4.2.3.2.6), los resultados
de las técnicas seroldgicas tanto individualmente en el caso de la deteccion de anticuerpos
anti ETA a titulos > 1/1900 como combinadas a titulos >1/1250 o utilizando el punto de corte
cronico (PA>1900 y/o ELA> 1500 y/o ETA>1900) se asocian estadisticamente con el

diagnostico de colonizacion cronica (p<0,001).

En muestras con un resultado de cultivo positivo los resultados son peores (p<0,05)
pero también existe relacion con el diagndstico de colonizacién créonica por P.aeruginosa
(Tabla-4.2.3.2.6), excepto cuando se utilizan las técnicas seroldgicas combinadas y se valora
como positivas las muestras con anticuerpos positivos a titulos > 1/1250, recomendado por el

manual de la técnica, frente a 1 o mas antigenos.

Tabla-4.2.3.2.6. Relacion entre colonizacion crénica por P.aeruginosa y el resultado de
las distintas variables segiin resultado del cultivo
PA y/o ELA y/o ETA E’;ﬁi] ?50_3 0y; ‘;0
. 1 -
Cultivo ETA >1/1900 >1/1250 ETA>1900"
POS>1"’ POS>2* POS>1’ POS>2*
NEGATIVO | Si (p<0,01) | Si (p<0,001) | Si (p<0,001) | Si (p<0,001) | Si (p<0,001)
POSITIVO Si (p<0,05) NO S1 (p<0,05) | Si(p<0,05) | Si(p<0,05)

" PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del

cual el resultado se considera positivo.

?Anticuerpos positivos frente a 1 o mas antigenos (POS>1) y a 2 0 més antigenos (POS>2).
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4.2.4. Comparacion entre deteccion del DNA, anticuerpos especificos y cultivo en el

diagnéstico de colonizacion por P.aeruginosa.

En primer lugar se han evaluado las técnicas de deteccion de anticuerpos y DNA con
los mejores resultados para el diagndstico de la colonizacion por P.aeruginosa. Las técnicas

evaluadas se detallan en la Tabla-4.2.4.1.

Tabla 4.2.4.1. Técnicas evaluadas y criterios de positividad utilizados para
las técnicas de deteccion de anticuerpos y del DNA de P.aeruginosa

Técnicas para el diagnostico colonizacion por P.aeruginosa
-PCRgyrB>35 UFC/ml

Deteccion DNA

-ELA>1/240"
-Punto corte COLONIZADO*’

-ELA>1/240 y/o PCRgyrB>35
-Punto corte COLONIZADO y PCRgyrB >35°

Deteccion anticuerpos

Pruebas combinadas

"PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de
anticuerpos a partir del cual el resultado se considera positivo.

? Punto corte COLONIZADO: Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres
técnicas de deteccion de anticuerpos, utilizando los puntos de corte individuales PA>1/180,
ELA> 1/240 y ETA>1/800. Se ha considerado como positivo a partir de 1 o mas técnicas
positivas (>1) o a partir de 2 0 mas (>2).

> Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de deteccion de
anticuerpos y la técnica de PCRgyrB de P.aeruginosa, utilizando el punto de corte > 35
UFC/ml. Se ha considerado como positivo a partir de 1 o mas técnicas positivas (>1) o a
partir de 2 o mas (>2) o a partir de 3 o mas.

Los resultados obtenidos por estas técnicas se han correlacionado con los resultados

del cultivo y también entre si. Todas las correlaciones son significativas p<0,001.

En el caso de la PCR gyrB>35UFC/ml, la correlacion con los resultados del cultivo es
del 82,8%. La correlacion de la PCR con la deteccion de anticuerpos anti-ELA a titulos

>1/240 es de 81,9%.

Cuando se utilizan los resultados de los tres antigenos combinados utilizando el punto

de corte COLONIZADO (PA>1/180, ELA> 1/240 y ETA>1/800) y se consideran positivas
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las muestras con anticuerpos como minimo frente a un solo antigeno, la correlacion entre
serologia y PCR es del 81,0%. Cuando las muestras se consideran positivas a partir de 2 o

mas antigenos, es del 84,5%.

La correlacion entre cultivo y deteccion de anticuerpos anti-ELA a titulos >1/240 es
del 78,4%. Cuando se valora la deteccidn de anticuerpos utilizando el punto de corte
COLONIZADO vy se consideran positivas las muestras con anticuerpos frente a 1 o mas
antigenos la correlacion con el cultivo es del 70,1%. Cuando se consideran positivas las

muestras con anticuerpos frente a un minimo de 2 antigenos, es del 79,3%.

En las tablas que se exponen a continuaciéon se han comparado los resultados
obtenidos con cada técnica individualmente y con las técnicas combinadas entre si. También
se han valorado los resultados cuando se afiaden al resultado del cultivo. El resultado de
cultivo aislado tiene sensibilidad baja (44,2%) y la exactitud (79,1%) y VPN (75,3%) son
moderados. La especificidad y el VPP descienden en todas las técnicas respecto al cultivo
puesto que éste tiene para ambos parametros un valor del 100%. Esto es debido a que el
cultivo es la técnica utilizada para definir el estado de colonizacion y por tanto los valores de

especificidad y VPP son los méaximos.

En las tablas no se muestran los resultados de la combinacion de la PCRgyrB
>35UFC/ml con el cultivo ya que no varian respecto a los resultados de la técnica de PCR
individualmente puesto que todas las muestras positivas por cultivo lo fueron también por
PCRgyrB. En todas las tablas, las muestras de pacientes colonizados se han separado en dos
grupos segun tuvieran el resultado del cultivo negativo (24) o positivo (19) para poder

valorar mejor los resultados de cada una de las técnicas en estos dos grupos.

En la Tabla-4.2.4.2, los resultados obtenidos con el antigeno ELA para identificar
colonizacion, utilizando como punto de corte el titulo 1/240, se comparan con los resultados
que se obtienen con la PCRgyrB>35UFC y con el cultivo. Se han valorado las técnicas

individualmente, combinadas entre si y con el cultivo
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Tabla-4.2.4.2. Diagndstico de la colonizacién por P.aeruginosa. Resultados obtenidos con las
técnicas de PCRgyrB> 35UFC/ml y deteccion de anticuerpos anti-ELA > 1/240, tanto aisladas
como combinadas entre si y con el cultivo

Cultivo pos
Colo;iz;zcio’n Cultivo | PCRgyrB’® ELA PCR%];/ZBE 35| C ulgl;\/)(()) pos y/? ngi"lljzzjo 5
. 12| positivo >35 >1/240 Yo =
P.aeruginosa ELA> 1/240 | ELA> 1/240 Pos> 1 Pos> 2
No (n=73) 0(0,0) 2(2,7) 9(12,3) 10(13,7) 9(12,3) 10(13,7) 1(1,4)
Si (n=24) 0(0,0) 18(75,0) | 14(583) 21(87,5) 14(58,3) 21(87,5) | 11(45,8)
Si (n=19) 19(100) 19(100) 17(89,5) 19(100) 19(100) 19(100) 19(100)
TOTAL(n=116)| 19(16,4) | 39(33,6) | 40(34,5) 50(43,1) 42(36,2) 50(43,1) | 39(33,6)
s 44,2 86,0 72,1 93,0 76,7 93,0 69,7
(30,4-58,9) ((72,7-86,2)| (57,3-83,3) | (81,4-97,6) | (62,3-86,8) |(81,4-97,6)| (54,9-81,4)
E 100 97,3 87,7 86,3 87,7 86,3 98,6
(95,0-100) |(90,5-99,2)| (78,2-93,4)| (76,6-92,4) | (78,2-93,4) |(76,6-92,4)| (92,6-99,8)
VPP 100 94,9 77,5 80,0 78,6 80,0 96,8
(83,2-100) |(83,1-98,6)| (62,5-87,7) | (67,0-88,8) | (64,1-88,3) |(67,0-88,8)| (83,8-99,4)
VPN 75,3 92,2 84,2 95,5 86,5 95,5 84,7
(65,8-82,8) |(84,0-96,4)| (74,4-90,7) | (87,5-98,4) | (76,9-92,5) |(87,5-98,4)| (75,6-90,8)
Ex 79,3 93,1 81,9 88,8 83,6 88,8 87,9
(71,1-85,7) |(87,0-96,5)| (73,9-87,8)| (81,8-93,3) | (75,8-89,3) [(81,8-93,3)| (80,8-92,7)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Sin colonizacion = grupo 14+2+3; Con colonizacion =grupo 4+5. Grupo-1, muestras de pacientes nunca

colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de

colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacion

intermitente o crénica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-5, muestras de

pacientes con colonizacidn crénica. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

2 S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).-

? En el caso de la PCR gyrB>35UFC/ml, la combinacién con el cultivo no varia los resultados ya que todas las

muestras positivas por cultivo lo fueron también para la PCRgyrB.

Individualmente, los mejores resultados de sensibilidad (86,0%), VPN (92,2%) y
exactitud (93,1%) se obtienen con la PCRgyrB> 35UFC/ml. La especificidad (97,3%) y VPP
(94,9%) también son los mejores si se exceptua el cultivo, que como ya se indicd alcanza el
100%. Utilizando los resultados combinados de la técnica de PCRgyrB> 35UFC con la
deteccion de anticuerpos anti ELA> 1/240, la sensibilidad (93,0%) y VPN (95,5%) mejoran.
Por el contrario, la exactitud (88,8%), VPP (80,0%) y especificidad (86,3%) disminuyen. La
exactitud de todas las técnicas individuamente o combinadas sigue siendo mas alta que la del

cultivo valorada individualmente (79,3%).

Cuando el resultado del cultivo es positivo, las técnicas individuales, excepto la
deteccion de anticuerpos anti ELA> 1/240, o combinadas identifican como positivas el 100%

de las muestras de pacientes colonizados con cultivo positivo (19 pacientes). Cuando el
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resultado del cultivo es negativo, los mejores resultados se obtienen combinando la técnica
de PCRgyrB> 35UFC con la deteccion de anticuerpos anti ELA>1/240 con lo que se detecta
el 87,5% de los pacientes colonizados aunque la especificidad desciende desde el 97,3% de la
PCRgyrB> 35UFC aislada al 90,4% cuando se combina con la deteccion de anticuerpos anti

ELA>1/240.

De igual forma se han comparado los resultados obtenidos con la serologia cuando se
utiliza el punto de corte COLONIZADO (PA>180 y/o ELA> 240 y/o ETA>800) y se valora
la positividad acumulada frente a uno o dos de los tres antigenos. También se ha valorado
cuando se combinan con el cultivo y se valora la positividad acumulada frente a uno, dos o

tres pruebas. Los resultados se exponen en la Tabla-4.2.4.3.

Tabla-4.2.4.3. Resultados obtenidos para la colonizacién por P.aeruginosa con las técnicas de
deteccion de anticuerpos utilizando el punto de corte COLONIZADO' y la de
PCRgyrB>35UFC/muestra tanto aisladas como combinadas entre si.

Pto. corte Cultivo positivo y/o
Colonizacidnpor | Cultivo COLONIZADO ** Pto. Corte COLONIZADO **
P.aeruginosa” positivo Pos> 1 Pos=>2 Pos> 1 Pos>2 Pos>3
No (n=73) 0(0,0) 14(19,2) 7(9,6) 14(19,2) 7(9,6) 34,1)
Si (n=24) 0(0,0) 19(79,2) 15(62.5) 19(79,2) 15(62,5) 10(41,7)
Si (n=19) 19(100) 18(94,7) 17(89,5) 19(100) 18(94,7) 17(89,5)
TOTAL(n=116) 19(16,4) 51(44,0) 39(33,6) 52(44,8) 40(34,5) 30(25,9)
s 44,2 86,0 74,4 88,4 76,7 62,8
(30,4-58,9) ((72,7-94,7) (59,8-85,1) (75,5-94,9) 1(62,3-86,8) | (47,9-75,6)
E 100 80,8 90,4 80,8 90,4 95,9
(95,0-100) |(70,3-88,2) (81,5-95,3) (70,3-88,2) ((81,5-95,3) | (88,6-98,6)
VPP 100 72,5 82,1 73,1 82,5 90,0
(83,2-100) |(59,1-82,9) (67,3-91,0) (59,7-83,2) ((68,0-91,3) | (74,4-95,5)
VPN 75,3 90,8 85,7 92,2 86,8 81,4
(65,8-82,8) ((81,3-95,7) (76,2-91,8) (83,0-96,6) ((77,4-92,7) | (71,9-88,2)
Ex 79,3 82,8 84,5 83,6 85,3 83,6
(71,1-85,7) ((74,9-88,6) (76,2-90,0) (75,8-89,3) ((77,8-90,6) | (75,8-89,3)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

'Sin colonizacién = grupo 1+2+3; Con colonizaciéon =grupo 4+5. Grupo-1, muestras de pacientes nunca

colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de

colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacidn

intermitente o crénica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-5, muestras de

pacientes con colonizacion cronica. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

% S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

? Pto. corte COLONIZADO: PA>180 y/o ELA> 240 y/o ETA>800

* Positividad acumulada frente a una, dos o tres técnicas
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Los resultados de la serologia utilizando el punto de corte COLONIZADO son
iguales o peores que los que se obtienen con la PCRgyrB> 35UFC individualmente. Si a los
resultados del cultivo se le afiaden los de la deteccion de anticuerpos frente a los tres
antigenos, mejora la sensibilidad (88,4%) con respecto a los resultados individuales de la
PCRgyrB> 35UFC (86,0%) pero sdlo cuando se consideran positivos los pacientes con 1 o
mas pruebas positivas. El resto de los indicadores son iguales o peores y tampoco mejoran al

considerar positivas las muestras con 2 0 mas y 3 o mas técnicas positivas.

En la Tabla-4.2.4.4 se comparan los resultados para identificar la colonizacion cuando
los resultados de la serologia, utilizando el punto de corte COLONIZADO, se combinan con
los resultados de la PCRgyrB> 35UFC/ml. También se muestran los resultados cuando se

combinan estas dos técnicas con el cultivo.

Tabla-4.2.4.4. Resultados obtenidos para la colonizacion por P.aeruginosa con las técnicas de
deteccion de anticuerpos utilizando el punto de corte COLONIZADO® y la de
PCRgyrB>35UFC/ml tanto aisladas como combinadas entre si y con el cultivo.

PCRgyrB> 35 UFC/ml Cultivo positivo y/o
Colonizacion |~ .. - y/o Pto. corte COLONIZADO ** PCRgyrB> 35 UFC/ml y/o
por 12| positivo pto. corte COLONIZADO **
P.aeruginosa Pos> 1 Pos>2 Pos> 3 Pos> 1 Pos>2 Pos> 3
No (n=73) 0(0,0) 15(20,5) 7(9,6) 4(5,5) 15(20,5) 7(9,6) 4(5,5)
Si (n=24) 0(0,0) 22(91,7) 18(75,0) 14(58,3) | 22(91,7) | 18(75,0) 14(58,3)
Si (n=19) 19(100) 19(100) 18(94,7) 17(89,5) | 19(100) 19(100) 18(94,7)
TOTAL(n=116)| 19(16,4) 56(48,3) 43(37,1) 35(30,2) | 56(48,3) | 44(37,9) 36(30,0)
s 44,2 95,3 83,7 72,1 95,3 86,0 74,4
(30,4-58,9)| (84,5-98,7) | (70,0-91,9) |(57,3-83,3)|(84,5-98,7)|(72,7-93,4) | (59,8-85,1)
r 100 79,5 90,4 94,5 79,5 90,4 94,5
(95,0-100) | (68,8-87,1) | (81,5-95,3) |(86,7-97,8)|(68,8-87,1)| (81,5-95,3)| (86,7-97,8)
VPP 100 73,2 83,7 88,6 73,2 84,1 88,9
(83,2-100) | (60,4-83,0) | (70,0-91,9) |(74,0-95,5)|(60,4-83,0)| (70,6-92,1)| (74,7-95,6)
VPN 75,3 96,7 90,4 85,2 96,7 91,7 86,3
(65,8-82,8)| (88,6-99,1) | (81,5-95,3) |(75,9-91,3)|(88,6-99,1)| (83,0-96,1)| (77,0-92,1)
Ex 79,3 85,3 87,9 86,2 85,3 88,8 87,1
(71,1-85,7)| (77,8-90,6) | (80,8-92,7) |(78,8-91,3)|(77,8-90,6)| (81,8-93,3)| (79,8-92,0)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

'Sin colonizacién = grupo 1+2+3; Con colonizacién =grupo 4+5. Grupo-1, muestras de pacientes nunca
colonizados por P.aeruginosa;, Grupo-2, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de
colonizacién inicial; Grupo-3, muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de colonizacion
intermitente o cronica; Grupo-4, muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-5, muestras de
pacientes con colonizacion cronica. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

% S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

? Pto. corte COLONIZADO: PA>180 y/o ELA> 240 y/o ETA>800

4 Positividad acumulada frente a una, dos o tres técnicas.
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Combinando los resultados de serologia, utilizando el punto de corte COLONIZADO
y PCRgyrB> 35UFC y considerando positivos los casos con una o mas pruebas positivas, la
sensibilidad (95,3%) y el VPN (96,7%) mejoran con respecto a los resultados individuales de
la PCRgyrB> 35UFC (86,0% y 92,2%, respectivamente). Por el contrario, la exactitud
(85,3%), especificidad (79,5%) y VPP (73,2%) son menores.

Cuando el resultado del cultivo es positivo (19 del total de 43 muestras de pacientes
colonizados), tanto la técnica de PCRgyrB> 35UFC individualmente como combinada con la

serologia, identifican el 100% de los casos cuando se valora a partir de una prueba positiva.

Cuando el resultado del cultivo es negativo (24 del total de 43 muestras de pacientes
colonizados), los mejores resultados se obtienen combinando la técnica de PCRgyrB>
35UFC/ml con la deteccién de anticuerpos utilizando el punto de corte COLONIZADO vy
valorando a partir de una prueba positiva, con lo que se identificarian el 91,7% de los casos
de colonizacion. Sin embargo, la especificidad desciende desde el 97,3% de la PCRgyrB>

35UFC aislada al 79,5% cuando se combina con la deteccion de anticuerpos.

Cuando se combinan los resultados de cultivo, serologia, utilizando el punto de corte
COLONIZADO, y PCRgyrB> 35UFC/ml, y se valora como colonizacion el resultado de una
0 mas pruebas positivas, se identifican el 100% de los pacientes colonizados con cultivo
positivo y el 91,7% de los pacientes colonizados con cultivo negativo aunque la especificidad
desciende desde el 97,3% con los resultados de la PCRgyrB> 35UFC individualmente al

79,5% cuando se incluyen los resultados de la serologia.
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4.2.5. Comparacion entre deteccion del DNA, anticuerpos especificos y cultivo en el

diagnostico de colonizacion crénica por P.aeruginosa.

Se han comparado las técnicas de deteccion de anticuerpos y DNA con los mejores
resultados para el diagnostico de la colonizacion crdénica por P.aeruginosa. Las técnicas

evaluadas se detallan en la Tabla-4.2.5.1.

Tabla-4.2.5.1. Técnicas evaluadas y criterios de positividad utilizados
para las técnicas de deteccion de anticuerpos y del DNA de P.aeruginosa

Técnicas para el diagndstico colonizacion cronica por P.aeruginosa
Deteccion DNA -PCRgyrB>5000 UFC/ml
Deteccién -ETA>1/1900"

. : -Pto. corte CRONICO®
anticuerpos -Pto. corte 1/1250
Pruebas -ETA >1/1900 y/oPCRgyrB=5000 UFC/ml
combinadas >* -Ptos. corte CRONICO y PCRgyrB>5000 UFC/ml

-Ptos. corte 1/2500 y PCRgyrB>5000 UFC/ml

" PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de
anticuerpos a partir del cual el resultado se considera positivo.

? Punto corte CRONICO: Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de
detecciéon de anticuerpos, utilizando los puntos de corte individuales PA>1/1900 y/o ELA>

1/1500 y/o ETA>1/1900. Se ha considerado como positivo a partir de 1 o mas técnicas
positivas (>1) o a partir de 2 0 mas (>2).

> Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de deteccion de anticuerpos

y la técnica de PCRgyrB de P.aeruginosa, utilizando el punto de corte > 35 UFC/ml. Se ha
considerado como positivo a partir de 1, 2 o 3 técnicas positivas.

Los resultados obtenidos por estas técnicas se han correlacionado con los resultados

del cultivo y también entre si. Todas las correlaciones son significativas (p<0,001).

En el caso de la PCR gyrB> 5000 UFC/ml, la correlacion con los resultados del
cultivo es del 88,8%. La correlacion entre el cultivo y la deteccion de anticuerpos anti-ETA a
titulos >1/1900 es de 87,1%. Cuando se valoran los resultados de los tres antigenos
combinados utilizando el punto de corte 1/1250 (PA>1/1250, ELA> 1/1250 y ETA>1/1250)
y se consideran positivos los pacientes con anticuerpos como minimo frente a un antigeno, la

correlacion entre cultivo y serologia es del 80,2%. Cuando las muestras se consideran
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positivas a partir de 2 o mas antigenos, es del 84,5%. Cuando las muestras se consideran

positivas a partir de 3 o mas antigenos, es del 86,2%.

Cuando se utilizan los resultados de los tres antigenos combinados empleando el
punto de corte CRONICO (PA>1/1900, ELA> 1/1500 y ETA>1/1900) y se consideran
positivas las muestras con anticuerpos como minimo frente a un solo antigeno, la correlacion
entre cultivo y serologia es del 83,8%. Cuando los pacientes se consideran positivos a partir

de 2 o0 mas antigenos o de 3 o mas antigenos, es del 87,1%.

También se ha calculado la correlacién entre la PCR gyrB> 5000 UFC/ml y la
deteccion de anticuerpos anti-ETA a titulos >1/1900 que es del 87,9%. Cuando se valoran los
resultados de los tres antigenos combinados utilizando el punto de corte 1/1250 (PA>1/1250,
ELA> 1/1250 y ETA>1/1250) y se consideran positivos las muestras con anticuerpos como
minimo frente a un solo antigeno, la correlacion entre serologia y PCR gyrB>5000UFC, es
del 81,0%. Cuando las muestras se consideran positivas a partir de 2 o mas antigenos, es del
90,5%. Cuando las muestras se consideran positivas a partir de 3 o mas antigenos, es del

87,1%.

Cuando se utilizan los resultados de los tres antigenos combinados utilizando el punto
de corte CRONICO (PA>1/1900, ELA> 1/1500 y ETA>1/1900) y se consideran positivas las
muestras con anticuerpos como minimo frente a un antigeno, la correlacion entre serologia y
PCR gyrB>5000UFC, es del 85,3%. Cuando las muestras se consideran positivos a partir de

2 0 mas antigenos es del 89,7% y a partir de 3 o mas antigenos, es del 86,2%.

En las tablas que se exponen a continuacién se han comparado los resultados
obtenidos con cada técnica individualmente y con las técnicas combinadas entre si. También
se han valorado los resultados cuando se tiene en cuenta el resultado del cultivo. En todas las
tablas, cada uno de los dos grupos, con y sin colonizacion crénica (17 y 99 casos,
respectivamente) se han separado a su vez segun tuvieran el resultado del cultivo negativo o
positivo para poder valorar mejor los resultados de cada una de las técnicas en estos cuatro

grupos de pacientes.
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En la Tabla-4.2.5.2 se muestran los resultados obtenidos con el antigeno ETA
utilizando como punto de corte un titulo >1/1900 comparandolos con la técnica de

PCRgyrB> 5000 UFC/ml tanto individualmente como combinadas entre si.

Tabla-4.2.5.2. Resultados obtenidos para el diagnostico de la colonizacion crénica por
P.aeruginosa con la deteccion de anticuerpos frente al antigeno ETA al titulo >7/71900 y

la PCRgyrB>5000 UF(C/ml individualmente o combinadas entre si.

Colonizacion cronica Cultivo PCRgyrB ETA’ ETA’> 1/1900y/0
P.aeruginosa L2 positivo >5000 > 1/1900 PCRgyrB >5000
No (n=91) 0(0) 1(1,1) 2(2,2) 3(3,3)
No (n=8) 8(100) 4(50,0) 1(12,5) 4(50,0)
Si (n=6) 0(0) 5(83,3) 3(50,0) 6(100)
Si (n=11) 11(100) 8(72,7) 8(72,7) 10(90,9)
TOTAL(n=116) 19(16,4) 18(15,5) 14(12,1) 23(19,8)
< 64,7 76,5 64,7 94,1
(41,3-82,7) (52,7-90,4) | (41,3-82,7) (73,0-99,0)
E 91,9 94,9 97,0 92,9
(84,9-95,8) (88,7-97,8) | (91,5-99,0) (86,1-96,5)
VPP 57,9 72,2 78,6 69,6
(36,3-76,9) (49,1-87,1) | (52,4-92,4) (49,1-84,4)
VPN 93,8 95,9 94,1 98,9
(87,2-97,1) (90,0-98,4) | (87,8-97,3) (94,2-99,8)
Ex 87,9 92,2 92,2 93,1
(80,8-92,7) (85,9-95,9) | (85.9-95,9) (87,0-96,5)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

'Sin colonizacion crénica = grupo 1+2+3+4; Con colonizacion crénica =grupo 5. Grupo-1, 24 muestras de
pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacién inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de
colonizacién intermitente o cronica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-
5, 17 muestras de pacientes con colonizacion crénica. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de
cada grupo). N° Muestras con resultados positivos a 1 o mas antigenos (porcentaje respecto al total de muestras
de cada grupo)

2 S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

N° positivos a 1 0 més (>1), 2 0 més (>2) técnicas. ETA= Exotoxina A

Un resultado de cultivo aislado tiene sensibilidad (64,7%) y VPP (57,9%) bajos para
identificar la colonizacién cronica. Cuando se utilizan de forma individual la PCRgyrB>
5000 UFC/ml o la determinacion del titulo de anticuerpos anti-ETA > 1/1900, la sensibilidad
aumenta ligeramente o queda igual (76,5% y 64,7%) mientras que el VPP (72,2% y 78,6%)
son mas altos que los del cultivo aislado. Combinando ambas técnicas sensibilidad (94,1%),

VPP (69,6%) y exactitud (93,1%) son mas altos que el cultivo aislado.
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En la Tabla-4.2.5.3 se muestran los resultados de la deteccion de anticuerpos frente a
los tres antigenos, PA, ELA y ETA empleando el punto de corte recomendado por el manual
de la técnica para el diagndstico de la colonizacidn crénica (titulo >1/1250) y combinando los
resultados para los tres antigenos. También se muestran los resultados cuando se combinan

con la técnica de PCRgyrB >5000.

Tabla 4.2.5.3. Resultados obtenidos para el diagnéstico de la colonizacion crénica por
P.aeruginosa con las técnicas serologicas utilizando el punto de corte >1/1250 y
combinadas con la PCRgyrB>5000 UFC/ml.

PA> 1250 y/o PCRg);rBZ5 000 y/o
Colonizacion Cultivo ELA> 1250 y/o PA= 1250 y/o
cronica Ve ETA> 12503 ELA2 1250 yéo
P.aeruginosa”’ posttive _ ETA= 1250
POS>1 POS=>2 POS=2 Pos> 3
No (n=91) 0(0) 10(11,0) 1(1,1) 1(1,1) 0 (0)
No (n=8) 8(100) 3(37,5) 0(0) 1(12,5) 0(0)
Si (n=6) 0(0) 6(100) 5(83,3) 6(100) 4(66,7)
Si (n=11) 11(100) 9(81,8) 7(63,6) 7(63,6) 7(63,6)
TOTAL(n=116) 19(16,4) 28(24,1) 13(11,2) 15(12,9) 11(9,5)
S 64,7 88,2 70,6 76,5 64,7
(41,3-82,7) | (65,7-96,7) | (46,9-86,7) | (52,7-90,4) | (41,3-82,7)
v 91,9 86,9 99,0 98,0 100
(84,9-95,8) | (78,8-92,2) | (94,0-99,8) | (92,9-99,4) | (96,3-100)
VPP 57,9 53,6 92,3 86,7 100
(36,3-76,9) | (35,8-70,5) | (66,7-98,6) | (62,1-96,3) | (74,1-100)
VPN 93,8 97,7 95,1 96,0 94,3
(87,2-97,1) | (92,1-99,4) | (89,0-97,9) | (90,3-98,4) | (88,1-97,4)
Ex 87,9 87,1 94,8 94,8 94,8
(80,8-92,7) | (79,8-92,0) | (89,2-97,6) | (89,2-97,6) | (89,2-97,6)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

'Sin colonizacién crénica = grupo 142+3+4; Con colonizacién crénica =grupo 5. Grupo-1, 24 muestras de
pacientes nunca colonizados por P.aeruginosa; Grupo-2, 27 muestras de pacientes no colonizados con
antecedentes de colonizacion inicial; Grupo-3, 22 muestras de pacientes no colonizados con antecedentes de
colonizacién intermitente o cronica; Grupo-4, 26 muestras de pacientes con colonizacion intermitente. Grupo-
5, 17 muestras de pacientes con colonizacion cronica. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de
cada grupo). N° Muestras con resultados positivos a 1 0 mas antigenos (porcentaje respecto al total de muestras
de cada grupo)

* S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

3 PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del
cual el resultado se considera positivo N° positivos a 1 o mas (>1), 2 o mas (>2), 3 o mas (=3) técnicas.
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Los resultados de la deteccion de anticuerpos a titulos > 1/1250 combinando los tres
antigenos, y considerando positivos los pacientes con al menos dos de ellos positivos, son
mejores que el cultivo para identificar la colonizacion cronica. Si estos resultados se
comparan también con los de la PCRgyrB> 5000 UFC/ml, el VPP de la deteccion de
anticuerpos (92,3%) es mucho mayor que el cultivo (57,9%) o la PCR (72,2%). La
sensibilidad de la deteccion de anticuerpos (70,6%) es intermedia entre la del cultivo (64,7%)

y la de la PCRgyrB>5000 (76,5%).

Cuando se combinan los resultados de la PCRgyrB> 5000 UFC/ml con la deteccidon
de anticuerpos frente a los tres antigenos, PA, ELA y ETA, utilizando como puntos de corte
el titulo > 1/1250 y se consideran como colonizacion cronica un minimo de dos o tres
técnicas positivas se obtiene el mismo valor de exactitud (94,8%) en los dos casos. Los
mejores valores de sensibilidad (76,5%) y VPN (96,0%) se obtienen con un minimo de 2 de
las cuatro técnicas positivas y la mejor especificidad (100%) y VPP (100%) con un minimo

de tres.

Los resultados de la deteccion del titulo de anticuerpos obtenidos con los tres
antigenos utilizando como puntos de corte los calculados mediante curvas ROC (Punto de
corte CRONICO, PA> 1/1900 y/o ELA> 1/1500 y/o ETA> 1/1900) se exponen en la Tabla-
4.2.5.4. También se muestran los resultados obtenidos combinando la deteccion de

anticuerpos con la técnica de PCRgyrB > 5000 UFC/ml.

Los resultados de la deteccion de anticuerpos combinando los tres antigenos y
utilizando el punto de corte cronico son mejores que el cultivo para identificar la
colonizacion crénica. Los mejores resultados de sensibilidad (88,2%) y VPN (97,8%) se
consiguen valorando como colonizacion cronica al menos una de las pruebas positivas. Si se
consideran como colonizacion cronica dos o mas de ellas positivas, se obtienen los mejores

resultados de especificidad (100%) pero a costa de una sensibilidad baja (58,8%).
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Tabla-4.2.5.4. Resultados obtenidos para el diagndstico de la colonizacion cronica por
P.aeruginosa con la deteccion de anticuerpos utilizando los puntos de corte calculados
mediante curvas ROCy combinadas con los resultados de la PCRgyrB>5000 UFC/ml.

PA> 1900 y/o PCRgyrB>5000 y/o
PA> 1900 y/o
Colonizacion cronica Cultivo ELAZ2 1500 yéo ELA> 1500 y/o0
P.aeruginosa”’ positivo ETA= 1900 ETA> 1900
POS>1 POS= 2 POS>2 POS= 3
No (n=91) 0(0) 6(6,6) 0(0) 0(0) 0(0)
No (n=8) 8(100) 2(25) 0(0) 1(12,5) 0(0)
Si (n=6) 0(0) 6(100) 3(50,0) 6(100) 2(25)
Si (n=11) 11(100) 9(81,8) 7(63,6) 7(63,6) 7(63,6)
TOTAL(n=116) 19(16,4) 23(18,8) 10(8,6) 14(12,1) 9(7,8)
s 64,7 88,2 58,8 76,5 52,9
(41,3-82,7) | (65,7-96,7) | (36,0-78,4) | (52,7-90,4) | (52,7-90,4)
5 91,9 91,9 100 99,0 100
(84,9-95,8) | (84,9-95,8) | (96,3-100) | (88,7-97,8) | (96,3-100)
VPP 57,9 65,2 100 92,9 100
(36,3-76,9) | (44,9-81,2) | (72,2-100) | 68,5-98,7) | 70,1-100)
VPN 93,8 97,8 93,4 96,1 92,5
(87,2-97,1) | (92,5-99,4) | (87,0-96,8) | (90,3-98,5) | (85,9-96,2)
Ex 87,9 91,4 94,0 95,7 93,1
(80,8-92,7) | (84,9-95,3) | (88,1-97,0) | (90,3-98,1) | (87,0-96,5)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

"No colonizados crénicamente = grupo 1+2+3+4; Colonizados cronicamente =grupo 5
* S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,

Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

3 PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del
cual el resultado se considera positivo. CRONICO: PA>1/1900 y/o ELA> 1/1500 y/o ETA>1/1900

N° positivos a 1 o mas (>1), 2 o mas (>2), 3 o mas (>3) técnicas (porcentaje respecto al total de cada grupo)

Cuando se combinan la deteccion de anticuerpos frente a los tres antigenos utilizando
el punto de corte CRONICO con los resultados de la PCRgyrB >5000 y se consideran como
colonizacion crénica un minimo de 2 de las cuatro pruebas positivas, mejoran la
especificidad (99,0%), VPN (96,1%), exactitud (95,7%), y sobre todo el VPP (92,9%) pero
no la sensibilidad (76,5%). Teniendo en cuanta los resultados de sensibilidad y especificidad
los resultados mas equilibrados se obtienen con la deteccion de anticuerpos, utilizando los
puntos de corte seleccionados mediante curvas ROC y considerando como colonizacion

crénica un minimo de una de las tres pruebas positivas.
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Cuando se tiene en cuenta el resultado del cultivo, la relacién entre diagnostico de
colonizacién crénica y los resultados de todas las técnicas, tanto individualmente como
combinadas entre si, es estadisticamente significativa cuando el cultivo es negativo. Por el
contrario, cuando el resultado del cultivo es positivo unicamente las técnicas de deteccion de
anticuerpos se asocian estadisticamente al diagnostico de colonizacidn crénica por

P.aeruginosa (Tabla-4.2.5.5).

Tabla-4.2.5.5. Relacion entre colonizacion cronica por P.aeruginosay el resultado de las
distintas técnicas segun resultado del cultivo

Téenicd' N’ pruebas Cultivo Cultivo
positivas NEGATIVO POSITIVO
PCRgyrB>5000UFC/ ml POS>1 St (p<0,001) NO
ETA" >1/1900 POS>1 St (p<0,01) | Si (p<0,05)
ETA" >1/1900 ,
>
o PCRgyrB=5000UFC/ml POS21 Si (p=0,001) NO
POS>1 St (p<0,001) NO
PA y/o ELA y/o ETA > 1/1250
POS>2 Si (p<0,001) | Si (p<0,05)
PA y/o ELA y/o ETA > 1/1250 POS>2 Si(p<0,001) NO’
y/o PCRgyrB=5000UFC POS>3 Si(p<0,001) | Si(p<0,05)
POS>1 Si (p<0,001) | Si(p<0,05)
PA>1900 y/o ELA> 1500 y/0ETA>1900
POS>2 St (p<0,001) | Si (p<0,05)
, 2
PA>1900 y/o ELA> 1500 y/oETA>1900 POS22 Si (p<0,001) NO
y/o PCRgyrB=>5000UFC POS>3 St (p<0,01) St (p<0,05)

" PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a
partir del cual el resultado se considera positivo.
*p=0,059

Respecto a la combinacion de PCRgyrB y deteccion de anticuerpos, la asociacion con
el diagnostico de colonizacidon crénica unicamente es estadisticamente significativa cuando
se combinan PCR y deteccidon de anticuerpos frente a los tres antigenos y son positivas un
minimo de tres técnicas. Esto es asi utilizando tanto el punto de corte 1/1250 como los puntos

de corte calculados mediante curvas ROC (PA>1900 y/o ELA> 1500 y/oETA>1900).
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4.3. Analisis de las muestras de pacientes con 24 meses de seguimiento analizado
4.3.1. Caracteristicas de los grupos analizados

Se ha realizado un analisis de los resultados de cultivo, deteccion del DNA y
serologia correspondientes a 471 muestras de 68 pacientes que tenian un periodo de
seguimiento minimo de 24 meses. Los criterios para la inclusion de los pacientes fueron los
siguientes:

I-Minimo de 24 meses de seguimiento.

2-Minimo de 2 muestras anuales de suero para la deteccion de anticuerpos anti
P.aeruginosa y exudado faringeo para la deteccion del DNA de la bacteria.

3-Minimo de seguimiento microbioldgico habitual de un afio previo y posterior a la

primera y ultima muestra analizada en el seguimiento.

Los resultados del seguimiento microbioldgico habitual se han utilizado para la
clasificacion segun el estatus de colonizacion de los 68 pacientes. Se distribuyeron en dos
grupos segun estos resultados durante los 24 meses de seguimiento:

-Grupo A, 231 muestras pertenecientes a 33 (48,5%) pacientes sin aislamiento de
P.aeruginosa por cultivo durante los 24 meses de seguimiento analizado.

-Grupo B, 240 muestras pertenecientes a 35 (51,5%) pacientes con algun
aislamiento de P.aeruginosa en el control microbioldgico habitual durante los 24 meses de
seguimiento analizado. En este grupo, 15 pacientes (42,9%) tuvieron un unico aislamiento,

mientras que en 20 (57,1%), P.aeruginosa se aislo en 2 0 mas ocasiones.

De los 68 pacientes, 14 nunca habian estado colonizados por P.aeruginosa y 54
tenian antecedentes de algun periodo de colonizacion previa. De estos ultimos, 18 tenian
antecedentes de colonizacion inicial, 33 colonizacidn intermitente y 3 crdénica. En el 30,3%
de los pacientes de grupo A no existian antecedentes de colonizacidbn previa por
P.aeruginosa frente a solo el 11,4% de los pacientes del grupo B. La distribucion de los
antecedentes de colonizacidon previa en cada grupo se detalla en la Figura 4.3.1.1. Las

diferencias no fueron estadisticamente significativas entre ambos grupos.
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GRUPOS SEGUIMIENTO 24 m

Figura 4.3.1.1. Distribuciéon segiin los antecedentes de colonizacion
previa por P.aeruginosa al inicio del periodo de seguimiento analizado.
Grupo A=231 muestras de 33 pacientes sin aislamiento de P.aeruginosa 'y
Grupo B= 240 muestras de 35 con aislamiento de P.aeruginosa durante los
24 meses de seguimiento. Los pacientes con antecedentes de colonizacion
inicial se han diferenciado en dos categorias segiin hubieran tenido un solo
episodio de colonizacidn inicial o mas de uno.

De los 54 pacientes con antecedentes de colonizacion previa, 19 habian estado
colonizados durante los 12 meses previos a la obtencion de la primera muestra del periodo de
24 meses de seguimiento analizado, 6 (18,2%) en el grupo A de pacientes sin aislamiento de
P.aeruginosa y 13 (37,1%) en el grupo B. Respecto a la colonizaciéon en los 12 meses
posteriores a la ultima muestra del periodo de seguimiento, 9 (27,3%) pacientes del grupo A

se colonizaron frente a 23 (65,7%) del grupo B.

Durante el seguimiento de 24 meses analizado, un total de 30 pacientes (44,1%)
cambiaron su estatus de colonizacidon respecto al periodo de 12 meses previo al inicio del
seguimiento.

-22 pacientes no colonizados se colonizaron (3 primera colonizacioén inicial y 5
repetida, 12 colonizacion intermitente y 2 pacientes primero sufrieron un episodio de
colonizacién inicial repetida y luego se colonizaron intermitentemente.

-1 paciente con colonizacion inicial paso a cronica.
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-1 paciente con colonizacion inicial tuvo otro episodio de colonizacion inicial

repetida

-6 pacientes colonizados (3 con colonizacidn inicial repetida, 2 intermitente y 1

crénica) dejaron de estarlo.

La distribucion segin los cambios en el estatus de colonizacion se detalla en la

Tabla 4.3.1.1.

Tabla 4.3.1.1. Cambios en el estatus de colonizacion de los pacientes de cada grupo

GRUPO' Grupo A° Grupo B 2
(n=33) (n=35)

Estatus de colonizacion 10 (30,3%) Nunca col. 4 (11,4%) Nunca col
en los 12 m previos al 17 (51,5%)No col. 18 (51,5%) No col
inicio de los 24 meses de 6 (18,2%) Si col. 13 (37,1%) St Col
seguimiento analizado 1 inicial 2 inicial

2 inicial repetida 10 intermitente

2 intermitente 1 cronmica

1 cromica
Estatus de colonizacion 10 (30,3%) Nunca col. 35 (100%) Si col
en los 24 meses de 23 (69,7%)No col. 8 inicial

seguimiento analizado

[ inicial repetida
2 inicial repetida e intermitente
22 intermitente

2 cromica
Estatus de colonizacion 8 (24,2%) Nunca col 12 (34,3%) No col
en los 12 m posteriores al |16 (48,4%) No col. 23 (65,7%) Si col
final de los 24 meses de 9 (27,4%) Si col 5 inicial repetida
seguimiento analizado 2 inicial 15 intermitente

S inicial repetida
2 intermitente

3 cronica

Grupo A=33 pacientes sin aislamiento de P.aeruginosa y Grupo B= 35 pacientes con aislamiento de
P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizado
*N° pacientes (porcentaje respecto al total de cada grupo)

La distribucion de los pacientes de cada grupo respecto al estatus de colonizacion
en los 12 meses anteriores y posteriores al periodo de seguimiento analizado se muestra en la
Figura 4.3.1.2. Las diferencias entre el grupo A y B en el nimero de pacientes colonizados y
no colonizados no fueron significativas en el periodo de 12 meses previos pero si en el

periodo de los 12 meses posteriores (p<0,01).
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Figura 4.3.1.2. Distribucion de los pacientes segin el estatus de colonizaciéon por
P.aeruginosa en los 12 meses previos al inicio y en los 12 meses posteriores al final de los
24 meses de seguimiento analizado. Grupo A=31 pacientes sin aislamiento de P.aeruginosa
y Grupo B= 35 con aislamiento de P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento.

Se ha recogido y valorado las diferencias entre los grupos respecto de algunas
caracteristicas. El total de muestras estudiadas en el seguimiento microbiologico habitual
realizado durante los dos afios de seguimiento asi como el nimero de muestras positivas a

P.aeruginosa se detallan en la Tabla 4.3.1.2.

Tabla 4.3.1.2. Distribucion de la mediana del total de muestras analizadas y positivas a
P. aeruginosa en el seguimiento microbiologico habitual durante los 24 meses de
seguimiento analizado

Pacientes’ N° MUESTRAS®
TOTALES POSITIVAS
Grupo A (n =33) 12 (10/15) 0
Grupo B (n = 35) 14 (12 /18) 2(1/5)
TOTAL (n=68) 13 (10,25/17) 1(0/2)

'Grupo A, pacientes sin aislamiento por cultivo de P.aeruginosa durante los 2 afios de seguimiento. Grupo B
pacientes con aislamiento por cultivo de P.aeruginosa durante los 2 afios de seguimiento.
*Mediana del niumero de muestras (cuartil 1/cuartil 3)

Naturalmente las diferencias son significativas entre los dos grupos respecto del

nimero de muestras positivas a P.aeruginosa en el periodo de seguimiento de dos afios

(p<0,001), pero no respecto del total de muestras analizadas.
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También se recogid la informacion del tipo de muestra utilizada principalmente
(>50%) en el seguimiento microbioldgico habitual durante el periodo de seguimiento. La
distribucion de los pacientes segin se hubiera realizado principalmente mediante cultivo de
esputo o de exudado faringeo se muestra en la Tabla 4.3.1.3. No se encontraron diferencias

significativas entre los dos grupos.

Tabla 4.3.1.3. Distribucion del principal tipo de muestra respiratoria cultivada en el
seguimiento microbioldgico habitual de los pacientes de cada grupo durante los 24
meses de seguimiento analizado

Pacientes’ Tipo de muestra’
Exudado faringeo Esputo
Grupo A (n = 33) 26 (78,8) 7(21,2)
Grupo B (n =35) 23 (65,7) 12 (34,3)
TOTAL (n=68) 49 (72,1) 19 (27,9)

'Grupo A, pacientes sin aislamiento por cultivo de P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento
analizado. Grupo B pacientes con aislamiento por cultivo de P.aeruginosa durante los 2 afios de seguimiento.
N° pacientes (porcentaje respecto al total de pacientes de cada grupo)

La distribucion por sexo y edad en el momento de la recogida de las primeras
muestras de suero y exudado faringeo analizadas se presenta en la Tabla 4.3.1.4. Se han
incluido 33 nifias y 35 nifios, con una media de edad de 6,39 afios. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas respecto a la distribucidon por sexo ni por edad.

Tabla 4.3.1.4. Distribucion por edad y sexo en cada grupo

Pacientes’ Edad’ Sexo’
Nirias Nirios
Grupo A (n =33) 6,07 (0-14/ 3,44) 15 (45,5%) 18 (54,5%)
Grupo B (n = 35) 6,70 (0 -15/4,93) 18 (51,4%) 17 (48,6%)
TOTAL (n=68) 6,39 (0-15/4,25) 33 (48,5%) 35(51,5%)

'Grupo A, pacientes sin aislamiento por cultivo de P.aeruginosa durante los 2 afios de seguimiento. Grupo B
pacientes con aislamiento por cultivo de P.aeruginosa durante los 2 afios de seguimiento.

“En afios, promedio (rango/desviacion estandar)

N° pacientes (porcentaje respecto al total de pacientes de cada grupo

En el 79,4% de los pacientes, la FQ se habia diagnosticado antes del afio de edad y las
diferencias no fueron significativas entre los grupos A (78,8%) y B (80,0%). E1 79,4 % de los
68 pacientes presentaban la deleccion en la posicién F508 en al menos uno de los dos alelos,

siendo el 22,1% homocigoto y 57,4% heterocigoto con respecto al total de pacientes. Del
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total de pacientes incluidos, 67 (98,5%) tenian una FQ confirmada por la presencia de 2
mutaciones causantes de FQ, segun la informacion disponible en la Cystic Fibrosis
Mutations Database (www.cftr2.org/faq.php), y/o test del sudor positivo (superior a 60
mmol/L de CINa). En un paciente el test del sudor era indeterminado con valores entre 40 y
59 mmol/L de CINa y era portador de dos mutaciones de significado incierto. Las diferencias

entre los dos grupos no fueron estadisticamente significativas.

Se ha recogido la situacion clinica de los pacientes en el momento de la obtencion de
la primera muestra incluida en el seguimiento analizado. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos A y B en cuanto a la presencia de
bronquiectasias (24,2% vs 40,0%) ni al indice de masa corporal ajustado por edad y sexo,
que era normal en el 75,0% (75,8% vs 74,3%). Respecto al valor del volumen expiratorio
forzado en un segundo (FEV1) en la prueba mas cercana a la fecha de obtencion de la
primera muestra del seguimiento, esta prueba no se habia realizado nunca en 30 pacientes
pero no existian diferencias significativas en cuanto a la realizacidon de la prueba entre ambos
grupos (60,6% vs 51,4%) ni tampoco en la proporcion de pacientes con el valor del FEV1
inferior al 80% (10,0% vs 14,3%). Solo un paciente del grupo A tenia una situacion clinica
grave al inicio del seguimiento, en el 79,4% de los pacientes la situacion clinica general era
normal o leve (81,8% vs 77,1%) y no se encontraron diferencias significativas entre ambos

grupos.

Naturalmente se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,001)
entre ambos grupos respecto a la proporcion de pacientes en los que constaba que habian
recibido tratamiento antibidtico con actividad frente a P.aeruginosa durante el periodo de
seguimiento de 24 meses. Sin embargo, el 54,5% de los pacientes del grupo A habian recibid
algun tratamiento con actividad frente a P.aeruginosa ya sea solo azitromicina (21,2%) o
tratamiento antibidtico especifico frente a P.aeruginosa (33,3%). En el grupo B todos

(100%) habian recibido tratamiento, aunque en un caso solo azitromicina.
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4.3.2. Resultados del control microbiolégico habitual durante los 24 meses de

seguimiento analizado

En la Figura 4.3.2.1 se muestra la distribucion de pacientes de cada grupo segun el
nimero de muestras totales procesadas por cultivo en el control microbioldgico habitual que
se habia realizado a los pacientes durante el periodo de seguimiento de 24 meses. Aunque el
grupo A presenta un mayor porcentaje (18,2%) de pacientes con menos de 10 muestras
procesadas respecto al grupo B (9.1%) y éste ultimo un mayor porcentaje (17,1%) de
pacientes con mas de 20 muestras procesadas respecto al grupo A (6,1%), las diferencias en
el numero total de cultivos de muestras respiratorias realizados en el seguimiento
microbiolégico habitual no son estadisticamente significativas. En la mayoria de pacientes,
75,7% en el grupo Ay 73,8% en el B, se procesaron entre 10 y 20 muestras por cultivo en el
seguimiento microbioldgico habitual durante los 24 meses de seguimiento analizado, lo que

representa entre 5 y 10 muestras anuales.

GRUPOS
SEGUIMIENTO
24 meses

B GRUPO A
B GRUPO B

80,0%]

Porcentaje de pacientes de cada grupo

<10 10-20 >20

N® muestras procesadas por cultivo

Figura 4.3.2.1. Distribucion de los pacientes segtin el nimero de muestras
totales procesadas por cultivo en el control microbiolégico convencional
durante los 24 meses de seguimiento analizado. Grupo-A, 33 pacientes sin
aislamientos de P.aeruginosa;, Grupo-B, 35 pacientes con algin aislamiento
de P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizado
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En la Figura 4.3.2.2 se muestra la distribucion de pacientes de cada grupo segun el
numero de muestras positivas a P.aeruginosa en el control microbioldgico habitual realizado
durante los 24 meses de seguimiento analizado. La prevalencia de aislamiento de

P.aeruginosa durante el periodo fue del 51,5%.

Un 42,9% de los pacientes del grupo B habian tenido tnicamente una muestra
positiva en el control microbiologico habitual, el 17,1% 2 muestras positivas y el restante
40,0% 3 o mas muestras. Naturalmente, las diferencias entre ambos grupos fueron
significativas (p<0,001) puesto que la existencia de cultivos positivos o negativos a
P.aeruginosa en el control microbioldégico habitual durante los 24 meses de seguimiento

analizados fue la caracteristica definitoria de cada uno de los dos grupos.

GRUPOS
SEGUIMIENTO
24 meses

HGRUPO A
EGRrRUPO B

1007

80

60

40

Porcentaje de pacientes de cada grupo

207

0 1 2 3 4 5 6 8
N°® muestras con cultivo positivo

Figura 4.3.2.2. Distribucién de los pacientes segin el nimero de
muestras con cultivo positivo a P.aeruginosa en el control
microbioldgico habitual durante el periodo de 24 meses de seguimiento
analizado. Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-
B, 35 pacientes con alglin aislamiento de P.aeruginosa durante los 24 meses
de seguimiento analizado
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En las Tabla 4.3.2.1 se muestra la distribucion de pacientes de cada grupo segun el
tipo de microorganismos diagnosticados en el control microbiologico habitual durante el

periodo de 24 meses de seguimiento analizado.

Tabla 4.3.2.1. Tipo y distribucion de los microorganismos aislados en el control
microbiolégico convencional durante los 24 meses de seguimiento analizado.

Microorganismo Pacientes’ 1 GRUPO’ B
n=33 n=35
S.aureus 57(83,8) 28(84,8) 29(82,9)
P.aeruginosa 35(51,5) 0(0,0) 35(100)
Levaduras 27(39,7) 12(36,4) 15(42,9)
Enterobacterias 24(35,3) 10(30,3) 14(40,0)
BGNnoF’ 24(35,3) 11(32,3) 13(37,1)
S.maltophilia 14(20,6) 5(15,2) 9(25,7)
A.xylosoxidans 9(13,2) 6(18,2) 3(8,6)
Hongos filamentos 19(27,9) 8(24,2) 11(31,4)
H.influenzae 10(14,7) 6(18,2) 4(11,4)
Otros 6(8,8) 3(9,1) 3(8,6)

"N° Pacientes con algin aislamiento durante el periodo de seguimiento de 24 meses.

Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B, 35 pacientes con algin aislamiento de
P.aeruginosa durante el periodo de seguimiento de 24 meses.

*En dos pacientes del grupo A se aislaron S.maltophilia y A.xylosoxidans

El microorganismo mas frecuente fue S.aureus que se aisld en un 83,8% de los
pacientes seguido de P.aeruginosa que fue positiva en el 51,5% de los pacientes, todos los
pertenecientes al grupo B. Los pacientes con cultivo positivo a levaduras y hongos
filamentosos representaron un 39,7% y 27,9%, respectivamente. Las enterobacterias y los
bacilos Gram negativos no fermentadores se aislaron en igual porcentaje de pacientes

(35,3%) y H.influenzae en un 14,7% del total de pacientes.

El resto de microorganismos se diagnostic6 con mucha menor frecuencia,
S.pneumoniae y M.catarrhalis en solo 3 pacientes (4,4%) y M.abscessus, S.pyogenes y el

virus respiratorio sincitial en unicamente 1 paciente.

Las diferencias entre ambos grupos no fueron estadisticamente significativas para

ninguno de los microorganismos excepto naturalmente P.aeruginosa.
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En la Figura 4.3.2.3 se compara la proporcion de cada uno de los microorganismos,
distintos de P.aeruginosa, diagnosticados en el control microbiolégico habitual realizado

durante el periodo de seguimiento en los grupos A 'y B.

GRUPO A

BGN nofF sin identificar
2%

S.maltophilia
1%

A.xylosoxidans
5%

S.maltophilia y
A.xylosoxidans
3%

OTROS: 1 paciente M.abscessus, 2 pacientes S.pneumoniae y M.catarrhalis

GRUPO B
OTROS BGN noF sin identificar
1%
S.maltophilia
10%
A.xylosoxidans
3%

OTROS: 1 paciente S. pyogenes, 1 VRS, 1 paciente S.pneumoniae y M.catarrhalis

Figura 4.3.2.3. Proporcion de microorganismos, distintos de P.aeruginosa, diagnosticados en el control
microbioldgico convencional durante el periodo de 24 meses de seguimiento analizado en cada uno de
los grupos. Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa;, Grupo-B, 35 pacientes con algin
aislamiento de P.aeruginosa durante el periodo de seguimiento de 24 meses

Aunque existe una proporcion mayor de aislamientos de H influenzae 'y
A.xylosoxidans entre los pacientes del grupo A y de levaduras, hongos, enterobacterias y
S.maltophilia entre los pacientes del grupo B, las diferencias no son estadisticamente

significativas.
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4.3.3. Resultados obtenidos en el diagndstico de colonizacion por P.aeruginosa

La distribucidon de los pacientes en cada uno de los dos grupos segin el nimero de
muestras totales de suero y exudado faringeo que se analizaron para la deteccion de

anticuerpos anti P.aeruginosa y del DNA de la bacteria se muestra en la Figura 4.3.3.1

GRUPOS
SEGUIMIENTO
24 meses

B GRUPO A
Ecruro B

50%]

40%

30%

20%]

Porcentaje de pacientes de cada grupo
=

=

1

0%

4 5 [ 7 8 l
N® muestras analizadas por serologiay PCR en el
periodo de seguimiento

Figura 4.3.3.1 Distribucion de los pacientes segiin el nimero de muestras totales
analizadas por serologia y PCR en los 24 meses de seguimiento analizado.
Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B, 35 pacientes con
algtin aislamiento de P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizado

En 23 pacientes (33,8%) se analizaron entre 8 y 9 muestras de suero y exudado
faringeo durante los 24 meses del seguimiento analizado, sin diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo A (30,3%) y el grupo B (37,1%). En 38 pacientes (55,9%) se
estudiaron entre 6 y 7 muestras sin diferencias significativas entre el grupo A (60,6%) y el
grupo B (51,4%). Finalmente, en 7 pacientes (10,3%) se analizaron de 4 a 5 muestras,
también sin diferencias significativas entre el grupo A (9,1%) y B (11,5%). En resumen, en el
89,7% de los pacientes se pudieron analizar los resultados obtenidos con un minimo de 6
muestras de suero y exudado faringeo durante los 24 meses de seguimiento analizado. La
media de muestras analizadas simultdneamente por cultivo, PCR y serologia fue de 6,9

durante este periodo.
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Para calcular la sensibilidad del cultivo se han tenido en cuenta los resultados
obtenidos simultdneamente a las muestras de exudado faringeo en la que se realizé la técnica
de PCR, recogidas simultdneamente con las muestras de suero para la deteccion de

anticuerpos. Los resultados del aislamiento de P.aeruginosa en estas muestras se detallan en

la Figura 4.3.3.2.

GRUPOS

100,0% SEGUIMIENTO
24 meses
HGRUPO A
BGRUPO B

80,0%]

0 1 2 =3

N°® muestras con cultivos positivos a P.aeruginosa
analizadas simultaneamente por PCR y serologia

Porcentaje de pacientes de cada grupo

Figura 4.3.3.2. Distribucion de los pacientes segiin el nimero de cultivos
positivos a P.aeruginosa en las muestras analizadas simultineamente por
PCR vy serologia durante los 24 meses de seguimiento analizados. Grupo-A, 33
pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa;, Grupo-B, 35 pacientes con algin
aislamiento de P.aeruginosa durante el periodo de seguimiento.

En el 31,4% de los pacientes del grupo B el cultivo de las muestras simultaneas fue
negativo. El 37,2% tuvieron una muestra positiva por cultivo y el 31,4% dos o mas. En total,
el cultivo fue positivo a P.aeruginosa en las muestras analizadas simultdneamente por PCR y
serologia en 24 de los 35 pacientes del grupo B, lo que representa un 68,6% de sensibilidad

para el cultivo simultdneo en los 24 meses de seguimiento analizado.

La relacion es estadisticamente significativa (p<0,01) entre los resultados del cultivo
durante el periodo de 24 meses de seguimiento analizado y el estatus de colonizacidon en los
12 meses previos al inicio del seguimiento. También lo es (p<0,001) con la colonizaciéon en

los 12 meses posteriores al final del seguimiento.
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En el analisis de los resultados de PCR y deteccidon de anticuerpos se han valorado las
técnicas individuales o combinadas con las que se habian obtenido los mejores resultados en
el andlisis en pacientes estables microbiologicamente. En la Tabla 4.3.3.1 se detallan las

técnicas y los puntos de corte utilizados para cada una de ellas.

Tabla 4.3.3.1. Técnicas evaluadas y criterios de positividad utilizados para las técnicas
de deteccion de anticuerpos y del DNA de P.aeruginosa

Técnicas para el diagndstico de la colonizacion por P.aeruginosa

Deteccion DNA -PCRgyrB>35 UFC/ml

Deteccién anticuerpos ' | -ELA>1/240"
-Punto corte COLONIZADO *

Pruebas combinadas >* | -ELA>1/240 y PCRgyrB>35 UFC/ml
-Punto corte COLONIZADO y PCRgyrB >35UFC/ml

"PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor del titulo de anticuerpos a partir del cual el
resultado se considera positivo.

Punto corte COLONIZADO: Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de deteccion de
anticuerpos, utilizando los puntos de corte individuales PA>1/180, ELA> 1/240 y ETA>1/800.

* Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de deteccién de anticuerpos y la téenica de
PCRgyrB de P.aeruginosa, utilizando el punto de corte > 35 UFC/muestra.

Para comparar los resultados obtenidos entre el grupo A, sin aislamiento de
P.aeruginosa y el grupo B, con al menos un cultivo positivo en el seguimiento
microbiolégico habitual, se han calculado para cada paciente el valor promedio, el valor
maximo y el valor minimo de los resultados cuantitativos obtenidos durante el periodo de
seguimiento de 24 meses. En los pacientes en los que el valor maximo era superior al punto
de corte pero no lo era el valor promedio se han considerado negativos. Tanto para las
técnicas individuales como combinadas, se ha calculado el numero de pacientes de cada
grupo con valores promedio superiores al punto de corte seleccionado para cada técnica. A
partir de este dato, se ha calculado la sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y exactitud de
cada una de las técnicas individuales o combinadas para identificar el aislamiento de
P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizado. Los resultados de las técnicas
individuales o combinadas se han comparado con los resultados del cultivo convencional

simultdneo a las muestras analizadas por PCR y serologia.
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4.3.3.1 Deteccion del DNA de P.aeruginosa mediante la PCR de la secuencia gyrB

En el 84,8% de los pacientes del grupo A, los valores promedio de la PCRgyrB son
inferiores a 35 UFC/ml mientras que en 5 (15,2%) pacientes son superiores. Por el contrario,
en el grupo B el 91,4% de los pacientes tienen un valor promedio > 35UFC/ml frente a 3
(8,6%) en los que es inferior. La diferencia entre los grupos A y B es estadisticamente
significativa (p<0,001). En la Figura 4.3.3.1.1 se representan graficamente estos datos,
diferenciando dentro del grupo B entre los pacientes que tenian un unico aislamiento de
P.aeruginosa por cultivo durante el periodo de seguimiento (B1), de los pacientes con 2 o
mas cultivos positivos (B2). No se encontraron diferencias significativas en el nimero de
pacientes con valor promedio de PCRgyrB > 35 UFC/ml entre los grupos B1 y B2 aunque si

eran significativas entre el grupo A y cada uno de estos 2 grupos por separado (p<0,001).

VALOR
PROMEDIO
PCRgyrB=35
UFCimi

M No
M si

207

N° PACIENTES

=
=
1

0=
GRUPO A GRUPO B1 GRUPO B2

GRUPOS SEGUIMIENTO 24 m

Figura 4.3.3.1.1. Numero de pacientes con valor promedio de
PCRgyrB>35 UFC/ml en los dos grupos estudiados. Grupo-A, 33
pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa;, Grupo-Bl, 15 pacientes con un
unico aislamiento de P.aeruginosa.Grupo-B2, 20 pacientes con dos o mas
aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizado
La distribucion por grupos de la mediana de los valores promedio, maximo y minimo
del nimero de UFC/ml obtenidos con la PCR de la secuencia gyrB aparecen en la Tabla

4.3.3.2. En la Figura 4.3.3.4 se representa graficamente
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Tabla 4.3.3.1.1. Distribucion por grupos de la mediana para los valores promedio,
maximo y minimo del nimero de UFC/ml detectados con PCR gyrB en las muestras
analizadas durante el periodo de seguimiento de 24 m

Aislamiento PCRgyrB
GRUPO' P.aeruginosa | Pacientes Valor Valor Valor
24 meses positivos’ | Promedio ® Mdximo- Minimo
Grupo A (n=33) NO 5(15,2) 4(0/14) 18 (0/91) 0
Grupo B (n=35) s 32(91,4) | 250 (48/5055) | 1064 (196/27512) 0
-Grupo B1 (n=15) 1 muestra 13(86,7) 68(30-250) 1827(107-16252) 0
-Grupo B2 (n=20) | >2 muestras | 19(95,0) | 270(160-1980) | 10250(450-75790) 0
TOTAL (n=68) 35(51,5) 37(54,4) |4(35,5/382,5)| 19 (160/2565,75) 0

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-Bl, 15 pacientes con un tnico aislamiento de
P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes dos o mas aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de
seguimiento analizado. N° positivos (porcentaje respecto al total de cada grupo)

*Numero pacientes con valor promedio >35 UFC/ml (porcentaje respecto al total del cada grupo)
3 Mediana del n° UFC/ml. (cuartil 1/ cuartil 3). El valor minimo es una constante en ambos grupos

| ”

10.0

1.0

1

PCR gyrB (N° UFC/ml)

00.000]

00.000]

00.000-

10.000-

1.000]

=valor promedio gyrB
valor maximo gyrB
[Cvalor minimo gyrB

T
GRUPO A
GRUPOS SEGUIMIENTO 24 m

T
GRUPO B

Figura 4.3.3.1.2. Representacion grifica de la mediana de los valores promedio, méaximo
y minimo de la PCRgyrB durante el periodo de seguimiento de 24 meses. En el grafico la
linea representa el valor de la mediana, el limite superior de la caja corresponde al valor del
tercer cuartil (75% de los datos) y el limite inferior al primer cuartil (25%); las dos barras
verticales determinan el rango del 95% de los casos. Los valores atipicos estan sefialados con
un punto. Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B, 35 pacientes
con algtn aislamiento de P.aeruginosa durante los 24 m de seguimiento analizado.

Las diferencias en el valor promedio y maximo fueron significativas entre los grupos

Ay Bl (p<0,001), A y B2 (p<0,001) y entre B1 y B2 (p<0,05). En el valor minimo no hay
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diferencias puesto que fue una constante, ya que todos los pacientes tuvieron al menos un

resultado negativo.

En la Tabla 4.3.3.1.2 se comparan estos resultados con los obtenidos por cultivo
convencional. La sensibilidad de la técnica de la PCRgyrB es del 91,4% cuando se
consideran positivos los pacientes con un valor promedio de la PCRgyrB >35 UFC/ml
durante los 24 meses de seguimiento analizado. Para la PCRgyrB la especificidad (84,8%) y
el VPP (86,5%) son menores que para el cultivo, ambas del 100%, puesto que es la técnica
utilizada como referencia para definir los grupos A y B segun el aislamiento o no de

P.aeruginosa. Los valores de exactitud (88,2%) y VPN (90,3%) son superiores a los del

cultivo (83,8% y 80,9%, respectivamente).

Tabla 4.3.3.1.2. Comparacion resultados del cultivo con PCRgyrB>35UFC/ml
Aislamiento P.aeruginosa ! Cultivo positivo PCRgyrB
(24 meses seguimiento analizado) P.aeruginosa’ >35UFC"*
Grupo-A (n=33) No 0(0,0) 5(15,2)
Grupo-B1 (n=15) Si, 1 muestra 7(46,7) 13(86,7)
Grupo-B2 (n=20) Si, > 2 muestras 17(85,0) 19(95,0)
TOTAL(n=68) 35(51,5) 24(35,3) 37(54.4)
52 68,6 91,4
(52,0-81,4) (77,6-97,0)
E? 100 84,8
(89,6-100) (69,1-93,3)
2 100 86,5
VPP (86,2-100) (72,0-94,1)
2 75,0 90,3
VPN (60,6-85,4) (75.1-96,7)
Ex? 83,8 88,2
(73,3-90,7) (78,5-93,9)
p <0,001 <0,001

Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-Bl, 15 pacientes con un unico aislamiento.

Grupo-B2, 20 pacientes con 2 o mas aislamientos durante los 24 meses de seguimiento analizado.
2S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,

Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

*Numero de pacientes con cultivo convencional positivo en las muestras obtenidas simultaneamente

(porcentaje respecto al total del cada grupo)

*Numero de pacientes con valor promedio >35 UFC/ml (porcentaje respecto al total del cada grupo)
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La sensibilidad de la técnica de PCRgyrB en los pacientes del grupo B1 (86, 7%) es
mucho mayor que la del cultivo (46,7%), mientras que en el grupo B2 la diferencia no es tan
pronunciada (95,0% y 85,0%, respectivamente). De los 37 pacientes con un valor promedio
de PCR gyrB> 35 UFC/ml, 24 pacientes tenian también un valor promedio de PCRzox4 > 20
UFC/ml, 4 en el grupo A, 5 en el grupo Bl y 15 en el grupo B2.

La relacion entre los resultados del PCRgyrB durante el periodo de 24 meses de
seguimiento analizado y el estatus de colonizacidon en los 12 meses previos al inicio del
seguimiento es estadisticamente significativa (p< 0,05). También lo es (p<0,001) la

asociacion con la colonizacion en los 12 meses posteriores al final del seguimiento.
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4.3.3.2 Deteccion de anticuerpos frente al antigeno elastasa

En el 93,9% de los pacientes del grupo A, el valor promedio de los resultados de la
deteccion de anticuerpos anti-elastasa (ELA) es inferior al titulo 1/240 y solo en 2 pacientes
(6,1%) el valor promedio es superior. Por el contrario, en el grupo B el 51,4% de los

pacientes tienen un valor promedio >1/240 mientras que en el 48,6% es inferior.

Las diferencias entre el grupo A y B en el nimero de pacientes con valor promedio de
anticuerpos anti-ELA > 1/240 son estadisticamente significativas (p<0,001). En la Figura
43.3.2.1 se representan graficamente estos resultados. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas también entre el grupo A y los grupos Bl (p<0,01) y B2

(p<0,001) pero no entre los grupos B1 y B2.

20+ VALOR
PROMEDIO
ELA = 1/240
B NO
M si

30

N® PACIENTES

GRUPO A GRUPO B1 GRUPQ B2
GRUPOS SEGUIMIENTO 24 m

Figura 4.3.3.2.1. Nimero de pacientes con valor promedio del titulo anticuerpos
anti-ELA > 1/240 en los dos grupos estudiados. Grupo-A, 33 pacientes sin
aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un Unico aislamiento de
P.aeruginosa.Grupo-B2, 20 pacientes dos o mas aislamientos de P.aeruginosa
durante los 24 meses de seguimiento analizado

La distribucidon por grupos de los valores promedio, madximo y minimo del titulo de

anticuerpos anti-ELA aparecen en la Tabla 4.3.3.2.1
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Tabla 4.3.3.2.1. Distribucion por grupos de la mediana para los valores promedio,
maximo y minimo del titulo de anticuerpos anti-elastasa (ELA) de los resultados
obtenidos en las muestras analizadas durante el periodo de seguimiento de 24 m

GRUPO' Aislamiento Titulo anticuerpos anti ELA
P.aeruginosa | Pacientes Valor Valor Valor
24 meses positivos’ Promedio’ Mdximo~ Minimo
Grupo A (n=33) NO 2(6,1) 29(7,5/105,5) 60 (47,5/200) 0 (0/35)
Grupo B (n=35) S 18(51,4) 215 (21/440) 520 (65/890) | 15(0/95)
-Grupo B1 (n=15) 1 muestra 6(40,0) 28 (9-346) 150 (45-860) 0 (0 /0)
-Grupo B2 (n=20) | >2 muestras | 12(60,0) 242 (57-744) 580 (100-1291) |50 (4/159)
TOTAL (n= 68) 35(51,5) 21(30,9) | 57,5 (10/256,5) | 120 (50/546,5) | 0 (0/60)

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-Bl, 15 pacientes con un tnico aislamiento de
P.aeruginosa.Grupo-B2, 20 pacientes 2 o mas aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de
seguimiento analizado. N° positivos (porcentaje respecto al total de cada grupo)

*Numero pacientes con valor promedio del titulo de anticuerpos anti ELA > 1/240 (porcentaje respecto al total
del cada grupo)

*Mediana del valor inverso del titulo (cuartil 1/ cuartil 3).

Las diferencias entre los grupos A y B fueron significativas para los valores promedio
(p<0,01) y maximo (p<0,01). Sin embargo cuando se comparan dos a dos, estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas entre los grupos A y Bl ni entre Bl y B2 para
ninguno de los valores, excepto para el valor minimo entre B1 y B2. Por el contario, entre los
grupos A y B2 las diferencias si son significativas para los valores promedio (p<0,01),

maximo (p<0,01) y minimo (p<0,05).

En la Tabla 4.3.3.2.2 se comparan estos resultados con los obtenidos por cultivo

convencional.

Cuando se consideran positivos los pacientes con un valor promedio del titulo de
anticuerpos anti ELA superior al titulo 1/240, la sensibilidad de la deteccion de anticuerpos
es inferior (51,4%) a la del cultivo (68,6%), Lo mismo ocurre con el VPN y la exactitud,
también inferiores al cultivo. Por el contario, especificidad y VPP son buenos con valores por

encima del 90%.
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Tabla 4.3.3.2.2. Comparacion de los resultados del cultivo con los de la deteccion de

anticuerpos anti-ELA>1/240

Aislamiento P.ae.ruginosa ! Cultivo p.ositiv3o ELA>1/240 *
(24 meses seguimiento) P.aeruginosa
Grupo-A (n=33) No 0(0,0) 2(6,1)
Grupo-B1 (n=15) Si, 1 muestra 7(46,7) 6(40,0)
Grupo-B2 (n=20) Si, > 2 muestras 17(85,0) 12(60,0)
TOTAL(n=68) 35(51,5) 24(35,3) 20(29,4)
: 68,6 51,4
(52,0-81,4) (35,6-67,0)
E? 100 93,9
(89,6-100) (80,4-98,3)
2 100 90,0
VPP (86,2-100) (69,9-97,2)
2 75,0 64,6
VPN (60,6-85,4) (50,4-76,6)
Ex? 83,8 72,1
(73,3-90,7) (60,4-81,3)
p <0,001 <0,001

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un tnico aislamiento de

P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes 2 o mas aislamientos de P.aeruginosa durante el periodo de seguimiento

de 24 meses. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

2S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

*Numero pacientes con cultivo convencional positivo en las muestras obtenidas simultaneamente.

*Numero pacientes con valor promedio del titulo anti-ELA > 1/240 (porcentaje respecto al total del cada grupo)

La correlacion entre los resultados de la deteccion de anticuerpos anti ELA durante el
periodo de 24 meses de seguimiento analizado y el estatus de colonizacion en los 12 meses
previos al inicio del seguimiento no es estadisticamente significativa. Tampoco alcanza
significacion estadistica la asociacion con el estatus de colonizacion en los 12 meses

posteriores al final del seguimiento.
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4.3.3.3. Resultados combinados de la deteccion del DNA mediante PCR de la secuencia

gyrB y de anticuerpos frente al antigeno elastasa

Se han valorado conjuntamente los resultados de las técnicas de deteccion de
anticuerpos anti-elastasa (ELA), utilizando como punto de corte el titulo >1/240 y la
PCRgyrB de P.aeruginosa, utilizando como punto de corte >35 UFC/ml. Se ha considerado
positivos los pacientes con el valor promedio de al menos una de las dos técnicas positivas

por encima del punto de corte.

En el grupo B, 34 (97,1%) de los 35 pacientes tienen un valor promedio de al menos
una de las dos pruebas por encima del punto de corte establecido. Por el contrario, en el
78,8% de los pacientes del grupo A el valor promedio de ambas pruebas es inferior y ningun
paciente tenia ambas pruebas positivas simultdneamente. Las diferencias entre el grupo A y
B son estadisticamente significativas (p<0,001). En la Figura 4.3.3.3.1 se representan
graficamente estos resultados, diferenciando entre los pacientes del grupo B con un tnico
aislamiento de P.aeruginosa por cultivo durante el periodo de 24 meses de seguimiento

analizado (B1) de los pacientes con dos o mas cultivos positivos (B2).
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Figura 4.3.3.3.1. Numero de pacientes con valores promedio de PCRgyrB >35
UFC/ml y/o del titulo de anticuerpos anti-ELA > 1/240 en los dos grupos estudiados.
Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un
unico aislamiento de P.aeruginosa.Grupo-B2, 20 pacientes 2 o mas aislamientos de
P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizado.
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Las diferencias fueron significativas entre los grupos A y Bl (p<0,001) y entre A y
B2 (p<0,001), Dentro del grupo B las diferencias no son significativas entre B1 y B2. En la

Tabla 4.3.3.3.1 se comparan estos resultados con los obtenidos por cultivo convencional.

Tabla 4.3.3.3.1. Comparacion de los resultados del cultivo con los resultados combinados
de la PCRgyrB>35UFC/mly de la deteccion de anticuerpos anti-ELA>1/240
Aislamiento P.aeruginosa ' Cultivo positivo |PCRgyrB>35UFC/ml
(24 meses seguimiento) P.aeruginosa’ | ylo anti-ELA>1/240’
Grupo-A (n=33) No 0(0,0) 7(21,2)
Grupo-B1 (n=15) Si, 1 muestra 7(46,7) 14(93,3)
Grupo-B2 (n=20) Si, > 2 muestras 17(85,0) 20(100)
TOTAL(n=68) 35(51,5) 24(35,3) 41(60,3)
g2 68,6 971
(52,0-81,4) (85,5-99,5)
E? 100 78,8
(89,6-100) (62,2-89,3)
2 100 82,9
VPP (86,2-100) (68,7-91.5)
2 75,0 96,3
VPN (60,6-85,4) (81,7-99.3)
Ex? 83,8 88,2
(73,3-90,7) (60,4-81,3)
)4 <0,001 <0,001

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-Bl, 15 pacientes con un tnico aislamiento,

Grupo-B2, 20 pacientes con dos o mas aislamientos durante los 24 meses de seguimiento analizado. N°

positivos (porcentaje respecto al total de cada grupo)

S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

*Numero pacientes con cultivo convencional positivo en las muestras obtenidas simultaneamente.

*Numero pacientes con valores promedio de PCRgyrB > 35 UFC/ml y/o del titulo anti-ELA > 1/240 (porcentaje

respecto al total del cada grupo)

Cuando se combinan los resultados de la deteccidn de anticuerpos anti-ELA y la
PCRgyrB y se comparan con el cultivo, mejoran sensibilidad (97,1% vs 68,6%), VPN (96,3%
vs 75,0%) y exactitud (88,2% vs 83,8%). Como ocurria con las técnicas de individuales, la
especificidad y el VPP son peores que para el cultivo (100%), ya que ésta es la técnica
utilizada como referencia para definir los grupos. Combinando ambas técnicas, se obtienen
mejores sensibilidad (97,1%) y VPP (96,3%) con la misma exactitud (88,2%) que con la
técnica de PCR sola (91,4%, 90,3% vy 88,2%, respectivamente). Sin embargo, la
especificidad (78,8%) y el VPP (82,9%) son peores respecto a la PCRgyrB sola (84,8% y

86,5%, respectivamente).
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4.3.3.4. Resultados combinados de las tres técnicas de deteccion de anticuerpos frente a

los antigenos fosfatasa alcalina, elastasa y exotoxina A

Para valorar los resultados combinados de las tres técnicas de deteccion de
anticuerpos se han calculado también los valores promedio del titulo de anticuerpos anti-
fosfatasa alcalina (PA) y anti-exotoxina A (ETA) de la misma forma que se hizo para el titulo
de anticuerpos anti-elastasa (ELA). En la Figura 4.3.3.4.1 se representan graficamente la

distribucion por grupos de estos resultados.
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Figura 4.3.3.4.1 Representacion grafica de la mediana de los valores
promedio del titulo de anticuerpos anti-PA, anti ELA y anti-ETA durante
los 24 meses de seguimiento analizados. En el grafico la linea representa el
valor de la mediana, el limite superior de la caja corresponde al valor del tercer
cuartil (75% de los datos) y el limite inferior al primer cuartil (25%); las dos
barras verticales determinan el rango del 95% de los casos. Se ha utilizado el
valor inverso del titulo. Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de
P.aeruginosa; Grupo-B, 35 pacientes con algin aislamiento de P.aeruginosa
durante los 24 meses de seguimiento analizado.

En el 75,8% de los pacientes del grupo A, el valor promedio del titulo de anticuerpos

anti-PA es inferior a 1/180 y en 8 pacientes (24,2%) es superior. En el grupo B, el 51,4 % de
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los pacientes tienen un valor promedio > 1/180 mientras que en 17 es inferior (48,6%). Las

diferencias entre ambos grupos son estadisticamente significativas (p < 0,05).

En el 93,9 % de los pacientes del grupo A, el valor promedio del titulo de anticuerpos
anti-ELA es inferior a 1/240 y solo en 2 pacientes (6,1%) es superior. En el grupo B, el
51,4% de los pacientes tienen un valor promedio > 1/240 mientras que en 17 es inferior

(48,6%). Las diferencias son estadisticamente significativas (p < 0,001).

En el 93,9 % de los pacientes del grupo A, el valor promedio del titulo de anticuerpos
anti-ETA es inferior a 1/800. En el grupo B, el 37,1% de los pacientes tienen un valor

promedio > 1/800. Las diferencias son estadisticamente significativas (p < 0,01).

En el Figura 4.3.3.4.2 se representan graficamente estos datos. Se ha diferenciado
entre los pacientes del grupo B con un unico aislamiento de P.aeruginosa por cultivo durante

los 2 afios de seguimiento (B1) de los pacientes con 2 0 mas cultivos positivos (B2).
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Figura 4.3.3.4.2. Numero de pacientes con valor promedio del titulo de anticuerpos
anti-PA> 1/180, anti-ELA> 1/240 y anti-ETA> 1/800 en los 24 meses de seguimiento
analizado. Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa;, Grupo-Bl, 15
pacientes con un unico aislamiento de P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes dos o mas
aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizado.

No existe correlacion entre los resultados del valor promedio de anticuerpos durante
el periodo de seguimiento de 24 meses y el estatus de colonizacion en los 12 meses previos al

inicio del seguimiento para ninguno de los tres antigenos. La asociacion con la colonizacion
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en los 12 meses posteriores al final del seguimiento unicamente alcanza significacion

estadistica para el antigeno ETA (p <0,05).

Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de deteccion de
anticuerpos utilizando los puntos de corte individuales PA> 1/180, ELA> 1/240 y ETA>
1/800. En el 75,8% de los pacientes del grupo A el promedio de anticuerpos es negativo para
los tres antigenos, 5 (15,2%) tenian anticuerpos frente a un antigenos y 3 (9,1%) frente a dos
o tres antigenos. En el grupo B, 27 pacientes (77,1 %) tienen un valor promedio de
anticuerpos superior al punto de corte al menos frente a uno de los tres antigenos, 13 (37,1%)
frente a un antigeno y 14 pacientes (40,0%) frente a dos o tres antigenos. La diferencias entre
ambos grupos son estadisticamente significativas (p<0,001). En el Figura 4.3.3.4.3 se

representan graficamente estos datos.
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Figura 4.3.3.4,3. Porcentaje de pacientes de cada grupo con valores promedio
del titulo de anticuerpos anti-PA>1/180 y/o anti-ELA >1/240 y/o anti ETA
>1/1800 segiin el nimero de técnicas positivas. Grupo-A, 33 pacientes sin
aislamientos de P.aeruginosa, Grupo-Bl1, 15 pacientes con un tnico aislamiento
de P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes con 2 o mas aislamientos de
P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizado.

Entre el grupo A y el grupo Bl las diferencias alcanzan significacion estadistica

(p<0,01) en el numero de pacientes con valores promedio del titulo de anticuerpos superiores
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a los puntos de corte en al menos uno de los tres antigenos. También son significativas las
diferencias cuando se comparan los grupos A y B2 (p<0,001). Cuando se comparan los
grupos Bl y B2, las diferencias en el numero de pacientes con al menos una de las tres
técnicas positivas no son estadisticamente significativas. Cuando se consideran positivos los
pacientes con anticuerpos frente a un minimo de 2 antigenos las diferencias solo son

significativas entre el grupo A y el B2 (p<0,01).

Para valorar la capacidad de las tres técnicas de deteccion de anticuerpos combinadas
para identificar colonizacion por P.aeruginosa, estos resultados se han comparado con los
resultados del cultivo convencional que se habia realizado simultaneamente a la obtencion de

las muestras para deteccion de anticuerpos.

Se han utilizado dos criterios de positividad:

1. Se han considerado positivos los pacientes con el valor promedio del titulo de
anticuerpos igual o superior al punto de corte (PA> 1/180 y/o ELA> 1/240 y/o
ETA> 1/800) frente al menos uno de los antigenos. Se ha denominado Punto de
corte COLONIZADO Pos > 1

2. Se han considerado positivas los pacientes con el valor promedio del titulo de
anticuerpos igual o superior al punto de corte (PA> 1/180 y/o ELA> 1/240 y/o
ETA> 1/800) frente al menos dos de los antigenos Se ha denominado Punto de

corte COLONIZADO Pos > 2

En la Tabla 4.3.3.7 se comparan los resultados combinados de las tres técnicas de

deteccion de anticuerpos con los resultados del cultivo.

Cuando se utiliza el criterio del punto de corte COLONIZADO Pos >1, y los
resultados combinados de las tres técnicas de deteccion de anticuerpos se comparan con el
cultivo mejora la sensibilidad (77,1% vs 68,6%), pero ni el VPN (75,8% vs 75,0%) ni la
exactitud (76,5% vs 83,8%). Como ya se ha comentado, la especificidad y el VPP son peores
que para el cultivo (100%), ya que ésta es la técnica utilizada como referencia para definir los
grupos A y B segun el aislamiento o no de P.aeruginosa durante los 24 meses de

seguimiento analizado.
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Utilizando el criterio del Punto corte COLONIZADO Pos >2 los resultados son

peores. Solo el 40,0% de los pacientes del grupo B son positivos. Por el contrario, 30

(90,9%) de los 33 pacientes del grupo A son negativos.

Tabla 4.3.3.7. Comparacion de los resultados del cultivo con los resultados combinados
de las tres técnicas de deteccion de anticuerpos

L L Cultivo Punto corte COLONIZADO *
Aislamiento P. aeruginosa positivo
(24 meses seguimiento) P.aeruginosa 3 Pos>1 Pos>2
Grupo-A (n=33) No 0(0,0) 8(24,2) 3(9,1)
Grupo-B1 (n=15) Si, 1 muestra 7(46,7) 11(73,3) 4(26,7)
Grupo-B2 (n=20) | Si, >2 muestras 17(85,0) 16(80,0) 10(50,0)
TOTAL(n=68) 35(51,5) 24(35,3) 35(51,5) 17(25,0)
§? 68,6 77,1 40,0
(52,0-81,4) (61,0-87,9) (25,6-56,4)
E? 100 75,8 90,9
(89,6-100) (59,0-87,2) (76,4-96,9)
VPP ? 100 77,1 82,4
(86,2-100) (61,0-87,9) (59,0-93,8)
2 75,0 75,8 58,8
VPN 60,6-854) | (59,0-87.2) | (452-712)
Ex? 83,8 76,5 64,7
(73,3-90,7) (60,4-81,3) (52,8-75,0)
p <0,001 <0,001 <0,01

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-Bl, 15 pacientes con un tnico aislamiento de

P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes con dos o mas aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de

seguimiento analizado. N° positivoss (porcentaje respecto al total de cada grupo)

2S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

*Numero pacientes con cultivo convencional positivo en las muestras obtenidas simultaneamente.

*Numero pacientes con valores promedio del titulo de anticuerpos anti- PA>1/180 y/o ELA>1/240 y/o

ETA>1/800 (porcentaje respecto al total del cada grupo) segun el nimero de antigenos frente a los que se

detectan anticuerpos

Si se combinan las tres técnicas de deteccidn de anticuerpos, se obtiene mejor
sensibilidad (77,1%), VPN (75,8%) y exactitud (76,5%) que con la técnica de deteccion de
anticuerpos anti-ELA sola (51,4%, 64,6% y 72,1%, respectivamente). Sin embargo, la
especificidad (75,8% vs 93,9%) y el VPP (77,1% vs 90,0%) son peores con los resultados

combinados de las tres técnicas de deteccion de anticuerpos.
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4.3.3.5. Resultados combinados de la deteccion del DNA mediante PCR de la secuencia
gyrB y de la deteccion de anticuerpos frente a los antigenos fosfatasa alcalina, elastasa y

exotoxina A

Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de deteccion de
anticuerpos utilizando los puntos de corte individuales anticuerpos anti-fosfatasa alcalina
(PA) >1/180, anti-elastasa (ELA)> 1/240 y anti- exotoxina A (ETA) >1/800 junto con los
resultados de la PCRgyrB>35 UFC/ml. Se han utilizado tres criterios de positividad:

1. Se han considerado positivos los pacientes con el valor promedio del titulo de
anticuerpos igual o superior al punto de corte (PA> 1/180 y/o ELA> 1/240 y/o ETA>
1/800 y/o la PCRgyrB > 35 UFC/ml) frente al menos una de las técnicas. Se ha
denominado Punto de corte COLONIZADO y PCRgyrB Pos > 1.

2. Se han considerado positivos los pacientes con al menos 2 de las técnicas positivas. Se
ha denominado Punto de corte COLONIZADO y PCRgyrB Pos > 2.

3. Se han considerado positivos los pacientes con al menos tres de las técnicas positivas.

Se ha denominado Punto de corte COLONIZADO y PCRgyrB Pos > 3.

En el 63,6% de los pacientes del grupo A, el valor promedio de los resultados de las
cuatro técnicas es negativo, 8 (24,2%) tenian resultados positivos frente a una sola técnica y

solo 4 (12,1%) frente a 2 o mas técnicas.

En el grupo B el 97,1 % de los pacientes tienen un valor promedio superior al punto
de corte en al menos una de las cuatro técnicas. 8 (22,9%) para una técnica y 26 pacientes
(74,3%) en dos o mas técnicas. La diferencias entre ambos grupos son estadisticamente

significativas (p<0,001), utilizando cualquiera de los tres criterios de positividad.

En el Figura 4.3.3.5.1 se representan graficamente el nimero de técnicas positivas en
cada uno de los grupos. Se ha diferenciado también entre los pacientes del grupo B con un
unico aislamiento de P.aeruginosa por cultivo durante los 2 afios de seguimiento (B1) de los

pacientes con 2 o mas cultivos positivos (B2).
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GRUPOS
SEGUIMIENTO
24 meses

B GRUPO A
HEGRUPO B1
CGRupPo B2

60,0%

40,0%

Porcentaje de pacientes de cada grupo

1 2 =3

N?® tecnicas positivas
anti-PA=1/180 ylo anti-ELA =1/240 ylo
anti ETA = 11800 ylo PCRgyrB = 35 UFCIml

Figura 4.3.3.5.1. Porcentaje de pacientes de cada grupo con valores promedio del
titulo de anticuerpos anti-PA>1/180 y/o anti-ELA >1/240 y/o anti ETA >1/1800
y/o PCRgyrB > 35 UFC/ml segtin el niimero de técnicas positivas. Grupo-A, 33
pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-Bl, 15 pacientes con un unico
aislamiento. Grupo-B2, 20 pacientes 2 o mas aislamientos durante el periodo de
seguimiento de 24 meses.

Entre el grupo A y el grupo B1 las diferencias en el numero de pacientes con valores
promedio superiores a los puntos de corte alcanzan significacion estadistica cuando se
consideran positivas un minimo de una (p<0,001), dos (p<0,001) o tres (p<0,05) de las cuatro
técnicas. También son significativas las diferencias (p<0,001) entre los grupos A y B2 pero

no entre los grupos Bl y B2.

En la Tabla 4.3.3.5.1 se comparan los resultados combinados de las tres técnicas de

deteccion de anticuerpos y la PCRgyrB con los resultados del cultivo
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Tabla 4.3.3.5.1. Comparacion de los resultados del cultivo con los resultados combinados

de las tres técnicas de deteccion de anticuerpos y la PCRgyrB

Aislamiento P.aeruginosa’ | Cultivo positiv3o ;Z,ZOC'EQO;;i §>O §50 g;léjnli)ﬂ
(24 meses seguimiento) P.aeruginosa Pos>1 Pos>2 Pos>3
((l;lil;l;(; A No 000,0) 12(36,4) 4(12,1) 1(3,0)
311:11[;(; B1 Si, 1 muestra 7(46,7) 14(93,3) 10(66,7) 4(26,7)
Grupo-B2 Si, > 2 muestras 17(85.0) 20(100,0) 16(80,0) 10(50,0)
(n=20) ’
TOTAL(n=68) 35(51,5) 24(35,3) 46(67,6) 30(44,1) 15(22,1)
g2 68,6 97,1 74,3 40,0
(52,0-81,4) (85,5-99,5) | (57,9-85,8) | (25,6-56,4)
E? 100 63,6 87,9 97,0
(89,6-100) (46,6-77,8) | (72,7-95,2) | (84,7-99,5)
VPP > 100 73,9 86,7 93,3
(86,2-100) (59,7-84,4) | (70,3-94,7) | (70,2-98,8)
VPN 2 75,0 95,5 76,3 60,4
(60,6-85,4) (78,2-99,2) | (60,8-87,0)) | (46,9-72,4)
Ex 83,8 80,9 80,9 67,6
(73,3-90,7) (70,0-88,5) | (70,0-88,5) | (55,8-77,6)
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un tinico aislamiento de

P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes con dos o mas aislamientos de P.aeruginosa durante el periodo de

seguimiento de 24 meses. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

2S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

*Numero pacientes con cultivo convencional positivo en las muestras obtenidas simultaneamente.

*Numero pacientes con valores promedio del titulo de anticuerpos anti- PA>1/180 y/o ELA>1/240 y/o

ETA>1/800 y/o la PCRgyrB > 35 UFC/ml (porcentaje respecto al total del cada grupo) segiin el numero de

técnicas positivas.

Cuando se utiliza el punto de corte COLONIZADO y PCRgyrB Pos >1 y los
resultados se comparan con el cultivo, mejoran sensibilidad (97,1% vs 68,6%) y VPN (95,5%
vs 75,0%) pero no la exactitud (80,9% vs 83,8%). Como ocurre en todas las comparaciones

con el cultivo, la especificidad (63,8%) y el VPP (73,9%) son peores.

Cuando se utiliza el punto de corte COLONIZADO y PCRgyrB Pos > 2, los
resultados de especificidad (87,9%) y el VPP (86,7%) mejoran conservando la misma
exactitud (80,9%) pero a costa de un descenso de la sensibilidad (74,3%) y del VPN (76,3%)

que continian siendo mejores que el cultivo aislado.
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4.3.4. Tiempo transcurrido hasta primer resultado positivo para la deteccion de DNA

y anticuerpos anti P.aeruginosa. Comparacion con los resultados del cultivo

Para valorar la capacidad de las diferentes técnicas, individualmente o combinadas
entre si, para detectar la colonizacion por P.aeruginosa mas precozmente que el aislamiento
por cultivo se ha recogido para cada técnica el tiempo transcurrido hasta el primer resultado
positivo. Estos resultados se han comparado con los obtenidos con el control microbiologico
habitual, utilizado para definir cada uno de los grupos estudiados segiin se hubiera (grupo B)
0 no (grupo A) aislado P.aeruginosa durante el periodo de seguimiento de 24 meses. En la
Tabla-4.3.4.1 se presentan el nimero de pacientes positivos para cada técnica y la media de

meses hasta el primer resultado positivo.

Tabla 4.3.4.1. Media del tiempo transcurrido hasta primer resultado positivo para cada
técnica individual

N° pacientes positivos/Tiempo hasta primer resultado positiv02
Aislamiento P.aeruginosa ! Control
.. . P Cultivo PCR gyrB
24 t

(24 meses seguimiento) mzc;l'zzi.zif;nco simultaneo > 35 UFC/ml ELA > 1/240
GRUPO A (n=33) No 0 0 5 2
_ ; 35 24 32 18

GRUPO B (n=35) St 9,4 (0-22/7,6) 9,3 (0-24/8,4) 4,9 (0-18/5,2) 6,0(0-18/6,7)
B 15 7 13 6

Grupo BI(n=15) | Lmuestra | 134 379 /56) | 13,3 (3-21/69 | 65(0-12/47) | 6,5 0-18/81)
_ 20 17 19 12

Grupo B2(n=20) | =2 muestras | 1 iy 50 /67) | 7.6 0-24/8,6) | 3.8(0-18/54) | 580-18/63)

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un tnico aislamiento de
P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes con dos o mas aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de
seguimiento analizados.

*N° pacientes con resultados positivos. En meses, promedio (rango/desviacion estandar)

Se han valorado tnicamente los resultados de los pacientes con aislamiento de
P.aeruginosa por cultivo durante los 24 meses de seguimiento analizado (grupo B). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados del control
microbioldgico habitual, con una media de tiempo hasta el primer resultado positivo de 9,4
meses, y los de la PCRgyrB > 35 UFC/ml (p<0,001) con una media de 4,9 meses. Las
diferencias con los resultados de la deteccion de anticuerpos anti-ELA > 1/240, que fue de
6,0 meses, también fueron significativas (p<0,05). No fueron significativas para ninguna de

las otras técnicas de forma individual.
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En la Tabla-4.3.4.2 se detallan el numero de pacientes positivos y la media de meses
hasta el primer resultado positivo cuando se combinan los resultados de la técnica de PCR
gvrB > 35 UFC/ml y las técnicas de deteccion de anticuerpos. Las diferencias en el tiempo
hasta el primer resultado positivo con los resultados del control microbiolégico habitual (9,4
meses) son estadisticamente significativas para la combinacion de PCRgyrB y anticuerpos

anti-ELA (p<0,001).

Tabla 4.3.4.2. Media del tiempo transcurrido hasta primer resultado positivo cuando se
combina el cultivo y las técnicas de deteccion de anticuerpos o del DNA.
N° pacientes positivos/Tiempo hasta primer resultado positivo’

Aislamiento P.aeruginosa ! Control Culti PCR gyrB > 35 UFC/ml

(24 meses seguimiento) microbioldgico simZ lZZfeo y/o y/o pto corte COLONIZADO®

habitual ELA>1/240 >1 >2

GRUPO A (n=33) No 0 0 7 12 4

_ . 35 24 34 34 26
GRUPO B (n=35) St 9,4 (0-22/7,6) 9,3 (0-24/8,4) | 4,8 (0-18/5,1) | 3,8(0-18/5,1) | 5,7 (0-21/7,1)

Grupo Bl(n=15) | 1 muestra » 7 4 4 10
P 13,9 (3-19 /6,6) | 13,3 (3-21/6,9) | 6,0 (0-12/4,8) | 6,0 (0-12/4,8) | 9,6 (0-21/8,0)

20 17 20 20 16

Grupo B2(n=20) |2 2 muestras| 1 o 50 /57) | 7.6 0-24/8,6) | 3,9 0-18/52) | 2.3(0-18/48) | 3.2(0-18/5,3)

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un tnico aislamiento de ' Grupo-
A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa;, Grupo-B1, 15 pacientes con un unico aislamiento de P.aeruginosa.
Grupo-B2, 20 pacientes con dos o mas aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento analizados.

N° pacientes con resultados positivos. En meses, promedio (rango/desviacion estandar)
* Anticuerpos anti- PA>1/180 y/o ELA>1/240 y/o ETA>1/800

Sila PCR gyrB se combina con los resultados de la deteccidon de anticuerpos frente a
los tres antigenos (puntos de corte colonizado) también son significativas las diferencias con
respecto al control microbioldgico habitual cuando se consideran positivos los pacientes con
una o mas técnicas positivas (p<0,001) o con dos o mas técnicas (p< 0,05). Las diferencias
no son significativas cuando se compara el tiempo hasta el primer resultado positivo entre la

PCR gyrB aislada y la combinada con las técnicas de deteccion de anticuerpos.

En la Figura 4.3.4.3 se refleja el nimero de pacientes del grupo B en los que se
detecta el primer resultado positivo al inicio, durante el primer o el segundo afio de
seguimiento para cada una de las técnicas, comparadas con el control microbiolégico

habitual.
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Primer resultado positivo GRUPO B

25 o
8 B Al inicio
Z 20 O1er afio
E W29 afio
S
o}
=
z
g 10
=
-
& 5
. m N
Control Cultivo PCRgyrB anti-ELA
habitual simultaneo =35 UFC/ml =1/240
N2 positivos n=35 n=24 n=32 n=18
Sensibilidad 100% 68,6% 91,4% 51,4%
Especificidad 100% 100% 84,8% 93,9%
Meses 1°" pos 9,4 9,3 4,9 6,0
25
B Al inicio
Wl
=] 20
= O 1er afio
=
8 15 W22 afio
A
w
= 10
Z
S
= 5
=9
v 0
Control PCRgyrB 235 PCRgyrB 235+ PCRgyrB 235 +
habitual +ELA =240 ptocortecolz1 pto corte col =2
N2 positivos n=35 n=34 n=34 n=26
Sensibilidad 100% 97,1% 97,1% 74,3%
Especificidad 100% 78,8% 63,6% 87,9%
Meses 1° pos 9,4 4,8 3,8 5,7

Figura 4.3.4.3. Distribucién del nimero de pacientes del grupo B segin el periodo de
hallazgo del primer resultado positivo. Grupo B, 35 pacientes con aislamiento de P.aeruginosa
durante los 24 meses de seguimiento analizado. Para cada técnica se indica el numero total de
positivos, sensibilidad, especificidad y media de meses en obtener el primer resultado positivo.

Los resultados mas equilibrados se alcanzan con la PCRgyrB aislada o combinada
con la deteccion de anticuerpos anti-ELA ya que tienen la mejor sensibilidad (91,4% y
97,1%) con una especificidad aceptable (84,8 y 78,8%) y con una media del tiempo en

obtener el primer resultado positivo menor (4,8 y 4,9) que con el cultivo (9,4 meses).
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4.3.5. Resumen de los mejores resultados de las pruebas individuales y combinadas

En las Tabla-4.3.5.1 se exponen los mejores resultados de las técnicas de PCR y

deteccion de anticuerpos, valoradas individualmente o en combinacion, y se comparan con

los resultados del cultivo aislado.

Tabla 4.3.5.1. Comparacion de los resultados del cultivo con las técnicas individuales o
combinadas con los mejores resultados

) PCRgyrB> 35 UFC/ml*
Aislamiento P.aeruginosa ! Cu.l;fvos PCRgyrB Vo /o Punto corte
(24 meses seguimiento) P_fl’e”fl’lgzosa > 35UFC/mi| ELA> 1/240 COLONIZADO
Pos> 1 Pos> 1 Pos> 2
Grupo- A(n=33) No 0(0,0) 5(15,2) 7(21,2) 12(36,4) 4(12,1)
Grupo-Bl(n=15) | Si, I muestra 7(46,7) 13(86,7) 14(93,3) 14(93,3) 10(66,7)
Grupo-B2(n=20) |Si,> 2 muestras| 17(85,0) 19(95,0) 20(100) 20(100) 16(80,0)
TOTAL(n=68) 35(51,5) 24(35,3) 37(54.4) 41(60,3) 46(67,6) 30(44,1)
§? 68,6 91,4 97,1 97,1 74,3
(52,0-81,4) | (77,6-97,0) | (85,5-99,5) | (85,5-99,5) | (57,9-85,8)
E? 100 84,8 78,8 63,6 87,9
(89,6-100) | (69,1-93,3) | (62,2-89,3) | (46,6-77,8) | (72,7-95,2)
vpp? 100 86,5 82,9 73,9 86,7
(86,2-100) | (72,0-94,1) | (68,7-91,5) | (59,7-84,4) | (70,3-94,7)
VPN 2 75,0 90,3 96,3 95,5 76,3
(60,6-85,4) | (75,1-96,7) | (81,7-99,3) | (78,2-99,2) | (60,8-87,0))
Ex? 83,8 88,2 88,2 80,9 80,9
(73,3-90,7) | (78,5-93,9) | (60,4-81,3) | (70,0-88,5) | (70,0-88,5)
)4 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Tiempo hasta ler positivo’ 9,3 4,9 4,8 3,8 5,7

'Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un tnico aislamiento de
P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes con dos o mas aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de
seguimiento analizado. N° positivos (porcentaje respecto al total de cada grupo)

2S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,
Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

*Numero pacientes con cultivo convencional positivo en las muestras obtenidas simultaneamente.

*Numero pacientes con valores promedio de la PCRgyrB > 35 UFC/ml y/o del titulo de anticuerpos anti- PA>
1/180 ELA> 1/240 y/o ETA> 1/800 (porcentaje respecto al total del cada grupo) segiin el nimero de técnicas
positivas.

> Para los pacientes del grupo B. Desde el inicio del seguimiento, en meses.

Los mejores resultados se obtienen con la técnica de PCRgyrB > 35 UFC/ml sola o
combinada con las técnicas seroldgicas. Los mejores resultados de exactitud (88,2%) son
para la PCR sola o combinada con la deteccion de anticuerpos anti-ELA y mejores que el
cultivo (83,8%). Las mejores sensibilidad (97,1%) y VPN (96,3%) con la combinacion de
PCRgyrB y anticuerpos anti-ELA y son también muy superiores a las del cultivo (68,6% y
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75,0%, respectivamente). Las mejores especificidad y VPP se obtienen con la PCRgyrB
(84,8% y 86,5%, respectivamente) y con la combinacion de las tres técnicas de deteccion de
anticuerpos combinadas con la PCRgyrB cuando se valora como positivo a partir de dos
técnicas positivas (87,9% y 86,7%). Como ya se ha comentado, especificidad y VPP son

inferiores a las del cultivo aislado puesto que este tiene siempre el 100%.

En la Tabla-4.3.5.2 se valoran los resultados del cultivo combinado con las técnicas
de PCR o de deteccion de anticuerpos con los mejores resultados y se comparan con los

resultados del cultivo aislado.

Tabla 4.3.5.2. Comparacién de los resultados del cultivo aislado o combinado con las técnicas de deteccién

de anticuerpos o del DNA con los mejores resultados

. > 4
Aislamiento Cultivo Cultivo y/o Cultivo y/o PCR GyrB> iS;]Ff/ml ”
P.aeruginosa ' positivo PCRgyrB yo ELA> 1/240 Yo funio corte
en 24 meses seguimiento |P.aeruginosa’| > 35UFC/m COLONIZADO
Pos >1 Pos > 2 Pos > 1 Pos > 2
G(; ‘;‘;‘;')A No 000,0) 5(15,2) 7(21,2) 0(0) 12(36,4) | 4(12,1)
G(r:fi’;];l Si, 1 muestra 7(46,7) 13(86,7) | 14093,3) | 960,00 | 14(93.3) | 10(66,7)
G{:f;’&])” Si,>2 muestras| 17(85,0) | 20(100,0) | 20¢100) | 20(100) | 20(100) | 20(100)
TOTAL
(n=68) 35(51,5) 24(35,3) 38(54.4) | 41(60,3) | 29(42,7) | 46(67.7) | 34(50,0)
g 68,6 93,9 97,1 82,9 97,1 85,7
(52,0-81,4) | (80,4-98,3) | (85,5-99,5) | (67,3-91,9) | (85,5-99,5)| (70,6-93,7)
i 100 84,8 78,8 100 63,6 87,9
(89.6-100) | (69,1-93,3) | (62,2-89,3) | (89,6-100) | (46,6-77.8)| (72,7-95,2)
pp? 100 86,1 82,9 100 73,9 88,2
(86,2-100) | (71,3-93,9) | (68,7-91,5) | (88,3-100) | (59.7-84,4)| (73,4-95,3)
VPN 75,0 93,3 96,3 84,6 95,5 85,3
(60,6-85,4) | (78,7-98,2) | (81,7-99,3) | (70,3-92,8) | (78.2-99,2)| (69,9-93,6)
£ 83,8 89,4 88,2 91,2 80,9 86,8
(73,3-90,7) | (79,7-94,8) | (60,4-81,3) | (82,1-95,9) | (70,0-88,5)| (76,7-92,9)
p <0,001 <0,001 <0,001 | <0,001 | <0001 | <0,001
Tiempo hasta ler positiv05 93 4,8 4,6 7,1 3,8 6,0

Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un Unico aislamiento de
P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes con dos o mas aislamientos de P.aeruginosa durante los 24 meses de
seguimiento analizados. N° positivos (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

?S=Sensibilidad, E=Especificidad, VPP= Valor Predictivo Positivo, VPN=Valor Predictivo Negativo,

Ex=exactitud. En porcentaje (Intervalo de confianza 95%).

*Numero pacientes con cultivo convencional positivo en las muestras obtenidas simultineamente.

*Numero pacientes con cultivo positivo y/o valores promedio del titulo de anticuerpos anti- PA>1/180 y/o
ELA>1/240 y/o ETA>1/800 y/o la PCRgyrB > 35 UFC/ml (porcentaje respecto al total del cada grupo) segin el
numero de técnicas positivas.

> Para los pacientes del grupo B. Desde el inicio del seguimiento, en meses.
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Cuando el cultivo se complementa con las técnicas de PCR y serologia, los resultados
de sensibilidad, VPN y exactitud mejoran con respecto a los resultados del cultivo aislado
excepto en el caso de la combinacion de cultivo, PCRgyrB y las tres técnicas de deteccion de
anticuerpos cuando se aplica el criterio menos restrictivo y se consideran positivos todos los

pacientes con al menos una de las técnicas positivas.

Globalmente, los mejores resultados se obtienen al complementar el cultivo con la
técnica de PCRgyrB > 35 UFC/ml sola o combinada con la deteccion de anticuerpos anti-
ELA. La sensibilidad (97,1%) y el VPN (96,3%) son mejores con la combinacion de cultivo,
PCRgyrB y anticuerpos anti-ELA, considerando positivos los pacientes con cualquiera de
estas pruebas positivas. De esta forma se obtienen valores de sensibilidad y VPN muy
superiores a los del cultivo aislado (68,6% y 75,0%, respectivamente). Los mejores
resultados de especificidad (100%), VPP (100%) y de exactitud (91,2%) se obtienen
combinando cultivo, PCRgyrB y la deteccidon de anticuerpos anti-ELA cuando se consideran
positivos los pacientes con al menos dos de las pruebas positivas. También son mejores que
los del cultivo aislado (100%, 100% y 83,8%, respectivamente). Cuando se combinan el
cultivo con la PCRgyrB y la deteccion de anticuerpos frente a los tres antigenos, los
resultados son muy equilibrados, todos por encima del 85%, pero ni sensibilidad ni

especificidad son las mejores.

En la Tabla 4.3.5.3 se resumen los resultados de los 5 pacientes del grupo A con
todos los cultivos negativos pero en los que el valor promedio de la PCRgyrB fue > 35

UFC/ml durante el seguimiento de 24 meses analizado.
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Tabla 4.3.5.3. Resultados de los pacientes del Grupo A sin aislamiento de P.aeruginosa por
cultivo y valores promedio de PCRgyrB > 35 UFC/ml durante los 24 meses de seguimiento

analizado.

Antecedentes de Colonizacion’
Colonizacion 12 m previos '
Colonizacién 12 m posteriores °
N° total muestras cultivo’
Meses tltimo cultivo+ a PA'
Meses siguiente cultivo+ a PA’

r 2y4
Otros gérmenes ~”

N° total muestras PCR y serologia *
-PCR gyrB (promedio UFC/muestra)’
-PCR toxA (promedio UFC/muestra)’
-anti PA (promedio titulo Ac) *

-anti ELA (promedio titulo Ac) °

-anti ETA (promedio titulo Ac) °

Nunca
NO
Inicial
10
Nunca

4

Sa
ENTB

1400
2245
Neg
Neg
Neg

Inicial
Inicial
Inicial
12
11
1

Sa

9
40
Neg
Neg
Neg
Neg

Intermitente
Intermitente
NO
19
9
NO

Sa, Lev
ENTB

125
100
Neg
Neg
Neg

Cronica
NO
Intermitente
20
19
1

Sa, Hi, Ho
2BGNnoF

8
1285
255
Neg
Neg
Neg

Inicial
NO
Intermitente
17
27
7
Sa, Ho, Lev
ENTB,
BGNnoF
9
220
215
Neg
Neg
Neg

" A la primera muestra analizada

* Durante los 24 meses de seguimiento analizado.

7 A la Gltima muestra analizada del seguimiento

* Sa=S.aureus, Hi=H.influenzae, Ho=hongos, Lev= levaduras, ENTB= enterobacterias, BGNnoF= Bacilo Gram

negativo no fermentador.

>Valores promedio del titulo de anticuerpos anti- PA y/o ELA y/o ETA.

De los 5 pacientes, 4 tenian la PCRzoxA (> 20 UFC/ml) también positiva. En 4 de los

5 pacientes se aisld P.aeruginosa por cultivo en los 12 meses siguientes a la ultima muestra

analizada (entre 1 y 7 meses después) y en todos ellos se aislaron varios microorganismos

por cultivo. Respecto al tratamiento antibiotico durante el periodo de seguimiento, 1 habia

recibido azitromicina y 3 tratamiento especifico frente a P.aeruginosa. Respecto al titulo de

anticuerpos, los 5 eran negativos frente a los tres antigenos.

En la Tabla 4.3.5.4 se resumen algunas caracteristicas de los 3 pacientes del grupo B

en los que el valor promedio de la PCRgyrB durante el periodo de seguimiento de 24 meses

fue inferior a 35 UFC/ml.
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Tabla 4.3.5.4. Resultados de los tres pacientes del Grupo B con aislamiento de
P.aeruginosa por cultivo y valores promedio de PCRgyrB inferiores a 35 UFC/ml
durante los 24 meses de seguimiento analizado.

GRUPO B2 B1 Bl
Antecedentes de Colonizacion’ Inicial Inicial Inicial
Colonizacion 12 m previos ' NO NO NO
Colonizacion 12 m posteriores ° Intermitente NO NO
N° total muestras cultivo * 12 11 14
N° muestras positivas por cultivo’ 2 1 1
Meses ultimo cultivo+ a PA' 13 22 18
Meses siguiente cultivo+ a PA’ 11 NO 15
Otros gérmenes *7* gg ]\fne:ﬁ NO Sa, HI, Lev
N’ total muestras PCR y serologia * 7 8 5
-PCR gyrB (promedio UFC/ml)’ Neg Neg Neg
-PCR toxA (promedio UFC/ml)’ 240 Neg 80
-anti PA (promedio titulo Ac) ° 1/1220 Neg Neg
-anti ELA (promedio titulo Ac) * 1/275 Neg 1/710
-anti ETA (promedio titulo Ac) ° 1/2265 Neg Neg

A la primera muestra analizada
? Durante los 24 meses de seguimiento analizado.
7 A la tltima muestra analizada del seguimiento

* Sa= S.aureus, Hi= H.influenzae, Ho=hongos, Lev= levaduras, ENTB= Enterobacterias, BGNnoF= Bacilo
Gram negativo no fermentador.
>Valores promedio del titulo de anticuerpos anti- PAy/o ELA>1/240 y/o ETA>1/800.

En 2 de los 3 pacientes, la PCRfox4 (> 20 UFC/ml) fue positiva, se volvio a aislar
P.aeruginosa por cultivo después de la tltima muestra analizada (11 y 15 meses después),
tenian anticuerpos anti ELA a un titulo superior a 1/240 y se aislaron otros microorganismos
por cultivo. En el paciente que sufrid colonizacién intermitente durante los 12 meses
posteriores a la ultima muestra analizada, el promedio del titulo de anticuerpos fue positivo

también frente a PA (1/1220) y ETA (1/2265).
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4.3.6. Resultados de la deteccion de DNA y anticuerpos especificos en el diagnostico de

la colonizacion cronica por P.aeruginosa. Comparacion con los resultados el cultivo

En el diagndstico de la colonizacidon cronica durante los 24 meses de seguimiento
analizado se han evaluado los resultados de las técnicas de PCR y deteccion de anticuerpos,
individuales o combinadas. Se han utilizado los criterios que habian obtenido los mejores
resultados en el analisis en pacientes estables microbiologicamente. En la Tabla 4.3.6.1 se
detallan las técnicas y los puntos de corte utilizados para cada una de ellas en el diagnostico

de la colonizacion cronica por P.aeruginosa.

Tabla 4.3.6.1 Criterios de positividad para las técnicas de deteccion de anticuerpos y
PCR

Diagnoéstico Colonizacion cronica

-ETA>1/1900
-Pto. corte 1/1 29' 0
-Pto. corte CRONICO

-Pto. corte 1/1250 y/o PCRgyrB 25000 UFC / ml
-Pto. corte CRONICO y/o PCRgyrB>5000 UFC/ ml

‘s . 1,2
Deteccion anticuerpos

Pruebas combinadas **

"PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor del titulo de anticuerpos a partir del cual el
resultado se considera positivo.

“Punto de corte CRONICO: Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de deteccion de
anticuerpos, utilizando los puntos de corte individuales PA> 1/1900 y/o ELA> 1/1500 y/o ETA> 1/1900. Se ha
considerado como positivo a partir de uno o mas (>1) y de dos o mas (>2) técnicas positivas.

3Se han valorado conjuntamente los resultados de las tres técnicas de deteccion de anticuerpos y la técnica de
PCRgyrB de P.aeruginosa, utilizando el punto de corte > 5000 UFC/ml. Se ha considerado como positivo a
partir de dos o mas (>1) y de tres o mas (>2) técnicas positivas.

Durante los 24 meses del periodo de seguimiento analizado, unicamente dos pacientes
del grupo B cumplian criterios de colonizacidn cronica por P.aeruginosa segun los resultados
del cultivo del seguimiento microbioldgico habitual, lo que representa una prevalencia del
2,9%. Este bajo nimero de pacientes con colonizacién crénica no ha permitido un analisis
estadistico de los resultados por lo que se han analizado individualmente. En la Tabla-4.3.6.2

se detallan los resultados de estos dos pacientes.
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Tabla 4.3.6.2. Resultados de los dos pacientes del Grupo B con colonizacion cronica por
P.aeruginosa segin resultados del cultivo en los 24 meses de seguimiento analizado.

[ Antecedentes de Colonizacion ' Inicial Cronica
Colonizacion 12 m previos ' Inicial Cronica
Colonizacion 12 m posteriores ° NO Cronica
IN° total muestras cultivo ’ 13 9

N° muestras positivas por cultivo’ 8 5
Meses iltimo cultivo+ a PA' 9 0
Meses siguiente cultivo+ a PA’ NO 4
Otros gérmenes 24 Sa, Lev, ENTB Sa, BGNnoF
N° total muestras PCR y serologia ’ 8 8
-PCR gyrB (promedio UFC/ml)°* 2850 24600
-PCR toxA (promedio UFC/ml)’ 8980 31000
-anti PA (promedio titulo Ac) *’ 1/780 Neg
-anti ELA (promedio titulo Ac) ° 1/415 Neg
-anti ETA (promedio titulo Ac) * Neg Neg

" Al inicio del seguimiento.

* Durante los 24 meses de seguimiento.

7 Al final del seguimiento

* Sa= S.aureus, Hi= H.influenzae, Ho=hongos, Lev= levaduras, ENTB= Enterobacterias, BGNnoF= Bacilo
Gram negativo no fermentador.

>Valores promedio del titulo de anticuerpos anti- PA>1/180 y/o ELA>1/240 y/o ETA>1/800.

Ninguno de los dos pacientes cumplia criterios de colonizacion crdénica por las
técnicas de deteccion de anticuerpos y PCR evaluadas. En uno de los pacientes, los
resultados tanto de la PCRgyrB como de la deteccion de anticuerpos cumplian criterios de
colonizacion actual pero no cronica y el paciente no presentd ningun aislamiento de
P.aeruginosa al menos durante los dos afios posteriores a la ultima muestra analizada en el
seguimiento. En el otro paciente, el promedio de la PCRgyrB fue positivo a recuentos
superiores a 5000 UFC/ml pero no tenia anticuerpos frente a ninguno de los antigenos. Este
paciente cumplia criterios de colonizacion cronica por P.aeruginosa segun los resultados del
cultivo en el seguimiento microbiologico habitual tanto en los 12 meses previos a la primera
muestra del seguimiento, durante los 24 meses de seguimiento evaluados y en el afio

siguiente a la ultima muestra analizada. Sin embargo tenia una situacion clinica normal y

FEV1 igual o superior al 80% aunque con presencia de BQ.

En la Tabla-4.3.6.3 se exponen los resultados de cada una de las técnicas y criterios

de positividad evaluados para el diagnostico de colonizacion cronica.
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Tabla-4.3.6.3. Resultados obtenidos con las técnicas individuales o combinadas con los
mejores resultados para el diagnéstico de la colonizacion cronica por P.aeruginosa

o » PAy/o ELA Yo ETA | p 1~ 1909 y/o ELA> 1500 y/o ETA21900°
Aislamiento cronltco ETA > 1/1250
P.aeruginosa > 1190 | /o PCRgyrB i y/oPCRgyrB
en 24 meses seguimiento | ~ > 5000 UFC /ml >5000 UFC /ml
POS>2]  POS>3 POS> 1] POS>2 POS> 3

Grupo-A (n=33) 0 1(3,0) 0 0 2(6,1) 0 0
Grupo-B1 (n=15) | 0 0 0 0 0 0 0
Grupo-B2 (n=20) [ 2 (10) | 4 (20) 0 0 6 (30,0) 0 0

TOTAL(n=68) 22,9 5(7.4) 0 0 8(11.8) 0 0

" Grupo-A, 33 pacientes sin aislamientos de P.aeruginosa; Grupo-B1, 15 pacientes con un tnico aislamiento de
P.aeruginosa. Grupo-B2, 20 pacientes 2 o mas aislamientos de P.aeruginosa durante el periodo de seguimiento
de 24 meses. N° muestras (porcentaje respecto al total de muestras de cada grupo)

2 PA= Proteasa alcalina, ELA= Elastasa, ETA= Exotoxina A. Valor inverso del titulo de anticuerpos a partir del
cual el resultado se considera positivo. N° positivos a 1 o mas (=1), 2 o mas (>2), 3 o mas (=3) técnicas
(porcentaje respecto al total de cada grupo)

El mayor nimero de positivos, 8 pacientes (2 del grupo A y 6 del grupo B) se
identifican con las técnicas de deteccion de anticuerpos utilizando los puntos de corte
calculados mediante curvas ROC (PA> 1900 y/o ELA> 1500 y/o ETA> 1900) y el criterio de
positividad de la presencia de anticuerpos frente al menos uno de los tres antigenos. De los 8
pacientes 5 (1 del grupo A y 4 del grupo B) tenian anticuerpos anti-ETA a titulos igual o
superiores a 1/1900. En la Tabla-4.3.6.4 A y B se exponen los resultados de estos 8
pacientes. Ninguno cumplia criterios de colonizacion crénica con ninguno de los otros 4

criterios evaluados.

En la Tabla-4.3.6.4A se han agrupado los cuatro pacientes que tenian anticuerpos
frente al menos uno de los tres antigenos utilizando los puntos de corte calculados mediante
curvas ROC (PA> 1900 y/o ELA> 1500 y/o ETA> 1900) y resultados de PCRgyrB iguales o
superiores a 5000 UFC/ml.

187




Tabla-4.3.4.4A Resultados de los pacientes identificados con colonizacion crénica por
P.aeruginosa utilizando el criterio PA> 1/1900 y/o ELA> 1/1500 y/o ETA> 1/1900

GRUPO B2 B2 B2 B2
 Antecedentes de Colonizacion’ Intermitente | Intermitente | Intermitente Intermitente
Colonizacion 12 m previos ' NO NO NO NO
Colonizacion 12 m posteriores * NO Intermitente Cronica Intermitente
N° total muestras cultivo ° 9 10 18 21
N° muestras positivas por cultivo’ 3 2 8 3
Meses iltimo cultivo+ a PA' 28 19 18 16
Meses siguiente cultivo+ a PA* 15 2 1 7
Otros gérmenes 2y4 Sa, HO, Sa, Sa, Lev, Sa, HO, Lev,
ENTB ENTB  |ENTB, BGNnoF|ENTB, BGNnoF
N° total muestras PCR y serologia ’ 6 6 6 6
-PCR gyrB (promedio UFC/ml)’ 13350 38900 120000 8500
-PCR toxA (promedio UFC/ml)’ 26870 54800 145000 32000
-anti PA (promedio titulo Ac) ° 1/885 1/950 1210 1/540
-anti ELA (promedio titulo Ac) ° 1/6150 1/240 Neg 1/1850
-anti ETA (promedio titulo Ac) ° Neg 1/1900 1/2815 1/870

" Al inicio del seguimiento.

? Durante los 24 meses de seguimiento.

? Al final del seguimiento

* Sa= S.aureus, Hi= H. influenzae, Ho=hongos, Lev= levaduras, ENTB= Enterobacterias, BGNnoF= Bacilo
Gram negativo no fermentador.

>Valores promedio del titulo de anticuerpos anti- PA>1/180 y/o ELA>1/240 y/o ETA>1/800.

Todos ellos tenian antecedentes de colonizacidén intermitente aunque no estuvieron
colonizados durante el afio anterior a la primera muestra analizada en los 24 meses del
seguimiento. En todos ellos se aislé P.aeruginosa en mas de una muestra durante el periodo
de seguimiento analizado. En los tres en los que se aislo P.aeruginosa en el afio posterior a la
ultima muestra analizada en el seguimiento (1, 2 y 7 meses después) tenian un promedio del
titulo de anticuerpos anti-ETA >1/800. El unico paciente en el que la colonizacidon posterior
fue crénica, tenia el titulo de anticuerpos anti ETA y el recuento de la PCRgyrB mas
elevados. En el cuarto paciente no se aislo P.aeruginosa en el afo posterior a la ultima

muestra del seguimiento y el titulo de anticuerpos anti ETA fue negativo.

En la Tabla-4.3.4.4B se han agrupado los cuatro pacientes que tenian anticuerpos
frente al menos uno de los tres antigenos utilizando los puntos de corte calculados mediante
curvas ROC (PA>1900 y/o ELA> 1500 y/o ETA> 1900) y resultados de PCRgyrB negativos
o inferiores a 5000 UFC/ml. Ninguno de ellos estuvo colonizado durante el afio anterior al

inicio del seguimiento de 24 meses. En uno de ellos nunca se habia aislado P.aeruginosa
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previamente ni se volvid a aislar al menos en los dos afios posteriores a la tltima muestra del
seguimiento analizada y el titulo de anticuerpos anti ETA fue negativo. De los otros tres
pacientes, uno tenia antecedentes de colonizacion inicial y dos intermitente, En los tres se
aislo P.aeruginosa en el afo posterior al final del seguimiento (3 y 11 meses después) y

todos ellos tenian, un promedio del titulo de anticuerpos anti-ETA >1/1900.

Tabla-4.3.4.4B. Caracteristicas de los pacientes identificados con colonizacion cronica
por P.aeruginosa utilizando el criterio PA>1/1900 y/o ELA> 1/1500 y/o ETA>1/1900

GRUPO B2 A A B2
Antecedentes de Colonizacion ' Inicial Nunca Intermitente |Intermitente
Colonizacion 12 m previos ' NO NO NO NO
Colonizacion 12 m posteriores ° Intermitente NO Intermitente |Intermitente
IN° total muestras cultivo ° 12 11 30 17
N° muestras positivas por cultivo’ 2 0 0 3
Meses iltimo cultivo+ a PA' 13 NO 58 22
Meses siguiente cultivo+ a PA’ 11 NO 3 11
Otros gérmenes 2p4 Sa, Lev, Su Sa, HO, Lev Sa, HO,
BGNnoF BGNnoF ENTB
IN° total muestras PCR y serologia ° 7 8 7 5
-PCR gyrB (promedio UFC/ml)°’ Neg Neg Neg 3670
-PCR toxA (promedio UFC/ml)’ 240 Neg Neg 100
-anti PA (promedio titulo Ac) * 1/1220 1/285 1/415 Neg
-anti ELA (promedio titulo Ac) ° 1/275 1/2540 Neg Neg
-anti ETA (promedio titulo Ac) ° 172265 Neg 1/1900 1/4455

" Al inicio del seguimiento.

* Durante los 24 meses de seguimiento.

7 Al final del seguimiento

* Sa= S.aureus, Hi= H.influenzae, Ho=hongos, Lev= levaduras, ENTB= Enterobacterias, BGNnoF= Bacilo
Gram negativo no fermentador.

>Valores promedio del titulo de anticuerpos anti- PA y/o ELA y/o ETA.

En 6 de los 8 pacientes con titulo de anticuerpos anti P.aeruginosa frente PA> 1/1900
y/o ELA> 1/1500 y/o ETA> 1/1900 se identificd colonizacion por P.aeruginosa en el afio
posterior al final del seguimiento. En los 6 el titulo de anticuerpos anti ETA fue positivo y en

5 de ellos >1/1900.
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5. DISCUSION
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El diagndstico y seguimiento microbiologico de la colonizacidon por P.aeruginosa es de
gran relevancia para el control clinico de los pacientes con FQ. La identificacion precoz de
los pacientes colonizados por este microorganismo es importante para el inicio de un

. . .., 22.48.4
tratamiento adecuado que permita su erradicacion ** %

El control microbiolégico se inicia en la actualidad muy precozmente ya que los
pacientes se diagnostican de FQ en la mayoria de los casos durante el periodo neonatal y por
tanto la proporcion de nifios pequeilos es elevada. En este trabajo la mayoria de pacientes se
habia diagnosticado en el primer afio de vida. Varia entre el 75-79% segun se tengan en
cuenta el estudio con muestras de 116 pacientes estables microbioldégicamente o el estudio
con muestras de 68 pacientes con 24 meses del seguimiento analizado. La media de edad es

baja y fluctua entre 8,2 afios en el momento de la obtencién de la muestra analizada en el

primer estudio y 6,4 afios al obtener la primera muestra analizada en el segundo estudio.

La corta edad de los pacientes imposibilita la obtencion de esputo expectorado o
inducido para realizar el cultivo por lo que en la mayoria de centros se utiliza el exudado
faringeo como alternativa * en el seguimiento microbioldgico habitual de los pacientes. En
este trabajo, en el 72% de los 68 pacientes con un seguimiento de 24 meses los cultivos se
habian realizado principalmente a partir de exudado faringeo. El porcentaje es menor (62%)
en el estudio en pacientes estables microbiolégicamente puesto que la proporcion de

pacientes de mas edad y por tanto capaces de expectorar, es mayor.

Aunque la flora faringea se presupone representativa de los microorganismos
presentes en el bronquio, los estudios en los que se comparan exudado faringeo y esputo o
lavado bronco-alveolar muestran una sensibilidad variable y en general baja para el
aislamiento de P.aeruginosa con los resultados de una sola muestra de exudado faringeo,
mientras que la especificidad es en general buena **~®. La sensibilidad del exudado faringeo
mejora si se repite y por tanto es una muestra adecuada para el seguimiento de la
colonizacion por P.aeruginosa cuando no se dispone de esputo. En este trabajo, la
sensibilidad del cultivo de exudado faringeo para identificar colonizacion por P.aeruginosa

ha sido también baja. Varia entre el 44% con los resultados de una sola muestra en el analisis
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de las muestras de pacientes estables microbiolégicamente y el 69% con una media de 7

muestras en los 68 pacientes en los que se evalu6 un periodo de 24 meses de seguimiento.

El objetivo de este trabajo ha sido analizar la utilidad, en el diagndstico de la
colonizacion por P.aeruginosa y en la diferenciacion de la colonizacion cronica, de técnicas
independientes respecto al cultivo convencional, como la deteccion del DNA de la bacteria
en muestras de exudado faringeo o la determinacion de anticuerpos anti-P.aeruginosa en
suero. Uno de los problemas en la evaluacion de estas pruebas es la falta de referencias para
su validacion. En este trabajo, se ha evaluado la capacidad de estas técnicas para identificar
correctamente el estatus de colonizaciéon de los pacientes. Para definir el estatus de
colonizacion se han utilizado los resultados de todos los cultivos del control microbiologico

67 que definen la colonizacién cronica

habitual y se han empleando los criterios de Lee
cuando mas del 50% de los cultivos son positivos. Para evaluar la capacidad de la deteccion
del DNA de P.aeruginosa y la determinacion de anticuerpos anti-P.aeruginosa para
identificar el estatus de colonizacién de los pacientes, los resultados obtenidos con estas
técnicas se han comparado con los resultados del cultivo de las muestras obtenidas
simultaneamente. A nuestro juicio, esto permite valorar correctamente la sensibilidad de
estas técnicas respecto del cultivo, pero continia siendo mas dificil evaluar su especificidad

puesto que los resultados del cultivo se utilizan para definir el estatus de colonizacién y por

tanto el cultivo siempre disfruta de un 100% de especificidad.

El estudio para seleccionar los mejores puntos de corte, tanto para las técnicas de
PCR como para las de deteccion de anticuerpos, se ha realizado con los resultados de 116
muestras de pacientes estables microbiologicamente. La definicion del estatus de
colonizacion, teniendo en cuenta tanto los 12 meses previos como los 12 posteriores a la
obtencion de cada muestra incluida en el estudio, ha permitido una separacion clara entre
pacientes colonizados y no colonizados y entre los que tenian o no colonizacidon cronica. Esta
separacion clara también se refleja en las caracteristicas de cada uno de los grupos con
diferente estatus de colonizacion por P.aeruginosa, entre los cuales se observan diferencias
estadisticamente significativas en la media de edad, el nimero de cultivos totales y la

proporcion de exudados faringeos procesados en el control microbiologico habitual asi como
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en la proporcion de pacientes homocigotos para la mutacion F508del, la proporcion de
pacientes con bronquiectasias, FEV1 inferior al normal o una situacion clinica normal o leve

y naturalmente el haber o no recibido tratamiento antibidtico activo frente a P.aeruginosa.

Una vez seleccionados los puntos de corte para la deteccion del DNA de
P.aeruginosa y la determinacion de anticuerpos anti-P.aeruginosa se realizd un andlisis de
los resultados de cultivo, PCR y serologia en 471 muestras de 68 pacientes de los que se
disponia de resultados de las tres técnicas durante un periodo minimo de 24 meses. En este
caso, los 68 pacientes se distribuyeron en dos grupos segun se hubiera o no aislado
P.aeruginosa en el control microbiolégico habitual durante ese periodo. Los dos grupos de
pacientes son muy homogéneos ya que solo se evidenciaron diferencias estadisticamente
significativas en si habian recibido o no antibidticos con actividad especifica frente a
P.aeruginosa y naturalmente en el aislamiento o no de P.aeruginosa durante los 24 meses
analizados. Conviene sefialar que en el grupo de pacientes sin aislamiento durante los 24
meses de seguimiento analizados, el 21,2% habian recibido Azitromicina y el 33,3% algin

tratamiento con actividad frente a P.aeruginosa.

El papel de la deteccion de anticuerpos frente a P.aeruginosa como indicador precoz
de colonizacion es controvertido, sobre todo por la falta de técnicas comerciales
estandarizadas. Su utilizacion no se recomienda universalmente aunque en determinados
paises pioneros en el tratamiento agresivo de la colonizacion inicial por P.aeruginosa se
recomienda su realizacion periédica o al menos anualmente en nifios pequefios . En este
estudio se han reevaluado los resultados de una técnica comercializada (anti-Pseudomonas
aeruginosa 1gG EIA de Mediagnost®, Reutlingen, Alemania) para la deteccion del titulo de
anticuerpos frente a tres antigenos de P.aeruginosa, proteasa alcalina, elastasa y exotoxina A.
Los resultados de esta técnica, recomendados inicialmente para el diagndstico de la
colonizacion crénica por este microorganismo, se han reanalizado mediante curvas ROC para
evaluar su capacidad diagndstica en el seguimiento de la colonizacion por P.aeruginosa. Asi
mismo, se han evaluado criterios distintos a los recomendados por el manual de la técnica

con la finalidad de mejorar el diagndstico de la colonizacion crénica.
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La utilizacion de técnicas moleculares puede evitar las limitaciones asociadas al
cultivo convencional. La deteccion de ADN es simple y no se ve afectada por la viabilidad de
las bacterias, la competencia por los nutrientes o la presencia de sustancias inhibidoras del
crecimiento y permite realizar la identificacion de P.aeruginosa directamente a partir de la
muestra respiratoria. Usando cepas de referencia o aisladas previamente por cultivo, la
sensibilidad (81-100%) vy especificidad (85-100%) de diferentes técnicas de PCR

91, 9397, 100, 101 - :
: S son altas. En pocos estudios se han presentado datos obtenidos

publicadas
directamente en muestras clinicas’" ** 1% 1% 1% Ep este trabajo se han puesto a punto
técnicas cuantitativas de PCR en tiempo real utilizando SYBR® Green y curvas de
disociacion para identificar el DNA amplificado por la temperatura de fusion. Este tipo de
técnica de PCR posee la ventaja de requerir como reactivo especifico s6lo la pareja de

cebadores sin necesidad de utilizar sondas marcadas, lo que permitiria su utilizacion como

técnica complementaria al cultivo sin incrementar mucho el coste.

A tal efecto, se han ensayado cuatro secuencias genéticas, publicadas previamente
para la identificacion de P.aeruginosa, pertenecientes a los genes oprl, algD, toxA y gyrB. En
la reaccion de PCR en tiempo real de estas 4 regiones, nicamente se han obtenido buenos
resultados con las que codifican la exotoxina A (foxA4) y la subunidad B de la DNA girasa
(gyrB) de P.aeruginosa. Con ambas secuencias, se obtienen coeficientes de correlacion lineal
muy buenos, superiores a 0,99, para las rectas estandares preparadas a partir de cepas
aisladas por cultivo. Esto permite cuantificar el numero de unidades formadoras de colonia
(UFC) por ml de muestra con un limite de deteccion inferior de 10 UFC similar a los

100, 102, 104, 106 , L
> e P En cuanto a las caracteristicas del DNA

conseguidos por otros autores
amplificado, el tamafio experimental medio para las secuencias toxA y gyrB (390 y 200pb)
utilizando la técnica de PCR empleada en este estudio fue similar al tedrico esperado (367 y
222 pb, respectivamente), lo que no ocurri6 con las otras dos secuencias ensayadas. Con las
curvas de disociacion utilizadas al final de la PCR, la temperatura de fusion para el DNA
amplificado obtenido con la PCRgyrB fue de 87°C, similar a los 88°C descritos en otro

. I . o p 100
trabajo en el que se utiliz6 la misma técnica y se recogia este dato .
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En diversas publicaciones en las que se evaluaban estas dos regiones utilizando PCR

194, 97, 98, 101 195, 100, 101, 103

convenciona 0 en tiempo rea , los resultados de sensibilidad y
especificidad para identificar cepas de P.aeruginosa previamente aisladas por cultivo eran
del 100% para la secuencia gyrB. Para la secuencia toxA4, la sensibilidad era peor (95-98%)

con una especificidad del 100%.

En las publicaciones en las que se han valorado directamente en muestras clinicas
diferentes técnicas de PCR para P.aeruginosa, utilizando los resultados del cultivo
convencional como técnica de referencia, se han hallado sensibilidades del 73 al 100% con
especificidades del 67 al 95%°" #3519 1% "Ep yna de ellas™ se utilizaba una PCR para la
secuencia foxA en 57 muestras, con una sensibilidad de 73% y una especificidad del 89%

100193 “on las que se analizaron 2099 y 108 muestras

respecto al cultivo. En otras dos
respiratorias, los resultados de la PCRgyrB fueron mejores con sensibilidad del 94-100% vy

especificidad del 95-96% respecto a los resultados del cultivo.

En la puesta a punto de las técnicas de PCR para este estudio se evaluaron un total de
122 muestras de exudado faringeo previamente analizadas por cultivo. Respecto a éste, la
sensibilidad de la PCRgyrB para detectar P.aeruginosa fue del 87% con una especificidad del
95%. Para la PCRfoxA los resultados de sensibilidad fueron peores (44%) con una
especificidad similar (96%). Uno de los problemas al evaluar las técnicas de PCR en
muestras clinicas son los resultados positivos de PCR con cultivo negativo que son
considerados falsos positivos por ser el cultivo la técnica de referencia. Si en nuestros
resultados se valoran el cultivo y las dos PCR conjuntamente y se consideran como positivas
las muestras con un minimo de dos resultados positivos, la sensibilidad de la PCRgyrB
(94,4%) es mejor que la del cultivo (83,3%) o la de la PCRroxA4 (55,6%) con valores de

especificidad similares para las tres técnicas (98,1%, 99,0% y 99,0%, respectivamente).

Una de las posibles explicaciones a los resultados de PCR positiva con cultivo
negativo es la presencia residual de bacterias no viables procedentes de episodios anteriores
de colonizacion por P.aeruginosa (99) o la presencia esporadica de bacterias no detectables
por cultivo que son eliminadas sin llegar a colonizar (106). Por tanto, es interesante valorar si

este tipo de resultados se corresponden con recuentos bajos y pueden descartarse utilizando
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técnicas cuantitativas y estableciendo puntos de corte capaces de diferenciar entre pacientes
no colonizados y colonizados por P.aeruginosa. Aunque no se han publicado estudios
valorando los resultados cuantitativos de las técnicas de PCR, en el trabajo de Billard-
Pomares et al'”, en el que se analizaron muestras de esputo mediante amplificacion por PCR
en tiempo real de una secuencias del gen OprL, la media del mimero de UFC por ml de
esputo en el grupo de pacientes no colonizados era claramente inferior (28, 16-79) a la del
grupo de pacientes colonizados (790, 63-1540). En el presente trabajo las diferencias en el
nimero de UFC por ml fueron estadisticamente significativas, tanto utilizando la PCR
cuantitativa para la secuencia gyrB (p<0,001) como para la secuencia toxA4 (p<0,01) entre los

pacientes no colonizados y colonizados.

El analisis de los resultados cuantitativos de las dos técnicas de PCR, en las muestras
de pacientes estables microbiolégicamente, confirma los mejores resultados de la PCRgyrB
para diferenciar entre pacientes colonizados y no colonizados. La PCRgyrB cuantitativa
alcanza una clasificacion de técnica muy buena con un area bajo la curva de 0,919 (IC95%
0,854-0,984) y el mejor punto de corte es > 35 UFC / ml. Para el diagndstico de colonizacion
por P.aeruginosa, sensibilidad (86,0%), VPN (92,2%) y exactitud (93,1%) son mucho
mejores con respecto al cultivo de la misma muestra (44,2%, 75,3% y 79,3%). Especificidad

(97,3%) y VPP (94,9%) también son muy buenos y cercanos al 100% del cultivo.

Los mejores resultados se han obtenido por tanto con la PCRgyrB cuando se valora
como positiva por encima de 35 UFC por ml de muestra. Aunque de esta forma se mejora la
especificidad sin pérdida de sensibilidad, la utilizacion de una segunda técnica de PCR
permitiria confirmar los resultados obtenidos por la técnica PCRgyrB cuando el cultivo fuese
negativo. En nuestro caso, y a pesar de la peor sensibilidad de la PCR7oxA4, en muestras con
PCRgyrB positiva pero cultivo negativo, la utilizacién de la PCRzoxA con un punto de corte

>20 UFC / ml permite confirmar la deteccion de P.aeruginosa en el 50% de ellas.

También se ha analizado la utilidad, para identificar a los pacientes colonizados por
P.aeruginosa, de la determinacion del titulo de anticuerpos frente a tres antigenos de
P.aeruginosa, proteasa alcalina (PA), elastasa (ELA), y exotoxina A (ETA). Estos tres

productos extracelulares purificados han sido los mas utilizados simultdneamente como
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antigenos en las técnicas seroldgicas. Se han encontrado niveles de anticuerpos
significativamente mas elevados en pacientes con colonizacion crénica por P.aeruginosa en
comparacion con pacientes con colonizacidon intermitente o no colonizados y los pacientes
portadores de cepas mucoides muestran titulos mas elevados que los colonizados por cepas
no mucoides®. Estos antigenos purificados tienen la ventaja de ser mas faciles de normalizar
y ademas se ha comercializado un equipo (Anti-Pseudomonas aeruginosa 1gG EIA de
Mediagnost, Alemania) que permite la deteccion de anticuerpos de forma diferenciada frente
a cada uno de ellos con la consiguiente ventaja en cuanto a la estandarizacion y el control de

calidad necesarios en el ambito asistencial.

Este equipo comercial o técnicas similares de preparacion propia se han evaluado en

. . . 4-
pacientes con FQ en algunas publicaciones®*™’

y se ha intentado establecer puntos de corte,
distintos a los utilizados para el diagnostico de la infeccidon cronica, para la deteccion precoz
de la colonizacidn por P.aeruginosa con la finalidad de mejorar el diagndstico en pacientes
incapaces de expectorar. En estos trabajos la sensibilidad para identificar aislamiento de
P.aeruginosa es muy variable para los diferentes antigenos individualmente (del 33 al 85%)
aunque con buena especificidad (del 89-100%). Las divergencias en los resultados son
atribuibles no solo a la utilizacién de diferentes puntos de corte para definir los resultados
positivos sino también a diferencias en los criterios para definir los grupos de pacientes segtin
el estadio de colonizacion pulmonar por P.aeruginosa. Algunos autores utilizan el criterio
mas clasico que valora los resultados de los cultivos en un periodo de 6 meses previos a la

muestra utilizada en la serologia, mientras que otros utilizan un periodo de 12 meses o tienen

en cuenta todos los cultivos durante periodos mas largos de hasta 3 afios.

En este trabajo, en el estudio para seleccionar los mejores puntos de corte se han
definido los grupos de pacientes teniendo en cuenta no solo la colonizacion en los 12 meses
previos a la toma de la muestra sino también la colonizacion en los 12 meses posteriores y de
esta forma se ha intentado controlar el impacto tanto de la colonizacion previa como
posterior en los resultados de las técnicas evaluadas. Los mejores resultados individuales,
para diferenciar entre pacientes colonizados y no colonizados, se han obtenido con la

determinacion de anticuerpos anti-ELA con una area bajo la curva mas elevada (0,842, IC
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95% 0,764-0,919) y una valoracion como test bueno. Las areas bajo la curva para las
determinaciones de anticuerpos anti-PA (0,829, 0,748-0,910) y anti-ETA (0,818, 0,731-
0,904) son algo menores pero alcanzan también una valoracion de test bueno para ambas
pruebas. En el trabajo de Tramper et al*®, donde también se utilizan curvas ROC, el antigeno
ELA (0.926, 0.882-0.969) también obtiene los mejores resultados seguido del antigeno PA
(0.909, 0.856-0.963) y ETA (0.874,0.821-0.927).

Tramper et al*® utilizan como puntos de corte para el aislamiento de P.aeruginosa
titulos muy bajos, cualquier resultado positivo para ELA y PA y superior al titulo 1/35 para
ETA. Otros autores > %’

los antigenos, (ETA >1/1000, PA >1/285 y ELA >1/300). Los resultados del presente estudio

proponen puntos de corte mas elevados y distintos para cada uno de

coinciden con estos dos ultimos y los mejores resultados también se obtienen con puntos de
corte a titulos mas bajos para los anticuerpos anti-ELA (1/240) y anti-PA (1/180) y un titulo
mas elevado para los anticuerpos anti-ETA (1/800).

En el trabajo de Kappler et al* se utiliza para los tres antigenos el titulo 1/500, que el
manual de la técnica contempla como dudoso para el diagnostico de la colonizacion cronica y
que estos autores proponen para diferenciar entre pacientes con o sin aislamiento por
P.aeruginosa. En nuestro estudio, los puntos de corte calculados mediante curvas ROC se
comportan mejor que el punto de corte 1/500 tanto individualmente como combinando los

resultados de los tres antigenos.

En general®* *> ¥ las pruebas de deteccion de anticuerpos discriminan mejor entre
pacientes con o sin aislamiento de P.aeruginosa cuando se valoran los resultados de los tres
antigenos conjuntamente. Cuando se considera positiva la presencia de anticuerpos frente al
menos uno de los tres antigenos mejora la sensibilidad (69-93%) aunque con un ligero
descenso de la especificidad (93-96%) con respecto a los resultados individuales de los tres
antigenos. Los mejores resultados los obtienen Ratjen et al® con una sensibilidad y
especificidad del 93%. En su trabajo el porcentaje de pacientes con colonizacion intermitente
es muy bajo (3%) e inferior a la proporcion (15-27%) de este grupo de pacientes en otros

trabajos, incluido el nuestro (22%). Esto podria explicar sus mejores resultados ya que los
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pacientes con colonizacion intermitente son los que con mayor probabilidad pueden tener

resultados ambiguos.

Cuando en el presente trabajo, se utilizan los puntos de corte calculados mediante
curvas ROC, se combinan los resultados de los tres antigenos y se utiliza como criterio de
positividad para la colonizacion por P.aeruginosa la presencia de anticuerpos frente al menos
uno de los tres antigenos, también mejoran los resultados con respecto a los antigenos
individuales. La sensibilidad (86,0%), VPN (90,8%) y exactitud (82,4%) son también
mejores que los resultados del cultivo (44,2%, 75,3% y 79,3%), pero empeoran especificidad
(80,8%) y VPP (72,5%). Alguno de estos parametros mejora si se utiliza como criterio de
positividad la presencia de anticuerpos frente al menos dos de los antigenos. En este caso
mejoran especificidad (90,4%), VPP (82,1%). y exactitud (84,5%) pero la sensibilidad
(74,4%) y VPN (85,7%) descienden aunque continian siendo mejores que los del cultivo y
mejores que los obtenidos con los antigenos individualmente. En el presente trabajo,
globalmente los resultados de las técnicas de deteccion de anticuerpos tanto individualmente
como combinadas son peores que los resultados de la PCRgyrB para distinguir entre

pacientes colonizados y no colonizados.

En el unico trabajo en el que se valoraron conjuntamente los resultados de cultivo,
serologia y PCR® también son mejores los resultados de ésta tltima, en este caso una técnica
convencional de PCR a tiempo final para la secuencia algD que codifica la GDP manosa
deshidrogenasa de P.aeruginosa. La técnica de PCR detecta un mayor nimero de pacientes
con P.aeruginosa (61%) que el cultivo (48%) o la serologia (44%) individualmente. Asi
mismo, los autores valoran las distintas combinaciones de técnicas y los mejores resultados
se obtienen con la combinacion de cultivo y PCR (65%) o con la combinacion de PCR y
serologia (70%) o de cultivo, PCR y serologia (70%). Estos autores concluyen que la técnica
de PCR, o de cualquier combinacion que la incluya, es capaz de identificar un mayor nimero
de pacientes con P.aeruginosa y que estas diferencias son estadisticamente significativas

respecto al cultivo, la serologia o la combinacion de ambas.

En nuestro caso, cuando a la PCRgyrB > 35 UFC/ml se le afiaden las técnicas

seroldgicas, la sensibilidad y VPN para identificar la colonizacion por P.aeruginosa mejoran,
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tanto para la combinacidn con la deteccion de anticuerpos anti ELA> 1/240 (93,0% y 95,5%,
respectivamente) como cuando se combina PCRgyrB con la deteccion de anticuerpos frente a
los tres antigenos de P.aeruginosa (95,3% y 96,7%, respectivamente). Sin embargo, los
resultados de especificidad, VPP y exactitud son peores que los obtenidos con la PCRgyrB

sola o combinada con el cultivo.

El diagndstico de la colonizacidon cronica por P.aeruginosa no suele presentar
problemas en la mayoria de pacientes capaces de expectorar y en los que el control
microbiolégico se apoya basicamente en el cultivo de esputo. Sin embargo, en los pacientes
de corta edad incapaces de expectorar, el control microbioldgico se realiza mediante cultivo
de exudado faringeo con el consiguiente peligro de menor sensibilidad y retraso en el
diagnoéstico. En el presente estudio, en pacientes estables microbiolégicamente el control
microbiolégico habitual se habia realizado principalmente mediante cultivo de esputo en el
70,6% de los pacientes con colonizacion crdnica. Por el contrario, en el 50% de los pacientes
con colonizacidén intermitente, en el 50% de los pacientes no colonizados pero con
antecedentes de colonizacion intermitente o cronica y en mas del 80% de los pacientes no
colonizados, tanto los nunca colonizados como los que tenian antecedentes de colonizacion
inicial, el seguimiento se habia realizado principalmente mediante cultivo de exudado
faringeo. De igual modo, en los 68 pacientes del estudio con 24 meses de seguimiento
analizado, el control microbiolégico convencional también se habia realizado principalmente

a partir de cultivo de exudado faringeo en el 72% de ellos.

Como ya se ha comentado, un cultivo aislado de exudado faringeo tiene baja
sensibilidad para identificar la colonizacién por P.aeruginosa >**> > En nuestro estudio
en pacientes estables microbioldgicamente, la sensibilidad (67,4%) y el VPP (57,9%) del
cultivo también son muy bajos para identificar colonizacion crénica por P.aeruginosa con los
resultados de una sola muestra de exudado faringeo. Por tanto es deseable, principalmente en
los pacientes que ya han sufrido algin episodio de colonizacion previa por P.aeruginosa,
utilizar técnicas mas sensibles para poder diagnosticar y tratar precozmente la colonizacion
crénica’’. Para evaluar la capacidad de la PCR para identificar pacientes con colonizacion

cronica, se han analizado los resultados cuantitativos de las técnicas de PCRgyrB y PCRtoxA
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y se han comparado con los resultados del cultivo y del titulo de anticuerpos frente a los tres

antigenos de P.aeruginosa, PA, ELA y ETA.

Para diferenciar entre pacientes con y sin colonizacion crdnica, también son mejores
los resultados de la PCRgyrB con un area bajo la curva mas elevada (0.955, 1C95% 0,919-
0,991) que para la PCRfoxA4 (0,921, 0,846-0,996), y una valoracion para ambas de prueba
muy buena. Las diferencias en la mediana del nimero de UFC por ml entre pacientes con
colonizacion intermitente (155/24-1166) y cronica (13276/3372-79316) son estadisticamente
significativas (p<0,001) en el caso de la PCRgyrB. Para la PCRzox4, los resultados son
peores pero también las diferencias entre ambos grupos de pacientes (12/0-854 y 3800/565-
49050) son estadisticamente significativas (p<0,01).

Para la PCRgyrB el punto de corte con los mejores resultados para identificar
pacientes con colonizacién crénica es igual o superior a 5000 UFC por ml. Aunque los
valores de sensibilidad (76,5%) y VPP (72,2%) son superiores a los del cultivo, continuan
siendo bajos. Para la PCRzoxA4, el punto de corte seleccionado es de 1500 UFC por ml, pero
también los resultados son peores comparados con la PCRgyrB. Aunque existen trabajos
publicados con técnicas de PCR en tiempo real con las que seria posible obtener resultados
cuantitativos, en ninguno de ellos se ha evaluado su utilidad en el diagnostico de la
colonizacion cronica por P.aeruginosa por lo que ha sido imposible comparar los resultados

de este trabajo.

Para estudiar su utilidad como técnica complementaria al cultivo para identificar
pacientes con colonizacidon crdnica, los resultados de PCR se han valorado teniendo en
cuenta el resultado del cultivo. En los pacientes con un resultado de cultivo negativo, los
resultados superiores al correspondiente punto de corte de las dos técnicas de PCR, tanto
individualmente como combinadas, se correlacionan estadisticamente con el diagndstico de
colonizacion crénica (p<0,001). Por el contrario, en pacientes con un resultado positivo de
cultivo los resultados son peores y para las dos PCR, solas o en combinacion, la relacion con
el diagndstico de colonizacidn cronica por P.aeruginosa no es estadisticamente significativa.

Por tanto la utilidad de estas técnicas de PCR cuantitativa en el diagndstico de la
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colonizacion cronica es reducida y solo tendrian utilidad en el caso de pacientes con

resultados de cultivo negativo.

La finalidad inicial de las pruebas seroldgicas en el contexto de la fibrosis quistica es
identificar a los pacientes con colonizacidon cronica. Los criterios del manual de la técnica
comercial que se habia utilizado en los pacientes del estudio para determinar el titulo de
anticuerpos frente a los tres antigenos de P.aeruginosa (PA, ELA y ETA) considera como
positivos los titulos a partir de 1/1250 y dudosos a partir de 1/500. Recomienda combinar los
resultados del titulo de anticuerpos frente a los tres antigenos y utilizar como criterio de
positividad para la colonizacion crénica por P.aeruginosa la presencia de anticuerpos frente

al menos uno de los antigenos.

Utilizando la misma técnica comercial y los criterios recomendados por el manual de
la técnica, Tramper et al*® analizaron 220 pacientes con FQ (42% no colonizados, 27%
colonizacion intermitente, 31% cronica). Para definir el estatus de colonizacion de los
pacientes estos autores utilizaron el periodo de tres afios previos a la obtencion de la muestra
de suero y los criterios de Lee que definen la colonizacidon cronica cuando mas del 50% de
los cultivos son positivos. Cuando se utiliza el punto de corte 1/1250, la sensibilidad para la
colonizacion crénica es del 66% con una especificidad del 96%. Utilizando el titulo 1/500, la
sensibilidad aumenta (79%) con descenso de la especificidad (89%). En el trabajo de Kappler
et al**, se analizaron 183 pacientes (37% no colonizados, 15% colonizacion intermitente y
48% cronica) utilizando también la misma técnica comercial y el titulo 1/500 como punto de
corte. El estatus de colonizacion se baso en el periodo de dos afios previo y se consideraron
positivos los pacientes con un minimo de 7 muestras positivas del total de 8 analizadas. La
sensibilidad para diagnostico de la colonizacion cronica fue del 98% con una especificidad

del 83%.

En nuestro trabajo, se han analizado 116 pacientes (63% no colonizados, 22%
colonizacion intermitente y 15% crdénica) también con la misma técnica comercial. Para
definir el estatus de colonizacion se ha tenido en cuenta tanto los 12 meses previos como los
12 posteriores a la obtencion de la muestra de cada paciente incluida en el estudio. Para el

punto de corte 1/1250 se obtuvo una sensibilidad del 88% y especificidad del 87%. Si se
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utiliza el punto de corte 1/500, la sensibilidad alcanza el 100% pero la especificidad es del

69%.

Si se valoran los resultados obtenidos con el punto de corte 1/500 utilizado en los tres
trabajos, los resultados del presente estudio coinciden con los de Kappler el al** ya que en
ambos la sensibilidad de este punto de corte es maxima (100 y 98%, respectivamente) con un
valor de especificidad mas bajo, aunque muy diferente entre el presente trabajo (69%) y el de
Kappler et al** (83%). Por el contrario, los resultados obtenidos por Tramper el al*® son
sorprendentes por la baja sensibilidad de ambos puntos de corte con una especificidad
elevada en contradiccion con los resultados de otros trabajos que, aunque utilicen antigenos o
puntos de corte distintos, en general encuentran una buena sensibilidad para el diagndstico de

. ., 108, 1
la infeccion cronica'®® 1%

con distintas técnicas de deteccion de anticuerpos. Una posible
explicacion seria el criterio utilizado para la clasificacion de los pacientes que al basarse en
un periodo prolongado de tiempo, 3 afios; previo a la obtencion de la muestra de suero
analizada puede favorecer la inclusion en el grupo de colonizacion cronica de pacientes con
colonizacion intermitente con titulos bajos de anticuerpos. Por el contrario los criterios
utilizados por Kappler et al ** o por nosotros, mas exigentes, es menos probable que incluyan
en la categoria de colonizacidon crdnica, pacientes que en realidad son intermitentes. En todo
caso, estas discrepancias explican la dificultad para valorar la serologia de P.aeruginosa en el
contexto de la FQ y la necesidad de evaluar sus resultados en cada entorno concreto puesto
que la interpretacion de los resultados estara muy influenciada por caracteristicas, como la
edad de los pacientes, la proporcion de muestras de esputo o exudado faringeo analizadas en

el control microbioldgico habitual o por los criterios utilizados para definir el estatus de

colonizacion.

En el presente trabajo se obtienen mejores resultados utilizando el punto de corte
1/1250 que con el punto de corte 1/500. Con este ultimo la sensibilidad y el VPN son del
100% y por tanto seria muy util para descartar la colonizacién crdnica; sin embargo, la
especificidad es baja. Con el punto de corte 1/1250, sensibilidad (88,2%) y VPN (97,7%) son
superiores a los obtenidos con el cultivo o la PCRgyrB, con buena especificidad (86,9%)

pero con un VPP bajo (53,6%). Este indicador mide la probabilidad de que un paciente con
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un resultado positivo esté colonizado cronicamente y depende de la prevalencia. En nuestro
estudio, la prevalencia de pacientes con colonizacidon crénica es baja (14,7%) e inferior a la

: : . 84,86, 1
mayoria de estudios de este tipo®* ¥ 1%

que incluyen pacientes de todas las edades mientras
que en nuestro trabajo sélo se han incluido pacientes pediatricos en los que a nuestro juicio
tiene mayor interés la utilizacion de este tipo de técnicas. En un estudio'” realizado en dos
grupos de pacientes menores de 7 afios analizados mediante cultivo de lavado bronco-
alveolar (LBA) y deteccion de anticuerpos anti-ETA, el VPP de esta ultima técnica también
fue baja (11-19%) con sensibilidad (84-90%) y VPN (92-98%) altos, lo que apoyaria la
utilizacion de la serologia como técnica de cribado para seleccionar los pacientes que podrian

beneficiarse de la realizacion de técnicas invasivas como el LBA o un control microbioldgico

mas estrecho.

Para mejorar nuestros resultados en el diagndstico de la colonizacion cronica, se han
reanalizado mediante curvas ROC los titulos de anticuerpos frente a los tres antigenos de
P.aeruginosa. El titulo de anticuerpos discrimina bien entre pacientes con o sin colonizacion
crénica, con areas bajo la curva mas elevadas para la determinacion de anticuerpos anti-ETA
(0.935, IC95% 0,875-0,996) y anti-ELA (0,933, 0,882-0,984) y una valoracion de ambas
pruebas como test muy bueno. Para la determinacion de anticuerpos anti-PA es menor
(0,917, 0,858-0,975), pero también alcanza la valoracion de test muy bueno. Las diferencias
en la mediana del titulo de anticuerpos entre pacientes no colonizados, con colonizacion
intermitente o cronica para ETA (<1/200, 1/480 y 1/2700, respectivamente), ELA (<1/100,
1/258 y 1/1825) y PA (<1/100, 1/205 y 1/780) son estadisticamente significativas (p<0,001)

para todos los antigenos.

En un estudio de Pressler et al'® en el que se evaluaron diferentes técnicas
seroldgicas (CIE y ELISA) y antigenos (antigeno soluble y Exotoxina A) encontraron
resultados similares, Al no presentar los resultados en forma de titulos de anticuerpos sino en
unidades arbitrarias de ELISA no es posible comparar sus resultados cuantitativos con los del
presente trabajo. En el estudio de Pressler et al'®, la diferencias en el nivel de anticuerpos
también alcanzan significacion estadistica (p<0,05) para las técnicas de ELISA y los

antigenos soluble y ETA entre los grupos de pacientes no colonizados (0,44 y 0,32 UE,
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respectivamente), colonizados intermitentemente (0,74 y 0,66 UE) y crénicos (35,2 y 3,02
UE). Estos autores concluyen que la determinacion del nivel de anticuerpos anti-
P.aeruginosa permitiria complementar la informacion proporcionada por el control
microbiolégico convencional y facilitaria una mejor clasificacion de los pacientes segiin su

estadio de colonizacion.

En este trabajo, el punto de corte seleccionado para los antigenos ETA y PA ha sido
el titulo 1/1900, mientras que para el antigeno ELA ha sido 1/1500. Los puntos de corte que
se han seleccionado mediante curvas ROC son mas elevados que los propuestos por el
manual de la técnica, lo cual es légico puesto que de esa manera mejoran la especificidad y el
VPP. Los mejores resultados individuales se obtienen con el antigeno ETA con una
sensibilidad del 64,7%, VPP del 78,6% y especificidad, VPN y exactitud superiores al 90%.
Cuando se combinan los resultados del titulo de anticuerpos frente a los tres antigenos
utilizando los puntos de corte calculados mediante curvas ROC (PA> 1/1900 y/o ELA>
1/1500 y/o ETA> 1/1900), la sensibilidad aumenta (88,2%) con respecto a los antigenos
individuales. Aunque la sensibilidad es la misma respecto a los resultados combinados
cuando se utiliza el punto de corte 1/1250, la especificidad (91,9%), VPP (65,2%) y exactitud

(91,4%) son mejores.

Para investigar su utilidad para identificar pacientes con colonizacién créonica como
técnica complementaria al cultivo, los resultados de la deteccion de anticuerpos se han
valorado teniendo en cuenta el resultado del cultivo. Para la deteccion de anticuerpos anti
ETA existe relacion estadisticamente significativa entre la presencia de titulos iguales o
superiores a 1/1900 y el diagndstico de colonizacion cronica tanto en los pacientes con un
resultado de cultivo negativo (p<0,001) como positivo (p<0,05). Lo mismo ocurre cuando se
combinan los resultados de la deteccidon de anticuerpos frente a los tres antigenos y se
utilizan los puntos de corte calculados mediante curvas ROC (PA>1900 y/o ELA> 1500 y/o
ETA>1900). Esta relacion es estadisticamente significativa para la presencia de anticuerpos
frente al menos uno de los antigenos tanto en pacientes con cultivo positivo (p<0,05) como

negativo (p<0,001).
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Por el contrario, cuando se combinan los resultados de la deteccidn de anticuerpos
utilizando el punto de corte 1/1250, la relacion con el diagnodstico de colonizacidon cronica no
es estadisticamente significativa cuando el resultado del cultivo es positivo. Y como ya se ha

comentado antes, tampoco lo son los resultados de la PCRgyrB superiores a 5000 UFC/ml.

Por tanto, los mejores resultados para identificar colonizacion cronica por
P.aeruginosa, se obtienen con las técnicas de deteccion de anticuerpos, independientemente
del resultado del cultivo. La realizacidon periddica de estas técnicas, sobre todo en pacientes
con colonizacidén intermitente y seguimiento microbiologico mediante cultivo de exudado
faringeo, permitiria identificar un mayor nimero de pacientes con colonizaciéon crénica con
un VPP mucho mayor que el cultivo. Los mejores resultados se obtienen combinando la
deteccion de anticuerpos frente a los tres antigenos de P.aeruginosa y utilizando los puntos

de corte calculados mediante curvas ROC.

En 68 pacientes, divididos en dos grupos segun se hubiera o no aislado P.aeruginosa,
se pudo realizar un analisis de los resultados de cultivo, PCR y serologia correspondientes a
un periodo de 24 meses. La media de muestras procesadas por cultivo en el control
microbioldgico habitual fue de 14 y 12 para cada uno de los grupos durante los 24 meses de
seguimiento analizado, lo que representa una muestra cada dos meses y por tanto un control
correcto. Por otra parte, en el 90% de los pacientes se pudieron valorar los resultados
obtenidos con un minimo de 6 muestras de suero y exudado faringeo durante el periodo de 24
meses analizado, lo que representa una media de 3 a 4 muestras anuales analizadas

simultaneamente por cultivo, PCR y serologia.

En el control microbioloégico de los 68 pacientes, el microorganismo aislado con
mayor frecuencia fue S.aureus en el 83,8% de los pacientes. La colonizacién por
P.aeruginosa fue del 51,5% si bien en el grupo de 35 pacientes colonizados el 42,9%
tuvieron un unico aislamiento de P.aeruginosa durante los 24 meses. Estos resultados son
similares a otras series. Asi en el seguimiento durante 5 afios de un grupo de 81 pacientes en
el Hospital Ramén y Cajal de Madrid ", se observd también una mayor incidencia de
S.aureus, 90%, en la franja de edad de 0 a 10 afios y 80% en la de 11 a 20 afios. Respecto a

P.aeruginosa, la colonizacion es menos frecuente en esas franjas de edad y se situaria algo
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por debajo del 60% de 0-10 afios y ligeramente por encima entre los 11 y los 20 afios.
Respecto a los datos del registro estadounidense de pacientes con FQ (13), la incidencia de
S.aureus seria algo menor que la encontrada en el presente trabajo y estaria situada en el
75%, entre los 6 y los 17 afios mientras que para P.aeruginosa se situaria entre el 30% en la
franja de edad de 6-10 afios y el 50% entre los 11 y los 17 afios. Estos resultados son
perfectamente superponibles a los nuestros y permitirian asumir que, a pesar del modesto
niamero de pacientes analizados, los resultados serian extrapolables a la poblacion de

pacientes con FQ de igual franja de edad.

El analisis de los resultados de los 68 pacientes durante el periodo 24 meses de
seguimiento analizado ha permitido confirmar los buenos resultados de la PCRgyrB en el
diagnoéstico de la colonizacion por P.aeruginosa. La diferencia en el valor promedio de la
PCRgyrB entre los pacientes sin aislamiento (4 UFC, 0-14) y con aislamiento de
P.aeruginosa (250 UFC, 48-5055) es estadisticamente significativa (p<0,001). La
sensibilidad (91,4%) de la PCRgyrB, cuando se consideran positivos los pacientes con un
valor promedio superior a 35UFC durante el periodo de seguimiento, es muy superior a la
que se obtiene con los resultados del cultivo de las mismas muestras (68,6%). Esta mayor
sensibilidad de la PCRgyrB es especialmente interesante entre los pacientes con un Unico
cultivo positivo a P.aeruginosa durante el periodo de 24 meses. En este grupo de pacientes la
sensibilidad de la PCRgyrB > 35 UFC/ml es mucho mayor (86,7%) que la del cultivo
(46,7%), mientras que en el grupo de pacientes con dos o mas cultivos positivos, la diferencia
no es tan pronunciada cuando se comparan PCRgyrB > 35UFC/ml (95,0%) y cultivo
(85,0%). Para la PCRgyrB la especificidad (84,8%) y el VPP (86,5%) son menores al 100%
del cultivo, pero e/ VPN es alto (90,3%) y muy superior al del cultivo (75,0%).

Cuando se combinan los resultados de cultivo y PCRgyrB> 35 UFC/ml, la
sensibilidad (93,9%) para identificar pacientes colonizados durante los 24 meses de
seguimiento analizado es muy superior a la del cultivo aislado (68,6%). También aumenta el
VPN (93,3%) y exactitud (89,4%) aunque la especificidad (84,8%) y el VPP (86,1%)

continuan siendo menores que para el cultivo (100%).

209



Cuando a la combinacion de cultivo y PCRgyrB se afiaden los resultados de la
deteccion de anticuerpos anti-ELA mejoran ligeramente sensibilidad (97,1%) y VPN
(96,3%). Sin embargo, la especificidad (78,8%) y el VPP (82,9%) son peores. Cuando se
combinan cultivo, PCRgyrB > 35 UFC/ml y los resultados de las tres técnicas de deteccion
de anticuerpos utilizando los puntos de corte individuales PA>1/180, ELA> 1/240 y
ETA>1/800 los resultados no son mejores. La sensibilidad es igual a la que se consigue con
la combinacion de cultivo, PCRgyrB y anticuerpos anti-ELA pero con especificidad mucho
peor (63,6%). Por tanto, también se confirma con los resultados del seguimiento que la
aportacion de la serologia en el diagndstico de la colonizacidon por P.aeruginosa es limitada y
son mejores los resultados obtenidos complementando el cultivo con técnicas moleculares

para detectar el DNA de la bacteria.

En el presente trabajo, de 5 pacientes con un valor promedio de la PCRgyrB > 35
UFC/ml pero sin aislamiento de P.aeruginosa durante los 24 meses de seguimiento
analizado, en 4 (80%) se aislo P.aeruginosa por cultivo en los 12 meses siguientes a la ultima
muestra del seguimiento analizada (entre 1 y 7 meses después). Uno de los pacientes habia
recibido azitromicina y 3 tratamiento especifico frente a P.aeruginosa y en los 5 pacientes el
titulo de anticuerpos era negativo frente a los tres antigenos. El valor pronodstico de las
técnicas de PCR se ha valorado en algunos estudios con seguimiento de pacientes mediante

cultivo y PCR. En el estudio de Xu et al™®

en 10 pacientes con resultado positivo de PCR y
cultivo negativo, se aisldé P.aeruginosa posteriormente (entre 4 y 17 meses después) en 5
(50%) de ellos. En el estudio de Deschaght et al'”, de 23 pacientes con resultados de PCR
positiva y cultivo negativo en los que al menos se obtuvo una muestra posteriormente, en
cinco se aisld P.aeruginosa. En el estudio mas extenso de Logan'®, en el que se realizaron
dos PCR para las secuencias algD y gyrB, en el 32% de las muestras con resultados
discordante se aislé P.aeruginosa en una muestra posterior. En el estudio de McCulloch'®,
en 38 muestras con resultados discordantes con PCR positiva, 24 eran hallazgos esporadicos
mientras que 14 (37%) eran resultados positivos repetidos. Todos los trabajos coinciden en
una mayor sensibilidad de las técnicas de PCR, que aumentan el nimero de pacientes con

resultados positivos de P.aeruginosa, confirmados por el uso de mas de una técnica de PCR

. 98 . . ., ..,
en uno de los trabajos o por la identificacion por secuenciacién de los resultados
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discordantes en otro'®. El hecho de que un porcentaje variable de los resultados no se
confirmen en muestras posteriores indicaria que probablemente se trata de colonizaciones
verdaderas pero transitorias que solo son detectables mediante técnicas moleculares, mas
sensibles que el cultivo. Es por tanto importante identificar cuales de estos resultados
positivos se asocian a colonizacidon. En estos trabajos, los resultados de las técnicas de PCR
se valoran cualitativamente, es decir como positivas o negativas. Por el contrario en el
presente trabajo se han valorado los resultados cuantitativamente y al tener en cuenta el valor
promedio del periodo analizado hemos descartado los resultados positivos Unicos y con
recuentos bajos que podrian deberse a colonizaciones transitorias por lo que nuestra
correlacion entre resultados de PCRgyrB positivos y aislamiento de P.aeruginosa durante el
seguimiento de 24 meses es buena. A nuestro juicio, la utilizacion como complemento al
cultivo convencional de técnicas de PCR cuantitativas permitiria valorar el nivel de
positividad. En el caso de resultados de cultivo negativo con PCR positiva, sobre todo con
recuentos altos, deberia sospecharse una posible colonizacion por P.aeruginosa y repetir el
cultivo o realizarlo a partir de muestras mas representativas de vias bajas, como el LBA. Esto
mejoraria la sensibilidad en el diagnodstico de la colonizacion por P.aeruginosa sobre todo en
nifios pequefios incapaces de expectorar y en los que por tanto el control microbiologico

mediante cultivo de exudado faringeo tiene una sensibilidad baja.

También se ha valorado si las diferentes técnicas, individualmente o combinadas
entre si, son capaces de detectar la colonizacidon por P.aeruginosa mas precozmente que el
aislamiento por cultivo. En el control microbiologico realizado durante los 24 meses de
seguimiento analizado, la media de tiempo hasta el primer resultado positivo por cultivo fue
de 9,3 meses, mientras que para la PCRgyrB la media fue de 4,9 meses y para los anticuerpos
anti-ELA de 6,0 meses. Las diferencias respecto a los resultados del control microbiologico
habitual fueron significativas para la PCRgyrB (p<0.001) y para la deteccion de anticuerpos
anti ELA (p>0,05) pero no fueron significativas para ninguna de las otras técnicas de forma
individual. Las diferencias con los resultados del control microbioldgico habitual son
estadisticamente significativas para la combinacion de PCRgyrB y anticuerpos anti-ELA
(p<0,001) y para la combinacion de PCRgyrB con los resultados de la deteccion de

anticuerpos frente a los tres antigenos (p<0,001). Sin embargo, las diferencias en la media de
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tiempo hasta el primer resultado positivo no son significativas cuando se comparan los
resultados de la PCRgyrB aislada o combinada con las técnicas seroldgicas. Por tanto
complementar el cultivo con la PCRgyrB acorta el tiempo hasta el primer resultado positivo
hasta una media de 4,9 meses. Sin embargo, complementar la técnica de PCRgyrB con los
resultados de las técnicas seroldgicas no disminuye de forma estadisticamente significativa el
tiempo hasta el primer resultado positivo con respecto a los resultados obtenidos con la
PCRgyrB aislada. Anecdoticamente, Xu el al”®, encuentran también, aunque solo en 5
pacientes, que las técnicas moleculares se avanzan al aislamiento por cultivo una media de

4,5 meses.

En el andlisis de resultados de 68 pacientes con 24 meses de seguimiento analizado,
la sensibilidad de la PCRzox4 también fue menor a la de la PCRgyrB. Sin embrago,
permitiria confirmar los resultados de la PCRgyrB en 24 (65%) de los 37 pacientes con
resultados de PCRgyrB positiva, 4 pacientes (80%) de los 5 sin aislamiento de P.aeruginosa
y en 20 pacientes (62,5%) de los32 con aislamiento durante los 24 meses de seguimiento. Xu
et al’® en un estudio con 57 pacientes adultos comparan el cultivo de esputo con dos técnicas
de PCR convencional para las secuencias oprL y toxA. También aqui la PCR para la
secuencia foxA tiene menor sensibilidad pero también confirma los resultados de la PCR para
la secuencia oprL en 22 pacientes (69%) con cultivo positivo y en 3 (11%) de los pacientes
con cultivo negativo. En nuestro caso seria conveniente seleccionar y poner a punto otra
secuencia con sensibilidad y especificidad comparables a la PCRgyrB ya que la
amplificacion de mas de una secuencia facilitaria la valoraciéon de los resultados de la
PCRgyrB cuando el resultado del cultivo es negativo. Ambas amplificaciones se podrian
realizar en una misma reaccion de PCR en tiempo real utilizando sondas especificas
marcadas para cada una de las secuencias. Asi mismo, la utilizacion de técnicas multiplex de
PCR en tiempo real que incluyeran control interno de amplificacion'® permitiria descartar
falsos negativos de las técnicas de PCR por inhibicion de la reaccion de PCR, especialmente
importante en muestras de esputo. De igual modo, la deteccién simultdnea de DNA humano,
por ejemplo amplificando el gen de la B-actina, permitiria realizar un control de calidad de
las muestras'®. Esto permitira eliminar resultados de PCR negativos que pudieran ser

debidos a una pobre calidad de la muestra, especialmente en exudados faringeos.
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Durante el periodo de 24 meses de seguimiento analizado, Unicamente dos pacientes
cumplian criterios de colonizacidon crénica por P.aeruginosa segin los resultados del
seguimiento microbioldgico habitual, lo que representa una prevalencia del 2,9%. Este bajo
numero de pacientes con colonizacion crénica no ha permitido un analisis estadistico de los
resultados por lo que se han analizado individualmente. Ninguno de los dos pacientes
cumplia criterios de positividad para colonizacidon crénica con las técnicas de deteccion de
anticuerpos. En uno de los pacientes, los resultados tanto de la PCRgyrB como de la
deteccion de anticuerpos cumplian criterios de colonizacion intermitente pero no cronica y el
paciente no presentd ninguin aislamiento de P.aeruginosa al menos durante los dos afios
posteriores a la tltima muestra del seguimiento analizado. En el otro paciente, el promedio de
la PCRgyrB fue positivo a recuentos superiores a 5000 UFC/ml pero no tenia anticuerpos
frente a ninguno de los antigenos de P.aeruginosa. Este paciente cumplia criterios de
colonizacion cronica por P.aeruginosa segun los resultados del cultivo en el seguimiento
microbioldgico habitual tanto en los 12 meses previos a la primera muestra del seguimiento,
durante los dos afios de seguimiento evaluados y en el afio siguiente. Sin embargo tenia una

situacion clinica normal y FEV1 igual o superior al 80% aunque con presencia de BQ.

Con las técnicas de deteccion de anticuerpos utilizando los puntos de corte calculados
mediante curvas ROC (PA>1900 y/o ELA> 1500 y/o ETA>1900) y como criterio de
positividad la presencia de anticuerpos frente al menos uno de los tres antigenos, se
identificaron 8 pacientes con infeccién cronica. Ninguno cumplia criterios de colonizacion
cronica por los resultados del cultivo, dos pertenecian al grupo de pacientes sin aislamiento y
seis al grupo de pacientes con aislamiento de P.aeruginosa durante los 24 meses de
seguimiento analizado. Ninguno de ellos habia estado colonizado durante el afio anterior al
inicio del seguimiento. De los 8 pacientes, 6 presentaron colonizacién por P.aeruginosa en
los 12 meses posteriores a la tltima muestra del seguimiento. Todos ellos tenian un promedio
del titulo de anticuerpos anti-ETA >1/800 y en 5 de ellos era superior a 1/1900. El tnico
paciente en el que la colonizacidn en el afio posterior al final del seguimiento fue cronica,
tenia el promedio del titulo de anticuerpos anti ETA (1/2815) y el recuento de UFC/ml por la
PCRgyrB (120000) mas elevados. En los dos pacientes en los que no se aisld P.aeruginosa

en el afio siguiente a la ultima muestra del seguimiento analizada, el promedio del titulo de
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anticuerpos anti ETA fue negativo. Estos resultados coinciden con los de un estudio™ en el
que se encontraron descensos significativos en el titulo de anticuerpos frente a ETA en los
pacientes capaces de eliminar la bacteria mientras que en los que fracasan a pesar del

tratamiento precoz se observo un aumento significativo en el titulo de anticuerpos.

En conclusion, el cultivo convencional de muestras respiratorias sigue siendo el
“‘patron oro” en el control de las infecciones respiratorias en pacientes con FQ ya que
proporciona informacion de todos los patdgenos potenciales y de su susceptibilidad a los
antimicrobianos. A pesar de ello, la falta de sensibilidad del cultivo del exudado faringeo en
pacientes pequefios incapaces de expectorar, hace importante explorar el papel de la
serologia y las técnicas moleculares en el diagndstico precoz de la colonizaciéon por

P.aeruginosa en este grupo de pacientes.

Para identificar mas precozmente la colonizacion por P.aeruginosa, los mejores
resultados se obtienen con la combinacion de cultivo y PCRgyrB al aumentar
significativamente la sensibilidad y el VPN con respecto al cultivo aislado, mantener
especificidad y VPP cercanos al 100% y acortar el tiempo hasta la deteccion de la primera
muestra positiva. La combinacidn de cultivo y PCR con la deteccion de anticuerpos anti-ELA
o con la deteccion de anticuerpos frente a los tres antigenos de P.aeruginosa aumenta la
sensibilidad y el VPN, con descenso de especificidad y VPP, pero no acorta
significativamente el tiempo hasta el primer resultado positivo respecto a los resultados de la

PCRgyrB sola.

Para identificar colonizacién cronica por P.aeruginosa, los mejores resultados se
obtienen con la deteccidn de anticuerpos, independientemente del resultado del cultivo. Su
realizacion periodica, sobre todo en pacientes con colonizacidon intermitente y seguimiento
microbioléogico mediante cultivo de exudado faringeo, permite identificar pacientes con
colonizacion crénica con sensibilidad y VPP superiores al cultivo. Los mejores resultados se
obtienen con la deteccidon de anticuerpos frente a los tres antigenos de P.aeruginosa
utilizando los puntos de corte calculados mediante curvas ROC y considerando positivas las

muestras con anticuerpos frente a un minimo de un antigeno.
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6. CONCLUSIONES
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Para detectar P.aeruginosa en muestras de exudado faringeo, la sensibilidad de la
técnica cuantitativa de PCR que amplifica una secuencia del gen de la subunidad B de
la DNA girasa (gyrB) es mucho mejor que la del cultivo o de la PCR del gen de la

exotoxina A (foxA), con valores de especificidad similares para las tres técnicas.

Para diagnosticar colonizacion por P.aeruginosa, los mejores resultados se obtienen
con la PCRgyrB utilizando un punto de corte igual o superior a 35 UFC / ml. La
sensibilidad y el VPN mejoran respecto al cultivo aislado, con especificidad y VPP
cercanos al 100%. Los resultados para la PCRzoxA, con un punto de corte igual o

superior a 20 UFC / ml son peores que para la PCRgyrB.

Para diagnosticar colonizacion por P.aeruginosa, los mejores puntos de corte para la
determinacion de anticuerpos frente a los antigenos elastasa (ELA), proteasa alcalina
(PA) y exotoxina A (ETA). son los titulos 1/240, 1/180 y 1/800, respectivamente. Los
mejores resultados individuales se obtienen con la determinacion de anticuerpos anti-
ELA. Los resultados combinados de los tres antigenos son mejores que la
determinacion aislada de anticuerpos anti-ELA pero en ambos casos no se superan los

resultados obtenidos con la PCRgyrB.

En el seguimiento de 24 meses analizado, la media de tiempo hasta el primer
resultado positivo fue menor para la PCRgyrB (4,9 meses) que para el cultivo (9,3

meses). La diferencia es estadisticamente significativa.

Las diferencias en la media de tiempo hasta el primer resultado positivo cuando los
resultados de la PCRgyrB se combinan con la deteccion de anticuerpos anti-ELA (4,8
meses) o con la deteccion de anticuerpos frente a los tres antigenos (3,8 meses) no son

estadisticamente significativas con respecto a los resultados de la PCRgyrB aislada.

Para identificar precozmente la colonizacion por P.aeruginosa, sobre todo en nifios
pequefios incapaces de expectorar, la combinacion del cultivo y PCRgyrB mejora la
capacidad diagnostica al aumentar significativamente sensibilidad y VPN respecto al
cultivo aislado, manteniendo especificidad y VPP cercanos al 100% y acorta el

tiempo hasta el primer resultado positivo. La combinacién de cultivo y PCR con la
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deteccion de anticuerpos anti-ELA o con la deteccion de anticuerpos frente a los tres
antigenos de P.aeruginosa aumenta sensibilidad y VPN, con descenso de
especificidad y VPP, pero no acorta significativamente el tiempo hasta el primer

resultado positivo respecto a la PCRgyrB sola o combinada con el cultivo.

Para diagnosticar colonizacidn crdnica por P.aeruginosa, el mejor punto de corte para
la PCRgyrB es igual o superior a 5000 UFC / ml. Para la PCRzox4 es igual o superior
a 1500 UFC / ml. Los resultados de la PCRgyB son mejores que los de la PCRzoxA4 o

el cultivo.

Para diagnosticar colonizacion crdnica por P.aeruginosa, los mejores puntos de corte
para la determinacion de anticuerpos frente a PA, ELA y ETA son los titulos 1/1900
1/1500, 1/1900, respectivamente. Los mejores resultados individuales se obtienen con
la determinacion de anticuerpos anti-ETA. Los resultados mejoran cuando se
combinan las técnicas individuales y son mejores que los obtenidos con las técnicas
de deteccidon de anticuerpos utilizando los criterios de interpretacion recomendados

por el manual de la técnica o con el cultivo aislado.

Cuando el resultado del cultivo es positivo unicamente los resultados de la deteccion
de anticuerpos se asocian estadisticamente con el diagndstico de colonizacion cronica
por P.aeruginosa. Cuando el cultivo es negativo tanto los resultados de la deteccion
de anticuerpos como los de la PCRgyrB o la combinacién de ambas se asocian con el

diagnodstico de colonizacion crénica.

Para identificar colonizacion crénica por P.aeruginosa, los mejores resultados se
obtienen combinando la deteccidon de anticuerpos frente a los tres antigenos de
P.aeruginosa, utilizando los puntos de corte calculados mediante curvas ROC y
considerando positivas las muestras con anticuerpos frente a un minimo de un
antigeno. La realizacion periddica de estas técnicas, sobre todo en pacientes con
colonizaciéon intermitente, permitiria identificar la colonizacidn crénica con

sensibilidad y VPP superiores al cultivo aislado.
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La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria autosémica recesiva mas frecuente en la poblacion de
origen caucasico. Estd producida por mutaciones en el gen que codifica el regulador de la conductancia
transmembrana de FQ. Este defecto conduce, entre otras, a la alteracion de las secreciones respiratorias, lo
que determina una predisposicion para la colonizacién-infeccion broncopulmonar cronica, causa principal
de la elevada morbilidad y temprana mortalidad de estos pacientes. La colonizacion por Staphylococcus
aureus y Haemophilus influenzae es frecuente en nifios menores de 10 afios, aunque Pseudomonas aeruginosa
con morfotipo mucoide es, con diferencia, el microorganismo mas relevante en el adulto y causa principal
del deterioro broncopulmonar progresivo. Como consecuencia del tratamiento antimicrobiano repetido y la
alteracion pulmonar se favorece el desplazamiento de los patdgenos habituales y se aislan con mayor
frecuencia bacilos gramnegativos no fermentadores, entre los que destacan Stenothrophomonas maltophilia,
Achromobacter spp. y Burkholderia cepacia complex. Las connotaciones particulares del propio proceso
patolégico y de los microorganismos implicados hacen recomendable reconocer el seguimiento
microbiol6gico de la colonizacién-infeccién broncopulmonar en el paciente con FQ como una entidad
diagnostica propia.
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Microbiological diagnosis of bronchopulmonary colonization-infection in
cystic fibrosis
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Keywords:

Cystic fibrosis

Chronic respiratory infection
Diagnostic microbiology
Pseudomonas aeruginosa
Burkholderia cepacia
Staphylococcus aureus

Cystic fibrosis (CF), a condition produced by mutations in the gene that encodes the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator, is the most prevalent autosomal-recessive hereditary disease in
caucasian populations. Among other repercussions, this defect leads to an alteration of respiratory
secretions and determines a predisposition for chronic bronchopulmonary colonization-infection, which is
the main driver of the high morbidity and early mortality of CF patients. Colonization by Staphylococcus
aureus and Haemophilus influenzae is frequent in children younger than 10 years, but mucoid Pseudomonas
aeruginosa is by far the most relevant pathogen in adults with CF and is responsible for the progressive
bronchopulmonary deterioration. As a consequence of repeated, long-lasting antimicrobial treatments and
deterioration of lung function, colonization by multidrug-resistant Gram-negative bacilli, such as
Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter spp. and Burkholderia cepacia complex, is also frequent in
adult CF patients. The special characteristics of the pathologic process and the microorganisms implicated
in CF make it advisable to consider microbiological follow-up of chronic bronchopulmonary colonization-
infection in these patients a specific diagnostic entity.

© 2008 Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion y la primera causa de afeccion pulmonar cronica en la infancia. Su
frecuencia estimada oscila entre 1/2.500 y 1/5.000 recién nacidos

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria auto- vivos, lo que establece una frecuencia de 1 portador por cada
somica recesiva mas frecuente en la poblacion de origen caucasico 25-50 individuos en la poblacién general, aunque se observan
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importantes diferencias dependientes de los grupos étnicos y
regiones geograficas.

La FQ se produce como consecuencia de mutaciones en el gen
que codifica 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 mutacion mas comdn es la delecion de la
fenilalanina 508 (AF508), que se encuentra hasta en el 70% de los
individuos con FQ. El defecto en el transporte del ion cloro causa
que estos pacientes tengan un sudor caracteristicamente salado y
conduce a una deshidratacion de las secreciones del tracto
respiratorio, pancreaticas, hepaticas, intestinales y genitourinarias
aumentando su viscosidad. Como consecuencia, las principales
manifestaciones clinicas son respiratorias, gastrointestinales y
genitourinarias'.

Las alteraciones digestivas fueron la causa de la temprana
mortalidad de estos pacientes hasta mediados del siglo pasado, lo
que determiné que hasta el 70% de los nifios con FQ falleciera
antes de cumplir el primer ano de vida. Los tratamientos
especificos para corregir las deficiencias digestivas en primera
instancia, seguidos posteriormente de otros para combatir las
infecciones respiratorias por Staphylococcus aureus, el primer
patogeno relacionado con la FQ, determinaron un aumento
notable de la esperanza de vida de los pacientes con FQ, situada
ya en los 36,5 afios segin el Gltimo informe de la Fundacion
Americana para la Fibrosis Quistica®. A partir de la segunda mitad
del siglo xx, en parte consecuencia de estos avances, empieza a
cobrar relevancia la infeccion broncopulmonar crénica por
Pseudomonas aeruginosa, que ya desde hace décadas se sitGa
como la principal causa de las todavia elevadas morbilidad y
mortalidad relacionadas con la FQ>.

Consideraciones clinicas y microbioldgicas de la colonizacion-
infeccion broncopulmonar cronica en la fibrosis quistica

Patogénesis de la colonizacion/infeccion broncopulmonar

La actividad mucociliar es una de las principales barreras del
tracto respiratorio frente a los microorganismos y otros agentes
extrafios. El epitelio ciliado transporta la secrecion mucosa por el
arbol traqueobronquial arrastrando a su paso cualquier particula o
microorganismo que encuentre en su camino. Para que este
mecanismo sea efectivo, el moco, que ocupa la parte central de la
via, debe deslizarse sobre la superficie serosa que envuelve los
cilios de las células del epitelio bronquial. La alteracion del CFTR
da lugar a un aumento de la reabsorcion de cloro y sodio que se
acompafia de una reabsorciobn pasiva de agua y produce
deshidratacion de la superficie del epitelio ciliado respiratorio,
que impide el correcto deslizamiento del moco a través del arbol
traqueobronquial®>. Esto conlleva un estancamiento del moco, el
cual servird de caldo de cultivo idoneo para diversos micro-
organismos. Otro factor patogénico afadido 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 neutroéfilos, los cuales,
mediante la secrecion de proteasas, dafiarian atin mas el tejido
bronquial. Ademas, el acimulo de ADN, liberado principalmente
por la lisis de los neutrofilos, incrementa la densidad y la
viscosidad de las secreciones.

Ademas de la propia alteracion cualitativa y cuantitativa de las
secreciones mucosas y el deficiente aclaramiento mucociliar, hay
varias hipétesis, no sin cierta controversia, que tratan de justificar
la enorme predisposicion de los pacientes con FQ para la infeccion
broncopulmonar croénica por patégenos bacterianos determina-
dos, particularmente por P. aeruginosa®>*. Entre ellas, cabria

destacar especialmente tres: a) la alteracion del CFTR conduce a
la deshidratacion de las secreciones respiratorias, con importante
aumento de su osmolaridad, lo cual determina la inactivacion de
las betadefensinas, péptidos antibacterianos naturales que forman
parte del sistema inmunitario innato; b) las células epiteliales de
los pacientes con FQ son deficientes en la sializacion de
ganglidsidos. Los asialogangliosidos actuarian como receptores
para P. aeruginosa aumentando su adhesion al epitelio y, por lo
tanto, su persistencia en las vias respiratorias, y c¢) el CFTR actia
como receptor para el LPS, de tal forma que su alteracion
determina una aclaramiento de P. aeruginosa por las células
epiteliales entre 10 y 50 veces menor en los pacientes con FQ, lo
que favorece su persistencia en las vias respiratorias.

Finalmente, varios estudios han demostrado que la concen-
tracion de hierro estd aumentada en las secreciones respiratorias
de los pacientes con FQ, lo cual parece favorecer la persistencia de
la colonizaciéon por P. aeruginosa, segiin muestra un trabajo
reciente. Asimismo, estudios recientes indican que la alteraci6on
del CFTR en los macr6fagos alveolares reduce la acidificacion de
los fagolisosomas, lo cual, limita su capacidad bactericida y, por lo
tanto, promueve la persistencia de la infeccion. De igual forma, las
células del epitelio respiratorio de los pacientes con FQ son
incapaces de secretar tiocianato, por lo que disminuye drastica-
mente su capacidad bactericida a través de la formacion de
moléculas de oxigeno reactivo.

Por lo tanto, debido a todos estos condicionantes, el paciente
con FQ padecera un cuadro de infeccion broncopulmonar cronica
que se ira 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, la causa principal de su peor calidad de
vida y menor expectativa de supervivencia.

Cronoinfeccion broncopulmonar en la fibrosis quistica

El analisis del patron y la evolucion temporal de la colonizacion
en los pacientes con FQ 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 de menor edad, las infecciones
por virus respiratorios y micoplasmas no son infrecuentes. Con
posterioridad y aun en la primera década de la vida, es frecuente el
aislamiento de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae
que serian rapidamente relegados a un segundo plano y
sustituidos por S. aureus y posteriormente por P. aeruginosa. En
la edad adulta, mas del 80% de los pacientes estan cronicamente
colonizados por este microorganismo y en la mayoria de los casos
se aisla en su morfotipo mucoso.

Como consecuencia del tratamiento antimicrobiano repetido
en los pacientes adultos y del deterioro de la funciéon pulmonar, se
favorece el desplazamiento de los patogenos bacterianos habitua-
les y se aislan con mayor frecuencia bacilos gramnegativos no
fermentadores entre los que destacan Stenotrophomonas maltop-
hilia, Achromobacter spp. y Burkholderia cepacia. En el Hospital
Ramon y Cajal, en el seguimiento de 81 pacientes con FQ durante
5 afos, se observd una mayor incidencia de S. aureus en los
primeros afios de vida y un ulterior aumento de los pacientes
colonizados con P. aeruginosa (fig. 1). Estos datos son muy
similares a los del registro estadounidense de pacientes con FQ?.
El aislamiento de las micobacterias atipicas en las secreciones
respiratorias en pacientes adultos no es infrecuente. El trata-
miento prolongado con antimicrobianos en la edad adulta
también facilita el asentamiento de levaduras y hongos filamen-
tosos, que complican ain mas el patrén de colonizacién bronquial.
Por wltimo, el patréon de colonizacion bronquial no siempre es
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Figura 1. Patron de colonizacion (porcentaje de aislamiento) por intervalos de
edades en pacientes con fibrosis quistica. Seguimiento de 5 afios de 81 pacientes
en la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital Universitario Ramén y Cajal.

monomicrobiano y hasta en el 70% de los pacientes pueden
coexistir diferentes patdgenos. En mas del 50% de ellos aparecen
simultaneamente S. aureus y P. aeruginosa, solos o en asociacion
con con H. influenzae o S. pneumoniae.

Principales microorganismos implicados en la colonizacion-
infeccion broncopulmonar cronica

Pseudomonas aeruginosa

Es con diferencia el microorganismo mas frecuente en estos
pacientes. Cerca del 60% de ellos esta cronicamente colonizado
por este microorganismo, que llegando al 80% en pacientes
mayores de 18 afios. La colonizacién-infeccion por P. aeruginosa
se relaciona claramente con mayores morbilidad y mortalidad en
el paciente con FQ. Se ha evidenciado un progresivo deterioro de la
funciéon pulmonar y una disminucion de la supervivencia, y se ha
comprobado que su adquisicion en edades tempranas influye
negativamente en el prondstico de la enfermedad’. Los pacientes
colonizados por P. aeruginosa durante los primeros 5 afios de vida
tienen un riesgo mayor de mortalidad (2,6 veces) que el de los
pacientes con FQ no colonizados por este microorganismo.
También se observan unos valores significativamente mas bajos
de FEV; (volumen espiatorio forzado en el primer segundo),
menor percentil de peso y aumento del nimero de hospitaliza-
ciones. Los factores de riesgo para la colonizacion-infeccion
temprana por P. aeruginosa incluyen la infeccién previa por
S. aureus, el sexo femenino, la presencia homocigoética de la
mutacion AF508 y el contacto previo con pacientes adultos
con FQ.

La adquisicibn de este patogeno se produce a partir de
microorganismos presentes en el ambiente, aunque la transmision
cruzada entre pacientes no es del todo infrecuente, particular-
mente entre miembros de una misma familia. Asimismo, se han
descrito brotes epidémicos de colonizacion-infeccion por
P. aeruginosa en varias unidades de FQ’.

Inicialmente, la colonizacion del tracto respiratorio se produce
por morfotipos no mucosos, generalmente sensibles a los anti-
microbianos, 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 colonizacién-infeccion pulmonar cronica,
generalmente por una Gnica linea clonal de P. aeruginosa, resulta
practicamente imposible conseguir la erradicacion.

El proceso de adaptacion determinante de la persistencia (en la
mayoria de los casos de por vida) de P. aeruginosa en las vias
respiratorias de los pacientes con FQ incluye cambios tanto
fisioldgicos como genéticos®. Entre los primeros destaca la
transicion desde el estado de crecimiento planctonico (células
libres suspendidas en medio acuoso) al de crecimiento en
biopeliculas o biofilms. Las biopeliculas son estructuras suprace-
lulares (comunidades multicelulares) complejas y bien organi-
zadas espacial y funcionalmente que crecen sobre una superficie
viva o inerte. La transicion al crecimiento en forma de biopeliculas
depende de la accion de los sistemas de comunicacion intercelular
lasR-lasI y rhIR-rhll, que son activados cuando la poblacion alcanza
una suficiente densidad, y por ello se denominan sistemas
sensores de quorum (quorum sensing). El crecimiento en forma
de biopeliculas confiere al microorganismo una notable resisten-
cia tanto a los tratamientos antibidticos como a la propia
respuesta inmunitaria del paciente, que favorece su persistencia.

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 adaptacion genética, que sera determinante
para su resistencia a las condiciones ambientales (incluidos
nuevamente la respuesta inmunitaria y los antibidticos). Fruto
de esta intensa adaptacion emergen gran cantidad de variantes
fenotipicas caracteristicas de la infeccion cronica, entre las que
destacan la hiperproduccion 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 LPS. 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, lo que conlleva una mayor mortalidad®.
Asimismo, el incremento en el nimero de variantes morfologicas
se ha correlacionado con el progresivo deterioro de la funcion
pulmonar. Recientemente se ha comprobado que el intenso
proceso de adaptacion genética durante la colonizacion
cronica favorece la persistencia del microorganismo en las vias
respiratorias'®.

Estas caracteristicas, a pesar de no formar parte de los
mecanismos especificos de resistencia a antibidticos, establecen
una linea base de resistencia in vivo propicia para el desarrollo y la
seleccion de variantes con resistencia a miltiples antibioticos
(cepas multirresistentes), como consecuencia del uso prolongado
de antibidticos. Este hecho se ve facilitado debido a que
P. aeruginosa tiene una extraordinaria capacidad de desarrollar
resistencia mediante mutaciones cromosoémicas a practicamente
todos los antibidticos utilizados, incluidos los betalactamicos, los
aminoglucoésidos y las fluoroquinolonas. Finalmente, este desa-
lentador panorama se agrava por la elevada prevalencia en los
pacientes con FQ de cepas hipermutadoras, que presentan una
frecuencia de mutacion espontanea (para cualquier gen,
incluyendo los implicados en la resistencia a antibioticos u otras
mutaciones adaptativas, como las anteriormente mencionadas)
hasta 1.000 veces mayor de lo normal. Entre el 30 y el 60% de los
pacientes con FQ estan colonizados por cepas hipermutadoras,
seglin 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. Las cepas
hipermutadoras aisladas de los pacientes con FQ son mucho mas
resistentes a los antibidticos que las no hipermutadoras; de hecho,
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la mayor prevalencia de cepas resistentes en los pacientes con FQ
que en otros procesos se debe, en gran parte, a la contribuciéon de
las cepas hipermutadoras a las cifras de resistencia. Asimismo,
mediante estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que las
cepas hipermutadoras desarrollan resistencia en pocas horas a
practicamente todos los antibidticos antipseudomoénicos cuando
se utilizan en monoterapia'®. Recientemente se ha documentado
que la hipermutaciéon y su relacion con la resistencia a los
antibioticos no son exclusivas de la FQ, sino que también son muy
frecuentes en el contexto de otras enfermedades respiratorias
cronicas como bronquiectasias o en la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC)'.

Staphylococcus aureus

Fue el primer microorganismo reconocido como causante de
infeccion pulmonar cronica en pacientes con FQ. En la era
preantibi6tica fue uno de los principales implicados en la elevada
y temprana mortalidad de estos pacientes. La terapia anti-
estafilococica ha conseguido en las Gltimas décadas una notable
reducciéon de la morbilidad y la mortalidad por este micro-
organismo, pero adn sigue siendo, después de P. aeruginosa, uno
de los principales patdgenos implicados en la infecciéon bronco-
pulmonar, especialmente en nifios menores de 10 afios. Los datos
de 2005 del registro de pacientes de la Fundacién Americana de
FQ muestran que, de forma general, el 52% de los pacientes estan
colonizados por S. aureus®’. Ademas, es el principal patégeno
aislado durante los primeros 10 afios de vida y alcanza su mayor
prevalencia (>60%) en el grupo de 6-10 afios de edad.

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 colonizacién. Inves-
tigaciones recientes indican que S. aureus escapa mas eficiente-
mente de los fagosomas de las células del epitelio bronquial
deficientes en el CFTR'. Ademas, se desarrolla adecuadamente en
medios con alta osmolaridad, situacién que se produce en las vias
respiratorias del paciente con FQ. S. aureus puede persistir en las
vias respiratorias de los pacientes con FQ sin producir alteraciones
aparentes. No obstante, se ha apuntado que causa una lesion
inicial con escasa repercusion funcional que predispondria a la
colonizacién posterior por P. aeruginosa. Si bien el tratamiento
profilactico con betalactamicos ha mejorado notablemente el
prondstico de los nifios con FQ, hay 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 lo
tanto, a adelantar el proceso evolutivo de la infeccion cronica y el
deterioro pulmonar. Por otro lado, si bien la resistencia a
meticilina no ha sido tradicionalmente un problema importante
en los pacientes con FQ, la situacion parece estar cambiando. Los
datos de 2005 de la Fundaciobn Americana muestran que
actualmente hasta el 17,2% de los pacientes con FQ estan
colonizados por S. aureus resistente a meticilina (SARM). Recien-
temente se ha documentado la infeccion respiratoria por clones de
SARM de origen extrahospitalario productores de la leucocidina de
Panton-Valentine (LPV) en pacientes con FQ de Estados Unidos,
situacion que podria modificar la patogenia de la infecci6n-
colonizacidon por este microorganismo. La situaciéon actual en
Espafia de la resistencia a la meticilina en el contexto de FQ ha
sido poco estudiada, pero puesto que se han detectado reciente-
mente los primeros casos de SARM de origen extrahospitalario,
podria seguir el mismo camino descrito en América y, por lo tanto,
sera necesario mantener una vigilancia activa de este fenomeno
en los proximos afios.

Otro fendmeno preocupante desde el punto de vista de la
resistencia a antibidticos es la alta prevalencia (el 14% segiin un

estudio publicado) de cepas hipermutadoras de S. aureus en los
pacientes con FQ, al igual que ocurre para P. aeruginosa'”. Si bien la
hipermutacién aparentemente no contribuye al desarrollo de
resistencia a la meticilina, puesto que ésta se produce por la
adquisicion de determinantes exogenos de resistencia y no por
mutacion, si contribuye notablemente al desarrollo de resistencia
a antibioticos como los macrolidos; facilitando la selecci6on de
mutaciones en genes ribosémicos. En cualquier caso, la resistencia
a macrdlidos 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 prolongado con cotrimoxazol se ha
relacionado con la seleccion de cepas dependientes de timidina
por inactivaciéon del gen thyA que codifica para la timidilato
sintetasa. Estas cepas, ademas de ser resistentes al cotrimoxazol,
se caracterizan por producir colonias con morfologias anémalas
(SCV) que incluso muchas veces no crecen en medios convencio-
nales y pueden pasar inadvertidas'®. Estudios recientes demues-
tran que la coinfeccion con P. aeruginosa (situacion que ocurre de
forma frecuente) también determina la seleccion de variantes SCV
de S. aureus. Este hecho, ademas de plantear dificultades
diagnosticas, conlleva una mayor resistencia a los antibioticos y
una mayor capacidad de persistencia en las vias respiratorias de
estos pacientes.

Haemophilus influenzae

Aunque su frecuencia de aislamiento varia segin 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 o incubaciéon en atmosfera con
anaerobiosis>!”.

H. influenzae puede colonizar hasta al 30% de los pacientes con
FQ. Su incidencia es mayor en los nifios de menor edad, si bien
también puede aislarse en los pacientes adultos. No hay
evidencias claras sobre su papel como factor primario en el
deterioro de la funcién pulmonar y su efecto patogénico estaria en
relacién con la carga bacteriana elevada y la respuesta inflama-
toria generada. Aunque no es habitual, hay pacientes con
colonizacién cronica, por nuevas cepas o0 por cepas persistentes,
que siguen un patron similar al que presentan los bronquiticos
cronicos. En los pacientes con FQ se ha encontrado relacién con las
exacerbaciones durante el periodo de colonizacién 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 anticuerpos contra este microorganismo y
se evidencia una mejoria clinica con desapariciéon o reduccion de
los sintomas.

Las cepas de H. influenzae que se aislan en el paciente con FQ
son tipicamente no capsuladas, caracteristica comdn con los
encontrados en otras enfermedades respiratorias que cursan con
cronicidad’®'®, Por ello la vacuna conjugada contra H. influenzae
tipo b no tendria utilidad en la prevencion de la colonizacion en el
paciente con FQ. El biotipo mas frecuentemente aislado en estos
pacientes es el I, que es uno de los que conllevan una mayor
virulencia.

Aunque no hay evidencia clinica, hay acuerdo generalizado del
beneficio del tratamiento antimicrobiano en los pacientes
con FQ colonizados por este patégeno. 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 produccion de betalactamasas. Un numero relativamente
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importante de las cepas de H. influenzae en los pacientes
con FQ es resistente a amoxicilina sin producir betalactamasa.
Este fenotipo, denominado BLNAR (beta-lactamase-negative ampi-
cillin-resistant), es debido a alteraciones en las PBP que confieren
también pérdida de sensibilidad a la asociacion de amoxicilina-
clavulanico y cefalosporias orales. Su incidencia en un amplio
estudio realizado con pacientes seguidos en la Unidad de FQ del
Hospital Universitario Ramoén y Cajal fue algo mayor del 5%, pero
podrian estar aumentando en los Gltimos afios'®.

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 que en
P. aeruginosa, con cepas hipermutadoras. En Espafia, se han
descrito casos de pacientes persistentemente colonizados por
H. influenzae resistentes a las fluoroquinolonas. Este hallazgo es
excepcional y la seleccion del mecanismo de resistencia implicado
en ello, alteraciones en gyrA y parC, se relaciona con la
administracion previa de fluoroquinolonas y el fenotipo
hipermutador'®-2°,

Streptococcus pneumoniae

En la mayoria de las series, su incidencia no supera el 20%, y es
mayor en las etapas iniciales de la enfermedad, en 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 general anual
media del 5,5%; todos los pacientes en los que se aislé tenian
menos de 12 afios edad?’. En el 35% de los casos, su aislamiento
tenia relacion con un episodio de exacerbacion, aunque sélo en el
27% de éstos se identifico como Unico patdgeno 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.

En cuanto al aspecto de la patogenia, S. pneumoniae se
comportaria como S. aureus, que es capaz de adherirse a la
superficie mucosa, lo que favorece las infecciones broncopulmo-
nares cronicas. Otro posible factor de virulencia, comdn con
P. aeruginosa y S. aureus, es su capacidad para elaborar productos
extracelulares que estimulan la secrecion mucosa y 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®2. Al igual que H. influenzae, puede producirse
una persistencia de clones especificos en muchos casos multi-
rresistentes, que presentan tasas de mutacion mayores que la de
los aislados que no proceden de estos pacientes. La deteccion,
en estos pacientes, de serotipos similares a los que cubre la
vacuna heptavalente contra S. pneumoniae justificaria su
utilizacion y podria reducir el estado de portador por serotipos
multirresistentes.

Burkholderia cepacia complex

Se ha comprobado que los organismos identificados como
B. cepacia forman un grupo muy heterogéneo y constituyen un
complejo de especies fenotipicamente similares®>. Hay al menos 9
variedades genomicas dentro del complejo: B. cepacia (variedad
genomica I), B. multivorans (variedad genémica II), B. cenocepacia
(variedad genémica III), B. stabilis (variedad gendémica IV),
B. vietnamiensis (variedad genomica V), B. dolosa (variedad

genomica VI), B. ambifaria (variedad genomica VII), B. anthina
(variedad genomica VIII) y B. pyrrocina (variedad gendmica IX) y
otras 15 especies dentro del género Burkholderia®*. La variedad
genomica I es un patogeno de plantas y contiene la especie tipo. La
mayoria de los aislamientos de pacientes con FQ se incluyen
dentro de B. cenocepacia y B. multivorans.

B. cepacia aparecié hace mas de 25 afios como un importante
patégeno oportunista en estos pacientes. Con frecuencia, la
infeccion pulmonar producida por esta bacteria es cronica, dificil
de tratar con antimicrobianos por su multirresistencia y conlleva
importantes morbilidad y mortalidad. En estos pacientes, se ha
asociado con lo que se ha denominado sindrome cepacia, que se
caracteriza por fiebre alta, bacteriemia, bronconeumonia, dete-
rioro pulmonar rapido y muerte en mas del 60% de los casos. La
transmision 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.2%. En algunos
centros se excluye a los pacientes colonizados con B. cepacia de los
programas de trasplante pulmonar, debido al mal pronéstico®>24,
Sin embargo, para otros autores seria necesario valorar la
infeccion con diferentes especies dentro del complejo de forma
individualizada.

Los estudios epidemiologicos indican que las diferentes
variedades gendmicas son diversas en cuanto a su frecuencia de
transmisién y patogenia®*. B. cenocepacia es frecuente en suelo
agricola, pero no en sitios urbanos, y hasta ahora no esta
claramente demostrado que los pacientes se contagien de fuentes
ambientales. Conlleva una elevada transmisién y mal pronoéstico y
la transmisidon entre pacientes se relaciona con uno o dos
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. B. gladioli es un patdgeno de plantas aislado
tradicionalmente del gladiolo y el 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 dificil diferenciarlas
mediante técnicas convencionales?>.

Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter spp. y otros bacilos
gramnegativos no fermentadores

S. maltophilia y Achromobacter xylosoxidans se encuentran mas
frecuentemente que B. cepacia complex en pacientes con FQ y
enfermedad pulmonar avanzada, pero generalmente son menos
virulentos.

S. maltophilia es un bacilo gramnegativo no fermentador,
oxidasa negativo y resistente a la mayoria de los antimicrobianos.
Hay factores que predisponen a la colonizacion por este micro-
organismo, como el uso prolongado de antimicrobianos. Sin
embargo, parece que no predispone la hospitalizacion previa o
el contacto con personas colonizadas, aunque si se ha descrito
colonizacién con la misma cepa en diferentes pacientes®*.
S. maltophilia suele producir una colonizacién transitoria, aunque
en alrededor del 10% de los casos se ha documentado colonizacion
crénica®®. En un estudio, se observo una peor supervivencia a los 5
afios de los pacientes con S. maltophilia; sin embargo, en
otros no se evidencia un deterioro clinico relacionado con esta
bacteria®®. La prevalencia de colonizacién en pacientes con FQ ha
aumentado en los Gltimos afios, 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
erroneas?*,
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A. xylosoxidans es también un bacilo gramnegativo que puede
confundirse con P. aeruginosa no pigmentada o con B. cepacia®®. No
hay estudios que examinen el efecto de esta bacteria en la funcion
pulmonar y en la mortalidad. En un estudio, se ha relacionado 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 casos de pacientes colonizados con la
misma cepa en el mismo centro, y aunque no se encontr6 la
fuente, estuvieron hospitalizados al mismo tiempo?*.

Ralstonia, género establecido en 1995, agrupa diferentes
especies patogenas en humanos: R. pickettii, R. paucula,
R. gilardii y R. mannitolilytica®®. Son bacilos gramnegativos no
fermentadores, oxidasa positivos, y se consideran patogenos
oportunistas que pueden producir infecciones graves en pacientes
inmunodeficientes. Estos organismos pueden crecer en los medios
selectivos para B. cepacia, y con los métodos fenotipicos
convencionales se pueden identificar de forma errénea'”.

Pandoraea es un bacilo gramnegativo no fermentador que se ha
aislado de muestras ambientales, muestras clinicas y reciente-
mente en muestras de pacientes con FQ, que es capaz de crecer en
medios selectivos para B. cepacia. Este género, descrito en 2000,
contiene 5 especies: P. apista, P. sputorum, P. norimbergensis,
P. pnomenusa y P. pulmonicola y otras 4 genoespecies todavia sin
nombre (variedad genémica 1 a 4). El género mas cercano
filogenéticamente es Burkholderia y comparte caracteristicas
fenotipicas con Ralstonia. Parece que son potencialmente pat6-
genos en pacientes con FQ y se ha descrito transmision entre
pacientes. Clinicamente es mas virulenta que Ralstonia spp. o
B. gladioli. La identificacion fenotipica no es fiable y requiere
técnicas moleculares'’. Es resistente a muchos antimicrobianos, lo
que limita las opciones terapéuticas.

Inquilinus sp. es un nuevo género descrito en 2002, al realizar
estudios taxonomicos de las bacterias gramnegativas no habitua-
les obtenidas de secreciones respiratorias de pacientes con FQ. Es
un bacilo gramnegativo no fermentador que pueden crecer en
medios selectivos para B. cepacia, pero puede no crecer en
MacConkey'”. En este género se incluye la especie I. limosus mas
otra atn sin nombre. Puede tener aspecto mucoide y es resistente
a colistina y a todos los betalactamicos, excepto imipenem. No hay
datos suficientes para conocer el significado clinico de estas
bacterias en estos pacientes.

En pacientes con FQ se han aislado, ademas, otras bacterias
gramnegativas, como Comamonas acidovorans, Comamonas testosteroni,
Acinetobacter calcoaceticus o Chryseobacterium indologenes.

Enterobacteriaceae

Las enterobacterias se pueden aislar del tracto respiratorio de
pacientes con FQ, aunque generalmente son colonizaciones
transitorias y no estan relacionadas con enfermedad grave'”. Se
pueden encontrar en el 1-4% de los pacientes, y en el 10% de los
casos de exacerbaciones agudas. Se aislan con mayor frecuencia
en nifos de 0 a 5 afios, generalmente antes de que se produzca
una colonizacién crénica por P. aeruginosa. Entre las enterobac-
terias, Escherichia coli es la que se aisla con mayor frecuencia,
seguido de Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. y
Proteus spp. Su deteccion puede ser compleja cuando esta
presente P. aeruginosa por competencia durante el crecimiento.
Aunque no es muy frecuente, las enterobacterias pueden producir
infecciones cronicas, 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.
Al igual que con P. aeruginosa, la infeccion cronica conlleva el

desarrollo de multirresistencia. 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.

Mycobacterium spp.

Los pacientes con FQ tienen un riesgo mayor de sufrir
colonizacidn-infeccion respiratoria por micobacterias no tubercu-
losas (MNT), probablemente debido a bronquiectasias e infeccio-
nes crénicas y recurrentes del pulmén®. A diferencia de lo que
ocurre en el caso de la tuberculosis, el contagio se produce muy
raramente por contacto persona a persona y el tipificado de las
cepas aisladas en los pacientes ha demostrado la ausencia de
transmision cruzada entre ellos. Las MNT tienen una distribucion
amplia en la naturaleza y se encuentran principalmente en el
agua, el suelo, las plantas y los 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 deteccién e identificacién de las MNT?728,

En series publicadas, la prevalencia varia ampliamente, segiin
los centros, del 2 al 28%, si bien la media se situaria entre el 5 y el
15%2772%, Las prevalencias mas bajas podrian deberse a series
basadas en un solo cultivo, a no utilizar técnicas de descontami-
nacion adecuadas para evitar el sobrecrecimiento de otras
bacterias o la poca calidad de las muestras, sobre todo en
pacientes pediatricos con dificultades para expectorar.

Las especies que se aislan mas frecuentemente son
M. avium complex (MAC), M. avium con mayor frecuencia que
M. intracellulare, seguida de M. abscessus. La edad de los pacientes
parece influir en la frecuencia y las especies de MNT aisladas. En
menores de 10-12 afios la prevalencia seria del 4-5% y la mas
frecuente, M. abcessus, junto con otras MNT de crecimiento rapido
como M. chelonae y M. fortuitum?®. La prevalencia va aumentando
con la edad, mas del 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
M. gordonae y mas raramente M. kansasii. En nuestro pais
no se ha publicado ningin estudio multicéntrico, pero si se han
notificado algunas series con frecuencia de aislamiento variable,
del 4 al 25%2°,

Las bacterias de crecimiento rapido en el esputo de los
pacientes con FQ pueden ser una causa de que la prevalencia real
de MNT esté subestimada. La tasa de cultivos contaminados, en el
caso de pacientes con FQ (24-45%), contrasta claramente con la
general (2,5-3%) del Laboratorio de Micobacterias. Principalmente
P. aeruginosa, que se encuentra en el tracto respiratorio de mas del
80% de estos pacientes y alrededor de un tercio de los aislados
presentan fenotipo mucoso y sobreviven al tratamiento de
descontaminacion sistematico con N-acetil-L-cisteina+2% NaOH.
La inoculacion simultinea en medios soélidos, preferentemente
Lowestein-Jensen, y medios liquidos mejora el ndmero de
micobacterias recuperadas y disminuye el de muestras finalmente
informadas como contaminadas hasta cerca del 17%. Para eliminar
eficazmente P. aeruginosa, el procesamiento previo de Ilas
muestras respiratorias de pacientes con FQ deberia incluir
tratamiento con acido oxalico al 5% en un segundo paso, después
de la descontaminacién con N-acetil-L-cisteina+2% NaOH. Este
tratamiento mas agresivo reduce eficazmente la contaminacion
por bacterias de rapido crecimiento hasta un 6-8%, pero puede
inactivar entre un 25 y un 30% de las micobacterias, sobre todo en
muestras con una carga bacteriana baja. Para minimizar este
efecto, se ha propuesto realizar la descontaminacion en dos etapas
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con N-acetil-L-cisteina+2% NaOH y el acido oxalico al 5% s6lo 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. Este método es mas sencillo
y rapido pero tiene el inconveniente de que la muestra
descontaminada no puede inocularse a los medios liquidos
automatizados. Esto se debe a que la adicion de lecitina al medio
liquido, necesaria para neutralizar la accion de la cicloheximida,
da lugar a fluorescencia inespecifica que impide la lectura
automatica de los frascos.

La distincion entre infeccién pulmonar activa y colonizacion no
es facil en el paciente con FQ. Las recomendaciones publicadas por
la American Thoracic Society (ATS) para el diagnostico de
infeccion pulmonar por MNT incluyen criterios bacterioldgicos,
clinicos y radiolégicos; los dos ultimos son muy dificiles de
establecer. La definicién 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 y, en el caso de que sean negativos, prolongarlos al menos
durante 1 afio para descartar la infeccion. En bastantes pacientes
la colonizacidon es ocasional ya que los cultivos repetidos son
negativos, sobre todo en el caso de M. avium. La tincion directa es
de gran importancia, ya que los pacientes que presentan tinciones
positivas cumplen criterios bacterioldgicos con mayor frecuencia
y se ha apuntado que podrian ser indicativas de infeccién activa.
Asimismo, el aislamiento repetido de MNT se asocia significati-
vamente con enfermedad pulmonar granulomatosa diagnosticada
por necropsia en pacientes con FQ. Los pacientes con aislamiento
de M. abscessus cumplen los criterios bacteriol6gicos 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 tomografia computarizada y se han
descrito con mayor frecuencia casos de enfermedad invasiva
mortal. M. abscessus, ademas, puede ser la causa de infeccion
diseminada tras el trasplante pulmonar y la posterior terapia
inmunosupresora.

La identificacion 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
DNA-RNA (AccuProbe), la amplificacion de secuencias genéticas
seguidas de hibridacion (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 patogena 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 sodico o la utilizacién del
citrato, pero puede ser necesaria la amplificacion seguida de
restriccion del gen hsp65 o secuenciacion genética del 16S del
ARNTr o del gen hsp65.

El estudio de la sensibilidad se recomienda s6lo en el caso de
aislamientos que se consideren clinicamente significativos. En los
aislamientos de MAC el tratamiento antibidtico esta protocoliza-
do, pero puede ser recomendable el estudio de la sensibilidad a los
macrolidos (claritromicina). En el caso de M. abcessus, no hay un
consenso sobre el tratamiento a utilizar, ya que esta micobacteria
es especialmente resistente a numerosos antibidticos y la eleccion
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 deteccibon e
identificacion genéticas directas cuando la tincion de la muestra
sea positiva.

Aspergillus y hongos levaduriformes

La prevalencia de Aspergillus en muestras respiratorias de
pacientes con FQ varia desde el 6 al 57% segln 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%
persiste en cultivos sucesivos y su aislamiento normalmente
representa colonizacion pulmonar. En el 2-10% de estos pacientes
la principal complicaciéon es la aspergilosis broncopulmonar
alérgica (ABPA), una hipersensibilizacion a los antigenos de
Aspergillus con estimulacion de la respuesta inmunitaria celular
y produccién de anticuerpos especificos®°. La prevalencia es baja
en menores de 6 afios y es mas elevada en los pacientes en peores
condiciones clinicas. Las principales manifestaciones de esta
enfermedad son respiracion sibilante, aparicion de infiltrados
pulmonares, bronquiectasias y fibrosis.

El diagnostico clinico de ABPA es dificil en estos pacientes ya
que las manifestaciones de la enfermedad no son faciles de
diferenciar de las exacerbaciones agudas que sufren. Tampoco lo
es el diagnostico microbioldgico ya que el aislamiento de
Aspergillus en el esputo no es suficiente para el diagnostico de
ABPA, pero si se ha demostrado una correlacion positiva entre
anticuerpos especificos en suero y afectacion de la funcion
pulmonar. El tratamiento profilactico con antibioticos predispone
a la colonizacion por hongos, aunque raramente se han notificado
casos de aspergiloma o aspergilosis invasiva en pacientes con FQ,
excepto en trasplantados 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 ciprofloxacino o
amikacina. La especie mayoritaria es Aspergillus fumigatus, aunque
otras especies también se han descrito en una proporcion mucho
menor. Scedosporium apiospermum (3-8,6%) seria el segundo en
importancia en algunas series. A diferencia de Aspergillus, sus
esporas se encuentran raramente en el ambiente y los mecanis-
mos de transmision y colonizacion 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 demostrarlo en los pacientes que presentan anticuerpos
frente a Aspergillus.

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

Virus respiratorios y otros patogenos

A pesar del papel central de las infecciones bacterianas, hay
otros factores no bacterianos implicados en la progresion de la
enfermedad pulmonar en los pacientes con FQ. Durante la Gltima
década se ha evaluado en estos pacientes el impacto de las
infecciones por virus respiratorio sincitial (VRS), virus de la gripe,
adenovirus, virus parainfluenza, rinovirus y, mas recientemente,
metapneumovirus, pero no por otros virus causales de infecciones
respiratorias como coronavirus o bocavirus®>'. También se ha
considerado la implicacion de bacterias atipicas como
Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Bordetella
pertussis y Legionella pneumophila®'. En general, en el 5-20% de los
pacientes con exacerbaciones agudas se puede demostrar una
etiologia viral o por las bacterias sefaladas, 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 los estudios el diagnostico fue serologico y
adolecen de la falta de técnicas directas y rapidas. Recientemente
también se ha sefialado a Pneumocystic jirovecci como un agente
que podria tener un papel relevante en la FQ y cuya importancia
estaria infravalorada.

La incidencia de infecciones virales en estos pacientes no es
mayor que en la poblacion general y en nifios menores de 2 afios
incluso mas baja, debido probablemente a una exposiciéon menor.
Sin embargo, la infeccion respiratoria puede ser mucho mas grave
con mayor afectacion de vias bajas, mayor incidencia de
exacerbaciones agudas, hospitalizacion y deterioro de la funcion
pulmonar. Ademas, puede predisponer a la infeccion por bacterias
al dafiar el epitelio respiratorio y facilitar la adherencia bacteriana.
Algunos autores han encontrado asociaciéon con un riesgo mayor
de infeccion por P. aeruginosa, o con una afectacion mayor,
indicada por el aumento en el titulo de anticuerpos
anti-Pseudomonas, en los pacientes con infeccion cronica por este
microorganismo. Un mayor nimero de infecciones virales al afio
se correlaciona con progresion de la enfermedad pulmonar con
disminucion del indice de Swachman, (FEV;) o la capacidad
vital forzada (FVC) y se ha demostrado que un ndamero
significativo de episodios de exacerbaciébn pulmonar son
precedidos por infecciones respiratorias virales.

Tipos de muestras, recogida, transporte y conservacion

El lavado broncoalveolar es la muestra considerada de
referencia en el estudio microbiolégico del paciente con FQ. Sin
embargo, el esputo es la mas utilizada, por su facilidad de
obtencion y buena correlacion con el lavado broncoalveolar. En los
pacientes en quienes no se puede obtener muestras de esputo o en
los nifios pequeiios suele recurrirse a los aspirados bronquiales o a
tomas retrofaringeas. Otras muestras utilizadas son los broncoas-
pirados y cepillados bronquiales. La recogida de las muestras en
estos pacientes debe seguir las consideraciones generales>2.

Esputo. 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, ya que aunque a temperatura ambiente la
viabilidad de S. aureus y P. aeruginosa no se ve afectada en las
primeras 24-48h, 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.

Lavado broncoalveolar. Esta recomendado en los pacientes con
escasa expectoracion, con antibioterapia previa prolongada, en los
casos particulares de sospecha de colonizacién por B. cepacia,
cuando se vaya a aplicar técnicas de biologia molecular o en el
seguimiento de los pacientes sometidos a trasplante pulmonar.

Muestras retrofaringeas. Su valor diagnostico puede variar
dependiendo de la edad del paciente y del patron de colonizacion.
En el caso de P. aeruginosa y en pacientes menores de 5 afos el
valor predictivo positivo es cercano al 95% y el valor predictivo
negativo, del 40%, y son algo inferiores para S. aureus. Por el
contrario, en pacientes jovenes sin expectoracion el valor
predictivo positivo para P. aeruginosa es menor (83%) y algo
mayor el valor predictivo negativo (70%); los valores correspon-
dientes para S. aureus son del 91 y el 80%, respectivamente. Se ha
demostrado que el valor diagnostico aumenta cuando se incre-
menta el nimero de tomas orofaringeas estudiadas.

Valoracion y manejo de la muestras en el laboratorio
de microbiologia

En general, se recurre a la tincion de Gram para valorar la
idoneidad del esputo para el cultivo. El cultivo debe realizarse con
los esputos que presenten mas de 25 leucocitos y menos de 25
células epiteliales por campo microscopico 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 éstos pueden formar acimu-
los en las secreciones (biopeliculas), o de las células inflamatorias,
que no siempre se distribuyen de forma homogénea. Se estima
que con los criterios habituales de valoraciéon de la tincion de
Gram, hasta el 40% de las muestras de esputo de los pacientes con
FQ serian inadecuadas para el cultivo y, sin embargo, ofrecen
resultados valorables.

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. También se ha recomendado emplear
una homogeneizacion mecanica (sonicaciéon suave) o utilizar
simplemente suero salino'’.

Procesamiento de las muestras respiratorias para
cultivo cuantitativo

Finalidad y justificacion del cultivo cuantitativo

El diagnostico y el seguimiento microbiologico cualitativo y
cuantitativo de la colonizacion-infeccion de las vias respiratorias
son una herramienta clave para el manejo clinico de los pacientes
con FQ. Segin las Gltimas recomendaciones de la Fundacion
Americana de FQ, se deben obtener muestras respiratorias para
estudio microbioldgico en las siguientes premisas: a) al menos
una cada 3 meses en pacientes clinicamente estables y sin
exacerbaciones pulmonares; b) durante los cuadros de exacerba-
cion pulmonar; ¢) en caso de cambio del estado clinico; d) en caso
de hospitalizacién, y e) cuando esté indicado por motivos
epidemioldgicos. Es particularmente importante realizar un
seguimiento continuo a los nifios con diagnéstico temprano de
FQ que permita detectar la colonizacion inicial por P. aeruginosa y
la instauracion de tratamientos antimicrobianos agresivos para
prevenir la persistencia de la colonizacioén inicial y retrasar la
infeccion cronica'.
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Tabla 1
Medios de cultivo recomendables, condiciones 6ptimas de incubacién y objetivos

Condiciones de Comentario

incubacion

Medio de cultivo

Agar sangre 35°C48h 035°C

Crecimiento de microbiota habitual. Util para visualizar 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 hay cocolonizacién por P. aeruginosa, se

recomienda incubar en anaerobiosis o sustituir este medio por agar chocolate suplementado con

24 h+temperatura
ambiente 24 h
Agar chocolate 35°C, 48 h, CO,
bacitracina y colistina
Agar manitol-sal 35°C48 h

Medio selectivo diferencial para S. aureus. En pacientes con colonizacion cronica por S. aureus resistente

a meticilina puede utilizarse, ademas, una placa con medio especifico para su aislamiento (medio
cromogénico suplementado con cefoxitina o similares)

35°C48h 0 35°C
24 h+temperatura
ambiente 24 h
35°C48h 0 35°C
24 h+temperatura
ambiente 24 h
35°C hasta 5 dias o
35°C 2 dias+30°C 3

Agar de MacConkey

Agar cetrimida

BCSA, OFPBL o PC

dias
Saboraud + cloranfenicol + actidiona 35°Cy 30°C, hasta 4
semanas
Lowestein Jensen o Coletsos y 35°C, hasta 4
medios liquidos selectivos de semanas la muestra

enriquecimiento

Medio selectivo diferencial para bacilos gramnegativos, incluidos P. aeruginosa y otros bacilos
gramnegativos no fermentadores

Medio selectivo diferencial para P. aeruginosa

Medio selectivo diferencial para B. cepacia complex

Medios selectivos para el crecimiento de hongos

Tienen como objetivo el aislamiento de micobacterias. Debe realizarse una descontaminacion previa de

Ademas de la necesidad de utilizar medios selectivos especi-
ficos, otra recomendacion particular es realizar siembras cuanti-
tativas que permitan conocer la cantidad de los distintos
microorganismos presentes en las secreciones respiratorias, un
seguimiento mas preciso de la evolucion temporal del proceso de
colonizaciéon cronica y valorar la eficacia de los distintos
tratamientos instaurados>>. Ademas, puede facilitar el aislamiento
de patogenos que estén en baja proporcion, asi como la deteccion
de un mayor nimero de morfotipos de P. aeruginosa. Desde el
punto de vista metodologico, la siembra cuantitativa puede
realizarse siguiendo los procedimientos convencionales de dilu-
cion 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 semiautomaticos de
siembra cuantitativa, como los sistemas de siembra en espiral.

Medios de cultivo y condiciones de incubacion

El cultivo microbiologico de las secreciones respiratorias de los
pacientes con FQ debe incluir medios generales y selectivos-
diferenciales para los patdgenos habituales y una incubacion algo
mas prolongada que la que se realiza con las muestras de otros
pacientes. Con ello se facilita la recuperacion de microorganismos
que se encuentren en baja proporcion, sobre todo cuando hay una
colonizacién simultinea con P. aeruginosa. Se recomienda una
incubacion de al menos 48 h, las primeras 24 h a 35-37 °C y luego
a 30°C para facilitar el crecimiento de posibles bacilos gramne-
gativos no fermentadores. En algunos protocolos se recomienda
especificamente la incubacion de los medios entre 3 y 5 dias. En la
tabla 1 se indican los medios de cultivos mas utilizados, las
condiciones 6ptimas de incubacién y su objetivo.

El cultivo de micobacterias requiere la utilizacion 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
que se solicite el cultivo para micobacterias es necesario realizar
una baciloscopia mediante tincion de acido-alcohol resistencia
(Ziehl-Neelsen) o de fluorescencia adecuada para estos micro-

organismos (auramina-rodamina). Una tincién positiva no indica
la presencia de M. tuberculosis ya que, como se indic6 con
anterioridad, este patégeno es infrecuente en el fibrético quistico,
no asi las micobacterias atipicas. La frecuente presencia de
P. aeruginosa en los esputos de estos pacientes requiere una
descontaminacion eficiente antes de su cultivo.

Los medios de cultivo empleados para los hongos no difieren
de los utilizados habitualmente para muestras en las que se
sospeche la presencia de estos microorganismos (tabla 1). Se ha
recomendado la adicion de gentamicina, amikacina o ciproflo-
xacino para inhibir la fuerte carga bacteriana que puede dificultar
su crecimiento.

Consideraciones generales para la identificacion de los agentes
etiologicos en el contexto de la fibrosis quistica

En términos generales, para identificar los agentes etiologicos
implicados pueden seguirse los procedimientos empleados habi-
tualmente en cualquier otro proceso infeccioso, aunque es
importante tener en cuenta una serie de consideraciones
especificas.

La identificacion de S. aureus mediante las pruebas tradicio-
nales de la coagulasa o la DNasa no presenta mayores problemas
en el contexto de la FQ, aunque las morfologias coloniales atipicas
(pequeiio tamafio, no hemoliticas, no pigmentadas) de los
mutantes SCV auxotroficos para timidina, tipicos de esta
enfermedad, pueden dificultar su reconocimiento en los medios
de cultivo.

P. aeruginosa es, en principio, facilmente reconocible en el
laboratorio. No obstante, en los pacientes con FQ es muy frecuente
encontrar multiples morfologias coloniales atipicas entre las que
cabe destacar las colonias mucoides o las SCV33, Otras morfologias
coloniales frecuentes en la FQ son los morfotipos metalico y el
rugoso. Ademas, es frecuente encontrar cepas no pigmentadas,
carentes del pigmento verde caracteristico; en otras ocasiones
presentan otros diferentes, como ocurre en las cepas de pigmen-
tacién marron, hiperproductoras de piomelanina®3. Asimismo, la
identificacion basada en pruebas bioquimicas mediante galerias
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comerciales, como el API 20NE o las incluidas en los sistemas
comerciales de microdilucion para la identificacion y el estudio de
sensibilidad (MicroScan, Wider, Vitek, etc.), resulta a menudo
dificultosa, principalmente debido al frecuentemente lento creci-
miento en medio liquido de estas cepas, asi como a su muchas
veces disminuida capacidad de asimilacion de los sustratos
incluidos.

Teniendo en cuenta que B. cepacia es altamente transmisible,
resistente a muchos antimicrobianos y puede conllevar un mal
pronoéstico, es importante usar métodos adecuados para su
deteccion e identificaciéon®2. B. cepacia, especialmente cuando se
obtiene de muestras respiratorias de pacientes con FQ, puede
necesitar 3 dias de incubacion antes de que se vean las colonias en
el medio selectivo. Las colonias en agar sangre o en los medios
selectivos son lisas y ligeramente levantadas y, ocasionalmente,
mucoides. Las colonias en MacConkey se ponen de rosa oscuro a
rojo debido a la oxidacion 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 descarboxilasa positiva, mientras que no lo son
R. pickettii, B. gladioli o Pandoraea spp. B. gladioli no oxida la
lactosa, la maltosa y la sacarosa. Sin embargo, algunas B. cepacia
de la variedad gendmica III (B. cenocepacia) tampoco acidifican
estos azlcares.

Los sistemas de identificacion comerciales no son capaces de
diferenciar entre las diferentes especies dentro del complejo y a
menudo fallan en separar B. cepacia complex de otras especies o
géneros relacionados como B. gladioli, R. pickettii, R. mannitolilytica
y Pandoraea spp.>3. En los estudios que han comparado diferentes
sistemas comerciales, el API 20NE parece ser el mejor sistema
comercial para identificar B. cepacia complex. Los sistemas auto-
matizados como Vitek o MicroScan no son seguros para identificar
estas bacterias. Se han usado diferentes métodos para identificar
las variedades genomicas dentro del género Burkholderia.
Las pruebas fenotipicas pueden ser capaces de diferenciar
B. multivorans y B. stabilis. Entre las especies dentro del complejo
hay algunas caracteristicas que pueden ayudar a la identificacion.
Por ejemplo, B. multivorans, B. stabilis y B. dolosa no son capaces de
oxidar la sacarosa. B. stabilis es ornitina descarboxilasa positiva,
mientras que las otras dos son negativas. B. multivorans y B. dolosa
se diferencian en la lisina descarboxilasa, pero es positiva en soélo
el 53% de B. multivorans.

En cualquier caso, frecuentemente es dificil diferenciar estas
especies mediante técnicas convencionales y se requiere la
utilizacion de técnicas moleculares, descritas en apartados
posteriores.

Estudio de la sensibilidad a los antibioticos
Pseudomonas aeruginosa

La periodicidad recomendada para la realizacion de estudios de
sensibilidad a los antibidticos de las cepas de P. aeruginosa de
pacientes con FQ es esencialmente la misma que la recomendada
para la obtenciéon de muestras respiratorias. En términos genera-
les, la sensibilidad de los aislados procedentes de las exacerba-
ciones pulmonares suele coincidir con aquella obtenida en los
altimos cultivos realizados en situacidon basal; por lo tanto, se
puede utilizar estos datos para establecer 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.

Respecto a las técnicas que se debe emplear, se consideran de
referencia la dilucion en agar y la microdilucion, segin Ilas
directrices del CLSIL Los sistemas comerciales de microdilucion
han logrado, en general, resultados poco satisfactorios, con altas
tasas de errores muy graves (falsa sensibilidad), y por lo tanto no
se recomienda utilizarlos®*. Por el contrario, tanto la difusién con
discos como el Etest (qué ademas permite determinar el valor
preciso de CMI) han obtenido resultados satisfactorios en
comparacion con las técnicas de referencia, por esto la Fundacion
Americana de FQ recomienda enérgicamente su empleo como
técnica sistematica en detrimento de los sistemas comerciales de
microdilucién. El Etest, ademas, permite determinar la CMI de
tobramicina en un amplio intervalo de concentraciones y, por
tanto, aplicar los dos puntos de corte propuestos para este
antibiotico: el recomendado por el CLSI para administraciéon por
via sistémica (resistente >16 pug/ml) y el recomendado reciente-
mente para administracion por via inhalatoria (resistente
>128 ug/ml)*°. Independientemente de la técnica utilizada para
el estudio de la sensibilidad, debe prolongarse la incubacion de las
placas al menos hasta 24 h 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 nimero 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 deteccion de cepas
hipermutadoras mediante la documentacion de las subpobla-
ciones de mutantes resistentes (SMR) caracteristicas de este tipo
de cepas®335. Seglin estudios previos, la presencia de SMR para al
menos 3 de los antibioticos probados (ceftazidima, imipenem,
meropenem, ciprofloxacino y tobramicina) puede utilizarse como
criterio en la identificacion de este tipo de cepas. La deteccion de
cepas hipermutadoras puede ser de utilidad para el manejo clinico
de la colonizacion-infeccion cronica por P. aeruginosa, ya que,
como se ha comentado anteriormente, estas cepas son capaces de
desarrollar resistencia rapidamente a la mayoria de los antibio-
ticos y, por lo tanto, siempre se debe utilizar terapia combinada
para su tratamiento.

Debido a la frecuente presencia de cepas de P. aeruginosa
multirresistentes e incluso panresistentes en el contexto de la FQ,
en ocasiones puede ser necesario recurrir al estudio de la
actividad de combinaciones de antibidticos (estudios de sinergia)
para la eleccion del tratamiento mas adecuado. La técnica de
referencia, aunque tediosa, es la microdiluciéon en tablero de
ajedrez. También se han evaluado técnicas basadas en el Etest, con
resultados aceptables y, por lo tanto, aparentemente aplicables en
la practica habitual por su relativa sencillez. Otra técnica, utilizada
actualmente en centros de referencia en Estados Unidos, deter-
mina la actividad bactericida de combinaciones de dos o mas
antibioticos (técnica denominada MCBT de las siglas inglesas
multiple-combination bactericidal antibiotic testing). No obstante,
su uso no mejord la respuesta clinica en comparaciéon con la
eleccion de antimicrobianos basada en los estudios de sensibili-
dad convencionales, por lo que no se recomienda su utilizacion de
forma sistematica, aunque puede resultar Gtil para casos particu-
lares de infeccién por cepas multirresistentes o panresistentes'”.

Otros microorganismos

Sin animo de pretender realizar una revision exhaustiva de las
técnicas, condiciones y connotaciones, mas adecuadas para el
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estudio de la sensibilidad a los antibiéticos de todos y cada uno de
los patogenos potencialmente causantes de colonizacion-
infeccién respiratoria cronica en los pacientes con FQ, este
apartado se limitard a resefiar los aspectos diferenciales o de
particular relevancia en el contexto de esta enfermedad.

Para el estudio de la sensibilidad a antibioticos de S. aureus 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 FQ y, por lo tanto,
la importancia de su correcta deteccion. Tanto el disco de
cefoxitina, la siembra en medio de cribado con oxacilina como
la aglutinacion en latex para la deteccion de la PBP2a o la
deteccion por PCR del gen mecA resultan adecuados para este
propdsito. La deteccion de la resistencia a meticilina por las
técnicas basadas en el cultivo del microorganismo puede ser mas
compleja en los mutantes SCV, por lo tanto, es especialmente
recomendable en estos casos la deteccion directa de la PBP2a o del
gen mecA.

Respecto al estudio de la sensibilidad a antibidticos de
H. influenzae, cabe destacar dos aspectos diferenciales caracteris-
ticos 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 betalactamicos en este micro-
organismo no debe basarse Gnicamente en la deteccion de la
produccion de betalactamasa (estrategia recomendada en proce-
dimientos de otros paises); debe estudiarse la sensibilidad a
ampicilina, preferiblemente por técnicas que permitan determinar
la CMI, como la microdilucion o el Etest. Otro aspecto relevante y
caracteristico de las cepas procedentes de pacientes con FQ es la
alta prevalencia (que puede llegar hasta el 20%) de aislados
resistentes (CMI> 1 pg/ml) a fluoroquinolonas, hecho extremada-
mente infrecuente fuera del contexto de esta enfermedad'®. Es
recomendable la determinacion de la CMI (Etest o microdilucion)
para ciprofloxacino u otras fluoroquinolonas o la deteccion de la
posible pérdida de sensibilidad a las fluroquinolonas con un disco
de acido nalidixico.

Hasta la fecha no hay recomendaciones especificas en cuanto
al método mas adecuado para el estudio de la sensibilidad a
antibioticos de B. cepacia complex, S. maltophilia, A. xylosoxidans u
otros bacilos gramnegativos no fermentadores en el contexto de la
FQ y, por lo tanto, debe seguirse la metodologia habitualmente
utilizada en cada laboratorio (difusion con discos, Etest o
microdilucién). Es importante considerar que estos microorga-
nismos se caracterizan por presentar de forma natural resistencia
a muchos de los antibi6ticos convencionalmente utilizados para el
tratamiento de las infecciones por bacilos gramnegativos, 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, carbapenemes (todavia presentan
cierta actividad frente a A. xylosoxidans), aminoglucdsidos,
ciprofloxacino e incluso a antibéticos de Gltimo recurso, como
las polimixinas. Por el contrario, frecuentemente pueden ser
sensibles a otros antibioticos de uso infrecuente en el tratamiento
de las infecciones por bacilos gramnegativos y, generalmente, no
evaluados de forma sistematica. Entre ellos, se encuentra el
cotrimoxazol, la minociclina o las nuevas fluoroquinolonas;
antibioticos que deben ser especificamente estudiados en
caso de aislamiento de estos microorganismos. El cotrimoxazol,
de hecho, se considera el tratamiento de eleccion en las
infecciones por S. maltophilia, aunque la prevalencia de cepas
resistentes procedentes de pacientes con FQ estd aumentado
notablemente. Por el contrario, todas las cepas estudiadas
hasta la fecha son uniformemente sensibles a la minociclina. Las
nuevas fluoroquinolonas, como el levofloxacino y el moxifloxa-
cino, mejoran sustancialmente la actividad del ciprofloxacino, y

pueden resultar una opcion terapéutica de utilidad.
Particularmente en el caso de B. cepacia, la limitacion de las
opciones terapéuticas frecuentemente hace necesario recurrir a la
bGsqueda de sinergias entre 2 o incluso 3 antimicrobianos;
diversas combinaciones del meropenem, la tobramicina, el
cotrimoxazol, el moxifloxacino o la rifampicina se han utilizado
con este proposito.

Estudio de sensibilidad a los antibiéticos en biofilm

El estudio estandar de sensibilidad a los antimicrobianos en el
laboratorio de microbiologia se realiza con un inéculo preparado a
partir de microorganismos previamente crecidos hasta fase
exponencial o a partir de colonias aisladas en placas de cultivo
de 24-48 h (NCCLS-M7A6). Este inoculo se denomina de creci-
miento plankténico en contraposicion al que se prepara a partir de
bacterias desarrolladas en biopeliculas o de crecimiento sésil. Este
Gltimo se asemeja mas al crecimiento que se produce en el
pulmén del paciente con FQ. De hecho, diferentes autores han
seflalado que las discrepancias en la respuesta al tratamiento con
los resultados que se obtienen en los estudios de sensibilidad
podrian deberse a que éstos se realizan con un crecimiento
inadecuado de los microorganismos.

Dentro de la complejidad que presenta el estudio de sensibi-
lidad 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 microtitulacion, idénticas a las que se
utilizan para el estudio de sensibilidad por microdilucion,
cerradas con unas tapas que contienen pdas (o pinchos) que se
insertan en cada uno de los pocillos y sobre los que se desarrolla el
biofilm. Una modificacién 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
modificacién permite obtener un parametro de actividad anti-
microbiana, quizd mas representativo para el tratamiento de la
infeccién cronica que la propia CMI, denominado concentracion
inhibitoria de biopeliculas (CIB).

Interpretacion e informacion de los cultivos
cuantitativos secuenciales

Casi todos los trabajos en los que se ha valorado la utilidad y las
recomendaciones para la interpretacion de los cultivos microbio-
l6gicos se han realizado para P. aeruginosa. La utilizacion de
cultivos secuenciales de las secreciones respiratorias en los
pacientes con FQ permite conocer el patron de colonizacion y
definir el estadio de colonizacién broncopulmonar en el que se
encuentra el paciente (primocolonizacion, colonizacion intermi-
tente, colonizacién cronica) y confirmar, desde el punto de vista
microbioldgico, la presencia de exacerbaciones. Asimismo, la
realizacion de recuentos bacterianos en el cultivo facilita la
medicion de la respuesta al tratamiento en los pacientes con
colonizacidn crénica y documenta las exacerbaciones. Aunque hay
controversias al respecto, el incremento de los recuentos bacte-
rianos y el aumento del niimero de morfotipos de P. aeruginosa se
han relacionado con un deterioro de la funcién pulmonar.
También se ha evidenciado en los pacientes con colonizaci6n
por S. maltophilia. En la tabla 2 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 microbiologicos establecidos en la colonizacion-
infeccion pulmonar por P aeruginosa®®. Su objetivo es la
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Estadios de infeccién-colonizacién por P. aeruginosa y criterios microbioldgicos de valoracion

Estadio de infeccion-
colonizacion

Criterios microbioldgico

Criterios clinicos

Comentarios

Colonizacion inicial
(primocolonizacién o
colonizacion pionera)

Colonizacion esporadica o
intermitente

Colonizacion inicial con
infeccion broncopulmonar

Colonizacién cronica

Infeccion broncopulmonar
cronica (exacerbacion)

Deteccion del primer cultivo
positivo de P. aeruginosa en el
arbol bronquial

Cultivos intermitentemente
positivos 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, 1
mes entre ellos

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

Cultivos positivos persistentes
de P. aeruginosa: deteccion, en
un periodo de 6 meses, de al
menos 3 cultivos positivos para
P. aeruginosa en muestras
separadas entre si, al menos, 1
mes

Se utilizan los mismos criterios
microbiolégicos que en la
colonizacion cronica

No aparecen manifestaciones
clinicas ni respuesta
inmunolégica especifica

No hay signos de infeccién o
respuesta inmunoldgica patente

Aparicion de signos clinicos o
inmunoldgicos de infeccion

Ausencia de nuevos signos
clinicos de infeccion pero con
respuesta inmunitaria
consistente con la presencia de
P. aeruginosa

Signos clinicos de exacerbacion
0 con respuesta inmunitaria
incrementada durante la
colonizacion cronica

Suelen ser cepas con colonias no mucosas, con escasa
diversidad de morfotipos y sensibles a antimicrobianos

Pueden aparecer cepas con colonias mucosas y otros
morfotipos coloniales

Suelen ser cepas con colonias no mucosas, con escasa
diversidad de morfotipos y sensibles a antimicrobianos.
En pacientes sin estudio microbiol6gico puede utilizarse
como criterio diagnoéstico la aparicién o el aumento de
anticuerpos en dos muestras de sangre sucesivas
separadas al menos por 3 meses

Suele producirse por cepas con colonias mucosas y otros
morfotipos coloniales. Es el patron habitual en periodos
avanzados de la enfermedad

En pacientes sin estudio microbiol6gico puede utilizarse
como criterio diagndstico el aumento de anticuerpos en
dos muestras de sangre sucesivas

clasificacion de los pacientes para establecer pautas de trata-
miento antimicrobiano. Por el momento no hay criterios publica-
dos que definan los estadios de colonizacion por otros patdgenos.

La identificacion correcta de B. cepacia probablemente es
uno de los aspectos mas relevantes en el control microbiolégico
de los pacientes con FQ. El fallo en el reconocimiento de
este importante patdogeno 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 psicologico.
Asimismo, la importancia clinica de las diferentes variedades
gendémicas no es la misma por la que se deberia realizar la
identificacion de la variedad dentro del complejo B. cepacia.
Cuando se aisla este patdgeno, debe informarse lo mas rapida-
mente posible, y confirmar el resultado en un centro de referencia.
Asimismo, se deben aplicar medidas de control estrictas, particu-
larmente 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.

El informe del laboratorio de microbiologia para las muestras
respiratorias de pacientes con FQ debe incluir la identificacion y el
recuento (logaritmo de ufc/ml de esputo) de todos los micro-
organismos potencialmente patdgenos presentes, y su antibio-
grama 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. Particularmente,
debe especificarse, en su caso, la presencia de cepas con morfotipo
mucoso. En el informe del antibiograma se debe aplicar, como en
cualquier otro tipo de infeccion, los puntos de corte establecidos
para la administracion de los antibioticos por via sistémica;

también es recomendable aplicar puntos de corte especificos
para la via inhalada. Actualmente, s6lo hay recomendaciones
especificas para la tobramicina, que es el antibiético mas
frecuentemente usado como terapia de mantenimiento por via
inhalatoria en los pacientes con FQ?>. Los puntos de corte
establecidos indican considerar como potencialmente tratables
por esta via las cepas cuya CMI de tobramicina sea <64 pg/ml
(puntos de corte convencionales del CLSI <4 pig/ml sensible).

En funcion de la experiencia de cada centro, los estudios de
sensibilidad convencionales pueden completarse con la determi-
nacion de otros parametros descritos en apartados anteriores:
determinacion de la concentracion inhibitoria de biopeliculas
(CIB) y la concentracion inhibitoria de mutantes (CPM). Si bien
estos parametros no pueden sustituir, hoy por hoy, a la CMI
clasica, pueden aportar informacion complementaria Gtil en la
seleccion de los regimenes antibidticos mas adecuados para el
tratamiento de la infeccién crénica por P. aeruginosa. De igual
forma, seria recomendable realizar e informar los estudios de
sinergia en las cepas multirresistentes.

Asimismo, en funcion de la experiencia de cada centro, debe
valorarse la deteccién 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
antibioticos para su tratamiento debido al elevado riesgo de
desarrollar resistencia. Una de las cuestiones mas relevantes que
surgen al examinar los antibiogramas de las cepas hipermuta-
doras es como interpretar e informar los resultados de sensibili-
dad por la frecuente presencia de SMR. La aproximaciéon mas
conservadora seria considerar las subpoblaciones resistentes y
leer las CMI (Etest) o diametros de los halos de inhibicion
(difusiéon con discos) que producen una completa inhibicion del
crecimiento. El problema de esta consideracion es que en muchos
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casos informariamos la cepa como resistente a todos los anti-
bioticos (incluso aunque no presente mecanismos de resistencia
adquiridos) y, por lo tanto, no habria ninguna opcioén terapéutica
disponible. Sin embargo, los estudios de sinergia demuestran que
las SMR desaparecen cuando se utilizan combinaciones de
antibidticos con distinto mecanismo de resistencia. Resulta
importante 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 antibioticos. En este sentido,
recientemente se ha propuesto una alternativa para la interpre-
tacion de los antibiogramas (difusion con discos y Etest) de las
cepas hipermutadoras®*3®: a) leer las CMI (o diametros de los
halos de inhibicion) de la poblacion general y aplicar los puntos de
corte definidos para las categorias de sensibilidad (S, I, R), y b)
examinar la presencia de SMR y leer las CMI 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 12-24 h adicionales de incubacién en las cepas de lento
crecimiento. Informar de los antibidticos para los cuales la
poblacion general es sensible, pero que contiene SMR que supera
los puntos de corte como «resistente, pero potencialmente activo
para su uso en terapia combinada.

Técnicas rapidas de diagnostico

Deteccion de P. aeruginosa y otros patdgenos en muestras
respiratorias por métodos moleculares

El cultivo es la técnica utilizada habitualmente para deteccion
de P. aeruginosa y otros bacilos gramnegativos. 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, cada
vez es mas frecuente la utilizaciéon de técnicas moleculares que
permiten un diagnostico mas rapido y con menor limite de
deteccion®®.

La amplificacion mediante PCR de los genes ribosomales, la
posterior secuenciacion y comparacion con bases de datos,
permite identificar practicamente todos los microorganismos y
ha permitido identificar nuevas especies. En los Gltimos afios se ha
utilizado con éxito la técnica de FISH (fluorescent in situ
hybridization) para deteccion de los principales patogenos 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 especifi-
cidad, pero sensibilidad del 90%, comparada con el cultivo, ya que
requiere alta densidad de colonizacion para dar un resultado
positivo.

Las técnicas de PCR utilizadas para detectar P. aeruginosa en
esputo de pacientes con FQ presentan, en general, alta sensibili-
dad (del 93 al 100% segiin los primers que se utilicen)*°. Entre los
genes utilizados como diana encontramos el ARNr 16S, oprl y oprL,
algD o el gen de la exotoxina A (ETA). Uno de los genes mas
utilizados, oprl, estd muy conservado entre los diferentes
miembros de 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 miltiple que
detectara P. aeruginosa y otras Pseudomonas en la misma reaccion.
La técnica aplicada a muestras clinicas muestra una alta
sensibilidad, ya que es capaz de detectar 100 ufc/ml. Estas técnicas

permiten, ademas, detectar colonizaciéon con P. aeruginosa una
media de 4,5 meses antes que el cultivo.

Las técnicas moleculares también se han utilizado con éxito
para detectar B. cepacia complex a partir de muestras respiratorias
de pacientes con FQ, mediante diferentes primers diseflados para
amplificar el gen recA, regiones conservadas del gen 16S ARNr, o la
region espaciadora 16S a 23S*2, Los primeros estudios se
realizaron con los primers para el 16S ARNr; sin embargo, estos
primers estaban disefiados frente a una cepa de B. cepacia de la
variedad gendmica I y actualmente se sabe que tienen baja
especificidad para B. multivorans y B. vietnamiensis y, ademas,
pueden tener reaccion cruzada con otras bacterias distintas de
B. cepacia complex. Los primers de la region espaciadora 16S-23S
permiten identificar sélo 3 variedades gendmicas (B. cepacia,
B. cenocepacia y B. stabilis) por lo que no son Gtiles para detectar
todas las cepas del complejo. Los primers del gen recA permiten
detectar bacterias del complejo B. cepacia con alta especificidad y
posteriormente identifican las diferentes variedades genomicas
por RFLP*. De hecho, los casos descritos de PCR negativa y
cultivo positivo para B. cepacia resultaron ser cepas de Burkholde-
ria 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 hay una Gnica copia del gen recA. El limite de deteccion es
mas bajo cuando se usan los primers de la region espaciadora del
16S-23S, debido a que en el genoma hay madltiples copias
del operon ARNr. Sin embargo, a pesar de que el limite de
deteccion por gramo de esputo es alto, los resultados clinicos son
excelentes y muestra una muy buena correlacién con los datos
obtenidos por cultivo.

Técnicas para el estudio directo de la sensibilidad y la
resistencia a los antibioticos

En los Gltimos afios cada vez cobra mas interés el desarrollo de
procedimientos que permitan conocer la sensibilidad a anti-
bioticos directamente en la siembra primaria. La principal
motivacién para esta aproximacion reside en que con los
procedimientos convencionales hay un retraso importante en la
obtencion de los resultados, no menos de 2 6 3 dias después de la
toma de muestra en el mejor de los casos, lo que limita
enormemente el impacto positivo de la terapia dirigida, particu-
larmente en las infecciones graves de rapida evolucion. Segin
estudios recientes, la realizacion de un antibiograma por Etest
directamente de las muestras respiratorias de los pacientes
con neumonia relacionada con ventilacion mecanica ofrece
resultados en 18-24 h practicamente concordantes en su totalidad
con el antibiograma convencional. En primera instancia cabria
suponer que la disminuciéon 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 con FQ, y que por tanto no estaria justificada
esta aproximacion. No obstante, existe otra connotaciéon que
quiza 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), con el aumento
notable del 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 perfil de resistencia a antimicrobianos.
Principalmente son dos las técnicas propuestas para este fin, el
Etest directo y la siembra en medios con antibiéticos*>. Si bien
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sus potenciales prestaciones son prometedoras, no estan suficien-
temente validadas por estudios comparativos y por eso ninguna
de ellas puede sustituir actualmente al procedimiento
convencional, aunque pueden ofrecer resultados complementarios
de utilidad.

Procedimientos adicionales a realizar en situaciones especiales

Técnicas moleculares para la identificacion de bacilos gramnegativos
no fermentadores

Como se ha comentado anteriormente, la identificacion de
B. cepacia y otros bacilos gramnegativos no fermentadores
requiere de técnicas moleculares, ya que los métodos fenotipicos
no son suficientemente fiables y se puede realizar identificacion
incorrecta de bacterias con alta trascendencia clinica, como
P. aeruginosa o, sobre todo, B. cepacia.

La técnica molecular definitiva es la secuenciacion, que
permite identificar cualquier bacteria comparando la secuencia
en la base de datos o incluso permite identificar bacterias nuevas.
La comparacion de la secuencia del gen ARNr 16S se ha usado
como prueba de referencia en estudios filogenéticos de bacterias;
sin embargo, la resolucion puede ser demasiado baja para
distinguir especies muy relacionadas. También se ha utilizado la
secuencia del gen gyrB como complementaria a la del ARNr para
identificar algunas bacterias como Pandoraea spp.

Si la secuenciaciéon no esta disponible, se puede realizar el
patron de restriccion del fragmento amplificado (PCR-RFLP) o el
polimorfismo de la conformacion de la cadena simple (SSCP), que
puede ser analizado mediante electroforesis en gel de poliacrila-
mida no desnaturalizante o electroforesis capilar. La técnica de
ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis), en la que se
amplifica el gen y posteriormente se realiza una digestion con
enzimas de restricciéon, ha demostrado ser una alternativa a la
secuenciacion para diferenciar, por ejemplo, Inquilinus spp. o
Pandoraea spp. de otros bacilos gramnegativos no fermentadores.

La técnica de AFLP (amplified fragment length polymorphism)
convencional puede ser til para identificar B. cepacia, pero es
técnicamente compleja. La PCR en tiempo real esta accesible en
muchos laboratorios clinicos, pero no es fatil para detectar
cualquier microorganismo presente, sino que se utiliza para
identificar un género o especie segin la amplificacion de un gen
especifico*?. Se han estudiado diferentes dianas y la mejor
identificacion, especialmente en la identificacion de P. aeruginosa
atipicas, se consigue cuando se detectan varios genes simulta-
neamente.

La determinacion de las variedades genomicas de B. cepacia se
basa en un estudio taxonémico complejo que incluye pruebas
fenotipicas, como el perfil de proteinas totales, y genotipicas,
como hibridacion ADN-ADN. Recientemente, se estan utilizando
con éxito las pruebas basadas en PCR para identificar las
variedades gendmicas, principalmente basadas en el gen ARNr
16S o en el recA*'*2, La amplificacién del gen ARNr 16S, y posterior
andlisis mediante secuenciacién o con enzimas de restriccion,
tiene un uso limitado para diferenciar las variedades gendmicas,
ya que no presenta suficiente variabilidad. El estudio del gen recA
se puede afrontar desde diferentes estrategias que dependeran de
la disposicion de medios en cada centro: a) amplificacion del gen
con primers especificos que permite identificar un aislamiento
como perteneciente al complejo B. cepacia; b) digestion del
fragmento amplificado con Haelll y con Mnll que permite
clasificarlos dentro de las principales variedades; c) PCR especifica
de cada variedad de forma individualizada, y d) secuenciacion
del fragmento amplificado, que permite la identificacién y la
clasificacion precisa.

Técnicas de epidemiologia molecular para el seguimiento de la
colonizacion-infeccion broncopulmonar cronica

La aplicacion de las técnicas de tipificacion molecular
puede contribuir de manera notable a la optimizacion del
seguimiento microbioldgico de la infeccién-colonizaciéon cronica
por P. aeruginosa en pacientes con FQ. La electroforesis en campo
pulsado (ECP), como para la mayoria de los microorganismos, es la
técnica de referencia, aunque aquellas basadas en la PCR (REP, AP,
ERIC o RAPD, entre otras) pueden resultar, por su rapidez y
sencillez, mas facilmente adaptables al trabajo sistematico del
laboratorio de microbiologia.

Una de las principales aportaciones de las técnicas de
tipificacion molecular es su utilidad para el propio diagnostico
de la infeccion-colonizacion cronica. 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 colonizacién croénica, todavia con baja carga
bacteriana, o si por el contrario se trata Gnicamente de
colonizaciones esporadicas por cepas ambientales diferentes.
De igual forma, 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 mas o menos prolongado, es frecuente que
al cabo de los meses se vuelva a documentar cultivos positivos: la
tipificaciébn molecular nos permitird determinar si nos enfrenta-
mos a una falsa erradicacion (la cepa original persistid
en densidades por debajo del umbral de detecci6on) o si, por
el contrario, nos encontramos ante una nueva colonizacion-
infeccion por otra cepa diferente (y por lo tanto el tratamiento
erradicador fue efectivo)®.

En los Ultimos 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) y 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
sblo para producir infeccién cronica, sino también para transmi-
tirse de forma eficiente entre los pacientes con FQ. Frecuente-
mente, ademads, estos clones epidémicos son resistentes a
multiples antibidticos y su aislamiento conlleva un peor pronds-
tico de la infeccion cronica. Por lo tanto, es recomendable
mantener una vigilancia activa para la deteccién y la contencion
de clones potencialmente epidémicos.

Diagnostico serologico en el contexto de la FQ

La diferenciacion entre colonizacién, infeccion y enfermedad
no es facil de establecer en el caso de algunos de los micro-
organismos oportunistas que afectan de forma cronica a los
pacientes con FQ. En determinados casos es importante detectar
cuanto antes la infeccion inicial ya que el tratamiento antibidtico
precoz es Gtil para evitar el establecimiento de la infeccién cronica
antes de que sea imposible erradicarla. En otros casos, la
distincion entre colonizacién e infeccidn, aunque dificil, puede
establecerse segln criterios basados en la frecuencia o la
persistencia de su aislamiento. El diagnostico de enfermedad
activa o deterioro pulmonar atribuible a ellos es muy dificil en
estos pacientes basado en criterios clinicos, funcionales o
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radiologicos 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
contra microorganismos, como Aspergillus, P aeruginosa o MNT, es
un complemento Gtil para la deteccién precoz de la colonizacion,
la diferenciacion entre infeccion y enfermedad activa, como
marcador pronoéstico, para la toma de decisiones terapéuticas o,
en algln caso, para el seguimiento de la respuesta al tratamien-
to®2. En el caso de Aspergillus, la presencia de anticuerpos
especificos es un criterio fundamental, aunque no suficiente, para
confirmar o excluir el diagnéstico de ABPA3°. Estudios longitudi-
nales de pacientes con FQ desde el nacimiento han mostrado que
la deteccion de anticuerpos especificos anti-P. aeruginosa puede
preceder entre 3 y 24 meses al primer aislamiento por cultivo. Una
vez aislada por primera vez, los titulos elevados o su aumento
pueden preceder hasta en 3 afos a la instauracion de la infeccion
crénica®®. La deteccién de anticuerpos contra P. aeruginosa seria
atil para el diagnostico de la infecci6n inicial por este micro-
organismo, sobre todo cuando no es posible la obtencién de
muestras adecuadas para cultivo, principalmente en nifios muy
pequefios*’.
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Anti-Pseudomonas aeruginosa antibody detection in
patients with bronchiectasis without cystic fibrosis
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Abstract

Background—Pseudomonas aeruginosa
is a frequent cause of infection in patients
with bronchiectasis. Differentiation be-
tween non-infected patients and those
with different degrees of P aeruginosa
infection could influence the management
and prognosis of these patients. The diag-
nostic usefulness of serum IgG antibodies
against P aeruginosa outer membrane
proteins was determined in patients with
bronchiectasis without cystic fibrosis.
Methods—Fifty six patients were classi-
fied according to sputum culture into
three groups: group A (n=18) with no P
aeruginosa in any sample; group B (n=18)
with P aeruginosa alternating with other
microorganisms; and group C (n=20) with
P aeruginosa in all sputum samples. Each
patient had at least three sputum cultures
in the 6 months prior to serum collection.
Detection of antibodies was performed by
Western blot and their presence against 20
protein bands (10-121 kd) was assessed.
Results—Antibodies to more than four
bands in total or to five individual bands
(36, 26, 22, 20 or 18 kd) differentiated
group B from group A, while antibodies to
a total of more than eight bands or to 10
individual bands (104, 69, 63, 56, 50, 44, 30,
25, 22, 13 kd) differentiated group C from
group B. When discordant results between
the total number of bands and the fre-
quency of P aeruginosa isolation were
obtained, the follow up of patients sug-
gested that the former, in most cases, pre-
dicted chronic P aeruginosa colonisation.
Conclusion—In patients with bron-
chiectasis the degree of P aeruginosa
infection can be determined by the
number and type of outer membrane pro-
tein bands indicating which serum anti-
bodies are present.

(Thorax 2001;56:669-674)

Keywords: antibodies; Pseudomonas aeruginosa; bron-
chiectasis

Patients with bronchiectasis are predisposed to
persistent lower respiratory tract infections.'
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus,
and Streptococcus pneumoniae may be isolated in
the sputum in early or less advanced stages of

www. thoraxynl.com

the disease. Later, Pseudomonas aeruginosa may
be detected, alternating with other microor-
ganisms but, as the disease progresses, P aeru-
ginosa displaces the other organisms and
appears more consistently in the sputum.’’ It
has been observed in patients with cystic fibro-
sis that P aeruginosa infection of the lower res-
piratory tract may be associated with a
progressive deterioration in pulmonary func-
tion.* * Early detection of initial or intermittent
P aeruginosa infection in patients with cystic
fibrosis may be important as certain antibiotic
treatments have proved useful in preventing or
delaying chronic P aeruginosa infection.®

It is possible to monitor the specific immune
response to P aeruginosa by antibody detection
since it has been proved in patients with cystic
fibrosis that the response is greater as the
disease evolves or when mucoid phenotype P
aeruginosa is isolated.” In these patients the
production of high titres of specific antibodies
to P aeruginosa appears to be an important fac-
tor in them becoming chronically infected with
P aeruginosa. These antibodies are not only
incapable of eradicating the bacteria, but form
immune complexes that activate inflammation
mediators with subsequent destruction of lung
parenchyma tissue and progressive deteriora-
tion in pulmonary function.? ” * It has therefore
been suggested that the detection of specific
anti-P aeruginosa antibodies in patients with
cystic fibrosis correlates with an aggressive
course of the chronic infection and worse
prognosis of the disease.’

Similar events appear to occur in some
bronchiectasis patients without cystic fibrosis.
The sequence of microorganisms isolated from
the bronchial tree is similar and, although P
aeruginosa infection in these patients could
simply be a marker of severe disease, it has been
associated with greater disease progression and
worse lung function.'”"* Nevertheless, cystic
fibrosis is a disease with specific characteristics
and it is unknown whether the antibody
response to P aeruginosa in bronchiectasis
patients without cystic fibrosis follows the same
pattern.

The aim of this study was to establish the
presence of specific antibodies to P aeruginosa
and to assess whether these antibodies permit
differentiation of different infectious states in
patients with bronchiectasis not caused by
cystic fibrosis.
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Methods

PATIENTS

Fifty six patients with bronchiectasis diagnosed
by clinical history and high resolution chest CT
scanning were included in the study. Two sweat
tests were normal in all cases. Blood samples
were all negative for 31 cystic fibrosis muta-
tions including AF508, G542X and N1303K,
the most frequent mutations in Spain."” The
cause of the bronchiectasis was not identified
in 33 cases, 16 patients had a history of pulmo-
nary tuberculosis, six had an immuno-
deficiency, and one patient had Young’s
syndrome. All had attended the pneumology
outpatient clinic during the previous year and
were clinically stable on inclusion in the study.
At least three sputum cultures, separated by a
minimum of 1 month, were taken in the 6
months before the start of the study.

Patients were classified into three groups
according to microbiological criteria: group A
(n=18) from whom P aeruginosa was not
isolated in any of the sputum samples; group B
(n=18) from whom P aeruginosa was isolated
alternating with positive cultures for other
microorganisms; and group C (n=20) from
whom P aeruginosa was isolated in all sputum
samples.

Sex, age, time with previous positive cultures
to P aeruginosa, number of admissions in the
year prior to the study, and pulmonary function
spirometric parameters were evaluated in each
patient. The results of sputum cultures per-
formed in the 24 months after inclusion in the
study were also collected.

BLOOD AND SPUTUM SAMPLE PROCESSING

A blood sample for later antibody study was
obtained from each patient. Microbiological
study of sputum was performed if the latter
fulfilled determined quality criteria on micro-
scopic examination.' The study included
Gram smear, conventional culture in blood
agar, McConkey and Sabouraud media, and
quantitative culture in chocolate agar. P aerugi-
nosa was identified by conventional microbio-
logical methods”” and the AMS Vitek (Bio
Meérieux, Marey-Etoile, France) system.

STRAINS AND CULTURE CONDITIONS

Several P aeruginosa strains isolated from spu-
tum samples of patients with chronic P aerugi-
nosa infection were selected according to their
morphological characteristics (mucoid pheno-
type in blood and McConkey agar). As all had
a very similar outer membrane protein pattern
on Western blot analysis, the P aeruginosa
strain used for detection of anti-P aeruginosa
outer membrane protein specific antibodies
was selected for its better capacity to grow in
the absence of iron.'* The strain was cultured at
37°C under shaking in a chemically defined
medium (CDM) containing 40 mM
(NH,),SO,, 3.2 mM K, HPO,.3H,0, 0.62 mM
KCl, 0.5 mM NaCl, 0.4 mM MgSO,.7H,0,
and 50 mM 3-(N-morpholino)-2-hydroxy-
propanesulfonic acid (MOPSO)."” The pH of
the medium was adjusted to 7.8 with NaOH.
Following sterilisation of the medium and
before inoculating the strain, 40 mM glucose
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were added as the only source of carbon and
energy.

OUTER MEMBRANE PROTEIN PREPARATION

Outer membrane protein preparation was car-
ried out according to the method of Filip et al.'®
Bacteria grown at 37°C in CDM were
collected by centrifugation and resuspended in
sterile physiological serum. The humid weight
was calculated and they were resuspended in
distilled water at 10 ml for each 0.5 g and bro-
ken by sonication in an ice bath (20 kHz for 2
minutes, 5 cycles). Whole cells were eliminated
by centrifugation at 5000¢ for 20 minutes. Sar-
cosyl (N-lauroyl-sarcosine Na) was added up
to a final concentration of 2% to solubilise the
inner membranes and incubated at room tem-
perature for 30 minutes. Outer membranes
were collected by centrifugation at 38 000g for
1 hour at 4°C. The pellets with outer
membrane proteins were resuspended in
50 mM Tris-HCI (pH 6.8) and stored frozen at
—70°C until used. The total protein concentra-
tion of the preparation was calculated by the
benzethonium chloride method with a BM/
Hitachi 917 automatic analyser (Boehringer-
Mannheim Corporation, Indianapolis, IN,
USA) following the method of Luxton et al."

WESTERN BLOT

Separation of outer membrane proteins was
achieved using vertical electrophoresis in SDS-
polyacrylamide gel in a 4-20% gradient
according to the Laemmli method” with the
Protean II system (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA). The quantity of outer mem-
brane proteins was 120 pg per gel diluted up to
a final volume of 250 pl with 50 mM Tris-HCl
(pH 6.8). This preparation was mixed with
250 pl of sample buffer (10% glycerol, 2%
SDS, 5%  2-mercaptoethanol, 0.003%
bromophenol blue in Tris-HCI pH 6.8
(50 mM)) and heated at 90°C for 10 minutes
before being inoculated into the gel. Following
electrophoresis, transfer to nitrocellulose was
made in accordance with the Towbin method*
for 3.5 hours at 100 volts plus 15 hours at
35 volts. The nitrocellulose membrane con-
taining outer membrane proteins was cut into
strips 3 mm in width which were stored at 4°C
until use.

The Immun-blot Assay Kit (Bio-Rad Labo-
ratories) with anti-human IgG conjugated with
alkaline phosphatase was used for detection of
type IgG immune response. The whole process
was carried out at room temperature and in an
orbital shaker. All serum samples were assayed
at a dilution of 1/100. Briefly, the nitrocellulose
strips were blocked for 1 hour with 5%
skimmed milk in Tris-NaCl (20 mM Tris-HCI,
500 mM NaCl, pH 7.5) and washed once with
Tris-NaCl with 0.05% Tween 20. Serum sam-
ples diluted in Tris-NaCl with 0.05% Tween
20 plus 2% skimmed milk were incubated with
the nitrocellulose strips for 2 hours, washed
three times with Tris-NaCl with 0.05% Tween
20, incubated for 1 hour with human anti-IgG
conjugated with alkaline phosphatase diluted
1/3000 in Tris-NaCl with 0.05% Tween 20
plus 2% skimmed milk, and then incubated for
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Table 1 Characteristics of the three groups of patients with non-CF bronchiectasis

Patient characteristics Group A (n=18) Group B (n=18) Group C (n=20) p value
M/F 9/9 12/6 10/10 NS
Age (years)* 58.9 (11.86) 67.4 (10.9) 64.5 (11.9) NS
FEV, (/ml)** 1.6 (1.0-2.1) 1.1 (0.8-1.6) 0.9 (0.6-1.1) 0.015
FEV, (% predicted)* 62.9 (21.3) 52.7 (22.2) 38.8 (13.8) 0.001
FVC (/ml)** 2.35 (1.6-3.1) 1.65 (1.4-2.2) 1.65 (1.0-2.3) NS
FVC (% predicted)* 69.2 (17.8) 56.0 (20.7) 50.2 (16.8) 0.009
Admissions during year before study** 0 (0-1) 1 (1-2) 2 (1-3) <0.001
Previous time with P aeruginosa (months)* - 15 (21) 32 (20) 0.0045

CF = cystic fibrosis; FEV, = forced expiratory volume in 1 second; FVC = forced vital capacity; NS = not significant.

*Mean (SD).
**Median (quartiles 1-3).

30 minutes with the substrate (nitroblue tetra-
zolium and 5-bromo-4 chloro-3 indoyl phos-
phate) prepared following the manufacturer’s
instructions.

CALCULATION OF MOLECULAR WEIGHT

The molecular weight of the individual protein
bands detected by Western blot was estimated
by comparison with a pattern of proteins of
known molecular weight (6.5-200 kd) (Bio-
Rad Laboratories) which were subjected to
electrophoresis and transfer under identical
conditions to outer membrane protein prepara-
tion.

ASSESSMENT OF WESTERN BLOT TECHNIQUE

To assess the total number of outer membrane
protein bands and the presence of each
individual band found by our Western blot
technique, serum samples from 30 healthy
individuals of similar age and sex distribution
to the patients with bronchiectasis were
assayed.

STATISTICAL ANALYSIS

Qualitative variables are presented as absolute
values and corresponding percentages, and
quantitative variables are presented as mean
(SD) values or median (quartiles 1-3) when
normality criteria were not met. Qualitative
variables were compared using the Pearson’s
test or Fisher’s exact test according to applica-
tion conditions. The Student’s 7 test was used
to compare quantitative variables between two
groups or the Mann-Whitney U test when nor-
mality criteria were not met. Multiple compari-
sons between three or more groups were made
using analysis of variance or the Kruskal-Wallis
test if the data were not normally distributed.
The level of statistical significance in all cases
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Figure 1 Total number of outer membrane protein bands (OMP) detected by Western blot
analysis. Each patient in the three groups of patients with bronchiectasis (A=18, B=18,
C=20) is represented by the total number of OMP bands to which antibodies were detected.
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was <0.05. Optimum cut off points selected
were those with the highest efficiency (percent-
age of well classified individuals), and the area
under the ROC curve (ROCarea) with its 95%
confidence interval (95% CI) is provided to
describe their discrimination power.

Results

PATIENT CHARACTERISTICS

Characteristics of the three groups of patients
with bronchiectasis are shown in table 1.
Significant differences were found in respira-
tory functional parameters, absolute and per-
centage predicted forced expiratory volume in
1 second, and percentage predicted forced vital
capacity between the three patient groups and
in the number of hospital admissions during
the year prior to inclusion in the study.

MOLECULAR WEIGHT OF OUTER MEMBRANE
PROTEIN BANDS DETECTED BY WESTERN BLOT
The presence of antibodies to 20 bands of P
aeruginosa outer membrane proteins was stud-
ied by Western blot. The bands were denomi-
nated by their estimated molecular weight with
a mean of three values of 121, 104, 94, 89, 81,
69, 63,56,50,47, 44, 36, 30, 26, 25, 22, 20, 18,
13, and 10 kd.

ASSESSMENT OF WESTERN BLOT TECHNIQUE

In one of 30 healthy individuals (16 men, mean
(SD) age 62 (13) years) the median (quartiles
1-3) total number of bands detected by West-
ern blot was 1 (0.0-1.0). When each of the
individual outer membrane protein bands
detected was assessed, antibodies to the 56 kd
band were found in nine (30%) and antibodies
to the 10 kd band in six (20%) of these healthy
individuals. Fewer than 10% had antibodies to
any of the 12 outer membrane proteins (94, 81,
69, 47, 36, 30, 26, 25, 22, 20, 18, and 16 kd
bands). No healthy individuals had antibodies
against six outer membrane proteins (121, 104,
89, 63, 50 and 44 kd).

ASSOCIATION BETWEEN TOTAL NUMBER OF BANDS
DETECTED BY WESTERN BLOT AND FREQUENCY
OF P AERUGINOSA ISOLATION

The presence of P aeruginosa anti-outer mem-
brane protein antibodies assessed by the total
number of bands in each group of bronchiecta-
sis patients is shown in fig 1 and table 2. No
significant differences were found in the total
number of bands between those without previ-
ous isolation of P aeruginosa (group A) and the
healthy individuals, but significant differences
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Table 2 Total number of P aeruginosa outer membrane
protein bands to which antibodies were detected by Western
blot

Patients Total number of bands
Group A (n=18) 1 (1.0-2.0)

Group B (n=18) 5.5 (1.7-9.0)

Group C (n=20) 12 (10.2-14.0)

p value <0.0001

Values are medians (quartiles 1-3).

were found between the three groups of bron-
chiectasis patients (table 2). The Kruskal-
Wallis test for multiple comparison analysis of
the three patient groups indicated that the dif-
ferences observed were significant between
group C and group A (p<0.05) and between
group C and group B (p<0.05).

All the possible cut off points, using the total
number of outer membrane protein bands
detected, were assessed to differentiate be-
tween the patient groups. The best cut off point
between groups A and B was >4 bands
(efficiency 75%, ROCarea 0.75, 95% CI 0.58
to 0.88). Similarly, the optimum cut off point
obtained to differentiate between groups C and
B was >8 bands (efficiency 75%, ROCarea
0.79,95% CI 0.63 to 0.91).

In group A 17 of the 18 patients (94.4%) had
<4 bands and, with the exception of two in
whom a first P aeruginosa isolation was
obtained 18 and 20 months later, the rest (15/
18) remained free from P aeruginosa infection
in the follow up period. P aeruginosa was later
isolated from the only patient in this group who
had >4 bands (7 bands).

Eight of the 18 patients in group B had <4
bands and in seven of these P aeruginosa had
been isolated for the first time during the
month before the serum sample was taken.
With the exception of one case, P aeruginosa
was not isolated during follow up. In six of the
18 patients in this group 5-8 bands were
detected, but P aeruginosa was isolated in only
one. In the four remaining patients >8 bands
were detected and P aeruginosa was isolated
from three of these during the follow up period.

In 16 of the 20 patients in group C >8 bands
were detected and on only three occasions was
P aeruginosa not isolated in the follow up
period (3, 6 and 12 months of control). In three
patients 6, 7, and 8 bands were detected,
respectively, although P aeruginosa continued
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to be isolated chronically. In one case the
number of bands was <4 but P aeruginosa con-
tinued to be isolated chronically.

ASSOCIATION BETWEEN INDIVIDUAL BANDS
DETECTED BY WESTERN BLOT AND FREQUENCY
OF P AERUGINOSA ISOLATION

The presence of antibodies against individual
bands of P aeruginosa outer membrane proteins
and their possible association with the three
patient groups was assessed (table 3). No
significant differences were found in the
presence of individual bands between patients
in group A and the healthy individuals. The
presence of antibodies against five individual
bands (36, 26, 22, 20 and 18 kd) of the 20
detected by Western blot was significant when
patients of group A were compared with those
of group B (table 3). When patients in groups
B and C were compared the difference in the
presence of antibodies to 10 bands (104, 69,
63, 56, 50, 44, 30, 25, 22, and 13 kd) was sig-
nificant (table 3).

Discussion
It has been suggested that the specific immune
response may identify patients with cystic
fibrosis infected with P aeruginosa.”> Although
this response would also be expected to be use-
ful in evaluating non-cystic fibrosis patients
with bronchiectasis infected with P aeruginosa,
no study investigating this possibility has been
found in the literature. In this study a correla-
tion was found between the frequency of P
aeruginosa isolation in sputum and anti-P aeru-
ginosa antibodies detected by Western blot,
which suggests that this technique could iden-
tify and distinguish between different degrees
of P aeruginosa infection in these patients.

Various types of antigens have been used by
different authors to ascertain the presence of
specific antibodies to P aeruginosa in patients
with cystic fibrosis.”>** We chose to use outer
membrane proteins as antigens as they have
some advantages, the most important of which
are their conservation among the 17 P
aeruginosa serotypes,”’ their proven antigenic-
ity,” * and the fact that they present no cross
reaction with other Gram negative bacilli.”’

To obtain the outer membrane protein
preparation we assessed several strains isolated

Table 3 Results of Western blot by individual P aeruginosa outer membrane protein bands to which antibodies were detected

Number (%) of individuals with antibodies p value
P aeruginosa OMP band (kd)* Group A (n=18)  Group B (n=18) Group C (n=20) Group Bv A Group Cv B
104 0 (0.0) 3 (16.7) 10 (50.0) NS 0.031
69 1(5.6) 4 (22.2) 13 (65.0) NS 0.008
63 0 (0.0) 3 (16.7) 15 (75.0) NS <0.001
56 7 (38.9) 10 (55.6) 18 (90.0) NS 0.041
50 5 (27.8) 8 (44.4) 19 (95.0) NS 0.001
44 1(5.6) 2 (11.1) 9 (45.0) NS 0.021
36 3 (16.7) 12 (66.7) 18 (90.0) 0.002 NS
30 1(5.6) 5 (27.8) 13 (65.0) NS 0.022
26 0 (0.0) 9 (50.0) 12 (60.0) 0.002 NS
25 0 (0.0) 2 (11.1) 13 (65.0) NS 0.001
22 0 (0.0) 5 (27.8) 13 (65.0) 0.045 0.022
20 0 (0.0) 8 (44.4) 6 (30.0) 0.005 NS
18 4 (22.2) 12 (66.7) 18 (90.0) 0.007 NS
13 5 (27.8) 4 (22.2) 12 (60.0) NS 0.019

OMP = outer membrane protein; NS = not significant.

*Only the OMP bands with significant differences between groups are shown.
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from sputum samples of our patients chroni-
cally infected by mucoid P aeruginosa, as did
Shand ez al."” Since all the strains had a very
similar pattern of outer membrane protein on
Western blot analysis, as expected by their con-
servation among P aeruginosa serotypes,”’ the P
aeruginosa strain used for detection of anti-P
aeruginosa outer membrane protein specific
antibodies was finally selected for its better
capacity to grow in the absence of iron as this is
necessary to guarantee the production of iron
regulated outer membrane proteins.'®

Although the classic technique for demon-
strating the presence of these antibodies has
been crossedimmunoelectrophoresis,”” immuno-
enzymatic techniques such as enzyme-linked
immunosorbent assay”?* or Western blot
analysis'” *** have proved to be much more
sensitive; the latter permits simultaneous study
of antibodies against different antigenic com-
ponents. Our Western blot technique even
introduces some improvements compared with
that used by Shand ez al'’ since, with the use of
gels in a gradient of 4-20%, better separation
and transfer of outer membrane proteins to
nitrocellulose membrane are achieved, thereby
permitting better assessment of high molecular
weight outer membrane proteins.”

As reported in other studies,'” '* the presence
of P aeruginosa in the sputum of non-cystic
fibrosis patients with bronchiectasis is associ-
ated with greater deterioration in pulmonary
function and a higher number of hospital
admissions. We do not believe that this implies
a bias which invalidates the results since it is
clear that the detection of antibodies against P
aeruginosa must be attributed directly to the
immunological stimulus resulting from the
presence of this bacterium in the bronchial
tree.

With respect to the total number of bands
found, our results indicate that the presence of
antibodies against more than four bands
permits differentiation between patients with
bronchiectasis from whom P aeruginosa was
not isolated (group A) and those with intermit-
tent isolation (group B). The presence of anti-
bodies to some protein bands in patients in
group A might be explained by the presence in
their serum of antibodies that may cross react
with some of the outer membrane proteins
studied, in most cases (38.9%) against the
56 kd protein. Similarly, 30% of individuals in
the healthy group showed reactivity against the
same protein. In the only patient in group A
who had more than four bands, P aeruginosa
was isolated chronically during follow up. In
fact, using an enzyme-linked immunosorbent
assay, Brett ez al” found that an increase in the
titre of IgG against P aeruginosa surface
antigens above the control range preceded iso-
lation of P aeruginosa in patients with cystic
fibrosis in whom it had not been isolated previ-
ously. In the present study we also found that
the presence of antibodies against more than
eight bands permits the diagnosis of chronic
isolation of P aeruginosa in bronchiectasis
patients. The distribution of the results in
group B may be explained by the difficulty in
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interpreting microbiological results when isola-
tion of P aeruginosa is not consistent. However,
P aeruginosa was not isolated again in most of
the patients in group B with four bands or less,
while in those with more than eight bands P
aeruginosa continued to be isolated during the
follow up period. Thus, in the former patients
an absent or low antibody response could sug-
gest a transient infection with response at the
bronchial level but not sufficiently intense at
the systemic level, while in the latter group an
increased response would suggest an early
response or failure in P aeruginosa recovery
owing to an inadequate sample or low bacteria
counts in chronically infected patients. Hoiby
et al”” observed a positive correlation between
the severity of P aeruginosa infection in patients
with cystic fibrosis and the number of precipi-
tating bands detected by crossed immunoelec-
trophoresis using soluble antigen. The number
of precipitating bands has even been used
together with sputum microbiology to identify
patients with chronic P aeruginosa infection.”
Shand ez al,”® using the same soluble antigen
and Western blot technique, found highly
significant differences in the number and
intensity of blotted bands between serum sam-
ples taken before and after a diagnosis of P
aeruginosa lung infection. Hancock et al,*® using
Western blot and outer membrane protein
preparation (as in our study), found a correla-
tion in patients with cystic fibrosis between the
presence of antibodies against P aeruginosa
outer membrane proteins and P aeruginosa iso-
lation for more than one year.

Shand ez al'" studied the chronological
appearance of antibodies against outer mem-
brane proteins including those dependent on
iron. The earliest antibodies appeared against
outer membrane protein H1 (21 kd) and were
generally accompanied by antibodies against G
(20-25 kd) and/or I (15-16 kd). Antibodies
against iron-dependent outer membrane pro-
teins (71, 74, 76, and 83 kd) appeared late and
only in seriously ill patients; thus, it is likely that
these proteins are not expressed until the
infection is very advanced. Although we did not
identify the outer membrane protein bands of
P aeruginosa or perform sequential analysis of
patients, we did observe that antibodies against
36 kd and/or 18 kd proteins were probably the
most precocious since, though rarely found in
group A patients, they did appear in most of the
patients in groups B and C. Antibodies to the
69, 63, 30, 25, and 22 kd proteins differenti-
ated well between patients in groups C and B
and therefore probably appear later. Our high
molecular weight proteins (81-121 kd) prob-
ably corresponded to iron-dependent outer
membrane proteins and, as observed by Shand
et al,'" appeared much later only in some
patients in group C.

As in cystic fibrosis, determination of anti-P
aeruginosa antibodies could also be useful in
patients with bronchiectasis without cystic
fibrosis. It would be particularly useful in
patients who have difficulty in producing good
quality samples for microbiological sputum
culture and in those whose previous clinical
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and microbiological history is unknown. Fur-
thermore, it would contribute additional infor-
mation to that obtained from microbiological
study of sputum samples.
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