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INTRODUCCION

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA FIBROSIS QUISTICA.

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad autosémica recesiva causada por
mutaciones en un gen localizado en el cromosoma 7, responsable de la sintesis de
un polipéptido de 1480 aminoacidos denominado regulador de la conductancia
transmembrana (CFTR) que actia como canal de cloro en las células de las

membranas epiteliales.

La FQ provoca cambios histoldgicos en los 6rganos que expresan el gen CFTR y que
incluyen células secretoras, senos nasales y paranasales, pulmones, pancreas,
higado y sistema reproductor. Las alteraciones mas importantes se observan en las
vias aéreas donde se produce una inflamaciéon endobronquial persistente
responsable del curso deletéreo de la funcidn respiratoria, y que se observa tanto
en pacientes que estan clinicamente estables como en recién nacidos

(diagnosticados en estudios de cribaje neonatal).

La sospecha clinica de FQ se confirma por la triada diagnoéstica (Davis, Drumm et
al.,, 1996): enfermedad pulmonar crénica, una concentracién de mas de 60 mEq/L.-
1 de cloro en el sudor y/o insuficiencia pancreatica. Aunque se cree que ha estado
presente desde hace siglos en la poblaciéon europea (Dodge, 2015), no es hasta
1930 cuando se hizo la primera descripcion como “nueva enfermedad” tras
autopsias de nifios que presentaban déficits de vitamina A, a la vez que se especul6
con la existencia de una base genética (confirmada en 1989). Por ello los progresos
sobre el conocimiento de FQ se han realizado basados en los avances de los

estudios genéticos y nutricionales.

La FQ es una enfermedad progresiva multisistémica que afecta primero al pulmén,
pancreas y sistema gastrointestinal (Tabla n? 1) (Amaral, 2015). La insuficiencia
pancreatica exocrina conlleva a la oclusién del ducto que se manifiesta con
esteatorrea, y posteriormente desemboca en el desarrollo de una diabetes mellitus
(DM). La afectacion pulmonar constituye la primera causa de morbimortalidad en
estos pacientes. Hace unos afios la expectativa de vida estaba en torno a 10 afios,

actualmente se sitda en los 40 (Kumar et al., 2014).
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Hoy dia los programas de cribado prenatal y neonatal en EE.UU hacen que los
nifos puedan estar diagnosticados antes de tener sintomas respiratorios.
Estableciéndose mediante dos tests que demuestren una alta concentraciéon de
cloro en el sudor (> 60 mEq/L.-1) aunque para individuos con sintomas sugestivos

pero valores intermedios (30 - 60 mEq/L.-1) son necesarias pruebas adicionales,

como una biopsia rectal.

Tabla n? 1. Manifestaciones clinicas de la fibrosis quistica.

Vias aéreas bajas

Sintomas
respiratorios agudos
o0 persistentes

Tos crénicay
produccion de esputo
Hiperviscosidad del
moco

Enfermedad
pulmonar obstructiva
Neumonia o
infecciones
pulmonares
recurrentes
Colonizacion
persistente por
patogenos de FQ
Bajo rendimiento en
las pruebas de
funcién pulmonar
Alteraciones crénicas
en la radiografia de
torax
(bronquiectasias)

Sistema
gastrointestinal/
Nutricién

Insuficiencia pancreatica
con malabsorcién /
Malnutricién
Esteatorrea / heces
anormales

fleo meconial /
Obstruccidn intestinal
Prolapso rectal
Enfermedad hepatobiliar
Pancreatitis recurrente
Sindrome de obstruccion
intestinal distal

Glandulas
sudoriparas

Alta concentracion de cloro
en el sudor

Ausencia de respuesta 13-
adrenérgica

Vias aéreas altas

Poélipos nasales y
sinusitis
Enfemedad
senopulmonar
supurativa crénica
Pansinusitis crénica

Sistema reproductor
masculino

Ausencia congénita
bilateral / unilateral del
conducto deferente
Azoospermia obstructiva

Metabolismo

Hipoproteinemia

Déficit de vitaminas
liposolubles

Sindrome pierdesal con
deplecidn de sal, con o sin
alcalosis metabdlica

Adaptado de Amaral et al. (2015).
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2. EPIDEMIOLOGIA

2.1. Incidencia

Se estima que esta en 1 por cada 2500-4000 recién nacidos, con una distribucién
heterogénea. Afecta a mas de 70.000 individuos en el mundo, y en Europa supera
los 30.000 (Bobadilla et al, 2002). En el estudio publicado en 2008 sobre la
prevalencia de FQ en la Union Europea, se calculé que la tasa de portadores en
Reino Unido era de 4% y en el Norte, Oeste y Norte-oriente europeo del 70%
(Farrell, 2008). En EE.UU sigue siendo una de las causas de muerte mas frecuente
dentro de las enfermedades de base genética (90% de los pacientes) (Davis et al,

1996).

2.2. Factor edad

La supervivencia ha aumentado en los ultimos afnos por lo que el nimero de
adultos con FQ se esta incrementando rapidamente, pues la mayoria de los nifios
alcanzan la edad adulta. En los paises en los que se ha desarrollado un buen
soporte para estos pacientes, el cdmputo de personas afectadas mayores de 18
afios es igual o incluso superior al de los enfermos menores de esta edad; la

mediana de supervivencia esta en torno a los 40 afios (Elborn et al,, 2016).

2.3. Diferencias entre sexos

En un estudio realizado entre 1994 y 2010 en 27 paises de la Union Europea, se
observo que las mujeres tienen una tasa de mortalidad ligeramente mas alta que
los hombres (no significativa), con una tendencia a la baja en ambos, aunque la
estandarizada disminuy6 de 1,34 en 1994 a 1,03 en 2010 en hombres y de 1,42 a
0,92 en el mismo periodo en mujeres (por un milléon de personas/afio) mejorando
en ambos sexos la mortalidad prematura (afios de vida perdidos)(Quintana-
Gallego et al., 2015).

En esta misma linea, un trabajo realizado en EE.UU demostré que las mujeres

tienen una mediana de esperanza de vida mas corta que los varones (36 frente a
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38.7 afios, p<0,001) y ser mujer supone un factor de riesgo significativo de muerte,
al objetivarse que éstas eran colonizadas por varias bacterias mas tempranamente
y tenian una peor evolucion de las infecciones causadas por patégenos comunes en

FQ (Harness-Brumley et al.,, 2014).

2.4. Dependencia geografica y ambiental

Un estudio publicado en 2010 comparé la diferencia entre paises de la Union
Europea (UE) con otros no pertenecientes, constatando que la mediana de edad de
los pacientes de FQ de la UE fue de 10 afios comparada con los 12,1 del resto. La
proporcion de enfermos mayores de 40 afios fue superior en los paises de la UE
que en los no UE (5% frente al 2%). Probablemente debido a que en éstos ultimos
existe un infradiagndstico y consecuentemente, una mortalidad prematura en la

infancia (McCormick et al., 2010).

Pero también, pueden existir diferencias dentro de un mismo pafs, pues el trabajo
realizado en EE.UU (2007-2012) puso de manifiesto variaciones regionales
significativas en lo que se refiere a las caracteristicas demograficas, seguro
sanitario, patogenos, uso de medicacion y comorbilidades (sin impacto en la
mortalidad regional) aunque la mortalidad por cada grupo de edad fue superior en
el sur de EE.UU. Las disimilitudes entre regiones pueden deberse entre otras cosas,
a la existencia de distintos grados de polucion ambiental, lo que puede afectar a la

frecuencia de las exacerbaciones (Kopp et al.,, 2015).

3. FISIOPATOLOGIA

La FQ es una enfermedad genética causada por mutaciones en el gen CFTR (Figura
n? 1). La enfermedad avanzada esta caracterizada por la infeccidon bacteriana
cronica de las vias aéreas, la inflamacidon neutrofilica, el acimulo de moco y la
formacién de bronquiectasias; sin embargo, la transicién entre ambas situaciones
que va desde el defecto primario en el gen CFTR hasta la deficiencia grave

pulmonar, permanece aun desconocida (Amaral, 2015). Se han desarrollado
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modelos animales en cerdos, hurones y ratas que simulan la FQ en humanos

(Rogers et al., 2008).

Figura n21. Gen CFTR normal y gen CFTR mutado en fibrosis quistica.

Normal CFTR W¥iucos earance CFTR mutation

‘ Mucus clearance

PCL

Apical surface Apical surface

Basolateral
surface

Basolateral

surface

Na*

Cl

Tomado de Kumar et al. (2014).

Segun algunos estudios, la obstruccion de la via aérea y el atrapamiento aerégeno
observado en nifios a los 2-3 meses de edad podria ser en parte congénito (Hoo et
al., 2012).

3.1. Mecanismos productores de alteraciones patogénicas

3.1.1. Pérdida de funcién de CFTR sin hiperabsorcién de sodio:

La conductancia transmembrana y el canal epitelial de la conductancia de sodio se
encuentran en paralelo en la membrana apical, y la alteracion de la misma
aumenta las propiedades electrofisiol6gicas dependientes de Na sin incrementar la

absorcion del mismo (Chen et al., 2010).

3.1.2. pH reducido en la superficie liquida de las vias aéreas:

La pérdida de CFTR elimina la secreciéon de bicarbonato por parte del epitelio de
las vias aéreas (en modelos porcinos), sin embargo en nifios mayores y adultos

esto varia dependiendo del genotipo (Garland et al., 2013).
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3.1.3. La presencia de liquido 4cido en la superficie de las vias aéreas dificulta

la eliminacién bacteriana:

Constituye el comienzo de la espiral que provoca el paso de un pulmoén estéril, en

el recién nacido, a uno crénicamente colonizado (Rogers et al., 2008).

3.1.4. Anclaje del moco alos conductos de las glandulas submucosas:

Es una de las caracteristicas de la enfermedad que le llevé a recibir el nombre de
“Mucoviscidosis” (Quinton, 2008) y esta presente en multiples 6rganos (pulmones,

intestino, pancreas y vesicula).

3.1.5. Lainfeccion de las vias aéreas precede a la inflamacidn:

Pasadas unas horas tras el nacimiento, los nifios con FQ tienen un defecto en sus
defensas que les impiden la eliminaciéon de muchos tipos bacterianos, que puede
ser el inicio de una cascada de inflamacién y remodelacién de la via aérea. Mas
tarde, los tipos de infeccion se delimitan a especies predominantes, probablemente
por la interaccién entre el hospedador cambiante y las adaptaciones genéticas por
parte de las bacterias. Por tanto, aunque la colonizacién precede a la inflamacion,
las respuestas inflamatorias y sus resoluciones, las reacciones inmunes

adaptativas o todo ello, podria ser anormal.

En definitiva, en la FQ tiene lugar un fallo en el aclaramiento del moco que lleva a
la colonizacién por patégenos oportunistas y esto, a una invasién por parte de los
neutrofilos produciéndose la liberacion de sustancias oxidantes y proteasas, lo que
desemboca en un dafio progresivo y en un ciclo que se perpetda, tal como se

sistematiza en las Figura n? 2.

Entender los origenes, cuantificar los defectos iniciales, junto con una intervencién
temprana, supondrian grandes diferencias para las situaciones o las consecuencias

de las personas con esta enfermedad.
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Figura n? 2. La fisiopatologia de la FQ. Resultado de la interacciéon entre un CFTR defectuoso,
infeccién e inflamacion.
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Tomado de Kamath et al. (2015).

3.2. Mutaciones del gen CFTR

Se han identificado alrededor de 2000 mutacionesen la regiéon 7q31.2 que codifica
para la proteina CFTR, divididas en seis clases. En condiciones normales, el gen
CFTR se transcribe a ARNm y posteriormente se codifica la proteina CFTR. La
proteina es glicosilada en el aparato de Golgi y transportada e incorporada a la
membrana celular. En individuos sanos, el canal se abre en respuesta al 3’, 5'-
adenosinmonofosfato AMPc (AMP ciclico) y a la proteina quinasa A, permitiendo la

salida de cloro.

Los diferentes tipos de mutaciones que se han descrito se resumen a continuacién

y se muestran en la Figura n? 3:

3.2.1. Mutaciones de clase I:

Deleccion y una modificacién del codén de parada, que produce un defecto en la

sintesis proteica y no hay canal de cloro.
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3.2.2. Mutaciones de clase II:

Causan proteinas inmaduras con un plegamiento anormal, que se degradan por las

proteasas celulares y no se integran en la superficie celular.

3.2.3. Mutaciones de clase III:

Ocasionan cambios en la secuencia de aminoacidos, que dan como resultante una

proteina defectuosa que es insensible al AMP ciclico y proteina quinasa A.

3.2.4. Mutaciones de clase 1V:

Dan lugar a la produccién de una proteina defectuosa con una reducida

conductancia al cloro.

3.2.5. Mutaciones de clase V:

Existe un defecto en la transcripcion, que provoca una disminucién de la cantidad

de proteina funcional en la membrana celular.

3.2.6. Mutaciones de clase VI:

Alteran la estabilidad de CFTR en la membrana, como es el caso de la mutacién
c.120del23, con lo que se pierde el fragmento N-terminal de CFTR que es el que se

ancla al citoesqueleto.

La mutaciéon mas prevalente en Europa causante de mas del 70% de los alelos
mutados en FQ (Pittman & Ferkol, 2015) es DelF508 (6 ¢.1521_1523delCTT),
encuadrable en la clase Il antes descrita, que consiste en la deleccién del codén que

codifica fenilalanina en la posicion 508 y supone la deleccion del canal de cloro.
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Figura n? 3. Mutaciones del gen CFTR.

CFTR defect type:

WT-CFTR
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CFTR: Regulador de la Conductanc1a Transmembrana en FQ WT: wild-type.
Tomado de Amaral et al. (2015).

No obstante, existen diferencias entre individuos que poseen la misma mutacion,
esto se debe a modificaciones genéticas (sexo, raza, etnia), estatus socioeconémico,
estado nutricional y exposicién ambiental (como el humo de tabaco). Se ha
descrito que pacientes que tienen las mismas variantes de CFTR, presentan
diferencias sustanciales en la gravedad de la enfermedad pulmonar, explicado en

mas del 50% por variacion genética no-CFTR.

3.3. Moduladores de la enfermedad

Un metaanalisis de 6365 pacientes con FQ, identificé cinco locus asociados
significativamente con variaciones en la enfermedad pulmonar (chr3q29,

chr5p15.3, chr6p21.3, chrXq22-q23, chr11p12-p13) (Corvol et al., 2015).

En esta linea, se han descrito genes que parecen jugar un papel significativo

modulando la gravedad de la FQ:

3.3.1. MBL2 (mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble):

La deficiencia de este gen es muy prevalente en humanos y parece predisponer a
los individuos a infecciones graves del tracto respiratorio. Se ha planteado que su
déficit se asocia con una peor funcién pulmonar, adquisicién mas temprana de P.
aeruginosa y una mayor incidencia de muerte o necesidad de trasplante (Chalmers

etal,2011).
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3.3.2. TGF-B (Transforming Growth Factor beta):

Tiene funciones directas en el remodelado del tejido y puede contribuir a
empeorar la funcién pulmonar, dando lugar a cambios fibréticos progresivos en la
arquitectura del pulmén. Ha sido confirmado como un gen modificador (Drumm

etal, 2005).

3.3.3. Polimorfismos para IFRD1 (interferon-related developmental regulator

1):

Se observé en pacientes que tienen una mejor evolucion de la enfermedad.
También se ha detectado que los genes inflamatorios IL-1f3, TLR9, TNF-a, CD95,
STAT3 y TNFR pueden modificar el defecto basico de FQ. TLR5 se asoci6 con una
mejora en el indice de masa corporal en adultos pero no en nifios con FQ (Blohmke

etal,2010).

3.3.4. La presencia de una variante en DCTN4 (que codifica la proteina

dynactina-4):

Se asocio significativamente con una edad temprana para la primoinfeccién y para
la infecciéon cronica por P. aeruginosa, menor edad para la primera por P.
aeruginosa mucoide y acortamiento del tiempo de conversion de cultivo positivo

de P. aeruginosa a P. aeruginosa mucoide.

4. COMPLICACIONES INFECCIOSAS

4.1. Infecciones en pacientes no trasplantados

La infeccion crénica y la inflamacién son caracteristicas definitorias de la
enfermedad de las vias aéreas en la FQ. Los cambios en su fisiologia a través de la
pérdida de funciéon del CFTR se manifiestan por una serie de disfunciones
inmunolégicas que permiten la colonizacién por una variedad de bacterias, hongos

y virus patégenos, la interaccion entre ellos y su persistencia (Tang et al., 2014).

Los esputos de los pacientes son ricos en nutrientes, lo que puede favorecer el

crecimiento microbiano, también se encuentran en ellos aminoacidos en grandes
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cantidades, lo que se relaciona con la gravedad (Thomas et al., 2000). Ademas, el
lavado broncoalveolar y el tejido pulmonar de las vias aéreas bajas son ricos en
hierro, lo que unido a la patogenicidad de los agentes, puede provocar en la
enfermedad una exacerbacidon que se manifiesta clinicamente con aumento de la
tos, la disnea y la producciéon de esputo, ademas de sintomas sistémicos como

fatiga, anorexia y pérdida de peso (Tabla n? 2 y Figura n? 4).

Tabla n22. Potencial patogénico de los microorganismos cominmente hallados en las infecciones
cronicas de las vias aéreas de pacientes con FQ o en las exacerbaciones pulmonares.

Conocido Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Burkholderia multivorans
Burkholderia cenocepacia
Burkholderia dolosa
Aspergillus spp
Scedosporium spp
Mycobacterium abscessus
Virus Influenza
Virus respiratorio sincitial

Posible / Probable Haemophilus influenzae
Mycobacterium avium complex
Bacterias anaerobias (Prevotella spp)
Grupo Streptococcus anginosus
Virus respiratorios distintos al virus influenza y
virus respiratorio sincitial

Desconocido Nocardia spp
Pandoraea spp
Otros miembros del complejo Burkholderia
cepacia
Inquilinus spp
Trichosporon spp

Improbable Stenotrophomonas maltophilia
Achromobacter spp
Ralstonia spp
Burkholderia gladioli
Streptococcus pneumoniae
Candida albicans

Adaptado de Gilligan et al. (2014).
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Figura n? 4. Gérmenes encontrados en los pulmones de pacientes con fibrosis quistica por edad.
Registro de pacientes de la Fundacion de Fibrosis Quistica (afio 2012).
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*P. aeruginosa includes people with MDR-PA.

**MDR-PA is multi-drug resistant Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa).
¥S. aureus includes people with MRSA.

#* MRSA is methicillin-resistant Staphylococcus aureus (S. aureus).

Tomado de Gilligan et al. (2014).

Son comunes las coinfecciones entre diferentes especies de bacterias, hongos y
virus. Segun se deduce de los trabajos de Hoiby et al. (1974) y Wahab et al. (2004),
existen coinfecciones en la mayoria de los pacientes. Petersen et al. (1981)
encontraron que el 13% de las exacerbaciones respiratorias agudas se asocian a la
presencia simultanea de infecciones bacterianas y no bacterianas. Burns et al.
(1998) calcularon una media de 2,9 especies bacterianas patégenas por muestra
(rango de 0 a 10). Rogers et al. (2004) publicaron que los estudios de deteccion de
ADN sugieren que las comunidades bacterianas son mas diversas de lo que
detectan los métodos de cultivo. Anzaudo et al. (2005) objetivaron que el 31% de
los pacientes hospedan dos o mas especies bacterianas simultdaneamente, como

queda ilustrado en la Figura n? 5.
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Figura n? 5. Coinfecciones descritas en las vias aéreas de pacientes con fibrosis quistica.

Fig. 2. Venn diagram showing reported coinfections of the CF
airways. (NB: coinfection does not necessarily imply direct
interaction between species.) A, Aspergillus spp.; AV, adeno-
virus; AX, A. xylosoxidans; BP, bacteriophage; C, Candida
spp.; Ent, enterobacteria; IPV, influenza and/or parainfluenza
virus; K, Klebsiella spp.; M, mycoplasma; MA, Mycobacterium
abscessus; N, Neisseria spp.; OF, oropharyngeal flora; RSV,
respiratory syncytial virus; SM, S. maltophilia. Numbers refer to
references: 1, Petersen et al. (1981); 2, Lambiase et al. (2006);
3, Wahab et al. (2004); 4, Moore et al. (2005); 5, Burns et al.
(1998); 6, Hoiby (1974); 7, Lording et al. (20086); 8, Santana
et al. (2003); 9, Alvarez et al. (2004); 10, Anzaudo et al.
(2005); 11, Ojeniyi et al. (1991).

Tomado de Harrison et al. (2007).

No obstante, la coinfeccién no necesariamente implica interaccién directa entre
especies ni estd relacionada con el lugar de la toma de muestra en el tracto
respiratorio, debido a la naturaleza compartimental que tiene el arbol y la alta

viscosidad del moco en FQ (Nixon et al., 2001).

La poblaciéon patégena existente en el pulmoén es consecuencia de la seleccion
ejercida por el hospedador, el medio ambiente y la interaccion sinérgica o

antagodnica entre las especies de los microorganismos presentes.

4.1.1. Elsinergismo

Tiene lugar entre distintas especies implicadas en FQ, se ha establecido basandose

en hallazgos como Pseudomona aeruginosa que al producir alginato puede
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provocar una hipoxia local y ademas 3-oxo-Cq2-homoserina lactona y 2-heptil-3-

hidroxi-4(1H)-quinolona que tiene efectos inmunomoduladores. Los virus
respiratorios sincitiales (VRS) son capaces de hacer mas susceptibles a los
enfermos al padecimiento de una colonizacién cronica por P. aeruginosa al
potenciar la unién de ésta a las células epiteliales. También Staphylococcus aureus
sensibiliza al pulmén para una consecuente infecciéon por P. aeruginosa que a su
vez abre el camino a Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes xylosoxidans y
Mycobacterium abscessus. Asi mismo, en estos pacientes la flora orofaringea puede
exacerbarse y debido a ello es posible encontrar especies tipicas de las vias
respiratorias altas en las bajas. Ademas la existencia de fagos pueden inducir

cambios en P. aeruginosa asociados a incrementos en la mortalidad por FQ.

4.1.2. El antagonismo

Se puede deber a la competicion por recursos escasos o la provocaciéon de efectos
inhibidores del crecimiento por otros agentes. P. aeruginosa puede lisar las células
de S. aureus y otras bacterias Gram positivas (Palmer et al., 2005). Se ha visto que
la produccién de bacteriocina (mds frecuente en los aislados de casos clinicos que
en las muestras ambientales) es capaz de matar gérmenes pertenecientes a otro
clan, con el resultado de la disminucién de la densidad de colonias o incluso su
virulencia. Algunos productos segregados por P. aeruginosa pueden inhibir la
formacién de biofilm de Aspergillus fumigatus. Este convierte los metabolitos de
fenazina de P. aeruginosa en componentes con toxicidad importante que pueden

inducir sideréforos fingicos (Mowat et al.,, 2010).

Otros como la piocianina, detienen el crecimiento de Cdndida albicans y P.
aeruginosa se liga a las superficies de las hifas del hongo. La transicién de C.
albicans a la forma de hifas, es inhibida por la molécula homoserina lactona QS
secretada por P. aeruginosa, por tanto protege al hongo de un ataque
bacteriano(Hogan & Kolter, 2002). C. albicans secreta QS, farnesol, que impide la
secrecion de la sefial QS PQS por parte de P. aeruginosa. En estudios de muestras
de esputos de pacientes con FQ, C. albicans se asocié con P. aeruginosa en el 80%

de los casos en concordancia con trabajos previos (Delhaes et al., 2012). Una sefal
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QS de B. cenocepacia (cis-2-acido dodecanoico) también inhibe la transicién

morfoldgica en C. albicans (Boon et al., 2008).

Datos recientes indican, que el oxigeno reducido en el pulmén de pacientes con FQ
promueve el crecimiento de P. aeruginosa (Yoon etal, 2002) y otras bacterias
anaerobias. C. albicans puede crecer también bajo condiciones anaerdbicas
(Dumitru et al., 2007). Bacterias y hongos tienen la capacidad de formar un biofilm

en consorcio.

4.1.3. Comportamiento parasitario

Pueden existir especies que s6lo actien como parasitos, aprovechandose de las
otras, de la presion de seleccion o la estimulacién de los macréfagos mediante la
presencia de otra bacteria (por ejemplo Lactobacillus casei). Esto dltimo se ha visto
en experimentos con ratones, en los que la suplementaciéon con Latobacillus casei o
yogurt natural, ha estimulado la actividad de los macréfagos alveolares,
incrementando el aclaramiento de P. aeruginosa en las vias respiratorias (Alvarez
et al, 2001) y acelerando la recuperacién de la infeccién por Streptoccocus

pneumoniae (Villena et al., 2005).

4.1.4. Lainteraccion hospedador-agente

En el transcurso de las infecciones crénicas se producen cambios en los patdgenos
como consecuencia de la presion de seleccion, coinfecciones y genotipos
diferentes, distintas respuestas a la intervencion, resistencia a los antibiéticos,
disminucién de la mortalidad y modificacion de la mucosidad. Como consecuencia,
aparecen pequefias colonias de bacterias “variantes” que disminuyen Ila
producciéon de factores de virulencia asociados a los procesos agudos o se

incrementa la virulencia de cepas, en funcién de la competitividad entre ellas.

Segin Tang et al. (2014), la infeccién crénica por P. aeruginosa frecuentemente
adquiere fenotipos hipermutadores a través de una deficiencia en el mecanismo
reparador, proporcionando resistencia antibiotica y virulencia adaptada. Las
repuestas inflamatorias son moduladas a través de cambios en la estructura del
Lipido A y la expresion de flagelina. Esto concede resistencia a los péptidos

antimicrobianos (AMP) y altera la produccion de CXCL8 a través del receptor Toll-
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like (TLR) (Amaral, 2015). La pérdida de motilidad o los cambios en la expresion
de flagelina pueden ocurrir para evadir el reconocimiento por TLR5 y la fagocitosis
por los macréfagos alveolares. Su presencia puede inducir también el desarrollo de
células supresoras derivadas de mieloide (MDSCs) dando lugar a la falta de las

respuestas de las células T (Tang et al, 2014).

Por otro lado, la infecciéon por rinovirus puede incrementar la expresion de
moléculas de adhesién celular (como el antigeno carcinoembridnico) relacionado
con la adhesion celular (CEACAMs), y aumenta la unién de los patogenos

bacterianos a las células del huésped.

El descenso de la captaciéon de conidias de A. fumigatus por las células epiteliales
deficientes en CFTR, tiene como resultado un aclaramiento reducido y un
incremento de la muerte celular. La germinacién de la espora a la forma hifica da
lugar a una respuesta inflamatoria incrementada. Las células epiteliales
bronquiales inducen una respuesta de los linfocitos T-(Th) helper 2 y Th 17
mediada por las células T, participes en la aspergilosis broncopulmonar alérgica,
que puede ser potenciado por A. fumigatus mediante la subregulacion del receptor
de vitamina D (VDR) y el incremento de la produccion de interleukina (IL)-5/IL-13

por la gliotoxina.

Algunos documentos de consenso europeos sostienen que los pacientes con FQ
deberian ingresar en habitaciones individuales con sus propios bafios y que sélo
los que viven en la misma casa, pueden compartirlas. Los que sufren
exacerbaciones agudas y patégenos transmisibles, tendrian que llevar mascarillas
en el hospital. Incluso algunas guias recomiendan que ningin paciente con FQ
acuda a un evento a puerta cerrada (Saiman etal, 2014) y en EE.UU y Canada
aconsejan mantener una distancia de 2 metros entre enfermos con FQ en los

eventos que tengan lugar en el exterior.

Existen variaciones con respecto a las recomendaciones para el personal sanitario
pues en EE.UU se fomenta el uso de batas de manga larga y guantes, mientras que

en Europa, s6lo han de usarse éstas o delantales, si va a producise contacto fisico.
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4.2. Infecciones bacterianas en pacientes no trasplantados

Las lesiones del tracto respiratorio favorecen la colonizaciéon persistente por
patégenos bacterianos que contribuyen a perpetuar y acelerar el proceso
inflamatorio. La diversidad de microoganismos presentes en las muestras tomadas

en estas localizaciones ha sido denominada “microbiota” de FQ.

Los patdgenos identificados son P. aeruginosa mucoide y no mucoide, S. aureus,
Haemophilus influenzaey Burkholderia cenocepacia. Dentro de las especies de
Burkholderia, B. cenocepacia es el organismo mas comun de este género en Reino
Unido, Europa y Canad4, mientras que en Norte América y Australia parece haber

una mayor prevalencia de B. multivorans y otros miembros (Elborn, 2006).

Pero el espectro de patégenos bacterianos en FQ se ha expandido en la dltima
década, afiadiéndose bacterias Gram negativas aerobias como S.maltophilia,
Pandoraea sp. (P. apista, P. pnomenusa), Ralstonia sp. A. xylosoxidans,
micobacterias no tuberculosas como M. abscessus y cocos Gram positivos
anaerobios como Gemella sp., y Streptococcus milleri group (SMG) que se ha

asociado con exacerbaciones pulmonares.

En un estudio realizado con el esputo de pacientes con FQ, ademas de P.
aeuruginosa y S. aureus, se hallaron mas de 60 géneros bacterianos
filogenéticamente distintos, que no estan asociados tipicamente con la patogénesis
de FQ (Guss etal, 2011). Usando métodos moleculares de identificacion, dos
grupos de bacterias anaerobias (Prevotella y SMG) se han demostrado como

altamente prevalentes en el esputo (Mahenthiralingam, 2014).

La infeccion cronica por S. maltophilia es un factor de riesgo independiente porque
provoca exacerbaciones pulmonares graves en los enfermos y se asocia con un
numero tres veces mayor de muerte o necesidad de trasplante pulmonar (Waters
et al, 2013). La incidencia de S. maltophilia estd aumentando en USA y en Europa,
como lo demuestra el estudio realizado en un hospital de Londres, comprobandose

que pasé de un 1% en 1985 a un 4% en 2005 (Millar, Simmonds, & Hodson, 2009).

Por otro lado, la de B. cepacia esta disminuyendo: de un 9% en 1990 a un 4% en

2005 en Europa y en EE.UU, donde también decrece la prevalencia de P. aeruginosa
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(Millar, Simmonds, & Hodson, 2009) y también la de micobacterias no
tuberculosas en pacientes con FQ del 3 al 19% (Jordan etal, 2007) siendo
M.abscessus complex mas comun en Europa mientras que Micobacterium avium

complex predomina en EE.UU.

P. aeruginosa esta presente en mas del 70% de pacientes con FQ
(Mahenthiralingam, 2014), su seleccién nicho-especifica reduce su habilidad para
causar infecciones agudas a lo largo de una amplia gama de hospedadores,
mientras que mantiene la capacidad para la infeccién croénica en el individuo con

FQ (Lore etal., 2012).

La colonizaciéon bacteriana parece cambiar con la edad y asi H. influenzae y S.
aureus predominan en las tempranas (bebés y nifios) y entre la adolescencia a la
adulta P. aeruginosa. También la presencia o infeccion recurrente por Clostridium
difficile es comun en los pacientes con FQ mayores. Ademas se ha publicado la
transmision entre individuos (Tang et al, 2014). La prevalencia de P. aeruginosa
parece que se correlaciona inversamente con la incidencia de S. aureus, reflejando
una probable relacion antagénica (Hauser et al, 2011). Durante la colonizacion
crénica por P. aeruginosa se ocasiona una conversion fenotipica como la pérdida
de movilidad, permitiendo asi evadir el reconocimiento por parte del hospedador
y la fagocitosis (Mahenthiralingam, Campbell, & Speert, 1994), proceso que se ha

observado también en cronicidades por S. aureus.

Estudios en los que se han usado métodos moleculares han encontrado una
correlacion estadistica con la edad y la infeccién por H. influenzae, S. maltophilia y
P. aeruginosa y una estabilidad relativa de la microbiota en FQ, con una mayor

variabilidad inter-individuos que intra-individuos (Cox et al.,, 2010).

Un incremento en la edad y la gravedad de la enfermedad se ha correlacionado
positivamente con una reduccion en la diversidad de la flora microbiana, atribuido

al uso prolongado de antibioéticos (Zhao et al., 2012).
4.3. Infecciones fiingicas en pacientes no trasplantados

A diferencia de los patogenos bacterianos, los hongos son eucariotas y tienen

mecanismos celulares similares a los hospedadores, en éste caso el ser humano. Un
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trabajo en el que se investigdé la micobiota fugica presente en la cavidad oral de
individuos sanos (Ghannoum etal, 2010) usando enjuagues bucales, se
identificaron 74 géneros cultivables y 11 no cultivables; 39 de ellos se encontraron
en una persona, 16 estaban presentes en dos, 5 en tres y 15 géneros (incluyendo
los no cultivables) en >4 (20%) de los individuosmediante pirosecuenciacién con
primers ITS (Fungal Internal Transcribed Spacer). Al igual que sucede con la
microbiota, la epidemiologia de las infecciones fngicas invasivas esta cambiando.
La frecuencia de especies de Aspergillus no fumigatus esta aumentando, asi como
las feohifomicosis y epidemias de hongos resistentes a los azoles (Bille, Marchetti,
& Calandra, 2005). La implementacidn de las técnicas de cultivo y las moleculares
han llevado a la identificacién de especies de Scedosporium, y otros géneros
fingicos como Malassezia (Nagano et al., 2010) o Trichosporon, (que es resistente a
los antifungicos anfotericina y equinocandinas) y puede encontrar un nicho en las
vias aéreas de pulmones con FQ, debido al creciente uso de agentes antiftingicos
para tratar la enfermedad asociada a Aspergillus y Scedosporium (Miceli, Diaz, &

Lee, 2011).

La cinética, la dinamica y la relevancia de la micobiota pulmonar sigue siendo
desconocido. A pesar de la creciente tasa de deteccién de hongos en las vias aéreas
de FQ, la importancia patogénica en el curso temporal de la FQ permanece
pobremente entendido y en debate. Un trabajo publicado en 2012 (Delhaes et al,
2012) aporta los primeros datos en los que se estudia la microbiota presente en
pacientes con FQ. Es bien conocido el papel de A. fumigatus en la Aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), sin embargo no se conoce la relevancia de la
colonizacidn cronica o de la infeccion por A. fumigatus sin el fenotipo clinico de
ABPA, ni la de la infeccién cronica por C. albicans. La persistencia de hongos en los
cultivos asociados con un incremento de las exacerbaciones sugiere que pueden
jugar un papel en la fisiopatologia. La evidencia reciente sugiere que los cultivos de
esputo de FQ deben incluir la deteccién de hongos. La colonizacién fungica puede
tener un importante impacto en el desarrollo de la enfermedad pulmonar pero se
requieren mas estudios. Es importante saber si un determinado hongo juega un
papel como comensal, colonizador o patégeno en FQ. La situacion de

inmunodepresidn, la gravedad de la enfermedad, el estado del hospedador, el tipo
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de hongo (su virulencia y capacidad de superar las respuestas inmunes) son

determinantes claros de la patogenicidad de estos agentes.
4.3.1. Candida

En el trabajo de Ghannoum et al. (2010) dentro del género Candida, las especies
que se identificaron con mayor frecuencia fueron C. albicans (40%), C. parapsilosis
(15%), C. tropicalis (15%), C. khmerensis (5%) y C. metapsilosis (5%). Entre los
géneros cultivables, 61 de ellos con una sola especie presente y 13 con 2 a 6. En la

Tabla n? 3 se detallan los hongos identificados.

Tabla n® 3. Distribucién de las diferentes especies flingicas en la micobiota oral de individuos sanos.

Fungal genera Species Frequency
Alternaria tenuissima 2
triticina 1
Aspergillus amstelodami 2
caesiellus 1
flavus 1
oryzae 1
penicillioides 1
ruber 2
Candida albicans 8
khmerensis 1
metapsilosis 1
parapsilosis 3
tropicalis 3
Cladosporium cladosporioides 10
herbarum 2
sphaerospermum 1
tenuissimum 1
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Tabla n? 3. Distribucion de las diferentes especies fingicas en la micobiota oral de individuos sanos

(continuacioén).
Fungal genera Species Frequency
Cryptococcus cellulolyticus 1
diffluens 1
Fusarium culmorum 2
oxysporum 1
Poae 1
Glomus fulvum 1
mosseae 3
Ophiostoma floccosum 1
pulvinisporum 1
Penicillium brevicompactum 1
glabrum 1
spinulosum 1
Phoma foveata 1
plurivora 1
Saccharomyces bayanus 2
cerevisiae 6
ellipsoideus 2
Zygosaccharomyces pseudorouxii 1
Rouxii 1

Tomado de Ghannoum et al. (2010).

Los adultos con FQ tienen una mayor incidencia de colonizacion fungica (42%) y
de enfermedad invasiva (11%) que pacientes sin FQ (Iversen et al., 2007) debido a
la alteracion en el aclaramiento del moco, la disfuncién inmunolégica local y el uso
de antibioterapia. Ademas, el tracto respiratorio estd comunicado anatémicamente
con la atmosfera, donde existe una rica fuente de esporas fungicas aéreas. La
presencia de hongos se ha asociado con mayor edad, menor FEV1 (volumen
espiratorio forzado en el primer segundo) y el uso de antibioticos inhalados

(Russell, Gadhok, & Simmonds, 2013).

En un analisis retrospectivo de 55 pacientes pediatricos (62% de ellos con FQ)
sometidos a trasplante pulmonar entre 2002 y 2007 en Cleveland (Liu etal,

2009a), la colonizacién antes de la intervencién estaba presente en 29 de los 41
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sujetos en los que se evalud. Los afectados con FQ tenian tasas mas altas de
cultivos fungicos previamente comparado con otras causas. Las especies de
Candida fueron las mas frecuentes, seguidas de Aspergillus. 14 nifios recibieron
profilaxis antifiungica (mediana de 51 dias) y a pesar de ello 11 estaban
colonizados, mientras que en los 18 restantes no se aplico terapia antifungica. Los
sujetos con FQ reciberon profilaxis en un mayor porcentaje que los de otras

etiologias.

4.3.2. Aspergillus

Segun un estudio retrospectivo llevado a cabo en el Johns Hopkins Hospital, la
prevalencia de hongos filamentosos en esputo de pacientes pediatricos y adultos
con FQ se ha incrementado del 2% en 1997 al 28,7% en 2007 (Sudfeld et al.,, 2010)
y también se ha observado en los cultivos fungicos del 6% en 1995 al 15% en 2005

(Lipuma, 2010).

En la Figura n? 6 se plasma la biodiversidad fungica en FQ segun frecuencia de
aislamiento (eje X) y patogenicidad (eje Y) y puede observarse también la division
segun la cronicidad. A. fumigatusse encuentra entre los hongos filamentosos mas
frecuentemente aislados (Chmiel et al., 2014).

Figura n? 6. Biodiversidad fungica en fibrosis quistica segun frecuencia de aislamiento (eje X) y
patogenicidad (eje Y).
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C. metapsilosis, C.orthopsilosis

I
I
|
I
P. jirovecii : A. flavus A. nidulans A.niger
I
I
I
I
I

|
Pathogenicity Low Chronicity High Chronicity

still unknown

Géneros de baja cronicidad: A.= Aspergillus; C.= Candida; E.= Exophiala; P.= Pneumocystis; R.= Rasamsonia.
Géneros de alta cronicidad: A.= Aspergillus (flavus, nidulans, niger); A.= Acrophialophora (fusispora); C.=
Candida; E.= Exophiala; N.= Neosartorya; P.= Pseudallescheria; S.= Scedosporium; T.= Trichosporon. Tomado de
Chmiel et al. (2014).
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Entre los hongos filamentosos, A. fumigatus, A. terreus y S. apiospermum son los
colonizadores mas frecuentes de pacientes con FQ junto con la levadura C. albicans.
Menos constantes y transitorios son A. flavus, A. nidulans y Alternaria. En cambio,
mas cronicos son E. dermatitidis y S. prolificans, y exclusivamente asociados con
esta enfermedad son Penicilium emersonii y Acrophialophora fusispora (Pihet et al,
2009). Es interensante poder diferenciar los genotipos de C. metapsilosis de los de
C. parapsilosis y A. lentulus de A. fumigatus, porque presentan distintos perfiles de

susceptibilidad a los antifungicos.

A. fumigatus se detecta en el esputo del 30% de los afectados de FQ (Chmiel et al,
2014) y de 2001 a 2011 la prevalencia de este hongo en pacientes canadienses se

ha triplicado (22%) (Wong et al., 2014).

La colonizacion croénica por Aspergillus se define como el aislamiento del mismo en
el 50% o mas de las muestras de esputo, recogidos tras 6 meses a un afio sin
observar deterioro de la funcién pulmonar ni un incremento en los sintomas
respiratorios, mientras que la infecciéon por Aspergillus se determina en sujetos
colonizados con un deterioro en la funcién pulmonar, exacerbacion respiratoria
con o sin tos o una respuesta incompleta, tras un intervalo de 2 a 4 semanas de

antibioterapia apropiada (de amplio espectro) (Walicka-Serzysko & Sands, 2015).

Tanto A. fumigatus como S. apiospermum estan asociados con la ABPA pero de
forma diferente a lo que sucede con Candida. La ABPA fue descrita por primera vez
en 1952 por Hinson, Moon, & Plummer (1952) afectando a pacientes con asma o
FQ. Aunque en la Conferencia de la Fundacion de Fibrosis Quistica celebrada en
2011 se establecieron los criterios clasicos para definir la ABPA, se ha propuesto
una nueva clasificacion inmunolégica para la Aspergilosis en FQ, en la que se
diferencian cuatro subgrupos (ABPA, sensibilizacién por Aspergillus, Bronquitis

por Aspergillus y ausencia de enfermedad ) (Baxter et al., 2013a).

La sensibilizacion por Aspergillus se trata de una reaccion de hipersensibilidad a la
colonizaciéon pulmonar por el hongo A. fumigatus y afecta al 10% de las personas
con FQ (Elphick & Southern, 2014). Puede causar ABPA hasta en el 15% de los
pacientes (Sabino etal, 2015) y el diagnéstico depende de la combinacién de

criterios clinicos, radiolégicos y serolégicos (Stevens et al., 2003). Esta relacionada
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con un mayor deterioro de la funcién y la exacerbaciéon de sintomas pulmonares
(Baxter et al, 2013b) y son predictores de sensibilizacion por Aspergillus las
modificaciones graves de FQ, la FEV1 > 70%, la ausencia de Pseudomonas y la
exposicion a azitromicina (Fillaux etal, 2014). Debe ser tenida en cuenta en

cualquier paciente con deterioro clinico que no responda a la terapia antibiética.

El riesgo de padecer una exacerbacion pulmonar que requiera hospitalizacion se
asocié significativamente con la infeccion persistente por A. fumigatus y la diabetes
relacionada con la FQ, mientras que no incrementé aquel en pacientes con ABPA
(Amin et al, 2010). Pero existe controversia en cuanto al significado de la
colonizacién por Aspergillus No-ABPA, que a menudo se asocia con peores
hallazgos radiolégicos y es un factor de riesgo independiente para la
hospitalizaciéon (Amin et al, 2010). Un estudio prospectivo en el que se utilizaron
métodos moleculares (secuenciacion de ITS, B-tubulina y calmodulina) para
identificar especies de Aspergillus, sugiere que existe una asociacién de A.
fumigatus sensu stricto con las vias aéreas en FQ, ademas mediante protedmica se
comprueban los cambios que se producen en Aspergillus sp. para adaptarse a la
hipoxia (Barker etal, 2012); y también los mecanismos de resistencia a
antifingicos tales como caspofungina (que bloquea la enzima (1->3)-3-D-glucano
sintasa e inhibe el principal componente de la pared celular) (Middleton, Chen, &
Meyer, 2013), concluyendo Lebecque etal (2010) que parece que son factores
predisponentes a la colonizacion por E. dermatitidis la presencia de A. fumigatus y

sus diferentes genotipos, tras el analisis de esputos y aspirados faringeos en FQ.

4.3.3. Scedosporium / Pseudallescheria

Las especies de este complejo son colonizadores crénicos y patégenos emergentes
en FQ. Es el segundo hongo filamentoso mas comun que crece en el esputo de los
pacientes y se ha descrito como uno de los colonizadores crénicos de mayor
importancia en las vias aéreas de pacientes con FQ. Tiene una distribucién ubicua y
hay dos especies que con mayor protagonismo causan infecciones en humanos (S.
apiospermum y S. prolificans), siendo la primera la mas comun (83% de las
infecciones) pero la segunda origina mdas mortalidad (tasas del 77%)

probablemente debido a su resistencia antibidtica (Thomson et al.,, 2015).
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La prevalencia varia del 0 al 14% (Pihet et al,, 2009) aunque los sujetos que tienen
estas especies son menos frecuentemente colonizados por P. aeruginosa (Blyth
etal, 2010) existiendo la discordancia entre la alta frecuencia de su aislamiento
(6,5 a 10%) y su escasa presencia en el medio ambiente, lo que hace que se

cuestione el mecanismo que da lugar a la adquisicion inicial en FQ.

Scedosporium es un hongo hialino virtualmente idéntico a Aspergillus al
microscopio. Clinicamente da lugar a una respuesta alérgica, puede causar un
amplio espectro de enfermedades y existe riesgo de diseminacién en
hospedadores inmunodeprimidos. Su similitud en la clinica y en los hallazgos
radiolégicos con Aspergillus, conlleva una dificultad en el diagndstico que puede
ser letal, pues Scedosporium es resistente a la anfotericina B, un farmaco

frecuentemente usado cuando se sospecha infeccion por Aspergillus.

4.3.4. Pneumocystis

Pneumocystis jirovecii conocido previamente como Pneumocystis carinii f. sp.
Hominis (Stringer et al.,, 2002) es un hongo pues a partir de 1980, mediante el uso
de técnicas de biologia molecular ha permitido la reclasificacion del género
Pneumocystis en este reino y la secuenciacion de su ARN ribosémico los incluye
entre los Ascomycetos (Edman et al., 1988). P. jirovecii se considera atipico porque
no crece en los medios de cultivo ordinarios para hongos, tiene una pared celular
fragil que contiene colesterol en lugar de ergosterol, no es susceptible a la mayoria
de los antifiingicos, excepto las equinocandinas (que afectan a la sintesis de
betaglucano) y es sensible a los antiparasitarios como pentamidina y cotrimoxazol.
Posee solamente una copia de ARN ribosémico nuclear, muestra un estenoxenismo
sin precedentes entre los hongos de amplia distribucion, y es la tunica especie que
infecta a los humanos, extracelular, de tropismo pulmonar y transmitida por via
aérea (Stringer et al., 2002). Se puede identificar por métodos colorimétricos en
muestras respiratorias cuando su presencia es abundante, pero dificilmente

cuando la carga de microorganismos es baja.

Causa neumonia (Neumonia por Pneumocystis, PcP) en individuos
inmunodeprimidos (Calderén et al, 2010a), ya que son capaces de unirse

especificamente a las células epiteliales alveolares tipo I y proliferar (Dei-Cas,
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2000). La colonizacién por P. jirovecii se define como la deteccién de este
microorganismo o su ADN en muestras respiratorias de individuos que no tienen

signos o sintomas de neumonia.

Pocos estudios en Europa han evaluado la prevalencia de colonizacion por este
hongo en pacientes con FQ que se sitia entre el 1,3 y el 21,6% (Calderon et al,
2010b): en Alemania un 7,4% (Sing et al, 2001), en Francia un 1,3% (Gal etal,
2010) y en Espana un 21,6% (Respaldiza etal, 2005) estudiando muestras de
esputo y lavado orofaringeo de 88 pacientes con FQ mediante PCR anidada del gen
mt LSU rRNA de P. jirovecii. Estas diferencias pueden deberse a circunstancias
climaticas, a la exposiciéon previa a cotrimoxazol o azitromicina o al estado de
inmunosupresion del paciente. Fuera de Europa, en Brasil, Pederiva et al. (2012)
hallaron por PCR anidada colonizaciones por P. jirovecii en el lavado
broncoalveolar de 13 de 34 (38,2%) pacientes siendo el genotipo 1 el mas
frecuente. Es necesario elucidar el papel de este hongo en la historia natural de la
FQ, en orden a establecer un manejo clinico de esta enfermedad. La carencia de
sistemas de cultivo, ha sido el mayor impedimento para las investigaciones sobre

Pneumocystis.

En un trabajo (Varela et al., 2004), encontraron una prevalencia de colonizacién
por P. jirovecii del 22,7% en pacientes con FQ mediante el estudio de muestras de
esputo o LOF. Ninguno de ellos presenté sintomas clinicos ni hallazgos

radiologicos de PcP durante un afio de seguimiento.

El genotipo 3 parece ser el mas adaptado a los pacientes con FQ (Montes-Cano
etal, 2007) en los que durante un afio se demostr6 un ciclo continuo de
colonizacidon/aclaramiento de P. jirovecii, con una tendencia a predominar aunque
no parece ser un riesgo para que desarrollen PcP, probablemente porque sus
estados inmunitarios son aun capaces de impedir el paso desde el estadio de
colonizacion al de infeccion. No obstante, se desconoce el papel que pueda
desempefiar esta colonizacion en la historia natural de la enfermedad. En un
estudio prospectivo, el 12,5% de los pacientes adultos tenian P. jirovecii en el
esputo, siendo mas propensos a tener enfermedad leve y a estar libres de P.

aeruginosa (Hernandez-Hernandez et al., 2012).
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El ser humano parece ser el Unico reservorio conocido para P. jirovecii y
probablemente adquiere la infeccién exclusivamente de otros, mediante la

transmision horizontal (aérea) y vertical (transplacentaria) (Calderén, 2010).
4.4. Infecciones viricas en pacientes no trasplantados

Los rinovirus se asocian con los agravamientos pulmonares en FQ, detectandose
en el 20-60% de todas las exacerbaciones virales (Wat et al., 2008). Segtiin Esposito
etal. (2014) en la Tabla n? 4 se muestran los virus hallados en este estudio
realizado con frotis nasofaringeo de 78 pacientes con FQ (47 con exacerbacion
pulmonar aguda y 31 en situacion clinica estable) en el que se evaluaron 17 virus
respiratorios (el rinovirus humano fue el predominante, siendo el A el principal en

pacientes con exacerbaciones pulmonares).

Las comunidades virales varian en funcién de su localizacién en el pulmén de
enfermos y contribuyen a la patologia de FQ, aumentando el potencial metabélico
de los microorganismos residentes, asi como con el desarrollo de infecciones o

carcinomas (Willner et al., 2012).

Tabla n? 4. Virus encontrados.

CF patients  CF patients

with acute in stable
pulmonary clinical p*

exacerbation  condition

(n = 47) (n = 31)
Single infection, no. (%) 14 (29.8) 9(29.0) 0.85
HRYV, no. (%) 10 (21.3) 4 (129 0.52
A 8 (17.0) 1(3.2 0.07
B 0 (0.0) 13.2) 0.39
C 2 (4.3) 2 (6.4) 1.00
Influenza virus, no. (%) 2(4.2) 2 (6.9) 1.00
A/HINI1 1@2.1) 1(3.2) 1.00
A/H3N2 12.1) 1(3.2) 1.00
Bocavirus, no. (%) 12.1) 1(3.2) 1.00
Metapneumovirus, no. (%) 12.1) 0 (0.0) 1.00
Respiratory syncymzlillo\.nig/ji 0 (0.0) 1(.2) 0.39
Enterovirus, no. (%) 0 (0.0) 1.2 0.39
Dual infection, no. (%) 12.1) 0 (0.0) 1.00
HRV + metapneumovirus 12.1) 0 (0.0) 1.00

HRV: Rinovirus humano. Adaptado de Esposito et al. (2014).

Las células epiteliales en FQ tienen susceptibilidad aumentada a los virus

respiratorios. Se ha descrito que los VRS incrementan la adherencia de P.
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aeruginosa a las de las vias aéreas y los rinovirus la de H. influenzae, S. aureus y S.

pneumoniae a las del epitelio nasal sanas (Van Ewijk et al.,, 2007).
4.5. Infecciones en pacientes trasplantados

Los receptores de trasplante de pulmoén tienen un riesgo mas alto de tener
complicaciones infecciosas que los de otros dérganos solidos, por la constante
exposicién de los pulmones al exterior, ademas de tener alterado el mecanismo de
la tos, asi como la circulacién bronquial y el drenaje linfatico, a lo que se une la
intensidad de la inmunosupresién que conduce a un estado persistente de

disfuncion de los linfocitos T y B.

Las infecciones en el postrasplante provocan el 80% de las muertes ocurridas
durante el primer afio tras la intervencion. El tracto respiratorio y las infecciones

relacionadas con catéter son las principales causas de bacteriemias o sepsis.

La infeccion mas comun es la neumonia bacteriana, seguido por citomegalovirus
(CMV), fangicas y micobacterias. Un estudio transversal descriptivo que analiz6 las
infecciones en pacientes trasplantados de pulmoén por FQ entre 1991 y 2004 en un
hospital espafiol (Solé etal, 2006), concluyé que las ocasionadas por CMV
alcanzaron un 26% y a largo plazo las fingicas supusieron la tinica complicaciéon
infecciosa mas grave, ambas asociadas a rechazo crénico, desarrollandose formas
invasivas pulmonares por A. fumigatus; precedidas de Aspergillus en esputo

durante varios meses a pesar de profilaxis antifungica.

Bonvillain et al. (2007) publicaron un trabajo en el que analizaron los perfiles de
infeccion postoperatoria en 60 pacientes trasplantados pulmonares por FQ y otros
tantos sin padecer esta enfermedad en el que se demuestra que los pacientes
trasplantados con FQ desarrollaron 278 infecciones respiratorias entre las que se
identificaron 307 pat6genos, en tanto que sobre el otro grupo aportan datos de
154 y 165 respectivamente. Los pacientes con FQ intervenidos tuvieron
significativamente frecuencias mas altas de infecciones por Pseudomonas y menos
tiempo sin estos procesos infecciosos que el resto, pero no se encontraron
diferencias significativas en cuanto a afecciones pulmonares por S. aureus,

Mycobacteria y Aspergillus, entre ambos grupos.

44



Mattner et al. (2007) analizaron las infecciones postoperatorias y la mortalidad en
208 trasplantados toracicos (137 de pulmoén, 51 de corazén y 20 combinados)
objetivando 157 casos nosocomiales (la mas frecuente la neumonia en 59 de ellos)

siendo la FQ un factor de riesgo para la mortalidad.

Entre los patogenos descritos en las infecciones nosocomiales se encuentran
bacterias como S.aureus (S. aureus  meticilinsensible/S. aureus
meticilinrresistente), Enterococci, Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella
sp., Enterobacter sp.), P. Aeruginosa, Acinetobacter sp. y Candida sp. En la Tabla n®
5 se muestran los microorganismos mas frecuentes en cada periodo postrasplante.
Entre los dos y los seis meses, la inmunosupresiéon es maxima lo que puede
provocar la reactivacion de patogenos latentes presentes previamente a la cirugia
en el pulmoén donante o en el receptor. Infecciones por CMV, Virus de Epstein Barr
(VEB), Virus Herpes Humano-6 (HHV-6), Virus de la Hepatitis B (VHB), Virus de la
Hepatitis C (VHC) e infecciones oportunistas (Aspergillus sp., P. jirovecii y Listeria

monocytogenes).

Tabla n? 5. Infecciones mas frecuentes en el primer mes postrasplante, entre el segundo y el sexto y

a partir del sexto mes.

Ist month 2nd-6th month >6 months

Nosocomial infections®
Respiratory tract infections Reactivation of latent Cotiiiiitvicdiied
Surgical site infections infections + opportunistic infecti /ty quire
Urinary tract infections infections e W Uevs. s e
Catheter infection, sepsis

Related more to surgery and Rel . .

; 3 elated more to immunosuppression

intensive care

CF lung pathogens: Viruses: Viruses:
Pseudomonas spp. Cytomegalovirus Epstein-Barr virus
Burkholderia cepacia complex Epstein-Barr virus Respiratory viruses
B. gladioli; NTM Herpes simplex virus

Varicella Zoster virus

Other bacteria: Respiratory bacteria:
S. aureus Opportunists: S. pneumonia
Enterobacteriaceae P, jirovecii H.influenzae
Enterococci Toxoplasmosis C. pneumoniae
Acinetobacter spp. Aspergillus spp. M. pneumoniae

Nocardia and others

Fungi: Listeria
Candida spp. Mycobacteria CF lung pathogens:
(Aspergillus spp.) (especially NTM) Pseudomonas spp.

Burkholderia spp.

Viruses: CF-lung pathogens:
Herpes simplex virus Pseudomonas spp. Fungi:
Respiratory viruses Burkholderia spp. Aspergillus spp.

C. diffcle infection®* Late-onset C. difficile
infection

* Puede ocurrir también en fases mas tardias tras el trasplante pulmonar dependiendo de hospitalizaciones
prolongadas o recurrentes y la presencia de dispositivos médicos. ** La mayor incidencia tiene lugar en los
primeros 3 a 12 meses tras el trasplante asociada a la antibioterapia de amplio espectro e inmunosupresiéon
intensa. Tomado de Hirche et al. (2014).
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4.6. Infecciones bacterianas en pacientes trasplantados

Se ha descrito que el complejo B. cepacia (CBC), B. gladioli y Pandorea sp. se
asocian con peor evolucion postrasplante (Quon etal, 2011). Los pacientes
colonizados por B. cenocepacia y B. gladioli son mas propensos a sufrir enfermedad
invasiva con neumonia, empiema, septicemia y muerte, por lo que son rechazados
por algunos centros trasplantadores. B. gladioli es genotipicamente distinta de B.
cepacia pero fenotipicamente muy similar. Es una bacteria gram negativa que esta
presente en el suelo, plantas y tracto respiratorio de los humanos y es causa de
abscesos de pared y neumonia (Kanj et al.,, 1997), de empiema y septicemia (Khan
et al., 1996), rinosinusitis localmente invasiva y bacteriemia persistente (Quon
etal, 2011) en pacientes trasplantados. Supone una mortalidad al afio por todas
las causas de aproximadamente un 23% (Brizendine et al, 2012) siendo la
supervivencia de estos enfermos significativamente menor que la de pacientes con
o sin CBC (a excepcién de B. cenocepacia). También se han descrito infecciones
recurrentes por B. pyrrocinia 6 B. cepacia genomovar IX en el postoperatorio de un
paciente con proceso cronico por dicho microorganismo, previamente al trasplante

(Savietal, 2014).

Sélo han sido publicados resultados favorables a largo plazo, en pacientes con B.
cenocepacia, en casos individuales (Nash etal, 2010). A pesar de que es
considerada una contraindicacién relativa para el trasplante pulmonar, Salizzoni,
Pilewski, & Toyoda (2014) tuvieron éxito en uno con neumonia por dicho
microorganismo, de tal modo que seis afios después hacia vida normal sin

recurrencia de infeccion.

También el trabajo realizado en Carolina del Norte desde 1992 a 2012 (Lobo et al,
2013) en el que se analizo6 la supervivencia postrasplante en pacientes colonizados
previamente por M. abscessus (considerada también por algunos una
contraindicacién para la intervencién) que fue del 77% al afo, 64% a los tres y
50% a los cinco, predominando los infiltrados pulmonares y/o infecciones de piel

y tejidos blandos en el caso de micobacterias no tuberculosas.

Vital et al. (2013a) en Suiza desde 1992 a 2009, constataron que la cirugia de los

senos y la ducha diaria nasal reducen la colonizacién por Pseudomonas de las vias
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aéreas en receptores de trasplante pulmonar. La ausencia de dicha colonizacién en
el postrasplante tuvo un impacto positivo en la supervivencia posterior y el
desarrollo del sindrome de bronquiolitis obliterante. Parece ser que una cirugia
extensa de los senos paranasales, previa a la cirugia, podria prevenir la infeccion
del nuevo pulmén (Ciofu et al, 2013). En un trabajo realizado con 73 pacientes
trasplantados, la infeccién cronica con P. aeruginosa fue un factor de riesgo
significativo para el desarrollo de poliposis nasal tras el trasplante (Vital et al,

2013b).

C. difficile se aisla en el 30 al 50% de los pacientes con FQ (mas a menudo que en
otros grupos de enfermos). En el primer afio postrasplante pulmonar, los afectados
de FQ, son 2-3 veces mas susceptibles de tener diarrea asociada a esta bacteria y
colitis, que en personas sin FQ (Theunissen et al, 2008). En un analisis realizado
por la Universidad de Minnesota de los trasplantados entre 2000 y 2011 (16.5% de
un total de 388 por FQ) se objetivdé que los que desarrollaron infeccion por C.
difficile tienen mayor riesgo de muerte, especialmente cuando ésta tiene lugar en
los primeros seis meses posteriores (Lee et al, 2013). La colitis
pseudomembranosa es una causa rara pero clasica, de muerte en receptores de

pulmén.
4.7. Infecciones fiingicas en pacientes trasplantados

El nimero de personas que en nuestro pais sufren una infeccion fungica al afio esta
en torno a 8,1 millones, la mayoria de piel o mucosas que no causan la muerte. La
candidemia es mucho mas frecuente que en otros paises europeos y se ha
incrementado 1,88 veces en la tltima década (8,1/100.000), la tasa de aspergilosis
invasiva se ha estimado en 2,75 / 100.000 y la mucormicosis en 0,04 / 100.000. Se
estimarian 419 casos de aspergilosis invasiva anuales en pacientes con cancer o

trasplantados y 208 de PcP en este mismo grupo (Rodriguez-Tudela et al.,, 2015).

El espectro de las infecciones fungicas ha cambiado a lo largo del tiempo, pues
inicialmente predominaba la de Candida que ha sido sustituida por Aspergillus
seguido por Scedosporium y Zygomycetes (nuevos patogenos emergentes).
Cryptococcus neoformans es otro importante agente responsable de la morbilidad

de los trasplantados.
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Las infecciones fingicas en los receptores de pulmones se pueden presentar como

invasivas, la manifestacion mas comun seguida de traqueobronquitis.

En el trabajo realizado en Pittsburgh (Pensilvania, EE.UU) (Vadnerkar et al., 2010)
se revisé la histopatologia de los pulmones explantados de 304 pacientes que
recibieron un trasplante entre 2005 y 2007. Se comprobaron infecciones invasivas
por hongos en el 5% (14 individuos), de éstos a sélo tres se les habia aplicado
tratamiento inmunosupresor en el afio previo al trasplante, lo que sugiere que la
propia patologia pulmonar predispone a los pacientes a la infecciéon por hongos; el
riesgo de padecerla fue mayor en pacientes con FQ que con otras patologias
aunque en el 57% de los enfermos no se diagnosticaron estas complicaciones. A
pesar de la profilaxis secundaria con voriconazol, las infecciones fungicas se
desarrollaron en el 43% de los pacientes que tenian hongos en sus pulmones
explantados (3 de ellos estaban sometidos a tratamiento profilactico y otros 3,
ocho meses después de la finalizacion de la aplicacion de voriconazol). La
mortalidad atribuible a las infecciones fungicas invasivas entre pacientes con
hongos en sus pulmones explantados fue del 29%. Por tanto los autores sugieren
que a menudo aquellas no son reconocidas previamente a la intervencion y se

asocia con peor pronostico.

La colonizaciéon de las vias respiratorias bajas en adultos en el primer afo
postrasplante, es del 30% al 40% (Helmi et al., 2003) frente al 60% (Liu etal,
2009a) en pacientes pediatricos; sin embargo, su persistencia es similar en ambos
grupos, aunque en los nifios la existencia previa a la intervencion no se asocié con
la postoperatoria o con infecciéon y tampoco la colonizaciéon postrasplante con el

desarrollo de enfermedad pulmonar invasiva.

En un estudio multicéntrico en EE.UU y Europa (Danziger-Isakov et al., 2008) se
investigaron 555 pacientes pediatricos trasplantados por FQ y otras causas. En el
primer aflo postrasplante, 62 de ellos tuvieron infecciéon fungica pulmonar
probada o probable poniéndose de manifiesto que esta complicacion esta asociada
o son factores de riesgo, la existencia de una colonizacion previa a la intervencion,
la edad por encima de 15 afios, la discordancia seroldgica para CMV, un régimen
basado en tacrélimus, ser donante positivo para CMV y rechazo grado A2 y agudo

repetido. En la Tabla n? 6 se muestran los organismos responsables de las
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infecciones fuingicas pulmonares que tuvieron lugar en el primer afo

postrasplante.

Tabla n? 6. Patégenos responsables de las infecciones fingicas pulmonares.

Organism Number (%) Mortality due to PFI
Aspergillus 38 patients 9 of 38 (24%)
Aspergillus 23
Aspergillus fumigatus 16
Aspergillus niger 1
Candida 10 patients 3 of 8 (38%)
Candida species 4
Candida albicans 6
Candida krusei 1
Other 13 patients 0 of 13 (0%)
Fungus 2
Mold 1
Mucormycosis 1
Ochroconis humicola 1
Paecilomyces 2
Penicillium 2
Saccharyomyces 1
Scedosporium 2

Tomado de Danziger-Isakov et al. (2008).

Segun Liu et al. (2009a) 14 infecciones fungicas pulmonares probadas o probables
se registraron en 11 pacientes trasplantados, el 91.6% de ellos con FQ. La media de
dias tras el trasplante para padecer la primera infeccion fungica pulmonar fue de
271 (rango de 6 a 925). El analisis univariante revelé un riesgo incrementado de
sufrirla si se habia aplicado profilaxis para CMV o un episodio previo, pero no se
asoci6 con un riesgo superior de muerte o retrasplante (Liu et al, 2009a). En el
modelo univariante, el riesgo de colonizacién fingica se asoci6 con seropositividad
del donante para CMV o recibir profilaxis para el mismo, rechazo grado A2 o mayor
e infeccidn respiratoria viral previa a la colonizacién fungica (Liu et al, 2009a), en
tanto que en el multivariante, una edad mayor, profilaxis para CMV e infeccién
respiratoria viral previa a la colonizacién, se mostraron como predictores
independientes de la colonizacion postrasplante. Tampoco la FQ supuso un riesgo

tras el trasplante, y ésta no se asocié con muerte o necesidad de repetirlo.
4.7.1. Candida

En un andlisis retrospectivo llevado a cabo en Cleveland sobre 55 pacientes
pediatricos (62% de ellos con FQ) sometidos a trasplante pulmonar entre 2002 y

2007, Liu et al. (2009a) observaron que tras la intervencién, 33 sujetos tuvieron 73
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episodios distintos de colonizacién flingica de vias respiratorias bajas (rango entre
1 y 9) mediante estudio del lavado broncoalveolar (LBA) con una mediana de 58
dias. C. albicans y otras especies de este género fueron las mas comunes (en 13y 9
sujetos respectivamente) aunque también se identificaron especies de Aspergillus
(en 9, en nifos incluso puede ser conjunta) y variedades de otros hongos (en 26),

incluyendo Basidiomycetes, Paecilomycesy Scedosporium.

Seis pacientes tuvieron colonizacidn persistente con el mismo microorganismo en
dos o mas evaluaciones consecutivas (C. albicans, C. glabrata y Basidiomycetes),
aunque los colonizados no desarrollaron infeccién flingica invasiva a pesar de no

estar recibiendo tratamiento preventivo especifico (ver Figura n? 7).

Figura n? 7. Colonizacién e infeccién fingica pulmonar.

Pre~tx colonizaton, no PFI
N=22 (40%)

Pre-tx colonizaton, PFI
N=7 (12.7%)

Post-tx colonization, PFI
N=3 (5.5%)

Uncolonized, no PFI
N=13 (23.6%)

Post-tx colonization, no PFI

N=9 (16.4%)
ncolonized, PF|
N=1 (1.8%)

Los pacientes se dividen segun su estado (colonizacidn pretrasplante, de novo postrasplante y no colonizados)
y dentro de éstos en funcién de la presencia o no de infeccién pulmonar tras el trasplante. Adaptado de Liu et
al. (2009a).

4.7.2. Aspergillus

La colonizacién previa por Aspergillus no se detect6 en ningin caso de infeccion
pulmonar fingica postrasplante (Liu et al, 2009a). Los receptores de pulmones
experimentan una alta incidencia de infeccion por Aspergillus en comparacién con

los de otros d6rganos sdlidos (Iversen et al., 2007), que van desde la colonizacion a
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la traqueobronquitis invasiva, pasando por la invasién pulmonar o la aspergilosis
diseminada (Singh & Paterson, 2005). Las manifestaciones clinicas méas frecuentes
son la aspergilosis broncopulmonar alérgica, el aspergiloma y la sinusitis. La
traqueobronquitis invasiva es especialmente peligrosa en el periodo inmediato
(primer mes postoperatorio) ya que puede afectar a la sutura bronquial y a la
formacién de fistulas entre el bronquio y la arteria pulmonar adyacente. La
aspergilosis invasiva tiene una incidencia media del 6% (rango de 3 a 14) con
inicio medio a los 120 dias (rango de 4 a 1.410). Entre el 15 y el 20% son
diseminadas provocando una mortalidad del 68%. En la Tabla n? 7(Singh &
Paterson, 2005) se pueden observar las caracteristicas epidemiolédgicas de la

aspergilosis invasiva tanto en los trasplantados de pulmén como de otros drganos.

Tabla n? 7. Caracteristicas epidemiolégicas de la aspergilosis invasiva en receptores de trasplante.

Type of transplant Incidence range, % (mean) Mean days to onset (range) % Due to disseminated aspergillosis % Mortality
Liver 1-8(2) 17 (6-1,107) 50-60 87
Lung 3-14(6) 120 (4-1,410) 15-20 68
Heart 1-15(5.2) 45 (12-365) 20-35 8
Kidney 0-4(7) 82 (20-801) 9-36 71
Pancreas 1129 NA? NA 100
Small bowel 0-10(2.2) 289 (10-956) 66 66
Allogeneic stem cell” 5-26 (10) 78 (46-120) 21-30 78-92
Autologous stem cell 2-6 (4.8) 20 (7-456) 10-20 78-92
Nonmyeloblative stem cell 8-23 (11) 107 (4-282) 34 63-67

b: NA, no disponible. c: los datos son de trasplantes alogénicos mieloablativos. Adaptado de Singh et al. (2005).

El uso de profilaxis antifingica ha dado lugar a un retraso de la Aspergilosis
invasiva, habiéndose descrito en recientes estudios (Hosseini-Moghaddam &
Husain, 2010) una tasa de incidencia acumulada de 2,4% a los 12 meses. La
colonizacion por Aspergillus pre o postrasplante junto con infecciones previas por
CMV, hipogammaglobulinemia, trasplante unipulmonar, asi como el rechazo y la
necesidad de aumentar la inmunosupresion se consideran factores de riesgo
significativos para la aspergilosis invasiva. La colonizacién postrasplante también

esta implicada en el desarrollo del sindrome de bronquiolitis obliterante.

En el estudio retrospectivo realizado en Dinamarca que incluyé 362 pacientes
trasplantados entre los afios 1992 y 2003 (Iversen etal, 2007), se observd
colonizacidn por Aspergillus en 83 de ellos y en otros 22 enfermedad invasiva (la

mayoria en los tres primeros meses postrasplante) y en los afectados por FQ
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asociando la segunda forma con un 58% de mortalidad a los dos afios, mientras
que la primera era a los 5. Ademas la edad del donante, el tiempo de isquemia o el
uso de daclizumab (versus induccién policlonal) fueron factores de riesgo

independientes para la infeccion.

Helmi et al. (2003) en pacientes trasplantados (32 padecian FQ y 101 sin esta
afeccién) comprobaron que de los enfermos del primer grupo el 53% (17/32)
estaban colonizados por A. fumigatus previamente al trasplante y la continuaron
padeciendo después el 59% (10/17) y posteriormente 4 de ellos desarrollaron
Aspergilosis traqueobronquial aunque ninguno en forma diseminada o neumonia.
Asimismo entre los 15 restantes que no tenian colonizacién previa por este hongo

la padecieron el 40% (6/15) postintervencion.

En los del segundo grupo sufrieron este asentamiento fungico después de la cirugia
el 28% (28/101) y ademas 4 de ellos desarrollaron aspergilosis traqueobronquial
y 6 neumonitis, respondiendo al tratamiento con supervivencia a largo plazo sélo 3

de éstos.

En un estudio de cohortes retrospectivo unicéntrico realizado por Luong et al
(2014) entre 2006 y 2010 sobre 93 pacientes con FQ trasplantados, se objetivo
que 65 tenian colonizacién por Aspergillus previamente. En 36 fue positivo el LBA
intraoperatorio en el pulmén nativo. 20 enfermos desarrollaron Aspergilosis
invasiva, con una mediana de 42 dias tras el trasplante, actuando como factores de
riesgo para esta complicacidon independientes el cultivo positivo intraoperatorio,
que supuso un incremento cuadruple y el tratamiento para el rechazo agudo del
injerto dentro de los 90 dias postcirugia. La profilaxis antifingica se habia
administrado a 57 de los 93 receptores. La infeccidn por Aspergillus no se asocid

con un riesgo incrementado de muerte.

Lazaro et al. (2011) revisaron siete casos de endocarditis por A. fumigatus (5 de
ellos con trasplante pulmonar por FQ). Ninguno tenia una enfermedad valvular
previa conocida y el tiempo transcurrido entre la cirugia y el diagndstico de dicha
afeccion cardiaca fue de 846 meses. En todos los casos los hemocultivos fueron
negativos y las vegetaciones median mas de 1,5 cm (aunque por ecocardiografia

transtoracica no se detectaron éstas en tres de ellos) y cinco pacientes murieron
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por enfermedad diseminada.

En el trabajo publicado en 2008 por Silveira et. al (2008) realizado entre 1996 y
2006 sobre pacientes trasplantados de pulmoén (el 6% de ellos debido a FQ) en los
que se aislo un hongo distinto al Aspergillus en el LBA, Cladosporium fue el mas
frecuente (Tabla n? 8) con una mediana de 415 dias postrasplante. La profilaxis
con un agente antifingico se llevé a cabo en el 44,7% de los pacientes en los que se
habia aislado durante el seguimiento posterior (mediana 765 dias). No hubo casos
de infeccion fungica invasiva probada en el primer afio tras el hallazgo y tan sélo
un caso de Zygomycosis probable. Estos resultados sugieren que el inicio de la
profilaxis antifingica dirigida, tras el aislamiento en LBA de hongos no Aspergillus,

puede no estar justificada.

Tabla n? 8. Hongos distintos a Aspergillus.

Number of isolates
Organism (percent of total)
Cladosporium 35(41.2)
Phialemonium 14 (16.5)
Chaetomium 5(5.9)
Zygomycete® 12 (14.1)
Scedosporium apiospermum 4(4.7)
Scedosporium inflatum 2(2.4)
Alternaria 4(4.7)
Bipolaris 3(3.5)
Other® 6(7.1)
Rhizopus, 5; Rhizomucor, 2; Mucor, 3; Cunninghamella, 1; Syncephalastrum, 1.
®Curvularia, 1; Dactylaria, 2; Graphium, 1; Phialophora, 2.

Tomado de Silveira et al. (2008).

4.7.3. Scedosporiumy otras

Las infecciones emergentes por S. apiospermum suponen importantes causas de
morbilidad y mortalidad en pacientes trasplantados, alcanzando hasta el 25% de
las ocasionadas por hongos filamentosos distintos de Aspergillus en los de 6rganos
sélidos (Solé, 2011). Los enfermos de FQ colonizados antes del trasplante y los

sometidos a implantacién unipulmonar son los que tienen mayor riesgo.

También esta descrito un caso de osteomielitis varios afios después del trasplante

de pulmén y un aneurisma mic6tico en la aorta abdominal en la misma paciente
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(Thomson etal, 2015), asi como otros de infecciéon diseminada (Miraldi etal.,
2012; Symoens et al., 2006; Solé, 2011) e invasivas por Scedosporium letales en
pacientes trasplantados por FQ (Morio etal, 2010). El tratamiento de las
infecciones por Scedosporium o Zygomycetes es complicado, ya que presentan una
importante resistencia al firmaco de eleccién (anfotericina B, voriconazol) por lo
que tienen una mortalidad de hasta el 80% (Hosseini-Moghaddam & Husain,

2010).

También se han descrito casos de infeccion diseminada por Neosartorya
pseudofischeri (Khare et. al, 2014) y posible coinfeccién con Tyromyces fissilis
(Chrenkova etal, 2015), miositis por Microsporidia (Anncaliia algerae,
previamente Brachiola algerae), que son parasitos intracelulares obligados, mas
cercanos a los hongos que a los protozoos (Field etal, 2012), funguemia por

Microascus cirrosus (Miossec et al., 2011) y pericarditis por C. neoformans.

Las infecciones por Mucorales (Rhizopus, Mucor, Rhizomucor) pueden producir
infecciones sistémicas letales y crecer en la anastomosis quirurgica del bronquio
causando estenosis. La mortalidad de la mucormicosis pulmonar es del 50 al 70%

en los procesos locales y del 95% en los diseminados (Neto et al.,, 2014).

También se ha publicado la infeccion fatal diseminada por las levaduras
(ampliamente expandidas en la naturaleza) Trichosporon mycotoxinivorans,T.
asahii y T. mucoides (éstas ultimas se han descrito en pacientes con leucemia y

trasplantados de higado, rifién o corazon) (Hirschi et al,, 2012).

4.7.4. Pneumocystis

Los trasplantados de 6rgano sélido tienen un riesgo importante de padecer PcP en
el primer afo posterior. La colonizaciéon pretrasplante es un factor de riesgo
afiadido para el desarrollo de infecciones en el postrasplante, por lo que dicha
situacion identificaria a los sujetos en riesgo de desarrollar infecciones por
Pneumocystis, sobre todo cuando se han descrito casos de PcP a pesar de
quimioprofilaxis después del primer afio en pacientes trasplantados (Garcia-

Morillo, 2006).
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En un trabajo (Wang et al., 2012) que revisé 1241 pacientes adultos entre 2001 y
2011 en Canada, se identificaron 14 casos de PcP (el 35,7% de ellas con trasplante
de pulmoén). En este trabajo, se indica que el 53% de los afectados con PcP habian
recibido previamente una profilaxis con trimetoprim-sulfametoxazol durante 12
meses y sufrieron PcP entre 645 y 1414 dias postrasplante, 6 padecieron viremia
por CMV entre 59 y 204 dias previos a la presentacion de la PcP y dos fallecieron

por causas directamente relacionadas con las complicaciones de la neumonia.

Aunque clasicamente la profilaxis con cotrimoxazol debe mantenerse un afio tras
el trasplante, se podria proponer aumentar el periodo de ésta o reconsiderarla de
nuevo en situaciones de mayor inmunodepresion, rechazo tardio o si el ambito

epidemiolégico asi lo aconseja (Garcia-Morillo, 2006).
4.8. Infecciones viricas en pacientes trasplantados

Las infecciones respiratorias viricas se han asociado con rechazo agudo y
sindrome de bronquiolitis obliterante (Davis et al, 2010), éste puede tener un
inicio agudo o crénico con un curso abrupto o insidioso, siendo muy util para el
diagnostico el desarrollo de un deterioro prolongado en las tasas de flujo
espiratorio durante al menos 3 semanas (Hayes et al, 2012). La prevalencia de las
infecciones por VRS tras el trasplante pulmonar es del 20% y se ha descrito
también un desarrollo rapido del sindrome de bronquiolitis obliterante agudo y

bronquiectasias, a los tres afios del trasplante (Hayes et al., 2012).

La infecciéon por CMV debe diferenciarse de la enfermedad por CMV pues ésta
conlleva replicacion viral y sintomas clinicos (fiebre, mialgias, artralgias), invasion
del tejido y dafio de 6rganos. Se manifiesta predominantemente tras el trasplante
por la neumonitis, pero también puede dar lugar a hepatitis, gastroenteritis y
colitis usandose para el diagnostico los test serologicos (antigeno de CMV pp65),
cuantitativo y PCR (CMV-PCR) de la sangre, LBA o muestras de tejido. Los
receptores CMV negativos de pulmones CMV positivos, son los que tienen mayor
riesgo, por lo que es aconsejable tratar a los pacientes trasplantados de este
6rgano cuando son diagnosticados de viremia por CMV asintomatica (Kotton et al,

2010).
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En un estudio retrospectivo realizado en 14 centros de EE.UU y Europa (Liu et al,
2009b) se incluyeron 576 nifios sometidos a trasplante de pulmoén y se registraron
101 infecciones respiratorias viricas en 79. De ellos, el 27,8% tenian FQ y el 82,3%
habian recibido trasplante de pulmoén bilateral de donante cadaver. Los agentes

mas frecuentemente encontrados fueron Adenovirus, Rhinovirus y VRS (Tabla n? 9).

Tabla n? 9. Virus presentes en el primer afio postrasplante.

Virus N=101
Adenovirus 25
Rhinovirus 22
Respiratory syncytial virus 21
Parainfluenza 19
Influenza A/B 9
Herpes simplex virus 5
Enteroviruses 4
Varicella 1

Tomado de Liu et al. (2009b).

En un modelo multivariante para el tiempo, hasta la primera infeccidon respiratoria
viral, se asociaron de forma independiente con el riesgo de infeccion respiratoria
viral una etiologia distinta de FQ, edad menor y no haber recibido terapia de

induccidn, con una disminucién de la supervivencia a los 12 meses.

En la universidad de San Pablo de Brasil (Bugano et al, 2010), se revisaron los
pacientes trasplantados de pulmdn entre 2003 y 2008, incluyéndo 47 (48,93%)
que padecian FQ. 19 de ellos desarrollaron un evento por CMV (8 infecciones, 7
sindromes y 15 enfermedad) y en 12 se presentaron estos durante la profilaxis. El
andlisis univariante, confirmé que los eventos se relacionaron con mayor
mortalidad (especialmente si el paciente experiment6 mas de dos y si el primero
ocurri6 en los tres meses siguientes al trasplante), pues los que los padecieron
después de estos 90 dias mostraron la misma supervivencia que los que no los

tuvieron.

Las infecciones por Adenovirus son mas frecuentes en el primer afio postrasplante,

causando principalmente la muerte, el fallo respiratorio y la hepatitis. El
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diagnostico debe establecerse en esputo o LBA mediante PCR, que es mas sensible
y rapido que los cultivos virales. Se ha descrito un caso de neumonia necrotizante
bilateral con hemorragia alveolar difusa originada por estos virus, cuatro afios

después del trasplante pulmonar bilateral (Mayeur et al., 2012).

Por ello, un dianéstico temprano y un tratamiento adecuado, son fundamentales

durante las épocas de gripe en este tipo de pacientes (Bresci et al., 2010).

Finalmente se ha constatado un caso de Trichodysplasia spinulosa en una nifia a
los 3 afios del trasplante pulmonar por FQ. Es una entidad rara, probablemente
mediada por una infeccién viral (Polyomavirus), del que hay escasas referencias en

la literatura (Berk, Lu, & Bayliss, 2013).

5. TECNICAS UTILIZADAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES

5.1. Muestras

El material usado para el diagnoéstico etiolégico de las infecciones es variado:

esputo, lavado orofaringeo (LOF) y LBA obtenido mediante fibrobroncoscopia.

En el trabajo llevado a cabo por Delhaes et al. (2012), las muestras de esputo se
obtuvieron mediante expectoracion en un bote estéril tras un enjuage con agua
para prevenir una excesiva contaminacion bacteriana. En el estudio realizado por
Guss et al. (2011) las muestras de esputo se ponian en hielo hasta su examen en la
hora siguiente a la obtencidn de las mismas. Cada toma era lavada tres veces en 20
ml de una solucién salina estéril tamponada con fosfato con pH de 7,2 para
remover la saliva contaminante. Sibley et al (2011) analizaron los esputos
obtenidos tras fisioterapia respiratoria al igual que en el trabajo de Van Daele et al.

(2005) para asegurar que las mismas provenian de las vias respiratorias bajas.

El LOF (enjuage de la boca y gargarismos con suero salino) fue utilizado por
primera vez por Wakefield et al. (1993) en 1993 en pacientes con PcP. Ghannoum
et al. (2010) analizaron la micobiota en individuos sanos utilizando el LOF porque:
es relativamente facil de obtener, es un método no invasivo, la cavidad oral es la
mayor puerta de entrada para los microorganismos en el cuerpo y el enjuague
permite la recogida de los organismos presentes en el dorso de la lengua y en la

mucosa oral. Los LOF fueron recogidos al menos una hora después de haber
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comido, aproximadamente a la misma hora (9-11 am), para evitar la
contaminacion de las muestras y estandarizar el posible impacto de las variaciones
en las tasas de flujo salival. Los participantes hicieron gargaras con 15 ml de
soluciéon salina estéril tamponada con fosfato (PBS) durante 1 minuto, y

depositaron el contenido de la boca en un tubo de centrifugado de 50 mL.

Segun un trabajo que analizé la microbiota presente en el tejido pulmonar de un
nifio al que se le realizé una lobectomia por enfermedad grave localizada, los
hallazgos de un enjuague orofaringeo representaron pobremente la microbiota
pulmonar (Brown et al, 2014). Segin Matos et al. (2001), el LOF fue menos util
que el esputo para detectar P. jirovecii en pacientes con neumonia con baja carga
parasitaria o con infecciones subclinicas, e indican que son necesarios mas
estudios que evalden distintos protocolos de PCR, para detectar colonizaciones

asintomaticas usando este tipo de muestras, ya que es poco invasiva.

Liu et al (2009a) analizaron la colonizacién fungica en LBA en pacientes
pediatricos trasplantados pulmonares (el 62% de ellos por FQ) para lo que se
llevaron a cabo broncoscopias de vigilancia alas 2 y 6 semanasyalos 3,6,9,12y
18 meses tras el trasplante. Silveira et al. (2008) revisaron retrospectivamente los
LBA de pacientes adultos trasplantados de pulmén (el 6% de ellos por FQ) en los
que se aislé un hongo distinto al Aspergillus. Pederiva et al. estudiaron la presencia
de P. jirovecii en LBA obtenido mediante fibrobroncoscopia diagndéstica (Pederiva

etal, 2012).

Respaldiza et al. (2006) analizaron la utilidad de los lavados orofaringeos (LOF)
para identificar los portadores de P. jiroveciipor PCR en este tipo de muestras
tomadas en pacientes sin PcP, y encontraron una concordancia del 84,4% con los
resultados de las investigaciones del agente en esputos y del 80% en LBA,

procedentes de los mismos enfermos.
5.2. Metodologia

Las técnicas diagndsticas han evolucionando desde los métodos clasicos de tincién
y cultivo, hasta las de biologia molecular, lo que esta permitiendo descubrir la

naturaleza polimicrobiana de estas infecciones.
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En la Figura n2 8 se exponen resumidamente las empleadas en los dltimos 50 afos.

Figura n? 8. Métodos diagnoésticos utilizados en las infecciones pulmonares en fibrosis quistica
desde 1950 a 2010.
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Tomado de Gilligan et al. (2014).

5.2.1. Estudio de la microbiota

Harris et al. (2007) realizaron un trabajo para identificar la poblacién bacteriana
mediante andlisis secuencial de ARN-ribos6mico en el LBA de 42 nifios (28 de ellos
con FQ) y se detectaron 4530 clones en los afectados por FQ frente a 1762 en los
otros. En la Figura n? 9 se muestran los patégenos mas frecuentemente

encontrados.

Figura n? 9. Patégenos bacterianos mas importantes detectados por cultivo y analisis molecular
(con todos los primers bacterianos).
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Las barras negras representan la deteccion por ambos métodos, las grises por los moleculares y las vacias por
los cultivables. Tomado de Harris et al. (2007).
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En Southern Alberta Cystic Fibrosis Clinic (Canada), durante los dltimos 28 afios se
han llevado a cabo 19.250 aislamientos bacterianos mediante métodos de cultivo
(Sibley etal, 2011). Durante cuatro afios, en la misma clinica, se identificaron
2.015 aislamientos usando una parte del gen 16S RNA. Sibley et al (2011)
analizaron muestras de esputo de pacientes con fibrosis quistica haciendo uso de
técnicas de cultivo enriquecidas y fueron capaces de identificar 43 de las 48
familias detectadas por secuenciacidn (éstas cinco encontradas s6lo por métodos
de no cultivo, estaban presentes en muy poca cantidad, <0,002 % del total),
afirmando que empleando 20 condiciones de cultivo por muestra (la mitad de las
cuales incluyen métodos anaerobios y larga incubacién), la mayoria de las especies
pueden ser identificadas.

Delhaes et al. (2012) realizaron un estudio de la microbiota en 8 muestras de
esputo de cuatro pacientes adultos con fibrosis quistica, mediante cultivos
microbiolégicos convencionales (Tabla n2 10) y pirosecuenciaciéon del gen 16S
rRNA (Tabla n? 11), encontrandose Pseudomonas en 5 de las 8 muestras y
Streptococcus en todas menos una. Se observé una diversidad bacteriana
significativamente menor en los pacientes con funcion pulmonar disminuida y

peor estatus clinico.

Tabla n? 10. Aislamientos microbiolégicos en esputos mediante cultivo convencional.

Patient- sample Bacteria

Patient 1-sample 1 Pseudomonas aeruginosa (mucoid texture)
Alkaligenes xylosoxidans

Patient 1-sample 2 P. aeruginosa (mucoid texture)

Patient 2-sample 1 ND¢

Patient 2-sample 2 Haemophilus influenzae

Patient 3-sample 1 Staphylococcus aureus (sensitive to meticillin)

Patient 3-sample 2 S. aureus (sensitive to meticillin)

Patient 4-sample 1 P. aeruginosa (mucoid texture)

Patient 4-sample 2 P. aeruginosa (non-mucoid texture) P. aeruginosa

(mucoid texture)
dND: no realizado. Tomado de Delhaes et al. (2012).
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Tabla n? 11. Nimero de lecturas de pirosecuenciacién de 16S asignados a cada grupo taxonémico
de bacterias.

Sequences (reads)” per patient and per sample

Identification Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4
Sample1 Sample2 Sample1 ple2 Sample1 Sample2 Sample1 Sample2
ACTINOBACTERIA
Actinomycetales 0 7 17 10 0 0 0 0
Actinomyces 6 1 47 44 32 0 0 0
Rothia 0 0 458 158 15 0 0 0
Atopobium 0 0 9 0 0 0 0 0
BACTEROIDETES
Bacteroidales 0 0 10 2 0 0 0 0
Porphyromonas 0 0 145 0 0 29 0 0
Prevotellaceae 0 0 15 15 27 14 0 0
Prevotella 98 8 784 2098 620 1 10 0
FIRMICUTES 0 0 38 8 20 0 0 0
Bacilli 0 0 32 0 17 0 0 0
Bacillales 0 0 5 0 0 0 0 0
Gemella 0 0 113 22 79 0 10 0
Lactobacillales 0 0 12 16 9 0 0 0
Enterococcus 0 0 40 10 30 0 0 0
Streptococcus 5 7 255 931 446 5 6 0
Clostridia 0 0 0 0 0 0 0 0
Clostridiales 0 0 1 39 35 0 0 0
Mogibacterium 0 0 6 0 0 0 0 0
Eubacterium 0 0 0 0 1 0 0 0
Catonella 0 0 0 0 18 0 0 0
Veillonellaceae 0 0 0 8 0 0 0 0
Megasphaera 0 0 7 33 0 0 0 0
Veillonella 8 6 63 236 104 6 0 0
FUSOBACTERIA
Fusobacterium 0 0 46 19 6 5 0 0
Leptotrichia 0 0 0 5 5 0 0 0
PROTEOBACTERIA 47 41 30 19 6 51 50 67
Betaproteobacteria 6 7 0 0 0 0 0 0
Alcaligenaceae 6 0 0 0 0 0 0 0
Neisseriaceae 0 0 0 0 14 0 0 0
Neisseria 0 0 35 15 0 5 0 16
Campylobacter 0 0 6 7 118 0 0 0
Gammaproteobacteria 1349 4622 68 9 0 5370 1303 1666
Pasteurellaceae 0 0 255 83 0 1 0 0
Haemophilus 0 0 124 5476 0 5 5 0
Moraxella 0 0 74 0 0 0 0 0
Pseudomonas 5851 230 0 0 0 833 6744 8298
Stenotrophomonas 0 0 0 0 0 5 0 0

alna vez que una lectura se asigné al mas alto nivel taxondmico, no se afiadi6 en el siguiente nivel taxonémico.
Tomado de Delhaes et al. (2012).

En 2008 Bittar et al. (2008) compararon, en esputos de 25 pacientes con FQ, la
eficacia de los métodos de cultivo microbiolégicos (Agar chocolate vitex, Agar
Columbia colistina - acido nalidixico, Agar Mc Conkey, Agar sangre y Agar
Cepacia), y de identificacion (tincion Gram, bioquimicas sistemas API y Vitek-2 y de
suceptibilidad antibidtica) con las técnicas moleculares de extraccién de ADN
(mediante MagNa Pure LC-Roche), amplificacion genémica de 1000 pares de bases

(gen 16S rRNA con los primers 536F [59- CAGCAGCCGCGGTAATAC] y rp2 [59-
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ACGGC- TACCTTGTTACGACTT]) y realizacién de la PCR (Nucleo - FastH 96 PCR
Kit), clonaciéon (usando pGEMH -T Easy Vector System 2 Kit - Promega) y
secuenciacion (sistema Applied Biosystem USA, mediante Big DyeH Terminator

V1,1 y Cycle Sequencing Kit primers M13d and M13r).

Figura n? 10. Géneros bacterianos identificados mediante métodos de cultivo convencional en nifios
(A) y adultos (B).

@ Staphylococcus aureus

[ Stenotrophomonas maltophilia

O Streptococcus pneumoniae

0O Escherichia coli

B Achromobacter xylosoxidans

@ Chryseobacterium indologenes

B Moraxelia catarrhalis

O Mycobacterium avium

W Isolates without correct identification

0,
5% 5% 5%

23%

38% @ Staphylococcus aureus
@ Pseudomonas aeruginosa
8% O Klebsiella Pneumoniae
B Isolates without correct identification

31%
Tomado de Bittar et al. (2008).

Mediante metodologias de cultivo consiguieron 33 aislamientos (13 especies
bacterianas) implicadas en patologias de FQ, S. pneumoniae en el 5% de los nifios y
P. aeruginosa en el 31% de los adultos (Figura n? 10). Por técnicas moleculares, se
secuenciaron 760 clones y 53 especies bacterianas diferentes. Se analizaron 736
secuencias bacterianas y se compararon con la base de datos del banco de genes,
excepto 11 de ellos que se pueden considerar como no descritas hasta ahora en
humanos o emergentes: cuatro S. pneumoniae, tres Streptococcus constellatus, dos
S. iniae, un H. influenzaey un A. xylosoxidans. La media de especies bacterianas
encontradas por esputo fue de 7,2 £+ 3,9 (en adultos 7,2 £ 4,7 y en nifios 7,2+ 3,5) y
de las 53 halladas, 9 se habian ya publicado como patégenas en FQ, 16 anaerobias
y el resto son bacterias de la flora oral o detectadas en infecciones endo o
perioddnticas o de patogenicidad desconocida (Tabla n? 12). Se observaron

discrepancias entre los métodos de cultivo y los moleculares (Bittar et al., 2008).
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Tabla n? 12. Diversidad bacteriana identificada mediante técnicas moleculares.

Pathogen species No. of clones Other species No. of clones
Achromobacter xylosoxidans™ 9 Abiotrophia defectiva” 1
Burkholderia multivorans’ 1 Actinomyces sp.” 2
Haemophilus influenzae’ 7 Bergeyella sp.’ 1
Moraxella catarrhalis' 20 Capnocytophaga sp.” 1
Pseudomonas aeruginosa’ 99 Carnobacterium sp.! 4
Serratia marcescens’ 3 Dolosigranulum pigrum+ 8
Staphylococcus aureus 129 Eikenella corrodens™* 2
Stenotrophomonas maltophilia” 41 Escherichia coli” 2
Streptococcus pneumoniae 25 Gemella haemolysans" 20
Total (%) 344 (46.7%) Gemella sanguinis” 2
Granulicatella adiacens” 5
Anaerobic species No. of clones Granulicatella paradiacens” 17
Dialister pneumosintes’* 1 Kingella denitrificans”® 1
Gemella morbillorum™* 4 Kingella oralis™* 2
Lachnospiraceae genomosp.”" 2 Lactobacillus delbruekii™® 1
Peptostreptococcus sp.” 1 Neisseria sp.” 33
Porphyromonas sp.” 20 Rothia mucilaginosa’ 4
Prevotella denticola’ 6 Streptococcus anginosus” 5
Prevotella melaninogenica™ 12 Streptococcus constellatus'® 3
Prevotella oris’ 2 Streptococcus cristatus” 1
Prevotella salivae” 1 Streptococcus genomosp.” 24
Prevotella sp.” 37 Streptococcus gordonii” 4
Selenomonas infelix” 2 Streptococcus iniae” 2
Selenomonas noxia'* 1 Streptococcus mitis” 13
Selenomonas sp.” 4 Streptococcus parasanguis' 10
Tannerella forsythensis™ 2 Streptococcus salivarius” 20
Veillonella atypica” 1 Streptococcus sanguinis” 2
Veillonella sp.” 23 Streptococcus sp.” 83
Total (%) 119 (16.2%) Total (%) 273 (37.1%)

*Especies que han sido detectadas en flora oral normal, infecciones endodénticas o perioddnticas, neumonia
asociada a ventilacion o muestras de FQ usando T-RFLP o clonaciéon. tEspecies detectadas por primera vez en
este estudio en muestras respiratorias de fibrosis quistica mediante clonacién. Tomado de Bittar et al. (2008).

En este trabajo (Bittar etal, 2008), se detectaron bacterias no descritas o muy
raramente descritas hasta ahora en pacientes con FQ incluyendo Dolosigranulum
pigrum y Dialister pneumosintes. La compleja comunidad microbiana del esputo de
enfermos de FQ, especialmente las bacterias anaerobias, estan probablemente

infraestimadas como causa patogénica en el pulmén de FQ.

Deschaght et al. (2009) compararon la sensibilidad de distintas técnicas
diagnosticas (tres de cultivo, cinco de extraccién de ADN, dos de PCR convencional
y cuatro de PCR a tiempo real) para la identificacion de P. aeruginosa en esputos de
pacientes con FQ, pero no encontraron diferencias entre el cultivo microbiolégico y
la extracciéon optimizada del ADN y PCR a tiempo real. Estos resultados indican la
importancia que tiene ajustar el protocolo de extraccion delADN y el formato de

PCR.
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5.2.2. Estudio de la micobiota

Delhaes et al. (2012) analizan también la micobiota presente en el esputo de
pacientes adultos con FQ. En la Tabla n? 13 se recogen los aislamientos fungicos
hallados mediante cultivo asi como la deteccion molecular de Pjirovecii y A.
fumigatus (mediante PCR anidada y PCR a tiempo real respectivamente). Por
pirosecuenciacion del locus genético ITS2 se puso de manifiesto la presencia de
comunidades fngicas complejas que habitan en estos pacientes (Tabla n? 14). Se
observé Candida en 7 de las 8 muestras y Aspergillus en 4 de las 8 muestras por
métodos de cultivo y por pirosecuenciacion. Al igual que se coment6 en el apartado
previo, la diversidad de la micobiota es menor a medida que disminuye la funcién

pulmonar o empeora el estatus clinico.

Tabla n® 13. Aislamientos flingicos y deteccion de P. jirovecii y A. fumigatus.

Mycological culture Molecular analysis
Patient- sample DE® Fungi Nested PCR®  rt-PCR®
Patient 1-sample 1 0 Candida albicans Geotrichum sp = =
Patient 1-sample 2 0 C. albicans + -
Patient 2-sample 1 0 C. albicans + +
Patient 2-sample 2 0 Aspergillus fumigatus C. albicans + +
Patient 3-sample 1 0 A. fumigatus Aspergillus flavus - +
Patient 3-sample 2 PHH® A. fumigatus C. albicans = +
Patient 4-sample 1 0 C. albicans + -
Patient 4-sample 2 H C. albicans A. fumigatus = +

aDE: examen directo; PNested PCR: PCR anidada para identificar colonizacién por P. jirovecii; crt-PCR: PCR a
tiempo real para deteccidn de A. fumigatus. ¢ePH: Pseudo-hyphae, H: hyphae. Tomado de Delhaes et al. (2012).

Sing et al. (2001) investigan mediante PCR anidada la presencia de P. jirovecii en
137 muestras de esputos de 95 pacientes con FQ, que no habian recibido
tratamiento previo con trimetoprim-sulfametoxazol. Dieron positivos 7 de los 95
(7,4%) mientras que ninguno por tinciones con Giemsa y Grocott-plata. En esta
misma linea, Varela et al. (1998) no encontraron Pneumocystis en 45 afectados por
FQ usando distintos métodos tintoriales (azul de toluidina O, Giemsa modificado,

metenamina-plata e inmunofluorescencia), sin embargo el mismo grupo publicé en
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2003 una prevalencia del 18,8% (Varela etal, 2004) mediante el uso de

herramientas de biologia molecular.

Tabla n® 14. Numero de lecturas de pirosecuenciacion de ITS asignados a cada grupo taxondmico
de hongos.

Sequences (reads)” per patient and per sample

Identification Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4

Sample1 Sample2  Sample1 Sample2 Sample1 Sample2 Samplel Sample2

DIKARYA 9 7 36 14 10 2 52 18
ASCOMYCOTA 0 14 3 26 18 50 5 12
Saccharomyceta 6 257 129 199 7 4 38 107
Pezizomycotina 0 ] 1 0 0 2 0 1
Leotiomyceta 1 1 1722 216 89 188 0 104
Dothideomycetes 0 1 10 7 0 0 0 0
Cryptococcus 0 0 0 0 0 0 0 145
Didymella 0 117 0 0 0 0 0 0
Phaeosphaeria 0 0 7 0 0 0 0 0
Eurotiomycetes 0 0 18 0 (] 0 [ 0
Eurotiomycetidae 0 0 4 0 3 7 0 0
Eurotiales 0 0 0 1 3 5 0 1
Trichocomaceae 0 0 120 462 1108 2661 0 129
Eurotium 0 0 13 0 0 0 0 0
Mitosporic Trichocomaceae 0 0 9 5] 6 2 0 4
Aspergillus 0 0 403 0 13 8 0 15
Penicillium 0 0 25 306 0 0 0 0
Neosartorya 0 0 0 557 1887 5179 0 239
Sordariomyceta 0 0 2 0 0 0 0 0
Helotiales 0 0 9 0 0 0 0 0
Chalara 0 0 17 0 0 0 0 0
Sclerotiniaceae 0 0 0 69 0 0 0 0
Sordariomycetes 8 0 0 7 0 0 0 0
Hypocreales 4 0 0 ) ) 0 0 0
Nectria 16 0 0 0 0 0 0 0
Xylariales 0 0 0 [ 1 0 0 0
Physalospora 0 0 0 0 5 12 0 0
Saccharomycetes 0 0 1 0 0 0 3330 0
Saccharomycetales 9 60 92 60 198 0 808 116
Dipodascaceae 1" 0 0 10 [ 0 0 0
Clavispora 0 0 139 0 0 0 0 0
Candida 202 8688 5126 7167 6078 0 173 6916
Saccharomycetaceae 12 0 4 0 0 0 398 0
Kluyveromyces 483 0 0 [ 0 0 0 0
Saccharomyces 0 0 0 0 0 0 8 0
Torulaspora 0 ] 20 0 ) 0 0 0
BASIDIOMYCOTA 1 0 104 29 0 0 2 74
Agaricomycotina 0 0 13 1 0 0 2 5
Agaricomycetes 0 0 477 16 0 0 58 20
Hyphodontia 0 0 0 0 0 0 488 0
Coriolaceae 0 0 2 0 0 0 0 0
Piptoporus 0 0 103 30 [ 0 0 0
Phlebiopsis 0 0 0 0 0 0 0 42
Russulales 0 0 1 0 0 0 0 0
Peniophora 0 0 204 0 0 0 0 0
Stereum 0 0 33 0 0 0 0 0
Agaricomycetidae 0 0 2 0 0 0 0 0
Agaricales 0 0 2 0 0 0 0 0
Physalacriaceae 0 0 1 0 0 0 0 0
Strobilurus 0 0 6 0 0 0 0 0
Tremellomycetes 0 0 9 0 0 0 0 0
Dioszegia 0 0 129 0 0 0 0 0
Sporobolomyces 0 0 7 0 0 0 0 0
Microbotryomycetes 0 0 1 2 0 0 4 0
Sporidiobolales 0 0 n 5 0 0 52 0
Sporobolomyces 0 0 0 0 0 0 8 0
Ustilaginomycotina 9 0 8 14 0 10 0 3
Entylomataceae 0 0 2 0 0 0 0 0
Entyloma 0 0 73 0 0 0 0 0
Malassezia 473 0 201 302 0 338 0 75
Microstromatales ) 0 0 0 0 0 0 9
Quambealaria 0 0 0 0 0 0 0 14

aUna vez que una lectura se asigné al mas alto nivel taxonémico, no se afiadié en el siguiente nivel taxonémico.
Tomado de Delhaes et al. (2012).
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La microscopia de fluorescencia con anticuerpos monoclonales es util para
detectar P. jirovecii en muestras de esputo inducido (Elvin et al, 1988) por lo que
la PCR es preferentemente utilizada en esputo y LBA cuando contienen s6lo un
pequefio numero de estos microorganismos (Durand-Joly etal, 2005). En el
trabajo de Respaldiza et al. (2006), la PCR anidada en LOF de pacientes
colonizados, tuvo una sensibilidad del 95,6% y especificidad del 87,5%, teniendo

como referencia los resultados obtenidos con esta técnica en esputo o LBA.

Para la investigacion de Aspergillus se han utilizado diversas técnicas (Singh &

Paterson, 2005):

- Deteccidn del nivel del polisacarido de la pared celular (galactomannam) en
la circulacién, mientras que el hongo crece en los tejidos, mediante: Test de
aglutinacién-latex (15 ng/ml), Radioinmunoensayo (10 ng/ml), ELISA-
Inhibicion (4-5 ng/ml) y ELISA-Doble sandwich (0,5 ng/ml).

- Método colorimétrico de deteccion de (1->3)-B-D-glucano (Glucatell) y
turbidométrico (Fungitec-G).

- PCR para buscar el ADN fungico (que es 19,4 veces mas sensible que los

métodos de cultivo).

5.2.3. Niveles séricos de betaglucano.

La detecciéon de betaglucano en suero se ha propuesto como muy util para el
diagnostico de las infecciones flingicas invasivas (los géneros Mucor y Rizopus no
poseen este polisacarido) y se ha evaluado en pacientes con cancer y controles

Sanos.

En un trabajo realizado por Alexander et al. (2010) sobre 73 trasplantados de
pulmon se estudiaron 756 sueros de 59 de ellos sin infeccion fingica invasiva y 41
de 14 pacientes con esta patologia (probada o probable). El 92% de los no
afectados de infeccion fungica invasiva mantuvieron al menos una cifra de
betaglucano superior a 60 pg/ml (establecida previamente como nivel minimo

para diagndstico positivo) y el 90% de ellos al menos 80 pg/ml.

Los organismos presentes en estos pacientes fueron: A. fumigatus, A. flavus, A.

nidulans, A. versicolor, C. tropicalis, C. albicans, C. glabrata, Hyaline hyphomycete,
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Penicilium sp., Fusarium sp., Cladosporium sp., Malbranchea y Rhinocladiella

aquaspersa.

Estar recibiendo terapia antifingica concomitante puede ser causa de falsos
negativos y entre las que ocasionan falsos positivos estan; ser el betaglucano
ubicuo, mala manipulacién, hemodialisis con membranas de celulosa, exposicion a
material quirdrgico (gasas), bacteriemia, reciente administraciéon de albimina, uso
de productos con inmunoglobulinas, tratamiento intravenoso con un inhibidor de
betalactdmico (amoxicilina-clavulanico o piperacilina-tazobactam) y colonizacién
respiratoria por mohos. Segun este trabajo (Alexander et al., 2010), la exactitud del
test es marginal y su utilizaciéon, como herramienta para el diagnoéstico temprano

de la infeccién fungica invasiva, es cuestionable en los trasplantados pulmonares.

Por el contrario, en otro trabajo realizado en EE.UU (Ostrosky-Zeichner etal,
2005) en el que determinan los niveles de betaglucano mediante el test Fungitell®
en 163 pacientes con infeccién fungica invasiva (probada o probable) y 170 sin
esta afeccidn (todos ellos con diferentes tipos de enfermedad de base y algunos
receptores de organo sélido) concluye que ésta es una buena técnica diagnostica
(fijando un nivel de positividad entre 60 y 80 pg/ml). Los agentes reponsables de
infeccion probada fueron: Candida sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Mucor sp.,
Rhizopus sp. y Cryptococcus sp. y entre los agentes causales de enfermedad

probable estaban Candida y Aspergillus.

Por otra parte, Alcaligenes faecalis y S. pneumoniae son productores de (1->3)-§3-D-
glucano y mas recientemente se ha publicado que la bacteriemia por P.aeruginosa
también eleva los niveles de (1->3)--D-glucano, por tanto la presencia de
infeccion bacteriana concomitante por estos microorganismos puede ser causa de
falsos positivos para infeccion fingica invasiva (Mennink-Kersten, Ruegebrink, &

Verweij, 2008).

Un trabajo (Chryssanthou et al., 1999) llevado a cabo en pacientes trasplantados
de médula 6sea y de organo solido (excepto pulmén) reveld una concordancia
entre la deteccidon de betaglucano y PCR del 56% y de un 60% con el ratio D/L-
arabinitol en el diagnostico de infeccion invasiva por Cdndida sp., sugiriendo que

es necesaria la combinacion de varias técnicas de no cultivo para el diagnéstico de
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estas enfermedades.

Se ha visto que los betaglucanos presentes en las hifas fungicas inducen una
marcada respuesta inflamatoria en las células de las vias respiratorias que se
exponen a ellas (Bellanger et al., 2011). Los (1->3)-B-D-glucano son modificadores
de la respuesta bioldgica con potentes efectos en el sistema inmune. Su receptor
humano es del Tipo Il transmembrana, con un dominio carbohidrato extracelular
de reconocimiento y un inmunorreceptor en su cola citoplasmatica, activado por
tirosina y que es capaz de reconocer varios (1->3)--D-glucanoy 1-6-B-D-glucanos
asi como levaduras intactas. También se une a los linfocitos T en un sitio distinto a
los betaglucanos, por lo que puede reconocer ligandos endégenos y exdgenos
(Willment, Gordon, & Brown, 2001). Hohl et al. (2005) sugieren que los pulmones
de los mamiferos han desarrollado un mecanismo para distinguir esporas de

especies potencialmente mortales de otras latentes o inocuas.

Por otra parte, para detectar especies del complejo Scedosporium 'y
Pseudallescheria, en muestras respiratorias de pacientes con FQ, en los que se
sospeche infeccién fungica o vaya a plantearse trasplante pulmonar, deberia
utilizarse un medio semiselectivo (agar SceSel+). También se han descrito otras
técnicas diagndsticas como la tomografia de emision de positrones (PET) con
fluorodeoxiglucosa [18 F] para el diagnostico de infecciones flngicas invasivas. Se
ha publicado también que N (o)-methyl coprogen B puede ser un marcador de
colonizacion de las especies del complejo de S. apiospermum en las vias aéreas de

pacientes con FQ.

En un estudio monocéntrico y prospectivo en Francia (en el que participé un
paciente con FQ y ningtn trasplantado pulmonar) (Hot et al., 2011) se observ6 una
captaciéon aumentada de !8F en todas las areas previamente identificadas por
tomografia axial computerizada (TAC) o resonancia magnética nuclear (RMN),
como afectadas por infeccién flingica. Por tanto, el PET con [18 F] podria ser

potencialmente util para el diagnéstico inicial y el estadiaje de estos procesos.
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6. TRATAMIENTO

La modificacién de la ecologia donde asientan las bacterias, podria ser una via para

favorecer la eficacia del tratamiento de las infecciones crdnicas.

En las guias de practica clinica de la Sociedad Europea de Fibrosis Quistica
publicadas en 2014 (Smyth et al, 2014) se recogen una serie de publicaciones de

referencia para el manejo de esta enfermedad.

6.1. Tratamiento farmacolodgico de la fibrosis quistica
6.1.1. Moduladores del Regulador de la Conductancia Transmembrana en

fibrosis quistica (CFTR):

Las “bypass therapies” como el uso de las anoctaminas, tienen como objeto
modificar la conductancia de otros iones no dependientes de CFTR. Esto sera util
independientemente de la mutacién que tenga el paciente (Kunzelmann etal,

2011).

La FQ se trata de una enfermedad monogénica que esta influenciada por un gran
numero de genes diferentes y rutas biologicas asi como de factores
medioambientales. Ademas, no es facil predecir un fenotipo clinico a partir de las

variaciones genéticas. Entre los moduladores de CFTR se dispone de:
6.1.1.1. Agentes de clase I.

Se propuso el uso de aminoglucdsidos, gentamicina y tobramicina, drogas que leen
a través del ribosoma: Ataluren (PTC124), actia sobre éste y permite generar una
proteina CFTR funcional. Ha sido estudiada pero no se ha visto mejoria en la
funcion pulmonar (Kerem et al, 2014). No esta aprobada por la Food and Drug
Administration (FDA) aunque se usa bajo autorizacién en algunos pacientes con

distrofia muscular de Duchenne.

6.1.1.2. Potenciadores para las mutaciones de clase Il y IV:

Ivacaftor (VX-770).

Disponible como Kalydeco® para pacientes con la mutacién Gly551Asp (G551D).
Incrementa el tiempo que los canales CFTR permanecen abiertos en la superficie

celular y produce aumentos en el VEF1, ganancia de peso significativa y descenso
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de cloro en el sudor (Kumar et al., 2014). En pacientes de mas edad, ha demostrado
también una reduccién en la tasa de exacerbacién y una mejoria de la calidad de

vida.

Mas recientemente, la FDA aprobd el uso de Ivacaftor para otras 8 mutaciones que
junto con G551D constituyen el 5% de todos los pacientes con FQ. Esta siendo
probado ahora en otras mutaciones de las clases IIl y IV (R117H) y también parece
ser beneficiosa en las V, aunque se requieren mas estudios. Un ensayo Fase II con
VX-661 e Ivacaftor mostré un modesto pero significativo cambio en los niveles de
cloro en el sudor asi como una pequefia, variable y significativa mejoria en la
funcion pulmonar en los pacientes con F508del-homocigotos (Amaral, 2015).
Existen otros potenciadores como la genisteina y otros flavonoides relacionados

(Illek et al., 1999).

6.1.1.3.  Correctores para las mutaciones de clase II: Lumacaftor

(VX-809).

Permite a dF508 CFTR evitar la degradacién protedmica e incrementar el trafico
de la proteina a la superficie celular epitelial. Promueve una reduccion significativa
de cloro en el sudor, sin efectos en la funcion pulmonar en la Fase Il de un ensayo

clinico (Clancy et al., 2012).

En combinacién con ivacaftor proporciona un beneficio para los pacientes con FQ

homocigotos para la mutacion Phe508del CFTR (Wainwright et al,, 2015).

Actualmente los tres estan siendo testados pero la efectividad de los correctores
en pacientes con so6lo un alelo F508del, es probablemente menor que en los
homocigotos (y sélo aproximadamente el 40% de los pacientes son
homocigotospara F508del). La correcciéon de las mutaciones de clase II podria

cambiar el curso clinico del 90% de los afectados por FQ (Pittman & Ferkol, 2015).
6.1.1.4.  Activadores de la sefializacion de Rac 1.

Rac 1 es uno de los estabilizadores que promueve el anclaje al citoesqueleto de

actina via NHERF1 (Moniz et al.,, 2013).
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En la Figura n® 11 se muestran las estrategias y tipos de moléculas necesarias para

corregir el defecto basico de cada clase de mutacidn.

Figura n? 11. Clases de mutaciones del gen CFTR.

CFTR defect type:
wrcrTrR [ T T " .
s No protein No traffic No function Less function Less protein Less stable
. G542X (a) F508del G551D R117H A455E
::'(‘a':t':;"s W1282X (a) N1303K S549R R334W 3272-26A>G c'r::gg‘;zz:’
P 1717-1G (b) A561E G1349D A455E 3849+10 kb C>T
Corrective Rescue Rescue Restore Rastore Correct Promote
therapy synthesis traffic channdl diannel splicing stability
activity activity
Read-through AONa
Drug comboUnde Correctors Potentiators Potentiators Correctors Stabilizers
P Potentiators
Drug approved
(Yes/No) No No Yes No No No

CFTR: Regulador de la Conductancia Transmembrana en FQ; WT: wild-type; AON: antisense oligonucleotide.
Adaptado de Amaral et al. (2015).

6.1.2. Agentes osmoéticos y mucoliticos

- Suero salino hiperténico (al 7%).
Inhalado es el mas usado y ha demostrado reducir exacerbaciones pero el
impacto sobre la funcién pulmonar es menos clara (Elkins et al., 2006).

- Manitol en polvo seco inhalado.
Fue valorado en un ensayo (Fase III) con un incremento significativo en el
FEV1 (durante las primeras 26 semanas) y se mantuvo hasta las 52 (Bilton
etal,2011).
Una revision reciente de la Cochrane (Elphick et al, 2014) sugiere que el
manitol deberia ser considerado como un tratamiento para los enfermos de
FQ, sin embargo, son necesarios estudios que comparen su eficacia frente a
otros mucoliticos establecidos.

- Dornase alfa (Pulmozyme®):
Es una desoxirribonucleasa (DNAsa) recombinante humana I, que escinde
el ADN extracelular reduciendo la viscosidad y mejorando el aclaramiento

mucociliar. Un uso similar tiene la N-acetilcisteina.
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6.1.3. Agentes antiinflamatorios

Ibuprofeno.
Debe usarse en pacientes mayores de 6 afios y FEV1 > 60% aunque
temporalmente ser suprimidos cuando el enfermo esta recibiendo también
un aminoglucésido intravenoso (Lahiri et al., 2014).
Azitromicina.
Tiene efectos antiinflamatorios pero el mecanismo de accién no se conoce.
Esta contraindicada en infecciones por micobacterias no tuberculosas. Ha
sido eficaz en nifios con o sin infeccién crénica por P. aeruginosa. Un estudio
actualmente estd revisando su efectividad en el desarrollo de
bronquiectasias (COMBAT-CF. ClinicalTrials.gov identifier NCT012 700 74).
Inhibidores de la fosfodiesterasa-5 (PDES).
Hay evidencia de atenuaciéon de la inflamacién en ratones con FQ (Noel,
Dhooghe, & Leal, 2012).
Sildenafilo.
Hay un ensayo en marcha en nifios de 12 afios con FQ en EE.UU
(ClinicalTrials.gov identifier: NCT00659529) y también estan en estudio N-
acetilcisteina y acido docosahexaenoico.
SB-656933.
Es un antagonista de CXCR2, que parece inhibir el reclutamiento y
activacion de los neutréfilos en el pulmén, aunque es necesaria una mayor
evaluacion (Moss et al., 2013).
Corticoides sistémicos a dias alternos e inhalados.
Su administraciéon a largo plazo, puede provocar los efectos secundarios
ampliamente conocidos como la intolerancia a la glucosa y retraso del
crecimiento.

6.1.4. Agentes antiinfecciosos
Tobramicina.
Usada durante afios como una solucion de tobramicina inhalada, ahora
puede ser liberada mas rapidamente mediante forma medicamentosa de
polvo seco para inhalar (Geller et al., 2014). Puede utilizarse en nifios de 6

afios y mayores aunque con tasas mas altas de tos y disfonia.
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- Colistina.
Los efectos beneficiosos de la inhalada en la funciéon pulmonar, calidad de
vida y presencia de bacterias en el esputo, ha sido demostrado (Valerius,
Koch, & Hgiby, 1991). A largo plazo parece promover la seleccion de los
patoégenos, favoreciendo la colonizacién por P. aeruginosa. Una nueva
formulacion de polvo seco se ha desarrollado para nifios de 6 afios.

- Aztreonam en solucion inhalada.
Dio mejores resultados en un estudio comparativo frente a tobramicina en
solucién nebulizada (en nifios de 6 afios y con un FEV1 < 75%), en términos
de incremento de funcién pulmonar y disminucién de tasas de exacerbacion
(Assael et al, 2013).

- Amikacina liposomal nebulizada.
Tiene una vida media prolongada en las vias aéreas y se activa en los
lugares en los que asienta la infeccién. En un estudio se observo incremento
en el FEV1 y mejoria de la calidad de vida asi como un descenso en la
densidad de P. aeruginosa en el esputo (Clancy et al., 2013).

- Combinacion de fosfomicina/tobramicina inhalada.
Actualmente esta en estudio (Trapnell et al., 2012).

- Anticuerpo aviar contra P. aeruginosa (PsAer-IgY) (ClinicalTrials.gov
identifier: NCT01455675).

Aun bajo investigaciones iniciales.

Generalmente las infecciones en pacientes con FQ son tratadas con ciclos de
antibioticos de 10 a 21 dias. En la Tabla n? 15 se pueden observar las
recomendaciones para la terapia antibidtica en la prevencion, control o

erradicacion de la infeccion pulmonar en FQ en EE.UU, Canada y Europa.
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Tabla n? 15. Recomendaciones sobre el tratamiento antimicrobiano dirigido.
Prophylaxis of infection™*

Staphylococcus aureus Oral flucloxacillin is prescribed in young children in the UK
This prophylactic treatment is not advocated by a US consensus report
because of the scarcity of evidence

Eradication of initial infection’**"%

Pseudomonas aeruginosa Aerosolised antibiotics have been recommended for eradication of initial
infection in the UK, USA, and Europe with inhaled tobramycin advised in a
European consensus report
First-line treatment in the UK is nebulised colistin and oral ciprofloxacin
When a more aggressive treatment is needed intravenous antibiotics are
used including meropenem and tobramycin

S aureus Eradication with oral antibiotics including flucloxacillin, sodium fusidate,
or rifampicin is recommended in the UK and Europe
Combination oral or intravenous antibiotic treatment might be necessary
for refractory infections

Haemophilus influenzae UK and European guidelines advocate an oral antibiotic including
co-amoxiclav or doxycycline

Suppression of chronic infection’*****

P aeruginosa First-line treatment in the UK is nebulised colistin
A US consensus report” recommends nebulised tobramycin, which is also
second-line treatment in the UK
Inhaled aminoglycosides or colistin is advised in a European consensus
report™
In 2010, nebulised aztreonam was approved by the US Food and Drug
Administration (FDA) and is an option for patients with cystic fibrosis

Treatment of pulmonary exacerbations™*

Depends on the bacterium Two or more antibiotics with different mechanisms of action are normally
isolated used and are administered intravenously, orally, or via inhalation

Tomado de Sherrard et al. (2014).

Un estudio randomizado realizado en 2011, encontré que no existen diferencias
entre hacer el seguimiento del paciente (una vez tratada la infeccion) mediante
LBA comparado con la utilizacién de dos cultivos orofaringeos en nifios pequefos

con FQ (Wainwright et al,, 2011).

La terapia de supresion crdnica con antibioticos inhalados como tobramicina y
aztreonam parece disminuir la frecuencia de exacerbaciones pulmonares aunque

no se conoce su impacto en la mortalidad.

En la ABPA, la principal terapéutica consiste en administrar altas dosis de
corticoesteroides y aunque los beneficios a largo plazo no estan claros, los efectos
adversos si estan bien documentados. Segin dos revisiones recientes de la
Cochrane, en ABPA los antifiingicos azoles (principalmente itraconazol) pueden
tener algunos beneficios en normalizar los pardametros inmunolégicos y la funcién
pulmonar, tras 16 semanas de tratamiento en individuos con asma. Sin embargo en
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FQ no hay suficiente evidencia que soporte la utilidad de esa terapia (Moreira et al.,

2014), al no haber ensayos que evaltien su uso para ABPA en personas con FQ.

En un trabajo realizado en Alemania (Fischer etal, 2014) que estudi6 las
mutaciones del gen cyp51A y la resistencia a los azoles, se sostiene que ésta puede
existir en pacientes que no han sido tratados previamente y sugiere por tanto, que

habria que ver la sensibilidad en los enfermos que requieran tratamiento.

Es bien sabido que el uso de antibi6ticos a largo plazo, provoca un descenso en la
diversidad bacteriana y permite el aumento de P. aeruginosa (Klepac-Ceraj et al,

2010), sin embargo poco se sabe del impacto de los azoles en la biota fingica en

FQ.

El uso de antibidticos ha contribuido a aumentar la esperanza de vida de los
pacientes con FQ, y aunque la resistencia antimicrobiana emergente y por tanto la
seleccion de bacterias resistentes es un asunto de importancia, su relevancia
clinica en FQ atin no se ha definido, lo que es esperable en enfermos que viven mas

afios y se exponen a un mayor nimero y combinacion de antibidticos.

Son factores que contribuyen a la seleccion de bacterias multirresistentes el
desarrollo de genes de resistencia y la transferencia genética horizontal entre
gérmenes, la conversion mucoide y la formacion de biofilm (Kamath et al,, 2015)
ademas de la exposicibn de estos microorganismos a concentraciones
subinhibitorias, todo ello favorecido por el pH acido y la hipoxia existente en las

vias aéreas.

Por ello son neceasarias estrategias dirigidas a combatir el crecimiento en biofilm,
a prevenir la apariciéon de mutaciones de resistencia, a promover el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos contra los resistentes y a implementar las

medidas para el control estricto de la infecciéon (Lopez-Causapé et al.,, 2015).

6.1.5. Terapia génica

Hoy dia hay muchas estrategias diferentes para la transferencia genética pero no
existen datos sobre la eficacia clinica de esta terapia. Se han investigado dos
métodos de transferencia (vectores virales y no virales). En cuanto a los primeros,

se han utilizado adenovirus y lentivirus, de los que actualmente se esta
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desarrollando una forma modificada(Davies, Ebdon, & Orchard, 2014),
(Griesenbach etal, 2012), su uso estd limitado porque dan lugar a respuestas
inmunes. Respecto a los segundos, se ha utilizado un lipido catiénico (GL67) pero
se ha visto que puede provocar una repuesta del sistema inmune innato.
Actualmente el vector catidnico lipidico (GL67A) esta en estudio (ClinicalTrials.gov

identifier: NCT01621867).

A pesar de los tratamientos disponibles (Pittman & Ferkol, 2015), alrededor del
90% de los pacientes moriran de fallo respiratorio a menos que reciban un

trasplante pulmonar (Davies et al., 2014).

6.2. Tratamiento quirurgico (Trasplante pulmonar)

A pesar de las diversas pautas de tratamiento instauradas para el control de la
inflamacién y de las infecciones respiratorias, en ocasiones, el trasplante pulmonar
representa la Unica y agresiva opcion terapéutica para los que sufren dafio
pulmonar grave. Esta terapia no es curativa pero ha supuesto un avance notable en
el aumento de la supervivencia de los pacientes con FQ en estadio avanzado de la
enfermedad y su pronostico esta determinado, por el rechazo del injerto y las

infecciones oportunistas.

De acuerdo con la ISHLT la FQ es la tercera causa de trasplante pulmonar (16.8%).
El funcionamiento del injerto y la pervivencia del paciente después de la
intervencion quirurgica, son mejores que en la mayoria de otras indicaciones. Se
calcul6 una mediana de ésta de 7,5 y de 10,4 afios en pacientes que habian

sobrevivido el primer afio (Christie et al., 2012).

Solé et al. (2006) publicé en 2006 la curva de supervivencia de los pacientes con

FQ trasplantados de pulmén (Figura n® 12).
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Figura n? 12. Curva de supervivencia de los pacientes con fibrosis quistica trasplantados de
pulmoén.
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Tomado de Sole et al. (2006).

Los pacientes con FQ generalmente requieren un trasplante pulmonar bilateral,
cuyas indicaciones mas importantes son enfisema (27%), FQ (26%) y fibrosis
pulmonar idiopatica (17%). La técnica mas extendida hoy dia es secuencial. El
abordaje mas comun es la toracotomia anterolateral bilateral (Boasquevisque et
al, 2009). Sin embargo, el injerto lobar es una opcién viable que tiene
supervivencia excelente y funcién comparable a los receptores del érgano
completo, aunque comporta el riesgo de una mayor incidencia de disfuncion
primaria del injerto. Esto es sobre todo importante, para los pacientes de menor
tamafio, que tienen que esperar mas tiempo hasta poder recibir un pulmén

compatible (Stanzi et al., 2014).

En Espafia, entre 1996 y 2013, se sometieron 114 nifios a trasplante pulmonar, lo
que ha supuesto el 3,9% de todos los operados, siendo la FQ la causa mas comun
(70-80% de todos los que se llevan a cabo en adolescentes). En la mayoria de los
casos se realiza bilateral, y generalmente con la ayuda de circulacion
extracorporea. Existen complicaciones especificas en los nifios como el sindrome
linfoproliferativo postrasplante o una mayor gravedad de las infecciones por virus
respiratorios. E1 88% de los pacientes no tienen limitaciones en su actividad a los 3
afios de la intervencién. Segun el registro de la ISHLT, la supervivencia a los cinco
es del 54% y a los diez del 35% (Moreno Galdo, Solé Montserrat, & Roman Broto,
2013).

77



La inclusion en lista de espera es necesaria cuando el trasplante pulmonar sea la
solucién 6ptima para prolongar y mejorar la calidad de vida. Por ello debido a los
factores que se asocian a un incremento de la mortalidad, se recomienda derivar

para estudio pretrasplante segun (Orens et al, 2006) los siguientes factores:

- FEV1<30% del predicho.

- Rapido empeoramiento clinico, particularmente en mujeres y jovenes.
- Necesidad de oxigenoterapia por hipoxemia.

- Hipercapnia.

- Exacerbacién frecuente con escasa respuesta a antibioterapia intravenosa.

Teniendo en cuenta que los factores que aumentan el riesgo de muerte durante la
permanencia en lista de espera para trasplante son (Orens etal, 2006); fallo
respiratorio dependiente de oxigeno, hipercapnia croénica, hipertensiéon pulmonar

y desnutricién (principalmente en mujeres).

En un estudio (Mayer-Hamblett et al., 2002) basado en el registro de la Fundacion
Nacional de Pacientes con FQ en 1996 en EE.UU con 14.572 enfermos mayores de
6 afos, se observod que la edad, la altura, FEV1, microbiologia respiratoria, nimero
de hospitalizaciones por exacerbaciones pulmonares y numero de ciclos de
antibioterapia intravenosa domiciliaria, son predictores significativos de

mortalidad a los dos afios.

Las guias de practica clinica internacionales establecen un umbral de FEV1 del
30% del previsto, para la inclusion de los pacientes con FQ en lista de espera para
trasplante. Sin embargo, el trabajo realizado en EE.UU con 277 enfermos (Hayes
etal, 2015) recomienda el uso de un umbral de FEV1 menor (< 25%) y tener en
cuenta la capacidad vital forzada (FVC) (£ 40%) cuando se incluyan a los pacientes

en lista de espera a fin de optimizar la supervivencia a largo plazo.

Smyth et al. (2014) han establecido los criterios de exclusion para el trasplante
pulmonar que se relacionan: Neoplasia en los dos afios previos, aunque la mayoria
de centros fijan un periodo libre de enfermedad de 5 afios, pudiendo haber
consideraciones especiales para algunas de ellas (dermatolégicas o urogenitales).
Disfuncién de otro 6rgano mayor (corazoén, higado, rinén) no candidato a
trasplante combinado. Infeccién crénica extrapulmonar por VIH (aunque se han
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hecho éstos con éxito en pacientes VIH (Bertani etal, 2009), VHB y VHC.
Deformidad esquelética severa de la caja tordcica o columna vertebral.
Osteoporosis importante o sintomadtica. Pobre adherencia al tratamiento,
alteraciones psicolégicas que lo impidan o incumplimiento del seguimiento.
Ausencia de soporte sociofamiliar y adicciéon al consumo de sustancias (alcohol,

tabaco) en los seis meses previos.

Algunos centros trasplantadores consideran como contraindicaciones relativas
segun Hirche et al. las siguientes: Edad superior a 65 afios. Situacién clinica
inestable o critica, o muy limitada con poca posibilidad de rehabilitacién.
Colonizacién por B. cenocepacia, B. gladioli y M. abscessus. Enfermedades con un
tratamiento suboOptimo (hipertensién arterial, diabetes mellitus, diabetes
relacionada con la fibrosis quistica, osteoporosis o enfermedad arterial

coronaria)(Hirche et al, 2014).

Con respecto a otras infecciones (P. aeruginosa multirresistente, Scedosporium sp.
y C. difficile) dependen de la politica y experiencia de cada unidad. Por ejemplo, en
la del Hospital 12 de Octubre de Madrid, la colonizaciéon fungica pulmonar y por M.
tuberculosis, son contraindicaciones relativas, y la infeccion VIH o por VHC son

absolutas (de Pablo et al., 2013) para la intervencion.

Segun una revision de la literatura publicada en 2011, los efectos beneficiosos del
trasplante pulmonar no difieren entre pacientes infectados y no infectados por
CBC, pues no hubo diferencias en supervivencia ni en mayor riesgo de mortalidad.
Sin embargo, como ya se apuntaba en el apartado de infecciones, no ocurre lo
mismo en los pacientes afectados por B. cenocepacia previamente al trasplante
pues tienen una menor supervivencia a corto y largo plazo (Olland et al.,, 2012). Se
ha descrito una pervivencia del 3% al afio en enfermos que estaban infectados por
CBC antes del implante, comparado con la existente al afio del 70%, en pacientes

con P. aeruginosa (Chaparro et al., 2001).

Un estado nutricional pobre, es un factor de riesgo independiente para la menor
supervivencia en FQ y asi mismo, el problema del aclaramiento mucociliar, no se
elimina con el trasplante, ya que las membranas mucosas de los senos paranasales

también muestran el defecto del gen CFTR.
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Los receptores de pulmones, habitualmente reciben triple terapia
inmunosupresora, combinando un inhibidor de la calcineurina (tacrélimus o
ciclosporina A), un agente antiproliferativo (micofenolato de mofetil, micofenolato
sodico o azatiprina) y glucocorticoides (Tabla n? 16). El uso de profilaxis
antifingica (voriconazol y posaconazol) puede interaccionar con los inhibidores de
la calcineurina, pudiendo afectar por tanto a los niveles plasmaticos de éstos

inmunosupresores.

Tabla n? 16. Inmunosupresion en el primer afio postrasplante.

Therapy Dosing
Prednisone/prednisolone 5mg daily
Mycophenolate mofetil 500-1500 mg twice daily

or

mycophenolic acid 360-720 mg twice daily
Cyclosporin A Targeting blood level of 150-200 ng/mL
or

tacrolimus Targeting blood level 8-10 ng/mL

Tomado de Hirche et al. (2014).

El estudio realizado en Austria con 146 pacientes entre enero de 1999 y diciembre
de 2010, se investigd el impacto de la terapia de induccién con globulina
antitimocitica en pacientes con FQ tras el trasplante pulmonar, demostrando que
la supervivencia perioperatoria fue significativamente mejor en el grupo que
recibio dicha terapia, debido a una menor incidencia de rechazo agudo sin

incremento en las complicaciones infecciosas (Jaksch et al., 2013).

La profilaxis de las infecciones en estos enfermos es un tema controvertido. En
cuanto a la virica, ante CMV, se desconoce su duraciéon éptima en los pediatricos
trasplantados. Aunque el estudio (Spivey et al, 2007) basado en cultivos celulares
realizado en EE.UU en receptores de pulmén entre 6 y 18 afios por FQ y otras
causas, se observo que el uso de la administraciéon prolongada con ganciclovir
durante 12 semanas es factible, seguro y efectivo para prevenir la viremia por CMV
basado en cultivos virales. En 2011 (Finlen Copeland et al, 2011) con 38 pacientes
trasplantados de pulmon (entre ellos con FQ) en Carolina del Norte, concluyen que
la profilaxis prolongada (12 meses) con valganciclovir, proporciona un beneficio
protector a largo plazo comparado con la terapia a corto (3 meses) sin incremento

de los efectos adversos hematoldgicos. También Lefeuvre et al. (2010) compararon
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la aplicacién de ganciclovir oral con valganciclovir intravenoso, afirmando que a
dosis de 900 mg y ajustado a la funcién renal, era efectivo y seguro para una
profilaxis larga. Asi mismo los resultados de Suhling et al. (2013) sugieren que la
profilaxis con colistina inhalada en afectados de FQ, mejora el mantenimiento de la
esterilidad de las vias aéreas, lo que supone una serie de efectos beneficiosos con

impacto en la supervivencia a largo plazo.

En lo referente a la profilaxis fungica, el estudio realizado en Copenague desde
2002 a 2006 con 139 personas con injertos pulmonares, en los que se
establecieron dos grupos en funcién de recibir o no profilaxis antiflingica con
voriconazol (Tofte etal, 2012), no se observd el efecto de voriconazol en la
incidencia por Aspergillus (colonizacidn, infecciéon superficial o invasiva) o en el
tiempo desde el trasplante hasta el primer signo de infecciéon entre ambos grupos.
La incidencia acumulada fue del 45% en el grupo sin profilaxis y del 49% en el que
se aplic6 ésta, y en ambos la mitad de las infecciones ocurrieron en los tres
primeros meses postrasplante. Entre los infectados por Aspergillus, habia mas con
FQ que en otros grupos de forma significativa y el efecto de la profilaxis fue el
mismo en todos. Segin esto no es recomendable la profilaxis fingica con

voriconazol para evitar la afeccion por este hongo en trasplantados pulmonares.

La monitorizacion de los niveles de voriconazol es necesaria ya que son a menudo
indetectables en pacientes con FQ intervenidos que estdn recibiendo distintos
tratamientos (como tacrolimus), apoyando el uso de combinaciones de
antifingicos hasta que la concentracién minima de voriconazol esté entre 1 y 2

mg/L (Berge et al., 2009).

La profilaxis antifingica es un tema controvertido en este tipo de cirugias,
principalmente durante los tres primeros meses, pues hay trabajos que defienden
que en las colonizaciones por hongos distintos a Aspergillus no es rentable (Silveira
et al, 2008). En el hospital universitario La Fe de Valencia (Solé, 2011), cuando se
detecta colonizacién por hongo en esputo u otra muestra respiratoria y existen
factores de riesgo (pulmdn nativo o bronquiectasias como resultado de rechazo
crénico), se prefiere una profilaxis antifungica dirigida de forma agresiva durante
un largo periodo, aunque la deteccién precoz y el tratamiento de ataque, son la

clave para mejorar la supervivencia del paciente.
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Los pacientes con FQ constituyen un grupo de riesgo para la colonizacién por P.
jirovecii y otras especies fungicas y bacterianas, debido a diversas causas entre las
que destacan el uso de farmacos como los esteroides o al déficit en el aclaramiento

mucociliar.

El trasplante de pulmén constituye una alternativa eficaz para los enfermos con
FQ, siendo las infecciones una de las principales complicaciones en estos pacientes,

destacando entre ellas las neumonias y las fungicas invasivas.

La colonizacion por P. jirovecii, a pesar de ser frecuente no parece suponer un
riesgo para el desarrollo de neumonia (PcP) en los pacientes con FQ, pero esta
situacion puede variar al ser sometidos a trasplante pulmonar y recibir
tratamiento inmunosupresor. En la misma linea, la colonizacién ocasionada por
otros hongos podria también verse favorecida en estas circunstancias y constituir
un riesgo para el desarrollo de infecciones invasivas como la causada por A.

fumigatus.

En la actualidad son escasos los datos sobre la colonizacién fiingica en pacientes
con FQ sometidos a trasplante pulmonar. Conocer la frecuencia y los tipos que se
pueden presentar en estos enfermos, podria ayudar a disefiar estrategias
preventivas eficaces. Por otra parte, seria deseable disponer de biomarcadores que

facilitaran la identificacion de estas situaciones de colonizacion.
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HIPOTESIS DE PARTIDA
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HIPOTESIS DE PARTIDA

Los pacientes con FQ constituyen un grupo de riesgo para la colonizacién por P.
jirovecii y otras especies tanto fungicas como bacterianas, debido entre otras
causas al uso de farmacos inmunosupresores como los esteroides o la

antibioterapia de amplio espectro, asi como al déficit en el aclaramiento

mucociliar.

Esta situacion de colonizacién puede suponer un peligro para el desarrollo de
neumonia por P. jirovecii (PcP) asi como de infecciones fungicas invasivas, una vez

que los pacientes con FQ son sometidos a la necesaria inmunosupresion para el

trasplante pulmonar.
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OBJETIVOS

- Describir la poblacidn fungica que coloniza el tracto respiratorio de los pacientes

con fibrosis quistica sometidos a trasplante pulmonar.

- Conocer la dindmica de la micobiota que coloniza el tracto respiratorio de este

grupo de enfermos.

- Identificar las diferencias que puedan existir en las poblaciones flingicas que
colonizan el sistema respiratorio en pacientes con fibrosis quistica con y sin

pulmén trasplantado.

- Comprobar la utilidad de la determinacién delos niveles séricos de (1->3)-3-D-
glucano como marcador de colonizacién fungica en pacientes con fibrosis quistica

con y sin trasplante pulmonar.
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MATERIAL Y METODOS
1. Ambito del estudio

El proyecto se realiz6 en la Unidad de Fibrosis Quistica del Hospital Universitario
Virgen del Rocio de Sevilla, de referencia regional. Los estudios de las muestras
bioldgicas se han llevaron a cabo en las instalaciones con las que cuenta el grupo

de investigacién en el Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS).
2. Poblacion

Se incluyeron once pacientes con FQ y trasplante de los que tres (27,30%) eran
hombres y ocho mujeres, con una edad media de 21,9 * 6,9 (rango: 13-32 afos). El
tiempo medio de seguimiento desde la intervencién fue de 3,4 + 1,3 afios (rango: 2-
6 afios). Todos ellos estaban recibiendo quimioprofilaxis frente a P. jirovecii con

trimetoprim-sulfametoxazol.

También se incluyeron 13 sujetos como grupo control, siete de ellos con FQ que
tenian una edad comprendida entre los 13 y los 32 afios (21,9 % 6,9 afios) y dos
(28%) eran hombres. Los seis individuos sin enfermedad pulmonar, seleccionados
de otros estudios, tenian entre 41 y 75 afios (57 + 14 afos) de los que cinco (83%)

eran varones.

Tanto los pacientes con FQ trasplantados como los sujetos control, fueron seguidos
durante un afio con revisiones periddicas cada 6 meses. Los sujetos sin

enfermedad pulmonar no tuvieron seguimiento.

2.1.  Criterios de inclusidn:

- Sujetos trasplantados pulmonares por FQ.
- Disponibilidad para su seguimiento en la consulta especializada.
- Firma del consentimiento informado.

2.2.  Criterios de exclusién:

- Rechazo del consentimiento informado.
- Imposibilidad para realizar un lavado orofaringeo (LOF).
- Cualquier causa que a criterio del investigador no garantizara el

seguimiento del paciente.
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2.3.  Seleccién de los controles:

Los sujetos controles se eligieron en funcién de la disponibilidad de la
muestra y de la presencia o no de P. jirovecii.

2.4. Variables de estudio:

Niveles séricos de betaglucano.

Presencia de P. jirovecii.

Presencia de otros microorganismos fungicos.

Presencia de P. aeruginosa y S. pneumoniae.

3. Método

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realiz6 una encuesta
epidemiolégica y una evaluacién clinica a fin de recoger informacién sobre edad,
sexo, habitos toxicos, situacion clinica, tipo de trasplante pulmonar y tiempo

transcurrido desde el mismo asi como tratamientos recibidos (Anexo I).

4, Técnicas de laboratorio.

4.1. Obtencion y almacenamiento de las muestras.

En cada visita de revision se procedi6 a la obtencién de las muestras de LOF para
lo que cada paciente realizé un minuto de gargarismos con 10 ml de suero
fisiologico estéril al 0.9% y se depositaron cada uno de ellos en un tubo Falcon de
50 ml (BD Falcon ™) debidamente identificado. Las muestras se almacenaron en
una nevera con hielo hasta su recepcién en el laboratorio del IBiS para su posterior

estudio mediante técnicas moleculares.

Cada muestra se dividié en dos alicuotas que se centrifugaron a 800 g durante 10
minutos a 4°2C, se eliminé el sobrenadante y se recuperd el pellet que fue
resuspendido en 1 ml de suero fisiologico, para conseguir dos alicuotas de 500 pL
por cada muestra. Una de ellas se utiliz6 para la extracciéon de ADN y la segunda se

conservo como réplica a -20°C.

Ademas se extrajo a cada enfermo una muestra de sangre periférica, para la

determinacion de los niveles séricos de betaglucano mediante el test Fungitell®.
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4.2. Extraccion de ADN.

La extracciéon de ADN gendmico se realiz6 a partir de cada una de las alicuotas de
500 pL de lavado orofaringeo, utilizando el kit comercial NucleoSpin Tissue

(Macherey-Nagel, Alemania).

La digestion de las muestras se llevo a cabo con un protocolo especifico puesto a
punto en nuestro laboratorio que asegura la integridad del ADN; las muestras se
digieren a 562 C en bafo termostatico, en agitacion durante la noche, utilizando
como agente quelante EDTA a una concentracion de 2mM y pH=8, como
detergente SDS a una concentraciéon del 10% y Proteinasa K a una concentracion

de 14mg/ml.

Una vez digeridas las muestras, el proceso de extraccion y purificacion del ADN
genomico de las células se realiz6 mediante una cromatografia de adsorcién en
columnas. Para ello se utilizé un kit comercial (Nucleospin tissue, Macherey &
Nagel GmbH & Co.KG, Diiren, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante
tal y como se especifica en el Anexo II. El ADN extraido se eluyé con 60 pul de agua

ultrapura y se conservé a -202C hasta el momento del analisis.

4.3. Identificacion y caracterizacion molecular de P. jirovecii.

4.3.1. Técnicas de amplificacién del ADN

La identificacion molecular y la posterior determinacion de los polimorfismos de P.
jirovecii se realiz6 en un locus del genoma del microorganismo: el gen que codifica
la subunidad mayor del ribosoma mitocondrial (mtLSUrRNA). El gen multicopia,
mtLSUrRNA, se caracteriza por estar ampliamente conservado e interviene en

funciones metabolicas basicas del microorganismo.

La deteccion de la region mtLSUrRNA se realiz6 mediante PCR tipo anidada. La
identificacion de los diferentes genotipos del fragmento mtLSUrRNA se realizo
segin se detalla a continuacion, mediante secuenciacion directa del producto

amplificado de la PCR.
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4.3.2. Identificacién del gen mt LSU rRNA

La identificacion de ADN de P. jirovecii se realizé mediante una variante de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain
Reaction) (PCR anidada) utilizando el ADN gen6mico aislado de las muestras de
lavado orofaringeo. Se amplificé un fragmento del gen de la regién mitocondrial mt
LSU rRNA de Pneumocystis jirovecii, utilizando los cebadores externos paZ102E-
paZ 102H que amplifican una secuencia de 346 pares de bases. La mezcla de PCR
se preparé para un volumen final de 25 pl, que incluia: 3ul del ADN extraido de
cada alicuota, 2.5 pl de NH4 reaction Buffer 10x (Bioline), 0,25 ul de Taq (BioTaq
DNA pol. 5U/ ul de Bioline), 0,5 ul de una mezcla de nucleotidos trifosfato (1uM de
cada dNTP), 0.5 pl de cada cebador (concentracién de 20 pM cada uno) y 0,75 ul de
MgCI2 50mM

Tras la primera ronda de amplificacion se extrae ADN preamplificado de la
primera reaccion y se realiza un nuevo protocolo de PCR. En esta ocasion, la
mezcla de reaccién es similar salvo por los cebadores utilizados, que son los
cebadores internos paZ 102X- paZ 102Y que amplifican una region de 256 pares de
bases del mismo gen. La mezcla de PCR para esta segunda ronda se preparé para
un volumen final de 50 pl, que incluian: 5ul de ADN, 5 pl de NH4 reaction Buffer
10x (Bioline), 0,5 pl de Taq (BioTaq DNA pol. 5U/ ul de Bioline), 1 ul de una mezcla
de nucleétidos trifosfato (1uM de cada dNTP), 1,2 pl de cada cebador a una
concentracion de 20 pM cada uno y 1,5 pl de MgCl2 50mM.

La amplificacion de ADN mediante PCR se realiza en el termociclador suministrado
por Biometra (Hilden, Alemania) siguiendo para ambas rondas el programa PC 40
que consiste en un primer ciclo de desnaturalizaciéon de 94°C durante 5 min.
Seguido de 35 ciclos de amplificacién que comprende tres fases: desnaturalizacion
92°2C durante 30 segundos, unién del cebador 55°C durante 30 segundos y
extension de la polimerasa durante 2 minutos. Finalmente, tras los 35 ciclos de

amplificacion se programa un segmento de extension a 722C durante 2 minutos.

Las Tablas n? 17 y n? 18 muestran las condiciones de la PCR nested, los cebadores

utilizados y el tamafio del fragmento amplificado para cada una de las rondas.
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Tabla n? 17. Condiciones de la primera ronda de amplificacién utilizada para detectar la presencia
del locus mt LSU.

12 Ronda de PCR nested Caracteristicas

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo  Cebadores:

Activacion 1 94°C 5 min. pAZ102-E

Desnaturalizacion 35 92°C 30 seg. 5-GATGGCTGTTTCCAAGCCCA-3’
Alineamiento 552C 30 seg. pAZ102-H:

Elongacién 7200 2 min. 5’-TCACTTAATATTAATTGGGGAGC-3’
Elongacién final 1 729C 5 min. Tamafio del amplificado: 356pb

2(C, grados centigrados; min., minutos; seg., segundos; pb., pares de bases.

Tabla n2 18. Condiciones de la segunda ronda de amplificacion utilizada para detectar la presencia
del locus mt LSU.

22 Ronda de PCR nested Caracteristicas

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo  Cebadores:

Activacién 1 942C 5 min. pAZ102-X:

Desnaturalizaciéon 40 92°C 30seg.  5-GTGAAATACAAATCGGACTAGG-3’
Alineamiento 559C 30 seg. pAZ102-Y:

Elongacién 720(C 2 min. 5’-TCACTTAATATTAATTGGGGAGC-3’
Elongacién final 1 729C 5 min.

Tamafio del amplificado: 260pb

2(C, grados centigrados; min., minutos; seg., segundos; pb., pares de bases.

Los productos de amplificacion de ambas PCR, se revelaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% que contenia bromuro de etidio y las
bandas se visualizan mediante luz ultravioleta. La identificacién de una banda de
256 pares de bases indica la presencia de ADN de P. jirovecii en la muestra

analizada.
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Para evitar falsos positivos debido a una posible contaminacién, en todas las
etapas de manipulacién de las muestras se utilizaron puntas de pipeta con filtro. La
preparacion de la mezcla de reaccion, la amplificacién por PCR y la deteccion se
realizaron en diferentes recintos del laboratorio. Para detectar una posible
contaminacion cruzada, todas las reacciones de PCR llevaban como control

negativo H20 estéril.

4.3.3. Identificacién de los polimorfismos del gen mt LSU rRNA

La identificacién de los polimorfismos del gen mt LSU rRNA se realiz6 a partir del
fragmento previamente amplificado en las muestras positivas. Para obtener ADN
susceptible de ser secuenciado es necesario primero realizar una purificaciéon de

los productos de PCR mediante cromatografia de exclusion molecular

La purificacién de los amplicones; la reaccidon de secuenciacidn y posterior de la
precipitacion de la muestra se realizan siguiendo el protocolo que se detalla en el

Anexo III.

Por ultimo, en un secuenciador ABI Prism 310 genetic analyzer (Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA) se realiza la secuenciacién mediante electroforesis capilar de
los fragmentos de ADN de diferentes tamafos sintetizados durante la reaccion de
secuenciacion. Segun la técnica las elongaciones quedaron interrumpidas al
incorporar un dideoxinucledtido trifosfato marcado con un fluorocromo que

permite su identificacion selectiva.

Hasta la fecha en esta region del genoma se han descrito 6 subtipos en funcion de
los diferentes polimorfismos identificados en las posiciones 85 y 248 del gen

(Figura n? 13).

Para el andlisis de las secuencias obtenidas se utiliza, en nuestro caso, el software
de Macintosh Sequence Navigator de PE-Applied Biosystem. En la Figura n? 29 se
muestran dos ejemplos de los resultados de la secuenciacién obtenidos para los

polimorfismos 85y 248.
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Figura n? 13. Secuenciacién del locus mtLSU rRNA de Pneumocystis jirovecii.
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4.4. Determinacion de la presencia de otros hongos.

El andlisis de la presencia de otros hongos se realizé mediante la amplificacion del
gen especifico de hongos ITS (del inglés Internal Transcribed Spacers) mediante
PCR anidada y posterior secuenciaciéon directa para las poblaciones aisladas o

clonacioén en caso de la obtencion de mas de un hongo.

Para la amplificacion del gen ITS, se realizaron dos rondas consecutivas de PCR,
empleando para ello diferentes cebadores en cada parte. En la primera ronda de
amplificacion se utilizaron los cebadores ITS-1 (5" TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e
ITS-4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Estos cebadores flanquean una region
entre 500 y 800 pb. del genoma de diferentes hongos. Posteriormente se realizd
una segunda ronda de amplificacién con la utilizacién de los cebadores ITS-1 e ITS-

3 (5'- GCATCGATGAAGAACGCAGC-3") que amplifican una regién de 200 - 500 pb.

En la preparacidén de la primera mezcla de reaccion se utilizaron 132 pl. de H20, 20
ul. de reacciéon Buffer 10x (Bioline), 10 pl. de MgClz, 4 pl. de cada cebador
(concentracion de 20 uM), 4 pl. de nucleotidos trifosfato y 1,6 pl. de Taq (Bio Taq
ADN pol. 5U/mcl. de Bioline), siendo afiadidos en este orden consecutivo. El
volumen final fue de 25 pl. (3 pl. de ADN total) para la primera ronda. La segunda
mezcla se prepar6 con 213 pl. de H20, 32 pl. de reaccion Buffer, 16 pl. de MgCl;, 8
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ul. de cada cebador, 8 pl. de dNTP, y 2,4 ul. de Taq (Bio Taq ADN pol. 5U/mcl. de
Bioline), con un volumen final de 40 pl. (4 pl. de la primera PCR) para la segunda

ronda, respetandose dicho orden.

Ambas amplificaciones se llevaron a cabo en el T3000 Thermocycler (Biometra),

siguiendo programas distintos para la primera y la segunda ronda.

Los productos de PCR obtenidos se incluyeron en gel de agarosa al 2%, que
contenia bromuro de etidio, visualizdndose las bandas con el transiluminador.
Posteriormente, los fragmentos amplificados obtenidos se prepararon para la
secuenciacion. En funcién de las caracteristicas de los fragmentos obtenidos se
realizaron algunos pasos intermedios con el fin de obtener una muestra con la

mejor calidad posible:

Clonacién: en caso de identificacion de varios fragmentos que no se

separaban entre si por su similar tamafio durante la electroforesis.

Si los fragmentos tenian diferentes pesos moleculares, se separaban en un

gel de agarosa. Las bandas obtenidas se cortaron con un bisturi y se purificaron.

Cuando en las muestras s6lo se amplific6 un fragmento se realizé la
purificacion, considerandose que dicho fragmento contiene una Unica especie

fungica.
4.5. Determinacion de la presencia de colonizacion bacteriana.

Se estudiaron dos especies bacterianas: P. aeruginosa por su papel patogénico
establecido en FQ y S. pneumoniae por su frecuencia, mediante técnicas

moleculares de PCR simple que se detallan a continuacidn.

4.5.1. Identificacién de P. aeruginosa.

La deteccion de ADN de P. aeruginosa se realizé siguiendo un protocolo de
amplificacion utilizando los cebadores consenso PAO1A y PAO1S que amplifican un
fragmento de 136 pb. La mezcla de PCR se preparé para un volumen final de 25 pl,,
que incluia: 2 pl. del ADN extraido de cada alicuota, 2,5 pl. de NH4 reaction Buffer
10x (Bioline), 0,25 pl. de Taq (Bio Taq DNA pol. 5U/ ul de Bioline), 0,5 pl. de una
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mezcla de nucleétidos trifosfato (1uM de casa dNTP), 0,5 pl. de cada cebador
(concentracién de 20 puM cada uno) y 0,75 pl de MgCl, 50 mM.

4.5.2. Identificacién de S. pneumoniae.

La deteccion de ADN de S. pneumoniae se realizé siguiendo un protocolo de
amplificacién utilizando los cebadores consenso LyTAF y LyTAR. La mezcla de PCR
se prepar6 para un volumen final de 20 pl., que incluia: 2 pl. del ADN extraido de
cada alicuota, 2 pl. de NH4 reaction Buffer 10x (Bioline), 0,2 ul. de Taq (Bio Taq
DNA pol. 5U/ ul de Bioline), 0,5 pl. de una mezcla de nucleétidos trifosfato (1uM de
casa dNTP), 0,4 pl. de cada cebador (concentraciéon de 20 uM cada uno) y 0,6 ul de
MgCl; 50 mM.

4.6. Determinacion de los niveles séricos de (1-3)-3-D-glucano.

Los niveles séricos de (1—3)-B-D-glucano se determinaron mediante el test
Fungitell®, que se basa en una modificacién de la ruta del lisado de amebocitos de
Limulus (extracto acuoso de amebocitos del cangrejo Limuluspolyphemus) que se

utiliza con frecuencia para detectar endotoxinas bacterianas.

Los (1—3)-B-D-glucanos activan el Factor G, un zimégeno de serin proteasa. El
factor G activado convierte la enzima procoagulante inactiva en la enzima
coagulante activa que divide el ApN del sustrato péptido cromogénico (Boc-Leu-
Gli-ARG-ApN) creando un cromoéforo que absorbe a 405 nm. El test se basa en la
determinacion de la tasa de aumento de la densidad éptica aportada por una
muestra, que se interpreta en relacion con una curva estdndar para producir

calculos aproximados de la concentracion de (1-3)--D-glucano en la muestra.

El test Fungitell® esta aprobado para el diagndstico de infecciones fungicas

invasivas. Sus resultados se expresan en pg/ml de suero con una rango entre >31

pg/mly <500 pg/ml.

Este test no detecta ciertos taxones fungicos como Cryptococcus que tiene niveles
muy bajos de (1-3)-B-D-glucano, ni Zygomycetes (Absidia, Mucor y Rhizopus) pues

no se tiene constancia de que tengan (1-3)--D-glucanos.

105



Los valores de (1—3)-B-D-glucano <60 pg/ml se interpretan como negativos y
como positivos 280 pg/ml. Un resultado positivo no define la presencia de una
enfermedad y por ello se debe utilizar junto con otros criterios clinicos para
establecer un diagndstico. Los valores entre 60 y 79 pg/ml indican una posible

infeccion fungica por lo que se recomiendan pruebas adicionales.

Valores de (1—3)-B-D-glucano de 80 pg/ml o superior, junto con signos y
sintomas, tiene un valor predictivo positivo para infeccién flingica invasiva como
es la Neumonia por Pneumocystis (PCP) del 74,4% al 91,7%, y niveles inferiores a
60 pg/ml en ausencia de sintomatologia tiene un valor predictivo negativo entre

65,1% y 85,1%.

Se ha descrito que las dos especies bacterianas analizadas (P. aeruginosa y S.
pneumoniae) elevan los niveles séricos de (1—3)-B-D-glucano (Mennink-Kersten,

Ruegebrink, & Verweij, 2008).
5. Controles de calidad.

Para evitar falsos positivos debido a contaminaciones, en todas las etapas se
utilizaron puntas de pipeta con filtro. La extracciéon de ADN, preparacion de la
mezcla de reaccion, amplificaciéon por PCR y deteccion se efectuaron en distintas
areas. Para detectar la posible contaminacion cruzada, todas las reacciones de PCR

llevaban como control negativo H20 estéril.
6. Definicion de colonizacion.

Para los fines de este estudio se ha considerado que un paciente presenta una
colonizacién fungica cuando en el LOF se identifica la presencia de ADN de algin
microorganismo mediante alguna de las técnicas moleculares consideradas y se
pueda identificar mediante secuenciacion en ausencia de sintomas o signos de

neumonia o infeccidon invasiva.
7. Analisis de datos.

Los datos epidemiolégicos, clinico-biolégicos y moleculares se recogieron
mediante un formulario estructurado en donde se incluyeron todas las variables

del estudio. Se disefi6 un soporte informatico especifico en ACCESS para el archivo
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de datos en cumplimiento de las normas de confidencialidad y privacidad exigidas
por la normativa vigente (Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccién de Datos de Caracter Personal). Todos los andlisis estadisticos se

realizaron utilizando el paquete estadistico IBM SPSS Statistics versién 24.0.

Los datos cuantitativos con una distribuciéon normal (Kolmogorov-Smirnov), se
han expresado con su media y su desviacién estandar y los cualitativos mediante

una distribucién de frecuencias.

Se ha realizado una estimacién de la prevalencia de colonizacién por P.jirovecii y
otros hongos de forma global en el grupo de casos y controles, asi como para cada

grupo de los sujetos no trasplantados.

Para determinar la asociacién entre la presencia de colonizaciéon y los niveles
séricos de (1—3)-B-D-glucano se ha llevado a cabo una prueba de T de Student o

andlisis de la varianza (ANOVA) segun el caso.
8. Aspectos éticos.

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se han aplicado los principios éticos
recogidos en la ultima revision de la declaracién de Helsinki. Los datos obtenidos
en el estudio han sido utilizados exclusivamente para obtener conclusiones
cientificas. La identidad de los pacientes es confidencial y sélo es conocida por el
clinico responsable de cada paciente. El manejo de los enfermos donde se ha
identificado la presencia de colonizacion por P. jirovecii u otro microorganismo, se
ha dejado a criterio de su médico responsable segun la “lex artis ad hoc”. En todos
los casos se ha solicitado el consentimiento informado del paciente para participar

en el estudio.

Esta tesis se enmarca dentro de dos proyectos de investigaciéon financiados por
agencias publicas que cuentan con la aprobacién del Comité de Etica de la
Investigacion del Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla: FIS
“Evaluacion mediante técnicas metagenomicas de la microbiota del tracto
respiratorio de pacientes con fibrosis quistica” (PS09/00957) y ERA-Net
PathoGenoMics: “Pneumocystis PathoGenoMics: Unravelling the colonization to

disease shit” (GEN2006-27760-E/PAT).
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RESULTADOS
1. DESCRIPCION DE MICROORGANISMOS ENCONTRADOS.

Las muestras de LOF procedentes de los 11 pacientes trasplantados pulmonares
por FQ y de los 13 sujetos controles (7 de ellos con FQ no trasplantados y 6 sin
enfermedad pulmonar) fueron analizadas mediante herramientas de biologia

molecular.

La identificacién de P. jirovecii se llevé a cabo mediante PCR anidada de la region
mt LSU rRNA. La determinaciéon de la presencia de otros hongos se realizd
mediante amplificaciéon del gen especifico de hongos ITS mediante PCR semi-
Nested. El analisis de las secuencias mediante alineamiento BLAST y posterior
comparacién con las secuencias descritas en la base de datos de PUBMED permitié
la identificacién de los géneros y especies flungicas presentes en cada muestra.

Ademas, se identifico la presencia de P. aeruginosa y S. pneumoniae.

En la Tabla n? 19 se recoge el encuadre taxonémico de todas las especies flingicas
encontradas en el total de las muestras estudiadas en nuestro trabajo. Hemos
identificado 19 géneros flngicos (Saccharomyces, Candida, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Geotricum, Cladosporium, Davidiela, Alternaria, Cochiobolus,
Bipolaris, Lewia, Penicilium, Aspergillus, Pneumocystis, Sporobolomyces,
Rhodotorula, Leucosporidiella, Cryptococcus y Rhodosporum) y 15 especies fingicas
distintas. El hongo mas frecuentemente encontrado ha sido P. jirovecii en 33
muestras, seguido muy de cerca por Candida en 31 de ellas. Dentro de este género,
la especie C. albicans ha sido la mas frecuentemente encontrada (en 20 muestras)
seguida de C. deformans (en 4 muestras). Tambien hemos identificado C. apicola, C.
glabrata, C. lusitaniae, C. zeylanoides y C. parapsilosis. El género mas

frecuentemente encontrado en tercer lugar ha sido Cladosporium.

En cuanto a la presencia bacteriana, se identifico P. aeruginosa en 17 del total de

las muestras estudiadas y S. pneumoniae en 16 (Tabla n2 19).
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Tabla n? 19. Relacion de la micobiota encontrada.
REINO PHYLUM CLASE
Ascomycota Saccharomycetes

Dothideomycetes

Eurotiomycetes

Pneumocystidomycetes

Basidiomycota (1) Microbotryomycetes

Tremellomycotes

Ustilaginomycotes

Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria
Firmicutes Bacilii

ORDEN

Sacharomycetales (1)

Capnodiales (1)

Pleosporales

Eurotiales

Pneumocystidales
Sporidiobolales

Leucosporidiales
Tremellales

Utilagiales
Pseudomonadales
Lactobacillaceas

(n) = nimero de muestras en las que se aisla cada género o especie bacteriana o fingica.

112

FAMILIA
Sacharomycetaceae

Dipodascaceae
Davidiellaceae

Pleosporaceae (1)

Trichocomoceae

Pneumocyatidaceae
Incierta

Incierta
Leucosporidiaceae
Tremellaceae

Utilaginaceae
Pseudomonadaceae
Streptococcaceae

GENERO
Saccharomyces
Candida (1)

Debaryomyces (2)
Kluyveromyces (1)
Geotricum (1)
Cladosporium (4)
Davidiela (1)
Alternaria (1)
Cochiobolus (1)
Bipolaris

Lewia (2)
Penicilium (1)
Aspergillus (1)
Pneumocystis
Sporobolomyces (3)
Rhodotorula (1)
Leucosporidiella (1)
Cryptococcus (1)

Rhodosporum (1)
Pseudomona
Streptococcus

ESPECIE
cerevisae (2)
albicans (20)
apicola (1)
deformans (4)
glabrata (1)
lusitaniae (2)
zeylanoides (1)
parapsilosis (1)
sp.

sp.

fragans (1)
cladosporoides (3)
sp.

sp.

sp.

oryzae (1)

sp.

Sp.

nidulans (2)
jirovecii (33)
sp.

Sp.

sp.

flavicens (1)
estepposus (1)
Sp.

aeruginosa (17)
pneumoniae (16)



2. CONTROLES SIN FIBROSIS QUIiSTICA

Como ya detallamos en el apartado de material y métodos se incluyeron seis

sujetos sanos procedentes de otros estudios.
2.1. Colonizacién fingica en sujetos sin fibrosis quistica.

Al inicio del estudio, se detectaron hongos en el 100% de los sujetos en los que se
analizaron muestras. Fueron encuadrados en los géneros Cladosporium (25%),
Saccharomyces (50%), Debaryomyces (25%), Candida (50%), Lewia (25%) y
Basidiomycete (25%), cuya distribucidn por caso se recoge en la Tabla n? 20. No

conociéndose la colonizacién presentada con posterioridad (6 y 12 meses).

Tabla n? 20. Colonizacién flingica en sujetos sin fibrosis quistica al inicio del estudio.
Controles Poblacion fingica
NO-FQ-1 ND
NO-FQ-2 ND
NO-FQ-3 Cladosporium, Saccharomyces cerevisiae
NO-FQ-4 Debaryomyces no cultivable, Candida sp.
NO FQ-5 Candida lusitaniae, Lewia no cultivable
NO-FQ-6 Basidiomycete no cultivable, S. cerevisiae
NO-FQ: sujeto sin fibrosis quistica; ND: no determinado.

2.2. Niveles de betaglucano en sujetos sin fibrosis quistica con

colonizacion fangica.

Los niveles séricos de betaglucano en todos los casos fueron inferiores a 60 pg/ml
(Tabla n? 21) por tanto ninguno de ellos alcanzo el dintel diagnéstico (> 80 pg/ml)
con una media de 11,7 * 6,9 (siendo la cifra mas alta detectada de 25,6 pg/ml en el

paciente con Debaryomyces sp., y estadisticamente significativo p= 0,004).

Tabla n® 21. Colonizacién fingica y niveles de betaglucano en sujetos sin fibrosis quistica al inicio
del estudio.
Controles Poblacion fiingica Niveles de

betaglucano
NO-FQ-1 ND 11,1 pg/ml
NO-FQ-2 ND 8,3 pg/ml

NO-FQ-3 Cladosporium, Saccharomyces cerevisiae 7,8 pg/ml
NO-FQ-4 Debaryomyces no cultivable, Candida sp. 25,6 pg/ml
NO FQ-5 Candida lusitaniae, Lewia no cultivable 9,4 pg/ml
NO-FQ-6 Basidiomycete no cultivable, S. cerevisiae 7,8 pg/ml

NO-FQ: sujeto sin fibrosis quistica; ND: no determinado.
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2.3. Colonizacion bacteriana en sujetos sin fibrosis quistica.

En la Tabla n? 22 se muestra la colonizacion por P. aeruginosa y S. pneumoniae en
personas sin enfermedad pulmonar al inicio del trabajo. De los cuatro sujetos en
los que se pudo estudiar ésta, lo estaban por S. pneumoniae, dos (50%). En ninguno

de ellos se observo P. aeruginosa.

Los resultados obtenidos al determinar los niveles séricos de betaglucano al inicio
del estudio, tanto en los sujetos con S. pneumoniae como en los que no se aislaron
ninguna de las dos bacterias, se plasman en la Tabla n? 23. En ninguno se superé
los 60 pg/ml, siendo las cifras medias de 16,7 + 12,6 y 8,6 + 1,1 respectivamente

para cada subgrupo, diferencia no estadisticamente significativa (p= 0,460).

Tabla n® 22. Colonizacién por P. aeruginosa y S. pneumoniae en sujetos sin fibrosis quistica al inicio
del estudio.

ND
ND
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pneumoniae

NO-FQ: sujeto sin fibrosis quistica.

Tabla n? 23. Colonizacién por P. aeruginosa y S. pneumoniae y niveles de betaglucano en sujetos sin
fibrosis quistica al inicio del estudio.
Controles

Colonizacion bacteriana Niveles de

betaglucano
ND 11,1 pg/ml
ND 8,3 pg/ml
7,8 pg/ml
Streptococcus pneumoniae 25,6 pg/ml
9,4 pg/ml
Streptococcus pneumoniae 7,8 pg/ml

NO-FQ: sujeto sin fibrosis quistica.

114



3. PACIENTES CON FIBROSIS QUiSTICA
Uno de los siete pacientes con FQ era diabético (FQ-1) y dos tenian tolerancia
alterada a la glucosa (FQ-2 y FQ-5), dos de ellos presentaban hepatopatia (FQ-1y
FQ-2) y uno de ellos desnutricion (FQ-2). Uno de ellos presentaba bronquiectasias
(FQ- 5). Cuatro de ellos habian recibido azitromicina previamente (FQ-1, FQ-2, FQ-
5, FQ-6).

3.1. Colonizacion fiingica en pacientes con fibrosis quistica.

En la Tabla n? 24 se puede observar la colonizacién fingica en los pacientes con
fibrosis quistica no sometidos a trasplante pulmonar, se comprueba que al inicio
del estudio, se identificaron hongos en el 57,1% de ellos, a los seis meses en el
57,1% y al afio en el 85,7% (solamente un enfermo que anteriormente estuvo

colonizado sufrié aclaramiento).

Como se muestra en la tabla los microorganismos aislados se encuadraron en los
géneros de la forma siguiente Candida (40%), Cladosporium (26,7%),
Sporobolomyces (13,3%) y Penicilium, Lewia y Criptococcus (6,7% cada uno
respectivamente). En la figura n? 14 se puede observar su distribucion a lo largo

del seguimiento.

Tabla n® 24. Colonizacién fiingica en pacientes con fibrosis quistica.
Controles Inicio 6 meses 12 meses

FQ-1 Candida albicans, Sporobolomyces

Sporobolomyces
FQ-2 Candida albicans Candida parapsilosis
FQ-3 Candida albicans Candida albicans
FQ-4 Cladosporium Lewia no cultivable
FQ-5 Candida albicans Cryptococcus flavicens
FQ-6 Penicilium Cladosporium

cladosporioides

FQ-7 Cladosporium Cladosporium

FQ: paciente con fibrosis quistica no trasplantado.
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Figura n? 14. Distribucién de los géneros aislados en los pacientes con fibrosis quistica a lo largo
del seguimiento.

Inicio 6 meses

D o

= Candida = Sporobolomyces Penicillium = Cladosporium = Lewia Cryptococcus

3.2. Niveles de betaglucano en pacientes con fibrosis quistica con

colonizacion fangica.

De los cuatro pacientes colonizados al inicio, en dos (50%) se detectaron valores
superiores a 80 pg/ml de betaglucano y que presentaban colonizacion persistente

por Candida, Sporobolomyces y Cladosporium.

Alos seis meses, tan s6lo uno de los cuatro enfermos en los que se aislaron hongos,
presentd niveles de betaglucano superior al dintel diagndstico, que precisamente

estaba colonizado por Candida.

A los 12 meses el 16,7% de las personas que padecieron colonizaciones flngicas,
presenté una tasa de betaglucano de 26 pg/ml mientras que el resto oscilé entre
241 y 81, coincidiendo las cifras mas altas con la presencia de Sporobolomyces y

Candida, aunque no siendo significativo (p= 0,201y p= 0,367, respectivamente).

Como se presenta en la Tabla n? 25 dentro del conjunto de las muestras en las que
se detectaron hongos, el 57,1% alcanzaron cifras de betaglucano > 80 pg/ml y el

42,9% restante no llegaron a 60 pg/ml, siendo la media de 118,6 + 140,5.
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Tabla n? 25. Colonizacién fingica y niveles de betaglucano en pacientes con fibrosis quistica.
Controles Inicio 6 meses 12 meses

| Controles ~ __ Imicio ___ 6meses ________ 12meses |
FQ-1 Candida albicans, Sporobolomyces
Sporobolomyces 241 pg/ml
530 pg/ml
Candida albicans Candida parapsilosis
59 pg/ml 206 pg/ml
Candida albicans Candida albicans
83 pg/ml 171 pg/ml
Cladosporium Lewia no cultivable
8 pg/ml 26 pg/ml

FQ-5 Candida albicans Cryptococcus
8 pg/ml flavescens
124 pg/ml
FQ-6

Penicilium Cladosporium
8 pg/ml cladosporioides
20 pg/ml

Cladosporium Cladosporium
95 pg/ml 81 pg/ml

FQ: paciente con fibrosis quistica no trasplantado.

3.3. Colonizacion bacteriana en pacientes con fibrosis quistica.

En la Tabla n? 26 se puede observar la colonizacién por P. aeruginosa y S.
pneumoniae en estos pacientes. Al inicio, uno de ellos con P. aeruginosa y otro con
P. aeruginosa y S. pneumoniae. A los seis meses, esta doble colonizacion se detecta
en otro tercer paciente distinto. Al afio, en cuatro afectados se aislaron P.
aeruginosa, y en uno de éstos ademas S. pneumoniae. De los enfermos positivos al

final del estudio, sélo dos lo estaban también al inicio y ninguno a los seis meses.

Tabla n? 26. Colonizacién por P. aeruginosa y S. pneumoniae en pacientes con fibrosis quistica.
Controles Inicio 6 meses 12 meses
FQ-1 P. aeruginosa
FQ-2 P. aeruginosa P. aeruginosa

FQ-3 P. aeruginosa
FQ-4
FQ-5
FQ-6 P. aeruginosa,
S. pneumoniae
FQ-7 P. aeruginosa, P. aeruginosa,
S. pneumoniae S. pneumoniae

FQ: paciente con fibrosis quistica no trasplantado. P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa; S. pneumoniae:
Streptococcus pneumoniae.
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En cinco de las siete muestras en las que se aislaron una o ambas bacterias, los
niveles de betaglucano sérico fueron> 80 pg/ml y en las restantes inferior a 60
pg/ml (Tabla n? 27), el valor medio fue de 124,7 + 82 y no se correspondieron con
una tasa sérica de betaglucano superior, aquellos pacientes que estaban
colonizados por las dos especies bacterianas a la vez, pues la media de las
muestras en las que se aisla un género de microorganismo fue de 169,3 £ 78,9, y la
de aquellas en las que se hallaron los dos géneros bacterianos de 65,3 + 39,9 sin

existir diferencia estadisticamente significativa (p= 0,095).

Tabla n? 27. Colonizacion por P. aeruginosa y S. pneumoniae y niveles de betaglucano en pacientes
con fibrosis quistica.
Controles Inicio 6 meses 12 meses

FQ-1 P. aeruginosa
241 pg/ml
FQ-2 P. aeruginosa P. aeruginosa
59 pg/ml 206 pg/ml
FQ-3 P. aeruginosa
171 pg/ml
FQ-4
FQ-5
FQ-6 P. aeruginosa,
S. pneumoniae
20 pg/ml
FQ-7 P. aeruginosa, P. aeruginosa,
S. pneumoniae S. pneumoniae
95 pg/ml 81 pg/ml

FQ: paciente con fibrosis quistica no trasplantado. P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa; S. pneumoniae:
Streptococcus pneumoniae.

4. PACIENTES TRASPLANTADOS

Cuatro de los once pacientes trasplantados eran diabéticos (TP-3, TP-6, TP-7 y TP-
9) y tres tenian tolerancia alterada a la glucosa (TP-4, TP-5 y TP-8). Uno de ellos
tenia hepatopatia (transaminasas por encima del doble del limite superior de la
normalidad, TP-3). Todos los pacientes excepto uno en el que lo desconocemos
(TP-10) habian tomado esteroides orales en los seis meses previos (diariamente o
en dias alternos). Todos habian recibido inmunosupresores en los ultimos seis
meses: tacrolimus y azatioprina en seis de ellos (TP-1, TP-2, TP-5, TP-6, TP-8 y TP-
9), ciclosporina y azatioprina en dos de ellos (TP-4 y TP-7), tacrélimus y
micofenolato en uno (TP-10) y ciclosporina y micofenolato en otro (TP-11); en uno
lo desconocemos (TP-3). En cuanto a la cifra de linfocitos, en dos de ellos la cifra de

linfocitos era de 1,4 x 10%/1 (TP- 4y TP-11) y en otro de ellos de 1,5 x 109/1 (TP-5),
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los demads tenian una cifra de linfocitos superior a 1,5 x 10?/1. Todos ellos habian
recibido tratamiento con cotrimoxazol durante los seis meses previos, aunque no
todos siguieron la misma pauta de profilaxis. Uno de ellos habia realizado

tratamiento previo con azitromicina (TP-5).
4.1. Colonizacion fungica en pacientes trasplantados.

Al inicio del estudio, en todos los sujetos incluidos se detecté colonizacién por
hongos, en el 9,1% de ellos respectivamente se clasificaron dentro de los géneros
Cryptococcus, Aspergillus, Rhodosporium, Rhodotorula y Davidiela, en tanto que en
el 18,2% de los intervenidos se asignaron los aislados a Aspergillus y Geotricum
respectivamente y en el 63,6%0 de los enfermos se identificaron como

pertenecientes a Candida.

A los seis meses de seguimiento en los nueve pacientes de los que se tenian
muestras se detect6 colonizaciéon fungica. Contintia siendo el género mas
frecuentemente encontrado Candida (en el 66,7% de los afectados), sigue presente
Cryptococcus (en el 11,1%) y aparecen otros grupos taxonémicos que se asignaron
a los géneros Alternaria, Pleosporaceae, Cochiobolus, Bipolaris y Cladosporium (en

el 11,1% de los enfermos respectivamente).

A los 12 meses de seguimiento, s6lo se dispuso de muestras de tres pacientes,
todos ellos colonizados, sigue Candida presente en todos ellos y aparecen ademas;
en uno Debaryomyces 'y Kluyveromyces; en otro Leucosporidiella 'y

Saccharomycetales y en el tercero Cladosporium, Sporobolomycesy Capnodiales.

En la Tabla n? 28 se muestran los diferentes hongos encontrados en las muestras
tomadas de los 11 pacientes a lo largo del periodo estudiado, debiéndose destacar
que en el 43,5% de ellas se aislo un solo género en tanto que el 56,5% restante se
identificaron dos o mas, siendo Candida el que se present6 con mayor frecuencia.
En la figura n? 15 se puede observar la distribucion de los diferentes géneros a lo

largo del seguimiento.

119



Tabla n? 28. Colonizacién fiingica en pacientes trasplantados.
Trasplantados

Al inicio

TP-1 Cryptococcus sp.,
Candida albicans

Aspergillus sp.

TP-3 Candida albicans, C.
deformans, C.
zeylanoides

C. albicans
C. albicans

TP-7 C. albicans,
Aspergillus nidulans

Rhodosporum sp.,
Rhodotorula,
Geotricum

Davidiela no
cultivable

TP-10 Geotricum fragrans

TP-11 C. albicans,
Aspergillus nidulans

6 meses
ND

Alternaria sp.
C. albicans, C.
deformans, C. apicola

C. albicans
C. albicans
C. albicans, C.
deformans
C. albicans

Pleosporaceae sp.,
Cochiobolus, Bipolaris
oryzae

Cladosporium
clorosporioides, C.
lusitaniae

C. albicans,
Cryptococcus
estepposus
ND

12 meses
ND

ND
ND

ND
ND
ND

C. albicans, C. deformans,

Debaryomyces no

cultivable, Kluyveromyces

C. albicans,
Leucosporidiella sp.,
Saccharomycetales no
cultivable

C. glabrata, Cladosporium

clorosporioides,
Sporobolomyces sp.
Capnodiales sp.

ND

ND

TP: paciente con fibrosis quistica sometido a trasplante pulmonar; ND: no determinado.
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Figura n? 15. Distribucién de los géneros aislados en los pacientes trasplantados a lo largo del

seguimiento.
Inicio
6 meses
12 meses
= Candida = Sporobolomyces = Penicilium = Cladosporium = Lewia
= Cryptococcus = Aspergillus = Rhodosporum = Rhodotorula = Geotricum
= Davidiela = Alternaria = Cochiobolus = Bipolaris = Debaryomyces

= Kluyveromyces = Leucosporidiella
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4.2. Niveles de betaglucano en pacientes trasplantados con

colonizacion fangica.

Al inicio del estudio, en los pacientes colonizados por hongos, el 54,5% de ellos
presentaron valores superiores a 80 pg/ml de betaglucano, el 9,1% entre 60-79

pg/mly el 36,4% con cifras inferiores a 60 pg/ml.

A los seis meses de los 9 enfermos cuyas muestras se analizaron, arrojaron
cuantias de betaglucano sérico por encima de 80 pg/ml el 55,6%, entre 60-79

pg/ml el 33,3% e inferiores a 60 pg/ml el 11,1%.

Al afio de seguimiento se analizaron tres muestras, de las que dos mantenian

niveles de betaglucano > 80 pg/ml y la otra < 60 pg/ml.

En la Tabla n? 29 se muestran los datos sobre las determinaciones de betaglucano
en los pacientes colonizados, se puede comprobar que se aislaron hongos en las 23
muestras analizadas, que al relacionarlas con los niveles de betaglucano séricos de
los enfermos de los que procedian, se demostr6 que el 56,5% arrojaron cifras
superiores a 80 pg/ml, el 17,4% se encontraron entre 60-79 pg/ml y el 26,1%
inferiores a 60 pg/ml, siendo los valores medios de 83,6 + 33,1 (81,6 + 31,8 en el
inicio con 11 pacientes, 81,7 + 23,1 a los 6 meses con 9 pacientes y 96,9 + 67,2 al
afio con tres pacientes), aunque la diferencia entre grupos no es significativa (p=

0,077).

La cantidad media de betaglucano en las muestras que estaban colonizadas por
Candida fue de 83,1 + 37,2 y en las que no estaban colonizadas por Candida fue de

85,2 £ 19,4, sin diferencias estadisticamente significativas (p= 0,896).
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Tabla n? 29. Colonizacién fingica y niveles de betaglucano en pacientes trasplantados.

Al inicio
Cryptococcus sp.,
Candida albicans

55,2 pg/ml
Aspergillus sp.
84,8 pg/ml
Candida albicans, C.
deformans, C.
zeylanoides
83,3 pg/ml
C. albicans
128 pg/ml
C. albicans
129,5 pg/ml
C. albicans
44,9 pg/ml

Trasplantados

TP-2
TP-
TP-4
TP-
TP-
TP-
TP-

3

5

(9

7
9

TP-10
TP-11

C. albicans,
Aspergillus nidulans
78,2 pg/ml

Rhodosporium sp.,
Rhodotorula,
Geotricum

98 pg/ml

Davidiela no
cultivable
106,3 pg/ml

Geotricum fragrans
49,5 pg/ml

C. albicans,
Aspergillus nidulans
40,3 pg/ml

6 meses
ND

Alternaria sp.
87,1 pg/ml
C. albicans, C.
deformans, C. apicola
100 pg/ml

C. albicans
122,7 pg/ml
C. albicans
64,1 pg/ml
C. albicans, C.
deformans
95,4 pg/ml
C. albicans
66,2 pg/ml

Pleosporaceae sp.,
Cochiobolus, Bipolaris
oryzae)

85,6 pg/ml

Cladosporium
clorosporioides, C.
lusitaniae

68 pg/ml

C. albicans,
Cryptococcus
stepposus
45,9 pg/ml
ND

TP: paciente con fibrosis quistica sometido a trasplante pulmonar.
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12 meses
ND

ND

ND

ND
ND

ND

C. albicans, C. deformans,
Debaryomyces no
cultivable, Kluyveromyces
39,8 pg/ml
C. albicans,
Leucosporidiella sp.,
Saccharomycetales no
cultivable
80 pg/ml
C. glabrata, Clodosporium
clorosporioides,
Sporobolomyces sp.,
Capnodiales sp.

171 pg/ml
ND

ND



4.3. Colonizacion bacteriana en pacientes trasplantados.

En la siguiente Tabla n? 30 se muestra como al inicio, tres enfermos (27,3%)
estaban colonizados por P. aeruginosa y cinco (45,5%) por S. pneumoniae y dos de

ellos por ambos.

A los seis meses se detectaron uno o ambos gérmenes en ocho de las nueve
muestras disponibles (88,9%), de ellos (cinco por P. aeruginosa y seis por S.
pneumoniae, entre los cuales tres con positividad para ambos en distintos

individuos).

Al afio, en so6lo dos enfermos se investig6 la presencia de dichos microorganismos.

En uno estaban presentes P. aeruginosa y S. pneumoniae y en el otro ninguna.

En el total de las muestras, en nueve se aislé P. aeruginosa (recogidas en siete de
los once pacientes) y en doce S. pneumoniae (tomadas en ocho de los once

enfermos).

Tabla n? 30. Colonizacién por P. aeruginosa y S. pneumoniae en pacientes trasplantados.

Trasplantados Al inicio 6 meses 12 meses
ND ND
S. pneumoniae (+) P. aeruginosa (+) ND
S. pneumoniae(?)
TP-3 P. aeruginosa (+) S. pneumoniae (+) ND
S. pneumoniae (+)
S. pneumoniae (+) P.aeruginosa (+) ND
S. pneumoniae (+)
TP-5 P. aeruginosa (+) ND
S. pneumoniae (+)
S. pneumoniae (+) ND
P. aeruginosa (+)
P. aeruginosa (+) S. pneumoniae (+) P. aeruginosa (+)
S. pneumoniae (+) S. pneumoniae (+)
ND
P. aeruginosa (+) P. aeruginosa (+) ND
S. pneumoniae (+)
S. pneumoniae (+) ND ND

TP: paciente con fibrosis quistica sometido a trasplante pulmonar.

En los 11 pacientes trasplantados se tomaron y analizaron veintidés muestras. De
las que 15 procedian de enfermos colonizados (por una de las dos bacterias o

ambas, citadas anteriormente), en diez (66,7%) los niveles de betaglucano fueron
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> 80 pg/ml, mientras que en tres (20%) alcanzo6 < 60 pg/ml y en dos (13,3%) entre
60y 79 pg/ml.

Con respecto a las siete muestras de enfermos sin colonizacién por ninguno de los
dos, en tres los niveles se mantuvieron en < 60 pg/ml, en dos fue entre 60y 79 y en

el resto > 80 pg/ml.

Los niveles medios de betaglucano en todos fueron de 79,67 + 27,66. Entre los
pacientes colonizados por uno de los dos géneros bacterianos fue de 81,88 * 26,72,
en los que lo estaban por ambos fue de 82,3 + 26,6 y entre los no colonizados por
ninguno de ellos de 74,6 + 33, con diferencias no estadisticamente significativas

(p=0,852) (Tabla n® 31).

Tabla n? 31. Colonizacién por P. aeruginosa y S. pneumoniae y niveles de betaglucano en pacientes

trasplantados.

Trasplantados Al inicio 6 meses 12 meses
55,2 pg/ml ND ND
TP-2 S. pneumoniae (+) P. aeruginosa (+) ND
84,8 pg/ml S. pneumoniae(?)
87,1 pg/ml
TP-3 P. aeruginosa (+) S. pneumoniae (+) ND
S. pneumoniae (+) 100 pg/ml
83,3 pg/ml
TP-4 S. pneumoniae (+) P.aeruginosa (+) ND
128 pg/ml S. pneumoniae (+)
122,7 pg/ml
TP-5 129,5 pg/ml P. aeruginosa (+) ND
S. pneumoniae (+)
64,1 pg/ml
TP-6 44,9 pg/ml S. pneumoniae (+) ND
95,4 pg/ml
TP-7 78,2 pg/ml P. aeruginosa (+) 39,8 pg/ml
66,2 pg/ml
TP-8 P. aeruginosa (+) S. pneumoniae (+) P. aeruginosa (+)
S. pneumoniae (+) 85,6 pg/ml S. pneumoniae (+)
98 pg/ml 80 pg/ml
BV 106,3 pg/ml 68 pg/ml ND
P. aeruginosa (+) P. aeruginosa (+) ND
49,5 pg/ml S. pneumoniae (+)
45,9 pg/ml
S. pneumoniae (+) ND ND
40,3 pg/ml

TP: paciente con fibrosis quistica sometido a trasplante pulmonar.
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5. COLONIZACION POR PNEUMOCYSTIS JIROVECIL.

5.1. En sujetos sin fibrosis quistica.

En la Tabla n? 32 pueden observarse los datos encontrados sobre la colonizacion
por P. jirovecii en los sujetos sin enfermedad pulmonar, sélo dos de ellos lo estaban

al inicio del estudio.

Tabla n? 32. Colonizacién por P. jirovecii en los sujetos sin fibrosis quistica al inicio del estudio.
Controles Inicio 6 meses 12 meses
NO-FQ-1 ND ND
NO-FQ-2 ND ND
NO-FQ-3 ND ND
NO FQ-4 ND ND
NO FQ-5 ND ND
NO FQ-6 ND ND

NO-FQ: sujeto sin fibrosis quistica; ND: no determinado; Signo +: colonizado (se detecta ADN de Pjirovecii);
Signo -: no colonizado (no se detecta ADN de P. jirovecii).

5.2. Niveles de betaglucano en sujetos sin fibrosis quistica.

Todas las personas sin enfermedad pulmonar tenian unos niveles de betaglucano

séricos inferiores a 60 pg/ml (con una media de 11,7 £+ 6,9) (Tabla n? 33).

En los sujetos con P. jirovecii fue de 8,6 + 1,1 y en los que no hubo presencia de este
hongo de 13,2 + 8,4, no siendo la diferencia estadisticamente significativa (p=

0,507).

Tabla n? 33. Niveles de betaglucano y colonizacién por P. jirovecii en los sujetos sin enfermedad
pulmonar.
Controles Inicio 6 meses 12 meses

NO-FQ-1 () ND ND
11,1 pg/ml

NO-FQ-2 ) ND ND
8,3 pg/ml

NO-FQ-3 (+) ND ND
7,8 pg/ml

NO-FQ-4 () ND ND
25,6 pg/ml

NO-FQ-5 (+) ND ND
9,4 pg/ml

NO-FQ-6 ) ND ND
7,8 pg/ml

NO-FQ: sujeto sin fibrosis quistica; ND: no determinado; Signo +: colonizado (se detecta ADN de P.jirovecii);
Signo -: no colonizado (no se detecta ADN de P. jirovecii).
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5.3. En pacientes con fibrosis quistica.

En la Tabla n? 34 se muestra que en este grupo de pacientes, estaban colonizados
por P. jirovecii en el periodo inicial el 85,7% (seis de ellos), a los 6 meses también
seis de ellos (85,7%) y al afio el 42,9% (tres) pues el resto habian presentado

aclaramiento.

Tabla n? 34. Colonizacién por P. jirovecii en los pacientes con fibrosis quistica.

Controles Inicio 6 meses 12 meses
FQ-1 + + =
FQ-2 +
FQ-3 +
FQ-4 +
FQ-5 -
FQ-6 +
FQ-7 + - -
FQ: paciente con fibrosis quistica no trasplantado; Signo +: colonizado (se detecta ADN de P.jirovecii); Signo -:
no colonizado (no se detecta ADN de P. jirovecii).

4

+ + + + +

+
+

127



5.4. Niveles de betaglucano en pacientes con fibrosis quistica.

En las diez muestras obtenidas en pacientes colonizados en los que se
comprobaron las medidas de betaglucano sérico, la mitad tenian unos niveles de
estos superiores a 80 pg/ml y el resto inferior a 60 pg/ml. De las cuatro muestras
de enfermos con ausencia de P. jirovecii, el 75% de ellas mostraron cifras por
encima de 80 pg/ml y el 25% restante por debajo de 60 pg/ml (Tabla n? 35). La
media de betaglucano en los pacientes que vehicularon el hongo fue de 110,6 *

157,5y enlos otros de 138,5 + 101,7 sin significacion estadistica (p=0,752).

Tampoco hubo diferencias estadisticamente significativas (p= 0,460) si se tiene en
cuenta el momento en el que se produjo la colonizacion (al inicio, a los seis o a los

doce meses) siendo la media general de 118,6 + 101,7.

Tabla n® 35. Niveles de betaglucano y colonizaciéon por P. jirovecii en los pacientes con fibrosis
quistica.

Controles Inicio 6 meses 12 meses

FQ-1 (+) (+) )
530 pg/ml 241 pg/ml

FQ-2 (+) (+) )
59 pg/ml 206 pg/ml

FQ-3 (+) (+) +)
83 pg/ml 171 pg/ml

FQ-4 (+) (+) )
8 pg/ml 26 pg/ml

FQ-5 Q) (+) (+)
8 pg/ml 124 pg/ml

FQ-6 (+) (+) (+)

8 pg/ml 20 pg/ml

FQ-7 (+) ) )

95 pg/ml 81 pg/ml

FQ: paciente con fibrosis quistica no trasplantado; Signo +: colonizado (se detecta ADN de P.jirovecii); Signo -:
no colonizado (no se detecta ADN de P. jirovecii).
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5.5. En pacientes trasplantados y sus genotipos.

En cuanto a la colonizacién por P. jirovecii en estos enfermos, en la Tabla n? 36
puede observarse que estaban colonizados al inicio cinco de los once (45,5%), a los
seis meses, cuatro (36,4%) y al afio, seis (54,5%) a pesar de la quimioprofilaxis con

cotrimoxazol.

En la Tabla n? 37 se muestran los genotipos del agente encontrado en las 10
muestras analizadas. El 1 se observé en una, el 2 en dos (ambas extraidas del
mismo individuo) y el 3 en siete de ellas, pero en ninguno de los enfermos hubo
colonizacidn por dos genotipos distintos. Finalmente es necesario precisar que no
fue posible hacer el genotipado en cinco de las muestras extraidas de pacientes

colonizados.

Tabla n? 36. Colonizacién por P. jirovecii en pacientes trasplantados.
Pacientes Inicio 6 meses 12 meses
trasplantados
TP-1 - -
TP-2 +

+ +

TP-6 + -
TP-7 -
TP-8 -
TP-9 +
TP-10 -
TP-11 + -

TP: paciente con fibrosis quistica sometido a trasplante pulmonar; Signo +: colonizado (se detecta ADN de
P jirovecii); Signo -: no colonizado (no se detecta ADN de P. jirovecii).

+ + + +

| =
NI
Ul | W

Tabla n? 37. Polimorfismos de P. jirovecii en pacientes trasplantados.
Pacientes Inicio 6 meses
trasplantados
TP-1 GENOTIPO 3 - -
TP-2 - GENOTIPO 3 GENOTIPO 3
TP-3 GENOTIPO 3 - GENOTIPO 3
TP-4 + - -
TP-5 - - -
TP-6 - + -
TP-7 - - GENOTIPO 3
TP-8 - - +
TP-9 GENOTIPO 2 GENOTIPO 2 +
TP-10 GENOTIPO 1 - +
TP-11 - GENOTIPO 3 -

TP: paciente con fibrosis quistica sometido a trasplante pulmonar; Signo +: colonizado (se detecta ADN de
P.jirovecii); Signo -: no colonizado (no se detecta ADN de P. jirovecii).
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5.6. Niveles de betaglucano en pacientes trasplantados.

De las once muestras obtenidas en los enfermos que sufrieron colonizacién y en las
que hubo disponibilidad para detecciéon de betaglucano, siete (63,6%) tuvieron
niveles > 80 pg/ml, tres (27,3%) inferior a 60 y una (9,1%) entre 60 y 79 pg/ml.
Entre las doce muestras procedentes de pacientes sin colonizar, en los que se pudo
determinar estos niveles, estuvieron por debajo de 60 pg/ml en cuatro (33,3%), en
> 80 pg/ml en cinco (41,7%) y en tres (25%) se situaron entre 60 y 79 pg/ml
(Tabla n? 38). La media de betaglucano en el conjunto fue de 80,3 + 36,6, en tanto
que en los pacientes trasplantados con presencia de P. jirovecii de 87,6 + 37,7 y en
los que no se detectéd este hongo de 73,6 + 35,7, aunque sin ser diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,371). La media de betaglucano en pacientes
colonizados al inicio fue de 84,5 + 33,4, a los seis meses de 83,5 + 14,1, y al ano de
96,9 + 67,2. No hubo significacidn estadistica en funcién del momento en el que se

produjo la colonizacién (al inicio, a los seis o a los doce meses, p= 0,902).

Tabla n? 38. Niveles de betaglucano y colonizacién por Pneumocystis jirovecii en pacientes
trasplantados.

Pacientes Inicio 6 meses 12 meses
trasplantados
TP-1 (+) ) Q)
55,2 pg/ml
TP-2 Q) (+) +)
84,8 pg/ml 87,1 pg/ml
TP-3 (+) Q) +)
83,3 pg/ml 100 pg/ml
128 pg/ml 122,7 pg/ml
TP-5 Q! Q) )
129,5 pg/ml 64,1 pg/ml
TP-6 ) (+) )
44,9 pg/ml 95,4 pg/ml
TP-7 Q) Q) (+)
78,2 pg/ml 66,2 pg/ml 39,8 pg/ml
TP-8 ) ) (+)
98 pg/ml 8,6 pg/ml 80 pg/ml
TP-9 +) +) (+)
106,3 pg/ml 68 pg/ml 171 pg/ml
49,5 pg/ml 45,9 pg/ml
40,3 pg/ml

TP: paciente con fibrosis quistica sometido a trasplante pulmonar; Signo +: colonizado (se detecta ADN de
P.jirovecii); Signo -: no colonizado (no se detecta ADN de P. jirovecii).



6. PRINCIPALES AISLAMIENTOS Y NIVELES DE BETAGLUCANO.

6.1. En pacientes con fibrosis quistica

En la Tabla n2 39 se pueden observar el nimero de muestras procedentes de los
pacientes con FQ en las que se se aislan los microorganismos y los niveles medios
de betaglucano correspondientes a cada uno de ellos. En ninguno se ha encontrado

diferencias estadisticamente significativas.

Tabla n? 39. Betaglucano en pacientes con fibrosis quistica.
Colonizacion Muestras (n) Betaglucano
(pg/ml)

P. jirovecii Si(10) 110,6 + 157,5
No (4) 138,5+101,7

C. albicans Si (5) 170,2 £ 209,6 p=0,325
No (9) 89,9 + 86,6

Candida no albicans Si(1) 206 p= 0,540
No (13) 111,9 £ 143,8

P. aeruginosa Si(7) 124,7+ 82 p=0,878
No (7) 112,4 + 189,5

S. pneumoniae Si(3) 65,3 +39,9 p=0,481
No (11) 133,1 £155,7

6.2. En pacientes trasplantados

En la Tabla n? 40 se puede observar el nimero de muestras procedentes de los
pacientes trasplantados en las que se afsla cada género bacteriano o fungico y su
relacion con los niveles medios de betaglucano sérico. En ningiin caso se obtienen

diferencias estadisticamente significativas.

Tabla n? 40. Betaglucano en pacientes trasplantados.
Colonizacién Muestras (n) Betaglucano

(pg/ml)

P. jirovecii Si(11) 87,6 +37,7

No (12) 73,6 £ 35,7

C. albicans Si(15) 78,2 + 31,4 p= 0,293
No (8) 95,8 + 35,8

Candida no albicans Si(6) 92,9 + 44 p=0,437
No (17) 80,4 + 29,2

P. aeruginosa Si(9) 77,4 + 24,2 p=0,759
No (13) 81,2 + 30,7

S. pneumoniae Si(12) 85,7 £ 25,6 p= 0,244
No (9) 70,8 £ 29,8
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DISCUSION
1. DESCRIPCION DE MICROORGANISMOS ENCONTRADOS.

Mediante el estudio del LOF en personas sin enfermedad pulmonar, en afectados
de FQ y en pacientes trasplantados de pulmén por FQ (usando técnicas
moleculares como se describi6 anteriormente), hemos encontrado 20 géneros y 26

especies de hongos.

También se han buscado la presencia de dos especies bacterianas: P. aeruginosa

por su papel patogénico establecido en FQ y S. pneumoniae por su frecuencia.

Para la obtencion del LOF, en nuestro caso los participantes realizaron un minuto
de gargarismos con 10 ml de suero fisiolégico estéril al 0,9% en lugar de 15 ml de
solucién buffer fosfato salino (PBS) utilizada para el estudio de la micobiota oral en

personas sanas en el estudio de Ghannoum et al. (2010).

En otros trabajos se han utilizado muestras respiratorias distintas como el esputo
(Delhaes et al.,, 2012; Sibley et al,, 2011 y Van Daele et al., 2005) o el LBA (Liu et al.,
2009a; Silveira et al, 2008 y Pederiva et al, 2012), pero el LOF utilizado por
primera vez por Wakefield et al. (1993) aporta las ventajas de ser relativamente

facil de obtener y ser un método no invasivo.

Ademas, la cavidad oral es la mayor puerta de entrada para los microorganismos
en el cuerpo y el enjuague permite la recogida de los agentes presentes en el dorso

de la lengua y la mucosa oral.

Brown et al. (2014) afirmaron que el LOF representaba pobremente la microbiota
pulmonar y también Matos etal. (2001) sostuvieron que fue menos util que el
esputo para detectar P. jirovecii en pacientes con neumonia con baja carga
parasitaria. Sin embargo, Nieves Respaldiza etal (2006) en su estudio de
portadores de P. jirovecii mediante PCR del LOF encontraron una concordancia del

84,4% con el esputo y del 80% con el LBA para P. jirovecii.

El LOF podria tener un alto valor predictivo positivo, pues si encontramos un
microorganismo patégeno en la cavidad orofaringea de estos pacientes,

probablemente esté presente también en las vias respiratorias inferiores, lo que
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resulta de gran utilidad a la hora de poder establecer pautas de profilaxis en los

pacientes trasplantados en situaciéon de inmunosupresion.

En el andlisis de la micobiota el problema principal recae en la dificultad de
diferenciar especies del mismo género. Para solventarlo se ha propuesto el estudio
de la region ITS ya que ésta tiene areas muy conservadas filogenéticamente y areas
de gran variabilidad interespecifica (Esteve-Zarzoso et al, 1999). Las regiones ITS
han sido las mas utilizadas en los ultimos afios para la identificacién del ADN
fingico y utilizadas en estudios de filogenia y taxonomia a partir de todo tipo de
muestras, desde ambientales hasta clinicas. Esta regién presenta gran
especificidad en la identificacién de las diferentes especies flingicas, aun siendo

éstas muy cercanas filogenéticamente (Schoch et al., 2012).

2. CONTROLES SIN FIBROSIS QUISTICA.

2.1. Colonizacion fungica en sujetos sin fibrosis quistica.

En las cuatro personas sin enfermedad pulmonar en las que se analiz6 el LOF al
inicio del estudio se aislaron hongos, en total 5 géneros flngicos, encontrando en
cada una de ellas dos géneros distintos. Los predominantes fueron Candida y
Saccharomyces, seguidos de Cladosporium, Debaryomyces no cultivable, Lewia no
cultivable y Basidiomycete no cultivable en la misma proporcién y las especies C.
lusitaniae y S. cerevisiae. Por tanto los géneros no cultivables fueron los que
predominaron, seguidos de Candida y Saccharomyces y por ultimo por

Cladosporium.

Nuestros resultados coinciden con los de Ghannoum etal (2010), el primer
estudio que analizé la micobiota oral de individuos sanos utilizando el LOF de 20
sujetos mediante amplificacion de la region ITS, donde los géneros predominantes
fueron los no cultivables seguidos de Candida, Cladosporium, Aureobasidium y
Saccharomycetales. Dentro de los que C. albicans fue la mas frecuente seguida de C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. khmerensis y C. metapsilosis. En dicho trabajo se
identificaron 101 especies diferentes y el rango de éstas en cada individuo estuvo

entre 9y 23.
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Al no disponer de la colonizacién fingica de dichas personas ni a los seis ni a los

doce meses, desconocemos su evolucion en el tiempo.

2.2. Niveles de betaglucano en sujetos sin fibrosis quistica con

colonizacion fungica.

A todos los sujetos se les extrajo una muestra de sangre periférica para la
determinacion de los niveles séricos de (1—3)-B-D-glucano mediante el test

Fungitell®, que esta disefiado para el diagnostico de infecciones fiingicas invasivas.

Sus resultados se expresan en pg/ml de suero con un rango entre >31 pg/ml y
<500 pg/ml. Los valores de (1—3)-B-D-glucano inferiores a 60 pg/ml se
interpretan como negativos y como positivos =280 pg/ml, aunque cifras superiores
a ésta no definen la presencia de enfermedad, por ello se debe utilizar junto con
criterios clinicos para establecer un diagndstico. Ademas valores entre 60 y 79
pg/ml indican una posible infeccion fingica, por lo que se recomiendan pruebas

adicionales.

En todos los sujetos los niveles séricos de betaglucano fueron negativos para
infeccion fuingica invasiva. El que lo mostr6 mas alto (25,6 pg/ml) estaba
colonizado por Debaryomyces no cultivable y Candida sp., con una significaciéon
estadistica para Debaryomyces no cultivable. Entre los aislamientos no hemos
encontrado Zygomycetes (Absidia, Mucor, Rhizopus) que no tienen (1-3)-B-D-
glucano o Cryptococcus que tienen niveles muy bajos y por tanto podrian dar lugar
a falsos negativos. Asi mismo es preciso indicar que los pacientes no estaban bajo
tratamiento antifingico que pudiera ser también causa de falsos negativos

(Alexander et al., 2010).

Nuestros datos indican por tanto que la determinacion de los niveles séricos de
(1-3)-B-D-glucano es util para descartar la presencia de infeccion fingica invasiva

en poblacién general, pero no para identificar la presencia de colonizacion.
2.3. Colonizacién bacteriana en sujetos sin fibrosis quistica.

En los sujetos sin enfermedad pulmonar en los que pudimos buscar la presencia de
P. aeruginosa o S. pneumoniae, no encontramos colonizacién por P. aeruginosa pero

si por S. pneumoniae en dos de los cuatro sujetos. En uno de ellos, S. pneumoniae se
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aislé junto a Candida y Debaromyces. En el otro se asoci6 a S. cerevisiae y
Basidiomycete. No disponemos de los datos de colonizacién de dichas personas ni a

los seis ni a los doce meses por lo que no se ha analizado la dindmica evolutiva.

En cuanto a los niveles séricos de betaglucano, en todas las personas fueron
negativos, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre los
colonizados por S. pneumoniae y los no colonizados, a pesar de que la infeccién por

S. pneumoniae esta descrita como causa de falso positivo (Alexander et al., 2010).

3. PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA.

3.1. Colonizacion fiingica en pacientes con fibrosis quistica.

Al inicio de nuestro estudio presentaban colonizacién fungica el 57% de los
pacientes, proporciéon que se mantuvo a los seis meses y a los doce todos estaban
colonizados (s6lo uno de ellos dej6 de estarlo) por lo que se podria plantear que
con el tiempo los pacientes con FQ experimentan un ciclo continuo de colonizacién

y aclaramiento.

El género fingico mas frecuentemente encontrado fue Candida, que ha sido
descrito como un agente con poco potencial patogénico para las infecciones
créonicas de las vias aéreas de pacientes con FQ o las exacerbaciones pulmonares
(Gilligan, 2014). Concretamente C. albicans, presente en cinco muestras de
nuestros pacientes con FQ, se ha considerado un agente con elevada cronicidad y
patogenicidad aun no bien conocida en FQ. En cambio, C. parapsilosis, detectada
por nosotros en una muestra, se considera un agente con baja cronicidad y

patogenicidad bien establecida (Chmiel et al., 2014).

Estos resultados coinciden con el andlisis retrospectivo de los cultivos
microbiologicos de 55 pacientes pediatricos (62% de ellos con FQ) previamente
citado (Liu etal, 2009a) donde las especies de Candida fueron los colonizadores
mas frecuentes previamente al trasplante, seguidos de Aspergillus, encontrandose
también Scedosporium y Basidiomycete. Los géneros Cladosporium,
Sporobolomyces, Penicilium, Lewia y Cryptococcus, hallados en nuestros pacientes,

no han sido descritos por otros autores como colonizadores de pacientes con FQ.
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En una Unica de las muestras se aisl6 mas de un género flingico a la vez,
correspondiente al Unico paciente (FQ-1) que padecia diabetes mellitus (DM). Tres
de los siete pacientes con FQ padecian DM o alteracién de la tolerancia a la glucosa
(FQ-1, FQ-2 y FQ-5) y en ellos se encontraron cuatro géneros fungicos (C. albicans,
C. parapsilosis, Sporobolomyces y Cryptococcus flavicens) al igual que en los
pacientes que no padecian alteracion del metabolismo de la glucosa (C. albicans,
Cladosporium, Lewia y Penicillium). La Unica especie fungica que se encontrd en

ambos grupos fue C. albicans.

3.2. Niveles de betaglucano en pacientes con fibrosis quistica con

colonizacion fangica.

El 57% de las muestras colonizadas se correspondieron con un nivel sérico de
betaglucano positivo para infeccién flingica invasiva, mientras que el 43% restante

arrojo un resultado negativo.

Entre los géneros aislados en las muestras con resultado positivo de betaglucano
se encuentra Cryptococcus flavicens, a pesar de que Cryptococcus tiene niveles

bajos de (1-3)-B-D-glucano en su pared.

Dos géneros, Candida y Cladosporium, se han aislado tanto en las muestras
correspondientes a un resultado positivo de betaglucano como a un resultado

negativo.

En la bibliografia consultada no se han encontrado investigaciones acerca del uso
de (1-3)-B-D-glucano para detectar colonizacion fungica en pacientes con FQ,
aunque si en pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica y neumonia intersticial
relacionada con coldgeno, para evaluar la utilidad de (1-3)-B-D-glucano como

marcador de la colonizacion por P. jirovecii (Shimizu et. al, 2009).
3.3. Colonizacion bacteriana en pacientes con fibrosis quistica.

En el 33% de las muestras encontramos colonizacién bacteriana por una o ambas

de las especies buscadas.

La mas frecuente fue P. aeruginosa que estuvo presente en todas, y en tres de ellas

ademas S. pneumoniae. Cinco de los pacientes estuvieron colonizados por P.
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aeruginosa en algin momento del seguimiento y dos pacientes por S. pneumoniae,
lo que indica una dindmica de colonizacién y aclaramiento de estas especies

bacterianas a lo largo del seguimiento.

Los pacientes con DM (FQ-1) o alteracion de la tolerancia a la glucosa (FQ-2 y FQ-
5) no estuvieron colonizados por S. pneumoniae. El paciente con bronquiectasias
(FQ-5) no sufrié colonizacién por ninguna de las dos especies bacterianas, lo que
puede resultar paradégico teniendo en cuenta que se considera que los pacientes
con bronquiectasias tienen un alto riesgo de colonizacién bacteriana. Sin embargo,
recientemente en una cohorte de 121 pacientes con bronquiectasias sin FQ solo un
20,6% de los pacientes presentaban colonizacién por P. aeruginosa (Borekci, Halis,

Aygun & Musellim, 2016).

La presencia bacteriana se asocié a Candida en tres muestras (dos con C. albicansy
una con C. parapsilosis), a Cladosporium en otras tres, y a Sporobolomyces en otra.

En ninguna hubo presencia bacteriana sin colonizacion flngica.

Entre las coinfecciones descritas en las vias aéreas de pacientes con FQ, Candida se
ha asociado con P. aeruginosa (Harrison, 2007) favorecido porque el oxigeno
reducido en el pulmén de pacientes con FQ promueve el crecimiento de P.
aeruginosa (Yoon et al.,, 2002) y otras bacterias anaerobias, asi como de C. albicans
(Dumitru etal, 2007), por lo que pueden formar un biofilm en consorcio. En
nuestro trabajo C. albicans se ha asociado a P. aeruginosa en el 40% de las
muestras, en menor proporciéon que en el trabajo de Delhaes et al. (2012) en el que
C. albicans se asocié con P. aeruginosa en el 80% de los casos. Debemos de resaltar
que no se habia descrito hasta ahora la co-colonizaciéon con Cladosporium o

Sporobolomyces.

En el 71% de las muestras en las que esta presente P. aeruginosa los niveles de
betaglucano sérico son positivos para infeccién flingica invasiva y en el 29%
restante es negativo. Estos resultados estan en consonancia con el trabajo de
Mennink-Kersten etal. (2008) en el que se observa que la infeccién por P.
aeruginosa eleva los niveles de (1—3)-B-D-glucano, pudiendo ser causa de falso
positivo. Tres de esas muestras tienen co-colonizacién por S.pneumoniae, que

también tiene (1—3)-B-D-glucano por lo que puede ser causa de falso positivo
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(Alexander et al., 2010). Sin embargo, la muestra correspondiente con el mayor

valor de betaglucano no presenté colonizacidn por ninguno de los dos gérmenes.

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas entre las

muestras colonizadas por una o por ambas especies bacterianas.

Nuestros datos indican por tanto que la determinacién de los niveles séricos de
(1-3)-B-D-glucano no resulta util para el diagnostico de infeccion fingica invasiva
en pacientes con FQ ya que muestra valores elevados en sujetos que no tienen este

tipo de infeccion.

4. PACIENTES TRASPLANTADOS.

4.1. Colonizacion fungica en pacientes trasplantados.

En todas las muestras analizadas procedentes de los pacientes trasplantados
encontramos colonizacién fungica (en total 18 géneros diferentes), desde un
minimo de uno hasta un maximo de cuatro distintos. En las muestras disponibles
pertenecientes a los pacientes sin alteracion del metabolismo de la glucosa (T-1,
TP-2, TP-10 y TP-11) hemos encontrado uno o dos géneros distintos. En las
muestras disponibles pertenecientes a los pacientes con DM o alteracion de la
tolerancia a la glucosa (TP-3, TP-4, TP-5, TP-6, TP-7, TP-8 y TP-9) hemos
encontrado desde uno a cuatro géneros distintos, lo que podria sugerir una mayor
predisposicion a la colonizacion por un mayor nimero de géneros fingicos en este
subgrupo de pacientes. En este sentido, esta bien establecido que la DM por si sola
incrementa el riesgo de padecer infecciones pulmonares. Asi los pacientes
diabéticos tienen un riesgo 4-5 veces superior de desarrollar tuberculosis que los
pacientes no diabéticos. La diabetes, sobre todo cuando no hay un buen control
metabolico, predispone a sufir infecciones flngicas, principalmente candidiasis y
mucormicosis (Poradzka, Jasik, Karnafel & Fiedor, 2013; Klekotka, Mizgata & Krol,
2015).

El género mas frecuente fue Candida (presente en el 73% de las muestras), tanto al
inicio como a los seis y a los doce meses. El segundo por orden de frecuencia fue

Aspergillus (en el 13% de las muestras) y en tercer lugar Cryptococcus y
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Cladosporium, detectado cada uno en el 8% de las muestras. El resto de géneros
(Alternaria, = Debaryomyces,  Kluyveromyces, = Rhodosporium,  Rhodotorula,
Pleosporaceae, Cochiobolus, Bipolaris, Leucosporidiella, Saccharomycetales,
Davidiela, Sporobolomyces, Capnodiales y Geotricum) fueron identificados cada uno

de ellos en el 4% de las muestras.

Dentro de Cdndida, la especie mas predominante fue C. albicans en 15 muestras,
seguida de C. deformans en cuatro y C. zeylanoides, C. apicola y C. glabrata en una
respectivamente. A los doce meses sélo contamos con tres muestras, colonizadas
por tres o cuatro géneros, lo que podria indicar que con el tiempo aumenta el

numero de taxones presentes en estos pacientes.

Nuestros resultados coinciden con el trabajo de Liu et al. (2009a) realizado con 55
pacientes pediatricos (de ellos 62% con FQ), en el que el colonizador postrasplante
mas frecuente fue Candida y dentro de éste C. albicans seguido de Aspergillus.
También encontraron Basidiomycetes, Paelomyces y Scedosporium, utilizando

métodos de cultivo en LBA.

Asi mismo Helmi etal. (2003) vieron una colonizacion postrasplante por
Aspergillus en 10 de 32 (31%) pacientes trasplantados por FQ, en tanto que en
nuestro trabajo lo sufrieron el 13%. Se ha descrito que la colonizacion de las vias
respiratorias bajas en adultos, en el primer afio tras la intervencion, es del 30 al
40% (Helmi et al., 2003) frente al 60% en pacientes pediatricos (Liu et al, 2009a).
Este tipo de colonizacion se considera un factor de riesgo significativo para la
aspergilosis invasiva, pero ninguno de nuestros pacientes sufri6 dicha entidad

nosoldégica en el periodo de seguimiento.

El tratamiento previo con azitromicina se ha considerado como un factor
predictivo para la sensibilizaciéon por Aspergillus (Fillaux et al., 2014), sin embargo
en nuestro trabajo hemos encontrado colonizacion por Aspergillus en tres

pacientes que no habian recibido azitromicina previamente.

Por otra parte, en el trabajo realizado por Silveira et al. (2008), en el que el 6% de
los trasplantados lo era por FQ, Cladosporium fue el género mas frecuente entre los
hongos filamentosos distintos al Aspergillus, género que en nuestras muestras ha

ocupado el tercer lugar junto con Cryptococcus.
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Las infecciones fingicas que mas se detectan en el primer mes postrasplante son;
Candida o Aspergillus y del segundo al sexto Aspergillus o P. jirovecii y a partir de
este mes Aspergillus (Hirche et al, 2014), aunque en nuestro estudio encontramos
colonizacidn por Aspergillus sblo al inicio del seguimiento. En el trabajo de
Danziger-Isakov et al. (2008) sobre 555 pacientes pediatricos trasplantados por
FQ y otras causas, las infecciones flungicas pulmonares en el primer afio
postrasplante fueron causadas por Aspergillus (la mas frecuente A. fumigatus),
seguidas de Candida (la especie mas comun C. albicans) asi como Paecilomyces,

Penicilium y Scedosporium.

Como comentamos anteriormente, el espectro de las infecciones estd cambiando,
pues inicialmente predominaba Candida que esta empezando a ser sustituida por
Aspergillus seguida de Scedosporium, Zygomycetes y Cryptococcus, aunque nosotros
no hemos encontrado ni Scedosporium ni Zygomycetes, pero si Cryptococcus en dos

muestras.

4.2. Niveles de betaglucano en pacientes trasplantados con

colonizacion fangica.

En nuestro trabajo el 73% de las muestras que procedian de pacientes
trasplantados con colonizaciéon fingica, arrojaron valores de betaglucano superior
a 60 pg/ml y el 57% de ellas superiores a 80 pg/ml. Estos resultados estan en
consonancia con el trabajo de Alexander etal (2010) sobre 73 trasplantados
pulmonares (14 de ellos con FQ) en el que el 92% de los no afectados de infeccion
fangica invasiva mostraron unas cifras de betaglucano superiores a 60 pg/ml y el

90% de ellos al menos 80 pg/ml.

Hay que tener en cuenta publicaciones que incluyen entre las causas que pueden
dar lugar a falsos positivos a que el betaglucano es ubicuo, la mala manipulacién, la
hemodialisis con membranas de celulosa, la exposicién a material quirdrgico
(gasas), la presencia de bacteriemia, la administracion reciente de albiimina, el uso
de productos con inmunoglobulinas y el tratamiento intravenoso con un inhibidor

de betalactamico, por lo que la medida del betaglucano sérico puede ser
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cuestionada para detectar la colonizacién flngica en pacientes trasplantados

(Alexander et al., 2010).

Entre nuestros aislamientos no detectamos los del género Zygomycetes (Absidia,
Mucor, Rhizopus) que no tienen (1-3)-3-D-glucano, que podria ser causa de falso
negativo, pero si estd presente Cryptococcus, que tiene niveles muy bajos, en dos

muestras con valores de betaglucano negativos.
4.3. Colonizacion bacteriana en pacientes trasplantados.

Encontramos P. aeruginosa y S. pneumoniae o ambas, en 15 de las 22 muestras
estudiadas (68%), ésta ultima con una mayor frecuencia (en 12) que la primera
(en 9), en ocho pacientes frente a siete respectivamente. En nueve muestras hubo

colonizacién por un género y en seis por ambos.

La colonizacién bacteriana inicial, en todos los casos sufrié variaciones a los seis
meses; la presencia de P. aeruginosa se mantiene en un caso y S. pneumoniae en
tres. En los dos pacientes de los que disponemos del andlisis de las tres muestras a

lo largo del tiempo, también se modifica a los seis y a los doce meses.

Entre los patdégenos bacterianos implicados en las infecciones en el primer afio
postrasplante estan las Pseudomonas (desde el primer mes y mantenida después
de los seis) (Hirche et al., 2014). En el trabajo realizado por Bonvillain et al. (2007)
los pacientes con FQ trasplantados tuvieron frecuencias mas altas de infecciones
por Pseudomonas y menos tiempo sin estos procesos infecciosos que el resto. En
nuestro trabajo hemos encontrado mayor frecuencia de colonizacién por P.
aeruginosa en los pacientes con FQ que en los pacientes trasplantados. Se ha
descrito que la cirugia de los senos paranasales y la ducha diaria nasal reducen la
colonizacién por Pseudomonas de las vias aéreas en receptores de trasplante
pulmonar (Vital etal, 2013a) lo que puede ser trascendente pues la infeccién
crénica por P. aeruginosa constituye un factor de riesgo significativo para el

desarrollo de poliposis nasal tras la intervencion quirtrgica (Vital et al.,, 2013b).

En el conjunto de las muestras por nosotros estudiadas, P. aeruginosa aparece en
asociacidon con Geotricum fragrans, Alternaria sp. y C. albicans. Por otro lado, S.

pneumoniae se asocia con Aspergillus sp., C. albicans, C. deformans, C. apicola,
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Pleosporaceae sp., Cochiobolus, Bypolarisoryzae. Ambas especies bacterianas
aparecen en conjuncion con C. albicans, C. deformans, C. zeylanoides, Rhodosporum
sp., Rhodotorula, Geotricum, Cryptococcus stepposus, Leucosporidiella sp. Y

Saccharomycetales no cultivable.

En los pacientes trasplantados podria observarse también una asociacion entre C.
albicans y P. aeruginosa, como ya se ha descrito previamente en pacientes con FQ,
favorecido porque el oxigeno reducido en el pulmén de pacientes con FQ
promueve el crecimiento de P. aeruginosa (Yoon etal, 2002) y otras bacterias
anaerobias, asi como de C. albicans (Dumitru etal, 2007), por lo que pueden

formar un biofilm en consorcio.

De las muestras con colonizacion bacteriana, el 80% tenian unos niveles de
betaglucano superiores a 60 pg/ml y el 67% superior a 80 pg/ml, es decir, positivo
para infeccion fdngica invasiva. De las muestras no colonizadas, el 43%

presentaron niveles de betaglucano negativos.

Como ya comentamos anteriormente, la infeccion por S. pneumoniae y P.
aeruginosa pueden elevar los niveles de (1-3)-B-D-glucano (Mennink-Kersten

etal, 2008).

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los niveles
de betaglucano correspondientes a la colonizacion por uno, dos géneros o ausencia

de colonizacion bacteriana.

5. COLONIZACION POR PNEUMOCYSTIS JIROVECII.

Se analiza separadamente este tipo de colonizacidon debido a que P. jirovecii retine
unas caracteristicas especificas, que hacen que exista un acuerdo general de los
autores, para considerarlo un hongo atipico, tal como hemos reflejado en el

apartado de introduccion de esta tesis.
5.1. En sujetos sin fibrosis quistica.

En este trabajo los sujetos sin enfermedad pulmonar se utilizaron solo como

controles y no hubo seguimiento de los mismos. El 33% presentaba colonizacién
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por P. jirovecii, pero este dato no es representativo porque los sujetos no fueron
seleccionados al azar, sino que se seleccionaron de estudios previos para que

hubiera sujetos con y sin colonizacién por Pneumocystis.

Resulta interesante, que ninguno de los sujetos portadores de S. pneumoniae
presentaban colonizacién por P. jirovecii, lo que podria constituir un antagonismo
entre ambos, al igual que se ha sugerido entre P. jirovecii y P. aeruginosa en

pacientes con FQ (Herndndez-Hernandez et al., 2012).
5.2. Niveles de betaglucano en sujetos sin fibrosis quistica.

Todos los sujetos (colonizados o no) arrojaron unos niveles séricos de betaglucano
inferiores a 60 pg/ml, es decir, negativos, sin existir diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos. Cifras menores de 60 pg/ml en ausencia de
sintomatologia supone un valor predictivo negativo para PcP entre 65,1% y 85,1%
usando el test Fungitell® como se describe en el apartado de material y métodos

de esta tesis.
5.3. En pacientes con fibrosis quistica.

En nuestro trabajo, al inicio y a los seis meses el 85,7% de los pacientes de FQ
estaban colonizados por P. jirovecii, manteniéndola el 42,9% a los doce. El enfermo
que estaba libre al principio, sufrié colonizacion posterior. Al afio, cuatro pacientes
presentaron aclaramiento. Todos ellos estuvieron colonizados en alguin momento
del seguimiento, lo que refleja la existencia de un ciclo continuo de colonizacion y
aclaramiento por P. jirovecii en estos pacientes que ya se habia evidenciado en

estudios previos (Montes-Cano et al., 2007).

Las prevalencias de colonizacion que hemos encontrado son superiores a las
descritas por Respaldiza et al. (2005), en cuyo trabajo analizaron muestras de
esputo y LOF mediante PCR anidada y hallaron una prevalencia de colonizacion
por P. jirovecii del 21,6% en pacientes con FQ en Espafia, concretamente 25,5% en

menores de 18 afios y 15,1% en el resto.

La utilidad del LOF para identificar a los portadores de P. jirovecii mediante PCR

fue descrita por esta misma autora quien encontr6 una concordancia del 84,4%
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con los resultados de las investigaciones del agente en esputos y del 80% en LBA

(Respaldiza et al., 2006).

Algunos trabajos han publicado que la azitromicina es eficaz para la profilaxis
frente a P. jirovecii (Dunne et al., 1999), sin embargo en nuestro trabajo tres de los
cuatro (75%) pacientes con FQ que habian recibido azitromicina previamente
estaban colonizados al inicio, proporciéon que aumenté al 100% a los seis meses y
que disminuy9 al afio al 50%, aunque ninguno de ellos desarrollé PcP durante el

seguimiento.

Se ha publicado que en los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, la colonizacién por P. jirovecii puede contribuir a la progresion de la
enfermedad y a la inflamacién sistémica (Calder6n et al., 2007), algo que podria
ocurrir también en los pacientes con FQ, por lo que serian necesarios mas estudios
para evaluar el papel de la colonizacidn por este hongo en el curso y progresion de

esta enfermedad.

Nuestros resultados arrojan que de las 15 muestras colonizadas por P. jirovecii,
cuatro presentaban colonizacién por P. aeruginosa y once estaban libres de esta
bacteria. Esto concuerda con un trabajo (Hernandez-Hernandez et al., 2012) en el
que los pacientes con FQ y con P. jirovecii eran mas propensos a estar libres de P.

aeruginosa.
5.4. Niveles de betaglucano en pacientes con fibrosis quistica.

El 50% de las muestras que procedian de enfermos colonizados presentaron un
nivel de betaglucano positivo y de las muestras que estaban libres de colonizacion,
el 75% presenté niveles positivos. El estudio estadistico no demostré diferencias
significativas entre ambos grupos y tampoco en funciéon del momento en el que se

produjo la colonizacién.

Estos resultados coinciden con el trabajo de Shimizu et al. (2009), que a diferencia
del nuestro fue realizado en pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica, en los que
el nivel sérico de betaglucano no fue util para detectar la colonizacién por P.
jirovecii. Sin embargo, el betaglucano sérico y el nimero de linfocitos fueron tutiles

para distinguir la colonizacion por P. jirovecii de la PcP en estos pacientes.
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5.5. En pacientes trasplantados y sus genotipos.

Todos los pacientes trasplantados estuvieron colonizados en algin momento del
seguimiento (excepto uno que no la padecié en ningin momento) a pesar de que
todos estaban recibiendo quimioprofilaxis con trimetoprim-sulfametoxazol,
farmaco de eleccion para la profilaxis de infecciones por P. jirovecii (Calderén et al.,
2010a). Esto podria estar en relacion con la posible presencia de mutaciones en el
gen de la dihidrofolato sintasa que puede conferir resistencia a las sulfamidas
(Matos et al., 2010), de especial relevancia en el caso de desarrollarse una PcP pues

podria traducirse en una peor evoluciéon y mayor mortalidad.

Concretamente el paciente que no estuvo colonizado en ningin momento del
seguimiento (TP-5) habia recibido previamente tratamiento con azitromicina, en
concordancia con la efectividad publicada de la azitromicina para la profilaxis de P.

jirovecii (Dunne et. al, 1999).

La colonizacion por P. jirovecii en los pacientes trasplantados que habian recibido
esteroides en los seis meses previos (todos ellos excepto uno en el que lo
desconocemos) fue del 40% al inicio, 40% a los seis meses y del 50% al afio. Estos
resultados son superiores a los del trabajo de Shimizu et al. (2009) en el que la
prevalencia de colonizacion por P. jirovecii en los pacientes con fibrosis pulmonar
idiopatica que habian recibido esteroides fue del 23,3%, probablemente porque

nuestros pacientes reciben ademas otros inmunosupresores por el trasplante.

Se llevé a cabo el genotipado en diez de las quince muestras colonizadas, siendo el
genotipo mas frecuentemente encontrado el 3, seguido por el 2 y el 1. En ninguno
de los pacientes hemos observado colonizacion por dos genotipos diferentes y
como ya apuntamos anteriormente, se observa un ciclo continuo de colonizacion y
aclaramiento por P. jirovecii. Estos resultados en pacientes trasplantados estan en
consonancia con Montes-Cano etal. (2007), quienes estudiaron el esputo de
pacientes con FQ en Espafia mediante PCR anidada siendo el genotipo 3 el mas

frecuente, que parece ser el mas adaptado a este tipo de enfermos.

En cambio, Pederiva et al. (2012) realizaron PCR anidada del LBA de afectados de
FQ en Brasil y encontraron que el genotipo 1 fue el mas frecuente y también lo

observaron en Francia (Hernandez-Hernandez et al,, 2012).
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Las infecciones fingicas mas frecuentes del segundo al sexto mes postrasplante
son por Aspergillus o P. jirovecii (Hirche etal, 2014), por lo que conocer su

prevalencia y su dindmica evolutiva resulta de vital importancia en estos pacientes.

De las diez muestras colonizadas por P. jirovecii en las que hemos estudiado la
presencia bacteriana, encontramos que seis estan libres de P. aeruginosa y en
cuatro esta presente. Estos resultados concuerdan con el trabajo de Hernandez-
Hernandez et al. (2012) en el que los pacientes con FQ y con P. jirovecii eran mas

propensos a estar libres de P. aeruginosa.
5.6. Niveles de betaglucano en pacientes trasplantados.

El nivel de betaglucano fue negativo so6lo en el 27% de las muestras colonizadas y
en un 64% de ellas fue positivo para infeccién flngica invasiva. En cuanto a las
muestras que no estaban colonizadas, en el 33% el nivel de betaglucano fue
negativo y en el 42% de ellas el nivel de betaglucano fue positivo para infecciéon

fingica invasiva.

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
betaglucano sérico entre pacientes trasplantados colonizados y no colonizados por

P. jirovecii y tampoco en funciéon del momento en el que se produjo la colonizacion.

Tampoco hemos hallado trabajos en la bibliografia revisada que evaltien el papel
de la medida del betaglucano sérico para detectar colonizacién por P. jirovecii en

pacientes trasplantados de pulmon por FQ.

6. PRINCIPALES AISLAMIENTOS Y NIVELES DE BETAGLUCANO.

6.1. En pacientes con fibrosis quistica

Los niveles medios de betaglucano correspondientes a las muestras tanto
colonizadas como no colonizadas por P. jirovecii, C. albicans y Cdndida no albicans
de los pacientes con FQ han sido positivos para infecciéon flungica invasiva, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ambas situaciones de colonizacion

por P. jirovecii, C. albicans 'y Cdndida no albicans.
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En cuanto a la colonizacién bacteriana de los pacientes con FQ, los niveles medios
de betaglucano correspondientes a las muestras tanto colonizadas como no
colonizadas por P. aeruginosa y S. pneumoniae han sido positivos para infeccion
fangica invasiva, a excepcion de la media de betaglucano de las muestras
colonizadas por S. pneumonie, que ha arrojado un resultado indeterminado, a pesar
de que como ya comentamos anteriormente las infecciones por S. pneumoniae son
causa de falso positivo (Alexader et al, 2010). Tampoco hemos observado
diferencias estadisticamente significativas entre ambas situaciones de colonizacion

por P. aeruginosa o S. pneumoniae.

No hemos encontrado en la bibliografia revisada trabajos que evalden el papel de
de la medida del betaglucano sérico para la deteccién de colonizacién flngica o
bacteriana en pacientes con FQ pero si se ha investigado en pacientes con fibrosis
pulmonar idiopatica en los que el nivel sérico de betaglucano no fue tutil para

detectar la colonizacion por P. jirovecii (Shimizu et al., 2009).
6.2. En pacientes trasplantados

Los niveles medios de betaglucano correspondientes a las muestras tanto
colonizadas como no colonizadas por P. jirovecii, C. albicans y Cdndida no albicans
de los pacientes trasplantados han resultado positivos o inderterminados para
infecciéon fungica invasiva, sin diferencias estadisticamente significativas entre

ambos estados de colonizacion por P. jirovecii, C. albicans y Cdndida no albicans.

En cuanto a la colonizacién bacteriana en los pacientes trasplantados, los niveles
medios de betaglucano correspondientes a las muestras tanto colonizadas como no
colonizadas por P. aeruginosa y S. pneumoniae han sido positivos o indeterminados
para infeccion fungica invasiva, sin diferencias estadisticamente significativas

entre ambos estados de colonizacion por P. aeruginosa o S. pneumoniae.

No hemos visto en la bibliografia revisada trabajos que evalien el papel de de la
medida del betaglucano sérico para la detecciéon de colonizacién fungica o

bacteriana en pacientes sometidos a trasplante de pulmén por FQ.
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7. LIMITACIONES

La principal limitacion del estudio puede venir derivada del tamafo de la muestra.
En este sentido, hay que tener presente que la FQ es una enfermedad considerada
rara, y por tanto con una baja prevalencia y que el nimero de pacientes sometidos
a trasplante pulmonar es limitado. Sin embargo, hay que destacar que hemos
dispuesto de muestras con un afio de seguimiento y aplicado técnicas moleculares
de alto rendimiento por lo que consideramos que la informacién obtenida puede

ser relevante.

No hemos sometido a cultivos flingicos o bacterianos dichas muestras porque
adolecen de baja rentabilidad, como ponen de manifiesto trabajos como el de
Delhaes etal (2012), sobre muestras de esputo de pacientes adultos con FQ
observando que mas del 60% de los géneros o especies fungicas se identificaron

por pirosecuenciacién y no por cultivo.

Aunque las muestras de lavados orofaringeos tienen el riesgo de poder sufrir
contaminacion, las hemos utilizado por ser relativamente faciles de obtener y es un
meétodo no invasivo. Ademas la cavidad oral es la mayor puerta de entrada para los
microorganismos en el cuerpo y el enjuague permite la recogida de los organismos
presentes en el dorso de la lengua y en la mucosa oral. Probablemente el LOF tenga
un bajo valor predictivo negativo, pues el hecho de que no hallemos un
determinado microorganismo en la cavidad orofaringea no asegura que no esté
presente en el tracto respiratorio inferior de estos pacientes, aunque un alto valor
predictivo positivo, pues si hallamos un microorganismo patégeno probablemente
también esté presente en las vias respiratorias bajas. Ademads, el LOF
probablemente tenga una elevada concordancia con otras muestras respiratorias
mas dificiles de obtener tales como el esputo o el LBA. En este sentido, Respaldiza
et al. (2006) analizaron la utilidad del LOF para identificar los portadores de P.
jirovecii por PCR en este tipo de muestras tomadas en pacientes sin PcP, y
encontraron una concordancia del 84,4% con los resultados de las investigaciones

del agente en esputos y del 80% en LBA, procedentes de los mismos enfermos.
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8. CUESTIONES ABIERTAS

De todo esto entendemos que se derivan una serie de cuestiones para resolver en

el futuro:

e ;Como se regulan unos a otros los patogenos de las vias aéreas?.

o ;Deberian las estrategias antibidticas buscar pulmones estériles o hay
microorganismos protectores?.

e ;Cudl es la contribucion patogénica de hongos y virus en el curso
longitudinal de la enfermedad pulmonar por FQ?

e ;Cudl es el riesgo de sufrir infecciones flingicas invasivas con el uso de

corticosteroides? (Calero-Bernal et al., 2016).
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CONCLUSIONES

1. Los pacientes con fibrosis quistica sometidos a trasplante pulmonar estan
colonizados por una gran variedad de géneros y especies fungicas, predominando

por su frecuencia Candida albicans y Pneumocystis jiroveci.

2. La colonizaciéon fungica en pacientes con fibrosis pulmonar sometidos a
trasplante pulmonar es un fenémeno dindmico caracterizado por cambios tanto de

géneros como de especies identificables a lo largo del tiempo.

3. Los pacientes con fibrosis pulmonar sometidos a trasplante pulmonar
presentan, frente a los no trasplantados, una mayor diversidad de géneros y
especies fungicas en su tracto respiratorio asi como una mayor frecuencia de

colonizacién por hongos patogenos del género Aspergillus.

4. La determinacion de los niveles séricos de (1->3)-B-D-glucano no resulta ttil
como marcador de la colonizacién flingica en pacientes con fibrosis quistica con y

sin trasplante pulmonar.

CONCLUSIONS

1. Lung transplant cystic fibrosis patients suffer from fungal colonization by
different genera and species, being Candida albicans and Pneumocystis jirovecii the

most predominants.

2. Fungal colonization in lung transplant cystic fibrosis patients have a dynamic

cycle of colonization and clearance of several fungal genera and species.

3. Cystic fibrosis transplant patients present greater diversity of fungal genera and
species in the respiratory tract than those non transplanted patients as well as a

higher frequency of pathogenic species of genera Aspergillus.

4. The determination of (1->3)-B-D-glucan level does not seem to be a useful tool
for the detection of fungal colonization in cystic fibrosis patients nor trasplant

patients.
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RESUMEN

Los pacientes con fibrosis quistica constituyen un grupo de riesgo para la
colonizacidon por Pneumocystis jirovecii y otras especies de hongos y bacterias. Se
trata de una enfermedad hereditaria en la que las manifestaciones crénicas
broncopulmonares constituyen el problema clinico mas frecuente, siendo el

trasplante pulmonar la tnica alternativa final para la mayoria de los casos.

Entre las principales causas de morbimortalidad en los pacientes trasplantados se
encuentran las infecciones, destacando las de origen fingico como la aspergilosis
invasiva o la neumonia por Pneumocystis jirovecii. Cuando éstos son sometidos a
inmunosupresion por el trasplante, son susceptibles de desarrollar infecciones

invasivas con elevada mortalidad.

Existen escasos datos sobre la colonizaciéon fingica en afectados por fibrosis
quistica que han recibido un trasplante pulmonar, por lo que uno de los objetivos
de esta tesis es conocer los géneros y especies que se pueden presentar en este
grupo de pacientes y su dindmica, asi como analizar si existen diferencias con
respecto a los afectados por esta enfermedad no trasplantados. Del mismo modo,
no se dispone de biomarcadores que permitan identificar estas situaciones, por lo
que resulta de gran interés comprobar la utilidad de la determinacién de los

niveles séricos de (1->3)-p-D-glucano para su deteccion.

Se han incluido 11 pacientes trasplantados y 13 controles, atendidos en la Unidad
de referencia regional en fibrosis quistica del Hospital Universitario Virgen del
Rocio de Sevilla, que han sido seguidos durante un afio, con revisiones cada seis

meses.

El analisis de las muestras biolégicas (lavado orofaringeo y sangre periférica) se ha
realizado en los laboratorios con los que cuenta el grupo de investigacion en el
Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS) mediante técnicas de biologia molecular:
PCR anidada para el diagnéstico de la presencia de P. jirovecii y su caracterizacion
genotipica por secuenciacion directa, técnicas de metagendmica utilizando la
amplificacion de la region ITS para la determinacién de otros hongos, PCR
especificas para P. aeruginosa y S. pneumoniae y cuantificacion de los niveles

séricosde (1—3)-B-D-glucano mediante el test Fungitell®.
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En nuestro trabajo hemos podido observar que en el grupo de sujetos sin
enfermedad pulmonar, se identificé en todas las muestras la presencia de hongos
que correspondian a hongos ambientales y Candidas. Los niveles de betaglucano
fueron inferiores a 60 pg/ml en todos los casos y Unicamente se correlaciond
significativamente con la presencia de Debaryomyces (p= 0,004). P. jirovecii estaba
presente en el 33,3% de los sujetos y la media de betaglucano en ellos fue de 8,6 +
1,1 pg/ml y en los que no se detect6 este hongo de 13,2 + 8,4 pg/ml, no siendo la

diferencia estadisticamente significativa (p= 0,507).

La colonizacién por S. pneumoniae estaba presente en la mitad de las muestras
estudiadas y en ninguna P. aeruginosa. Los niveles medios de betaglucano en los
colonizados por S. pneumoniae fue de 16,7 + 12,6 pg/ml y en los no hubo ninguna
de estas dos especies de 8,6 * 1,1 pg/ml, sin diferencia estadisticamente

significativa (p=0,460).

En el grupo de pacientes con fibrosis quistica predominé Candida seguida de
Cladosporium. En cuanto a los niveles de betaglucano, el 57,1% alcanzaron cifras 2
80 pg/ml, y el 42,9% restante no llegaron a 60 pg/ml, siendo la media de 118,6
140,5 pg/ml. P. jirovecii estaba presente al inicio en el 85,7%, a los seis meses en el
100% y al afio en el 42,9% y la media de betaglucano en los pacientes portadores
de este hongo fue de 110,6 + 157,5 pg/ml y en los otros de 138,5 * 101,7 pg/ml,

sin significacion estadistica (p= 0,752).

En el estudio bacterioldgico, se encontraron siete muestras colonizadas por P.
aeruginosa y en tres de ellas ademas S. pneumoniae. Los niveles de betaglucano
correspondientes a las muestras en las que se aisla un género bacteriano fue de
169,3 £ 78,9 pg/ml y en las que se hallaron ambos, de 65,3 + 39,9 pg/ml, sin existir

diferencia estadisticamente significativa (p= 0,095).

En el grupo de pacientes trasplantados, Candida fue el género mas frecuentemente
encontrado. En el 43,5% de las muestras estudiadas se aislé un solo género y en el
56,5% restante se identificaron dos o mas. El 56,5% del total arrojaron cifras de
betaglucano superiores a 80 pg/ml, el 17,4% se encontraron entre 60-79 pg/ml y
el 26,1% inferiores a 60 pg/ml. La cantidad media de betaglucano en las muestras

que estaban colonizadas por Candida fue de 83,1 + 37,2 pg/ml y en las que no lo
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estaban por dicho microorganismo de 85,2 + 19,4 pg/ml, sin diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,896). La colonizacién por P. jirovecii fue de
45,5% al inicio, 36,4% a los seis meses y 54,5% al afio, siendo el genotipo 3 el mas
frecuente. En ninglin caso se detectd la coexistencia de varios genotipos. En los
pacientes con presencia de dicho agente la media de betaglucano fue 87,6 + 37,7
pg/ml y en los que no se detectd6 de 73,6 * 35,7 pg/ml, sin diferencias

estadisticamente significativas (p= 0,371).

En cuanto a la colonizacion bacteriana, en nueve del total de las muestras se hallé
P. aeruginosa (recogidas en siete de los once pacientes) y en doce S. pneumoniae
(tomadas en ocho de los once enfermos). En el conjunto de los enfermos el nivel
medio de betaglucano fue de 79,7 + 27,7 pg/ml, en los que se aisl6 uno de los dos
géneros fue de 81,9 + 26,7 pg/ml y en los que se identificaron ambos fue de 82,3 +
26,6 pg/ml. En los individuos no colonizados fue de 74,6 * 33 pg/ml, sin

diferencias estadisticamente significativas (p=0,852).

Podemos concluir que los pacientes con fibrosis quistica sometidos a trasplante
pulmonar presentan colonizacidn fungica, por distintos géneros y especies, con
una tendencia al predominio de Candida y Pneumocystis. Asimismo, éstos sufren
una dinamica continua de colonizacion y aclaramiento tanto de P. jirovecii como de
otros hongos, observando un incremento del numero de taxones presentes a lo
largo del tiempo. En cuanto a los enfermos con fibrosis quistica, la presencia
fungica aumenta con el tiempo.Por ultimo, la determinacidon delos niveles séricos
de (1->3)-B-D-glucano no resulta util como marcador de colonizacion fungica ni en

pacientes con fibrosis quistica ni en trasplantados de pulmon.
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SUMMARY

Patients suffering from cystic fibrosis are a group of risk for Pneumocystis jirovecii
and other fungal and bacterial species colonization. This is a hereditary disease in
which chronic pulmonary manifestations are the main clinical problem, and

actually lung transplantation is the best treatment for those patients.

Infections are the main causes of morbidity and mortality in transplanted patients,
mainly fungal infections as invasive aspergilosis or Pneumocystis jirovecii
pneumonia. When these patients receive immunosuppressive therapy are in

special risk for invasive fungal infections with high mortality rate.

There are only a few studies about fungal colonization in cystic fibrosis patients
suffering from lung transplantation, therefore one of the objective of present
Thesis aims to describe the fungal genera and species that may colonize this group
of patients and their dinamic, and also, to analyze if there are any difference with
cystic fibrosis patients. In the same way, there are no identified biomarkers for
these situations, so that it would be especially useful if we could use the (1->3)-$-

D-glucansas an aid to identify colonization in those patients.

Eleven transplant patients and 13 controls from Cystic Fibrosis Regional Reference
Unit at Virgen del Rocio University Hospital have been included in the study. They

have been followed along a year with revision visits every six months.

The analysis of the samples (oropharyngeal washes and peripheral blood) has
been carried out at the Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS) laboratory using
molecular techniques: nested PCR for P. jirovecii and direct sequencing for
genotipic characterization, metagenomic approach based on fungal ITS region,
specific PCR for P. aeruginosa and S. pneumoniae and the levels of (1-3)--D-

glucans by the test Fungitell®.

In present study, individuals without lung disease were colonizated mainly by
common indoor and outdoor molds and Candida sp. Betaglucan was inferior to 60
pg/ml in all cases and Debaryomyces was the only one statistically significant (p=
0.004). P. jirovecii was present in the 33.3% of the cases. The average betaglucan

level in the patients with this microorganism was 8.6 + 1.1 pg/ml and in the
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patients without colonization was 13.2 + 8.4 pg/ml, without statistically significant

diference (p=0.507).

S. pneumoniae was present in half of the studied samples and P. aeruginosa in none
of them. The average betaglucan level was 16.7 + 12.6 pg/ml in the group of
colonizated patients, and 8.6 * 1.1 pg/ml in the uncolonizated patients, without

statistically significant difference (p= 0.460).

In the cystic fibrosis group, Candida was the most frequent fungus followed by
Cladosporium. The betaglucan levels were = 80 pg/ml in the 57.1% of the samples
and inferior to 60 pg/ml in the remaining 42.9%, being the average betaglucan
level 118.6 + 140.5 pg/ml. P. jirovecii was present in the 85.7% of the cases at the
initiation of the study, 100% at six months and 42.9% at one year follow-up. The
average betaglucan level was 110.6 + 157.5 pg/mlin the colonization group and
138.5 + 101.7 pg/ml in the uncolonization group, without statistically significant
difference (p=0,752).

In the bacteriological study, seven samples were colonizated by P. aeruginosa and
also S. pneumoniae in three of them. The average betaglucan level was 169.3 + 78.9
pg/ml in the samples with one bacterial genera and 65.3 + 39.9 pg/ml in the ones

with both genera, without statistical significance (p= 0.095).

In the transplant patients group, Candida was the most predominant fungus. One
genera was present in the 43.5% of the samples and two or more were present in
the other 56.5%. The betaglucan level was superior to 80 pg/ml in the 56.5% of
the cases, between 60-79 pg/ml in the 17.4% and inferior to 60 pg/ml in the
26.1%. The average betaglucan level of Candida colonizated samples was 83.1 *
37.2 pg/ml and 85.2 *# 19.4 pg/ml in the uncolonizated samples, without
statistically significant difference (p= 0.896). Frecuency of P. jirovecii colonization
was 45.5% at the initiation, 36.4% at six months and 54.5% at one year follow-up,
being genotype 3 the most common. In any case we found more than one genotype.
The average betaglucan level was 87.6 + 37.7 pg/ml in colonizated patients and
73.6 £ 35.7 pg/ml in the uncolonizated group, without statistical significance (p=

0.371).
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In the bacteriological study, P. aeruginosa was present in nine samples (collected
in seven out of eleven patients) and S. pneumoniae in twelve (from eight out of
eleven patients). The average betaglucan level was 79.7 + 27.7 pg/ml in the total of
samples, 81.9 + 26.7 pg/ml in the samples with one genera and 82.3 * 26.6 pg/ml
in the samples with both genera. The betaglucan level in uncolonizated patients

was 74.6 * 33 pg/ml without statistical significance (p= 0.852).

We can conclude that lung transplant cystic fibrosis patients suffer fungal
colonization by different genera and species, being Candida sp. and Pneumocystis
jirovecii the most predominants. Further, these patients have a continuous
colonization and clearance dynamic cycle of P. jirovecii and other fungi, showing an
increasing number of taxa over the follow-up time. The fungal colonization in
cystic fibrosis patients grow over time. Finally, the determination of (1->3)-f-D-
glucan level do not seem to be a useful tool for the detection of fungal colonization

in cystic fibrosis patients nor trasplant patients.
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GLOSARIO DE TERMINOS

ADN: Acido desoxirribonucleico

CFTR: Gen regulador de la conductancia transmembrana

DM: Diabetes Mellitus

dNTP: Deoxinucleétidostrifosfato

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EE.UU: Estados Unidos

ELISA: del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, Ensayo por
Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas

FDA: del inglés Food and Drug Administration, Agencia de Alimentos y
Medicamentos

FEV1: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo

FQ: Fibrosis Quistica

IBiS: Instituto de Biomedicina de Sevilla

ISHLT: del inglés International Society for Heart and Lung Transplantation,
Sociedad Internacional de Trasplante de Coraz6n y Pulmén

LBA: Lavado broncoalveolar

LOF: Lavado orofaringeo

mt LSU rRNA: ARN ribosdmico de la subunidad mayor del ribosoma mitocondrial
PcP: del inglés Pneumocystis Carinii Pneumonia o PneumoCystis Pneumonia,
Neumonia por Pneumocystis jirovecii

PCR: del inglés Polymerase Chain Reaction, Reaccion en Cadena de la Polimerasa
UE: Unién Europea

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana
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ANEXO I: Cuaderno de Recogida de Datos y Consentimiento informado

Cuaderno de recogida de datos

1. Codigo del centro (1:
2. Codigo del caso (3):
3. Fecha de inclusién (d/m/a):

DATOS DEMOGRAFICOS
4. Nombre del paciente (iniciales) (3
5.Sexo (V/M) ___.
6. Raza (blanca, otras)
7.Fecha de nacimiento (d/m/a): (__/__/__ ).
8. Lugar de nacimiento (localidad):
9. Lugar de nacimiento (provincia):
10. Residencia habitual (localidad):

11. Residencia habitual (provincia):

ANTECEDENTES PERSONALES

St

12. Diabetes

13. Enfermedad hepatica (transaminasas >2 rango de normalidad)

14. Insuficiencia renal (creatinina sérica > 2 mg/dl)

15. Neoplasia

(sila respuesta es Si, especificar: )
16. Otros
(silarespuesta es Si, especificar: )

17. Receptor de hemoderivados

18. Factor de riesgo para infecciéon por VIH

19. Tabaquismo
(sila respuesta es Si, especificar nimero de paquetes-afio): ____ )#

20. Consumo de alcohol

(silarespuesta es Si, especificar g/dia: )
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ENFERMEDAD PULMONAR

21. Enfermedad crénica pulmonar

21.1. Bronquitis Crénica

21.2. Enfisema

21.3. Bronquiectasias

21.4. Asma obstructiva crénica
21.5. Fibrosis quistica

21.6. Otras (si la respuesta es Si, especificar)

22. Presenta actualmente el enfermo una exacerbacion de su enfermedad pulmonar

sila respuesta es Si, especificar: leve, moderada o severa

23. Existe actualmente evidencia microbiolégica de cualquier otra infeccion
pulmonar

Si la respuesta es Si, especificar etiologia

Sila respuesta es Si, especificar método de identificacion

24.Uso de esteroides en los ultimos 6 meses
Sila respuesta es Si, especificar: inhalados (IN) / orales (OR) / ambos (AM)
SIla respuesta es Si, especificar: nimero total de dias de tratamiento (ultimos 6 m.)

25. Uso de otros agentes inmunomoduladores®) en los altimos 6 meses
Si la respuesta es Si, especificar el firmaco

26. Uso de cotrimoxazol en los Gltimos 6 meses

Si la respuesta es Si especificar: nimero total de dias de tratamiento y dosis total de
sulfametoxazol en gramos (Ultimos 6 meses)

27.Uso de otros farmacos con actividad anti-P.cainii (6) en los altimos 6 meses

Si la respuesta es Si, especificar el fairmaco
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EXAMENES COMPLEMENTARIOS
28. Hemoglobina (g/dl)

29. WBCx 10¢9/1 .

30. Neutrofilos x 1029/1

31. Linfocitos x 109/1

32. Rx de térax (especificar un nimero del 1 al 8) (1

33.pH .
34. pO, (mmHg) .
35.pC02; (mmHg)

36. Creatinina sérica (mg/dl)

Realizada

No realizada

37. Espirometria (en los altimos 3 meses):
Si realizada:
37.1. Fecha de realizacién (d/m/a): ____
37.2. VEF1, % teorico: _____
37.3.VEF1/CV, % teorico: ______

37.4.VEF1/CVF, porcentaje:

38. Analisis microbioldgico del esputo:
Sirealizada:
38.1. Fecha de realizacion (d/m/a):

38.2 Técnica de tincién:

38.3 Identificacién microbioldgica (Si/No):

38.4. Sila respuesta es Si, especificar microorganismo

Sila respuesta es Si, especificar microorganismo:

189




PROCESAMIENTO/ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Si No  N2muestras Codigo(®
39. Esputo (SP)
40. Lavado orofaringeo (OW)
41. Suero (SE)
IDENTIFICACION DE ESPECIES
Positiva Negativa

42. Nested-PCR de Esputo (P. jirovecii)

43.PCRITS

44. PCR de Esputo (P. aeruginosa)

45. PCR de Esputo (S. pneumoniae)

46. Especificar especies fiingicas identificadas

CUANTIFICACION DE B-GLUCANO (pg/ml)

Suero 1 Suero 2

b-glucano

NOTAS

1Usar las siguientes claves: H. Virgen del Rocio PC1, H. Tomillar PC2, H. San Sebastidn PC3, H. ]. Ramoén Jiménez
PC4, H. Reina Sofia PC5, H. Virgen de la Victoria PC6, H. Axarquia PC7, H. Costa del Sol PC8, H. Poniente PC9, H.
San Cecilio PC10, H. Virgen del Camino PC11.

2 Usar la clave del Centro seguida por un niimero correlativo para cada caso incluido. Por ejemplo: cuarto
paciente de Valme: PC2/04.

3Una sola inicial para el nombre y dos para los apellidos.

4 Este parametro recoge la intensidad y duracién global del habito. Se calcula de la siguiente forma: Paquetes-
afio = N2 cigarrillos fumados al dia/20 x afios de habito. Por ejemplo: a) Un paquete al dia durante 1 afio = 1
paquete-afio, b) Dos paquetes durante dos afios: 4 paquetes-afio.

5 Incluir quimioterapia

6 Incluir pentamidina, dapsona, atovaquona, primaquina, clindamicina, pirimetamina, macroélidos.

7 1= normal; 2= infiltrado alveolar; 3= infiltrado intersticial; 4= infiltrado mixto; 5= derrame pleural; 6=
bronquiectasias; 7= bullas; 8= otras (especificar).

8 Cddigo del caso/codigo de muestra seguido de un nimero correlativo para cada alicuota. Por ejemplo.
Segunda alicuota de suero del paciente 4 de Valme. Cédigo del caso: PC2/04; Cédigo de la muestra:
PC2/04/SU2.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO - INFORMACION AL PACIENTE/DONANTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la
informacion que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza:

COLONIZACION FUNGICA EN PACIENTES CON FIBROSIS QUiSTICA SOMETIDOS A TRASPLANTE
PULMONAR

La siguiente informaciéon describe el estudio a realizar y las consideraciones mas
importantes sobre las infecciones que frecuentemente afectan a sujetos con Fibrosis Quistica

Importancia:

La colonizacién persistente por patégenos bacterianos es uno de los factores que mas
contribuye al dafio pulmonar y se han asociado al deterioro de la funcién pulmonar de estos
pacientes. Pero, aunque son las bacterias los principales agentes infecciosos, algunos hongos
pueden colonizar el tracto respiratorio de los pacientes con Fibrosis Quistica.

El objetivo de este estudio es aportar informacién sobre los diferentes microorganismos
fingicos que colonizan el tracto respiratorio de sujetos con Fibrosis Quistica sometidos a
transplante e intentar determinar cémo los microorganismos presentes pueden condicionar la
evolucidn de esta enfermedad.

Los procedimientos del estudio consisten en el analisis de una muestra de esputo y/o
lavado orofaringeo, donde se determinara la presencia de microorganismos y de la muestra de
sangre, donde se mediran los niveles de betaglucanos. Por tanto, usted no recibira tratamiento en
caso que se detecten microorganismos no patogénicos. Si usted presentara alguna sintomatologia o
la evolucién clinica hiciese sospechar que estos microorganismos le pueden estar causando algin
problema de salud usted recibird tratamiento antibiético especifico frente al mismo, y recibira
todos los cuidados médicos necesarios para el control de su enfermedad.

A todos los participantes en el estudio se les pide su aceptacién por escrito.
Implicaciones para el donante/paciente:
- La donacidn/participacion es totalmente voluntaria.

- El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicaciones y
sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

- Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se trataran
conforme a la Ley Organica de Proteccién de Datos de Caracter Personal 15/99.

- La donacién/informacién obtenida se utilizard exclusivamente para los fines especificos de este
estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

Usted ya se encuentra en seguimiento en esta Unidad del Servicio de Respiratorio y es
revisado de forma periddica. Para realizar nuestro estudio s6lo necesitamos una muestra de esputo
y/o de lavado orofaringeo y una muestra de sangre y no supondra para usted ninguna actuacién
mas de las que habitualmente se le realizan en las revisiones clinicas en esta Unidad.

Si requiere informacion adicional se puede poner en contacto con nuestro personal del
laboratorio CIBERESP en el teléfono: 955923095 o en el correo electrénico: sandube@cica.es;
cdlhorra-ibis@us.es.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO - CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE/Donante

COLONIZACION FUNGICA EN PACIENTES CON FIBROSIS QUiSTICA SOMETIDOS A TRASPLANTE
PULMONAR

Yo (Nombre y Apellidos):
He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento (Informacién al Paciente)

He recibido suficiente informacién sobre el estudio COLONIZACION FUNGICA EN PACIENTES CON
FIBROSIS QUISTICA SOMETIDOS A TRASPLANTE PULMONAR

He podido hacer preguntas sobre el estudio COLONIZACION FUNGICA EN PACIENTES CON
FIBROSIS QUISTICA SOMETIDOS A TRASPLANTE PULMONAR

He hablado con el profesional sanitario informador:

» Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

e Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y se
tratardn conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal
15/99.

e Seme hainformado de que la donacién/informacién obtenida sélo se utilizara para los fines
especificos del estudio.

» Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se obtengan en
el curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir,
siempre que esta informacién sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

e Cuando quiera

» Sin tener que dar explicaciones

e Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado COLONIZACION
FUNGICA EN PACIENTES CON FIBROSIS QUISTICA SOMETIDOS A TRASPLANTE PULMONAR

Firma del paciente / donante Firma del profesional
sanitario informador

Nombre y apellidos:...........c.c.e. Nombre y apellidos: ..............
Fecha: .o Fecha: ..o
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ANEXO II: Protocolo de extraccion de ADN

La muestra previamente digerida a 562C se lisa con 200 pl de B3. Se agita vigorosamente y se
mezcla.

Se deja reposar a temperatura ambiente unos minutos.

Se afiaden 210 ul de Etanol 100% y se agita inmediatamente.

Se deposita la muestra previamente tratada en una columna y un tubo colector de 2 ml,
ambos rotulados convenientemente.

Se centrifuga 1 min a 10000 rpm.

Se desecha el liquido del tubo colector.

Se anaden 500 pl de BW.

Se centrifuga 1 min a 10000 rpm y se desecha el liquido.

Se afiaden 600 ul de B5 y centrifugar 1 min a 10000 rpm.

0.

Se coloca la columna en un tubo colector limpio.

1.

Se centrifuga 3 min a maxima velocidad.

RRRLRNS AWING =

2.

Se descarta el tubo colector y se coloca la columna en un eppendorf limpio.

13.

Se eluye el ADN afiadiendo 55 pl de agua ultrapura.

14.

Se deja reposar unos minutos y se centrifuga 1 min a maxima velocidad.

15.

El ADN obtenido se congela a -202C hasta su uso.
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ANEXO III: Identificacion de genotipos de mt LSU rRNA mediante
secuenciacion directa

Tras la identificacién de P. jirovecii en una muestra de lavado orofaringeo obtenido de un sujeto
con Fibrosis Quistica se procede a la secuenciacion del fragmento de ADN amplificado.

Es necesaria la purificaciéon de los productos de PCR mediante cromatografia de exclusion
molecular para la obtencién de ADN susceptible de ser secuenciado. Se procede con el

protocolo que se detalla a continuacién:

Se utiliza una columna por cada muestra.
Afiadimos 650 pul de agua destilada-autoclavada en un eppendorf de 1.5 ml.
Centrifugar durante 1min a 3000 rpm dos veces; secar después el extremo.

Afiadir a la columna Sephacryl-S400.

A

Se coloca de nuevo la columna en el eppendorf para eliminar el buffer y compactar

el polimero. Centrifugar 2 min a 3000 rpm. Se descarta el buffer y se seca el

extremo de la columna. Este lavado se repite en dos ocasiones mas.

6. Afiadimos 25 pl de ADN amplificado en la columna (afiadir lentamente y por el
centro de la columna).

7. Se coloca la columna en un tubo eppendorf limpio y rotulado.

8. Se centrifugamos 2,5 min a 3000 rpm.

9. Se vuelve a testar el fragmento purificado en gel de agarosa (5 ul de ADN + 1,5 pl

de Blue Juice).

REACCION DE SECUENCIACION
Cada reacciéon de secuenciacién debe contener: 5 pul de ADN purificado; 4 pl de premix
(suministrada por Applied Biosystems) y 1 ul de primer a 3 pmoles de concentracion.

Programa de Secuenciaciéon

3mina 942(C

10s 95¢C 25 ciclos
5s 502C

4 min a 602C ilimitado a 42C

PRECIPITACION DEL PRODUCTO DE SECUENCIACION
1. Rotulamos un tubo eppendorf por cada muestra.
2. Seafaden:
9,5 ul de ClMg 2 mM.
27,5 ul de etanol absoluto a 95%.

10 pl de la reaccién de secuenciacion.

3.Seincuba 12 min a RT y se centrifuga 20 min a 14000 rpm.

4. Se elimina la solucién de etanol, procurando no tocar el pellet y usando punta de
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pipeta plana.

5. Anadir 125 pl de etanol al 70%.

6. Se centrifuga durante 10 min a 14000 rpm.

7. Decantar la solucién de etanol.

8. Dar un pulso y eliminar al maximo con una punta estirada el sobrenadante.

9. Incubar durante 10-15 minutos a 372C para que se evapore por completo el etanol

y dejar el pellet bien seco.
Antes de realizar la electroforesis se afiaden 25 pl de TSR, y se incuba 10 min a RT.
Posteriormente damos un voértex a cada tubo, desnaturalizamos 3 min a 942C en bloque seco.
Pulso de centrifuga a 14000 rpm, vortex, y se cambia a tubos eppendorf de 0,5 pl.

En este punto las muestras estan preparadas para la electroforesis en el secuenciador.
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