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1 Introduccion

1.1 Fibrosis Quistica

1.1.1 Concepto

La Fibrosis Quistica (FQ), originalmente denominada Fibrosis Quistica del pancreas o
mucoviscidosis (del latin muccus, "moco", y viscosus, "pegajoso”), es una patologia
multiorganica de las células exocrinas que cursa con la formacion y el acimulo de
secreciones espesas.

Es la enfermedad genética grave mas frecuente en la poblacién de origen caucasico.
En esta poblacién la prevalencia de la enfermedad es uno de cada 2.000-6.000
individuos 1. Se estima que uno de cada 25-50 individuos es portador heterocigoto de
una mutacion para FQ.

La herencia es autosémica recesiva y tiene una distribucién mundial que varia segin
etnias y areas geograficas?. Esta causada por una mutacion en el gen CFTR, que
codifica la proteina de conductancia transmembrana de la Fibrosis Quistica (proteina
CFTR). Este gen estd localizado en brazo largo del cromosoma 7 y contiene
informacion para la sintesis de la proteina CFTR. El defecto de esta proteina
transmembrana es la causa de la alteracion en las secreciones de estos pacientes.

La FQ presenta una evolucion crénica y progresiva causando muerte prematura.
Afecta especialmente al aparato respiratorio, pancreas, higado, glandulas sudoriparas
y aparato reproductor masculino. La FQ afecta a distintos érganos mostrando una
gran variedad de sintomas como sinusitis crénica, diabetes, disminucién del
crecimiento, ileo meconial, enfermedad hepatica o diarrea, probablemente debido a

la interaccion de genes modificadores 3.

El pronéstico esta determinado por la insuficiencia pancreatica exocrina y la
afectacion pulmonar progresiva*. La patologia digestiva fue la causa de la temprana
mortalidad de estos pacientes hasta mediados del siglo XX, y determinaba una
mortalidad del 70% antes del afio de vida. Los avances en el tratamiento de la

insuficiencia pancreatica han mejorado la supervivencia del paciente. La esperanza de
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vida actual es cerca de los 40 afios. (Figura 1), siendo la patologia pulmonar la
principal causa de morbilidad y mortalidad. El 90% de los pacientes mueren de
insuficiencia respiratoria®>. Se hace necesario conocer los microorganismos

implicados en la infeccion y deterioro de la funcién pulmonar de estos pacientes.

Survival from Age One by Birth Cohort
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Figura 1.Gréficos de supervivencia en funcién de la cohorte de nacimiento y del afio de nacimiento

(CFF Pacient Registry 2008)5
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1.1.2 Historia

Las primeras descripciones de la enfermedad las hallamos en el siglo XV. Hacian
referencia a nifios salados, encantados, que morian prematuramente: “Ay, de aquel
nifio que al ser besado en la frente sabe a salado. El estd embrujado y pronto debe
morir” (Irlanda S XV)

Se recogen historias similares en diferentes paises europeos donde el exceso de sal
era sintoma de hechizo, encanto, magia, posesion demoniaca: Polonia, Alemania, La
Unién Soviética, Checoslovaquia, Austria, Suiza, Hungria, Rumania, Yugoslavia y
Espafia®.

Durante el siglo XVI se realizan estudios histologicos del pancreas. En 1595 Peter
Pauwn (Leiden, Holanda) realiz6 una autopsia a una nifa de 11 afios “muy flaca” y

observd un “pancreas cirroso”.
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En 1905, Karl Landsteiner describe la asociacién entre meconio espeso en el recién
nacido y fibrosis del pancreas, especula sobre la teoria de un déficit enzimatico.

En 1912, Sir Archibald Garrod describié familias en las que nacian nifios con
esteatorrea y morian de bronconeumonia, sugiriendo una herencia genética.

En 1936, Guido Fanconi (Suiza) fue el primero en usar el término de Fibrosis Quistica
para definir la combinacién de insuficiencia pancreatica y enfermedad pulmonar

crénica del nifio, pero su publicacién tuvo poca difusion.
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En 1938, Dorothy Andersen define la enfermedad como
Fibrosis Quistica del pancreas y relacion6 la enfermedad

pulmonar e intestinal. (Figura 3)

Figura 3. Dorothy Andersen |

En 1943, Sydney Farber describe la enfermedad como sistémica de todas las
glandulas secretoras de moco: “Mucoviscidosis”

En 1945 se describe el patron de herencia autosémico recesivo (Andersen and
Hodges

En 1953, Paul Di Sant’Agnese da un valor a los electrolitos del sudor en el diagndstico
de la enfermedad.

En 1959, L. Gibson and Cooke describen la iontoforesis con pilocarpina para la
estimulaciéon y recoleccion del sudor. Establecen la prueba de sudor (Gibson 1959),
que sigue siendo el estandar en el diagnodstico de los pacientes afectos de Fibrosis
Quistica.

En los afios 50 se desarrollaron centros especificos para el estudio y tratamiento de
los pacientes afectos de Fibrosis Quistica: US National CF Research Foundation, La
Fundacién Canadiense de Fibrosis Quistica y en 1965 se constituye, en Paris, la CF
International Association.

En 1979, se pudo disponer de cribado neonatal mediante la cuantificacion de tripsina
inmunoreactiva (TIR) en sangre, en algunos paises. En nuestra zona de referencia no

se instaurd hasta 1999. Aun hoy en dia el cribado neonatal de FQ no es universal.

A principios de la década de los 80, Quinton’ describi6 de manera precisa la
alteracion en el transporte de sales, explicando el defecto en la permeabilidad de los
iones cloruro (Cl-) en las células epiteliales afectadas de las glandulas sudoriparas.
Posteriormente Knowles® observé el mismo fendmeno en el epitelio respiratorio.

La localizacion del gen tuvo lugar en 1985 por Tsui ? y finalmente lo aisl6 Rommens

en 1989 10, [dentifican y clonan el gen y la proteina para la cual codifica, la denominan
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proteina de conductancia transmembrana de la FQ (CFTR). La primera mutacion
descrita fue la F508del, la deleciéon del aminoacido fenilalanina en el codén 508 por
Kerem B 11. Actualmente se conocen mas de 1800 mutaciones del gen CFTR.

Desde 1990 se esta investigado en terapia génica y farmacos para modificar el defecto
génico. Durante los afios 90 se aprueba el uso de dornasa-alfa, se demuestra que el
uso de ibuprofeno es favorable en el tratamiento de la inflamacion, se realizan
multiples estudios de terapia génica con vectores virales y liposomas. Se crean
programas que favorecen los estudios precoces y redes para facilitar los estudios
multicéntricos.

En 1997, cientificos de Pennsylvania identificaron una molécula que podria explicar
la conexion entre los defectos de las células de los pacientes con Fibrosis Quistica y
las infecciones pulmonares. También se realiza el mapa de la estructura de la
Pseudomonas aeruginosa, lo que permite desarrollar nuevos farmacos para su
tratamiento. Durante este afio se aprueba el uso de tobramicina en solucién para
inhalacidn.

En el afio 2000 se logra un Consenso Europeo para el tratamiento de la infeccion por
P. aeruginosa.

En los ultimos 10 afios se han desarrollado muchos estudios multicéntricos sobre
genes modificadores, terapia génica y fArmacos antinflamatorios y protocolos para la
erradicacidn de las infecciones cronicas del pulmon de estos pacientes.

Desde el afio 2007 se encuentran en fase de desarrollo nuevas estrategias de
tratamiento para la modulacion de la CFTR, restaurar la superficie liquida de la via
aérea (suero salino hiperténico, manitol inhalado en polvo seco, Galaad GS9411),
mejorar la alteracion del moco (dornasa-alfa), farmacos antinflamatorias (N-
acetilcysteina oral, acido docosahexanoico, glutation inhalado, KB0OO1-monoclonal
humano, GSK 656933, Sildenafilo) y antiinfecciosas (azitromicina, aztreonam
inhalado, tobramicina inhalada en polvo seco, MP-376, amikacina liposomal inhalada,
GS 9310/11, ciprofloxacino inhalado)

El conocimiento de la enfermedad y los avances terapéuticos han permitido alargar la
supervivencia y la calidad de vida de estos pacientes. A mediados del siglo XX atn la
mortalidad era muy elevada, el 70% fallecian antes del afio de vida a causa de la
insuficiencia pancreatica. En los ultimos 10-20 afios la esperanza de vida ha

aumentado de 31 a 37 afios® y se estima que los pacientes con la enfermedad clasica
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nacidos hoy en dia podran superar los 50 afios'?. Se esta investigando en
tratamientos especificos de las distintas mutaciones para corregir la funcion alterada
de la CFTR. También se estudian terapias génicas, independientemente de la
mutacién implicada, con el objetivo de insertar una copia de DNA normal en uno de
los alelos. Actualmente los esfuerzos en el dia a dia del paciente son la nutricién y

preservar la funcién pulmonar a la espera de tratamientos mas definitivos 13.
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1.1.3 Epidemiologia

1.1.3.1 Prevalencia de la enfermedad y portadores

La FQ es la enfermedad genética autosémica recesiva mas frecuente en la poblaciéon
de origen caucasico. Tiene una distribucién mundial, pero su prevalencia y la de sus
diferentes mutaciones varian seguin etnias y areas geograficas. En Europa existe una
elevada variabilidad debida a la influencia de las diferentes migraciones que han
sucedido y también a situaciones geograficas y/o socio-culturales que favorecen el
aislamiento de determinadas poblaciones. La mayor prevalencia, en Europa, se ha
descrito en Albanial* 1/450 e Irlanda> 1/1.460 y la menor en Finlandial¢ 1/25.000.
La prevalencia en otros continentes Africa, Asia y América estd alin poco
documentada. Se han observado prevalencias muy bajas en norteamericanos de
origen asiatico (1/31.000)° y judios iranies” (1/39.000). En la poblacién de origen
caucasico la prevalencia de la enfermedad suele situarse entre 1/2.000 y 1/4.000, se
estima que la frecuencia de portadores es de 1 por cada 25-35 individuos. El
programa de cribado neonatal que se aplica en Catalufia ha permitido el diagnéstico
de 122 nifos afectos de FQ, desde octubre de 1999 hasta diciembre de 2008. La
incidencia de diagnosticos es de 1/5.840 recién nacidos vivos, menor que la descrita
para otras poblaciones 1.

Distintos autores han intentado explicar el motivo de la alta prevalencia de esta
enfermedad. Se ha investigado una ventaja selectiva de los heterocigotos frente a

determinadas infecciones, pero no se ha podido determinar con certeza.?

1.1.3.1. Frecuenciay distribucion de las mutaciones del gen CFTR

Actualmente, 20 afios después del descubrimiento del gen CFTR, se han descrito mas
de 1.800 mutaciones del mismo. Existe mucha variabilidad en su significacion clinica.
Se han descrito unas mutaciones mas frecuentes y claramente relacionadas con la
enfermedad como F508del, 1507del, N1303K, G542X, 1677delTA, E92K, G85E, G85V,
otras relacionadas con clinica variable como R347H i R347P, mutaciones asociadas a

FQ con o sin insuficiencia pancreatica como L206W y otras mutaciones descritas no
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asociadas a como: R75Q, L997F, F1052V. La prevalencia de estas mutaciones esta en

funcion de la etnia, el area geografica y las corrientes migratorias.
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Figura 4. Distribucién de la mutacién 18F508del en Europa (Estivill 1997)

La mutacién F508del es la mas frecuente, representa aproximadamente 2/3 de todos
los alelos de los pacientes afectos. Esta mutacidn tiene una prevalencia que decrece
del noroeste (87%) al sudeste de Europa (21%) (Figura 4). El tercio restante es muy
heterogéneo, so6lo otras cuatro mutaciones (G542X, G551D, N1303K y W1282X) se
hallan representadas en todas las poblaciones europeas con frecuencias superiores al

1% 18.

La mayoria de las mutaciones del gen CFTR se asocian a las migraciones poblacionales
europeas. En poblaciones no europeas se describen mutaciones propias, pero
ninguna tiene la frecuencia de la F508del.

La poblacidn del area mediterranea tiene una elevada heterogeneidad de mutaciones
en el gen CFTR. Las tres mutaciones descritas con mayor frecuencia en el area
mediterraneal® son F508del, N1303K y G542X. La difusion de la F508del
probablemente ocurrié desde Asia, por lo que es mas frecuente en ciertas regiones de
Europa. La frecuencia relativa elevada en el norte de Africa y el sur de Espaiia de las
otras dos mutaciones (Figuras 5 y 6) sugiere que se introdujeron en Europa a través

del Mediterraneo, siguiendo la la via comercial mas utilizada desde la antigiiedad. Se
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ha estimado la antigiiedad de estas mutaciones en mas de 50.000 afios para F508del y

aproximadamente de 35.000 afios para N1303K y G542X.20.21,
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En consecuencia, Espafia es uno de los paises con mayor heterogeneidad molecular,

se han detectado mas de 121 mutaciones que representan el 96% de los alelos FQ°.
En Cataluia el estudio genético del programa de cribado neonatal incluye 32 de las

mutaciones descritas, con las que se detecta el 76% de los alelos FQ de nuestra

poblacién.
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1.1.4 Fisiopatologia de la Fibrosis Quistica

1.1.4.1 Gen CFTR. Proteina CFTR

La FQ esta causada por la mutacién del gen CFTR que codifica la proteina CFTR.

El gen CFTR (ABCC7) esta situado en el brazo largo del cromosoma 7, en la posicion
31.2 (7931.2). Contiene una secuencia genémica de 230kb organizada en 27 exones.
El cDNA identifica un transcrito de 6,1kb y 4400 nucleétidos codificantes que se
traducen en una proteina de 1480 aminoacidos y un peso molecular de 170kDa.

A pesar del elevado numero de mutaciones descritas, s6lo se conoce la importancia
funcional de un reducido numero de ellas.

Se ha intentado establecer una relaciéon fenotipo-genotipo, agrupando las mutaciones
que son causa de FQ en funcion de la sintesis de proteina y la clinica que presentan?2.
En funcion del defecto molecular de la proteina CFTR y su consecuencia funcional, las
mutaciones de su gen se clasifican en cinco clases: La clase I incluye las mutaciones
que producen defecto de sintesis (debidas a mutaciones nonsense, framshift o de
splicing) como G542X. La clase II incluye aquellas que implican un defecto de
maduracion e impiden que la proteina llegue a la membrana celular; a esta pertenece
la mutacion mas frecuente, la F508del. Las mutaciones de clase III son las que alteran
la regulacion del canal CFTR. Las mutaciones de clase IV causan un defecto de
conduccion del ion cloro y estan localizadas en los dominios transmembrana. En las
mutaciones de clase V se produce una reduccion de sintesis y funcion. Las mutaciones
de las clases I, II y III tienen abolida la funcién de la CFTR y las de clase IV y V dan
expresion disminuida de la CFTR. La mayoria de mutaciones de las clases I y II dan
lugar a la FQ clasica, pero la correlacién no es absoluta3. El gran numero de
mutaciones y sus combinaciones en heterocigosis u homocigosis, asi como la
presencia de genes modificadores implica una elevada variabilidad en genotipos y
expresiones fenotipicas??2. Las manifestaciones en pacientes con FQ pueden ser
distintas incluso entre hermanos con el mismo genotipo. No se ha podido determinar
la correlacion fenotipo-genotipo. La insuficiencia pancreatica se halla fuertemente
asociada a las clases I, Il y III. La afectacion pulmonar en la FQ esta, también, influida

por factores ambientales.
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funcionan durante la diferenciacion celular, por tanto estaria implicada, muy

precozmente, en la inmunidad innata?4.

1.1.4.2 Fisiopatologia de la afectacion pulmonar

La fisiopatologia de la afectacion pulmonar en la FQ se basa en la inflamacion crénica

y la infeccidn persistente de la via aérea.

La principal funcién de la proteina CFTR es mantener la composicion hidrica e i6nica
adecuada de las secreciones. Su defecto causa una alteracién hidroelectrolitica, se
produce una disminucién del liquido periciliar de la superficie de la via aérea y una
alteracién en su composicion idnica. Secundariamente afecta a mecanismos de la
inmunidad innata. La disminuciéon de la motilidad ciliar dificulta el aclaramiento
mecanico de microorganismos y detritus celulares. La alteracion electrolitica causa la
inhibicion de componentes de la inmunidad innata: de enzimas bacterioliticos y
CAMPs como las beta-defensinas, la migracion y funcion de los neutréfilos como los

mecanismos de “bacterial oxidative killing”25

En las células epiteliales respiratorias sanas se produce un transporte activo de cloro
a la luz bronquial y una reabsorcion de sodio con paso de agua por el espacio
paracelular. La alteraciéon de la CFTR en el pulmén produce una disminucién en la
secrecion de cloro a la luz, un aumento en la reabsorcion de sodio, un aumento de la
absorcion de agua y un déficit en la secrecién de bicarbonato. Estas alteraciones

electroliticas se mostraran en un aumento del potencial transepitelial.

El sistema de aclaramiento mucociliar tiene un papel primordial en prevenir la
infeccion, funciona constantemente, no precisa de ningiin estimulo para activarse. En
la via respiratoria de los pacientes afectos de FQ se produce hiperviscosidad de las
secreciones por distintas causas que se enlazan entre ellas.

La disminuciéon del volumen de agua periciliar resulta, ademas, en una menor
lubrificacion entre epitelio y moco y compresion de los cilios. El moco forma placas
hipdxicas que favorecen la infeccion por determinados microorganismos como P.

aeruginosa. (Figura 8)La inhibicion de componentes de la inmunidad innata
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permitirian la persistencia de los microorganismos en la via aérea que en condiciones

normales se eliminarian 1325,

.t

o QR Qs (B

Figura 8. Diferencias del liquido periciliar en pacientes FQ (CF) y nifios sanos (NI)

La hiperviscosidad de las secreciones no se produce sélo por las alteraciones
hidroelectroliticas. Contribuyen ademas de la concentracion de electrolitos y el ion
hidroégeno, la concentracion de calcio, albumina, la glicoproteina del moco y el
acumulo de acido desoxirribonucleico principalmente 26.

La glicoproteina del moco tiene un alto contenido en hidratos de carbono con
numerosas cadenas laterales de azucares con alto grado de sulfatacién. En la FQ esta
aumentada la sulfatacion de la cadenas formando un gel de alta viscosidad. El déficit
de secrecion de bicarbonato empeora la solubilidad y favorece el acimulo de mucinas
intraluminal. La fuente principal de DNA proviene de la destruccidn de los neutroéfilos

que se acumulan en respuesta a la infeccién endobronquial crénica. 26

En el pulmén del paciente afecto de FQ se produce también un aumento de
adherencia al epitelio respiratorio. En pacientes no afectos de FQ la proteina CFTR se
une a P. aeruginosa y activa una respuesta inmune innata rapida y autolimitada. En el
epitelio de los pacientes FQ existe un exceso de asialogangliosido 1(aGM1), una
glicoproteina no sializada que no se halla en el epitelio normal. En las células apicales
de la membrana, el aGM1 actia como receptor y favorece el aumento de adherencia

de P. aeruginosa y S. aureus, sin activacion de la inmunidad innata CFTR-dependiente

2527
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Todos estos factores en el pulmoén del paciente FQ dificultan la eliminacién de los
microorganismos de la via aérea y favorecen la colonizacion bacteriana de la via aérea
por determinados microorganismos. Esta situacion desencadena un aumento del
reclutamiento de polimorfonucleares y la liberaciéon de radicales libres, DNA,
citocinas y otros mediadores de la inflamaciéon. De este modo conduce a una

inflamacién croénica de la via aérea.

Figura 9. Rx de torax y TCAR toracico de un paciente adolescente afecto de FQ
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No se conoce bien la relacion entre el defecto de la CFTR y la inflamacién. Se ha
observado una produccion alterada de citocinas durante la diferenciacién celular en
ausencia de CFTR25. La interleucina-8 seria la principal citocina implicada. Es un
potente quimiotactico de neutrofilos, los cuales juegan un papel importante en la

respuesta exagerada de los mecanismos inflamatorios que producen dafio tisular 325

La infeccion pulmonar se manifestara como bronquitis, bronquiolitis, neumonia o con
frecuencia como una infeccién respiratoria mas sutil y larvada. Suele cursar con

aumento de tos, disminucidn de la ingesta, empeoramiento de la funcién pulmonar.

La colonizacion-infeccion por P. aeruginosa determina un punto de inflexién en la
evolucion de la enfermedad. Este microorganismo relacionado clasicamente con la
FQ, produce dafio pulmonar a través de la secrecion de exotoxinas, elastasas,
proteasas y neuraminidasas. Tiene un aumento de adherencia al epitelio respiratorio,
uniéndose a un receptor especifico que activa la liberacion de citocinas y estimula
factores de la inflamacién. La infecciéon por P. aeruginosa produce también un
exopolisacarido mucoide, el alginato, que le permite formar microcolonias mas
resistentes a la fagocitosis y los antibioticos. La colonizaciéon persistente por P.

aeruginosa se asocia a un deterioro progresivo de la funcién pulmonar3

Se desconoce con certeza el papel especifico de la infeccibn por otros

microorganismos intimamente relacionados con la enfermedad, como S. aureus.

La infeccion e inflamacién cronica o persistente de la via aérea produce lesion
pulmonar (Figura 9) y una disminucién progresiva de la funciéon pulmonar. Es la
causa del desarrollo de fibrosis pulmonar, bronquiectasias, atelectasias, neumotorax,
hemoptisis, hipoxia, hipertension pulmonar e insuficiencia cardiaca derecha. En su
evolucion natural se produce fallo respiratorio, que es la principal causa de

mortalidad de estos pacientes.
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1.1.5 Manifestaciones clinicas de la enfermedad

La FQ es una enfermedad multiorganica y heterogénea. La clinica estara determinada
por las mutaciones del gen CFTR, genes modificadores, factores ambientales, estilo de
vida, tratamiento recibido y la edad del paciente. La clasificacion en categorias Tipica
o Clasica y Atipica o no Clasica es arbitraria en funcion del valor de la prueba del
sudor y la clinica, pero el fenotipo de la FQ es un continuo de sintomas. Debemos
tener presente que las manifestaciones clinicas pueden no ser evidentes en los
pacientes diagnosticados por cribado neonatal. Las manifestaciones clinicas?®

altamente sugestivas de FQ son:

Clinica gastrointestinal: ileo meconial, insuficiencia pancreatica exocrina

Clinica sino-pulmonar: infeccidbn respiratoria persistente por P. aeruginosa,
bronquiectasias en ambos l6bulos superiores, infeccion persistente por Burkholderia
cepacea, poOlipos nasales en nifios.

Otras manifestaciones: Alcalosis hiperclorémica en ausencia de vomitos, ausencia

congénita bilateral de conductos deferentes

La clinica respiratoria es la primera manifestacidon clinica en aproximadamente el
50% de los pacientes diagnosticados de FQ en EEUU®. La edad de inicio de los
sintomas respiratorios es muy variable, pero con la edad se van haciendo mas
manifiestos. La inflamacion crénica y la infeccion bacteriana persistente de la via
aérea, especialmente por Pseudomona aeruginosa, dan lugar al desarrollo de
bronquiectasias y fibrosis pulmonar. Pueden presentar con frecuencia
complicaciones como atelectasias, hemoptisis y neumotorax. En fases avanzadas de la
enfermedad los pacientes presentan hipoxia e hipertension pulmonar. Entre un 25-
50% pueden cursar con hiperreactividad bronquial. La pansinusitis?® es un hallazgo
comun y algunos nifios, sobretodo los mayores, pueden presentar poliposis nasal. La
causa mas frecuente de mortalidad por FQ es la insuficiencia respiratoria.

Las manifestaciones clinicas de la FQ3° pueden clasificarse en: forma clasica o tipica,

no clasica o atipica y fenotipos asociados a la mutacion CFTR.
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1.1.5.1 Forma clasica o tipica de la enfermedad

Los pacientes se diagnostican de la forma clasica de la enfermedad si tienen uno o
mas caracteristicas fenotipicas de la enfermedad y una concentraciéon de cloro en el
sudor superior a 60 mmol/L

Las caracteristicas fenotipicas de FQ son la enfermedad sino-pulmonar cronica, las
anomalias gastrointestinales especificas o nutricionales, el sindrome pierde sal y la
azoospermia obstructiva. La mayoria de los pacientes estan afectos de la forma
clasica. Habitualmente pueden detectarse dos mutaciones del gen de la CFTR. Los
pacientes afectos de la forma tipica de FQ pueden padecer o no insuficiencia

pancreatica y la enfermedad puede tener un curso mas o menos grave.

1.1.5.2 Forma no clasica o atipica

Esta forma clinica describe pacientes con fenotipo de FQ al menos en un érgano y una
concentracion de cloro en el sudor normal (< 30 mmol/l) o limite (30-60 mmol/l).
Precisa confirmar la disfuncion de la CFTR mediante la medida del potencial
diferencial nasal3l. Incluye pacientes con manifestaciones clinicas en un dérgano o
multiorganicas. La mayoria no cursan con insuficiencia pancreatica. Con frecuencia se
detecta s6lo una mutacion y cuando se detectan dos mutaciones del gen CFTR, uno de

ellos suele asociarse a clinica moderada.

1.1.5.3 Fenotipos asociados a mutaciones CFTR

Las formas atipicas de la enfermedad en las que s6lo esta afectado un o6rgano la
Organizacion Mundial de la Salud?® recomienda denominarlos con otro nombre
especifico de la alteracion como: Azoospermia obstructiva, Pancreatitis cronica,
Aspergilosis broncopulmonar alérgica, Bronquiectasias diseminadas,

Panbronquiolitis difusas, Colangitis esclerosante.
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1.1.6 Diagnostico

El diagnostico de la FQ se basa, clasicamente, en criterios clinicos. El reto es el
diagnostico de la enfermedad por cribado neonatal o el diagndstico en un hermano
antes de que aparezcan sintomas. Los criterios clinicos sugestivos de la enfermedad
no son evidentes en el recién nacido, a excepcién de las manifestaciones
gastrointestinales: insuficiencia pancreatica e ileo meconial. La prueba del sudor con
la determinacion cuantitativa de cloro sigue siendo el estandar diagnostico de la FQ.
Los nuevos avances en el conocimiento de la enfermedad, el cribado neonatal, el
estudio genético y las nuevas técnicas de la medida de la conductancia permiten
diagnosticos mas acurados. Paralelamente, al diagnosticar nifios asintomaticos de una

enfermedad potencialmente grave surgen dudas sobre el manejo de estos pacientes.

1.1.6.1 Criterios clinicos.

La identificacidn del gen de la CFTR en 1989 y la mejoria en las técnicas de deteccion
de mutaciones y de medida de la conductancia transepitelial que se desarrollan en los
afios 90, permiten conocer un amplio espectro de la enfermedad. Se observan formas
atipicas de la enfermedad, pruebas del sudor en el limite de la normalidad o incluso
normales y pacientes con manifestaciones s6lo en un érgano como pancreatitis o
esterilidad primaria. En 1998 se publica un documento de consenso3! elaborado por
“la Cystic fibrosis Foundation consensus Panel” que define los criterios diagndsticos
de la enfermedad. En este consenso, el diagndstico de la FQ se basa en la presencia de
una o mas caracteristicas fenotipicas (Tabla 1) o el antecedente de FQ en hermanos o
primos o un cribado neonatal positivo u otra evidencia de laboratorio que demuestre
alteracion de la proteina CFTR: prueba del sudor (concentracién de cloro > 60
mmol/L) o diferencial de potencial transmembrana nasal o la deteccién de 2

mutaciones reconocidas de FQ.
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1. Enfermedad crénica sino-pulmonar manifestada como:

a. Colonizacién/infeccion persistente con patogenos tipicos de FQ.
Incluidos: Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae no tipable,
Pseudomonas aeruginosa mucoide y no mucoide.

b. Tos crénica con expectoracion

c. Anomalias persistentes en la radiografia de térax

d. Obstruccion de la via aérea manifestada como la presencia de sibilantes
o atrapamiento aéreo.

e. Polipos nasales; anomalias de los senos paranasales observadas con
radiologia simple o tomografia computarizada.

f. Dedos en palillos de tambor

2. Alteraciones gastrointestinales y nutricionales, incluyendo

a. Intestinales: ilio meconial, sindrome de obstruccién intestinal distal,
prolapso rectal

b. Pancreaticas: insuficiencia pancreatica, pancreatitis recurrente

c. Hepaticas: enfermedad hepatica crénica clinicamente o evidencia
histoldgica de cirrosis biliar focal o cirrosis multilobular

d. Nutricional: falta de medro (malnutricion proteina-calérica),
hipoproteinemia, edema, complicaciones del déficit de vitaminas

liposolubles.

3. Sindrome pierde sal: deplecion aguda de sal, alcalosis metabdlica cronica

4. Anomalias del aparato urogenital masculino que causen azoospermia

obstructiva (CBAVD)

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas sugestivas de FQ: Criterios diagnosticos de Rosenstein 31

1.1.6.2 Prueba del sudor. Estandar diagnéstico

La prueba del sudor sigue siendo el estandar en el diagndstico. El reciente consenso
de la Sociedad Espafiola de FQ (SEFQ) y los ultimos consensos de las Sociedades
europea y americana: “European Cystic Fibrosis Society”3? y la “Cystic Fibrosis

Foundation (CFF) de Estados Unidos 32 asi lo manifiestan. Su realizacién tiene aun
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mas importancia al desconocer la repercusion clinica real de muchas de las mas de
1.800 mutaciones asociadas a la FQ.

La prueba del sudor tiene mucha importancia en el diagndstico; motivo por el que
debe estar realizada por expertos y con una técnica estrictamente correcta. La Unica
prueba del sudor aceptable para la confirmacion diagndstica es la prueba cuantitativa
de iontoforesis con pilocarpina (QPIT)32.

La QPIT consiste en la estimulacion de la sudoracion mediante iontoforesis de
pielocarpina, recogida de la muestra mediante un procedimiento validado que, por su
sencillez, suele ser el método Macroduct (Macroduct Sweat Collection System
(Wescor Inc., Logan, Utah. USA). Este método utiliza disco cdncavo y tubo espiral de
plastico. En el laboratorio debe analizarse la concentracion de cloro con un
clorodimetro para micromuestras mediante coulombometria y si es posible, también
la concentracién de sodio. La conductividad eléctrica del sudor in situ, no es por si
solo un método fiable de confirmacion diagnostica.

La estimulacion (iontoforesisi con pielocarpina) y recogida mediante Macroduct
Sweat Collection System33 es la que se realiza en el protocolo de cribado neonatal de
nuestra area. La muestra minima de sudor para su realizacién es de 15 microlitros y
debe recogerse en 30 minutos. La constatacion en dos muestras de concentraciones
de ion cloro en el sudor >60 mmol/l es compatible con FQ clasica. El consenso
europeo de 2008 considera las concentraciones entre 30-60 mmol/l] en el limite de la

normalidad y recomienda realizar un estudio genético en estos pacientes3+.

1.1.6.3 Medida de la conductancia transepitelial

Consiste en la medicién del voltaje potencial diferencial como resultado del flujo de
iones a través de la membrana de las células epiteliales. Puede realizarse in vivo,
mucosa nasal o ex vivo en muestras de mucosa nasal o intestinal. Esta determinacion
es especialmente util en la confirmacion diagnostica de pacientes con una

concentracion de Cl entre 30-60 mmol/l en la prueba del sudor.

Prueba de la diferencia de potencial transepitelial nasal in vivo (PDN)
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El epitelio respiratorio regula la composicion del liquido periciliar mediante el
transporte de iones, principalmente sodio y cloro. Este transporte genera un PDN que
puede medirse in vivo. Se ha documentado un patréon de anormalidad en los pacientes
con FQ. La prueba se inicia con la medicion del PDN basal que esta elevado (mas
electronegativo) y refleja la reabsorcion aumentada de sodio en los pacientes con FQ.
La perfusién del epitelio nasal con amilorida en los pacientes produce un descenso
del PDN que lo hace indistinguible del individuo sano. La perfusién con una solucién
falta de cloro, en presencia de amilorida no produce en los pacientes corriente
detectable de cloro, a diferencia de en los sanos. Esta prueba puede ser util en los

pacientes en los que el diagnéstico es dudoso 3536,

1.1.6.4 Estudio genético

Las indicaciones para realizar un estudio genético son los pacientes con diagnodstico o
sospecha clinica de FQ, pacientes con historia familiar, recién nacidos con cribado
neonatal positivo y/o ileo meconial.

La estrategia a aplicar dependera de la heterogeneidad de la poblacion a la que
pertenece el individuo. Actualmente existen equipos comerciales que permiten el
analisis simultdneo de mutaciones. El nivel de deteccién conseguido para cada
poblacién depende de la frecuencia de las mutaciones analizadas. Puede variar desde
el 90% (baja heterogeneidad) al 70% (elevada heterogeneidad). A pesar de las

técnicas disponibles, un 3-5% de los genes de FQ no llegan a caracterizarse 1.

1.1.7 Cribado neonatal

La FQ cumple los criterios aceptados para ser susceptible de un programa de cribado
neonatal. Los criterios para que se indique el cribado de una enfermedad incluyen
fundamentalmente cinco aspectos: 1) que la enfermedad tenga una incidencia
importante; 2) que el método de cribado sea simple y practico; 3) que tenga un alto
grado de sensibilidad y especificidad. 4) que exista una adecuada relacién coste-
beneficio. 5) que el tratamiento precoz sea beneficioso en el curso de la enfermedad.

El programa de cribado neonatal se inici6 en los afios 70 en algunos Estados de

Norteamérica. Se ha ido aplicando cada vez en mas paises, con semejantes protocolos
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en distintas regiones de Estados Unidos, Australia y Europa. En Europa, esta
universalizado en varios paises: Francia, Reino Unido, Italia y Austria. En Espafia
(Figura 10) sélo 4 comunidades o ciudades autéonomas no incluyen la FQ dentro
cribado neonatal en la prueba del taldon (Asturias, Castilla-La Mancha, Navarra y la

ciudad de Ceuta).

La European Cystic fibrosis 37 y la Cystic Fibrosis Foundation 32 recomiendan la
implantacion universal del cribado neonatal, tal y como también refleja la Sociedad

Espafiola de Fibrosis Quistical:38.

Figura 10. Cribado neonatal en Espafia. Federaciéon espafiola de FQ39. (Noticias febrero 2012)

Se han ensayado diversas estrategias en el cribado neonatal. La determinacién de
tripsina inmunoreactiva en una gota de sangre seca se ha impuesto por su
simplicidad y elevada sensibilidad. Desde la descripcion del gen de la FQ en 1985, el
estudio de las mutaciones se ha incluido en los programas de cribado neonatal.

Los pacientes con cribado positivo son derivados a un centro de referencia para FQ,
donde el primer paso sera informar a las familias y realizar en todos ellos la prueba
del sudor.

Numerosos estudios#*®4l han demostrado que los nifios diagnosticados de FQ

mediante cribado neonatal logran una adecuada nutricion, un mejor crecimiento, una
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mejor funcion pancreatica y pulmonar. El diagnostico neonatal mediante cribado
mejora la calidad de vida y la supervivencia de los pacientes afectos de FQ.

Desde el punto de vista respiratorio el cribado neonatal permite iniciar tratamientos
orientados a prevenir o minimizar el dafio pulmonar. Es de especial relevancia que el
diagnostico neonatal permita la deteccion precoz de la infeccidon-colonizaciéon de la
via aérea por microorganismos potencialmente patdgenos, especialmente la primera
colonizacién por P. aeruginosa. Esta es un hecho clave en la evolucién de la afectaciéon
pulmonar. El cribado neonatal nos ofrece la posibilidad de estudiar la cronoinfeccion
o cronologia en la aparicion de los microorganismos en la via aérea del paciente
afecto de FQ y la deteccién precoz, incluso en pacientes asintomaticos, de
determinados microorganismos como P. aeruginosa que precisan de un tratamiento
adecuado y precoz para su erradicacion desde la primera colonizaciéon mejorando asi
el prondstico pulmonar de estos pacientes 424344 No se han detectado cepas de P.
aeruginosa mucoide en pacientes diagnosticados por cribado en Espanal. El cribado
neonatal permite, también, conocer la incidencia real de la enfermedad en las
distintas poblaciones y ofrece la posibilidad de realizar un asesoramiento genético

precoz, un diagndstico prenatal o preimplantacional en futuros embarazos.

1.1.7.1 Cribado neonatal para Fibrosis Quistica en Cataluiia

En Catalufia, el cribado sigue los consensos de la Sociedad Espafiola de Fibrosis
Quistica32.(Figura 11) Se realiza mediante la determinacién de la tripsina
inmunorreactiva (TIR) en una gota seca de sangre del talon. La muestra se obtiene

entre el 3er y 52 dia de vida.

Si el resultado es positivo (>120 ng/ml, percentil 99,5), se realiza una segunda
determinacion entre los 25 y 40 dias de vida. Si el resultado es negativo se da por
finalizado el estudio. Si el resultado de la segunda determinacién es > 60 ng/ml
(percentil 99,5) con la misma muestra de sangre se realiza el estudio genético y se
deriva a la familia al hospital de referencia. En el hospital se realizaran 2 pruebas del

sudor con un intervalo de 1 mes para diagnosticar la enfermedad o descartarla 3445,
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Figura 11. Algoritmo del protocolo de cribado neonatal . Consenso de la SEFQ32

El programa de cribado neonatal en Catalufia incluye, en su analisis genético, las 33
mutaciones mas frecuentes alcanzando un nivel de deteccion del 76% de las
mutaciones FQ en nuestra poblacidn.

Desde el inicio del programa de cribado neonatal hasta diciembre de 2008, en
Cataluiia se estudiaron 712.597 recién nacidos y se diagnosticaron 122 nifios. Esto se

traduce en una incidencia de 1/5840 recién nacidos vivos!.
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1.2 Microbiologia de la via aérea respiratoria

1.2.1 Obtenciéon de muestras de la via aérea para cultivo microbioldgico

La infeccion de la via aérea es crucial en la fisiopatologia de la enfermedad pulmonar
en la FQ. La detecciéon y el tratamiento precoz de estas infecciones mejoran el

pronostico de la enfermedad.

La “Cystic fibrosis foundation”3? recomienda cultivos trimestrales de esputo u
orofaringeos de rutina como monitorizacion de la colonizacién de microorganismos
potencialmente patégenos. Aunque, también recomienda que los resultados positivos
de aspirado orofaringeo en los que se aislan microorganismos distintos a P.
aeruginosa y S. aureus deben interpretarse con precaucion, antes de instaurar

antibioterapias agresivas en pacientes asintomaticos.

Obtener muestras de pacientes no expectoradores, especialmente los de menor edad,
es un problema relevante y frecuente. Por este motivo se han desarrollado técnicas no
invasivas, de facil acceso que permitan la monitorizacién habitual de la colonizacion

bacteriana de los pacientes.

La técnica ideal para realizar el seguimiento microbiologico deberia ser aquella que
tuviera mayor sensibilidad y especificidad, fuera poco invasiva, no precisara
administrar sedacién al paciente y permitiera la recogida seriada de muestras como
un procedimiento de rutina, en el nifio con o sin sintomas de sobreinfeccion

respiratoria.

La técnica de referencia para el estudio microbioldgico de la via aérea de los pacientes
afectos de FQ es el BAL porque nos da informacion de la via aérea inferior. Las otras
técnicas ensayadas informan, mayoritariamente, de la presencia de microorganismos
en la via aérea superior: esputo espontaneo, esputo inducido, frotis faringeo (FF),
frotis faringo-amigdalar (FFA), frotis nasofaringeo (FNF), placa de tos y aspirado

orofaringeo (AOF).
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La mayoria de estudios microbioldgicos realizados en pacientes FQ estan realizados
con BAL, mediante fibrobroncoscopia flexible. Es una técnica invasiva aunque poco
agresiva y que requiere sedacidn #6. La importancia en la deteccién y tratamiento
precoz de la infeccion ha obligado a aplicar otras técnicas menos invasivas que no

precisen sedacion y puedan realizarse periddicamente y de manera frecuente.

La obtencién de esputo espontaneo no es una técnica invasiva, pero requiere de
colaboracion activa y no es posible en pacientes de corta edad. La técnica de esputo
inducido*’ es también dificil en los pacientes de menor edad, precisa colaboraciéon

activa, aunque la muestra refleja mejor la via aérea inferior.

Los estudios microbiologicos de via aérea superior en pacientes FQ estan realizados
en su mayoria con la técnica de FF 43484950, Avital compara las técnicas de AOF y BAL
y concluye que una técnica no invasiva como el AOF puede ser qtil para el diagnostico

microbiolégico de pacientes con infeccién pulmonar crénica®l.

Armstrong compara los aislamientos obtenidos mediante BAL con los obtenidos de
muestras orofaringeos en pacientes menores de 3 meses. Concluye que las muestras
de vias altas tienen una gran sensibilidad para detectar infeccion de vias respiratorias
bajas (100%) y un elevado VPN 99% del cultivo de via aérea superior para descartar
infecciéon en la via aérea inferior, son menores su VPP (35%) y su especificidad

(809%)50.

Rosenfeld*® compara también, cultivos microbioldgicos de muestras orofaringeas y de
BAL en pacientes menores de 5 afios. Sus resultados son similares a los descritos
previamente mostrando una elevada especificidad respecto a P. aeruginosa (95%), S.
aureus y H. influenzae, y menor sensibilidad, del 44%, obteniendo unos valores de
VPN 95% y VPP del 44%. Resultados concordantes con los datos previos publicados

por Ramsey>2.

Estudios mas recientes como los de Mainz o Bonestroo alertan del posible papel de la

via aérea superior como reservorio de P. aeruginosa y S. aureus en pacientes de todas
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las edades, pero especialmente en el adulto. Observan que la infeccién de orofaringe

parece preceder a la de via aérea inferior 5354,

Por tanto, la obtencion de una muestra orofaringea es una opcion util, accesible y no
invasiva. El cultivo obtenido de una muestra orofaringea es un técnica con una alta
sensibilidad, aunque con menor especificidad. Los resultados publicados dan a estas
muestras un buen valor predictivo positivo, otorgando un valor clinico a los
microorganismos aislados. Estas caracteristicas permiten su uso para decidir el
tratamiento de la infeccion en los pacientes afectos de FQ, especialmente los
asintomaticos, diagnosticados por cribado neonatal.

Por todos los motivos previamente argumentados, decidimos el uso de la técnica de
aspirado orofaringeo para la obtencién de muestras para cultivo microbiologico en

nuestra cohorte.
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1.2.2 Microbiologia de la via aérea respiratoria de los pacientes FQ

1.2.2.1 Flora bacteriana en los pacientes FQ. Orofaringe y via aérea inferior

Las especies bacterianas asociadas con mas frecuencia a infecciones de la via aérea en
los pacientesFQ incluyen patégenos comunes como Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae y otros patdgenos oportunistas, el mas relevante de los cuales
es Pseudomonas aeruginosa. Otros microorganismos oportunistas son nosocomiales
como Stenotrophomona maltophilia o se asocian ocasionalmente a patologia en
humanos, a excepcion de los pacientes afectos de FQ como Burkholderia cepacia

complex entre otros.

Los microorganismos aislados mas prevalentes en la via aérea de los pacientes FQ, sin
diferenciar por edades son: P. aeruginosa, la mas prevalente, seguida de S. aureus y

en tercer lugar H. Influenzae 5555,

Oliver>® describe también que se aislan enterobacterias en la via aérea de los
pacientes FQ, con mayor frecuencia en menores de 5 afios, aunque no lo asocian a
enfermedad grave. Este autor halla de mayor a menor frecuencia de aislamientos:
Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. y Proteus

Los estudios de prevalencia publicados muestran que P. aeruginosa y S. aureus son los
microorganismos mas comunes en la via aérea de los pacientes FQ.

Ferrer>> en un estudio retrospectivo de 8 afios de seguimiento describe la
microbiologia de pacientes FQ del Hospital de la Vall d’'Hebron de Barcelona,
diagnosticados antes del inicio del cribado neonatal. Sus pacientes tenian
aislamientos positivos a P. aeruginosa (61,1%); S. aureus (65,5%); H. influenzae
(64,6%). El 52,2% de los pacientes incluido en el CFF Patient Registry en 2008 han
tenido aislamientos de P. aeruginosa. Parece que la prevalencia de aislamiento de este
microorganismo en el CFF Patient Registry® tiende a descender en los ultimos afios,
aunque existen algunos datos contradictorios 7.

S. aureus fue el primer microorganismo asociado a infeccién pulmonar crénica en

pacientes con FQ. Este germen es, con frecuencia, el primer microorganismo aislado
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en la via aérea de los pacientes FQ>8. Se ha descrito, también, que hasta en el 70% de
los pacientes pueden coexistir diferentes patégenos. En mas del 50%>¢ se aislan

simultdneamente S. aureus y P. aeruginosa.

S. aureus y P. aeruginosa son los microorganismos mas relevantes en la progresion de
la enfermedad pulmonar y ademas colonizan precozmente la via respiratoria.

Muchos estudios publicados muestran la relacion entre el aislamiento de P.
aeruginosa o S. aureus en la orofaringe de nifios FQ en el momento del diagndstico y la
enfermedad pulmonar mas grave. La colonizacidn crénica por P. aeruginosa marca un
punto de inflexién en la evolucién de la enfermedad. Tiene implicaciones en el
empeoramiento de la funciéon pulmonar y el prondstico de vida. El deterioro de la
funcion pulmonar no es brusca ni inmediata a la colonizacién por estos
microorganismos, sino progresiva en los siguientes 2 6 3 afios 5% 0.

Inicialmente la colonizacion es intermitente, pero posteriormente se cronifica, con
frecuencia por cepas mucoides. La erradicacion de la colonizacién cronica por P.
aeruginosa mucoide es practicamente imposible. Por este motivo es basica la

deteccidn precoz de la infeccidn y su erradicacion en la primocolonizacion*4.

1.2.2.2 Cronologia en la aparicion de microorganismos en la via aérea de los

pacientes afectos de FQ

El analisis y el patron temporal de la colonizaciéon en los pacientes con FQ ha
permitido definir el concepto de cronologia de la infeccion, por el que los pacientes
sufrian infecciones en una secuencia mas o menos establecida en funcion de la edad.

El desarrollo de programas de cribado neonatal para el diagnéstico de la FQ, permite
el estudio precoz, aun en fase asintomatica, de la colonizacién de la via aérea los

primeros meses o semanas de vida, desde el diagnostico.

La colonizacion de la via respiratoria en pacientes afectos de FQ se produce
precozmente. Clasicamente se describe como caracteristica la colonizacién por H.
influenzae y/o S. aureus en los pacientes de menor edad (menores de 2-5 afios) y por

P. aeruginosa, posteriormente en el nifio de mayor edad y el adulto. La prevalencia de
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colonizacién por P. aeruginosa varia con la edad entre 25% en menores de 5 afios a
un 80% en mayores de 25 afios de edad>.

S. aureus, comunmente aislado en la via aérea superior, es el patégeno predominante
los primeros afios de vida alcanzado prevalencias superiores al 50% a los 10 afios de
edad. En 2008 se aislo S. aureus en el 50% de todos los pacientes incluidos en el la
CFFp Registry y hasta en el 60% de los nifios FQ de 6-17 afios®. (Figura 12). El analisis
de la CFFp Registry refiere un aumento de prevalencia desde 1995 (35%).

Otro estudio®® con poblacidn espafiola describe que el 80% de sus pacientes mayores

de 18 afios estan colonizados por P. aeruginosa.

R
- Fil

Any Staph 65.3%

Figura 12. Cronologia de la infeccién de la via respiratoria en pacientes FQ5. Cystic Fibrosis
Foundation patient Registry pR 2008

Numerosos estudios han mostrado colonizacion por P. aeruginosa y S. aureus en fases

iniciales de la enfermedad, incluso durante el primer afio de vida*34849.50,58,

Armstrong >0 estudia pacientes FQ menores de 3 meses y observa crecimiento de S.
aureus y H. influenzae en las muestras de lavado broncoalveolar (BAL) y frotis
orofaringeo (FF). Otro trabajo interesante porque estudia pacientes diagnosticados
por cribado neonatal mediante FF 9, halla un predominio de S. aureus en menores de

2 afnos y de H. influenza y de P. aeruginosa en los pacientes mayores de 2 afios. El
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aislamiento de cepas mucoides de P. aeruginosa se ha descrito en pacientes mayores,

a partir de los 10 afios ©1.

Carlson 48, en 75 muestras de FF de pacientes FQ menores de 1 afio, aisla S. aureus
(28%), seguidos de E. cloacae (18,7%), P. aeruginosa (14%). Los aislamientos de P.
aeruginosa son en pacientes entre 9 y 12 meses.

Armstrong 62 estudia pacientes FQ menores de 3 afios, mediante BAL y FF, y observa
que al aumentar la edad disminuye la prevalencia de S. aureus y aumenta la de P.
aeruginosa. Burns*? en un estudio longitudinal, obtiene aislamientos de P. aeruginosa
en el 72,5% de una muestra de pacientes de 1 a 3 afios. En un 45% de los pacientes el
cultivo es positivo en la muestras obtenidas por BAL y FF. En el 27% restante se aislo
solo P. aeruginosa en las muestras obtenida por FF. Nixon®3 estudia también menores
de 3 afios mediante BAL y ademas de P. aeruginosa obtiene aislamientos de S. aureus,

H. influenzae, Moraxella catarrhalis.

Rosenfeld*® observa crecimiento de P. aeruginosa o S. aureus o H. influenzae en el 52%
de 141 pacientes con FQ menores de 5 afios, los 6 primeros meses de vida S. aureus
fue el patdgeno aislado mas frecuente y a los 30 meses se igualan las frecuencias de
aislamiento de P. aeruginosa y S. aureus. Este grupo observa un pico de aislamientos
de H. influenzae entre los 7 y los 18 meses de edad y un aumento en la prevalencia de

P. aeruginosa con la edad.

Bonestroo®* detecta colonizacién crénica por P. aeruginosa en el 40% de un grupo de
pacientes FQ de 3 a 19 afos. Al igual que los estudios referidos previamente el
microorganismos mas frecuente en esta franja de edad es también S. aureus (50,3%) y

observa mayor numero de aislamientos de P. aeruginosa en relacién a la edad.

Un estudiocon poblacién espafiola 3¢, realiza un seguimiento de 81 pacientes durante
5 afios, y describen una mayor incidencia de S. aureus (>80%) en los menores de 10
afios y P. aeruginosa (>60%) por encima de esta edad. Datos similares a los

publicados en el Registro estadounidense de FQ.
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1.2.2.3 Aislamientos fingicos en pacientes FQ

En los cultivos de muestras de via respiratoria de pacientes FQ se han aislado una
variedad de hongos filamentosos y levaduriformes.

El aislamiento de Cdndida spp., especialmente de Candida albicans, es muy frecuente.
Carlson 8 aisla Cdndida spp. en el 28% en la via aérea superior de una poblaciéon de
paciente FQ menores de un afio. Valenza®! aisla C. albicans en el 78% en un grupo de
60 pacientes FQ de 6 a 41 afios, durante un afio de seguimiento. La elevada
prevalencia de C. albicans en la piel y la orofaringe no permite esclarecer su
significado clinico®7.

El hongo filamentoso mas relevante en la FQ es Aspergillus fumigatus. Las referencias
a su prevalencia varian entre 6-60% en funcion de la edad, el medio de cultivo y los
periodos de observacidn®’.

En los estudios estratificados por edad se observa que la prevalencia de aislamientos
de A. fumigatus es infrecuente en la edad pediatrica y aumenta con la edad. Los
estudios publicados muestran que puede hallarse A. fumigatus desde los 6 afios®!

aunque el primer aislamiento suele suceder entre los 12 y 14 afios de edad®*.
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1.2.3 Flora bacteriana de la via aérea superior de los sujetos NOFQ

Conocer la flora bacteriana orofaringea de la poblacién pediatrica sana desde el punto
de vista respiratorio es imprescindible para poder diferenciar los microorganismos
causantes de infeccion respiratoria.

Muchos de los trabajos que estudian la flora saprofita de las cavidades orales o via
respiratoria alta en pacientes pediatricos no afectos de FQ estan realizados mediante
frotis faringeo, y son publicaciones de los afios 70 y 80. La mayoria de los estudios en
edad pediatrica hacen referencia a poblaciones especificas como neonatos sanos,
ingresados en cuidados intensivos neonatales, lactantes menores de 6 meses en
relacion a pacientes fallecidos por sindrome de muerte subita o en pacientes de
mayor edad, pero en época epidémica con el objetivo de elucidar los gérmenes
causales. Ademas, muchos de ellos no se usan medios de cultivo para

enterobacterias®566.67,

Baltimore®® publica un trabajo en el que estudian la flora orofaringea de nifios sanos
utilizando medios de cultivo para BGN, desde el nacimiento hasta los 6 meses de
edad. Describen que el 85% de las muestras de los lactantes menores de 6 meses son
positivos a bacilos gramnegativos, especialmente Klebsiella spp, Escherichia coli y E.

cloacae

Estudios mas recientes, también en poblacidon pediatrica, estudian flora orofaringea
de recién nacidos de bajo peso®® donde también aislan P. aeruginosa, o prematuros
menores de 10 dias de vida®s. Avital estudia mediante BAL y AOF muestras de
pacientes FQ y pacientes con otras patologias respiratorias NOFQ, aisla H. influenzae

en BAL(17/21) y AOF (15/19) de pacientes con neumonias recurrentes>..

Hjuler’? estudia colonizacidn bacteriana de laringe y traquea en 50 nifios sanos de 3
meses a 13 afios que precisan intubacion para una cirugia menor. En el grupo de edad
menores de 3 afios obtienen un 80% de H. influenzae, aproximadamente un 40% de S.
pneumoniae 'y otro 30% de M. catarrhalis del total de aislamientos. En laringe obtiene

también aislamientos de S. aureus y S. pyogenes.
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En el contexto del “Copenhagen Prospective Study on Asthma in childhood”’?
obtienen muestras de aspirado orofaringeo de nifios al mes y a los 12 meses de vida.
Describen que los lactantes sanos al mes de vida presentan colonizacién por S. aureus
del 61%; por H. influenzae, M. catarrhalis y S. pneumoniae del 8-9%. A los 12 meses de

vida destaca la colonizacion por S. aureus del 13%.

Existen algunas referencias en la literatura de estudios microbioldgicos en nifios
NOFQ realizados en el curso de estudios de infeccion e inflamacion en pacientes FQ.
Armstrong®® estudia en este contexto cinco pacientes con estridor congénito de
edades entre 2 y 33 meses, recoge muestras faringeas y s6lo observa crecimiento de
S. aureus y H. influenzae. Ninguno de estos estudios realiza cultivos especificos para
gramnegativos como E. coli, K. pneumoniae o P. aeruginosa y los objetivos, las técnicas
de recogida de muestra y los resultados son muy variados.

Destaca por su singularidad, un estudio de los afios 70 que tiene por objetivo
describir especificamente el aislamiento de E. coli en la via respiratoria alta de nifios
desde el nacimiento hasta los 2 afios de vida. Este autor refiere que el aislamiento de
este microorganismo en las secreciones respiratorias tiene un pico a las 3 semanas de

vida y disminuye hasta el 13% o menos en el segundo afio de vida’2.

Carlson*® publica un trabajo reciente en el que estudia la microbiologia orofaringea
en sujetos NOFQ menores de un afio usando medios de cultivo especificos y observa
crecimiento de S. aureus (27%), E. coli, E. cloacae, H. influenzae, M. catharralis y aisla
P. aeruginosa no mucoide en tres sujetos NOFQ. Observa crecimiento de gérmenes
clasicamente asociados a FQ en sujetos NO FQ.

En estudios de poblacion adulta se han evidenciado también, diferencias en la flora en

funcion del area geografica®’.

Los trabajos publicados a cerca de la flora bacteriana comensal en nifios sanos estan
orientados, en su mayoria, a neonatos y detectan un reducido nimero de especies
bacterianas. Para poder interpretar los cultivos positivos de la orofaringe y realizar
un seguimiento microbioldgico del paciente asintomatico afecto de FQ, es necesario

conocer la flora orofaringea de los nifios no afectos de FQ de nuestra area geografica.
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1.3 Medidas de la evolucion clinica en los pacientes afectos de FQ

1.3.1 Funcion pulmonar. Espirometria forzada

La medida de la funciéon pulmonar tiene un papel fundamental en el seguimiento del
paciente FQ. Permite evaluar la extension y progresion de la enfermedad y la
respuesta a diferentes intervenciones terapéuticas. La espirometria forzada es una
técnica barata y reproducible. Muestra mayor sensibilidad que la radiologia simple, la
anamnesis o la exploracidn fisica para detectar precozmente la enfermedad pulmonar
y mostrar deterioros bruscos. Se sabe que el FEV; desciende mas rapidamente en los
pacientes que adquieren fenotipos mucoides de P. aeruginosa o B. cepacia. También
es un parametro decisivo en la derivacidon del paciente afecto de FQ a un centro de
referencia de trasplante pulmonar. Por su utilidad es una prueba de rutina en la

practica clinica diaria’3.

Los parametros funcionales se expresan como porcentaje del valor, en litros, predicho
para la talla frente a una poblacion de referencia. Algunos autores refieren que los
mesoflujos son mas sensibles en detectar dafio pulmonar’4, pero tienen mas
variabilidad interindividual y con los demas sujetos que el flujo espiratorio forzado en
el primer segundo (FEV1). La espirometria forzada se complica en el nifio de menor
edad por la falta de colaboracion. Hay pocos trabajos que hayan estudiado
espirometrias en el paciente preescolar afecto de FQ. Marostica’> muestra una
disminucidn significativa de las variables, si existe colonizacion por P. aeruginosa en
pacientes de 3 a 6 afios de edad. Vilozni’4 publica un estudio en el que se realiza
espirometria a pacientes FQ de 2,5 a 9 afios y demuestra disminucion de todos los
parametros comparados con poblacién sana. En nuestro laboratorio de funcién
respiratoria, con personal experto, iniciamos espirometria de rutina a partir de los 3 6

4 afios de edad, incluso antes si el nifio es colaborador.
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1.3.2 Tomografia computarizada helicoidal de alta resolucion (TCAR)

La tomografia computarizada de alta resoluciéon se ha mostrado util para evaluar
detalladamente los pulmones en FQ. Actualmente es la técnica mas utilizada para
diagndstico de la enfermedad inicial, mientras que la radiologia simple de tdérax es
mas util cuando la enfermedad ya esta establecida

Sly publica en 2009 un trabajo en el que realiza TCAR a 55 lactantes de
diagnosticados por cribado neonatal (mediana de 3,6 meses). E1 80% de los pacientes
mostrd lesion estructural en el TC y en su mayoria estaban asintomaticos en el
momento de su realizacidn.

Existen distintos sistemas de puntuaciéon como Bhalla (1991), Nathanson(1991) o
Taccone(1992). Recientemente algunos autores han propuesto sistemas mas simples
de puntuacion del TCAR7677. Estos evaliian sélo tres parametros: grado de gravedad
de bronquiectasias, engrosamiento de la pared bronquial y atrapamiento aéreo.
Oikonomou evalta la visualizacion de condensacidn o atelectasias. En nuestro estudio

hemos usado la puntuacidn de Sly.
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2 Justificacion

La fisiopatologia pulmonar de la FQ se basa en la inflamacién y la infeccion
endobronquial. La colonizacién bacteriana del pulmén es muy importante en la
progresion y el prondstico de la enfermedad.

La aplicacion de los programas de cribado neonatal son un gran avance, permite el
diagnostico en fases aiin asintomaticas de la enfermedad y su derivacion a centros de
referencia en los primeros meses de vida. Estos programas ofrecen la oportunidad
unica de conocer la cronologia de la colonizacion de la via aérea de estos pacientes. La
técnica de aspirado orofaringeo (AOF), no invasiva y poco agresiva nos ha permitido
obtener muestras seriadas y frecuentes de estos pacientes para cultivo
microbiolégico de la via respiratoria superior.

Para poder interpretar los cultivos positivos de la orofaringe, realizar un seguimiento
microbiologico y evitar iatrogenia se hace necesario conocer la flora orofaringea de

los nifios afectos y de los no afectos de FQ.

Hasta el momento actual no existen publicaciones que estudien mensualmente la
colonizacion bacteriana de la via aérea superior de pacientes con FQ de 0 a 4 afios. La
mayoria de estudios en poblacion afecta de FQ estan realizados con BAL, algunos
incluyen un grupo control de poblacion sana en los que se estudian parametros de
inflamacion y no se estudia la microbiologia. Los autores que estudian la
microbiologia de la via aérea superior lo hacen con frotis orofaringeo y/o esputo
espontaneo. Los trabajos publicados a cerca de la flora orofaringea en poblacion
NOFQ son escasos y variados en grupos de edad, la mayoria estan realizados en
unidades neonatales, las muestras se recogen con distintas técnicas y los medios de
cultivo utilizados son distintos de los habituales para muestras de pacientes afectos
de FQ. Sélo un estudio reciente*® compara flora orofaringea de pacientes afectos de
FQ (cultivos trimestrales) y nifios NOFQ de 0 a 12 meses de edad (transversal),
mediante frotis orofaringeo. Aprovechando la ventaja que nos da el diagnodstico por
cribado neonatal, hemos realizado el seguimiento microbiolégico prospectivo de
pacientes FQ (muestras seriadas mensuales) y nifios NOFQ de 0 a 4 afios de edad
(transversal). La técnica de recogida de muestras, su proceso y la interpretacion de

los resultados microbioldgicos son realizados de modo idéntico en ambos grupos.
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El estudio longitudinal en una cohorte de pacientes, diagnosticados por cribado
neonatal nos permitird determinar la cronologia de los microorganismos en la via
aérea superior de los pacientes afectos de FQ. Los datos de la colonizacion de la via
aérea de sujetos NOFQ y de la cronologia del paciente FQ nos parece imprescindible
para interpretar el significado de los cultivos orofaringeos de los pacientes y evitar su

sobretratamiento.
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3 Hipotesis de trabajo y objetivos

Hipotesis de trabajo

La colonizacion bacteriana de la via respiratoria alta se produce precozmente.
La colonizacién bacteriana en los nifios diagnosticados de FQ mediante cribado
neonatal es cuantitativamente y cualitativamente diferente a la de los nifios no

afectos de FQ

Objetivos

Objetivos principales

1. Conocer los microorganismos que colonizan la via aérea de los nifios con FQ y
NOFQ de 0-4 anos

2. Conocer la cronologia de la colonizacion bacteriana de la via aérea en pacientes
FQ de 0 a 4 afios.

3. Comparar con una poblacién sujetos NOFQ de las mismas edades.

Objetivo secundario

Evaluar afectacion de la funcién pulmonar y la Tomografia computarizada de

pulmonar de los nifios FQ con colonizacion bacteriana persistente por Pseudomonas

aeruginosa o Staphylococcus aureus
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4 Metodologia

4.1 Diseno del estudio

Estudio descriptivo y observacional de pacientes afectos de FQ (pacientes FQ)
comparado con sujetos no afectos de FQ (sujetos NOFQ). En los pacientes FQ se hizo
un estudio prospectivo longitudinal. En la poblacién de sujetos NOFQ se realizé un
estudio prospectivo transversal. Se escogieron sujetos NOFQ de los mismos grupos de
edad que los pacientes FQ. No se ha realizado un estudio longitudinal de la poblacién
sana por razones éticas, por lo que hemos obtenido s6lo una muestra para cultivo de

cada paciente del grupo control.

4.2 Lugar donde se realiza (ambito geografico)

El estudio se ha realizado en la Unidad de
Fibrosis Quistica del Servicio de Pediatria del
Hospital de Sabadell, Corporacié Sanitaria
Parc Tauli, Barcelona. La citada unidad es uno
de los tres centros de referencia para cribado
neonatal y seguimiento de los pacientes de

FQ en Cataluia, desde el afio 1999.

Figura 13. Ambito geografico

Nuestra Unidad de FQ abarca la poblacion de la “Regi6 Sanitaria Catalunya central”:
L’Anoia, Bages, Bergueda, Osona y Solsonés, el Vallés Oriental y el Vallés Occidental.
Cubre una poblacion aproximada de 1.782.000 de habitantes y 22.118 nacimientos
por afio, datos de Idescat (2009).

4.3 Duracion del estudio. Cronograma.

En el grupo de pacientes afectos de FQ se incluyeron todos los pacientes nacidos
desde octubre de 1999 (fecha de inicio del programa de cribado neonatal en

Catalufia) hasta febrero de 2005. Se recogieron datos microbiologicos, de todos ellos,
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desde su diagnostico y durante los primeros cuatro afios de vida, hasta febrero de
2009. Los datos de la tomografia computarizada de alta resolucién (TCAR) y funcién
pulmonar se obtuvieron hasta febrero de 2010.(Figura 14)

En el grupo control de pacientes no afectos de FQ se incluyeron pacientes entre

octubre de 2005 y mayo de 2007. (Figura 14)

Seguimiento durante 4 afos del paciente FQ

———————————————
1 1 1

Inclusion Obtencion de muestras seriadas Realizacion de

de pacientes FQ mediante AOF TC toracico

Cultivos microbioldgicos Espirometria
septiembre 1999 forzada

a septiembre 1999 :
febrero 2005 a septiembre 2005
febrero 2009 a
febrero 2010

Inclusion de pacientes del grupo control: sujetos NOFQ
Obtencion y proceso de muestras de AOF para cultivo microbiologico
Una muestra por paciente

octubre 2005 a mayo 2007

Figura 14. Cronograma del estudio
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4.4 Poblacion en estudio. Criterios de inclusion y exclusion

4.4.1 Pacientes FQ

Criterios de inclusion:

Pacientes diagnosticados de FQ mediante el programa de cribado neonatal y seguidos
periddicamente durante los primeros 4 afios de vida, en la unidad de FQ del Hospital
de Sabadell.

Criterio de exclusion:

La presencia de otra patologia cronica concomitante no secundaria a la patologia de

base en estudio.

4.4.2 Sujetos NOFQ

Criterios de inclusion:

Nifios, menores de 48 meses de vida, sin patologia respiratoria e ingresados en el
Hospital de Sabadell para la realizacion de una intervencién quirurgica programada
que requiera ventilacion asistida.

Firma del Consentimiento informado por un tutor legal.

Criterios de exclusion:

Existencia de wuna patologia cronica concomitante, patologia respiratoria
intercurrente o la administracién de antibioterapia en los 7 dias previos a la

intervencion quirurgica.

Rechazo de los tutores legales a participar o firmar en consentimiento informado.
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4.5 Procedimientos

4.5.1 Inclusion de pacientes FQ y sujetos NOFQ

Los pacientes FQ son derivados a través del Programa de cribado neonatal del “Servei
Catala de la Salut”#>. Se procede segun las indicaciones del protocolo del citado

programa.

Los sujetos NOFQ se reclutan en hospitalizaciéon de cirugia o en la visita previa a la
intervencion quirurgica. El dia de la intervencion se realiza una anamnesis y
exploracion fisica con el objetivo de evaluar los criterios de inclusion y exclusion,

previa firma del consentimiento informado.

4.5.2 Obtencion de las muestras para cultivo microbiolégico

Las muestras para cultivo microbiolégico de los pacientes FQ se recogeran
mensualmente en fase estable y si tiene sintomas de reagudizacion respiratoria,
siempre durante la sesion de fisioterapia respiratoria.

Las muestras de los sujetos NOFQ se obtienen en quirdéfano, durante la inducciéon

anestésica, antes de la intubacién traqueal o la colocacién de una mascarilla laringea.

En ambos grupos las muestras se obtendran mediante la técnica de aspirado
orofaringeo (AOF)>L Las muestras se recogen por aspiracion orofaringea con sondas
de aspiraciéon de 10-12 French (de 10F en el primer afio de vida). La muestra se envia
al laboratorio de microbiologia dentro de la sonda de aspiracién, recortando la parte

mas distal porque ha estado en contacto directo con la mucosa faringea.

4.5.3 Proceso de la muestra y lectura del cultivo microbioldgico

Todas las muestras obtenidas por AOF, de casos y controles, al llegar al laboratorio se
introducen en una solucion de tioglicolato durante 24 horas y posteriormente se
resiembran en placas de agar-sangre, agar-chocolate, agar McConkey y agar-sangre

con colistina y acido nalidixico. Se han recogido datos de los resultados positivos a
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bacterias y hongos. No se han realizado analisis de virus. Se procede a la lectura de los

cultivos a las 24 y a las 48 horas.

4.5.4 Valoracion de la evaluacion clinica en los pacientes FQ

4.5.4.1 Medida de la funcién pulmonar

Se realiza espirometria forzada conforme a los criterios de la American Thoracic
Society (ATS) y European Respiratory Society (ERS)78.

La espirometria se ha realizado en los pacientes afectos de FQ por personal experto.
Escogemos la primera espirometria correcta realizada a partir de los 4 afios de edad.
Los valores de referencia utilizados son valores de FEV1 tabulados por Polgar.

Se ha usado un espirdmetro computerizado DATOSPIR 600 de Sibelmed.

Neumotacografo tipo Fleish y software W20 Sibelmed incentivada.

4.5.4.2 Tomografia computarizada toracica

Realizacion de tomografia computarizada toracica mediante la técnica de TC
helicoidal de alta resoluciéon (TCAR).

Se evaluaran datos de las exploraciones realizadas de rutina entre los 4 y 6 afios de
edad. La tomografia computarizada de alta resolucion se ha realizado con un aparato

“Sensation 16 Siemens Erlagen, Germany”.

Descripcion de la puntuacion utilizada en TCAR

Para estudiar el grado de afectacion pulmonar nos hemos basado en el trabajo de Sly
77 encaminado a evaluar la afectacion pulmonar de los pacientes diagnosticados
también por cribado neonatal. Dividen el pulmo6n en 6 zonas (superior, inferior y
media; derecha, izquierda) correspondientes a cada imagen axial obtenida en la
TCAR. Se han recogido datos de la presencia de dilatacion bronquial, pared bronquial
engrosada, atrapamiento aéreo. Se evaliia como la presencia o no de alteracion (0;1) y
se cuantifico la extensiéon de la afectacion <50%=1; >50%= 2. Combinamos la

presencia o no de afectacion (0,1) de cada zona con la extension (1,2) para obtener
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valores de 0 a 12 para dilatacion bronquial, pared bronquial engrosada y

atrapamiento aéreo respectivamente.

4.6 Variables del estudio

Cultivo cursado: Muestra obtenida mediante AOF y procesada segun el protocolo
Resultado del cultivo:
Cultivo negativo: Criterio microbioldgico de flora normal o crecimiento de
tres o mas microorganismos que pertenezcan a especies consideradas
habitualmente como saproéfitas del tracto respiratorio sin observarse
predominio de ninguna de ellas.

Cultivo positivo: Crecimiento de 10 o mas colonias de especies consideradas
como patdgenos primarios o que podrian comportarse como patégenos.
Aislamiento: En un cultivo positivo, tipo de microorganismo aislado (bacteriano o

fangico).

Colonizacion bacteriana: Aislamiento de un microorganismo potencialmente
patdgeno.

Colonizacion bacteriana persistente: Aislamiento de un mismo microorganismo en
3 6 mas muestras en un periodo de 6 meses.

Puntuaciéon TC toracico de alta resolucion: Puntuacién 0-12 (datos de la presencia
de dilatacion bronquial, pared bronquial engrosada, atrapamiento aéreo).

Volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV:). Expresado en

porcentaje. Calculo del porcentaje en funcién del valor de referencia de Polgar?°.

4.7 Calculo de la muestra

El grupo de pacientes afectos de FQ fueron todos los pacientes de nuestra area de
referencia que cumplian criterios de inclusidon en el periodo establecido .

En el contexto de un estudio exploratorio, en el que no se ha establecido un contraste
de hipotesis previo a la recogida de datos, no procede calculo del tamafio muestral. De
modo arbitrario se incluyen 5 sujetos NO FQ por cada paciente afecto de FQ,

distribuidos en los mismos grupos de edad.
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Pensamos que el tamafio del grupo control es suficiente para poder realizar, por
primera vez de forma precisa, estimaciones de los pardmetros poblacionales

descritos en los objetivos.

4.8 Analisis estadistico

Las variables cualitativas se describen mediante tablas de frecuencias absolutas
(nimero de casos) y relativas (porcentajes). Las variables cuantitativas se han
descrito mediante media aritmética, desviacion tipo, mediana, maximo y minimo y
percentiles 25y 75.

La diferencia de porcentajes entre los diferentes grupos pacientes FQ/ sujetos NOFQ
y las diferentes edades se han contrastado mediante la prueba de Chi cuadrado. Se ha
estimado la diferencia entre porcentajes con un intervalo de confianza del 95%.

No se han comparado los distintos grupos de edad entre ellos para evitar las
comparaciones multiples en el grupo de pacientes FQ.

Para comparar los resultados de las variables respuesta FEV1 y Puntuacion TCAR,
entre los grupos colonizados o no por P. aeruginosa y colonizados o no por S. aureus
se ha usado el test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Se ha fijado el valor de la significacion estadistica en p < 0.05.

Los datos han sido analizados con los paquetes estadisticos SPSS para Windows

version 18 y R version 2.11.1 (CRAN).
4.9 Aspectos Eticos

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacién Clinica de la

Corporacié Sanitaria Parc Tauli el 22 de Abril de 2003
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5 Resultados

5.1 Poblacion en estudio

5.1.1 Caracteristicas de los pacientes afectos de FQ

Desde la implantacion del programa de cribado neonatal en octubre de 1999 hasta
febrero de 2005 se derivaron a la Unidad de FQ del Hospital de Sabadell, 486
neonatos con cribado positivo para FQ. Se detectaron dos mutaciones CFTR en 21
(4,32%), una mutacién en 31 (6,37%) y ninguna mutacién en 437 (89,9%) neonatos.
Tres pacientes (3/21), en los que se detectaron dos mutaciones del gen CFTR, no
cumplen criterios diagndsticos de FQ. Todos los pacientes en los que se detectaron 2
mutaciones se siguieron en consultas externas.

Se incluyeron en el estudio los 18 pacientes (3,7%;18/486) diagnosticados de FQ
mediante el programa de cribado neonatal, entre octubre de 1999 y febrero del 2005
(figura 1). El 76% (13/18) de los pacientes afectos de FQ son nifios y el 24% (5/18)
nifias. Todos los pacientes diagnosticados en este periodo son caucasicos. La media de
edad al diagnostico son 2 meses. Los 18 pacientes FQ han sido visitados
periddicamente en la unidad de FQ del Hospital de Sabadell desde su diagndstico y
durante un minimo de 4 afios. Se han excluido todos aquellos en los que el

diagnostico o el seguimiento inicial se realizaron en otro centro de referencia.

Datos del cribado neonatal de los pacientes diagnosticados de FQ.

El valor de la primera determinacidn de tripsina inmuno reactiva fue entre 114ng/ml
y 775ng/ml (mediana de 305 ng/ml) y de la segunda determinacién entre 102 ng/ml
y 469 ng/ml (mediana de 218 ng/ml). El valor cualitativo de la prueba del sudor
(Macroduct) fue entre 64 y 130 nmol/l (mediana de 111 nmol/l). La concentracion
del ion cloruro en sudor fue entre 40 y 114 mmol/l (mediana de 90 ng/ml), s6lo un
paciente presenta cloro en sudor de 40 mmol/l. Los 3 pacientes en los que se hallaron
2 mutaciones y se excluyeron del estudio presentan concentraciones de cloro en el

sudor inferiores a 30 mmol/l. (Figura 15)
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Inclusion Genotipo Insuficiencia Pancreética | Ileo meconial
1 F508del | G542X Si Si
2 F508del | R347H Si No
3 1507del |1677delTA Si Si
4 F508del | N1303K Si No
5 F508del | E92K No No
6 F508del | F508del Si Si
7 F508del | F508del Si Si
8 F508del | 296+3insT Si No
9 F508del | R347P Si No
10 N1303K | R334W No No
11 N1303K | L206W No No
12 F508del | F508del Si No
13 F508del | E92K Si No
14 F508del | F508del Si No
15 F508del | F508del Si No
16 G542X | L206W No No
17 F508del | G85V Si No
18 F508del | N1303K Si No

Tabla 3. Genotipo y caracteristicas clinicas

5.1.2 Caracteristicas de los sujetos NOFQ

Obtuvimos muestras de aspirado orofaringeo (AOF) de 104 sujetos NOFQ que
acudieron a cirugia programada. Las edades estaban comprendidas entre 2 y 47
meses (media de 25,3 meses) y el 78,8% fueron varones. Todos los nifios incluidos en
el grupo de no afectos de FQ habian sido estudiados en el programa de cribado
neonatal de la Generalitat de Catalunya. En el momento de la cirugia, ninguno de ellos
habia recibido antibioterapia en la semana previa a la intervencion ni presentaban
clinica de patologia respiratoria aguda ni crénica, valorado mediante anamnesis y

exploracion fisica.

Procedimientos quirargicos realizados en los sujetos NOFQ

En alguno de los nifios se realiz6 mas de un procedimiento en el mismo acto

quirurgico. La cirugia programada que se realizd en los nifios del grupo control son

por orden de frecuencia: herniorrafia, cirugia urogenital, exéresis de quiste, exéresis
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de apéndice auricular, cierre de fistula, tenotomia y otros procedimientos variados.
(Tabla 4). En total se realizaron 104 intervenciones y 107 procedimientos

quirurgicos.

Procedimiento quirurgico N=107
Herniorrafia 47 (43,9%)
Cirugia Urogenital 30 (28%)
Exéresis de quiste o apéndice 12 (11,1%)
Fistulas 3(2,8%)
Tenotomia 3 (2,8%)
Otros procedimientos 12 (11,1%)

Tabla 4. Procedimientos quirurgicos. Sujetos NOFQ
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18 pacientes FOQ
4 anos de seguimiento

B77 Mu:-stias de AOF
| 1
[ Cultivos positivos ] [ Cultivos negativos ]
379 (43.2%1 498 (56.8%1

[ Nomero de aislamientos ]
MN=d63

( Bactenanos J
438/463 (9,67
Fiungicos ]
23/463 (5.4
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68



EITER VNeMop(@ pPI@l T 1212 TR J a8 ) iyt 2wbo N o VAL B Tp VI EHo[fop B perdl T
Te: F¥nld t TNVEN LERTpvI¢cZHoR6Et p2d T T : 332d t TNVEN LERETpvI¢ZHol?

Cultivos cursados Cultivos positivos

Paciente  N?total /paciente N® paciente/aio (%)
1 70 17.5 45,70
Y4 62 15,5 37,00
3 55 13,75 58.10
4 45 11,25 17.70
5 32 H 59,30
] 52 13 34.60
7 56 14 42,80
8 47 11,75 46,80
] 53 13,25 60,30
10 55 13,75 36,30
11 33 8,25 30,30
12 43 10,75 46,50
13 33 8.25 21,20
14 42 10,5 69,00
15 50 12,5 50,00
16 36 9 36,10
17 59 14,75 27,10
18 54 13.5 53,70
Total 877 12,23 42,92

B N

I PIRGRT [P NAEIE Pra p ] T Nt zrbo Ntk oNdEb NIt zZrboNiLoNwvibo N2l T P poZ TEo N2
LEATpvINEEZ 2 TRI®bi o WIE
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Pacientes FQ Sujetos NOFQ
Cultivos cursados B77 104
Cultivo negativo 498 (56,7%) 72 (69.2%)
Cultivo positivo 379 (43.2%) 32 (30, 7)
Cultive con un aislamiento 32 28
Cultivo mixto
Cultivo con dos aislamientos 70 2
Cultivo con tres aislamientos 7 2

B EE g2 AR 3MEVEEVTVNAZEZNZ Tio NEEt zvbo NI p AL PR Tp vINZIE @ B al'vo NEE
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LETpvINARR 262217 rélVIp TpVIENs praflvbyIPRIEN? relVIp 2HZINTp 272
LoVETpvZHI? TREINAZA rTpvo NZRIPZIVTViZpo N2 fi3¢3) ) BEVIpVIERER( ¢: 1] yETpWIEmmNZ oN?
sVt LoN&Zd Elrgp @ p AN TpvIiNs prafZvbEINDL A $@L41 I tiy:fbd oEN[ETcLopTEpa
2R 12
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Diferencia de

FQ NOFQ porcentajes p-valor
N =877 N =104
IC ss%(diferencia)
Cultivos positivos 43,2% 30,76% 12,6% (2.4-22.4) 0.0195
Cultivos positivos a bacterias 40,3% 28,8% 11,5%(1,6-21,3) 0.03
Aislamientos bacterianos 49,9% 34,6% 15,3(5-25,5) 0,0043

Tabla 7. Diferencias entre los cultivos en pacientes FQ y sujetos NOFQ

5.2.2 Descripcion de los aislamientos bacterianos.

5.2.2.1 Descripcion de los aislamientos bacterianos en los pacientes FQ

Se aislaron bacterias en el 40,3% (354/877) de los cultivos cursados. El 94,6%

(438/463) de los aislamientos fueron bacterianos con predominio de gramnegativos

284 /438 (64,84%). Los gramnegativos aislados con mas frecuencia fueron de la

familia Enterobacteriaceae 256/877 (29,19%). Se hallo P. aeruginosa en el 3,53%

(31/877), no se aislaron cepas mucoides de P. aeruginosa en ninguna de las muestras.

El microorganismo aislado con mas frecuencia es grampositivo, S. aureus 151/877

(17,2%), seguido en orden de frecuencia por Klebsiella spp 78/877 (8,9%),
Enterobacter spp 65/877 (7,4%), E. coli 53/877 (6%), Pseudomonas spp 33/877
(3,76%), Serratia spp 28/877 (3,19%). También se aislan Citrobacter spp (11/877),

Morganella morganii morganii (3/877), S. maltophila (6/877) entre otros menos

frecuentes. Aislamos H. influenzae, s6lo en un paciente en el 42 afio de vida. (tabla 8)
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. . . Aislamientos bacterianos % respecto a los cultivos cursados
Microorganismo aislado

N=438 N=877
Gram positivos
Familia Staphylococcaceae 151 151 17,20
Staphylococcus aureus
Familia Streptococcaceae 3 0,30
Streptococcus spp
Streptococcus beta hemolitico grupoC 1
Streptococcus pyogenes 1
Streptococcus pneumoniae 1
Gram negativos
Familia Enterobacteriaceae
Enterobacter spp 65 7,40
Enterobacter cloacae 53
Enterobacter aerogenes 11
Enterobacter cancerogenus 1
Klebsiella spp 78 8,90
Klebsiella oxytoca 48
Klebsiella pneumoniae 28
Klebsiella ornhitolytica 2
Escherichia coli 53 53 6,00
Citrobacter spp 11 1,20
Citrobacter amolinaticus 1
Citrobacter koserii 8
Citrobacter freundii 2
Morganella morganii morganii 3 3 0,30
Serratia spp 28 3,10
Serratia marcescens 23 2,60
Serratia liquefaciens 5
Leclercia adenocarboxylata 1 1 0,10
Pantotea agglomerans 1 1 0,10
Familia Pseudomonadaceae
Pseudomonas spp 33 3,70
Pseudomonas aeruginosa 31
Pseudomonas fluorescens/putida 2
Familia Xantomonadaceae
Stenotrophomonas maltophila 6 6 0,6
Familia Moraxallaceae
Moraxella catharralis 1 0,1
Familia Pasteurallaceae
Haemophylus influenza beta lactamasa (-) 4 4 0,4

Tabla 8. Aislamientos bacterianos en los pacientes FQ
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Porcentaje respecto al total de
Nuamero aislamienlos cultivos cursados(®s)
Inclusion Cullivos cursados S, awrens P acruginosa 5. anrens P, acruginosa
1 70 1 3 22,85 .28
2 fi | 4 1,61 f.45
3 55 19 S 14 54 ]
F i5 0 2 (1] 4,44
5 32 10 ! 31,25 3,12
[ 52 = 3 15,38 5 Th
7 5 0 3 0 5,35
8 i7 5 1 10,63 2,12
9 53 18 0 13,96 0
10 55 15 ! 2727 1,51
11 i3 3 0 9,09 0
12 i3 14 0 32,55 0
13 a3 ] 1 1] 3.03
14 Z 15 1 35,71 2,38
15 50 H | R 2
16 36 5 1 13,88 2,77
17 59 ] 3 1] 5,08
18 54 18 | 3333 1.85
Total 877 151 31 | 1722 3,53
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Aislamientos bacternianos cursados
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d Voo Vs BpriNd oNFHNAZ oNI'p Eo NN dlvo N2 (2 IR ENT T Prgp FTp 2Nz t TNAVENZ TR
To NAL P Tp vINZIZ AL TVo o p @ Edo VAL VIbEZTp BHTp Bo N2l zrd o NEp 2o NAL PR Tp vING
pld EooVEbEMT Ted Voo Vs BprNd oNZbd oPRIEE 2 ERPRISEIRIFIZE R
(I @ 2R EISECRIERIE PRSESSERE IR Ep 2 20 N2
LR TpvINZ BETHoNZ TRIEENEE Td N2 TREE E25ER. B Td oNZENAZ oBvEd Ergp@owoNa
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7t arboNzIzt VNEI o Nzt aAlvoNZZI P PR EIOL 46 I 11 : yIE o ENTZo EINTVLEP R reTVIp 2HZINA
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t pol TEo N3 Moo Vs BprNd oNZINA oNApEid ZloN3 V& LoNEWZEZIAZ : yIFIZIVTLVINIpvEZiap 2l
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FO NOFQ Di fen'nria.\ de
N 877 N 104 porcentajes p-valor
IC 95%(diferencia)

Aislamientos positivos respecto al
total de cultivos cursados (%) 528 = AT —
Shaplylococcus aurens 17,2 12,5 4,7(2,64-12) 0,28
Enterobacter spp 7.4 5,7 1,7(3.7-6,9) 0,681
Klebsiella spp 8,89 577 3,12(2,27-8.52) 03727
Escherichia coli 6 3,84 2,16(2,35-6,75) 0,494
Psendomonas spp 3,76 2,88 0,88(3,11-4,87) 0,8614
Citrobacter spp 1,2 0,96 0,24(2-2,6) 1
Morganella morganii 0,34 0,%% 0,62(1,8-3) 0,9
Serratia spp 3,19 0,96 2,23{0,51-4,97) 0,335
Stenotrophomona maltophila 0,68 0,96 0,28(1,95-2,5) 1
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EITEEbd LEVENopxehZd Eirgptio N2L o VETp viZHTN? Tpw0 Voo Vs BprNd ol
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Figura 17. Porcentaje de microorganismos aislados en cada grupo en relacién al total de cultivos
realizado
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realizados.
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Numero de cultivos cursados
Pacientes FQ (18) | Sujetos NOFQ (104)
ler afio de vida 218 26
2? ano de vida 237 20
3er afo de vida 210 26
4° afio de vida 212 32
Total 877 104
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Porcentaje de cultivos positives respecto a la edad

FQ

NO FQ
Afios de edad

H< 3 meses
@1
nz
o3°
O4°

nZ4-a FRo VETpvEHT® TEEE zvrbo NZL o Nvrbo NAVIINL TZhvo PRAA 0 vEZAZ TR Zrbo Nzt VNE o NETp PP % Wt Lol T
T @ Im

oZINIVbEIZ t p 2] Tp @ 722 LVIbEETp PH2] 2t arboNZ LoNwboNZ  1VTEVEd TpvIT
LVoLoVetop AR B Apfd RloN8 Wt LoNDErst VEIFT yl TVo o NI dlvo NI ALVINIpvEp Ll
t pERERIG PRLoVETpw@ TELRLVIbEZTp P2 TERE 2rboNZLoNwvboNA t B ol Foo VRt TBD N
N dvoNRIZIZRL4E §i 1 GylHRIEEAE Al t VEpvITTZA. Vid TVERHO Rl Tibr 2o NAL PR Tp vINAIR 2
wTpTp® pHAififi2 @ TRt arboNzZLoNwboNed Eo NeN: dIvoNZR RIRIE 7 p{ @ %12 2 rTpWeENzit TE

t VEpvITTZ] a®Hol Thr o NL PR TpvINER A VINIpvEp @ pMF2 B TEE zwbo N oNwvibo N@ 2
DNR dvoNT Bam 4] X 2 [0St VeyH

Caida porcentual de la : : Diferencia de
: : Pacientes | Sujetos :
prevalencia de cultivos FQ NOEQ porcentajes p-valor
positivos IC 95%(diferencia)
Del 17 al 2° afio de vida 7% -51,2% (-32,13;-56,15) 1,905=10-1
Del 27 al 3° afio de vida =15.24% =33, 3% (-30.7; 4.7 0.004583
Del 37 al 4° afio de vida -19,45% -67% (-60,5; -34,5) 3,44=10-1
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El cultivo positivo mas precoz en sujetos NOFQ fue a los 2 meses de vida. Cuatro
sujetos NOFQ presentaron cultivos positivos a esta edad. En dos de ellos se aislé mas
de un microorganismo. Se aislaron: Enterobacter spp (2); E. coli (2); S. aureus (1);

Klebsiella spp (1) (Tabla 14)

Colonizacion precoz. Menores de 3 meses

Los pacientes FQ menores de 3 meses de vida es el rango de edad en el que se ha
obtenido mayor porcentaje de cultivos positivos. Han resultado positivas el 65% de
las muestras obtenidas por AOF de estos pacientes y se han hecho 17 aislamientos.
(figura 19). Los microorganismos aislados con mas frecuencia en este grupo de edad

son gramnegativos, el 70% (14/20) de la familia enterobacteriaceae. (Tabla 14)

En los sujetos NOFQ menores de 3 meses fueron positivos el 66,5% de los cultivos
cursados(figura 19). Obtuvimos 6 aislamientos de 4 cultivos positivos, en sujetos de 2

meses de edad. (Tabla 14)

Los microorganismos aislados en menores de 3 meses, en pacientes FQ y sujetos
NOFQ, son en su mayoria gramnegativos. A diferencia de los pacientes FQ, en el grupo
control no se aislé ninguna P. aeruginosa ni Serratia spp. y se aislaron menor nimero
de Klebsiella spp. (tabla 14) En los menores de 3 meses NOFQ no se detect6 ningun

factor de riesgo para sufrir infecciones bacterianas de vias altas.

Menores de 3 meses Aislamientos /Cultivos cursados
Microorganismos Pacientes FQ Sujetos NOFQ

S. aureus 1/20 1/6

Enterobacter spp. 1/20 2/6

Klebsiella spp. 8/20 1/6

E. coli 4/20 2/6
Serratia spp. 1/20 0
Pseudomonas spp. 2/20 0

Tabla 14. Descripcidn de los aislamientos bacterianos en los pacientes FQ y los sujetos NOFQ menores
de 3 meses de edad.
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Todos los pacientes FQ de la cohorte han presentado cultivos positivos durante el
primer afio de vida. S. aureus es el microorganismo mas constante en cuanto a
prevalencia durante los 4 afios de seguimiento, es el mas prevalente en todos los
grupos de edad excepto en el primer afio de vida, donde esta discretamente superado
por Enterobacter spp (13,76% frente a 12,38%). (tabla 15)Con la edad se observa un
cambio cualitativo de los microorganismos aislados tanto en pacientes FQ Figura 21,

como en sujetos NOFQ.

30
25
20
15
10
5 .
(] —
3 6 12 18 24 30 36 42 48
== Staphylococcus aureus Streptococcus spp
Enterobacter spp - Klebsiella spp
=—@=— Escherichia coli === Citrobacter spp
M morganii Serratia spp.
== Pseudomonas spp ==& S maltophila
== Haemophylus influenza beta lactamasa (-)

Figura 21. Cronologia en el aislamiento de microorganismos en la via aérea superior de los pacientes
afectos de FQ menores de 4 afios de edad.

Los dos primeros afios de vida predominan los aislamiento de enterobacterias,
principalmente Enterobacter spp, Klebsiella y E. coli. A partir de los 12 meses de vida
el microorganismo aislado con mas frecuencia es S. aureus, aunque sigue siendo mas
prevalente el aislamiento de enterobacterias en su conjunto. El cuarto afio de vida, el
microorganismo aislado con mas frecuencia en la cohorte de pacientes es S. aureus.
(Tabla 14) Al aumentar la edad, observamos una tendencia a disminuir el nimero de
aislamientos de microorganismos gramnegativos. Destacamos especialmente el
descenso en los aislamientos de bacterias de las familias Enterobacteriaceae y

Pseudomonaceae. (Figura 22)
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El aislamiento mas precoz de este microorganismo fue a los 2 meses de vida. Se
observo el primer aislamiento de S. aureus en edades entre 2 y 47 meses de edad,
mediana de 5 meses.

La colonizacién por S. aureus fue antes del afio de vida en el 55,5% (10/18) de los
pacientes. El 77,2% (13/18) de los pacientes de la cohorte presentaron un primer
aislamiento de S. aureus antes de los 2 afos. (Figura 23)

Cuatro de los pacientes no habian tenido ningiin aislamiento positivo a S. aureus al

finalizar el periodo de seguimiento del estudio (4/18; 22,2%).

La adquisicion de la colonizacidn por P. aeruginosa fue antes de los 32 meses de vida
en el 83,3% (15/18) de los pacientes, mediana de 11 meses, limites: 2-31 meses. El
aislamiento mas precoz de este microorganismo fue también a los 2 meses de vida. P.
aeruginosa, pero no fue el primer microorganismo aislado en ningun paciente de la
cohorte.(figura 23)

La primera colonizacién sucedié antes del afio de vida en el 44,4%(8/18) de los
pacientes FQ. Unicamente en 3/18 pacientes no se habia aislado P. aeruginosa a los 4

afnos de edad.

En los cultivos de pacientes FQ, hemos observado que la colonizacién por S. aureus
(mediana de 5 meses) precede a la colonizacion por P. aeruginosa (mediana de 12
meses), a pesar de hallarse cultivos positivos a ambos microorganismos en los

primeros meses de vida.

En los sujetos NOFQ, el aislamiento mas precoz positivo a S. aureus, en esta serie de
pacientes, es a los 2 meses de edad. El primer aislamiento de P. aeruginosa se realiz6
en la muestra de un paciente de 7 meses de edad. Los otros aislamientos de P.
aeruginosa fueron en dos muestras de pacientes de 18 y 38 meses. No se aislo
ninguna cepa de P. aeruginosa mucoide en ninguno de los sujetos de la serie. No se

administrd tratamiento especifico a ninguno de los sujetos del grupo control.
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pneumoniae (2/35), E. aerogenes (2/35), S. marcescens (2/35) y en una ocasion cada

uno, H. influenzae, C. Koserii y M. Morganii morganii.

S. aureus es el microorganismo que causa colonizacion persistente de la via aérea
superior en mas pacientes FQ (11/18). Se han observado 13 episodios de
colonizacion persistente en 11 pacientes. En un paciente se ha observado
colonizacidn persistente por S. aureus en 3 ocasiones, a los 4,15 y 30 meses de vida.

El primer episodio de colonizacidn persistente por S. aureus sucedio6 entre los 4 y 34

meses de vida, mediana de 7,5 meses y moda 4 meses.

Cumplen criterios de colonizacion persistente por microorganismos de la familia
Enterobacteriaceae 12 de los pacientes FQ. (Tabla 17) Algunos de ellos en mas de una
ocasion y por distintos microorganismos de esta familia. Un paciente present6 dos
episodios de colonizacion persistente por E. cloacae, alos 6 y 30 meses de vida.

El primer episodio de colonizacién persistente por microorganismos de la familia
Enterobacteriaceae sucedid entre el primer mes de vida y los 26 meses, mediana y

moda de 7 meses.

Hemos hallado 21 episodios de colonizacion persistente por microorganismos de la
familia Enterobacteriaceae: E. cloacae (5/18), K. oxytoca (4/18), E. coli (4/18), K
pneumoniae (2/18), Enterobacter aerogenes (2/18), S. marcescens (2/18), M. morganii
morganii (1/18), Citrobacter koserii (1/18).

So6lo se objetivo colonizacion persistente por H. influenzae, en un paciente y un solo
episodio. Es importante remarcar que ningun paciente de la cohorte de pacientes
afectos de FQ, con diagnostico por cribado neonatal, presentdé colonizacion

persistente por P. aeruginosa durante los primeros cuatro afios de vida.
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Paciente Edad de inicio de
(N® inclusion) colonizacion persistente imeses) Microorganismo

7 1 E. coli

8 ) E. coli
15 z K. provetimnoniaie
15 3 K. axytoca

3 4 S, dureis

5 4 5. gurens
16 4 5. aurens
17 4 K. oxyloca
18 4 5. glirens
17 5 E. cloacae

B 6 E. aerogenes
] f H. imfluenzae
9 £ E. cloacar
12 i) 5 aerens

2 7 E. neragenes
11 7 E. cloacoe
14 i S, glircis
18 ) E. coli

3 B E. codli

0 8 5, mureus
15 B E. cloacar

2 10 Citobacter koserii
7 10 S, mutreescins
1 12 K. oxyloca
9 14 K. oxyloca
3 15 5. diircis

[ 16 5. dureis
17 17 S, nuIrEescens
3 18 M. marganic
10 1% S, dlireis

8 2 5. furens
16 X6 K. priumonie
3 30 5. aureis

9 30 E. eloacae

1 34 5. aureus
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13 na 1.
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S aqureus

N® Inclusion

Mutaciones

Edad de la colonizacion

Persistente [meses)

Fecha de inicio de la
Colonkzacitn persistente

1 F508del /G542X 34 julic-02
3 [507del/1677del TA abril-01
15 marzo-02
30 junio-03
5 Fs0B8del /E92ZK 4 julio-01
[ F508del /F508del 16 agosta-02
8 F508del/ 296+ 3insT 22 junio-04
9 F508del /RI4TP B sotembre-03
10 N1303K/334W 19 diciembre-04
12 F508del /FS08del [ febrero-04
14 FS08del /F50Hde] 7 marzo-05
16 GS42X/L206W 4 mayo-05
18 F508del /N1303K 4 julio-05
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E. cloacae
N Inclusion  Mutaciones  Edad de la colonizacion  Fecha de inicio de la
Persistente (meses) Colonizacion persistente

9 F508del/R347P 6 julio-03

30 julio-05
11 N1303K/L206W 7 diciembre-03
17 F508del/G85V 5 junio-05
18 F508del/N1303K 8 octubre-05
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K. oxytoca
N Inclusion | Mutaciones | Edad de la colonizacion | Fecha de inicio de la
Persistente (meses) Colonizacion persistente
1 F508del /G542X 12 noviembre-00
Fa08del/R347P 14 marzo-0d
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17 F508del/G85V + mayo-05
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E. coli
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Persistente (meses) Colonizacion persistente
3 1507del/1677del TA B agosto-01
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Colonizaclnpor | pry, edia | dt | FEVamediana | p*» | p(UMann-Whitney)
5. qurens
___No(N=4) 93.0 10.3 9 (82.5; 102.5) 0.412
Si (N=13) 103 17.2 100 (101; 116) | -
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Colonizacién por
P. qernginosa
No(N=3) 82 6.2 80 (77; <)
Si (N=14) 1(4.6 14.8 1015 {95: 118)

FEVimedia | d.t | FEV: mediana pP=T p (U Mann-Whitney)

p 0,006

PIRgA 6 IHo VETp viZHI T TRIEE. & Moz pmEkka p Al o VRS2 PR

Colonizacion
por
5. aurens antes
de los 12 meses
No (N=8) 103.1 17.4 L (91.5; 119)
Si (N=9) 98.4 15.8 100 (84.5; 110)

FEVimedia | d.t | FEVimediana p=Ts p (U Mann-Whitney)

0.673
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Colonizacidn por FEV:
P. aeruginosa antes | FEV: media d.t ; p= p (U Mann-Whitney)
mediana
de los 12 meses
No (N=8) 100.3 18.6 102 (82,2; 113) 0.963
Si (N=9) 100.8 14.9 98 (91: 113,5) )

P BRI TIMo VETpvEaT e TEIRE. 6 o zo pmk p Lo VRS2 EE BRpvTNE TeoNa Fil THr

Colonizacion FEV
persistente FEVi media | d.t : p=7= | p (UMann-Whitney)
mediana
por 5. aureus
No (N=7) 96.1 155 96 (80.0;104.0) 5 0,564
51 (N=10) 103.8 16.7 101.5 (91.25; 118)
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Colonizacion Puntuacion Puntuacion
por TCAR d.t TCAR p= p (U Mann-Whitney)
5. aurens imedia) (mediana)
MNo (N=4) 6,5 1.9 7 (4.5; B)
- 0,327
Si (M= 14) 51 3.2 4 (2: 8)
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Si (N=10) 5 28 4 (2; 8) L
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Colonizacion
por Puntuacion Puntuacion
P. aeruginosa TCAR d.t TCAR p=7 p (U Mann-Whitney)
antes de los 12 media mediana
meses
No (N=9) 4.8 26 4 (2;8)
5i (N=9) 6 3.3 4 (4:9) 0,43-;
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Colonizacion Puntuacidon Puntuacion

persistente TCAR d.t TCAR pT p (U Mann-Whitney)
por 5. anrets media mediana

No (N=7) 4.8 25 4 (2; 8)

Si (N=10) 5.8 32 4 (4; 8) 0.5%6
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Pacientes Genotipo Cultivos | Cultives | Aislamientos
cursados | positivos | bacterianos
19 F508del/ R75Q 42 3 3
20 G85E/L997F 23 3 3
21 N1303K/F1052V 20 12 14
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FQ Mut NOFQ Diferencia de
N =877 N =85 porcentajes p-valor
IC ys [diferencia)
Cultivos positivos 43,2% 21.17% (12.11-31,97) 000013
Aislamientos bacterianos 49 9% 23.53% [16,16- 36,66) <{1.0001
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6 Discusion

Nuestro principal objetivo al disefiar este trabajo fue conocer los microorganismos y
la cronologia con que colonizaban la via aérea de los pacientes afectos de FQ menores
de 4 afios. La implementacion en Catalufia del programa de cribado neonatal nos
ofrecia una oportunidad unica para realizar este estudio longitudinal. Comparamos
nuestros resultados con una poblacién de nifios no afectos de FQ de las mismas
edades, que analizamos en un estudio transversal. Conocer la colonizacién bacteriana
de la via aérea de estas dos poblaciones en nuestra area es interesante porque se han

descrito variaciones geograficas®’ .

Este estudio muestra datos de la microbiologia de la via aérea de los sujetos NOFQ
menores de 4 afios, comparables a los obtenidos en la poblacién FQ porque se ha
utilizado la misma técnica de obtencién de muestras y los mismos medios de cultivo
que en las muestras procesadas de los pacientes FQ. Se ha logrado una muestra
homogénea de seguimiento de 4 afios en cada uno de los pacientes FQ incluidos y un
elevado nimero de muestras por paciente que ha permitido observar una cronologia
en la adquisicion de la colonizacion por los distintos microorganismos implicados.
Homogeneizar la edad de ambos grupos hace posible comparar los -cultivos
microbiologicos a lo largo de los primeros cuatro afios de vida en cada uno de los

grupos y entre ambos.

Hemos comprobado que los patégenos relacionados clasicamente con FQ, S. aureus y

P. aeruginosa, pueden aislarse también en la orofaringe de nifios no afectos de FQ.

Denominamos pacientes FQ a los nifios de nuestra cohorte, y sujetos NOFQ a todos los
nifios incluidos en el grupo control. Se escogi6 el término sujetos NOFQ para indicar

que no son pacientes afectos de la enfermedad en estudio.

Los 18 pacientes FQ de la cohorte cumplen los criterios diagndsticos de la
enfermedad, clinico y molecular. En el estudio genético se han identificado 12
mutaciones CFTR que evidencian la alta heterogeneidad molecular observada en el

area mediterranea y especialmente en Espafia.
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Detectamos F508del en el 52,7% de los alelos de nuestros pacientes FQ, muy similar a
la frecuencia hallada por Alonso!®. Este autor estudia la frecuencia de mutaciones en
una poblacion espafiola de 1.954 pacientes y halla un 51,74% de F508del. Las
siguientes mutaciones en frecuencia que detectan son G542X (7,69%) y N1303K
(2,92%). En nuestra cohorte estas frecuencias difieren y la segunda mutacion
observada en nuestra poblaciéon es N1303K (11%). De todos los pacientes
diagnosticados por cribado neonatal en este periodo, sélo una de las 36 mutaciones
detectadas no esta incluida en el estudio genético inicial del programa de cribado

neonatal de la Generalitat de Cataluna.

Hemos obtenido 877 muestras para cultivo microbioldgico de la via aérea superior de
18 pacientes FQ a lo largo de 4 afios y otras 104 muestras de sujetos NOFQ, una por
cada individuo, en un estudio transversal.

Los datos de prevalencia de colonizacion bacteriana en pacientes FQ son dificiles de
comparar con los resultados publicados porque, a diferencia de la mayoria de
trabajos, el nuestro es un estudio longitudinal de una cohorte pacientes de los que se

obtienen numerosas muestras para cultivo.

En los pacientes FQ fueron positivos el 43,2% de los cultivos cursados. En la muestra
de sujetos NOFQ, fueron positivos el 30,7% de ellos. En ambos grupos se describen
cultivos polimicrobianos; otros estudios realizados en distintas épocas y a diferentes
edades también describen cultivos polimicrobianos en pacientes FQ y en sujetos
NOFQ48,49,56,70,71_

La prevalencia de cultivos positivos a bacterias o a hongos y el nimero de
aislamientos bacterianos en la cohorte de pacientes FQ es mayor que en los sujetos
NOFQ, con diferencias estadisticamente significativas. No obstante, las especies
aisladas en ambos grupos son las mismas, con pequefas diferencias que no se

muestran estadisticamente significativas para ninguna de las especies.

Uno de los pocos trabajos publicados recientemente que compara ambas poblaciones
es el estudio de Carlson, aunque solo incluye pacientes menores de un afio, también
observa que las especies mas prevalentes son las mismas en pacientes FQ y sujetos

NOFQ“s.
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La actividad mucociliar es una de las principales barreras del tracto respiratorio
frente a los microorganismos. La hiperviscosidad de las secreciones, la disminucion
del volumen de agua periciliar, el acimulo de mucina intraluminal, el aumento de
adherencia de determinados microorganismos al epitelio respiratorio de los
pacientes FQ y la inhibiciéon de determinados componentes de la inmunidad innata,
facilitan la colonizacion por microorganismos en la via aérea de estos pacientes y
dificultan el aclaramiento de estos microorganismos de su via aérea, tal y como
sucederia en un sujeto sano?>26, La prevalencia mas elevada de cultivos positivos en
el grupo de pacientes FQ refleja la dificultad en la eliminacion de los microorganismos
de la via aérea y esta indicando también colonizacién persistente por determinados

agentes.

La colonizacién de la via aérea superior de nuestros pacientes sucede en edades
tempranas#348. Destaca la elevada prevalencia de cultivos positivos en ambos grupos
los primeros tres meses de vida, 65% en pacientes FQ frente a 66,6% en sujetos
NOFQ. En nuestro estudio la prevalencia de cultivos positivos disminuye en relaciéon a
la edad, pero los sujetos NOFQ presentan una caida porcentual mucho mayor que los

pacientes FQ, mostrando una diferencia estadisticamente significativa.

S. aureus fue el microorganismo mas prevalente en las muestras de AOF en nuestra
cohorte de pacientes FQ durante los 4 afios de seguimiento (17,2% del total de
cultivos cursados). En los pacientes FQ menores de 10 afios, S. aureus se ha
considerado siempre el microorganismo mas prevalente, precedido o no de otras

colonizaciones como S. pneumoniae o H. influenzae.6249.565,

En nuestro estudio las enterobacterias en su conjunto fueron los microorganismos
mas prevalentes, representando el 29,1% de los aislamientos de pacientes FQ; E. coli
se ha descrito como la enterobacteria mas frecuente aislada en menores de 5 afios
5662 Un estudio clasico encuentra hasta un 23% de aislamientos de E. coli en
pacientes FQ menores de dos afios®2. En nuestra cohorte hallamos con frecuencias
similares Klebsiella spp. (11%), Enterobacter spp. (13,76%) y E. coli (12,8%) el primer
afio de vida, disminuyendo con la edad, especialmente E. coli que se aisla en un 1,9%

de los cultivos cursados el cuarto afio de vida.
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En los pacientes FQ de nuestra cohorte la prevalencia de aislamientos de S. aureus fue
inferior a la de aislamientos de microorganismos de la familia Enterobacteriaceae
durante los tres primeros afios de vida. El primer afio predomina Enterobacter spp.
(13,76%), seguido de S. aureus (12,38%), E. coli (12,8%) y Pseudomonas spp. (6,4%) .
El segundo afio, S. aureus representa 19% de los aislamientos, pero siguen
predominado los microorganismos de la familia Enterobacteriaceae. Se igualan el
tercer afio, y a partir de los 36 meses de vida la prevalencia de aislamientos de S.
aureus supera a los aislamientos de enterobacterias.

Nuestros resultados del primer afio de vida son comparables a los publicados por
Carlson en Massachusetts y Ferrer del Hospital de la Vall d’'Hebrén de Barcelona#855.
Pero a diferencia de nuestros datos, Ferrer>halla que el microorganismo mas
prevalente a partir del segundo afio de vida es P. aeruginosa. En nuestra cohorte de
pacientes, P. aeruginosa nunca fue el microorganismo predominante durante los

primeros 4 afios de vida.

Se ha descrito clasicamente que la colonizacién de la via aérea por S. aureus precede a
la de P. aeruginosa en los pacientes FQ, considerandose la colonizacién por S. aureus
factor predisponente para la adquisicion de P. aeruginosa®’. En nuestra cohorte
hemos aislado S. aureus y P. aeruginosa en la mayoria de pacientes,
independientemente de qué microorganismo colonizd primero, si bien es cierto que
la mediana de edad de colonizacién por S. aureus (5 meses) es menor que la hallada
para P. aeruginosa (12 meses). A los 4 afios de vida cuatro pacientes FQ no estaban

colonizados por S. aureus y tres no estaban colonizados por P. aeruginosa.

En la mayoria de estudios H. Influenzae es el tercer microorganismo aislado en
frecuencia y se describen colonizaciones de hasta el 30% de los pacientes FQ#8:5556.62,
Estos datos difieren de los nuestros: no aislamos H. influenzae en ningin sujeto NOFQ
y s6lo de modo anecddtico en un paciente FQ; todos los aislamientos (4/877; 0,45%)

corresponden al mismo paciente y ocurrieron durante su cuarto afio de vida.

Los estudios acerca de la adquisicidon de colonizacion por P. aeruginosa en pacientes

FQ son dificiles de comparar debido a las diferencias metodologicas.
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El 83,3% de los 18 pacientes de nuestra cohorte presentaron un primer cultivo
positivo a P. aeruginosa antes de los 32 meses de vida, mediana de 11 meses (2-31
meses), mayor prevalencia que la hallada en otros estudios previos como el de
Douglas®! y con una mediana de edad mas temprana; este autor observa colonizacion
por P. aeruginosa so6lo en el 27% en muestras recogidas mediante BAL de 77
pacientes diagnosticados por cribado neonatal y la mediana de edad del primer
aislamiento es 26,1 meses. Los resultados discrepan probablemente por diferencias
metodoldgicas: nuestros pacientes son de menor edad que los pacientes de la cohorte
de Douglas, obtenemos un mayor numero de muestras por paciente y durante un
periodo de tiempo mas prolongado: 1 BAL/paciente/afio en el estudio de Douglas
frente a 12,23 AOF /paciente/afio en nuestra poblacion en estudio. Al final del periodo
de seguimiento, Douglas obtiene una mediana de 3 muestras por paciente y nosotros
de 48,7 muestras por paciente.

Nuestros resultados globales de prevalencia de P. aeruginosa se asemejan mas a los
de Burns#3, a pesar de ser pacientes no diagnosticados por cribado neonatal, las
muestras para cultivo son también orofaringeas y aislan P. aeruginosa en el 72,5% de

los pacientes.

Douglas observa que el primer BAL es positivo a P. aeruginosa en 3 de 21 pacientes, a
los 3 y 7 meses de edad®l. En nuestra cohorte identificamos P. aeruginosa en muestras
de AOF de dos pacientes menores de 3 meses, aunque en todos ellos se hallaron

previamente otros microorganismos.

La adquisicion de la colonizacion por P. aeruginosa sucedid en el 44,4% durante el
primer afio de vida, en el 27,7% en el segundo, s6lo un 11% durante el tercer afio y
ninguno el cuarto ano. Nuestros datos de adquisicién de la colonizacion por P.
aeruginosa durante el primer afio de vida son superponibles a los descritos por
Carlson*8, que incluye sélo pacientes menores de un afio y aisla P. aeruginosa en el
45% de sus 20 pacientes, al menos en una ocasion, en este periodo. En este estudio
obtuvieron, como nosotros, muestras orofaringeas seriadas aunque fueron

trimestrales en lugar de mensuales.
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En contraposicion a los estudios publicados acerca de la prevalencia de P. aeruginosa,
en nuestra cohorte ésta disminuye al aumentar la edad. En nuestros pacientes FQ se
aisla P. aeruginosa en el 6,4% de los cultivos realizados en menores de un afio y su
prevalencia disminuye con la edad hasta el 0,94% en el cuarto afio de vida. En la
literatura consultada, P. aeruginosa aumenta su prevalencia con la edad, incluso
durante los primeros cinco afios de vida e independientemente del método de
obtencion de las muestras y de si los pacientes estan diagnosticados o no por cribado
neonatal>#349.5556,62 Consideramos que las diferencias podrian deberse a que son
datos previos a la aplicacién de los protocolos de erradicacion de P. aeruginosa
iniciados en la ultima década**. Su erradicacion reduciria el numero de cultivos
positivos repetidos a este microorganismo en un mismo paciente. En nuestra cohorte
no hallamos ninguna colonizacién persistente por P. aeruginosa ni se aisl6 ninguna
cepa de P. aeruginosa mucoide. De hecho, desde la implantacion del programa de
cribado en Catalufia no se ha comunicado ninguna colonizaciéon croénica por P.
aeruginosa, ni cepas de P. aeruginosa mucoide en ninguno de los pacientes
diagnosticados por cribado neonatal, en el momento de finalizar la recogida de

datos!.

Nuestros resultados indican que microorganismos clasicamente relacionados con FQ,
como S. aureus o P. aeruginosa, se hallan también en la orofaringe de sujetos NOFQ
desde los primeros meses de vida.

Existen pocos trabajos que estudien la colonizacion bacteriana de la via aérea de
sujetos NOFQ, la mayoria son publicaciones de los afios 80 y 90, y no estan disefiadas
con el objetivo de compararse con la poblacién de pacientes FQ por este motivo el
proceso de las muestras es distinto, no incluye medios de cultivo para BGN y/o
estudia otras poblaciones como neonatos sanos, lactantes pequefios o pacientes

ingresados en unidades de cuidados intensivos neonatales®6.70.71.82,

En nuestro estudio S. aureus fue el microorganismo aislado con mayor frecuencia en
sujetos NOFQ (12,5%); un 33,3% de aislamientos son de este microorganismo en
menores de un ano. Un estudio reciente8? en sujetos NOFQ halla una prevalencia
menor de S. aureus (13%), pero se trata de un corte transversal a los 12 meses de

vida y nuestro porcentaje de aislamientos de S. aureus hace referencia a todos los
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sujetos de 1 a 12 meses. Nuestros datos se asemejan mas a los publicados por
Carlson*® (27,7% de aislamientos de S. aureus en este periodo) que obtiene también
muestras orofaringeas de sujetos NOFQ con edades desde el nacimiento hasta el afio.
La prevalencia de cultivos positivos a S. aureus, también disminuye con la edad en los

sujetos NOFQ, aunque siguen aislandose durante el cuarto afio de vida.

La mayoria de los microorganismos aislados en la muestra de pacientes NOFQ son
BGN (22,1%). Las enterobacterias en su conjunto fueron los microorganismos mas
prevalentes, representando el 18,2% de los aislamientos en pacientes NOFQ menores
de 4 afios.

Uno de los pocos estudios disefiados con el objetivo de evaluar la flora orofaringea de
lactantes sanos utilizando medios de cultivo para BGN®8, describe que a los 6 meses
de vida un 69% de los nifios han presentado como minimo un cultivo positivo a BGN.
Esta cifra es incluso superior al 56,25% de aislamientos de BGN que obtenemos en los
sujetos de nuestra serie en este grupo de edad. Otro estudio®? publicado el mismo
afio, en muestras recogidas de nasofaringe se obtienen un 24% de BGN y s6lo un

2,2% de enterobacterias en pacientes sanos menores de 6 meses

Nuestros datos respecto al primer afio de vida de los sujetos NOFQ son similares a los
de Carlson*8, que evidencia un predominio de BGN (56,6%), en su mayoria
enterobacterias (31.2%) como E. coli (10,8%), E cloacae (10,8%) o Klebsiella spp.
(9,6%).

Sorprende el aislamiento de P. aeruginosa en las muestras orofaringeas de sujetos
NOFQ, incluso en lactantes. Previamente, inicamente Carlson*® habia comunicado
unos resultados similares: aislé P. aeruginosa en un 3,6% de los cultivos efectuados
en menores de 12 meses, equivalente a nuestro porcentaje del 3,8% en la poblacion

de sujetos NOFQ menores de un afo.

Cronolégicamente el aislamiento de BGN, principalmente enterobacterias, es el mas
frecuente en los primeros meses de vida. Estos microorganismos se comportan como
colonizadores transitorios de la via aérea superior de los sujetos sanos,

especialmente las primeras semanas de vida®7.83,
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Posteriormente la prevalencia de BGN en la via aérea superior de los sujetos NOFQ
disminuye espectacularmente. Un estudio clasico de Barrie’?, disefiado para conocer
especificamente la presencia de E. coli en la via aérea superior de pacientes sanos,
describe un pico de aislamientos de E. coli las primeras semanas de vida y una
prevalencia de un 13 % el segundo afo de vida. En nuestra serie de sujetos NOFQ no

aislamos E. coli en mayores de 18 meses.

H. influenzae se describe con frecuencia en sujetos NOFQ el primer afio de vida*870.71,
Se ha publicado una prevalencia de hasta el 80% de aislamientos de H. influenzae en
nifios sanos menores de tres afios’%. En este estudio en concreto solo utilizan agar-
sangre y agar-chocolate favoreciendo, el aislamiento de los microorganismos aislados.
Nosotros no encontramos H. influenzae en ninguna muestra del grupo control, ni el
primer afio de vida ni posteriormente, a pesar de sembrar las muestras en los medios

de cultivo apropiados.

El 88,9% de los pacientes de nuestra cohorte presenta criterios de colonizacion
persistente de la via aérea superior por algin microorganismo durante los primeros
cuatro afios de vida.

En nuestros pacientes, la mayoria de colonizaciones persistentes fueron por
enterobacterias (21/35 episodios) o por S. aureus (13/35), como era esperable
porque son las bacterias que se aislan con mayor frecuencia en la poblacion FQ y la
NOFQ.

La presencia de enterobacterias en la orofaringe de pacientes sanos se ha descrito
como transitoria. Un estudio clasico, e irrepetible por razones éticas, con adultos
voluntarios sanos demuestra un rapido aclaramiento orofaringeo, en menos de 3
horas, de suspensiones radiomarcadas de K. pneumoniae, Proteus mirabilis y E. coli
introducidos en la cavidad oral®3. Este rapido aclaramiento de la mucosa orofaringea,
junto a los mecanismos innatos locales de defensa, haria que estos microorganismos
fueran temporales. Tal vez estos mecanismos son extrapolables al resto de
microorganismos que pueden colonizar la via aérea superior. En el paciente afecto de
FQ los mecanismos de aclaramiento mucociliar estan alterados, ademas presentan un

aumento de adherencia de determinados BGN a las células del epitelio respiratorio.
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Estos factores podrian ser causa de que los pacientes afectos de FQ sean colonizados

cronicamente por estas bacterias2>.

Es importante resaltar que no se ha observado colonizacién persistente por P.
aeruginosa en ninguin paciente FQ de nuestra cohorte antes de los 4 afios de edad.
Estos datos coinciden con los publicados del "grupo de trabajo de FQ de la SENP”1.
Podria atribuirse este éxito a la aplicacion del programa de cribado neonatal, pero
algunos grupos, como Douglas, si refieren aislamiento temprano de cepas mucoides
de P. aeruginosa en pacientes FQ diagnosticados por cribado neonatal. A diferencia de
nuestros pacientes, la media de edad de sus pacientes es mayor y sélo tienen una

muestra anual de BALS1.

Pensamos que en nuestros pacientes FQ la obtencion de muestras orofaringeas
mensuales de rutina facilita la deteccion de P. aeruginosa y por tanto su tratamiento y
erradicacion. Las muestras orofaringeas para cultivo microbiolégico tienen una

elevada sensibilidad y un VPN del 85-95%44.

La ausencia de colonizacién persistente y de cepas mucoides de P. aeruginosa en
nuestra cohorte podriamos atribuirla a varios motivos: la implementacion del
programa de cribado neonatal adelantando el diagnostico, las recomendaciones de las
sociedades cientificas de realizar cultivos seriados para la deteccién de colonizacion
en fases asintomaticas, pero también al desarrollo de antibioterapia inhalada
antipseudomonas y a la aplicacion sistematica de protocolos de erradicacion de la

colonizacidén por P. aeruginosa818485,

La repercusién de la colonizacion créonica por P. aeruginosa es muy importante en el
pronostico del paciente. Las cepas de P. aeruginosa mucoide son practicamente
imposibles de erradicar. Por este motivo la deteccién de colonizacién por esta
bacteria en la via aérea superior es suficiente para iniciar un tratamiento especifico

con el objetivo de erradicarla y evitar que se transforme en cepas mucoides.

Se han publicado consensos8* cuyo objetivo es clasificar a los pacientes segun el

estadio de colonizacion por P. aeruginosa, para establecer el tratamiento adecuado.
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Actualmente no existen consensos que definan los estadios de colonizacion por otros

microorganismos.

La evolucidn clinica de la enfermedad en funcién de la colonizacion bacteriana de la
via aérea la hemos evaluado mediante la funcién pulmonar y la tomografia
computarizada toracica helicoidal de alta resoluciéon (TCAR).

En el paciente de menor edad la realizacion de la técnica de espirometria forzada es
complicada, a pesar de iniciar la exploracion de la funcién pulmonar cada vez a menor
edad, incluso antes de los 3 afios. Hemos escogido la mejor curva de las exploraciones
realizadas a partir de los 4 anos. Se ha excluido un paciente que no logré una
espirometria correcta. La funcién pulmonar de todos los pacientes de la cohorte es
normal, mediana FEV1 98% del valor de referencia, como corresponde a los pacientes
FQ menores de 10 afos8; pero hemos observado una mejor funciéon pulmonar en
aquellos que se colonizaron por P. aeruginosa durante el periodo en estudio. La
espirometria forzada no muestra en nuestros resultados, las consecuencias de la
colonizacion por P. aeruginosa ni por S. aureus antes de los 12 meses de edad. Es
posible que su repercusion sea objetivable afios después. La mayoria de trabajos
estudian pacientes de mayor edad que los incluidos en nuestra cohorte.

La colonizacion pulmonar crénica o persistente por P. aeruginosa esta claramente
asociada a empeoramiento y gravedad de la enfermedad pulmonar en la FQ8087.
Afortunadamente, ninguno de los 18 pacientes de la cohorte cumple criterios de
colonizacion persistente o crénica, por lo que no se ha podido evaluar esta condicidn.
Un estudio publicado recientemente observa una mejor funcién pulmonar en los
pacientes con colonizacion cronica por P. aeruginosa®®. Otra publicacion anterior no
halla diferencias significativas en las variables de funcién pulmonar entre los
pacientes antes y 2 afios después de la colonizacion®. Parece ser que la alteracion de
la funcion pulmonar a causa de la colonizacion por P. aeruginosa podria estar diferida

en el tiempo>2:60,

La obtencion de muestras orofaringeas tiene la ventaja de ser una técnica no invasiva
que nos permite recoger muestras seriadas y frecuentes, por lo que la probabilidad de
hallar cultivos positivos es mayor. Es posible que estemos detectando colonizacion

mas precoz que la que pueda detectarse por BAL. Si fuera asi, estariamos tratando la
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colonizacion por P. aeruginosa antes de producir dafio pulmonar y alteracion de los
parametros de la espirometria forzada. Hipotéticamente podria explicar que la
funcién pulmonar fuera mejor en los pacientes colonizados por P. aeruginosa, que si
hemos tratado intensa y especificamente. Los pacientes de nuestra cohorte en los que
aislamos P. aeruginosa reciben mas sesiones de fisioterapia respiratoria,
antibioterapia inhalada y sistémica, tal vez sea la causa de que la funciéon pulmonar
sea mejor. Algunos de los trabajos publicados al respecto, incluso los mas recientes,
incluyen pacientes que tuvieron la primera colonizacién por P. aeruginosa antes de la
aplicacion de la antibioterapia inhalada de rutina®%. Seria coherente con esta teoria el
hecho de que la prevalencia de colonizacion por P. aeruginosa en nuestra cohorte

disminuye con la edad y es inferior al 1% el cuarto afio de vida.

Una caracteristica que hace distintos a nuestros pacientes de la literatura publicada
es la gran heterogeneidad en su genotipo. Los trabajos publicados previamente son
en su mayoria poblacién con un elevado porcentaje de homocigotos F508del. Algunos
estudios seleccionan so6lo pacientes homocigotos para F508del para minimizar el
efecto de la genética como el “GMS study”8?, un estudio multicéntrico muy amplio que
concluye que los pacientes con cultivo positivo a P. aeruginosa antes de los 5 afios
tienen mayor riesgo de sufrir enfermedad pulmonar grave respecto a los que lo
tuvieron a los 10 afios de edad.

La puntuacion del TCAR no se ha visto influida por ninguna de las variables

analizadas.

Sera necesario ver la evolucion de estos pacientes y seguir evaluando su funcion
pulmonar periédicamente. En un futuro podremos conocer datos de funcidn
pulmonar y TCAR a edades mayores y evaluar la importancia de la colonizacion

precoz de la via aérea.

Los datos microbioldgicos de la cohorte de pacientes FQ y los de la serie de sujetos
NOFQ no son directamente comparables porque realizamos un estudio longitudinal
de los pacientes FQ y un estudio transversal del grupo control. No obtuvimos
muestras seriadas mensuales del grupo control por razones éticas. Por otra parte, las

muestras de AOF se obtienen mensualmente durante las sesiones de fisioterapia
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respiratoria, de modo que los pacientes mas cumplidores tendran mayor nimero de
cultivos cursados. Sin embargo, las diferencias mas significativas entre pacientes FQ y
sujetos NOFQ, son las mismas que las observadas entre los pacientes FQ y los nifios
con mutaciones CFTR NOFQ, que tuvieron un seguimiento longitudinal igual al de los
pacientes FQ. Pensamos, que la informaciéon obtenida es adecuada y suficiente para

los objetivos planteados en el estudio.

Podemos concluir que la colonizacidn bacteriana de la via aérea superior se produce
precozmente tanto en los nifios afectos como en los no afectos de FQ, y que esta
colonizacidén en los pacientes FQ diagnosticados por cribado neonatal es cualitativa y
cuantitativamente muy similar a la de los sujetos NOFQ los primeros meses de vida,
para ir diferencidandose posteriormente con la edad. Estos datos pueden ser de
utilidad al interpretar los cultivos positivos de los pacientes FQ, aunque son
necesarios estudios con mayor numero de pacientes. Pensamos que la obtencién de
muestras de via aérea superior, técnica no invasiva ni agresiva, de rutina durante la
fisioterapia respiratoria permite realizar cultivos microbioldgicos frecuentes y facilita
la deteccidn de la colonizacidn de la via aérea superior.

Sera muy interesante seguir con la recogida de datos y evaluar en estos pacientes la
evolucion de la cronologia en la colonizacién bacteriana, asi como su funcién

pulmonar y TCAR al aumentar la edad.
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7 Conclusiones

1. La prevalencia de cultivos positivos los primeros meses de vida es muy elevada y
similar en los pacientes FQ y los sujetos NOFQ. Esta disminuye al aumentar la edad de

los nifos.

2. La disminucion de la prevalencia de cultivos positivos en el grupo de sujetos NOFQ

es mucho mas marcada que en los FQ, con diferencias estadisticamente significativas.

3. Desde el primer mes de vida se aislan microorganismos potencialmente patégenos
tanto en pacientes FQ como en sujetos NOFQ. Enterobacterias y S. aureus son los
microorganismos que colonizan la via aérea superior con mas frecuencia en ambos

grupos.

4. En sujetos NOFQ se hallan los dos patégenos tipicamente asociados a FQ, S. aureus

y P. aeruginosa, desde los primeros meses de vida .

5. En los pacientes FQ predomina la colonizacion por enterobacterias los dos
primeros afnos de vida y por S. aureus desde los 36 meses de vida. En los pacientes

NOFQ, s6lo predominan enterobacterias el primer afio de vida.

6. La mayoria de pacientes FQ presentaron colonizacion por P. aeruginosa antes de los
3 afios de vida, pero no ha sido causa de colonizacién crénica ni tampoco el
microorganismo aislado con mayor frecuencia durante los primeros cuatro afios de

vida.

7. La funcién pulmonar de los pacientes FQ de nuestra cohorte es normal y no esta

afectada por la colonizacion por P. aeruginosa ni por S. aureus.

8. No hay diferencias estadisticamente significativas en la puntuacion del TCAR entre

los pacientes FQ colonizados o no por S. aureus y/o P. aeruginosa.
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9 Apéndices
9.1 Colaboracionesy Financiacion

El desarrollo de este proyecto de investigacion ha precisado de la colaboracién de los
equipos de Fisioterapia Respiratoria Pediatrica, Enfermeria de pruebas funcionales
respiratorias, del Servicio de Cirugia Pediatrica, del Servicio de Anestesia del Hospital
de Sabadell y del Servicio de Microbiologia la UDIAT de la Corporacié Sanitaria i

Universitaria Parc Tauli.
El proyecto ha estado financiado por dos becas del Comité Institucional de Recerca de

la Corporaci6 Sanitaria i Universitaria Parc Tauli en las convocatorias 2002 y 2003.

También con la aportacion especifica de una beca de los laboratorios Orphan en 2003.
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9.2 Informe del Comité ético de investigacion clinica (CEIC)

Dofia COLOMA MORENO QUIROGA, Secretaria del Comité Etico de Investigacion
Clinica de la CORPORACIO SANITARIA PARC TAULI DE SABADELL (Barcelona)

Faig constar
Que d'acord amb els antecedents documentals que existeixen en els arxius del CEIC,

VALDESOIRO NAVARRETE LAURA

consta en qualitat d'investigadorfa principal del projecte:

Colonitzacié de les vies respiratories dels nens diagnosticas de Fibrosi Quistica
Nounatal. Diferencies quantitatives | qualitatives amb la poblacié de nens sans.

Codi CEIC 2003126
Va ser aprovat per aquest CEIC el 22/04/2003.
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Codi Promotor CIR2002/066
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