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INTRODUCCION

La FQ es la enfermedad hereditaria autosémica recesiva mas frecuente
de la raza caucasica, causada por mutaciones en el gen que codifica la pro-
teina RTFQ (regulador de la conductancia transmembrana de la FQ) y tie-
ne como consecuencia la alteraciéon en el transporte de iones, fundamen-
talmente de cloro, en las células epiteliales. Esto conlleva a una produccion
de secreciones anormalmente espesas y viscosas en los diferentes 6rganos
afectados', provocando el deterioro de la funcién pulmonar, infecciones
de repeticion (pulmonares y de vias respiratorias altas), mala absorcion por
insuficiencia pancreatica exocrina, pérdida de sal en el sudor, afectacion
hepatobiliar obstructiva e infertilidad masculina, entre otras manifestacio-
nes clinicas.

En el aparato respiratorio, estas secreciones espesas y deshidratadas al-
teran el aclaramiento mucociliar en la superficie de las células epiteliales?
y, como consecuencia, predisponen a la colonizacién bronquial por mi-
croorganismos potencialmente patégenos que incrementan la inflamacion.
De esta manera, la utilizacién de antiinflamatorios y antibiéticos en los
pacientes con FQ ha contribuido decisivamente a mejorar la calidad de
vida y el prondstico vital, alcanzando hoy dia los 40 afios™*, al romper el
circulo vicioso de la inflamacién-infeccién bronquial crénica. Pese a ello,
mas del 95% de los pacientes fallecen de complicaciones respiratorias.

La colonizacién de la via aérea tiene una secuencia temporal bien defi-
nida, asociada, entre otros factores, a la edad de los pacientes®. Durante los
primeros afios de vida, cobran especial importancia las infecciones virales.
Tras este periodo inicial, la colonizacién mas frecuente es por Staphylococcus
anreus y Haemophilus influenzae y, a medida que avanza la edad, aumenta el
aislamiento de Psexdomonas aernginosa (P. aeruginosa) hasta convertirse en el
patdégeno mis prevalente en la edad adulta’. Con el deterioro de la funcién
pulmonar, la edad y la presién antibidtica, aparecen hongos y otros bacilos
gram negativos no fermentadores.

Si bien las vias respiratorias de los pacientes con FQ son propicias para
el crecimiento de P. aeruginosa, existe un claro beneficio en supervivencia
en aquellos casos que se mantienen libres de esta colonizacién’. Por este
motivo, se han desarrollado estrategias de vigilancia y erradicacién de este
patégeno con antibioterapia oral y nebulizada® que han permitido dismi-
nuir la prevalencia de la infeccién crénica, mejorar la salud de los pacientes
y su funcién pulmonar, asi como la disminucién de costes’.
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Conocer todas las fuentes de infeccién y los mecanismos de transmision
de los diferentes patégenos respiratorios que colonizan a los pacientes con
FQ permitiria disefiar mejores estrategias de prevencién. En general, se
desconoce la fuente de adquisiciéon de P. aeruginosa. Existe un reservorio
ambiental, especialmente en lugares humedos y calientes'™ ", pero también
hay evidencias de infecciones cruzadas entre pacientes en campamentos,
reuniones, consultas y hospitalizacién'. Sin embargo, no se ha estudiado
la posibilidad de la transmisién de P. aeruginosa u otras bacterias a través del
contacto cercano entre los pacientes y su familia.

En los dltimos afios, hemos asistido a una revolucion en la identifica-
cién rapida y sencilla de patégenos por técnicas moleculares. Esto nos
ha permitido complementar las técnicas microbiolégicas clasicas, para el
estudio cualitativo y cuantitativo de los diferentes nichos ecolégicos, in-
cluidos aquellos que presentan microbiota residente habitual y la identifi-
cacion de microorganismos de dificil crecimiento en los cultivos clasicos.
De todas las nuevas herramientas moleculares, la metagenémica, basada
en la secuenciacién masiva de todos los fragmentos de ADN de una mues-
tra, es la que parece tener mayor proyeccién®.

En el presente estudio, se plantea la utilizacién combinada de técnicas
de metagenémica y de amplificaciéon de acidos nucleicos, muy sensibles
para la deteccion especifica de algunos patégenos, para evaluar, de forma
preliminar, la posible transmision de bacterias en el entorno familiar.

MATERIAL Y METODOS

Estudio transversal de sujetos con FQ), atendidos en una revisién rutinaria
en la Unidad de FQ de referencia de Andalucia Occidental. Los criterios de
inclusion fueron:

1) Edad mayor de 10 afios.

2) Diagnéstico confirmado de FQ (clinica compatible con 2 test de sudor
positivos o un estudio genético confirmando las dos mutaciones del gen
de la proteina RTFQ).

3) Posibilidad de obtener una muestra respiratoria de esputo convencional.

4) Encontrarse estable y libre de exacerbacién aguda.

5) Firma del consentimiento informado por parte del paciente, padres o tutor
legal en caso de menores de edad, previa explicacion del estudio.
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Se excluyeron a los pacientes con tratamientos inmunosupresotes y/o
trasplantes de 6rganos. De la misma forma, se invitaron a participar en el
estudio a todos los familiares que acudieron acompafiando a los pacientes
a la revisién clinica y que compartian vivienda con los casos indice, pu-
diendo o no dormir en la misma habitacién.

Los datos epidemioldgicos, clinicos y microbiolégicos de los pacientes
se recogieron mediante un formulario estructurado, en donde se incluye-
ron todas las variables del estudio. Para asegurar la confidencialidad de la
informacién, la identificacion de los pacientes y muestras procesadas en el
laboratorio se enmascararon bajo unos c6digos.

De cada caso indice con FQ se tomaron dos muestras de esputo en con-
diciones de asepsia, para evitar contaminantes. Se dividieron en alicuotas
de 500 pL, enviandose una muestra al Servicio de Microbiologfa y la otra
al laboratorio de investigacién, donde se mantuvo criopreservada a -20°C
hasta su procesamiento. De los familiares participantes en el estudio se
tomo una muestra de frotis orofaringeo mediante kit e-Swab® especifico
para bacterias, quedando almacenada en una nevera con hielo hasta su
recepcién en el laboratorio. Una vez alli, cada muestra se dividié en dos
alicuotas y se mantuvieron almacenadas a -20°C hasta su posterior proce-
samiento.

El aislamiento de ADN de muestras biolégicas se realiz6 mediante mo-
dificacién del protocolo que se emplea en el Kit comercial de Machenary-
Nage®, puesto a punto en nuestro laboratorio para muestras de esputo.
Para estudiar la composicion cualitativa de cada muestra se empleé la
técnica de PCR-DGGE, con cebadores de bacteria universales: F-968 y
R-1378. Los diferentes alelos se visualizaron en geles de poliacrilamida,
mediante la técnica de DGGE. Para la DGGE, el ADN amplificado se
ajusté a una cantidad de 200 ng, que se afladi6 en cada carril para proce-
der a la electroforesis en gel de acrilamida con gradiente desnaturalizante
18 - 38%. La electroforesis se realizé en buffer 1X Tris-Acetato-EDTA a
60°C, a un voltaje constante de 180 V durante 18 h. El revelado se reali-
z6 mediante tincién de bromuro de etidio y se escaned para su posterior
analisis de imagen. Con objeto de obtener un material mas limpio, tras
desteqiir las bandas el ADN, se sometié a PCR especifica. Cada una de las
bandas se recortd, re-amplificé y secuencié para identificar a la bacteria
correspondiente. Una vez finalizados todos los experimentos de DGGE,
se analizaron la similitud de todos los patrones de bandas obtenidos me-
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diante un software informatico (Phoretrix 5.0%), que se basa en el indice de
similitud de Dice. Todos los microorganismos identificados se incluyeron
en las siguientes reacciones para establecer un patrén. En aquellos casos
en los que el nimero de microorganismos presentes fuera pequefio y en
cualquier caso para corroborar todos los datos obtenidos mediante PCR-
DGGE, se plante6 la secuenciacién metagenémica de toda la muestra.

Para evitar falsos positivos debido a contaminacién, en todas las etapas
se utilizaron puntas de pipeta con filtro. La extraccién de ADN, prepara-
cién de la mezcla de reaccién, amplificaciéon por PCR y deteccion se efec-
tuaron en distintas areas. Para detectar la posible contaminacién cruzada,
todas las reacciones de PCR llevaban como control negativo H,O estéril
y/o ADN control.

En este estudio se aplicaron los principios éticos recogidos en la ultima
revisién de la declaracién de Helsinki y el proyecto fue aprobado, antes de
su realizacién, por el Comité de Etica e Investigacién Clinica (CEIC) del
Hospital Universitario Virgen del Rocfo.

RESULTADOS

Se incluyeron un total de diez pacientes, atendidos de forma consecuti-
va que, cumpliendo los criterios de inclusién, aceptaron voluntariamente
participar en el estudio. De ellos, ocho (80%) eran mujeres y dos eran
hombres, con una edad media de 19,7 = 7,42 afios (rango 13 - 30). Acep-
taron participar en el estudio 15 familiares convivientes, ocho hombres y
siete mujeres, todos ellos con un periodo de contacto con el caso indice
mayor o igual a seis horas al dia.

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas clinico-epidemioldgicas mas
importantes de los pacientes.

Identificacién de bacterias en pacientes con FQ: en la tabla 2 queda
reflejado los resultados de la metagendmica, la PCR y el cultivo conven-
cional.

Los resultados del estudio de metagenémica mostraron la presencia de
diferentes bacterias en todos los pacientes evaluados, siendo las mas fre-
cuentemente identificadas Pseudomonas (nueve pacientes), Streptococcus (cua-
tro pacientes), Staphylococcus (dos pacientes) y Haemophilus influenzae (dos
pacientes). Por otro lado, en el cultivo convencional de bacterias fue po-
sitivo para P. aeruginosa en el 60% de los casos, mientras que por técnicas
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moleculares el microorganismo se identificé en el 90% de los sujetos. El
cultivo fue negativo para S. pmenmoniae en todos los pacientes y positivo
por PCR en dos.

Identificacién de bacterias en los familiares convivientes: en la tabla 3
quedan recogidos los resultados de las muestras del frotis orofaringeo de
los convivientes. El analisis mediante PCR mostré6 la presencia de P. aeru-
ginosa en el 46,7% de los sujetos y S. prenmoniae en el 66,7%.

Concordancia de los resultados entre pacientes con fibrosis quistica y
convivientes: la concordancia entre pacientes y convivientes se refleja en
la tabla 4.

Los resultados de la PCR para P. aeruginosa fueron concordantes entre
pacientes y familiares (paciente+ /familiar+, o paciente- / familiat-) en el
40% de los casos y discrepantes (paciente+ / familiar— o paciente- /fami-
liar+) en el restante 60%. Para S. preumoniae, 1a concordancia fue del 5/15
- 31%. La concordancia entre los genotipos de P. aeruginosa observados en
los pacientes con FQ y sus familiares convivientes fue del 100%.

Sexo 8 mujeres, 2 hombres
Edad (afios), media * desviacién estandar 19,7 £ 7,42

IMC (Kg/m?), media £ desviacién estindar 17,73 £ 3,03
FEV , media & desviacién estandar 60,77 + 20,87
Diabetes Mellitus 10%
Intolerancia oral a la glucosa 60%
Insuficiencia pancreatica exocrina 60%
Corticoides inhalados 50%
Colonizacion crénica por Pseudononas aernginosa 60%
Antibioterapia en los seis meses previos* 90%

IMC: indice de masa corporal.
FEV : volumen espiratorio forzado en el primer segundo.
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_Sﬁntos . PaCientes

Caédigo | Pseudomonas Streptococcus
aeruginosa prenmoniae

PCR | Cultivo | PCR | Cultivo
FQ1 |+ |+ — _

Bacterias

Metagenémica (PCR 165-DGGE)
2 Uncultured bacterium sp., P. aeruginosa

FQ-2 |+ - - - Streptococcus 3 sp, Erysipelotrichaceae spp, Fusobace-
rinm spp, P. aeruginosa
FQ-3 |+ — - — Uncultured bacterium, Streptococens 3 sp

FQ-4 |+ +* - - Uncultured bactetium, Staphylococcus spp, P.

aernginosa

FQ5 |+ |+ + |-
FQ6 |+ |+ - =
FQ7 |+ |+ N

Uncultured bacterium sp, Pseudomonas spp
Neisseria spp, Prevotella spp, P. sixantha

Uncultured bacterium sp, S#reptococcus oralis,
Actinomyces spp, P. aernginosa

FQ-8 | + - - - 2 uncultured bacterium sp, Streptococcus spp, H.
infinenzae, P. aeruginosa

FQ-9 |- i 4 - H. influenzae, Staphylococcus spp

FQ-10 | + - - - Uncultured bacterium, B. cepacia, Psendomonas sp

Convivente (Cédigo) | Caso indice (cédigo) | Parentesco | P. aeruginosa 8. pneumoniae
C-301 FQ-1 Madre - 3
C-302 FQ-2 Marido 3 -
C-303 FQ-3 Madre 4 A
C-304 FQ-4 Padre — +
C-305 FQ-4 Marido - A
C-306 FQ-5 Madre 4 4
C-307 FQ-6 Padre ¥ -
C-308 FQ-7 Padre - 3
C-309 FQ-7 Madre - +
C-310 FQ-8 Madre 4 <
C-311 FQ-8 Tia - -
C-312 FQ-8 Padre A A
C-313 FQ-9 Madre I -
C-314 FQ-10 Matrido - -
C-315 FQ-1 Padre - 3
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Paciente | Familiar Pseudomonas aeruginosa | Streptococcus pneumoniae
FQ Familiar FQ Famliar
FQ-1 C-301 (Madre) + - - +
C-315 (Padre) - +
FQ-2 C-302 (Marido) | + < - -
FQ-3 C-303 (Madre) + 4 — -
FQ-4 C-304 (Padre) + - - +
C-305 (Marido) - +
FQ-5 C-306 (Madre) + A A +
FQ-6 C-307 (Padre) + + - -
FQ-7 C-308 (Padre) + - - +
C-309 (Madre) - +
FQ-8 C-310 (Madre) + ¥ - +
C-311 (Tia) - -
C-312 (Padre) 4 +
FQ-9 C-313 (Madre) - + + -
FQ-10 | C-314 Marido) | + - - -
DISCUSION

En el presente estudio, se analiza por primera vez la posible transmision in-
trafamiliar de bacterias en pacientes con FQQ mediante técnicas de metagend-
mica. Sus resultados han permitido comprobar que la presencia de bacterias
que normalmente colonizan el tracto respiratorio de estos pacientes, como P.
aeruginosa, son también identificadas en los familiares convivientes, sugiriendo
fuertemente la posible transmision en el entorno familiar.

P. aeruginosa es el microorganismo que mas frecuentemente coloniza a los
pacientes adultos con FQP. En nuestro estudio, se identifica en el 90 % de los
pacientes y en el 46,7 % de los familiares convivientes. Su transmision suele
ocurrir por contacto directo, gotas y foémites. P. aeruginosa no mucoide sobre-
vive 24 h en superficies inertes y la mucoide de 48 h hasta 8 dias en el esputo
sobre una superficie seca. Son factores de riesgo para la aparicién precoz de
P. aernginosa: el sexo femenino, la mutacién Delta F508 en homocigosis y los
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aislamientos previos de S. aurens'. Se ha desctito la infeccién cruzada entre
pacientes en campamentos de enfermos'* y también en centros de FQ', aun-
que hasta la fecha no se habia evaluado la posible transmisién hacia familiares
convivientes que no padecen la enfermedad. Esta es una de las conclusiones
que podrian deducirse de los resultados del presente estudio, dada la concot-
dancia del genotipado de P. aeruginosa entre ambos. Esto puede tener gran
relevancia clinica, porque se podtia perpetuar el nicho ecolégico en el entorno
familiar, dado que las estrategias de tratamiento tras el aislamiento del patoge-
no estan enfocadas exclusivamente en el paciente. En la dltima revision de las
gufas para el control y la prevencion de la infeccioén cruzada, se insiste en que
hay que proporcionar a las familias las recomendaciones para evitar la misma
y que se las involucre en la resolucién de problemas y el desarrollo de herra-
mientas educativas'®.

8. pnenmoniae es menos frecuente en la fibrosis quistica que P. aeruginosa o
S. aurens. Probablemente se deba, entre otros motivos, a que estos pacientes
constituyen un grupo de alto riesgo de enfermedad invasiva por el patégeno
y son regularmente vacunados'®. S. puenmoniae forma parte de la flora habi-
tual de la rinofaringe en humanos y se transmite de persona a persona por
secreciones de la via respiratotia tras un contacto estrecho y prolongado'.
La transmision intrafamiliar del S. prenmoniae se ha demostrado, no solo entre
hermanos, sino entre nifios y adultos. Las cepas que colonizan a los ancianos
son similares a las de los nifios que conviven con ellos'. En personas sanas
menotes de 65 aflos no estd indicada la vacunacién para el neumococo. Este
hecho podtia justificar la escasa identificacion en pacientes (2 / 10) y su alta
prevalencia en convivientes (10 / 15).

La limitacion mas importante es el pequefio tamafio muestral, lo que im-
pide garantizar que el resultado sea representativo del global de la poblacion
de pacientes y de sus familiares convivientes. Sin embargo, esta limitacion es
comun en los estudios de metagendmica, en donde la complejidad de la técni-
ca hace que en los analisis publicados se incluyan siempre un nimero limitado
de casos. Por otra parte, en lo que respecta a la evaluacién de la transmision
intrafamiliar, se trata de un estudio piloto donde, por motivos de eficiencia, es
frecuente la inclusiéon de un bajo nimero de sujetos.

CONCLUSIONES
La presencia de bacterias que frecuentemente colonizan el tracto respira-
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torio de los pacientes con FQ es frecuente entre los familiares que cohabitan
con ellos. La transmisibilidad de los microorganismos entre pacientes y coha-
bitantes parece ser intermedia para P. aeruginosa y baja para S. pueumoniae. 1La
colonizacién entre cohabitantes podria facilitar la transmisién de unos sujetos
a otros y la persistencia de estos microorganismos en el entorno familiar.
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