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Antecedentes y estado actual del tema

1. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

1.1 Definicion y magnitud del problema

1.1.1 Fibrosis quistica. Epidemiologia y Fisiopatologia

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad genética, de herencia autondmica recesiva,
ampliamente distribuida por todo el mundo. Se estima que 1 de cada 25 individuos de raza
caucdsica es portador heterocigoto sano, y en nuestro medio se estima una incidencia de la

enfermedad de 1 por cada 4500 recién nacidos vivos (1).

La enfermedad esta causada por mutaciones del gen que codifican el CFTR (siglas en
inglés del regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica). Hasta el
momento se han identificado unas 1600 mutaciones (2), que por diversos mecanismos
moleculares desencadenan la misma consecuencia: una limitacién en el transporte de cloro
a través de las membranas de células epiteliales exocrinas, con modificaciéon de las
secreciones en los oOrganos afectados. No obstante cada mutacién confiere unas
caracteristicas fenotipicas predominantes, lo que puede justificar en parte las diferencias

en las manifestaciones clinicas entre pacientes con FQ (3).

Clasicamente se ha considerado que la FQ es una trastorno genético que da lugar a
una enfermedad grave en los primeros anos de vida, y que cuyas manifestaciones mas
comunes son la malabsorcidn intestinal, la malnutricion y la neumopatia crdénica. Pero
actualmente es considerada como un trastorno complejo, con un amplio espectro de

expresiones clinicas que pueden acontecer en cualquier edad (4).
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1.1.2. Importancia de la enfermedad pulmonar

Tras la introducciéon de la terapia con enzimas pancredticas y las mejoras de
tratamiento nutricional (5), las complicaciones mas importantes que condicionan el
prondstico de los pacientes se relacionan con la infeccion bacteriana broncopulmonar
cronica y la inflamacion concomitante (6,7). Pese a los avances en las medidas
terapéuticas, el 90% de la mortalidad en pacientes con FQ se relaciona con las

consecuencias de la enfermedad pulmonar (8).

Pese a que a nivel colectivo la progresién de la enfermedad pulmonar es
frecuentemente predecible e inexorable, existe una importante variabilidad entre
individuos, con pacientes sanos por encima de los 30 afos y nifios en la segunda década de

vida abocados al trasplante pulmonar (9).

1.1.3. Cronoinfeccion pulmonar en la fibrosis quistica. Principales

microorganismos implicados en la colonizacion/infeccion

La colonizacién e infeccién del arbol bronquial en el paciente con FQ es consecuencia
de una series de procesos multifactoriales relacionados con la alteracién del gen CFTR (10).
Las modificaciones del CFTR producen una alteracidon en la composicidn cualitativa de las
secreciones respiratorias, con una mayor viscosidad de las mismas, disminucién de la
capacidad de aclaramiento y transporte ciliar de patdgenos (11). Otros factores que
propician la colonizacién e infeccidon son las condiciones de anaerobiosis y microaerofilia,
producidas por las secreciones espesas y los mecanismos inflamatorios en las vias
respiratorias (12), y la formacion de receptores celulares especificos para Pseudomonas
aeruginosa y otras bacterias (13). No obstante en el momento actual, no se conocen todos
los factores que favorecen la propension de los pacientes con FQ a sufrir infecciones por
los gérmenes considerados cldsicamente patégenos (Pseudomonas aeruginosa,

Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus) (14).
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Existe un modelo cldsico de infeccidén progresiva que tiende a la cronificacién en un
pulmén enfermo, sobre el que se sustenta la terapia respiratoria en la FQ.
Tradicionalmente sélo unos organismos concretos se han asociado a infecciones crénicas
en FQ, con una progresiéon desde la edad temprana hasta la adulta. La frecuencia y la
especie de los microorganismos aislados en el tracto respiratorio de los pacientes con FQ
varia con la progresién de la enfermedad (15). En los primeros afios de la vida, las
infecciones virales podrian generar un estado crénico de inflamacion que puede
evidenciarse incluso antes de aislarse los patégenos cldsicos en estos pacientes (6). Con los
medios tradicionales de diagndstico microbioldgico basados en cultivo, es frecuente en la
primera década de vida el aislamiento de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae, aunque son rapidamente relegados a un segundo plano y sustituidos por
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, que se estima que colonizan a mas de
% partes de los pacientes adultos con FQ. Pseudomonas aeruginosa es considerado como
el patégeno mds determinante del curso de la enfermedad. Su aislamiento se asocia a un
deterioro progresivo e irreversible de la funcidn pulmonar, lo que determina su relevancia

por encima del resto de los patdgenos (16).

Debido en parte a la mejora en la expectativa de vida, a lo largo de la evolucién
microbioldgica pulmonar de los pacientes con FQ se incrementa el aislamiento de otros
bacilos gramnegativos no fermentadores, entre los que destacan Stenotrophomonas
maltophilia, Achromobacter spp. y especies del complejo Burkholderia cepacia 6. La
mayoria de éstos son intrinsecamente resistentes a muchos antibidticos, y en algunos

casos son de dificil cultivo por los medios convencionales.

Existen determinantes no infecciosos, genéticos y ambientales modificadores de la
enfermedad que contribuyen a la progresion del dafo pulmonar (17): el estado
nutricional, la diabetes relacionada con la FQ y la insuficiencia pancreatica (18). Ademas se
han encontrado diferencias en la forma que los agentes patdgenos individuales influyen en

distintos grupos de poblacién, tanto con FQ como sin esta enfermedad (19) (Figura 1).

Asimismo, no siempre esta claro si un patégeno es verdaderamente emergente, o si el
aumento de la prevalencia esta relacionada con las técnicas mejoradas de deteccion y una

mayor vigilancia (14).
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Figura 1: Esquema de la magnitud del efecto de la mutacion CFTR, de la influencia ambiental y

los genes modificadores. [Tomado de Knowles MR et al (19)]

1.1.4. Microorganismos clasicamente implicados en la

colonizacion/infeccion broncopulmonar crénica

1.1.4.1. Pseudomonas aeruginosa

La relevancia que este patdgeno Gram-negativo tiene en la FQ se basa en su alta
prevalencia de colonizacién y en su relacion con el deterioro pulmonar progresivo de los

pacientes con FQ (20).

1.1.4.1.a Frecuencia
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa que coloniza las vias
respiratorias de la mayoria de pacientes que presentan FQ en edad adulta. Se consideraba

gue se producia un incremento progresivo de la tasa de colonizacién, pasando de menos
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de un tercio de colonizados a mas de un 80% en edad adulta. Sin embargo, nuevos estudios
han demostrado que en un niumero importante de pacientes con FQ la colonizacién por P.
aeruginosa se produce antes de los 3 afios de vida (8,20), generalmente a partir de
microorganismos presentes en el medio ambiente. En estudios realizados en lactantes
diagnosticados mediante cribado neonatal de FQ se ha demostrado que P. aeruginosa
puede aislarse ya en una fase temprana de la enfermedad (21), incluidos lactantes con
ausencia clinica de enfermedad pulmonar. Esto sugiere que el patégeno ya esta presente
en las vias respiratorias de los lactantes con FQ, en una fase anterior a que se haga
evidente a través del cultivo tradicional del esputo o cultivo orofaringeo (14,22). Entre los
factores que se han descrito favorecedores a la adquisicion temprana de P. aeruginosa se
encuentran el sexo femenino, homocigosis para la mutacién deleccién F508 (AF508), y el

contacto con nifios mayores con FQ ya colonizados (22).

El analisis genético ha mostrado que la mayoria de las cepas que inicialmente
colonizan las vias respiratorias son unicas y proceden de reservorios ambientales. No
obstante se ha descrito la transmisién cruzada entre pacientes en un misma familia,
reuniones de enfermos y brotes epidémicos en centros sanitarios (23). Ademas, a lo largo
de la enfermedad es posible la reinfeccidon con cepas con el mismo o distinto genotipo (24).
El origen de la reinfeccién puede ser ademas de fuentes ambientales, la presencia de un

reservorio no detectado en el paciente, como los senos paranasales (25).

1.1.4.1.b Impacto sobre el curso clinico de la
enfermedad
La colonizacion-infeccion por Pseudomonas aeruginosa se relaciona claramente con
una mayor morbilidad y mortalidad en el paciente con FQ. Se ha evidenciado un progresivo
deterioro de la funciéon pulmonar, una menor supervivencia y una adquisiciéon en edades
tempranas que influye negativamente en el pronédstico de la enfermedad (16). En
comparacion con pacientes de similares caracteristicas no colonizados, la infeccién por P.
aeruginosa se ha asociado con empeoramiento clinico y radioldgico. Se ha documentado
que la probabilidad de fallecer en nifos de 8-13 afios es tres veces mayor si estdn
colonizados por P. aeruginosa a los 5 afios (23).
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La presencia continuada de P. aeruginosa incrementa la inflamacién de respuesta
inmunitaria, mediada en su mayoria por neutréfilos, con un incremento del nimero de
proteasas, participacion de linfocitos T, macréfagos, interleucinas y otros mediadores
proinflamatorios (26) (Figura 2). Estos factores combinados con el dafio activo causado por

la bacteria incrementan la obstruccién bronquial y la destruccion pulmonar (27).
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Figura 2: Esquema de la respuesta inflamatoria en el epitelio de las vias respiratorias de
pacientes con FQ tras la infeccién/colonizacion de Pseudomonas aeruginosa. [Tomado de Hartl D et

al (26)]

1.1.4.1.c Adaptacion de Pseudomonas aeruginosa
durante la infeccion pulmonar cronica en fibrosis

quistica
Los fenotipos de Pseudomonas aeruginosa aislados en pacientes con FQ y en aquellos
con enfermedad pulmonar crénica avanzada difieren sustancialmente de los que han
iniciado la colonizacion en fases precoces de la enfermedad (28). La transicién de fenotipos
ambientales a fenotipos pulmonares altamente adaptados y especializados tiene lugar
mediante un proceso de adaptacidon y seleccién de mutaciones que favorece su

supervivencia y crecimiento en las vias respiratorias de los pacientes con FQ (29).
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Inicialmente, la colonizacién del tracto respiratorio se produce por fenotipos no
mucoides, generalmente sensibles a los antimicrobianos y se suele presentar con una baja
densidad bacteriana (23). Posteriormente y durante un periodo variable, el aislamiento de
la bacteria en las muestras respiratorias puede ser intermitente. Sélo en estos periodos
iniciales de la colonizacion parece posible la erradicacion de este microorganismo

mediante terapia antibidtica (30).

A lo largo de la vida del paciente con FQ suele persistir un Gnico genotipo, aun en los
casos en los que se produce una falsa erradicacién bajo tratamiento con pautas efectivas
de antimicrobianos (27,28). A pesar de ello, se produce una diversificacién en los
diferentes compartimientos pulmonares, con aparicion de multiples morfotipos,
auxotrofias (proliferacién del germen sélo si existe una substancia en medio de cultivo que
en condiciones normales no estd presente) y con perfiles diferenciados de sensibilidad y
resistencia a los antimicrobianos. A medida que progresa la colonizaciéon, P. aeruginosa, a
través de un intenso proceso de adaptacién genética (31), realiza una serie de
modificaciones, de la que emergen gran cantidad de variantes fenotipicas que favorecen su
supervivencia en el pulmdn del paciente con FQ. Fruto de esta adaptacidon, muchas cepas
generan biopeliculas con gran cantidad de alginato (32), un exopolisacdrido que rodea las
bacterias, y las protege de los cambios externos, con lo que se dificulta el proceso de
fagocitosis, el aclaramiento ciliar y el tratamiento antibiético. Ademas este biofilm genera
un efecto profundamente proinflamatorio, lo que repercute negativamente en la funcién
pulmonar. En el pulmén de un paciente con FQ, P. aeruginosa puede inactivar la
produccién de moléculas altamente inmunogénicas para evitar ser detectadas por el
sistema inmunitario, y ademas puede producirse el desarrollo de variantes de lento
crecimiento. En estas condiciones, se produce una seleccién de clones especificos muy
adaptados al entorno, que conlleva la colonizacién permanente del pulmdén y una

erradicacion habitualmente inviable (33).

Muchos aspectos evolutivos de la enfermedad y su tratamiento, como la destruccién
de las vias respiratorias, la respuesta inmunitaria, el tratamiento antibidtico previo, la
competencia entre especies, la hipoxia, la formacién de biopeliculas, la carencia y

suplemento de nutrientes, favorecen la adquisicion de mecanismos de adaptacion de P.
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aeruginosa (28). Una de las propiedades que caracteriza el desarrollo de P. aeruginosa en
el pulmén del paciente con FQ es la hipermutabilidad (34), a diferencia de lo que acontece
en las infecciones agudas y en las formas ambientales de P. aeruginosa (35). Estas
adaptaciones metabdlicas de la bacteria parecen jugar un papel clave en la supervivencia
del germen en el pulmén con FQ y posiblemente, siguen mecanismos similares otras

infecciones cronicas.

1.1.4.1.d Pseudomonas aeruginosa. Desarrollo de

mecanismos de resistencia antibiotica
Dado que la aparicidon de Pseudomonas aeruginosa se ha relacionado con el deterioro
de la funcion pulmonar, el tratamiento antibiético dirigido contra este microorganismo es
un pilar de todos los regimenes terapéuticos de los pacientes con FQ. Para ello se han
utilizado antibiéticos sistémicos e inhalados buscando su eliminacién. Sin embargo, una
caracteristica que define a P. aeruginosa en la FQ es su capacidad de desarrollar
resistencias a los antimicrobianos lo que, unido al limitado nimero de antibidticos

disponibles, dificulta el tratamiento de muchos pacientes.

La infeccion crénica por P. aeruginosa se precede de una fase de colonizacién
intermitente, considerada una ventana de oportunidad terapéutica. En esta fase, una
terapia antibidtica agresiva puede retrasar el estado de infeccion crénica con el

subsiguiente dafio pulmonar (34).

De forma inherente a la infeccién crénica y los frecuentes tratamientos antibidticos
gue el paciente con FQ recibe durante el curso de la enfermedad, P. aeruginosa desarrolla
numerosas mutaciones (35). A través de este proceso, gradualmente desarrolla resistencia
a antimicrobianos a través de varias vias (36). Entre los mecanismos de resistencia se
incluyen la presencia de B-lactamasas (AMPc y BLEE), bombas de expulsion y las
mutaciones de las porinas transmembrana (37). Ademds, aunque no se considere un factor
especifico de resistencia, la formacion de biopeliculas puede aumentar adicionalmente la
resistencia a los antibidticos impidiendo la penetracién fisica de los antimicrobianos a las
bacterias, lo que constituye de hecho un mecanismo in vivo propicio para el desarrollo y

seleccion de cepas multirresistentes (15).
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En general, P. aeruginosa adquiere los mecanismos de resistencia a antimicrobianos

por dos vias: a) genes de resistencia trasmitidos a partir de elementos méviles genéticos
(plasmidos) y b) procesos de mutacidn de novo (38). Este ultimo era el que mas se ajustaba
al modelo clasico de P. aeruginosa en la FQ: infecciones monomicrobianas con ausencia de
otros microorganismos de los que pudiera adquirir mecanismos de resistencia, y la alta
densidad de P. aeruginosa en la via aérea, lo que podria favorecer la aparicion de
mutaciones de novo. Ademas, como se ha sefalado, una de las propiedades que
caracteriza el desarrollo de P. aeruginosa en el pulmén del paciente con FQ es la
hipermutabilidad (39), a diferencia de lo que acontece en las infecciones agudas y en las
formas ambientales de P. aeruginosa (40). Asi se facilitaria la adaptacién de este
microorganismo a las caracteristicas particulares del nicho pulmonar, la cronificacién del

proceso y el rapido desarrollo de resistencias.

1.1.4.1.e Evaluacion microbioldgica de Ila
colonizacion-infeccion pulmonar por Pseudomonas

aeruginosa
Resulta fundamental la realizaciéon de un seguimiento microbioldgico continuo a los
nifnos con diagnostico precoz de FQ. Uno de los objetivos es la deteccidn de la colonizacién
inicial por Pseudomonas aeruginosa, dado que la instauracién de tratamientos
antimicrobianos agresivos en estos primeros estadios puede prevenir la persistencia de la
colonizacién inicial y retrasar la infeccidon crénica. Una vez establecida la colonizacién
crénica, el seguimiento microbiolégico cualitativo y cuantitativo resulta de utilidad para
conocer la evolucién de la enfermedad pulmonar y determinar la eficacia e impacto de los

sucesivos tratamientos antibioticos y asi lograr disminuir la carga bacteriana (41).

Actualmente los cultivos de orofaringe y esputo son los que se practican mas
frecuentemente dada su facil obtencidon. Sin embargo el cultivo de las muestras de frotis
orofaringeo tiene un limitado valor predictivo positivo y negativo para la deteccién de P.
aeruginosa en el tracto respiratorio inferior (45). Ademas, la elevada variabilidad de las
poblaciones de P. aeruginosa que colonizan las vias respiratorias de los pacientes con FQ,

consecuencia de la intensa diversificacion fenotipica que ocurre en los distintos

Pagina 11



Antecedentes y estado actual del tema
compartimentos de la via aérea, aflade un importante grado de complejidad al diagndstico
y seguimiento microbioldgico de esta patologia. La variabilidad es muy patente en lo
relativo a los estudios de sensibilidad antibidtica entre las distintas variantes fenotipicas, y
especialmente en los pacientes colonizados por cepas hipermutantes, en los que suele
haber presencia de subpoblaciones resistentes a la mayoria de los antibiéticos empleados.
Esta complejidad poblacional puede ser responsable de la discordancia de los estudios de

sensibilidad in vitro y la respuesta clinica en el contexto de FQ.

A pesar de la demostrada utilidad del cultivo seriado, éste puede ser negativo en
determinadas situaciones, en especial en pacientes con tratamiento antimicrobiano con
baja carga bacteriana, o cuando no se pueden obtener muestras respiratorias de suficiente
calidad. Por este motivo se han desarrollado técnicas independientes de la presencia de
bacterias viables en suficiente cantidad para ser detectadas mediante cultivo convencional,
como la respuesta de anticuerpos especificos de P. aeruginosa, o la deteccion de material
genético de la bacteria en muestras respiratorias (41). No obstante el cultivo se utiliza en el
momento actual como técnica de referencia para la validacion de otras técnicas,

seroldgicas o moleculares.

La utilidad de la serologia de P. aeruginosa se basa en ser una herramienta para
identificar infeccion croénica y diferenciarla de la simple colonizacidn en pacientes con FQ.
También resulta util cuando no se pueden obtener muestras adecuadas para cultivo. Sin
embargo, la determinacidén de anticuerpos frente a P. aeruginosa en pacientes con FQ
puede dar informacion sobre una infecciéon previa no detectada mediante el cultivo
convencional. Existe alguna controversia en relacién a aspectos de su uso clinico (42), por
una parte debido a la heterogenicidad de las técnicas estudiadas, y también por la
delimitacion de puntos de corte en la titulacién, en especial en lactantes y nifios con FQ

(43).

La utilizacién de técnicas moleculares puede evitar las limitaciones asociadas al cultivo
convencional, como lo es, el no aislamiento durante el tratamiento antibiético o cuando
hay baja carga bacteriana. Estas técnicas permiten ademas, detectar la colonizacidn con P.
aeruginosa una media de 4,5 meses antes que las técnicas de cultivo (44), lo que permitiria

también adelantar la antibioterapia para su erradicacién. Los primeros estadios del proceso
e —
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suelen cursar con aislamiento esporadico o intermitente de P. aeruginosa; la tipificacion
molecular puede permitir determinar si realmente se trata ya de una colonizacidon crdnica,
todavia con baja carga bacteriana, o si por el contrario se trata de colonizaciones
esporadicas por distintas cepas ambientales. Entre sus limitaciones se encuentra la
dificultad para diferenciar el DNA de bacterias vivas y muertas, lo que puede hacer
considerar como fracasos, verdaderas erradicaciones terapéuticas. Las técnicas mas
empleadas son las de amplificacion de DNA como la PCR, que identifica gérmenes
mediante la amplificacion de secuencias Unicas de un microorganismo particular teniendo
por ello gran especificidad. Las técnicas de PCR utilizadas para detectar P. aeruginosa en

esputo de pacientes con FQ presentan, en general, alta sensibilidad, del 93 al 100% (45).

1.1.4.1.f Patrones microbiologicos de Ia
colonizacion-infeccion pulmonar por Pseudomonas
aeruginosa
Basandose en criterios clinicos y microbioldgicos, establecidos principalmente por el
cultivo tradicional y en ocasiones la serologia, se establecen unos patrones de

infeccién/colonizaciéon de Pseudomonas aeruginosa (46-48):

- Infeccién inicial (primoinfeccién). Se establece tras un primer cultivo positivo de P.
aeruginosa en el curso clinico de la enfermedad. Suelen ser cepas no mucosas, sensibles a
los antimicrobianos. Los cultivos negativos después del primer cultivo pueden indicar una
infeccidn inicial interrumpida, o infradiagnosticada, o bien una verdadera erradicacion de
P. aeruginosa tras la antibioterapia. Se considera erradicacién cuando se obtienen al
menos 2 cultivos negativos para P. aeruginosa realizados después de 14 dias de la
finalizacion del tratamiento y separados como minimo 2-4 semanas entre ellos. En esta

fase, no suele aparecer respuesta inmunoldgica especifica frente a P. aeruginosa.

- Infeccién intermitente. Tras la infeccién inicial se obtienen resultados positivos y
negativos de forma intermitente en cultivos secuenciales. Puede reflejar una infeccién
permanente con bajos niveles cuantitativos, heterogeneidad en la procedencia de las
muestras, o erradicacidn aparentemente transitoria. Es posible la colonizacidn persistente
de reservorios, como los senos paranasales. Los gérmenes aislados tienen diferentes
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fenotipos, incluyendo cepas mucoides. Puede aparecer respuesta inmunoldgica especifica

frente a P. aeruginosa.

- Infeccidn crénica. Suele acompafiar los estadios avanzados de enfermedad. Aparecen
colonias mucoides con diversidad de fenotipos, por la especializacion y evolucién
adaptativa de P. geruginosa a las condiciones de un pulmoén ya dafiado. Existe una marcada
respuesta seroldgica, consistente con la presencia de P. aeruginosa. En esta fase son
frecuentes las exacerbaciones, que aunque no tengan una etiologia definida, suelen
coincidir con un aumento de la carga bacteriana o variaciones antigénicas. En pacientes sin
estudio microbiolégico puede utilizarse como criterio diagndstico de exacerbacion el

aumento de anticuerpos en 2 muestras sucesivas de sangre.

1.1.4.1.g Interaccion de Pseudomonas aeruginosa,
con otras especies, con la flora del huésped y con

otros patogenos. Comunicacion interespecies
El desarrollo del conocimiento de la microbiota bacteriana en las vias respiratorias de
pacientes sanos y con FQ ha reforzado el interés de la posible interaccion de Pseudomonas
aeruginosa por el microbioma del huésped, a través de la comunicacidn interespecies
(Quorum Sensing, QS) (38-40). Se considera que el QS es un atributo comun de muchas
especies bacterianas mediante el cual las bacterias actian como una comunidad, pueden
usar senales quimicas para comunicarse y coordinar actividades beneficiosas para su
grupo, asi como adaptar su expresidn fenotipica en funcion de la densidad de poblacién de

bacterias en su entorno cercano (49).

Es conocido que P. geruginosa desarrolla varios factores de virulencia a través de
sistemas de QS, que repercuten sobre el sistema inflamatorio, el deterioro pulmonar y la
competicidon sobre otros microorganismos. Es también responsable del desarrollo de cepas
transmisibles de P. aeruginosa que se han relacionado con el incremento de mortalidad en

pacientes con FQ (39).

La presencia de ciertas moléculas de QS repercute sobre otros microorganismos,

inhibiendo el crecimiento de Staphylococcus aureus, o al contrario, favoreciendo el
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desarrollo de variantes de colonias de S. aureus, que no sélo son mas resistentes a
antibioticos, sino que a la vez son mas dificiles de detectar (40). La expresién de ciertas
moléculas de QS en P. aeruginosa inhibe también el crecimiento de hongos, como Candida

albicans.

Se ha documentado la interaccién simbidtica de P. aeruginosa con Burkholderia
cepacia, lo que favorece un sinergismo entre especies (50). De esta forma comparten
material genético que favorece su adaptacion al medio, factores de virulencia y resistencia
antibidtica. Ya se habia observado con anterioridad que la coinfeccién con P. aeruginosa y
B. cepacia en pacientes con FQ deterioraba mas la funcién pulmonar que la infeccién

aislada por cada uno de los gérmenes (30).

También se ha observado la existencia de una interferencia reciproca de
Stenotrophomonas maltophilia y P. aeruginosa en pulmdn con FQ. S. maltophilia podria
conferir cierta ventaja adaptativa a P. aeruginosa en las condiciones especificas de la
infeccion crénica o, aumentar la virulencia de P. aeruginosa, lo que conduce a la

exacerbacion pulmonar (51).

1.1.4.2 Staphylococcus aureus

La colonizaciéon por Staphylococcus aureus se adquiere progresivamente a lo largo de
la enfermedad (52). En los dos primeros anos de vida muy pocos nifios se encuentran
colonizados. Este porcentaje se incrementa progresivamente, hasta que a los 12-14 aiios el
50-60% de los nifios se encuentra colonizados. Conforme avanza la edad del paciente y la
progresién de la enfermedad, decrece la colonizacién por S. aureus y aumenta el
aislamiento de P. aeruginosa, que se incrementa de forma gradual hasta convertirse en el
patdégeno mas frecuente en la edad adulta.

Sigue existiendo un debate sobre el papel que juega el S. aureus en el desarrollo de la
enfermedad pulmonar crénica en pacientes con FQ. La infeccidon precoz por S. aureus
puede causar dafio epitelial, lo que facilita la adherencia y colonizacién por P. aeruginosa
(52). Por este motivo se disefaron estrategias de tratamiento antibidtico preventivo con el

animo de impedir la infeccidn y posterior colonizacidn estafilocdcica. Con posterioridad se
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observd que la profilaxis antibidtica, pese a disminuir el riesgo de infeccion estafilocdcica,
incrementaba el riesgo de contraer infecciones por P. aeruginosa (53,54), por lo que la

profilaxis mantenida antiestafilocdcica no estaria justificada.

1.1.4.2.a Staphylococcus aureus  meticilin

resistente
El incremento de la prevalencia de Staphylococcus aureus meticilin resistente (SAMR)
en la poblacién general se refleja en los pacientes con FQ (14), de forma que en los ultimos
afios se ha ido haciendo cada vez mas frecuente el aislamiento de SAMR en este grupo de
enfermos. La prevalencia difiere mucho entre paises, y entre los motivos se encuentran el
porcentaje de portadores en la poblacion general y las politicas de aislamiento de
pacientes con FQ en medio hospitalario. Se ha descrito que entre el 3 y el 11% de los
pacientes europeos con FQ estdn crénicamente infectados. Entre los factores de riesgo
conocidos para la adquisicion de SAMR se encuentran: estancias prolongadas y frecuentes
en medio hospitalario, tratamiento antibidtico con ciprofloxacino y cefalosporinas en
colonizados por P. aeruginosa, formas avanzadas de la enfermedad pulmonar, y la

infeccion crénica por Aspergillus fumigatus.

La colonizacién por SAMR se ha asociado con el deterioro respiratorio y una mayor
necesidad de hospitalizacién comparativamente con los portadores de Staphylococcus
aureus meticilin sensible (SAMS) (55). Los pacientes con FQ portadores de SAMR tienen un
incremento de mortalidad con respecto a los enfermos con similares caracteristicas que no
han estado colonizados (56). Asi también, la funcién respiratoria de los pacientes
colonizados a la vez por SAMR y P. aeruginosa es significativamente peor que la de los
pacientes colonizados por sélo una de las dos especies (57). Aunque no se considera un
criterio de exclusién para el trasplante pulmonar, se recomienda un manejo

extremadamente cuidadoso de los candidatos a trasplante que sean portadores (58).

Aunque no hay una definicién estandar de infeccidon crénica por SAMR, se acepta que
esta situacion se corresponde con la de aquellos pacientes con tres cultivos positivos en los
ultimos 6-12 meses. En el momento actual no hay estudios definitivos que demuestren la

eficacia y seguridad de los protocolos de tratamiento para SAMR en pacientes con FQ en
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los distintos supuestos clinicos (59). Se acepta que el principal beneficio del tratamiento es
en pacientes con infeccion reciente y que presenten una exacerbacién pulmonar aguda
(60). A diferencia de P. aeruginosa y SAMS, hay alguna evidencia a favor de que la
colonizacién crénica por SAMR puede ser erradicada de la via aérea. En estos casos,
ademas del tratamiento de otras fuentes del SAMR fuera de las vias respiratorias, con
mupirocina nasal y bafos con clorhexidina, resulta muy importante la adherencia a las
medidas de aislamiento y segregacién de los pacientes en los centros sanitarios en funcién

de su estado de portador (55).

1.1.4.3 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae se ha considerado el tercer germen mas frecuentemente
aislado en pacientes con FQ tras P. geruginosa y S. aureus. Tiene especial importancia en
los primeros 4-6 anos de edad cuando se aisla en aproximadamente el 30-40% de los nifios.
No obstante, esa prevalencia es coincidente con el porcentaje de portadores de H.
influenzae en poblacion infantil sana en edad preescolar (61). A partir de esa edad es
menos frecuente en pacientes con FQ y generalmente marginal en el adulto.

Las cepas de H. influenzae que se aislan en los pacientes con FQ son no capsuladas,
como las encontradas en otras patologias respiratorias crénicas. H. influenzae es el
probable causante de algunas exacerbaciones agudas y sdlo en unos pocos pacientes se
establece una infeccidn crénica por este germen, normalmente por clones hipermutables y

mejor adaptados a antibidticos (13).

Se ha sefialado que puede formar biopeliculas en el epitelio de las vias respiratorias, lo
qgue dificulta la accidon de los antibidticos e incrementa la respuesta inflamatoria del
huésped. Estos datos sugeririan un papel en la enfermedad pulmonar en la edad temprana
y puede plantear la conveniencia de tratar la infeccion precoz asintomatica de los
pacientes con FQ (62). En el momento actual no existe acuerdo sobre el beneficio del
tratamiento antimicrobiano generalizado en los pacientes con FQ colonizados por este

patégeno (41), o dirigido sélo en las exacerbaciones y ajustandose al antibiograma (1).
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1.1.4.4 Streptococcus pneumoniae

La incidencia de Streptococcus pneumoniae en pacientes con FQ es mayor en edades
tempranas. Algunos datos muestran una incidencia similar de infecciones respiratorias en
los pacientes con FQ que en los individuos de la misma edad sin la enfermedad (63). Otros
autores han encontrado relacién entre su aislamiento y la aparicién esporddica de
exacerbaciones. Se ha demostrado que la persistencia de S. pneumoniae podria producirse
a expensas de reemplazos por nuevos clones (64) y que los aislamientos de S. pneumoniae
obtenidos en pacientes con FQ presentan una mayor resistencia antibiética que la obtenida

en pacientes sin FQ (65).

1.1.4.5 Otros microorganismos

Los pacientes con FQ estan infectados predominantemente por unos patdgenos
considerados cldsicos en la enfermedad, de los cuales Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa son los mas importantes. Sin embargo, en los ultimos afios ha
habido un creciente niumero de informes sobre gérmenes emergentes potencialmente
patdégenos como Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter
xylosoxidans, enterobacterias o micobacterias no tuberculosas, virus y hongos como

Pneumocystis jivorecii.

1.1.4.5.a Burkholderia cepacia complex
En el paciente FQ, la infeccidon respiratoria por Burkholderia cepacia tiene una
prevalencia mucho menor que la producida por otros gérmenes. Sin embargo, tanto por la
importante repercusién clinica como por su transmisibilidad, ha pasado a ser un germen

considerado de gran importancia en la evolucién clinica de los pacientes con FQ (66).

Taxondmicamente no se trata de una Unica especie, sino de un grupo de hasta 9
especies gendmicas denominadas “genomovars”, con caracteristicas fenotipicas similares,

pero con genotipos diferentes, al que se denomina “complejo Burkholderia cepacia” (BCC).
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Todas ellas han sido aisladas de pacientes con FQ, pero la mayoria de los aislamientos
pertenecen a los genomavares Il y lll (67). El genomovar tipo Il (B. cenocepacia) es
considerado como el mas agresivo para los pacientes y con mayor transmisibilidad. La
prevalencia global en distintas series de B. cepacea es del 3-5%, predominando en

pacientes adultos.

Se han descrito diferentes patrones de infeccién por este germen, desde el portador
asintomatico al deterioro rdpidamente progresivo (68). Esta demostrado que la adquisicion
de B. cepacea provoca en algunos pacientes un empeoramiento de la funcidn respiratoria y
del estado nutricional, factores que determinan la supervivencia del paciente. Ademas, uno
de cada cuatro sujetos infectados sufre una neumonia necrotizante aguda progresiva,
muchas veces inevitablemente mortal. Esta complicacién, denominada sindrome cepacia,
se relaciona con el genomovar tipo lll. Los pacientes previamente colonizados por B
cepacea tienen peor prondstico post-trasplante que los no colonizados, por lo que se ha
planteado si la colonizacién por B. cepacea es una contraindicacion absoluta para el

trasplante pulmonar.

El diagndstico de estos microorganismos no es sencillo mediante el cultivo, y se han
descrito problemas en su aislamiento con el uso de algunos sistemas comercializados. Las
técnicas moleculares también se han utilizado con éxito para detectar B. cepacia complex a
partir de muestras respiratorias de pacientes con FQ, mediante diferentes cebadores
disefiados para amplificar el gen recA, regiones conservadas del gen 16S ARNTr, o la regién

espaciadora 16S a 23S (70).

Dado que el B. cepacia complex es en muchas ocasiones intrinsecamente resistente a
aminoglucésidos, y frecuentemente multirresistente, el tratamiento consiste en la
asociacién de tres antibidticos bactericidas. Los estudios del genotipo de estas especies
muestran una posible infeccidon cruzada entre pacientes, por lo que las politicas de

aislamiento son cruciales (71).
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1.1.4.5.b Stenotrophomonas maltophilia

La prevalencia de colonizacidn por Stenotrophomonas maltophilia en pacientes con FQ

ha aumentado en los ultimos afios; se estima un 10% en poblacion adulta (72), aunque
varia de unos centros a otros, en parte, por el uso de diferentes medios de cultivo
selectivos. Su papel como patdgeno es controvertido. Por una parte, en algunos estudios se
ha demostrado una peor supervivencia en los portadores créonicos, pero en otros no se
encuentra que el aislamiento de este germen se asocie con un deterioro significativo de la
funcion pulmonar, por lo que la necesidad o no de tratar, no estd claramente establecida
(73). Hay factores que predisponen a la colonizaciéon por este microorganismo, como el

uso cronico de antimicrobianos orales, intravenosos o aerosolizados (74).

1.1.4.5.c  Achromobacter xylosoxidans (antes
Alcaligenes)

Achromobacter xylosoxidans se detecta hasta en el 18% de los cultivos en los
pacientes que inician la tercera década de vida. Son factores de riesgo de colonizacién la
utilizacién previa de antibidticos, las hospitalizaciones frecuentes (75) y, en alguna serie, la
presencia de Aspergillus fumigatus en el esputo. Su significado tampoco esta claro, dado el
bajo nimero de pacientes que sufre colonizacidn crénica (76). Se han descrito en pacientes
qgue sufren exacerbaciones agudas, pero suelen producirse en pacientes también
colonizados por P. aeruginosa. Suele aislarse en pacientes con una funcién pulmonar mas
deteriorada, aunque por si misma, su adquisicion no parece empeorar la situacién
pulmonar de los pacientes (77). Es un organismo muy resistente a antibidticos, pero su
erradicacidon en fases iniciales mediante antibioterapia inhalada es factible y retrasa la

infeccion cronica (78).

1.1.4.5.d Enterobacterias
Las enterobacterias se pueden aislar en muestras del tracto respiratorio de pacientes
con FQ. Se consideran colonizadores transitorios, se encuentran en baja densidad de

colonizacidn y no se ha encontrado que estén asociados con enfermedad grave (79).
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1.1.4.5.e Micobacterias no tuberculosas

Mientras que la infeccidn tuberculosa es infrecuente en la FQ, se ha observado que los
pacientes con esta enfermedad tienen predisposicion a sufrir colonizacién-infeccion
respiratoria por micobacterias no tuberculosas (MNT) (80), probablemente debido a la
presencia de bronquiectasias y a las infecciones crénicas y recurrentes del pulmoén. Las
especies que son aisladas con mayor frecuencia son Mycobacterium avium complex (MAC),
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium intracellulare, seguida

de Mycobacterium abscessus (81).

MNT tienen una distribucién amplia en la naturaleza y se encuentran principalmente
en el agua, suelo, plantas y animales. El origen de la infeccion es raramente el contacto
entre personas y el serotipo de las cepas aisladas en los pacientes ha demostrado la
ausencia de transmisidon cruzada entre ellos. Tampoco se ha podido demostrar la
transmision nosocomial a través de los aerosoles u otras fuentes de infeccion sanitarias

(82).

El mayor niumero de aislamientos de estos gérmenes puede deberse a la mejora en las
técnicas de deteccion y al incremento de la esperanza de vida de los enfermos (83). Se ha
observado una mayor frecuencia en pacientes colonizados por S. aureus, pero no por P.
aeruginosa (14). La prevalencia se incrementa paulatinamente con la edad, siendo superior
al 15% en mayores de 14 afios. No obstante, como en otros gérmenes, la obtencion de
muestras de esputo inducido viene condicionada por la edad del paciente y puede
subestimar la prevalencia real en nifios mas pequeiios (84). Existen variaciones en las
técnicas empleadas para su aislamiento y deteccién (85), lo que puede explicar las
diferencias en cuanto a prevalencia observada en la literatura (86). También la presencia
de bacterias de crecimiento rapido en el esputo de los pacientes con FQ puede condicionar
un infradiagndstico de MNT y también algunos métodos de aislamiento pueden inactivar a

las micobacterias, sobre todo en muestras con baja carga de microorganismos.

La distincidn entre infeccidon pulmonar activa y colonizacién no es facil en la practica
diaria en el paciente con FQ (1), sin que se haya podido establecer con claridad su
verdadero papel como patégenos. Empleando criterios clinicos y bacteriolégicos, hay

autores que afirman que MNT son las responsables de una enfermedad subclinica activa
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durante mucho tiempo y que contribuyen al deterioro progresivo de la funciéon pulmonar
(87). Los pacientes con aislamiento de M. abscessus cumplen los criterios bacterioldgicos
con mayor frecuencia que los pacientes con cultivo positivo a MAC (88). El problema es la
coexistencia de MNT con P. aeruginosa y S. aureus, lo que dificulta ain mds determinar su
papel como patdgenos. Su significacion patégena vendria ligada a la existencia de multiples
cultivos positivos, la falta de respuesta al tratamiento bacteriano convencional y la
observacion en la tomografia computerizada de alta resolucion (TACAR) de nédulos vy
lesiones granulomatosas, confirmados por biopsia (89). En estos casos se recomienda
iniciar tratamiento especifico, que se ha demostrado que logra la mejoria clinica con la
negativizaciéon de los cultivos en estas situaciones (90). No obstante, no se han encontrado

diferencias entre los distintos regimenes antibidticos (91).

1.1.4.5.f Hongos levaduriformes y Aspergillus spp

Ademas de la colonizacion bacteriana del pulmén y vias respiratorias, se produce en
muchos casos una colonizacién fungica, posiblemente favorecida por el tratamiento
antibiotico agresivo (92). Los hongos que se cultivan con mas frecuencia en las secreciones
respiratorias de los pacientes con FQ son Aspergillus fumigatus y Candida spp (93). Hasta
un 50-75% de los pacientes en fases avanzadas estan colonizados por Candida spp, siendo
considerado como un comensal inofensivo. Otras especies de hongos se aislan con relativa
frecuencia, sin que su papel como patdégenos de la enfermedad pulmonar pueda
establecerse con claridad (82).

A. fumigatus suele encontrarse en las secreciones respiratorias de los pacientes con FQ
con una frecuencia que oscila entre un 10 y un 57% (13). Las especies de Aspergillus spp
son responsables de varias patologias en pacientes con FQ (94): aspergilosis invasiva,
aspergiloma, neumonitis por hipersensibilidad con obstruccion bronquial, como la
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), ademas de una respuesta inflamatoria
crénica y un daio directo al epitelio pulmonar. No se conoce con exactitud por qué el
hongo desencadena una u otra enfermedad, pero puede depender de factores individuales
determinados genéticamente, como la respuesta a la IgE total, inmunocompetencia, grado
de cronicidad de la enfermedad y lugar de asiento de la colonizacidn o infeccion fungica. Se

ha propuesto A. fumigatus como responsable ocasional de exacerbaciones en los pacientes
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con FQ. En estos casos se propone el tratamiento antifungico en los pacientes colonizados
por A. fumigatus con deterioro respiratorio y sin respuesta al tratamiento antibidtico (95).
No obstante, aunque la colonizacién con A. fumigatus se encuentra mds comiunmente en
pacientes con enfermedad pulmonar mas grave, hay trabajos en los que no se ha asociado
de forma independiente con deterioro de la funcidn pulmonar de pacientes por periodos
de mas de 5 afios (96). Tampoco se recomienda su erradicacion en pacientes asintomaticos

colonizados (6).

Tras Aspergillus, el segundo hongo filamentoso mds encontrado, es Scedosporium
apiospermum. Aunque a nivel general, no se ha establecido su papel como patdgeno, se
han descrito casos con muy mala evolucidon pulmonar con la combinacién de su aislamiento
persistente y una inflamaciéon intensa (97). Otras especies de hongos aisladas incluyen

Wangiella dermatitidis y Penicillium emersonii (6).

1.1.4.5.g Pneumocystis jirovecii

Pneumocystis jirovecii es un hongo oportunista atipico de amplia distribucién mundial
con afinidad por el tejido pulmonar y es causante de neumonia en individuos
inmunodeprimidos y de diversas enfermedades pulmonares crdnicas (98). El cultivo sigue
siendo inviable hoy dia y el diagndstico se basa en la visualizacidn microscépica por
inmunofluorescencia, requiriendo que el organismo esté en la densidad suficiente para su
diagndstico en las muestras obtenidas. El desarrollo de técnicas moleculares sensibles ha
llevado al reconocimiento de un estado de colonizacién, o portador de P. jirovecii, en el
que existe una baja carga de esta especie en personas que no tienen neumonia, con
predominio de determinados genotipos (99). La prevalencia de P. jirovecci en pacientes con
FQ ha dado resultados dispares, de 1,3% a 21,6% (100,101), lo que puede estar motivado
por la heterogenicidad de los pacientes y la metodologia empleada.

La evolucién de la colonizacidon de P. jirovecii en pacientes con FQ es en gran parte
desconocida, siendo necesario esclarecer el papel de la infeccién por P. jirovecii en la
historia natural de la FQ con el fin de mejorar el manejo clinico de esta enfermedad (98). La

colonizacién por P. jirovecii puede inducir cambios inflamatorios en un pulmén con FQ,
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colaborar en el dafio pulmonar crénico y en el empeoramiento de la funciéon pulmonar.

Ademas puede interactuar con las bacterias de las vias respiratorias (102).

1.1.4.5.h Virus respiratorios y otras bacterias

En los ultimos afos se ha evaluado en los pacientes con FQ el impacto de las
infecciones por distintos virus, como el virus respiratorio sincitial (VRS), virus de la gripe,
adenovirus, virus parainfluenza, rinovirus, metapneumovirus, coronavirus o bocavirus
(103-105). También se ha considerado la implicacion de bacterias atipicas como
Chlamydophila pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Bordetella pertussis y Legionella
pneumophila (106), que si bien ahora pueden ser detectadas por técnicas moleculares
rapidas y directas, su presencia en los pacientes con FQ probablemente haya estado
subestimada (107). La incidencia en estos pacientes no es mayor que en la poblacién
general y en nifios menores de 5 afios incluso es mas baja, debido probablemente a una
exposicidn menor, con la excepcion de B. pertussis que justo en ese rango de edad
presenta una de las tasas mads elevadas. Sin embargo, la infeccidn respiratoria puede ser
mucho mads grave con mayor afectacién de vias inferiores, mayor incidencia de
exacerbaciones agudas, hospitalizacién y deterioro de la funcién pulmonar (14). Ademas,
puede predisponer a la infeccidn bacteriana al lesionar el epitelio respiratorio y facilitar la
adherencia de P. aeruginosa (108). En algunos trabajos se ha observado que un mayor
numero de infecciones virales al afo se correlaciona con progresion de la enfermedad
pulmonar, disminucién del indice de Swachman, y también que la infeccidn virica precede
en muchas ocasiones a los episodios de exacerbacion aguda (109-110). En contraste, en
estudios realizados en pacientes con bronquiectasias no relacionadas con FQ, ni las
bacterias atipicas ni el VRS se mostraron como responsables de exacerbaciones

respiratorias (111).
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1.1.5 Estrategias de estudio de infeccién y terapia antibiotica

La terapia antimicrobiana en pacientes FQ estd dirigida a la prevencién, erradicacién y
control de la infeccidn respiratoria (10). La utilizacion de antibidticos en pacientes con
enfermedad pulmonar, ha contribuido al control de la infeccién bronquial y las

expectativas de supervivencia (112).

Los objetivos terapéuticos difieren a lo largo del curso clinico de la enfermedad (13). La
erradicacion de especies como H. influenzae, S. aureus, o P. aeruginosa ante su primer
aislamiento se considera objetivo en los pacientes pediatricos, para asi evitar la
colonizacién crdénica. Generalmente, estos microorganismos pueden erradicarse con el
tratamiento adecuado, si bien, sobre todo en el caso de S. aureus es posible que se
establezca una infeccion permanente. Progresivamente, a la vez que se establece la
colonizacién croénica, el objetivo primordial del tratamiento pasa de la erradicacién al
control de la infeccidn, el tratamiento de mantenimiento y el control de las exacerbaciones
periddicas (113). El tratamiento antibidtico durante la exacerbacién reduce los sintomas y
mejora la funcion pulmonar (88). Cada vez mas se considera que el papel de la terapia
antimicrobiana en pacientes con enfermedad pulmonar crdnica debe dirigirse hacia el
control del comportamiento de las especies colonizantes agresivas, en vez de la

erradicacion completa, que pocas veces es viable (83).

El resultado positivo de un cultivo de esputo, o exudado orofaringeo, generalmente
condiciona el inicio de un tratamiento antibidtico, especialmente cuando existen sintomas
asociados. Esto supone un abordaje diferente al de la poblacion general, en la cual la
mayoria de las infecciones respiratorias se resuelven sin necesidad de empleo de

antibidticos.

La monitorizacién del cultivo de esputo, o de las muestras orofaringeas en nifios no
colaboradores, resulta fundamental para identificar los microorganismos implicados y
determinar su perfil de sensibilidad antibidtica (6). La eleccion del tratamiento
antimicrobiano, sobre todo en el caso de bacterias multirresistentes, debe estar basada en

estudios de sensibilidad antibidtica.
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1.1.5.1 Estudios microbioldgicos clasicos. Limitaciones

Pese a las diferencias en los objetivos terapéuticos en las distintas fases de la
enfermedad, el papel que juega el diagndstico microbioldgico con técnicas dependientes
de cultivo es el mismo: la deteccidn de la presencia de un limitado grupo de patdgenos con

relevancia clinica conocida y el estudio de la sensibilidad antibidtica.

La capacidad de estas técnicas microbiolégicas dependientes de cultivo presenta
algunas limitaciones (113). Hay importantes diferencias entre la forma en que las bacterias
crecen in vitro a la forma en la que se comportan en las vias respiratorias de pacientes con
FQ, mostrando modelos de crecimiento o de susceptibilidad antibiética diferentes a los
que presentan en laboratorio. Los medios de cultivo tradicionales han sido
intencionadamente restrictivos para favorecer el crecimiento de bacterias consideradas
clinicamente relevantes (114), pero que impiden el crecimiento y por tanto la identificacién
de numerosas especies también presentes en las vias respiratorias de los pacientes con FQ,

lo que puede sobre o infraestimar la abundancia de determinadas especies.

Ademas del rendimiento de los medios de cultivo tradicionales, existen limitaciones en
relacion al origen de las muestras obtenidas. Aunque en muchas ocasiones el cultivo de las
secreciones orofaringeas es la uUnica muestra disponible (115), no siempre se puede
considerar como un indicador representativo de la infeccién de todo el tracto respiratorio
inferior. Frente a muestras obtenidas con el cultivo del lavado broncoalveolar (BAL),
considerado como referencia, el cultivo del esputo presenta valores predictivos positivos
entre el 40-80% para P. aeruginosa y valores predictivos negativos entre el 70-97% (7). En
nifos menores de 5 afios, la obtencién de esputo muchas veces no es viable, y se ha de
recurrir a frotis orofaringeos, en los que la sensibilidad y el valor predictivo positivo son

mas pobres que en los de las muestras de esputo.
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1.2 Estudio del microbioma de las vias respiratorias en

pacientes con fibrosis quistica

El nimero de microorganismos cultivables es mucho menor que el de los no
cultivables. El desarrollo de técnicas microbioldgicas basadas en la biologia molecular ha
permitido la proliferacién de estrategias independientes del cultivo para la identificacion
de microrganismos. Algunas de estas técnicas se han comenzado a aplicar en el estudio
diagndstico de muestras de pacientes con FQ, bien de forma especifica para patégenos
considerados clave como P. aeruginosa, o de forma generalizada abarcando un alto

numero de microorganismos como para el estudio del microbioma (116).

1.2.1 Microbioma y otros conceptos

Se denomina microbiota al conjunto de microorganismos presentes en un medio
ambiente determinado. El término metagenoma se refiere al conjunto de genomas y genes
de los miembros de la microbiota y el término microbioma se define a la totalidad del
habitat, incluyendo los microorganismos (bacterias, archaea, eurkaryota inferior y superior
y virus), su genoma (es decir, los genes) y las condiciones ambientales del entorno, es
decir, es el ecosistema que engloba los microorganismos de un determinado ambiente

junto con las interacciones de sus genes (117-118).

En las distintas regiones del cuerpo humano, durante las diversas fases de la vida y en
los estados de salud y enfermedad se producen cambios en la composicion de las
comunidades bacterianas que habitan en él, lo que determina una biogeografia de las
comunidades por el organismo (119-120). Ademas se ha observado una variabilidad entre
individuos sanos en la composicién de la microbiota de distintas localizaciones como el

intestino, la piel o la vagina.

El desarrollo de técnicas de biologia molecular y analisis metagendmico han supuesto
una revolucion en microbiologia ecoldgica (121), realizdndose estimaciones por las que tan

solo se consigue cultivar en laboratorio entre el 0,001 - 1% de las bacterias ambientales,
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generando conceptos como “la anomalia de recuento de la gran placa”(122). Esta
desproporcién entre los gérmenes cultivables y los que habitan los distintos nichos del
cuerpo humano probablemente no es tan dramatica, aunque se considera que la mayor
parte de la composiciéon de la microbiota ha sido desconocida hasta la fecha (123). El
descubrimiento del microbioma se ha acompaiado de un desarrollo de estudios ecoldgicos
para determinar cémo se establece, mantiene y pierde la homeostasis en las distintas

comunidades de especies de un habitat.

1.2.1.1 Identificacion bacteriana mediante secuenciacion del gen ARNr

16 S

El ARN ribosédmico (ARNr) 16S o gen de la subunidad pequefia ribosémica es la
macromolécula mas ampliamente empleada para establecer relaciones filogenéticas y
taxondmicas bacterianas (124), dado que es un componente altamente conservado de los
ribosomas de procariotas.

Los ribosomas son complejos macromoleculares de acidos ribonucleicos encargados
de sintetizar, a partir del ARN mensajero, las proteinas. Los procariotas tienen ribosomas
70S, constituidos por una subunidad pequefia (30S) y una subunidad grande (50S). La

pequefia esta compuesta por el 16 ARNr y 21 proteinas.

El gen 16S ARNr es buen marcador para discriminar diferentes microorganismos
porque tiene aproximadamente una longitud de 1,5 kpb y contiene 9 regiones variables
intercaladas entre regiones conservadas (Figura 3). La longitud de estas regiones
hipervariables varia entre 50 y 100 pb, y difieren en su utilidad para la identificacién

bacteriana (125-127).
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Figura 3: Regiones conservadas e hipervariables (V1-V9) del gen 165 ARNr [Tomado de Cox y
cols (125)].

La agrupacién de secuencias a un determinado nivel de identidad y el recuento del
numero de representantes en cada agrupacion es en lo que se basa el analisis del gen 16S
ARNr. A si pues, debido a que durante la secuenciacion se puede producir algin error, no
es exigible un 100% de identidad entre las secuencias, ya que trataria a genomas iguales
como diferentes microorganismos. Se acepta un grado de divergencia del 95-99%
normalmente. A la agrupacion de secuencias se les denominan operational taxonomic units
(OTUs).

La precision en la identificacion depende de la base de datos de referencia que se elija.
Hoy dia existen tres bases de datos controladas y verificadas con las secuencias del 16S
ARNr, The Ribosomal Database Project (128), GreenGenes (129), y SILVA (130), en las que
las secuencias se pueden alinear y obtener una buena identificacién. De este modo, se
puede describir la comunidad bacteriana en términos de qué OTUs estdn presentes y su
abundancia relativa. Ademads, para analizar este tipo de datos hay varios programas
bioinformaticos entre los que destacan, QIIME (131) y Mothur (132), aunque no hay ningun

método estandarizado que describa como aplicar estos programas a los datos.

1.2.1.2 Analisis de la comunidad microbiana

No sdlo es importante conocer la identificacidn de los microorganismos presentes sino
también saber como se estructura la comunidad mediante indices que miden la riqueza de
especies, su uniformidad y la diversidad. Varias enfermedades en humanos se han
relacionado con una disminucién en la diversidad de la microbiota, como por ejemplo, la

enfermedad inflamatoria intestinal y la fibrosis quistica (133).
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Para medir la diversidad de la poblacidn existen diferentes parametros.

Términos importantes a considerar:

- Abundancia: cantidad relativa de individuos de cada una de las especies.

- Alfa-diversidad: es la riqgueza de especies de una comunidad particular a la que

consideramos homogénea (208).

- Beta-diversidad: es el grado de diferencia en la composicién de especies entre
distintos habitats, comunidades o individuos, también definida como el cambio bidtico a

través de gradientes ambientales (207).

- indice de Shannon, Chao1, Simpson: son parametros que miden la a-diversidad de
una muestra. A partir de estos valores, se pueden crear las curvas de rarefaccion, que
representan la relacidon entre el nimero de secuencias recogidas de una muestra y el

numero de taxones diferentes presentes, en base a las abundancias detectadas.

- indice de disimilitud de Bray-Curtis: es una medida que permite estimar la PB-
diversidad. A partir de este indice, se puede representar a través del andlisis de los
componentes principales, que permiten extraer y visualizar los componentes de variacion
mas informativos de un grupo de datos complejo y multidimensional. Asi, se hace una
transformacion de los datos presentes en una matriz de distancias a unos nuevos ejes
octogonales de forma que la primera coordenada explica el mayor porcentaje de variacion

y asi sucesivamente.
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Figura 4: Flujo de trabajo en los estudios de la microbiota basados en la secuenciacion del gen

16S ARNr. [Tomado de Morgan y cols (127)]

En la medicina personalizada del futuro, la microbiota representa un componente
clave, en primer lugar porque se ha asociado un gran numero de enfermedades con la
funcién de la microbiota, como la obesidad, la diabetes, la depresién, la fibromialgia, el
autismo y la alergia (134) y en segundo lugar porque la microbiota es extraordinariamente
plastica, puede cambiar su metagenoma en horas y su metatranscriptoma en minutos en
respuesta a perturbaciones como la toma de antibiéticos o la variacion en la dieta, lo que
abre la posibilidad a nuevos tratamientos.

No ha sido hasta los ultimos afios cuando se ha empezado a conocer la importancia de
los millones de microorganismos que viven en nuestro cuerpo como explicacién a una
proporciéon de nuestro metabolismo y nuestro estado de salud-enfermedad. El reto
consiste en establecer las relaciones entre la microbiota y el huésped humano en las
diferentes partes del cuerpo, y como varian estas relaciones en el caso de enfermedad, con

el fin de aplicarlo al beneficio clinico.
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1.2.2 Equipos de secuenciacion

La revolucion de la microbiologia de los ultimos afios esta basada en la evidencia de
gue es mayor el nimero de microorganismos existente, que el cultivable, de ahi que
muchos investigadores vieran la necesidad de su estudio.

Los sistemas clasicos de secuenciacidn, basados en las estrategias de secuenciacién
especifica de Sanger (135), tan sdélo podian secuenciar fragmentos pequefios del genoma
bacteriano (500-100nt). Estas técnicas Unicamente permitian identificar especies aisladas, y
no podian ser aplicadas en el diagndstico de infecciones polimicrobianas. La aplicacion de
esta metodologia permitid la identificacién de microorganismos cuya diagndstico por
métodos tradicionales resultaba muy dificil, como gérmenes no cultivables, de muy lento
crecimiento, sin una caracterizacion fenotipica claramente establecida, o que cuyas
caracteristicas bioquimicas no se adaptaban a las de ningln género o especie reconocidas

(136).
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Figura 5: Sequencing Cost and DataOutput Since 2000

Estas técnicas de secuenciacion han dominado los estudios gendmicos durante

muchos anos, consiguiendo logros como la secuenciacién del genoma humano. Sin
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embargo, sus limitaciones mostraron la necesidad de incorporar nuevas técnicas de
secuenciacién, conocidas como secuenciacion de nueva generacion (NGS, del inglés next-
generation sequencing) (137). Los nuevos equipos de secuenciaciéon aparecieron en el afo
2005 y se caracterizan por tener diferentes mecanismos para la obtencidn de los datos y
poder generar muchas mas secuencias por carrera a un precio mas barato. A partir de ese
afo, ha habido un gran desarrollo de la tecnologia y las diferentes compaiiias han ido
mejorando sus equipos para aumentar el nimero de secuencias generadas en cada
carrera, aumentar la longitud de las secuencias, disminuir los costes y mejorar la precisidn
(138).

Estos equipos, también denominados de secuenciacion masiva, a pesar de tener
especificaciones diferentes, comparten ciertas caracteristicas. La preparacién de la
muestra es mas simple que en la secuenciacién Sanger, en vez de un clonaje del DNA, la
libreria se forma mediante la ligadura de unos adaptadores, secuencias especificas de DNA,
a los extremos del DNA que se quiere secuenciar. Ademas, algunos equipos requieren una
amplificacién de la libreria para asegurar que la reaccion de secuenciacion produzca
suficiente sefal para que sea detectada. Y por ultimo, estos aparatos producen una serie

de reacciones secuenciales y repetitivas que se detectan automaticamente (139).

Los distintos equipos de secuenciacién de nueva generacion son:

ILLUMINA®

- ROCHE® 454 GS FLX

- LIFE TECHNOLOGIES® SOLiD

- |ON TORRENT® (Life Technologies®)

- PACIFIC BIOSCIENCIES® RS

1.2.2.1 Hlumina®

La secuenciacién en lllumina esta basado en el concepto secuenciacidon por sintesis y
comienza con una amplificacién en medio sdlido. Una mezcla de fragmentos de DNA de

cadena sencilla, con unos adaptadores en los extremos, se unen a una superficie de cristal
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mediante hibridacién de los adaptadores a los oligonucleétidos complementarios fijados
en el cristal. Mediante una amplificacion en puente, amplificacion de los fragmentos
mediante los cebadores adyacentes, se forma una agrupaciéon de secuencias idénticas
(cluster). Asi en el cristal se producen cientos de millones de agrupaciones, cada uno con

aproximadamente 1000 copias del mismo DNA molde (140) (Figura 6).

Fragmento de

ADN con los Agrupaciones de ADN
adaptadores " ‘
RN |
dNTPs+ ( " ' ' ' ' . 1
polimerasa \L ‘ ' ' ' ' '

|
b

Amplificacién en puente

Figura 6: Detalle de la amplificacion en puente en la superficie de cristal y creacion de las
agrupaciones de DNA. Adaptado de Metzker ML (140)

La superficie de cristal es introducida en el aparato y se anaden la polimerasa y los
cuatro nucledtidos marcados fluorescentemente y con sus extremos 3’-OH bloqueados
para asegurar que se anade tan solo un nucleétido por ciclo. Al afladir un nucleétido, se
hace un lavado que elimina los otros 3 nucleétidos no usados, y se identifica el anadido
mediante el marcaje fluorescente. Para finalizar, se hace desaparecer el marcaje
fluorescente y se desbloquea el extremo 3’ del nucledtido para poder seguir con la
incorporacion de nuevos nucleétidos.

Un sesgo comun de este equipo son las sustituciones de bases, sobre todo cuando el
nucledtido que se ha afiadido previamente es una guanina. A esto se afiade una baja
representacion de regiones ricas en AT y una sobrerepresentacion de regiones ricas en CG
en los analisis hechos con Illumina, probablemente por un error producido al preparar el
DNA molde (137,139,140). No obstante este sistema es el que domina actualmente en el

mercado de secuenciadores masivos.
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Figura 7: Secuenciacion en lllumina. a) y b) se afiaden los cuatro nucledtidos con los extremos
3’ bloqueados y unidos a un marcador fluorescente, que compiten entre si para unirse
complementariamente a la secuencia. c¢) Una vez unidos, se recoge la imagen y se elimina el
marcador fluorescente y se regenera el extremo 3’ para sequir con la secuenciacion. d) Imagen que
recoge el equipo que se transformard en la informacion de la secuencia. Adaptado de Metzker ML

(140)

1.2.3. Microbioma en las vias respiratorias en estado de salud y

enfermedad

Los estudios de secuenciacién masiva han expandido la apreciacion de la diversidad y
abundancia de comunidades bacterianas en el tracto respiratorio en pacientes sanos y en

aquellos con FQ (141).

Durante afios, en base a los métodos dependientes de cultivo se pensaba que las vias
respiratorias inferiores eran tejidos estériles, y que los gérmenes que llegaban
aerosolizados eran rapidamente eliminados por mecanismos inmunitarios (142). Frente a
esta concepcion clasica del pulmdén como drgano estéril, los métodos de identificacidon
bacteriana independientes de cultivo muestran de forma consistente que las vias

respiratorias inferiores y el tejido pulmonar albergan en estados de salud multiples y
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complejas comunidades bacterianas (143-145). Desde el punto de visto del microbioma, el
pulmén puede considerarse como una estructura compleja compuesta por células
pertenecientes a los tres ambitos de la vida en la Tierra, Eukarya, Bacteria y Archaea, asi

como virus, incluso en individuos sanos (146).

Con las técnicas de deteccidon molecular se estan pudiendo identificar la composicion
del microbioma de las vias respiratorias, que corresponde a un ecosistema dindmico, tanto
en estados de salud y enfermedad (147,148) e intimamente asociado con la respuesta
inflamatoria del huésped. No se conoce con seguridad la evolucién de la microbiota en los
individuos a lo largo del tiempo. Mientras algunos estudios han documentado estabilidad
en la microbiota en nifios y adultos, otros han encontrado alta variabilidad y diversidad
(149). En estudios realizados en poblacidn sana, se ha detectado un microbioma pulmonar
con idéntica composicién de bacterias que el de las vias respiratorias, pero en menor
numero absoluto, lo que sugiere que las comunidades bacterianas del tejido
broncopulmonar proviene de las vias respiratorias superiores, probablemente por un
mecanismo de microaspiracidon repetida. No obstante, también se han encontrado en el
mismo estudio, aunque se han detectado en bajo numero, bacterias especificas del pulmén

(144).

El avance en el conocimiento de la composicidn de la microbiota pulmonar ha sugerido
gue muchas enfermedades no son provocadas por un solo microorganismo, sino por el
resultado de la alteracién del ecosistema respiratorio, con varios microorganismos
actuando sinérgicamente (150). En este contexto, se ha considerado a la infeccién
polimicrobiana como un ejemplo de comunidad bacteriana, que interactla con otras
comunidades de bacterias coexistiendo en un determinado ambiente (151). El estudio del
microbioma de muchas infecciones humanas pone de manifiesto que el impacto de la
comunidad bacteriana como un todo es mayor que la simple suma de sus partes, lo que
refuerza la importancia de la inclusiéon de estrategias de andlisis ecoldgicos de las
comunidades bacterianas, sobre todos en enfermedades pulmonares complejas como la
FQ (152). No obstante, la metacomunidad microbiana representa sélo una parte de un
sistema dindmico de infeccidn. La patogenicidad y virulencia microbiana son insuficientes si

no se incorpora la contribucidn del huésped en el proceso de la enfermedad.
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Estas técnicas proporcionan un método valido para cuantificar el nUmero absoluto y la
diversidad de especies. También permiten comparar la microbiota en situaciones de
estabilidad y deterioro clinico (47), y ayudan a perfilar mejor la ecologia de las infecciones

pulmonares crénicas en pacientes con FQ (136).

1.2.4 Microbioma en pacientes con fibrosis quistica

Los estudios basados en técnicas independientes de cultivo estan ampliando nuestra
apreciacion de la diversidad y abundancia de las comunidades bacterianas en las vias
respiratorias en pacientes con enfermedades pulmonares crénicas como la FQ (142). La
integracion del andlisis molecular en el estudio habitual en los pacientes con FQ puede
proporcionar una visién novedosa en la percepcion de la evolucidon microbiolégica de la

enfermedad.

1.2.4.1 Diferencias en la composicidon del microbioma entre pacientes

con fibrosis quistica y pacientes sanos

Las comunidades microbianas de las vias respiratorias inferiores de los ninos estables
con FQ vy los nifios sin la enfermedad, muestran diferencias significativas en la diversidad
global. Estas discrepancias indican una alteracién de la microbiota de las vias respiratorias

que ocurre en fases tempranas de la vida de nifios con FQ (153).

1.2.4.2 Composicion del microbioma en pacientes con fibrosis quistica

Hasta la fecha, los métodos diagndsticos basados en cultivo habian implicado a un
reducido numero de patégenos bacterianos relevantes en la enfermedad pulmonar de la
FQ. Los patdégenos clasicos son representativos de dos grandes grupos en los que se
dividen las bacterias, Proteobacteria (Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia
complex, Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas maltophilia y Achromobacter

xylosidans) y Firmicutes (Staphylococcus aureus) (154). En contraposicidon, los estudios
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basados en técnicas de secuenciacién masiva han revelado que las bacterias en las vias

respiratorias de pacientes con FQ cubren un rango filogenético mayor que el previamente
conocido (155).
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Figura 8: Género de los distintos microrganismos identificados en el microbioma de pacientes
con FQ. Adaptado de Maghdlaes et al(156)
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1.2.4.3 Variacion interindividual y ntcleo del microbioma

El microbioma de los pacientes con FQ presenta una variabilidad interindividual
significativa en cuanto a la estructura, composicion y diversidad (157). Esta variabilidad se
ha observado en pacientes con situacion clinica similar (158,159) y también entre grupos
de pacientes de diferente localizacién geografica (160) . No obstante, independientemente
de los gérmenes patégenos clasicos, existen unos géneros recuperados de forma
reiterativa en varios estudios (142,157,161). Se considera que constituyen el nucleo del
microbioma en pacientes con FQ, y son en orden de frecuencia absoluta y relativa:

1. Streptococcus spp

2. Prevotella spp

3. Veillonella spp

4. Rothia spp

5. Actinomyces spp

6. Gemella spp

7. Granulicatella spp

8. Fusobacterium spp

9. Neisseria spp

10. Atopobium spp

Frente al estado de conocimiento previo basado en técnicas de cultivo, destaca la
abundancia de anaerobios obligados, en especial de Prevotella, seguido de Actinomyces
(particularmente en adultos), Propionibacterium, Veillonella y Atopobium. Se ha sugerido
que el dafo establecido en el pulmdn y vias respiratorias, favorecido por la infeccién
cronica, puede generar zonas favorables para anaerobios oportunistas. En estudios
basados en cultivo selectivo, se ha observado que la colonizacién por P. aeruginosa

incrementa significativamente la probabilidad de la coexistencia con anaerobios (162,163).
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1.2.4.4 Cambios evolutivos en la composicion del microbioma en

pacientes con fibrosis quistica

Los estudios de secuenciacidn masiva en muestras respiratorias de FQ revelan la
complejidad en la relaciéon entre las comunidades bacterianas y también entre las
comunidades bacterianas con el propio paciente (164). Se estd estudiando como se
estructuran estas comunidades (165); si su composicion es relativamente estatica o bien
dindmica, si los cambios en el microbioma son estocdsticos o bien siguen una secuencia
claramente establecida y determinada por factores endégenos del huésped, la enfermedad
de base o por los tratamientos recibidos. También se estudia si hay patrones de microbiota
mas o menos asociados con la progresién de la enfermedad pulmonar, y qué cambios se
relacionan con un peor curso clinico.

No existe un modelo claramente establecido que refleje la evolucién de las
comunidades bacterianas en los distintos estadios evolutivos de la enfermedad. Esto se
debe, en parte, al reducido nimero de estudios que aplican las técnicas de secuenciacion
masiva en pacientes con FQ, y a la heterogeneidad de los ya existentes. Numerosos
estudios que realizan un analisis ecoldgico a través de técnicas moleculares han mostrado
una disminucién de la diversidad del microbioma correlacionada con la mayor edad de los
pacientes y la gravedad de la situacién clinica. En algunos estudios se ha apreciado que los
pacientes con menor afectacién pulmonar presentan microbiomas estables (160) y los que
presentan enfermedad pulmonar grave manifiestan una pérdida progresiva de la

diversidad de especies bacterianas (157).

1.2.4.4.a Diferencias en la composicion del
microbioma en las distintas localizaciones de las

vias respiratorias en pacientes con FQ
Estudios transversales han mostrado diferencias en la composicion del microbioma en
distintas localizaciones de via respiratoria superior (muestras obtenidas por aspirado nasal
y frotis faringeo) frente a muestras de via respiratoria inferior (esputo inducido y sobre

todo lavado broncoalveolar) (166). El microbioma nasal se caracterizada por una
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comunidad polimicrobiana con altos indices de diversidad, frente a las muestras de vias
inferiores, menos diversas, y dominadas por una escasa variedad de unidades taxondmicas
operacionales (OTU’s), sobre todo en pacientes colonizados por gérmenes cldsicos, como
P. aeruginosa. Sin embargo otros estudios no han mostrado diferencias significativas en la
composicion de comunidades entre muestras obtenidas por lavado broncoalveolar y frotis

faringeo (153).

1.2.4.4.b Evolucion del microbioma de las vias
respiratorias en pacientes con fibrosis quistica

desde la edad pedidtrica a edad adulta
Algunos estudios transversales muestran una alta concordancia en la composicion del
microbioma en fibrosis quistica entre adolescentes y adultos, salvo por la presencia de
Burkholderia spp, presente en este ultimo grupo (166). Los autores concluyen que la
composicion del microbioma se establece precozmente, y se mantiene en edad adulta. Sin
embargo, otros trabajos que incluyen a un mayor ndmero de pacientes pediatricos
muestran que la diversidad bacteriana es mayor en menores de 10 afos que en adultos,
donde se produce una meseta de la misma sobre los 25 afos (157). En comparacién con las
comunidades de los pacientes pediatricos, el microbioma de los adultos con FQ presenta

una diversidad bacteriana menor, con mayor agrupacioén filogenética de las comunidades

(167).

0 CF patient age 72

ogenetically related colonizing

species
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evenness, diversity

Pasteurellaceae Pseudomonadaceae
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Mycobacteriaceae Thermoactinomycetaceae
Actinomycetaceae Xanthomonadaceae

Anaplasmataceae

Figura 9: Evolucion de la composicion y diversidad de las comunidades bacterianas que
componen el microbioma de las vias respiratorias en pacientes con FQ a lo largo de la edad.

[Tomado de Cox et al (167)]
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1.2.4.4.c Composicion del microbioma en funcion
del estado de enfermedad pulmonar

En estudios transversales realizados en grupos de pacientes con fibrosis quistica con
distinto grado de afectacion respiratoria (157), la diversidad ecoldgica y la estabilidad de
comunidades estan potencialmente asociadas al grado de bronconeumopatia (168-170).
De esta forma, la pérdida progresiva de la diversidad en el microbioma de las vias
respiratorias se correlaciona con el deterioro de la funcidn pulmonar y la aparicién de
especies competitivamente dominantes, como Pseudomonadacece, Burkholdheriae vy
Xanthomonadaceae (166). No obstante, en otros estudios la diversidad de especies no ha
demostrado constituir por si misma un predictor de progresién de la enfermedad, ni

tampoco su correlacidn con la gravedad de la situacion clinica del paciente (114).

1.2.4.4.d Impacto sobre el microbioma de Ila

infeccién/colonizacion por patégenos cldsicos
El modelo establecido de enfermedad pulmonar en la FQ, basado en los resultados de
los métodos clasicos de cultivo, pone de relevancia sélo un ndmero limitado de gérmenes
gue son considerados gérmenes clasicos, como la P. aeruginosa. La aplicacidn de técnicas
moleculares ha demostrado la existencia de numerosas especies de bacterias no
cultivables, cuya abundancia relativa y equilibrios de dominancia pueden determinar
cambios de la enfermedad pulmonar (169,171). Estudios sobre el microbioma de la FQ han
mostrado que los patdgenos clasicos, como Pseudoactermona, Burkholderia,
Stenotrophomonas y Achromobacter son menos prevalentes que otras especies del
microbioma, pero muestran una gran tendencia a dominar sobre el resto de comunidades

bacterianas cuando aparecen (157).

En relacién a marcadores de enfermedad y composicién del microbioma, tan sdlo la
presencia de P. aeruginosa ha mostrado correlacidon con la disminucion de la funcién
pulmonar, el incremento de proteina C reactiva y de elastasa neutrofilica en el esputo. Esto

refuerza el papel primordial de P. aeruginosa en FQ (172).
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1.2.4.4.e Interaccion entre especies

Se han desarrollado una serie de modelos novedosos basados en el reciente
conocimiento del microbioma, que tratan de complementar el esquema teérico tradicional
de infeccidn en las enfermedades pulmonares (173). Se argumenta que el ecosistema de la
microbiota del pulmdn tiene todas las caracteristicas de un sistema adaptativo complejo:
diversas especies que interactian entre si dentro de un espacio comun, que muestran
acciones interdependientes y que poseen la capacidad de adaptarse a los tratamientos

recibidos y a la evolucion de la enfermedad.

La infeccion pulmonar en la FQ involucra a diversas comunidades de especies
bacterianas oportunistas que estdn bien adaptadas a las peculiaridades de este nicho
ecoldgico (174). La microbiota cominmente presente y no considerada patoldgica puede
afectar al curso de la enfermedad. Los estudios han demostrado que una serie de especies
bacterianas consideradas como flora oral normal pueden modificar el grado de virulencia
mostrada por una especie como P. aeruginosa (51). Este patdégeno puede modular la
expresion de sus genes a través de la comunicacion inter-especies con la microbiota del
huésped (126). Al reproducir in vitro o con modelos animales las interacciones
microbioldgicas, se demuestra que los organismos comensales aparentemente benignos
pueden favorecer la patogenicidad de P. aeruginosa. Esto puede explicar las
exacerbaciones en pacientes con la misma carga de esta bacteria. Ademads, conforme
progresa la enfermedad pulmonar, no sélo P. aeruginosa, sino otras especies que
inicialmente colonizan la via respiratoria (Haemophilus spp, S. aureus) dejan de
comportarse como en pacientes sin FQ, y se convierten en cepas hipermutables,
resistentes a antibidticos y de dificil erradicaciéon (175). Este potencial efecto puede

conllevar una serie de implicaciones diagndsticas y terapéuticas.

Entre las distintas relaciones entre especies, se ha observado una relacion inversa
entre la presencia de P. ageruginosa y la de miembros de la familia Pasteurellaceae , que
incluye a un patdgeno precoz, H. influenzae (176). A su vez, se ha encontrado que las
bacterias del género Prevotella aisladas en la microbiota respiratoria de pacientes con FQ
son capaces de producir betalactamasas de espectro extendido y pueden influir en la

patogénesis de la infeccidn pulmonar crénica a través de métodos indirectos, incluyendo el
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blindaje frente a ceftazidima de patégenos reconocidos, como P. aeruginosa (177). En
otros contextos, se ha comprobado relaciones de sinergismo y antagonismo entre distintas
especies bacterianas y virus en la otitis media aguda y formacion de biopeliculas (178), lo

gue podria también establecerse en las bronquiectasias de la FQ.

1.2.4.4.f Relacion con mutacion del CFTR

La FQ es una enfermedad monogénica autosémica recesiva determinada por la
presencia de mutaciones en ambas copias del gen CFTR del individuo. En relacién a la
afectacién pancreatica, las mutaciones en el gen CFTR se han clasificado como graves
(mutaciones de las clases |, Il y lll), con disfuncién practicamente total del CFTR, y que
cursan con insuficiencia pancredtica, y leves (mutaciones de las clases IV y V), con actividad
residual del CFTR y muchas veces con suficiencia pancreatica (9,18). Tabla 1

Sin embargo, no se han podido establecer asociaciones tan claras entre el genotipo y la
evolucidon respiratoria de los pacientes con FQ. Por una parte las manifestaciones
pulmonares y la mortalidad asociada a la misma es mayor en pacientes con las mutaciones
de la clase I-1ll. Pero esta relacidn no es tan manifiesta como en la enfermedad pancreatica,
sugiriendo que otros factores pueden determinar un papel importante en la gravedad y

progresion de la enfermedad pulmonar (179).

Class | Class 11 Class 11 Class IV Class V

1717-1 G->A F508del G551D 297 C->A 2789+5 G->A
3659delC S945L R560T R117C 3849+10kb C>T
394delTT R347P A455E

R553X T 3381 3849+10kb C-T
621+1G->T

E60X

GS542X

W79R

Wi1282X

Tabla 1: Distintas clases funcionales de la mutacion CFTR en relacion a la suficiencia
pancredtica. [Tomado de: Geborek A. et al (18)]

La mutacién AF508 es la mas conocida y frecuente. Se habia considerado que los
pacientes homocigotos AF508 tenian generalmente manifestaciones fenotipicas mas

graves que los heterocigotos y que la mayoria de pacientes sin alelos AF508 (180). No
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obstante, con el mayor conocimiento de las distintas mutaciones del gen del CFTR en los
ultimos afios, se han conocido otras formas graves pulmonares no relacionadas con la
mutacion AF508, e incluso con peor prondstico. De esta forma, pacientes portadores de
dos mutaciones de clase |, presentan mayor riesgo de presentar enfermedad pulmonar

grave que aquellos pacientes con al menos una mutacion de clase Il (18).

El distinto tipo de mutacidn genera unas condiciones distintas en las vias aéreas,
afectando en mayor o menor medida a la composicidn de las secreciones y al aclaramiento
de las mismas. La composicién de las comunidades bacterianas puede afectarse por el

microentorno desencadenado por la expresion fenotipica de las distintas mutaciones (181).

Algunos estudios exploratorios han encontrado que los pacientes portadores de al
menos un alelo AF508 presentan una composicion de la microbiota mas similar que los que
no presentan esta mutacion (176). La observacion de que el tipo de mutacién genera una
composicion diferenciada de la microbiota es un hallazgo que podria explicar, en parte, el
rango de afectacién pulmonar observado en varios genotipos CFTR (182) y podria tener

implicaciones en la atencion adaptada al paciente (167).

1.2.4.4.9g Hermanos, gemelos homocigdticos,

familiares y convivientes
Estudios realizados en gemelos homocigdticos con FQ han demostrado que los
factores modificadores genéticos afectan significativamente a la colonizacién crénica por
Pseudomonas aeruginosa y la funcién pulmonar, siendo mas parecida la evolucién en

gemelos homocigotos que entre dicigoticos y otros familiares (183,184).

Otros estudios realizados en pacientes convivientes revelan que el ambiente juega
también un papel determinante en la composicién de la microbiota. Se ha encontrado que
el microbioma de los pacientes que viven juntos es mucho mas parecido que el de aquellos
individuos con FQ que viven separados, no encontrado diferencias significativas entre
gemelos monocigdticos y otros familiares enfermos convivientes (148). Esta observacion

de que el microbioma pediatrico puede ser influido por las condiciones ambientales
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sugiere que las comunidades bacterianas de los pacientes con FQ son susceptibles de

manipulacion terapéutica.

1.2.4.4.h Exacerbaciones respiratorias

La presencia de bacterias no cultivables en la microbiota de las vias respiratorias de
pacientes con FQ puede explicar exacerbaciones sin aparente crecimiento de gérmenes
cldsicos en los cultivos habituales, y también las diferencias en la respuesta a los
tratamientos frente a los patdgenos cldsicos en algunos pacientes (185).

Algunos estudios han mostrado que la composicién del microbioma apenas se
modifica durante las fases de exacerbacion, lo que sugeriria que en estas fases pueden
representar una diseminacion de la infeccién pulmonar, en lugar de un cambio en la
composicidon de la comunidad microbiana (186). Pero hay que considerar que en las
muestras de estos pacientes hay abundante cantidad de DNA bacteriano extracelular y de
bacterias muertas por los antibidticos recibidos en fase de exacerbacidn. Los estudios que
realizan procesos para seleccionar el DNA de bacterias viables muestran que la
composicion de las comunidades bacterianas en las vias respiratorias se altera
considerablemente durante la infeccidn, en especial en los procesos de exacerbacion (187).
Ciertos géneros, como Gemella, parecen jugar un papel importante en los cambios de
composicion del microbioma durante estas fases (169). La magnitud del cambio se
relaciona con la diversidad y composicién de la microbiota previa a la exacerbacion, y suele
ser transitorio. También se ha observado que el grupo del Streptococcus milleri puede
producir infecciones crdnicas y ser el patégeno mas abundante en mas del 30% de las

exacerbaciones respiratorias (170). Otros autores no han encontrado esta relacion (169).

Los nuevos trabajos proponen un modelo en el que las exacerbaciones pulmonares
pueden ser accionadas por una subpoblacién activa de la microbiota de pulmdn, que
puede representar sélo una pequena parte de las comunidades existentes en una muestra
clinica. La metodologia diagndstica debe centrarse en el objetivo final, que es el uso de los
mejores métodos disponibles para proporcionar medidas cuantitativas precisas del
microbioma. Esta informacidon se podria emplear para intervenir en la toma de decisiones
clinicas y proporcionar una rapida evaluacién de la eficacia del tratamiento (188).
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1.2.4.4.i Relacion con tratamientos
antimicrobianos

El tratamiento antibidtico va dirigido a P. aeruginosa, se trata de uno de los pilares de
la asistencia a los pacientes con FQ. En distintos estados de la enfermedad
(primocolonizacién, colonizacidén intermitente o crénica y exacerbacién) y con diversos
objetivos terapéuticos, los pacientes con FQ reciben distintos tratamientos antibidticos a
través de diferentes vias. Muchos de estos farmacos poseen una accién bactericida de
amplio espectro, capaz de eliminar bacterias Gram positivas y Gram negativas, y de
modificar la composicién de la microbiota de las vias respiratorias. El tratamiento
antibidtico de las exacerbaciones, normalmente consistente en dos antibidticos sistémicos
con distinto mecanismo de accidon, se ha asociado con una reduccién del nimero de
bacterias viables presentes en las secreciones respiratorias. Se ha planteado si el beneficio
gue ofrece el tratamiento antibidtico se debe no sélo a su impacto exclusivo sobre especies
a las que va dirigido, sino al efecto sobre otras especies presentes en la microbiota. Entre
estas bacterias se encuentra un amplio rango de especies anaerobias estrictas y anaerobias

facultativas de dificil crecimiento (189).

No obstante, la antibioterapia puede tener efectos contraproducentes sobre la
estabilidad en la composicion del microbioma. Muchas de estas bacterias son mucho mas
sensibles a antibidticos que P.aeruginosa. Dado que la erradicacién total de P. aeruginosa
muchas veces no es factible, la disminucién del nimero total de especies tras la
antibioterapia implica un incremento de la abundancia relativa de P. aeruginosa, y una

pérdida de la riqueza de especies (190,191).

En adultos, la microbiota de las vias respiratorias no parece afectarse a corto plazo en
las exacerbaciones ni tampoco se aprecia (142) que con el tratamiento antibiotico haya una
reduccion significativa de la carga del DNA bacteriano. Este resultado puede verse afectado
por el DNA de bacterias no viables, y sesgado por el uso de abundancia relativa en vez de
abundancia absoluta. También hay que considerar que las exacerbaciones y el
empeoramiento de la enfermedad puede ser desencadenado por organismos no

considerados hasta la fecha como patdgenos.
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Los resultados de los estudios que evaluan la influencia de los antibidticos en la
diversidad de las comunidades bacterianas son discrepantes. Por una parte hay trabajos
que sefialan un escaso impacto en la diversidad bacteriana tras el tratamiento antibidtico
(192,186), y otros trabajos, que teniendo en consideracién el efecto del DNA de bacterias
muertas tras el tratamiento, muestran un efecto muy relevante de la antibioterapia en la
composicion de las comunidades bacterianas durante las exacerbaciones en FQ (193). En
otros procesos infecciosos distintos a la FQ, como la neumonia asociada a ventilacién
mecanica por P.aeruginosa, también se aprecia una pérdida de diversidad bacteriana tras

la administracion de antibioticos (194).

1.2.4.5 Contribucion del DNA de bacterias no viables en los estudios de

secuenciacion masiva

Ademas de por los tratamientos antibioticos, el retraso en el procesamiento de
muestras, incluso con un intervalo de 60 minutos, puede producir la muerte de especies
anaerobias que eran viables, generando un resultado falso negativo en los estudios

microbioldgicos (190).

El DNA de bacterias no viables en la matriz extracelular contribuye significativamente
en la cantidad total de DNA bacteriano de las muestras de esputo (195). Muchas técnicas
basadas en el estudio y amplificacion del DNA empleadas para detectar bacterias en
muestras clinicas son incapaces de discriminar entre las bacterias vivas, bacterias muertas,
y el DNA extracelular. Este fracaso para limitar el andlisis a las células bacterianas viables
representa un problema significativo, dando lugar a resultados falsos positivos, asi como la

incapacidad de resolver el impacto de la terapia antimicrobiana.

Se han desarrollado diversos mecanismos para reducir significativamente Ia
contribucién de las células muertas y el DNA extracelular para este tipo de andlisis de
cultivo independientes. El aumento de la capacidad de resolver el impacto de la terapia
antibidtica en la carga de P. geruginosa en muestras respiratorias de pacientes con FQ

revela cambios estadisticamente significativos, que de otra forma no se detectarian.
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1.2.5 Posibles aplicaciones en la practica clinica del estudio del

microbioma en pacientes con fibrosis quistica

1.2.5.1 Aplicaciones diagndsticas

La informacién proporcionada por estas técnicas permite entender los cambios
microbioldgicos subyacentes en el pulmdn, la interaccién del huésped con las comunidades
bacterianas y el impacto de tratamientos como la terapia génica cuando sea posible (196).
La flora considerada normal que esta presente en pacientes con FQ, y de la que se
desconocia su influencia patogénica, podria afectar el curso evolutivo de la enfermedad.
Sélo recientemente los hallazgos en la composiciéon de la microbiota de las vias
respiratorias se han considerado como relevantes para el manejo de la enfermedad.
Determinar el papel de estas especies, no reconocidas como patégenos clasicos, resulta
fundamental.

En relacion al diagndstico, la aplicacidén de técnicas de secuenciacion masiva facilita la
identificaciéon de un gran niumero de especies bacterianas y fungicas, muchas de ellas no
viables en medios de cultivo. Permite cuantificar el nUmero de microorganismos presentes
en la muestra y estudiar la diversidad de especies, ya sea dentro de la misma muestra,
entre muestras de distintos nichos ecoldgicos del mismo individuo, ademas de entre
muestras de diferentes sujetos. Con estas técnicas se pueden realizar comparaciones de la
microbiota de pacientes en distintas situaciones clinicas, y el seguimiento evolutivo de
cada paciente en funcién del curso clinico y los tratamientos antibidticos recibidos.
También se ha demostrado que la combinacion de métodos dependientes de cultivo,
dirigidos por métodos de perfil molecular en pacientes con FQ, mejora la sensibilidad
diagndstica, pudiendo cultivar la mayoria de bacterias presentes en la muestra (197). Por
ultimo, la secuenciacion completa del genoma bacteriano permite conocer todos los genes
asociados a resistencia antibidtica, patogenicidad, virulencia y epidemiologia molecular

aplicada a la deteccidn de brotes (198).

Pagina 49



Antecedentes y estado actual del tema

1.2.5.2 Aplicaciones terapéuticas

La observacién de que el microbioma en pacientes pediatricos puede ser influido por
condiciones ambientales, indica que las comunidades bacterianas podrian modificarse por
intervencion terapéutica, en busca de un efecto deseado sobre el curso de la enfermedad
(148,199). En ausencia de la capacidad de erradicar la infeccion crénica por agentes
patolégicos en fases avanzadas de enfermedad, se brinda una posible oportunidad
terapéutica con la manipulacién de las comunidades para favorecer a aquellas que puedan
ser menos agresivas con el huésped y compitan y eliminen a otras especies mas nocivas,
como los patégenos cldsicos (142).

En esta linea, algunos estudios longitudinales sugieren que intervenciones sobre el
microbioma intestinal de lactantes y preescolares con FQ, como la lactancia materna
prolongada y el uso de probidticos, pueden influir en la colonizacién de las vias
respiratorias por P. aeruginosa y la aparicion de exacerbaciones respiratorias

(148,200,201).

Otros estudios han identificado una relacién inversa entre la riqueza de la diversidad
de especies bacterianas, el dafio pulmonar y los marcadores inflamatorios en pacientes
adultos. Tratamientos dirigidos a reducir la carga bacteriana total, manteniendo la
diversidad bacteriana podrian mejorar la evolucién clinica y prevenir el desarrollo de un
microbioma dominado por P. aeruginosa, en especial las variantes mucoides y
multirresistentes. También se considera que ante la posible aparicién de patdgenos
resistentes a antibioterapia, como P. aeruginosa, el desarrollo de actuaciones sobre la

composicion bacteriana puede constituir una alternativa terapéutica (170).

Un conocimiento mds completo de los microorganismos desencadenantes de los
episodios de exacerbacion respiratoria permitird probablemente obtener terapias mas
efectivas que las actuales. Se podrd indicar una terapia antimicrobiana ante cambios del
microbioma y anticiparse asi a una exacerbacidn clinica, evitando que el paciente sufra un
mayor deterioro clinico. Ademas, con el desarrollo de estudios longitudinales se podra
elegir antibioterapia en funcién de su respuesta en vivo, y no en vitro, con un mejor ajuste

de la duracién de los ciclos antibidticos (179).
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No obstante, para hacer que el conocimiento del microbioma en FQ sea relevante en

la practica clinica habitual se necesita tener mediciones exactas de las comunidades, con
procedimientos normalizados de medicidn de resultados, para que asi, poder ser usados
como guia en la terapia y guia de la eficacia del tratamiento (114). Las nuevas técnicas
proporcionan una gran cantidad de informacién, lo que convierte todavia mas en esencial,
un estrecho dialogo entre los profesionales que se dedican a la ciencia basica, el

diagndstico microbioldgico y la asistencia clinica (113).

1.2.6 Limitaciones de las técnicas basadas en biologia molecular

La aplicacion de técnicas basadas en el andlisis de DNA debe tener en cuenta las
posibles fuentes de DNA presentes en la muestra, tanto DNA humano como DNA
bacteriano. El estudio del microbioma, requiere realizar técnicas previas para eliminar el
DNA humano y el de las bacterias no viables. Si no se elimina éste, sobre todo el DNA
humano, la aplicacién de la secuenciacién masiva en muestras de pacientes con FQ puede
no documentar fielmente los cambios a corto plazo del microbioma de la via aérea, como
tras ciclos de tratamiento antibidtico, sin que sea posible monitorizar el efecto directo
inmediato de un tratamiento antibidtico, si no es por el seguimiento longitudinal del

numero y diversidad de los organismos viables (142).

El diagndstico de numerosas especies que no habian sido consideradas patdgenas
hasta la fecha introduce incertidumbres sobre si se requiere o no alguna intervencion
antimicrobiana sobre ellas, dado que se desconoce el papel que juegan esos organismos en

la infeccion pulmonar (113).

En los ultimos afios se estd incrementando el nimero de estudios del microbioma de
los pacientes con FQ, pero presentan muchas diferencias metodoldgicas entre ellos: en los
protocolos de extraccion, regiones del 16S RNA analizadas, técnicas de secuenciacidon
empleadas, distintos analisis informaticos... . Todo ello puede influir en el analisis de las
comunidades obtenidas, y justificar diferencias en las abundancias relativas, con

microorganismos infra y sobrerrepresentados. Esta heterogeneidad en los métodos de
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estudio limita la capacidad de realizar comparaciones directas entre los resultados de los

diversos trabajos publicados (142).

1.2.7 Limitaciones ocasionadas la validez de las muestras

obtenidas por esputo

Existe controversia sobre la validez diagndstica de las muestras empleadas
habitualmente en la consulta de pacientes con FQ (frotis nasofaringeo y esputo inducido)
para el estudio del microbioma de las vias respiratorias inferiores. En algunos estudios se
sugiere que se puede producir la contaminacion del esputo durante la expectoracion, y que
los resultados obtenidos se corresponden mds con una contaminacién de la muestra tras

su paso por la cavidad oral, que con la verdadera colonizacién broncopulmonar (142).

En otros estudios, los autores consideran que el esputo constituye un método
adecuado para el estudio de las vias inferiores, con buena correspondencia con las
muestras obtenidas por lavado broncoalveolar. Pero las vias inferiores pueden no ser
uniformes con respecto a la colonizacién, y el esputo no ser representativo del conjunto de
la via respiratoria. Se ha demostrado heterogeneidad espacial para virus y bacterias en

estudios post-morten, con distintos tipos de nichos ecolégicos (202).

1.2.8 Aspectos indeterminados, incertidumbres sobre el

microbioma y enfermedad pulmonar en fibrosis quistica

Pese al desarrollo del andlisis metagendmico, con el estado actual de los
conocimientos, no se tiene todavia una visién integral y evolutiva de la microbiota del
pulmén de los pacientes con FQ, vy los resultados obtenidos mediante perfiles moleculares
no siempre se traducen como los que proporciona la microbiologia cuantitativa tradicional.
Por otra parte, estos estudios aln no han sido capaces de clarificar consistentemente la
secuencia de cambios en las comunidades bacterianas, que precede a las exacerbaciones, o

guiar el tratamiento antimicrobiano del paciente (188).
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Se desconoce si los cambios en la composiciéon y diversidad de las comunidades
bacterianas que integran la microbiota de las vias respiratorias en pacientes con FQ pueden
suponer un factor predisponente o protector frente a las infecciones por los gérmenes
patégenos clasicos. Tampoco cdmo influye la colonizacién o infeccion por P. aeruginosa vy el
resto de patégenos clasicos en la diversidad de la microbiota respiratoria de los nifios con
FQ. A su vez no se ha podido determinar cémo puede afectar el estado y variabilidad de la

microbiota en el desarrollo de multirresistencia por parte de algunos patégenos.

No se ha determinado con exactitud el papel que juegan otros cambios en la
composicion, el equilibrio y la variabilidad de las comunidades bacterianas en la FQ (203).
Existe incertidumbre sobre la relevancia clinica que juega la adquisicion de gérmenes como
las micobacterias no tuberculosas o algunos hongos oportunistas, en la evolucién clinica de

la enfermedad, y su relacién con la microbiota en nifios con FQ.

El estado actual de los conocimientos no permite establecer de forma precisa y
consistente como influyen otros factores de la enfermedad, sobre la microbiota de
pacientes con FQ: estado de la enfermedad pulmonar (patréon radiolégico, estado de
inflamacién, funciéon pulmonar o la necesidad de soporte respiratorio), tipo de mutacién
subyacente, infeccién o colonizacion por gérmenes cldsicos (Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae y en especial Pseudomonas aeruginosa), la existencia de
exacerbaciones de la enfermedad, tiempo de evolucidon desde el diagnéstico, afectacidn
pancredtica y estado nutricional, diabetes, antecedentes de infecciones virales, fungicas y
por micobacterias, la comorbilidad con la atopia y el asma, la existencia de factores
ambientales (tabaquismo, escolaridad...), antecedentes de antibioterapia sistémica e

inhalada o el estado vacunal del paciente.

En parte debido al desarrollo de las nuevas técnicas de biologia molecular, se viene
diagnosticando un mayor nimero gérmenes en pacientes con FQ, muchos de ellos con
significado incierto en la historia natural de la enfermedad, como micobacterias no
tuberculosas, o algunos hongos oportunistas, como el Pneumoscystis jirovecii. Se esta
tratando de determinar la relevancia clinica de estos aislamientos con la situacion clinica
del paciente, sin que se haya podido establecer su relacion con los cambios en Ia
microbiota.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El desarrollo de las nuevas técnicas de Microbiologia Molecular ha permitido
aproximarse a la composicién del microbioma de las vias respiratorias en pacientes con FQ.
Se ha puesto de manifiesto la presencia de gérmenes no detectables por los métodos
tradicionales, muchos de ellos con significado incierto en la historia natural de la
enfermedad.

Debido en parte al limitado nimero de estudios y a la heterogeneidad metodoldgica y
de edad de los pacientes incluidos, no se ha podido determinar de manera clara y
consistente si la composiciéon del microbioma de las vias respiratorias en pacientes
pediatricos con FQ es estable y similar entre sujetos, o bien hay diferencias determinadas
por variables de la enfermedad o caracteristicas del huésped. Tampoco si la presencia de
gérmenes cldsicos o los tratamientos recibidos influyen en el numero vy diversidad de las
comunidades bacterianas de las vias respiratorias; y en el otro sentido, si las caracteristicas
de la microbiota de los pacientes con FQ pueden influir en la evolucién de la enfermedad,
abriendo una posibilidad de intervencién terapéutica.

En otros modelos ecoldgicos en los que se produce una pérdida del equilibrio entre
especies de un ecosistema, la vulneracién de una estructura comunitaria, que es favorable
para el organismo o el habitat, condiciona un enfoque adaptativo. El conocimiento
minucioso de las especies que integran el ecosistema y las interacciones entre ellas,
permiten a los responsables de la conservacion realizar intervenciones que respondan a las
nuevas condiciones cambiantes. De esta forma, disponer de un marco de referencia
comprensible, de la biodiversidad evolutiva de la microbiota en pacientes con FQ, puede
proporcionar a los profesionales nuevos protocolos de tratamiento mas flexibles y que se
adapten mejor a los pacientes durante el curso de su enfermedad.

Por este motivo, estaria justificado el desarrollo de nuevos trabajos que ayuden a
determinar la composicion, cambios y equilibrios de las comunidades bacterianas de las
vias respiratorias en poblacién pediatrica con FQ, y la relacidon con otras variables de la
enfermedad, para consolidar el conocimiento global de la evolucién de la microbiota

respiratoria en estos pacientes.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

3.1 Hipotesis

3.1.1 Hipétesis conceptual

Las caracteristicas de la microbiota de las vias respiratorias en pacientes pedidtricos
con FQ pueden diferir en funcidn de una serie de variables asociadas a la enfermedad, el

tratamiento recibido u otras caracteristicas intrinsecas del individuo.

3.1.2 Hipotesis operativa

Existen diferencias en el numero absoluto, abundancia relativa y diversidad de
especies bacterianas del microbioma de muestras respiratorias de nifios con FQ en funcién
de una serie de variables clinicas: edad, tipo de mutacién, expresién fenotipica, funcion
pulmonar, colonizacidn por patégenos clasicos, tratamientos recibidos y antecedentes de

exacerbacion respiratoria

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo general

Describir el microbioma respiratorio en pacientes pediatricos con FQ y estudiar las
diferencias en su composiciéon entre sujetos en funcién de una serie de variables

relacionadas con la enfermedad, comorbilidades y los tratamientos recibidos.
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3.2.2 Objetivos especificos

1. Describir el nUumero absoluto de especies, su diversidad y la abundancia relativa en

muestras de esputo inducido de pacientes pediatricos con FQ.

2. Comparar el numero absoluto de especies, la abundancia relativa y la diversidad
entre los pacientes incluidos en el estudio, determinando la relacién con la edad, el
tipo de mutacion, la expresién fenotipica determinada por la afectacion pulmonar
(FEV1), estado nutricional (Z-score del IMC), colonizacién/infeccion por bacterias
patdgenas clasicas, tratamientos antibidticos recibidos, afectacién de otros
sistemas, antecedentes de exacerbaciones respiratorias y comorbilidad con otras

enfermedades respiratorias (asma vy alergia).

3. Diagnosticar mediante las técnicas de secuenciacion masiva la presencia de
micobacterias no tuberculosas en las secreciones respiratorias en pacientes con FQ.
Describir la situacidon de la microbiota de los pacientes con la presencia o ausencia
de micobacterias no tuberculosas, y el grado de afectacion de las lesiones y funcién

pulmonar.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Diseno del Estudio

Estudio observacional transversal de la microbiota de muestras respiratorias de nifios
con FQ. Se analizé si la variable principal, la composicidn y diversidad de la microbiota
bacteriana, se relacionaba con una serie de variables intrinsecas y extrinsecas de estos

pacientes (ANEXO I).

4.2 Aspectos Eticos

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacién del
Hospital Doce de Octubre (ANEXO 1), centro asistencial de los pacientes incluidos en el
estudio. Los adultos responsables del paciente firmaron la autorizacion para la
participaciéon en el estudio (ANEXO IV), tras haber recibido informacién oral y escrita de las
caracteristicas del trabajo de investigacion, asi como la autorizacién para la cesién de
muestras respiratorias anonimizadas al Biobanco del HGUA, en Colaboracién con la Red

Nacional de Biobancos (ANEXO V).

4.3 Poblacién y Ambito de estudio

4.3.1 Poblacion a estudio

Menores de 16 afios con FQ, que acudieron a consulta de seguimiento durante el
periodo de estudio (Marzo-Abril de 2015) en los que se pudo obtener una muestra de

esputo inducido.
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4.3.2 Criterios de inclusion y exclusion

- Criterios de Inclusién: Pacientes en edad pediatrica (0-16 afios) con diagndstico
confirmado de FQ con los criterios diagndsticos vigentes (204) (Tabla 2 y 3) que acuden a

control programado a la Unidad de FQ. (Criterios European Cystic Fibrosis Society)

Tabla 2

Tabla 2 Criterios diagnésticos de la FQ (Consenso ECFS 2006)
FQ Clasica o Tipica
Enfermedad sinopulmonar cronica
Alteraciones digestivas y nutricionales
Sindromes pierde-sal
Agenesia congénita bilateral de vasos deferentes

= 1 caracteristica fenotipica

+

(1 sudor = 60 mmol/L

Generalmente 2 mutaciones identificadas
Otras caracteristicas Suficiencia o insuficiencia pancreatica
Evolucion clinica variable

Tabla 3

Criterios diagnésticos de la FQ (Consenso ECFS 2006)

= 1 caracteristica fenotipica

+
Cl sudor “dudoso” (30-60 mmol/L) o “normal” (< 30 mmol/L)
+

2 mutaciones en el gen CFTR identificadas y/o PD nasal alterado

Suficiencia pancreatica
Otras caracteristicas Afectacién pulmonar leve
Afectacion de uno o mas 6rganos

PD-diferencia potencial.

- Criterios de Exclusién: rechazo a la participacién en el estudio, no cumplimentacién

del consentimiento informado, diagndstico no confirmado o incierto, ausencia de muestra

4.4 Centros de trabajo y competencias

- Centro de seguimiento clinico y recogida de muestra: Seccidon de Neumologia Infantil.
Unidad de Fibrosis Quistica. Hospital Doce de Octubre, Madrid. Centro Acreditado por la
European Respiratory Society (205).

- Centro de diagnéstico molecular: La técnicas de Microbiologia molecular fueron
realizadas en el Laboratorio de Microbiologia del HGUA y el proceso de secuenciacion
masiva se realizd en los laboratorios Stat vida (Portugal). Cuando se recibieron las
secuencias, el analisis bioinformatico fue hecho en la Unidad de bioinformatica que la

Seccion de Microbiologia del HGUA tiene en colaboraciéon con FISABIO.
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4.5 Clasificacion de variables
ANEXO I

4.5.1 Variables explicativas

4.5.1.1 Intrinsecas al huésped
e Edad del paciente
e Sexo
e Numero y orden de fratria.

e Presencia o ausencia de hermanos con FQ

4.5.1.2 Relacionadas con la enfermedad

Aspectos generales de la enfermedad
1) Genotipo

2) Edad al diagndstico

3) Resultados del test de cloruro en sudor

4) Tiempo de evolucién de sintomas previo al diagndstico

5) Sintomatologia principal en el momento del diagndstico
Relativas a la enfermedad pulmonar

1) Porcentaje sobre el valor teérico del volumen espiratorio forzado
en el primer segundo (FEV1)

2) Presencia de lesiones radiolégicas: infiltrados, atelectasias,
bronquiectasias, abscesos, enfisema

3) Necesidad de oxigenoterapia (intermitente o continua)
4) Necesidad de soporte ventilatorio (intermitente o continuo)
5) Antecedentes de exacerbaciones respiratorias

6) Antecedentes de exacerbaciones en los ultimos 3 meses
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7) Sise ha realizado lavado broncoalveolar: edad en su realizacién y
resultados microbioldgicos
8) Antecedentes del Neumotdrax/Hemoptisis
9) Antecedentes de aspergilosis broncopulmonar alérgica

10) Comorbilidad alergia/asma/dermatitis atdpica

Relativas a la enfermedad sobre otros aparatos en el momento de
recogida de las muestras

1. Estado nutricional. Z-score del indice de masa corporal (IMC). Se
obtiene mediante la siguiente férmula(206):

Z-score: (IMC paciente — p50 IMC)/ desviacién estandar

2. Insuficiencia pancreatica (Recibe tratamiento con enzimas
pancreaticas o Van de Kamer positivo)

3. Diabetes mellitus

4. Afectacion hepatica

5. Afectacién de senos

6. Alteraciones electroliticas

7. Otros érganos afectados

4.5.1.3 Resultados microbioldgicos previos (sobre  muestras

1.

respiratorias)

Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de
colonizacion/infeccién por Haemophilus spp. En qué muestra. Criterios

de portador crénico o antecedentes de intento de erradicacién.

Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de
colonizacion/infeccién por Staphylococcus aureus. En qué muestra.
SAMR 6 SAMS. Criterios de portador crénico o antecedentes de intento

de erradicacion.
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Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de
colonizacion/infeccién por Pseudomonas aeruginosa. En qué muestra.
Criterios de portador crénico o antecedentes de intento de

erradicacion.

Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de
colonizacion/infecciéon por Burkholderia cepacia. En qué muestra.
Criterios de portador crénico o antecedentes de intento de

erradicacion.

Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de
colonizacion/infeccién por Stenotrophomonas maltophilia. En qué
muestra. Criterios de portador crénico o antecedentes de intento de

erradicacion.

Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de
colonizacion/infeccién por Achromobacter xylosoxidans. En qué
muestra. Criterios de portador crénico o antecedentes de intento de

erradicacion.

Portador crénico o no de otras bacterias. En qué muestras. Criterios de

portador crénico o antecedentes de intento de erradicacion.

Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de

colonizacion/infeccién por micobacterias ambientales.

Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de

colonizacion/infeccidn por Pneumoscystis jirovecii.

Portador o no en el momento del estudio o antecedentes de

colonizacion/infeccién por otros hongos.

Aislamiento de algun otro germen en los Ultimos 6 meses: qué germen,

gué muestra.
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4.5.1.4 Aspectos Terapéuticos

1. Antecedentes de tratamiento con antibidtico sistémico (excluido
macrolidos intermitentes) en los 3 meses previos a la realizacion del
estudio: principio activo y via de administracién

2. Tratamiento antibidtico nebulizado en el momento del estudio:

principio activo.

3. Tratamiento con macrolidos orales intermitentes en el momento del
estudio.

4. Antecedentes de tratamiento corticoideo sistémico en el mes previo al
estudio.

5. Tratamiento con corticoides inhalados en el momento del estudio

6. Tratamiento con dornasa alfa (DNAsa) en el momento del estudio

7 Tratamiento con salbutamol en el momento del estudio

8. Tratamiento con inhibidor bomba de protones en el momento del
estudio

4.5.2 Captacion y recogida de datos

La informacion fue obtenida por la neuméloga infantil responsable de la asistencia del
paciente en la consulta semanal de fibrosis quistica del Hospital Doce de Octubre. Las
fuentes de informacién fueron la propia historia clinica y los registros disponibles en la

Unidad de Fibrosis Quistica de este hospital.
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4.5.3 Cuestionario para la recogida de variables explicativas

Se diseid un formulario consensuado con los centros de trabajo para la recogida las
variables explicativas estudiadas (ANEXO Ill). Se realizé un proceso codificacion de las

muestras con 6 digitos para mantener anonimato:

. Primeros 2 digitos: Centro de recogida (Se codificé al Hospital Doce de Octubre
como 01)

. Segundos 2 digitos: orden numérico de estudio del paciente

. Ultimos 2 digitos: 01 Muestra de esputo inducido

02 Muestra de aspirado nasofaringeo

03 Muestra de LBA

4.5.4 Variables Resultado: Microbiota de las vias respiratorias de

los pacientes

4.5.4.1 Composicion del Microbioma

El analisis de la composicidn y caracteristicas de las comunidades bacterianas se llevd a

cabo a través de:
e Identificacién de cada especie o unidad taxondmica operativa (OTU).
e Cuantificacion del numero absoluto de cada una de las especies de la muestra.

e Cuantificacién de la abundancia relativa de cada una de las especies, expresado por

el porcentaje de dicha especie sobre el resto.

e Género dominante: Se empled la definicién establecida por Coburn et al (157),
correspondiente al género mas abundante en una muestra, y que al menos
duplique en frecuencia al segundo género mas frecuente. No todas las muestras

presentaran género dominante.
]
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e Composicion filogenética caracteristica del microbioma de los pacientes
(Microbioma core). Se establece con aquellos géneros que presentan una
abundancia relativa >1% de las secuencias y estan presentes en mas del 50% de las
muestras de los pacientes. Esta definicidn arbitraria establecida por Coburn et al

(157) permite la comparacién entre grupo homogéneos.

4.5.4.2 Analisis de la diversidad de especies bacterianas

A la hora de realizar estudios de biodiversidad, en varios entornos, se han desarrollado
pardmetros para caracterizarla como una propiedad de las comunidades ecoldgicas,
incluida la microbiota bacteriana en los érganos y sistemas del ser humano. Las especies no
estdn aisladas en un entorno neutro; en cada nicho ecoldgico se encuentra un nimero
variable de comunidades que interaccionan entre ellas y con el entorno de las vias
respiratorias. Por ello, para comprender los cambios de la biodiversidad con relacién a la
estructura del medio donde se desarrollan, la separacion de los componentes alfa, beta y

gamma puede ser de gran utilidad (207).

4.5.4.2.a Alfa Diversidad

La diversidad alfa es la riqueza de especies de una comunidad particular a la que
consideramos homogénea (208). Se pueden emplear métodos basados en la cuantificacién
del niumero de especies presentes (riqueza especifica), o también en funcién de la
estructura de la comunidad (209), es decir, la distribucién proporcional del valor de
importancia de cada especie, expresado por ejemplo como abundancia relativa (157). Los
métodos basados en la estructura pueden a su vez clasificarse segun se basen en la
dominancia (indice de Simpson, Serie de Hill) o en la equidad de la comunidad, como en el
indice de Shannon-Wiener, uno de los mas empleados en los estudios de microbioma
humano. Este indice se representa normalmente como H’ y se expresa con un nimero

positivo.
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La férmula del indice de Shannon es la siguiente:

5
I = —E}l@ logs p;

i=1

donde:

S — nimero de especies (la riqueza de especies)

aw:n
|

Pi — proporcién de individuos de la especie “i”, respecto al total de individuos (es decir

la abundancia relativa de la especie “i”): T,

" il' l“%ir

i — nimero de individuos de la especie
N —namero total de individuos de todas las especies

De esta forma, el indice contempla la cantidad de especies presentes en el area de
estudio (riqueza de especies), y la cantidad relativa de individuos de cada una de esas
especies (abundancia). Adquiere valores entre cero, cuando hay una sola especie, y el
logaritmo de S, cuando todas las especies estan representadas por el mismo nimero de

individuos.

4.5.4.2.b Beta Diversidad

La diversidad beta es el grado de diferencia en la composicién de especies entre
distintos habitats, comunidades o individuos, también definida como el cambio bidtico a
través de gradientes ambientales (207). A diferencia de las diversidades alfa y gamma que
pueden ser medidas en funcion del niumero de especies, la beta diversidad se basa en
proporciones o diferencias. Se mide a través de la abundancia de composicién o disimilitud
mediante la distancia de Bray-Curtis (entre 0 y 1: 0 es la misma composicidn entre todas las
especies y 1 es que no comparten ninguna especie), y se puede representar a través del
analisis de los componentes principales.

El andlisis de componentes principales (ACP) es una técnica estadistica multivariante
de sintesis de la informacién o reduccién de la dimensién (niumero de variables), que
permite encontrar los factores subyacentes que mejor explican, tras un conjunto de datos,

la variabilidad de éstos.
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4.6 Recogida y Procesamiento de muestras

La muestra de esputo inducido con suero salino hiperténico al 7% se obtuvo durante la
revisidon programada en consulta en la Unidad de FQ del Hospital Doce de Octubre. Se
congeld en la primera hora tras su obtencién a -202C, hasta su traslado al centro de
diagndstico molecular. Una vez recibido en este centro, el esputo se homogeneizé con N-
acetil cisteina y se dividid en dos partes, una para el estudio y otra para almacén en el

Biobanco.

4.6.1 Extraccion y purificacion del DNA bacteriano

La extraccion de acidos nucleicos se realizdé mediante el sistema comercializado por

Molzym: MolYsis™.,

MolYsis constituye una herramienta pre-analitica de degradacidn diferencial de acidos
nucleicos para la detecciéon molecular de bacteriemia y otras infecciones. Consiste en un
sistema que permite aislar el DNA bacteriano de muestras clinicas humanas. Realiza una
lisis selectiva de las células humanas y degrada el DNA humano, por lo que aumenta la
sensibilidad y especificidad en el estudio de DNA bacteriano de dichas muestras. El kit
MolYsis Basic5 de Molzym usa tiocianato de guanidio y una DNAsa resistente a un medio
caotrdépico especifico para lisar células humanas y eliminar sus acidos nucleicos antes de la

lisis de células bacterianas y la extraccién de acido nucleico.

4.6.2 Amplificacion del DNA bacteriano

La etapa de enriquecimiento del DNA, metodologia muy eficiente como paso previo a
la secuenciacidn, se ha llevado a cabo mediante el empleo de una técnica alternativa a la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la amplificacion por desplazamiento multiple
(MDA). Se trata de una técnica de amplificacion isoterma para enriquecer el DNA

bacteriano, es decir, aumentar su concentracion en cada muestra.
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En el drea de la amplificacién de DNA estd ganando terreno la MDA, en detrimento de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), dado que esta ultima depende de un
conocimiento previo de las secuencias a amplificar, y genera amplicones relativamente
pequefios. La MDA es una metodologia inespecifica que permite la amplificacion eficiente y
representativa de genomas completos, analisis gendmicos que dependen no solo de la
longitud del material amplificado, sino también de una amplificacion homogénea. MDA
amplifica todo el genoma bacteriano, es decir, no usa unos primers especificos para
amplificar sélo secuencias del 16S.

La reaccion MDA, descrita por Dean et al. (210), se basa en el empleo de
oligonucleétidos hexaméricos de secuencia al azar que hibridan en distintas regiones del
genoma a amplificar y que son extendidos posteriormente por la DNA polimerasa (enzima
que sintetiza DNA) del bacterifago @29, en una reaccién isotérmica a 30 2C, sin que se
requieran ciclos de desnaturalizacion/renaturalizacién (a diferencia de la PCR), ni de un
conocimiento previo de la secuencia a amplificar. Esto da lugar a una estructura ramificada
de cadena sencilla a la que pueden unirse nuevos hexdmeros que son el molde de la
reaccion de amplificacion de DNA (Figura 10).

El éxito de MDA radica en las caracteristicas intrinsecas y especificas de la DNA
polimerasa de @#29:

1) Capacidad de polimerizar mas de 100.000 nucleétidos (las unidades que se ensamblan

para construir el DNA) sin disociarse del DNA.

2) Capacidad de atravesar regiones de doble cadena ya que el enzima acopla la sintesis del
DNA a la apertura (desnaturalizacién) de las dos cadenas del DNA, haciendo innecesarios

ciclos térmicos de desnaturalizacion.

3) Elevada fidelidad de sintesis del DNA (sélo un error cada 10%-10° nucledtidos

incorporados).

Diversos estudios han demostrado que la MDA es un método muy sensible, capaz de
amplificar material genético a partir de una unica célula (211). La MDA, al ser capaz de

amplificar todo el DNA presente en la muestra y en combinacién con la degradacion
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selectiva del DNA por el método Molysis es un procedimiento eficiente para analizar el
microbioma bacteriano de una muestra bioldgica.
La MDA se emplea fundamentalmente para realizar amplificaciones del genoma

completo (WGA) en secuenciacion y analisis de mutaciones (212,213).

Figura 10:

Amplificacion por desplazamiento
multiple con la DNA polimerasa de #29. La
DNA polimerasa (en esferas naranjas)
puede comenzar simultdneamente la
sintesis del DNA en multiples sitios a los
que se han hibridado al azar los
hexdmeros. Una vez alcanzado el
hexdmero que se encuentra delante, la
sintesis continua ya que la polimerasa abre
esa region de cadena doble, dando lugar a
“ramas” de cadena sencilla a las cuales se
unirdn nuevos hexdmeros. Esta sintesis
continua del DNA dard lugar a una
amplificacion isotérmica y exponencial del
DNA.

wews  Cebador hexamero
@ ADN polimerasa

-

; \*}

Figura 11: Esquema de amplificacion mediante MDA.
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4.6.3 Secuenciacion masiva y filtrado por calidad de secuencias

La secuenciacién masiva del DNA se realizé mediante el sistema Illumina MiSeq con
250bp pair-ends. La eleccion de este método sobre los demas sistemas de secuenciacion
de nueva generacion (NGS) fue por su capacidad de generar millones de lecturas de una
sola vez, lo que aumenta la probabilidad de obtener secuencias suficientes para poder

completar los genomas bacterianos presentes en cada muestra de esputo.

El filtrado de calidad de las secuencias nos lo proporcioné el programa bioinformatico

Pyronoise.

4.6.4 Ensamblaje de genomas bacterianos y obtencion de

secuencias 16S

El ensamble de fragmentos es una ardua tarea, realizada mediante técnicas
computacionales de elevadas prestaciones. El montaje de los genomas bacterianos de cada
muestra se obtienen segun la cobertura de la secuenciacion. El objetivo es reconstruir la
cadena que representa el cédigo genético de la molécula original a partir de los millones de

lecturas obtenidas mediante lllumina.

De todas las secuencias que se obtuvieron por secuenciacidn masiva, se seleccionaron

las lecturas referentes al gen 16srRNA usando los programas ssu-align y meta-rna.

Las secuencias se separaron en base a los adaptadores genéticos A y B para
determinar la muestra a la que pertenecian. Con este archivo de secuencias, donde solo
estan las secuencias del 16S, éstas se compararon mediante BLAST con las bases de datos
GreenGenes (DeSantis et al. 2006) y RDP (Cole et al. 2008), bajando hasta el nivel de
familia, donde nuestras propias simulaciones establecen que con una longitud de 400 pb,
la fiabilidad en la adscripcion taxonémica es superior al 95%, y de género, donde la

fiabilidad es superior al 90%.
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4.6.5 Analisis de datos de secuenciacion. Bioinformatica

El filtrado de calidad de las secuencias se realizd con el programa Pyronoise®, y la
comparacion de las muestras entre si se realizd6 mediante el programa Unifrac,
especialmente desarrollado por el Consorcio del Microbioma Humano para analisis de

genes ribosomales de microorganismos procedentes de tejidos humanos.

Con las asignaciones de los taxones bacterianos de cada muestra y mediante el
programa QIIME v18.0 se determind la abundancia absoluta y relativa de especies, la
dominancia y la composicién de las comunidades bacterianas de las muestras obtenidas, el
estudio de diversidad de especies en cada muestra (alfa diversidad) a través del indice de
Shannon Wiener y la diversidad entre muestras (beta diversidad), empleando la distancia
de Bray-Curtis y el andlisis de componentes principales.

A. Library Preparation B. Cluster Amplification
1

Genomic DNA | e Wi R SE—

l Fragmentation
Flow Cell
Cmm —m 1
—_—
Adapters LI &
Ll Bridge Amplification

l Ligation = ‘.4 ’

— s "
Sequencing
Library :_
' |
e — Q) ’\_2/; L'C-_“j (ij-i
Clusters
NGS library is prepared by fragmenting a gDNA sample and Library is loaded into a flow cell and the fragments hybridize
ligating specialized adapters to bath fragment ends. to the flow cell surface. Each bound fragment is amplified into
a clonal cluster through bridge amplification.
Figura 12
www.illumina.com/technology/next-generation-sequencing.html
C. Sequencing D. Alignment & Data Anaylsis
1ty A M“ ,,,‘
2] O
01oN o O ATGGCATTGCAATTTGACAT
' TGGCATTGCAATTTG
Read AGATGGTATTG
Sequencing Cycles eads GATGGCATTGGCAA
GCATTGCAATTTGAC

ATGG

CATTGCAATT
_ AGATGGCATTGCAATTTG
Digital Image Reference  AGATGGTATTGCAATTTGACAT

Data is exported to an output file l

Cluster 1 > Read 1: GAGT...
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 2: CTAG...
Cluster 4 > Read 4: ATAC... Text File

Sequencing reagents, including flucrescently labeled nucleo- Reads are aligned to a reference sequence with bicinformatics
tides, are added and the first base is incorporated. The flow software. After alignment, differences between the reference

cell is imaged and the emission from each cluster is recorded. genome and the newly sequenced reads can be identified.
The emission wavelength and intensity are used to identify

the base. This cycle is repeated “n” times to create a read
length of “n” bases.
]
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4.6.5 Conservacion posterior de muestras

Una vez extraido el DNA, el resto de muestras respiratorias se depositd en el Biobanco
del Hospital General Universitario de Alicante para posibles estudios posteriores
(comparativos o de seguimiento de estos pacientes, desarrollo de nueva tecnologia que
permita ampliar el estudio...). Para ello los responsables del paciente cumplimentaron y
firmaron el consentimiento para la conservacion de muestras de la Red Nacional de

Biobancos (ANEXO V).

4.7 Analisis Estadistico

Se calculé la alfa diversidad y la beta diversidad de las muestras mediante un analisis
bioinformatico usando QIIME v18.0 software para filtrar la calidad y el tamafio de las
secuencias obtenidas mediante el sistema Illumina. Sélo las secuencias con tamafo
comprendido entre 250 bp y 500 bp con un end-trimming quality mayor de 25 se
analizaron e incluyeron en el estudio.

La Operational Taxonomic Units (OTU’S) se asignd utilizando RDP database (Ribosomal

Database Project) para el gen 16S rRNA.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SPSS versién
22.0 para Windows (SPSS Inc., 2013). Los resultados fueron considerados estadisticamente

significativos para valores de p menores de 0,05.

4.8 Procedimiento Estadistico

4.8.1 Estadistica Descriptiva

En el apartado correspondiente a la estadistica descriptiva, de cada una de las
variables explicativas se calculé la distribucion de frecuencias en las variables categdricas, y

de las variables continuas su aproximaciéon a la distribucion normal, valores maximos y
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minimos, estadisticos de tendencia central y dispersion (medias, mediana y desviacién

tipica).

4.8.2 Analisis Univariante

Finalmente se realizé un proceso de analisis estadistico entre las variantes clinicas y los
distintos indices de diversidad bacteriana. Después de este analisis bioinformatico, se
compararon los datos usando las pruebas de ANOVA y G-test de independencia. También
se analizé la B-diversidad mediante el andlisis de componentes principales PcoA. El analisis
de a-diversidad se realizé mediante el calculo de las curvas de rarefaccion y el indice de

Shannon usando el sofware informatico R v 2.15.2 (http://R-project.org).

Se realizd un estudio de analisis estratificado entre aquellas variables explicativas que

pudieran actuar como posibles variables de confusién.
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5. RESULTADOS

5.1 Variables explicativas

Se seleccionaron 13 muestras correspondientes a 13 pacientes con los criterios de

inclusién, cuyos familiares dieron su consentimiento para participar en el estudio.

5.1.1 Caracteristicas demograficas de los pacientes

La edad media de los pacientes incluidos fue de 12,9 anos, con un rango de edad de 7 a
17,2 aiios. Se incluyeron en el estudio 7 mujeres (53,8%) y 6 varones (46,2%). 7 de los
pacientes (54,7% del total) eran hermanos Unicos. 5 de los pacientes (38,5% del total) tenian
otro hermano, y en 1 caso (7,7% del total) el nUmero total de hermanos era de 3. En relacién
al orden de fratria, 1 de los pacientes estudiados era un segundo hermano, y otro el tercero.
De los 6 pacientes que tenian hermanos, en 4 casos los hermanos estaban libres de
enfermedad. 2 pacientes incluidos (n2 12 y 13) eran hermanos (y no tenian mas hermanos).

Los valores de estas variables se muestran en la Tabla 4.

5.1.2 Caracteristicas relacionadas con la fibrosis quistica y la evolucion de

la enfermedad

La edad media al diagnéstico fue de 17,3 meses (rango de 0 a 99 meses), con una
desviacion estandar de 28,6 meses. 4 pacientes (30,76% del total) fueron diagnosticados en
periodo neonatal por sintomatologia digestiva (ileo meconial). Ninguno de los pacientes fue
diagnosticado mediante sistemas de cribado neonatal, vigente en la Comunidad de Madrid

desde el afio 2009.
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El valor medio de la determinacién de cloruro en el sudor de los 13 pacientes en el
momento del diagndstico fue de 103,3 mEqg/L (rango: 96-117 mEq/L; desviacién estandar:
6,9 mEqg/L). El sintoma principal en el momento del diagndstico correspondia a patologia
gastrointestinal en 7 casos (53,9% del total). Como se ha referido anteriormente, 2 fueron
diagnosticados en el periodo neonatal por padecer un ileo meconial. En 4 pacientes (30,8%)
los sintomas principales fueron respiratorios, y en 1 caso una deshidratacion hiponatrémica.
1 de los casos permanecia asintomatico, y fue diagnosticado tras el nacimiento, por el

antecedente de su hermano enfermo. Los valores de estas variables se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4 : Caracteristicas sociodemogrdficas de los pacientes incluidos en el estudio, edad al
diagndstico y sintoma inicial que conllevé al diagndstico

Variables Intrinsecas de la enfermedad, datos generales Media £SD (rango) o n(%)
Numero de pacientes 13
Edad (en afos) 12,9 +3,0(7-17,2)
Mujer/vardn 7/6
Hermanos enfermos de FQ

e Hijos Unicos 7(54,7)

e Con todos sus hermanos libres de FQ 4 (30,7)

e Con hermanos afectados de FQ 2 (15,4)
Edad (meses) al diagndstico de la enfermedad 17,3 + 28,6 (0-99 meses)
Pacientes diagnosticados en periodo neonatal 4 (30,7)

Signo/sintoma guia predominante en el momento del diagndstico

e {leo meconial 2 (15,1)
e Otra patologia digestiva 5(38,5)
e Respiratorio 4(30,8)
e Deshidratacion hiponatrémica 1(7,7)
e Historia familiar 1(7,7)

Se conocia la mutacion completa del CFTR en la totalidad de pacientes incluidos en el
estudio. 3 pacientes (23,1% del total) eran homocigotos para la mutacién Delta F508. Otros
6 pacientes, heterocigotos (46,15% del total), poseian esta mutacién. 3 pacientes (23,1% del
total) eran homocigotos para la mutacion H609R/H609R, 2 de ellos hermanos. La

distribucién de frecuencias de las mutaciones encontradas se exponen en la Tabla 5.
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Tabla 5: Prevalencia de las mutaciones del gen CFTR de los pacientes incluidos en el estudio. Se
expone la clase de cada una de los alelos de las mutaciones de los pacientes (214), asi la
correspondencia con la gravedad del fenotipo segun el tipo de mutacién (en relacion con la
insuficiencia pancredtica)

Nd=no determinado

WD CRMLEEDES Manifestacion clinica
Genotipo cada alelo de los , . N (%)
. segun genotipo
pacientes

Delta F508 homocigoto 1/ Alto Riesgo(18) 3(23,1)
Delta F508/w1089x=2 II/nd Alto Riesgo (18) 1(7,7)
Delta F508/3120+1g /1 Alto Riesgo(216) 1(7,7)
Delta F508=(18)3AA>6 11/l Alto Riesgo(217) 1(7,7)
DeltaF508/H199Y II/nd Alto Riesgo(204) 1(7,7)
Delta F508/6542X 11/1 Alto Riesgo(18) 1(7,7)
DeItaFSOfgCFTR del 17a- ll/nd Alto Riesgo(204) 1(7,7)
H609R/H609R nd/nd Alto Riesgo(218) 3(23,1)
3120+16>A/3120+16 I/l Alto Riesgo(216) 1(7,7)

En el momento de la recogida de la muestra, la totalidad de los pacientes presentaba
criterios de insuficiencia pancreatica, 7 (53,8%) afectacidon hepatica, 3 (23,1%) afectacion de
senos paranasales, y 1 de los pacientes (7,7%) presentaba diabetes relacionada con FQ. El
valor medio de la puntuacién Z score para el p50 de indice de masa corporal (IMC) fue de -

0,85+0,72 (-1,70-0,50). Los datos recogidos de patologia extrapulmonar se exponen en la

Tabla 6.

Desde el punto de vista de la afectacién respiratoria, en los 13 casos se pudo recoger el
FEV1. El valor medio obtenido de porcentaje con respecto al tedrico para edad, talla y sexo
fue de un 65,23% (rango: 32-108%; desviacién estandar: 22,01%). 2 pacientes (15,4%)
requerian oxigeno suplementario de forma intermitente. Ninguno de los pacientes requeria
soporte ventilatorio continuo o intermitente. 9 de los pacientes (69,2% del total) tenia
historia previa de exacerbaciones respiratorias. En 8 casos (61,5%) se habia producido al
menos una exacerbacién durante los 6 meses previos al estudio. La totalidad de los
pacientes presentaban imagenes radiolégicas compatibles con bronquiectasias. De los
pacientes estudiados, 6 (46,2%) presentaban atelectasias, 4 (30,8%) infiltrados, y 3 (23,1%)
un patrén radioldgico de enfisema pulmonar. De los pacientes, 4 (30,8% del total) tenian
sensibilizacidn a alérgenos, 2 (15,4%) asma, y 1 (7,7%) dermatitis atopica. Un paciente (7,7%
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del total) tenia antecedente de aspergilosis broncopulmonar alérgica. Los datos detallados

de patologia broncopulmonar y comorbilidades respiratorias se exponen en la Tabla 6.

Tabla 6: Prevalencia de la patologia extrapulmonar, valor medio de Z-score del indice de masa
corporal y datos de la enfermedad broncopulmonar de los pacientes incluidos, expresados con el
valor medio de la fraccion del volumen espirado en el primer segundo (FEV1), necesidad de
oxigenoterapia, afectacion pulmonar radioldgica y comorbilidades con otras enfermedades
respiratorias independientes de la FQ

Afectacion Extrapulmonar MediazSD (rango) o n(%)
e Insuficiencia pancreatica 13 (100)
e Afectacidn hepatica 3(23,1)
e Diabetes relacionada FQ 1(7,7)
e Afectacién sinusal 1(7,7)
Estado Nutricional
IMC Z score -0,85+0,72 (-1,70-0,50)
Afectacion broncopulmonar
FEV1, % predicho 65,23% * 22,0 (32-108%)
Oxigenoterapia intermintente 2 (14,5)
Historia previa de exacerbaciones en los ultimos 6 meses 8 (61,5)
Afectacion radioldgica
e  Bronquiectasias 13 (100)
e  Atelectasias 6 (46,2)
e Infiltrados 4(30,8)
e  Patrdn enfisematoso 3(23,1)
Comorbilidad
o Alergia 4 (30,8)
e Asma 2(15,8)
e Dermatitis atdpica 1(7,7)
e Aspergilosis broncopulmonar alérgica 1(7,7)

En relacion a la evolucion microbioldgica de los pacientes por los cultivos previos (Tabla
7), ninguno de los pacientes constaba como portador de H. influenzae en el momento del
estudio. De los 13 pacientes incluidos, 12 (92,3%) eran portadores de S. aureus. De estos 12,
1 era resistente a meticilina (7,7% del total). 1 paciente (7,7%) no estaba colonizado, ni
presentaba antecedentes de colonizacidon. En 7 de los 12 casos de portadores de S. aureus

hubo un intento de erradicacidn previo.
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El 46,2% (6 pacientes) estaba colonizado en el momento del estudio por P. aeruginosa
(Tabla 7 y Figura 13). 7 pacientes (46,2%) no estaban colonizados. De estos 7 pacientes libres
de Pseudomonas spp, 3 (23,1% del total) habian sido previamente colonizados y se consiguio
su erradicacion. La edad media de adquisicién de P. aeruginosa en los colonizados y en los
gue se habia conseguido la erradicacidn fue de 10,14 afios +2,8 afios. Entre el diagndstico de
primoinfeccidn de P. aeruginosa y la erradicacion del germen en los 3 casos que se consiguid
transcurrié una media de 11,6 meses. El tiempo medio transcurrido desde la erradicacion

hasta el momento del estudio en los 3 casos erradicados fue de 16,6 meses.

En relacion a otros gérmenes, ningun paciente participante en el estudio era portador o
tenia antecedente de infeccién o colonizacidn por B. cepacia. 1 paciente (7,7% del total) era
portador de S. maltophilia, sin que se hubiera realizado intento previo de erradicacién. La
edad de adquisicién del germen fue 10,08 anos (23 meses de evolucidn hasta el momento
del estudio). Ningun paciente participante en el estudio era portador de A. xylosoxidans. 1
paciente (7,7% del total) era portador de S. marcescens, y en otro (7,7% del total) se habia
detectado en el esputo E. coli y P. mirabilis. 1 paciente (7,7% del total) tenia antecedentes
de aislamiento de hongos, no especificado. Ningun paciente tenia antecedentes de

aislamiento de micobacterias no tuberculosas en los estudios previos.

Tabla 7: Antecedentes microbioldgicos de infeccion o colonizacidon por distintos gérmenes en los
pacientes del estudio

Antecedentes microbioldgicos previos al estudio de los pacientes Numero absoluto (%)
Portador crénico S. aureus meticilin sensible 11 (84,6)
Portador crénico S. aureus meticilin resistente 1(7,7)
Antecedente de intento fallido erradicacién 7 (53,8)

Sin antecedente de infeccidn/colonizacion de S. aureus 1(7,7)

P. aeruginosa

Portador 6 (46,2)

No portador, con antecedente de erradicacion 3(23,1)
Edad media en meses de primoinfecccién P aeruginosa 10,14 afos (%2,8)
Otros aislamientos

S. maltophilia 1(7,7)

E. coliy P. mirabilis 1(7,7)

S. marcescens 1(7,7)
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Figura 13: Antecedentes de infeccion, colonizacion o erradicacion por P. aeruginosa en los
pacientes incluidos en el estudio
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5.1.3 Aspectos terapéuticos

Los principales aspectos terapéuticos estan recogidos en la Tabla 8. Ningln paciente
habia recibido antibidticos sistémicos en el mes previo al estudio. 10 de los pacientes
(76,9%) estaba recibiendo antibioterapia nebulizada: 7 pacientes (53,8% del total) estaban
recibiendo tratamiento con colistina nebulizada en el momento del estudio, 1 paciente
(7,7% del total) con tobramicina nebulizada y 2 (15,4%) con aztreonam y colistina
nebulizados. En momento del estudio, 10 pacientes (76,9%) estaban recibiendo tratamiento
con macrdlidos de forma intermitente. Ningln paciente habia recibido tratamiento con
corticoides orales en el mes anterior a la recogida de la muestra, y 2 pacientes (15,4%)
estaban recibiendo corticoides inhalados en el momento del estudio. El 69,2% (9 casos) de
los pacientes estaba recibiendo tratamiento con suero salino hiperténico diario en el
momento del estudio. 6 pacientes (46,2% del total) estaban recibiendo tratamiento con
DNAsa en el momento del estudio. 11 pacientes (84,6% del total) estaban recibiendo
tratamiento con salbutamol en el momento del estudio. 7 pacientes (53,8% del total)
estaban recibiendo tratamiento con inhibidor de la bomba de protones en el momento del

estudio.

Pagina 88



Resultados

Tabla 8: Tratamientos inhalados, nebulizados y orales que estaban recibiendo los pacientes en el
momento del estudio.

Aspectos Terapéuticos Numero absoluto (%)
Corticoides inhalados 2 (15,4)
Macrélidos intermitentes 10 (76,9)
Suero Salino hipertdénico 9 (69,2%)
DNAsa 6 (46,2)
Salbutamol 11 (84,6)
Inhibidor bomba de protones 7 (53,8)
Colistina nebulizada 7 (53,8)
Colistina y aztreonam nebulizados 2 (15,4)
Tobramicina nebulizada 1(7,7)

5.2 Aspectos relativos a la muestra

Las 13 muestras (100%) correspondian a esputo inducido. De las 13 (100%) se pudo

extraer DNA para realizar el proceso de secuenciacién masiva.

5.3 Analisis molecular de la composicion de la microbiota presente

en las muestras de esputo de los pacientes

En la Tabla 9 se presentan los datos descriptivos del numero total de secuencias
detectadas, y el nimero de secuencias al que se pudieron asignar organismos. Se pudo
asignar el 57,6% de las secuencias aisladas. En la Figura 14 se presentan las curvas de
rarefaccién de las 13 muestras, con el nimero de unidades taxondmicas operativas (OTU)
asignadas. Dado el rendimiento de la técnica empleada para este estudio se establecié el
género de los microorganismos como OTU.

Tabla 9: Datos de la distribucion del total de secuencias aisladas en las 13 muestras, y del
numero de secuencias que se pudo asignar a alguna OTU

Total de secuencias aisladas Secuencias asignadas
Media (desviacidon estandar) | 4048,31 (1626,91) 2332,08 (1008,72)
Mediana 4105 2277,08
Rango (min-max) 6104 (1588-7692) 4048 (987-5035)
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Figura 14: Tablas de rarefaccion de las secuencias de las 13 muestras estudiadas

80

70

60

50

30

20

10

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Secuencias por muestra

7000

8000

—51
—52
—53
S4
—55
—5S6
—57
S8
S9
S10
—511
—S512
S13

Resultados

5.3.1 Descripcion del microbioma, composicion de géneros, numero,

frecuencias, arbol filogenético y heat map

5.3.1.1 Géneros y distribucidon por muestras

El rango de géneros en las 13 muestras obtenidas oscilé entre 9 y 26, con una media de

14,92 y una desviacidon estandar de 4,80. 5 géneros se encontraron presentes en las

muestras de todos de los pacientes: Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Rothia spp,

Gemella spp y Granulicatella spp. La distribucién de los distintos géneros en funcién de las

muestras en las que se encontraban presentes se detalla en la Tabla 10 y en la Figura 15. 14

géneros sélo aparecian como maximo en 1 muestra. La representacion del arbol filogenético

obtenido de las 13 muestras se expone en la Figura 16 junto al heat map con los géneros

detectados con su abundancia relativa.
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Tabla 10: Distribucion agrupada de géneros en funcion de la frecuencia de su presencia en las
muestras del estudio

Frecuencia de distribucion Géneros

En la totalidad de muestras Staphylococcus, Streptococcus, Granulicatella, Gemella, Rothia

Al menos en el 75% de las (ademas de las anteriores) Actinomyces, Acaryochloris, Salinicoccus,
muestras Arthrobacter

Al menos en el 50% de las (ademas de las anteriores) Bullidia, Atopobium, Mogibacterium,
muestras Peptoestreptococcus, Facklamia, Abiotrophia

En menos del 50% de las Planctomyces, Bifidobacterium, Microbispora, Alloscardovia,
muestras, pero al menosen2  Scqrdovia, Nitrospira, Devosia, Fusobacterium, Capnocytophaga,
muestras Shuttleworthia, Bacteroides, Filifactor, Novosphingobium, Nocardia

Figura 15: Distribucion logaritimica de los distintos géneros en funcion de su frecuencia de
deteccion en los participantes del estudio.
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Figura 16: Arbol filogenético del microbioma de las 13 muestras, junto con el heat map con la
abudancia relativa de géneros
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5.3.1.2 Abundancia relativa, géneros dominantes, nticleo del microbioma

4 géneros presentaron una abundancia relativa mayor al 1% sobre el resto de especies:
Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Rothia spp y Granulicatella spp. Staphylococcus spp
fue el género mas abundante en 10 pacientes (76,92% del total), Streptococcus spp en 2
(15,38% del total) y Rothia spp en 1 paciente (7,69% del total). La frecuencia de
Staphylococcus spp fue considerada dominante (segln los criterios de Coburn et al (157):
abundancia relativa mayor, y al menos doble al siguiente género) en 6 pacientes (46,15% del
total), y la de Streptococcus spp en 2 (15,38% del total). Los rangos de abundancia relativa
maxima se hallan expuestos en la Tabla 11. La representacion grafica de frecuencias relativas
de los distintos géneros detectados en el conjunto de muestras se representa en la Figura 17.
La abundancia absoluta y relativa de los géneros obtenidos con las secuencias asignadas en

cada paciente se representan en las Figuras 18 y 19.

Figura 17: Abundancia relativa de los géneros detectados en el global de las muestras del

estudio
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Figura 18: Abundancia absoluta de secuencias identificadas y distribucion géneros en los
pacientes del estudio
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Figura 19: Abundancia relativa de cada género en las secuencias recuperadas de cada paciente
del estudio
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Mediante los criterios de Coburn (157), se pudo determinar la composicion filogenética
caracteristica del microbioma de los pacientes (microbioma core), que estaba constituido

por 4 géneros: Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Rothia spp y Granulicatella spp (Tabla

11).
Tabla 11: Abundancia relativa, dominancia y abundancia relativa mdxima de las cuatro géneros

que constituian la composicion filogenética del estudio (microbioma core). (N=numero)

N de N de

muestras muestras N de muestras

. en las que enelquees enelqueeseldominante Abundancia relativa

Género . ‘s

abundancia el (el >frec y >2 veces frec maxima (%)

relativa mas que el siguiente)

es>1% abundante
Staphylococcus 12 10 6 64,3
Streptococcus 12 2 2 32,02
Rothia 11 1 0 22,5
Granulicatella 6 0 0 3,59
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5.3.1.3 Presencia de patogenos clasicos en las secuencias

En el microbioma de 3 pacientes se detectdé Haemophilus spp (23,07% del total).
Staphylococcus spp estaba presente en todos los pacientes, y cuando se analizaron las
especies, S. aureus fue la mas frecuente de todos los sujetos detectados en las muestras,
seguido de S. epidermidis. Pseudomonas spp fue detectada en bajo nimero, sélo en 2
pacientes (15,38%), y en los 2 casos por debajo del 5% del total de géneros. No se detectd la
presencia de Stenotrophomonas spp, Achromobacter spp, Mycobacterium spp ni

Burkholderia spp en ninguna muestra.

S1 S2 | S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 | S10 | S11 | S12 | S13
Staphylococcus spp 53 26300 74 | 126|208 |230|121|269|200] 92 |04 | 218
(especie no identificada)
Staphylococcus aureus 6,1 | 36,701 | 10,5 | 16,2 | 25,6 | 30,3 | 15,0 | 33,7 | 21,6 | 10,3 | 0,7 | 31,1
Staphylococcus epidermidis | 0,3 1,0 [ 0,0 | 0,2 0,3 0,6 0,8 0,6 1,2 0,4 0,2 | 00| 0,9
Staphylococcus sciuri 0,0 0,2 {00] 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 | 0,0 | 0,0
total Staphylococcus 11,7 | 64,3 | 0,1 | 18,1 | 29,2 | 47,2 | 54,2 | 27,7 | 61,9 | 42,1 | 19,8 | 1,1 | 53,8

Tabla 12: Distribucion de Staphylococcus spp presente en las distintas muestras del estudio

5.3.2 Analisis de la diversidad alfa y beta de las comunidades bacterianas

estudiadas

5.3.2.1 Alfa diversidad

Los valores de diversidad alfa, expresados por el indice de Shanon-Wiener oscilaron

entre 0,11-1,57, con un valor medio de 1,00.

Tabla 13: Estudio descriptivo de los valores del indice de Shanon-Wiener de las muestras
estudiadas

N | Minimo | Maximo | Media | Desviacion estandar
Indice de diversidad. Shannon Wiener 13 ,11 1,57 1,0038 ,50806
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5.3.2.2 Beta diversidad

La comparacién entre las 13 muestras mediante el analisis de los componentes

principales (ACP) (Figura 20) mostré la existencia de 3 grupos (o cluster) establecidos.

Figura 20: Andlisis de los componentes principales de las comunidades bacterianas de las
muestras estudi
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Figura 21: Dendrograma con las distintas agrupaciones obtenidas por el andlisis de componentes
principales
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5.3.2.3 Principales caracteristicas de los grupos de componentes

principales. Relacion con el numero de géneros y la diversidad alfa

Los pacientes del cluster 1 presentaron una mayor densidad de comunidades de
Staphylococcus spp que los cluster 2 y 3. A su vez los pacientes del grupo 1 presentaban
menor numero de colonias de Actinomyces spp y Streptococcus spp. Los pacientes del
cluster 1 poseian un menor nimero absoluto de géneros (Figura 22), sin que la diferencia
fuera estadisticamente significativa. Este grupo ademads presentaba la menor diversidad alfa,
expresada con el indice de Shanon (Figura 23), y los del grupo 3 presentaban la mayor; estas
diferencias si fueron estadisticamente significativas (p=0,009).

La distribucion jeraquica de las muestras, relacionadas con los cluster del andlisis de los
componentes principales, el indice de Shanon y el nimero de géneros, ademas de la
frecuencia de Staphylococcus spp, Streptococcus spp y Actinomyces spp se representan en la
Figura 24, figurando los pacientes del cluster 1 en una de los brazos principales del arbol de

distribucion.

Tabla 14 Relacidn de los distintos grupos de ACP con el numero de géneros y la diversidad alfa

Contraste de Hipdtesis
Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 (Kruskal-Wallis muestras
independientes)

Media n2 de Especies

(Desviacion Esténdar) | 12° (4,0373) | 17,4 (4,00) | 16(1,41) p=0,314

Alfa Diversidad

(indice de Shanon) 0,516 (0,28) | 1,38(0,90) | 1,5(0,091) P=0,009
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Figura 22: Relacion entre los cluster obtenidos por ACP y el numero de géneros. Prueba de
Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Figura 23: Relacion entre los cluster obtenidos por ACP y la diversidad alfa expresada por el
indice de Shanon. Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Figura 24: Distribucion jerdrquica de las muestras obtenidas. En filas se encuentran el mapa de
color para la abundancia relativa de Staphylococcus spp, Actinomyces spp, Streptococcus spp, n®
total de géneros de cada una de las muestras, correspondencia a los cluster obtenidos por el ACP e

indice de Shannon

Cluster
Shannon

Como se ha referido, el nucleo del microbioma estaba constituido por 4 géneros
presentes en las 13 muestras, que suponian el 10,52 % de la riqueza total de especies.
Ademas, todos los pacientes del grupo | compartian ademas otros 2 géneros, Salinicoccus
spp y Acaryochloris spp, y los de los grupos Il y Ill, otros 5 (Actinomyces spp, Gemella spp,
Arthtobacter spp, Facklamia spp y Peptoestreptococcus spp). En la Figura 25 se muestra el
diagrama de Venn de los distintos géneros obtenidos y en la Tabla 15 los distintos géneros

compartidos por los diferentes cluster del estudio.

Figura 25: Diagrama de Venn de la composicion del microbioma de los distintos grupos
obtenidos por el ACP.

Clusterl Cluster2

7/

Cluster3
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Tabla 15 Composicion de géneros compartidos y especificos de los distintos grupos de ACP

Cluster | Nucleo del microbioma (todos los grupos) Cluster Il y IlI
Salinicoccus spp Staphylococcus spp Actinomyces spp
Acaryochloris spp Streptococcus spp Gemella spp
Rothia spp Arthrobacter spp
Granulicatella spp Facklamia spp
Peptoestreptococcus spp

5.3.3.- Analisis comparativo de las comunidades bacterianas en funcién

de las variables clinicas

5.3.3.1 Heat map del analisis filogenético y las variantes clinicas

Se realizé6 una combinacién del heat map de los géneros detectados junto con un
agrupamiento jerarquico, incluyendo en las filas las distintas variables clinicas para una

visualizacién global de las variables. Los datos detallados se presentan en la Figura 26.
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Figura 26: Heat map de los géneros, drbol filogenético y agrupamiento jerdrquico de las
principales variables del estudio. Las variables cuantitativas fueron reordenadas en categoricas para
observar agrupaciones
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Figura 27: Arbol distribucién jeraquizada de drbol filogenético, con la correspondencia con
grupo de ACP (cluster), indice de Shanon, afectacion respiratoria (rojo: afectacion moderada-grave) y
estado nutricional (azul oscuro: paciente desnutrido)

Cluster
Shannon
Afectacion
respiratoria
Desnutricion

5.3.3.2. Bondad de ajuste

Mediante la prueba de Kolmogorov - Smirnov se contrasto la hipdtesis de normalidad de
las variables cuantitativas continuas. Las variables edad, ratio IMC, valor de FEV1 y nimero
de géneros se consideraron con distribucién normal. El indice de Shanon presenté un nivel

de significacién menor a 0,042 por lo que se considerd la distribucidn como no paramétrica.

5.3.3.3 Analisis estadistico entre las distintas variables clinicas y la riqueza de

especies y diversidad del microbioma

5.3.3.3.a Edad de los pacientes
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la edad y el nimero
de géneros, indice de Shanon o la agrupacién en los distintos cluster obtenidos por el

analisis de los componentes principales de los pacientes.
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Tabla 16
Diversidad del microbioma Estadistico Significancia
Numero de géneros Correlacion de Pearson (Bilateral)  p=0,842
r=0,061
Alfa diversidad Correlacion de Spearman . _
Edad indice de Shanon r= 0,085 (Bilateral) ~ p=0,782
Cluster obtenidos por Kruskal-Wallis para muestras
e . . . p=0,610
Andlisis Componente Principales independientes

Los estudios de correlacién no mostraron relacién lineal entre el nimero de especies, el

indice de Shanon y la edad de los pacientes. Tablas 17y 18

Tabla 17 Correlaciones

Numero total de
géneros Edad
en la muestra
Numero total de Correlaciéon de Pearson 1 ,061
geéneros Sig. (bilateral) ,842
en la muestra N 13 13
Edad Correlaciéon de Pearson -,061 1
Sig. (bilateral) ,842
N 13 13
Tabla 18 Correlaciones
T — Shannon Wiener Indice Edad
de diversidad
Shannon Wiener Coeficiente de Correlacion 1,000 ,085
Indice de diversidad Sig. (bilateral) 1782
N 13 13
Edad Coeficiente de Correlacion ,085 1,000
Sig. (bilateral) , 782
N 13 13

Resumen de contrastes de hipdtesis

Hipdtasi= nula Prusba Sig. Decisidn
FPrueba de
La distribucidn de Edad es la Fruskal-
1 mizma entre las categorias de  Walliz para Cansaws B

510 hipdtesis

Analsis compeonentes principalesmuestras i

grupo de cluster. independiante
s

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia es 05
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5.3.3.3.b Género de los pacientes
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre varones y mujeres,
en el nimero de géneros en las muestras, indice de Shanon o la distribucién en los cluster

del analisis de componentes principales.

Tabla 19

Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) Significancia

t Student=

-0,282 (-6,90- 5,33) (Bilateral) p=0,332

Numero de géneros

Alfa diversidad

; ¢ P de U de Mann-Whitney p=1,0
. 7
Genero | fndice de Shanon
Cluster obtenidos por ACP Chi cuadrado p=0,993
\ 1,20
Figura 31 o
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8
8 040
n
]
B
L]
= 20
0,00 T T
arén Mujer
Género de los pacientes
Resumen de contrastes de hipotesis
Hipdtesi= nula Frueba Sig. Decisidn Resumen de contrastes de hipotesis
La distribucién de Shannon Wiendfrueba U de Consams la Hipctesis nula Prusba sig. Decision
1 Indice de diversidad &= la mizma Mann-uhitney 1000  hinbtesis
entre las categorias de Género de para muestras : nuFia La distribucién de Analsis Frueba de
las pacientes. independientes componentes principales grupo dgﬂﬂ"ﬂ‘ﬁf;ﬁ‘:’a Conserve la
1 cluster es la misma entre las 093 hipatesis
it i i - . muestras
rtien d dhvarsiad o mioma ot wallis Consenve la categotias de Genero delos ;e pendiente el
2 - . 1,000 hipatesiz pacientes. s
entre |as categoras de Genero de para muestras nula
los pacientes. independientes ! B
Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia es 05,

Se muestran significaciones asintiticaz. El nivel de significancia ez 05,

"Se muestra la significacidn exacta para esta prueba.
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5.3.3.3.c Genotipo mutacion CFTR
Entre el genotipo y el nUmero de especies no se encontrd asociacion estadisticamente

significativa. Tampoco cuando se valoré globalmente heterocigotos/homocigotos de la

mutacion DF508 se obtuvo asociacion con el resto de mutaciones.

Tabla 20
Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) Significancia
Numero de géneros ANOVA F= 1,834 p=0,292
Genotipo | Alfa diversidad )
. - =032
CFTR Indice de Shanon Kruskal-Wallis P=0,327
Cluster obtenidos por ACP Chi-Cuadrado P=0,727
Tabla 21
Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) Significancia
Numero de géneros t Student =-0,277 p=0,787
DF508/ : :
Alfa diversidad . _
Otra indice de Shanon P de U de Mann-Whitney p=1,0
mutacién
Cluster obtenidos por ACP Chi-Cuadrado p=0,727
Tabla 22
ANOVA NUmero total de géneros
Suma de cuadrados gl Media cuadréatica F Sig.
Entre grupos 217,590 27,199 1,834 ,292
Dentro de grupos 59,333 4 14,833
Total 276,923 12

Tabla 23

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética (2 caras)
Chi-cuadrado de Pearson ,638° 2 ,727
Razon de verosimilitud ,634 2 ,729
Asouauon lineal por 034 1 854
lineal
N de casos validos 13

a. 6 casillas (100,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es ,62.
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5.3.3.3.d Afectacion nutricional

T
Otras

El estado nutricional, definido por IMC (mayor o menor a 1) no presenta asociacion

estadistica con el nimero de géneros, ni con el Indice de Shanon o con la distribucidn de los

grupos obtenidos por el andlisis de componentes principales.

Tabla 24

Diversidad del microbioma

Estadistico (IC al 95%)

Significancia

Estado ) - t Student= ! _
nutricional Numero de géneros 10,395 (-7.196-5,0) (bilateral) p= 0,700
(normo/ Alfa diversidad ) _
Subnutrido) | indice de Shanon PR YT Y ey p=0,731
Cluster obtenidos por ACP Chi cuadrado p=0,672

5.3.3.3.e Comorbilidad respiratoria no relacionada

con fibrosis quistica

La comorbilidad de patologia respiratoria (asma y/o alergia) no repercutié en diferencias

estadisticamente significativas en la composicién del microbioma entre los pacientes del

estudio. Tabla 25

Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) Significancia

Numero de géneros t Student=-1,55 (-1,67, 9,72) p= 0,148
Asma/ | Alfa diversidad P de U de Mann-Whitney p=0,724
alergia | Indice de Shanon

Cluster obtenidos por ACP Chi cuadrado p=0,912
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5.3.3.3.f Afectacion respiratoria determinada por el

valor tedrico de FEV1
No se encontrd relacion estadisticamente significativa entre el valor de FEV1 y el
numero de géneros, el indice de Shanon o los grupos del analisis de los componentes
principales. Se aprecia cierta tendencia, sin significacion estadistica, entre los cluster y el
FEV1, y el grado de afectacidon respiratoria, observandose una mayor alfa-diversidad en los

pacientes con mejor funcién pulmonar.

Tabla 26
Diversidad del microbioma Estadistico Significancia
. . Correlacion de Pearson . _
Numero de géneros r=0,083 (Bilateral) p=0,789
Alfa diversidad Correlacion de Spearman . _
FEVI indice de Shanon r=0,346 (Bilateral) p=0,247
Kruskal-Walli
Cluster obtenidos por ACP ruska .a ° para' p=0,577
muestras independientes
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Figura 35

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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5.3.3.3.g Antecedente de exacerbaciones
respiratorias

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la composicion del
microbioma, definido por el nimero de géneros, la diversidad alfa y la distribucidon de los
grupos establecidos por el anadlisis de los componentes principales entre los pacientes que

habian presentado exacerbaciones o no en los tres meses previos a la recogida de muestras.

Tabla 27
Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) | Significancia
. . t Student = . _
rtocodont Numero de géneros 10,896 (-3,60, 8,55) (bilateral) p=0,389
" eceb ente Alfa diversidad PdeUde - 0306
exac.er ac.lones indice de Shanon Mann-Whitney p=5
respiratorias
Cluster obtenidos por ACP Chi-Cuadrado p= 0,557

5.3.3.3.h Antecedentes de colonizacion por
patogenos cldsicos

No se realiza estudio comparativo con Staphylococcus spp dado que el 92,3% de los
pacientes era portador de la bacteria y no se podian establecer estudios comparativos. No se
encontrd asociacion estadisticamente significativa entre el antecedente por Pseudomonas
aeruginosa y el numero de géneros, la diversidad alfa y los grupos establecidos por el

analisis de los componentes principales.

Entre el estado de portador crénico de P. geruginosa y el nimero de especies, no hay

diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 28
Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) | Significancia
. . t Student = , _
Numero de géneros 10,83 (-6,88,6,38) (bilateral) p=0,935
Colonizacidn Alfa diversidad P de U de - 0.148
Pseudomonas | indice de Shanon Mann-Whitney P=5
Cluster obtenidos por ACP Chi-Cuadrado p= 0,070
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5.3.3.3.i Aspectos terapéuticos de los pacientes

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de géneros,

la diversidad alfa y la distribucién por el ACP entre los tratamientos que estaban recibiendo

los participantes del estudio.

Tabla 29
Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) Significancia
, . t Student = . _
Numero de géneros 10,50 (-5,55,8,82) (bilateral) p=0,627
Alfa diversidad . _
Macrdlidos indice de Shanon P de U de Mann-Whitney p=1,0
Cluster obtenidos por ACP Chi-Cuadrado p=0,612
Tabla 30
Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) Significancia
. . t Student = . _
Numero de géneros 0,531 (-4,71, 7,71) (bilateral) p=0,606
Antibicticos {-\Ifa? piversida P de U de Mann-Whitney p=0,354
nebulizados | Indice de Shanon
Cluster obtenidos por ACP Chi-Cuadrado p= 0,451
Tabla 31
Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) Significancia
. . t Student = . _
Numero de géneros 1,460 (-9,81,2,044) (bilateral) p=0,935
Alfa diversidad .
Omeprazol indice de Shanon P de U de Mann-Whitney p= 0,149
Cluster obtenidos por ACP Chi-Cuadrado p= 0,424
Tabla 32
Diversidad del microbioma Estadistico (IC al 95%) Significancia
. . t Student = . _
Numero de géneros 1,62 (-5,68,6,58) (bilateral) p=0,874
Alfa diversidad .
DNAsa indice de Shanon P de U de Mann-Whitney p= 0,836
Cluster obtenidos por ACP Chi-Cuadrado p=0,940
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5.3.3.3.j Estudio estratificado de variables de

confusion
Se realizé un estudio estratificado de la posible asociacién entre variables explicativas
gue pudieron actuar como factores de confusién (antecedentes de antibioterapia previa,
genotipo, antecedentes de exacerbacion...), con la variable principal (nimero de géneros y

diversidad), sin encontrar asociacion estadisticamente significativa entre éstas.
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Discusion

6. DISCUSION

6.1 Sentido del estudio

Los estudios sobre el microbioma en pacientes con FQ generan la necesidad de
determinar la relacidn existente entre la composicidén y la diversidad de las comunidades
bacterianas en las vias respiratorias con la evolucion clinica de la enfermedad y una serie
de variables relacionadas con el paciente y los tratamientos recibidos. La presencia de
gérmenes no detectables por los métodos tradicionales, muchos de ellos con significado
incierto en la historia natural de la enfermedad, debe correlacionarse con aspectos mejor
conocidos en la evoluciéon clinica y el prondstico, como el genotipo y la evolucion de la
infeccidn y colonizacion por los gérmenes clasicos (185).

En los ultimos anos se esta ampliando el campo del conocimiento de las comunidades
bacterianas, pero los resultados son desiguales entre los distintos pacientes y segmentos
de poblacién estudiados, en ocasiones muy heterogéneos. El grupo de pacientes incluido
en nuestro estudio correspondia a un segmento bien delimitado de poblacién pediatrica, y
aun asi la composicion del microbioma presentd una importante variabilidad
interindividual en su estructura, composicién y diversidad de las comunidades bacterianas,
incluso en pacientes con una situacion clinica similar. Es necesario que se perfile una visién
global del microbioma en las vias respiratorias en pacientes con FQ, asi como sus utilidades
clinicas. Para este fin se requiere un mayor nimero de estudios, tanto en grupos de edad y
situacion clinica especifica, asi como estudios longitudinales y comparativos entre grupos
de pacientes.

El desarrollo de estudios a partir de estudios exploratorios, como el nuestro pueden
ayudar a la compresién de algunos interrogantes como pueden ser:

. la presencia de inflamacidn sin infeccién,
. la presencia de desequilibrios entre especies (disbiosis)
. la dindmica de la progresién de la enfermedad pulmonar

La integracién de estos conocimientos puede conferir una ventana de oportunidad,
como tratamientos selectivos y mejor dirigidos (219).
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6.2 Caracteristicas de la poblacion estudiada

Los pacientes del estudio se encuentran en un intervalo de edad en el que, segun los
métodos de cultivo tradicionales, se produce la colonizacidon crénica de los patdgenos
cldsicos (220) y también, segun los estudios de secuenciacién masiva, la transicién de la
composicion del microbioma en las vias respiratorias (157).

El grupo, aunque limitado en su nimero, presenta caracteristicas demograficas y de
distribucién de variables clinicas que permiten realizar estudios de grupos relativamente
homogéneos. Para poder establecer comparaciones entre estudios en poblacién con FQ,
con un grado tan heterogéneo de afectacidn, resulta fundamental conocer las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los sujetos a estudio. Todos los pacientes de
nuestro trabajo presentan criterios diagndsticos de FQ, y en cada uno de ellos se conoce la
mutacion completa responsable de la enfermedad. También hay que destacar que todas
las mutaciones estan descritas dentro la clase funcional grave, y todos los pacientes
presentan insuficiencia pancredtica, como en la mayoria de la literatura estudiada. Hay que
tener en cuenta que el diagndstico neonatal de FQ en poblacién asintomatica traerd un
importante numero de sujetos con formas paucisintomaticas, con caracteristicas clinicas
diferentes a los pacientes que incluyen pacientes con formas cladsicas de FQ, con
insuficiencia pancredtica y enfermedad pulmonar grave progresiva.

En cuanto a la funcién respiratoria determinada por FEV1, se pudo agrupar a los
pacientes homogéneamente en grupos de afectacién leve, moderada y grave. Menos de la
mitad (38%) de los pacientes era portador crénico de Pseudomonas aeruginosa, mientras
que la gran mayoria era portador de Staphylococcus aureus, lo que coincide en parte con
datos de otros estudios a nivel internacional, como el Cystic Fibrosis Foundation Patient
Registry (CFFPR) (72), en el que se aprecia una prevalencia de portadores de S. aureus del
80% (con mas de un 30% de SAMR), y unos datos de prevalencia de P. aeruginosa del 30%
entre los 7-10 anos, y del 45% entre los 11 y 17 afios. Los datos recientemente publicados
de un estudio multicéntrico realizado en nuestro pais (221), en los que la edad media de
los pacientes incluidos fue 9 afios mayor que la de nuestro estudio, revelan una prevalencia
de colonizacion crdnica por P. aeruginosa del 46%, por lo que consideramos que la muestra

era representativa del estado de colonizacidn bacteriana a esta edad.
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6.3 Aspectos metodologicos

6.3.1.- ;Es el esputo una muestra valida para el estudio del microbioma

de las vias respistorias inferiores?

Con el desarrollo de técnicas de estudio metagendmico se ha planteado si las muestras
de esputo son representativas de la microbiota de las vias respiratorias inferiores.

Por una parte se encuentran diferencias en la composicién del microbioma entre la
cavidad oral y las vias respiratorias inferiores. Algunos autores afirman que la muestra se
contamina en el paso por la faringe del enfermo, adquiriendo gérmenes ausentes en
realidad en las vias respiratorias intratoracicas (185). Sin embargo, otros autores
consideran que la categorizacién de la microbiota segun la localizacion en las vias
respiratorias, no deja de ser un concepto artificial, dado que existe una migraciéon de
gérmenes de la orofaringe a la via inferior, lo que constituye un determinante relevante del
microbioma de las vias respitorias inferiores en la salud (145) y en la FQ (222). A su vez,
otras lineas de evidencia afirman que el contacto de la muestra con bacterias orales tiene
escaso impacto en el estudio de la microbiota de las vias inferiores (223). Otros estudios
han encontrado diferencias significativas entre las comunidades de la cavidad oral, y las
muestras de esputo inducido (172). A su vez, las muestras de esputo presentan dominancia
por bacterias que no son consideradas como componentes mayores de la flora oral. A su
vez, se ha observado un deterioro progresivo de las comunidades bacterianas en el esputo
de pacientes adultos con FQ paralelo al deterioro de la funcién pulmonar, con dominancia
de patdégenos clasicos de la FQ y no comensales de la via oral, como P. aeruginosa, S.
aureus y Achromobacter spp (174). En nuestro estudio, la mayoria de las muestras
presentan una alto numero de Staphylococcus spp, lo que concuerda con los cultivos
bacterioldgicos previos, es decir, con la historia natural de la infeccidn en pacientes con FQ
en este grupo de edad. Staphylococcus spp no es un germen predominante en la cavidad

oral, y cuando se aisla se considera como una parte de la microbiota de transicién (224).
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6.3.2.- Técnica

La metodologia empleada en el estudio se situa a la vanguardia de la secuenciacién
masiva actual, tanto desde el punto de la eliminacién del genoma humano como del
método de deteccidn de secuencias. Si no se realiza la eliminacién del genoma humano y
no se amplifican los genomas bacterianos, se pierde gran parte de la profundidad analitica
de este proceso de secuenciacion. Como contrapartida, estos dos procedimientos
empleados pueden introducir sesgos aun no bien conocidos en el momento actual pero la
escasa cantidad de muestra que se puede obtener de estos pacientes y la alta carga de

DNA humano hace imprescindible, a dia de hoy, la realizacién de este procedimiento.

6.3.3.- Bacterias vivas o muertas, ;relevante?

Con frecuencia, los estudios que han aplicado técnicas de secuenciacién masiva no han
diferenciado el material genético de bacterias vivas y bacterias no viables. El DNA de
bacterias no viables en la matriz extracelular contribuye significativamente en la cantidad
total de DNA bacteriano de las muestras de esputo (195). Muchas técnicas basadas en el
estudio y amplificacion del DNA empleadas para detectar bacterias en muestras clinicas
son incapaces de discriminar entre las bacterias vivas y bacterias muertas. Esto puede
tener su repercusidon a la hora de conocer el impacto de tratamientos antibidticos
recientes. No obstante, se estan desarrollando técnicas para seleccionar a las bacterias
viables, como el monodcido de propidium (PMA), pero éste puede dar una imagen
distorsionada del microbioma total dependiendo de la aplicacidn de la técnica vy el tipo de
bacteria. Ademas algunos autores consideran relevante conocer el DNA extracelular por si
corresponde a bacterias con significacion clinica, como P. aeruginosa (225).

En nuestro estudio finalmente no se aplicd ningun sistema de discriminacion entre
bacterias vivas y muertas porque los protocolos no estdn desarrollados suficientemente

para poder ser aplicados en este tipo de muestras.
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6.4.- Composicion del microbioma en ninos con fibrosis quistica, y

su relacion con las variables clinicas

6.4.1. Composicion del microbioma, similitud con otros estudios y

microbioma de poblacion sana

Los estudios de pacientes sanos han demostrado consistentemente una composicién
similar de los grupos taxonémicos, con presencia uniforme de Streptococcus spp, y también
anaerobios como Prevotella spp y Veillonella spp (143,226). Estas especies se encuentran
en el nucleo del microbioma de pacientes con FQ en edad pediatrica, que incluye ademas
otras especies como Rothia spp, Staphylococcus spp y Actinomyces spp (167). No obstante
el microbioma respiratorio en pacientes con FQ presenta un importante variabilidad en su
composicion y diversidad entre individuos, y también a lo largo del curso de la enfermedad
(157). Los gérmenes considerados patégenos como Pseudomonas spp, Burkholderia spp,
Stenotrophomonas spp y Achromobacter spp son mucho menos frecuentes que los
componentes principales del microbioma, pero presentan una fuerte tendencia a dominar
al resto de comunidades cuando aparecen.

Staphylococcus spp fue el género mas abundante detectado en nuestro estudio. La
frecuencia de Staphylococcus spp fue considerada dominante (segun los criterios de
Coburn et al (157): abundancia relativa mayor, y al menos doble al siguiente género) en 6
pacientes (46,15% del total). Hay que considerar que el 92% de los pacientes presentaba
colonizacidn crénica por S. aureus, patdogeno dominante en este grupo de edad, previa a la
progresién a la colonizacidon por P. aeruginosa (147, 220).

En nuestro estudio no se detectd la presencia del género Mycobacterium spp. Las
micobacterias no tuberculosas son relativamente frecuentes en pacientes con FQ de larga
evolucidn. Precisamente, la edad superior a los 20 afios es el principal determinante para
su aislamiento (227). Esta podria ser una de las causas que justificarian su ausencia en el

microbioma de los pacientes del estudio.
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6.4.2. Numero de géneros que integran el microbioma y diversidad, y

relacion con grupos de analisis de componentes principales

El nUmero absoluto de géneros aislados presenté una importante variabilidad entre las
muestras, con diferencias superiores al 50% en su cantidad, asi como en los valores de alfa
diversidad, expresados por el indice de Shanon-Wiener, con diferencias de hasta 10 veces
su valor entre los sujetos de nuestro estudio.

La comparacion del microbioma entre las distintas muestras de los participantes
mediante el analisis de componentes principales, mostrd la existencia un grupo claramente
diferenciado, con una mayor densidad de Staphylococcus spp, frente a otros dos grupos
con mayor densidad de Actinomyces spp y Streptococcus spp. El grupo con mayor densidad
de Staphylococcus spp poseia un menor numero absoluto de géneros, y también una
menor diversidad alfa expresada mediante el indice de Shannon. En otros trabajos (228)
también se ha observado esta relaciéon inversamente proporcional entre Staphylococcus
spp y la alfa diversidad, y que el predominio de Streptococcus spp se asocia a un
microbioma con mayor diversidad (157), lo que normalmente acontece en pacientes con

menor progresion de la enfermedad pulmonar.

6.4.3. Relacion del microbioma con el estado de la enfermedad

pulmonar y edad de los pacientes

Se ha observado que la diversidad de las poblaciones bacterianas en individuos sanos
es mayor que en los enfermos con FQ (159). Esta pérdida de diversidad en FQ se produce
progresivamente con la edad y la enfermedad pulmonar (157). El microbioma de lactantes
y preescolares con FQ sin afectacién pulmonar parece ser dominado por Streptococcus spp
y géneros anaerobios como Prevotella spp y Veionella spp (176), como en los sujetos sanos
(201). Pese a la carencia de estudios longitudinales, la diversidad parece ir
incrementandose hasta la primera década de vida, periodo en el que la funcién pulmonar
suele estar relativamente conservada (157). La diversidad comienza una progresiva

disminucion desde la adolescencia a la edad adulta, paralelamente a los parametros de
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funcién pulmonar y las remodelaciones estructurales de las vias respiratorias por la
progresién de la enfermedad (167). Como en otros estudios transversales, en nuestro
trabajo se observa una correlacién directamente proporcional entre diversidad y funcién
pulmonar. Aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas, seguramente
por el numero reducido de sujetos, se observé que la presencia de un perfil de microbioma
con escasa alfa diversidad, bajo numero de especies, y alto nimero de Staphylococcus spp
se relacionaba con una peor funcion pulmonar expresado por FEV1.

¢Esta relacidon es relevante de por si, o traduce un fendmeno de seleccidon de
Staphylococcus spp mas resistentes a los antibidticos en pacientes con mayor deterioro
pulmonar que obligue a tratamientos antibidticos que reduzcan de forma colateral el
numero y diversidad de colonias que integran el microbioma?. En nuestro estudio, el
analisis estratificado no mostré una relacién independiente entre el tratamiento
antibiotico y la afectacidon pulmonar. No se encontraron diferencias entre la diversidad alfa
y la edad de los pacientes, pero esta circunstancia pudo deberse a que el estudio sélo
incluia un rango delimitado de edad.

Aunque la asociacién entre edad, diversidad y funcién pulmonar estd bien establecida
en los estudios, los mecanismos etiolégicos por los que se produce esta asociacion todavia
no han podido ser claramente determinados (225,229). Posiblemente, con la realizacion de
estudios longitudinales con inicio en el diagndstico de la enfermedad hasta la edad adulta,
se podra determinar mejor los factores determinantes de los cambios en el microbioma
relacionados especificamente con el deterioro respiratorio, para poder optimizar las

estrategias de tratamiento y prevenir o enlentecer el dafio pulmonar.

6.4.4. Exacerbaciones

Las técnicas de secuenciacién masiva se han aplicado para conocer la evolucién
dindmica del microbioma durante las exacerbaciones en la FQ, con resultados que muchas
veces discrepan de los modelos tedricos establecidos de la enfermedad, como en
exacerbaciones respiratorias, en las que se pensaba que se producia un incremento del
numero de gérmenes en las vias respiratorias, y dominacién por los patégenos clasicos
como Pseudomonas aeruginosa. En los recientes estudios que emplean métodos
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independientes de cultivo no se ha encontrado un incremento de la densidad de especies
durante estos episodios (230), ni tampoco se ha podido encontrar unos cambios en la
composicion del microbioma que puedan predecir una exacerbacion. Incluso algunos
estudios han encontrado una disminucidon de la abundancia absoluta y relativa de P.
aeruginosa durante las exacerbaciones (169), lo que sugiere que algunas bacterias menos
abundantes juegan un papel en estas situaciones clinicas. Otro estudio (168), que evalua la
resistencia y resiliencia de las especies del microbioma durante las exacerbaciones y el
tratamiento subsecuente, determina que una mayor abundancia relativa de P. aeruginosa
no presenta un impacto negativo durante las fases de exacerbaciéon. Por tanto, los
patdgenos clasicos, como P. ageruginosa, aunque tienen un papel crucial en la evolucién de
la neumopatia, no siempre son los responsables de las exacerbaciones respiratorias en FQ.
La mitad de los pacientes incluidos en nuestro estudio que habian sufrido exacerbaciones
en los 6 meses previos al estudio no eran portadores crénicos de P. aeruginosa. Tampoco
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la composicién del
microbioma, definido por el nimero de géneros, la diversidad alfa y la distribucidn
establecida por el analisis de componentes principales entre los pacientes que habian
presentado exacerbaciones en los tres meses previos a la recogida de muestras y los que
no. Estos hallazgos pueden sugerir la presencia de gérmenes no cultivables, o situaciones

de disbiosis que podrian justificar exacerbaciones con cultivos microbiolégicos negativos.

6.4.5. Otras variables clinicas

Ademas de los estudios analiticos que evaluaban la diversidad bacteriana y el grado de
afectacién pulmonar, se han realizado otros estudios que han tratado de analizar la

influencia de otras variables en el estado del microbioma (231).

6.4.5.1. Genotipo y otras variables

Algunos estudios longitudinales (167,176) han encontrado que los pacientes
homocigotos con la mutacién AF508 presentan una disminucion de la diversidad

comparada con los pacientes heterocigotos a dicha mutacion y pacientes que no son
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portadores de AF508 en ningun alelo. En nuestro estudio no se han encontrado diferencias
significativas ni en el nimero de géneros, ni en la diversidad de las comunidades
bacterianas en relacion al estado de portador de AF508, ni entre el resto de mutaciones.
Esto se puede deber, ademas de al bajo nimero de sujetos incluidos, a que todas las
mutaciones de los pacientes del estudio estén relacionadas con un alto grado de afectacion
pulmonar (214). En este sentido el analisis estratificado no mostré diferencias entre el
grado de afectacion pulmonar y la mutacién responsable entre los participantes en el
momento del estudio. No se encontré tampoco asociacion entre la composicion del
microbioma y variables como el género y la existencia o no de hermanos convivientes. Se
ha planteado si algunas variables del huésped y del entorno pueden influir en el
microbioma de las vias respiratorios (232). En nuestro estudio no se han encontrado
diferencias, pero posiblemente se deba estudiar la influencia de estas variables en Ia
composicion del microbioma con estudios que incluyan un mayor nimero de sujetos y

también en estudios intercéntricos e incluso internacionales (160).

6.4.5.2. Tratamiento antibidtico

Los tratamientos antibidticos sistémicos, administrados de forma repetida, pueden
disminuir la diversidad de las comunidades bacterianas en pacientes con FQ (233,190). En
estudios longitudinales (168) se ha determinado que la estructura de las comunidades
bacterianas, previas al tratamiento antibidtico sistémico, se restablecen al mes de
suspendido el tratamiento, aunque el grado de recuperacidon depende de la diversidad
previa. Otros autores (225) sugieren que el tratamiento antibidtico puede perturbar el
microbioma con una disminucion de la carga bacteriana, que favorece un incremento de la
cantidad absoluta y relativa de Pseudomonas aeruginosa, por reemplazamiento de las
especies eliminadas con el antibidtico, en especial con tratamientos prolongados e
intravenosos. En nuestro estudio no se encontraron diferencias en la composicién del
microbioma en funcién del tratamiento antibidtico nebulizado. Hay que considerar que la
mayoria de los pacientes (77%) de nuestro estudio estaban recibiendo tratamientos
nebulizados, con distintas combinaciones antibidticas, por lo que es dificil establecer

comparaciones. Seria interesante desarrollar estudios que permitan ver la influencia de la
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antibioterapia nebulizada y sistémica previa y posterior, con respecto a la composicién del
microbioma. Otra variable a tener en cuenta es el uso intermitente que se hace de los
macrolidos en la FQ, tanto por su efecto antibiético como inmunomodulador (234). En
nuestro caso, tres cuartas partes de los pacientes tomaban macrélidos de forma
intermitente y no se han encontrado diferencias en la composicién del microbioma entre
estos pacientes que lo tomaban y los que no. Aunque hay estudios sobre su papel
regulador en las relaciones de Quorum Sensing entre especies (235), no se han
desarrollado estudios disefiados para conocer el impacto de la terapia mantenida con
macrélidos en el microbioma de los pacientes con FQ.

Una mayor comprensién del microbioma puede influir en una mejor eleccién del
antibiodtico en las exacerbaciones, la via y la duraciéon del tratamiento (233) asi como de los
tratamientos periddicos, y puede esclarecer la repercusidon que dicha intervencién tiene

sobre el microbioma y el individuo.

6.4.5.3. Antecedentes de infeccidon por Pseudomonas aeruginosa

Como se ha comentado, los pacientes del estudio se caracterizan por una alta
prevalencia de colonizacién por Staphylococcus aureus, y una menor prevalencia (46%) de
colonizacién por Pseudomonas aeruginosa. Resulta llamativo que mediante secuenciacién
masiva solo se pudiera detectar el género Pseudomonas spp en dos pacientes. Una
posibilidad es que se tratara de secuencias incompletas no detectadas, o completas con
una frecuencia relativa baja que resultara indetectable frente a otros gérmenes mas
abundantes y no cultivables. Ademas, puede haber distintos nichos que actuen como
reservorio para la reinfeccion y la colonizacién intermitente (35), por lo que un estudio
transversal de una uUnica muestra, sin estudio selectivo especifico para P. aeruginosa,
puede no detectar esta bacteria. En un estudio en paralelo de cultivo y secuenciacién
masiva realizado con muestras de lavado broncoalveolar en nifios con FQ y casos control,
también se detectd P. aeruginosa sélo en el cultivo y no en la secuencidon (185). Otros
estudios sobre muestras respiratorias de pacientes con EPOC también senalan que el
cultivo magnifica la presencia de bacilos Gram negativos y se detectan en pacientes con

baja carga real, cuando se estudia por técnicas de secuenciacidon masiva (152).
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El antecedente de colonizacidn no influyd en la composicion del microbioma. Hay que
destacar que tampoco se encontrd asociacién aparente en la afectacion pulmonar o el
antecedente del numero de exacerbaciones entre pacientes colonizados y los no
colonizados por P. aeruginosa. En el periodo de edad de la mayoria de los pacientes
incluidos, en muchos casos P. aeruginosa no es todavia el germen dominante, ni tampoco
responsable de la neumopatia, como acontece con posterioridad (236). En estudios de
secuenciacion masiva realizados sobre piezas quirurgicas de tejido pulmonar de nifios con
FQ y afectacion pulmonar (237), la composicién de la microbiota era cualitativa y
anatdmicamente hetegénea, y no estaba dominada por los patdégenos tradicionales, como
P. aeruginosa. Aunque este microorganismo es considerado el mas relevante en la historia
clinica de la enfermedad, no forma parte de los géneros con mayor frecuencia absoluta y
relativa y que de forma consistente integran el denominado microbioma core en pacientes
adultos con FQ (142), en los que la colonizacién crénica por P. aeruginosa suele estar ya
presente. Aunque todos estos conceptos tienen que ser reevaluados con el nuevo estado

de los conocimientos establecido por las técnicas de estudio del microbioma (238).

6.5.- Relaciones entre las comunidades que integran el

microbioma en la fibrosis quistica

El desarrollo de los cultivos mas complejos y métodos moleculares han demostrado
gue la infeccién pulmonar de la FQ es polimicrobiana, y que el tipo y cantidad de bacterias
presentes en las muestras respiratorias puede diferir entre los individuos y en el tiempo
(66). La deteccion de bacterias inesperadas por métodos no dependientes de cultivo, como
el Streptococcus milleri, puede explicar la inflamacidn de las vias respiratorias y el deterioro
progresivo sin la presencia de patégenos (170). También la alteracién en la composicion de
las comunidades e interrelacién entre los patdgenos clasicos puede explicar situaciones de

inestabilidad y deterioro clinico (188).
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6.5.1. Disbiosis

La alteracidén de cualquiera de las relaciones reciprocas a través de los cambios en la
composicion de la comunidad microbiana, es decir, disbiosis, podria contribuir a la
aparicion de la enfermedad o influir en su evolucién. Recientes aplicaciones de las técnicas
de secuenciacion masiva han revelado disbiosis asociadas con diversas situaciones de
enfermedad (133), incluyendo la diarrea asociada a antibiéticos, la vaginosis bacteriana, la
enfermedad celiaca, la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, el sindrome de intestino
irritable, la enterocolitis necrotizante, la obesidad y la psoriasis. Esta situacion también ha
sido descrita en FQ, tanto a nivel digestivo (239) como respiratorio (232).

La aplicacion de la metagendmica ha proporcionado la hipdtesis de que la
interrupcion de los equilibrios ecoldgicos de las comunidades en el pulmodn, la pérdida del
mutualismo y la aparicion de especies competidoras podrian ser determinantes de una
variedad de patologias respiratorias, como la FQ (173). No obstante, este modelo
explicativo tiene que ser mejor delimitado, dado que aldn no se ha podido determinar
situaciones de disbiosis asociadas a la enfermedad que claramente cumplan los criterios de
causalidad (240), ni tampoco se ha podido encontrar un biomarcador del microbioma que

determine la evolucion clinica (241).

6.5.2. La presencia de bacterias inesperadas puede explicar la
inflamacion y deterioro pulmonar sin la presencia de patogenos

considerados clasicos

Los estudios de secuenciacién masiva han puesto de manifiesto la existencia de
comunidades bacterianas con ausencia o escasa participacién de los considerados
patdgenos clasicos. La deteccion mediante técnicas de secuenciacion masiva, de gérmenes
no cultivables o no considerados relevantes, pone de manifiesto la fisiopatologia de las
exacerbaciones con cultivo tradicional negativo (242). En un estudio que empleaba una
perspectiva polimicrobiana de la infeccién pulmonar en FQ (170), el grupo de

Streptococcus milleri, un grupo fenotipicamente variable asociado a la flora comensal,
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estaba asociado a la infeccion pulmonar crénica y a la excerbacién, muchas veces
infradiagnosticada por las técnicas de cultivo. En otros, Gemella spp parece jugar un papel
directo en las exacerbaciones, con incrementos significativos en su abundacia y
remodelando la microbiota de las vias respiratorias (169).

En nuestro estudio se observd una peor funcién pulmonar en los pacientes con un
patrén de microbiota con mayor frecuencia de Staphylococcus spp, frente a otros dos
grupos con mayor densidad de Actinomyces spp y Streptococcus spp. No se pudo encontrar
asociacién entre los distintos gérmenes y los antecedentes de exacerbacién, dado la
heterogeneidad de los resultados del microbioma obtenido en cada paciente. Lo que si se
puso de manifiesto es que Pseudomonas aeruginosa no se detecté en la mayoria de
pacientes con antecedentes de exacerbacion, y que la mitad de los pacientes con historia
previa de exacerbaciones no tenia antecedentes de infeccién por este microorganismo, lo
que recalca la participacion de otros gérmenes. No obstante, otros autores (133)
consideran que mas que el descubrimento de patdgenos desconocidos, la aplicacién de la
metagendmica al estudio de la salud humana, permite ver que es la disrupcion de los
equilibrios latentes entre las comunidades bacterianas que integran el microbioma, la que
pone en marcha la enfermedad a través de gérmenes que por si mismos no son

considerados patdgenos.

6.5.3. Relacion entre patogenos: Staphylococcus aureus meticilin sensible

y Pseudomonas aeruginosa

Con el estado actual de los conocimientos (243), la erradicacidn sistematica de
Staphylococcus aureus meticilin sensible (SAMS) en pacientes con FQ resulta controvertida.
Datos del registro de la Cystic Fibrosis Foundation muestran que la colonizacién por SAMS
reduce el deterioro de la FEV1 y presenta una tasa de mortalidad menor (244). Los datos
de este estudio sugieren que SAMS y P. aeruginosa tienen una fuerte relacién antagdnica
entre ellos, reduciendo la tasa de adquisicion e incrementando la pérdida del otro. En otro
estudio, en el que se realizaba la comparacién de microbiomas de pacientes con distintos

grados de afectacién pulmonar (245), la presencia S. aureus era mas abundante en
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pacientes con enfermedad leve que en formas graves de enfermedad, en las que
predominaba P. aeruginosa. Este puede ser uno de los motivos que expliquen el porqué
los pacientes de nuestro estudio, en mas de un 90% eran portadores crénicos de S. aureus
determinados por cultivo, y con una alta frecuencia absoluta de este microorganismo,
presentasen a su vez una baja concentracion de Pseudomonas spp en su microbioma, tan
sélo detectable en dos casos. Mas de la mitad de los pacientes eran portadores de
Pseudomonas spp determinados por cultivo tradicional. Este método clasico es selectivo,
dirigido a favorecer y aislar a especies de interés patoldgico, frente a otras especies no
viables en cultivo, pudiendo esto deformar los predominios de bacterias en las muestras.
Un dato a favor a esta asociacidén inversa es la observacion de que los tratamientos
profildcticos para evitar la colonizacién por S. aureus pueden incrementar la incidencia y
prevalencia de infeccidn por P. aeruginosa (246).

Progresivamente, en especial al inicio de la edad adulta, en la composicion del
microbioma de los pacientes con FQ se incrementa la cantidad de P. aeruginosa, con una
tendencia a imponerse sobre al resto de especies, y una disminucion de la cantidad de

Staphylococcus spp, fruto de la relacion antagonista entre los dos géneros (244).

6.5.4. Papel de los gérmenes anaerobios integrantes en el microbioma

Con el desarrollo de las nuevas técnicas se ha observado la abundante presencia de
anaerobios estrictos en las vias respiratorias inferiores de los pacientes con FQ,
independientemente de la edad y la muestra empleada (incluidos el lavado
broncopulmonar, la biopsia abierta y el estudio de explantes). El papel que juegan este tipo
de bacterias esta pobremente definido (189) y se desconoce si se tratan de patdgenos
comensales inofensivos, o bien confieren cierto factor protector frente a infecciones por
patdgenos clasicos. Por una parte, algunos anaerobios se asocian a una mejor situacion
clinica con mayor diversidad de bacterias, como la presencia de Prevotella spp que se
asocia con una mejor funcién pulmonar, y con menor cantidad de marcadores de
inflamacién (242). La reduccién del nimero de colonias de bacterias anaerdbicas se asocia
con un empeoramiento del indice de aclaramiento pulmonar y de los parametros

inflamatorios en FQ (247).
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En contraste, otras especies anaerobias se han relacionado con exacerbaciones en
poblacion adulta (248). También, aunque no sean patdégenos por si mismos, los organismos
anaerdbicos pueden influir en el comportamiento de otras especies, estimulando o
inhibiendo factores de virulencia (249), o produciendo mecanismos de resistencia
bacteriana, como B-lactamasas (177). Todos estos fenédmenos contribuyen indirectamente
al incremento de la resistencia de la microbiota de la FQ y al fracaso de la terapia
antibiotica.

En nuestro estudio se encuentran varias especies de anaerobios estrictos y
aerotolerantes: Veillonella spp, Prevotella spp, Actinomyces spp, Atopobium spp,
Bifidobacterium spp... todos ellos descritos en las vias respiratorias de pacientes con FQ
(250), y algunas de ellas con menor frecuencia relativa que en otros estudios (162), aunque

hay mucha variabilidad en los resultados cuantitativos publicados (141,147,167,251).

6.6.- Aplicacion de la metagenomica en la asistencia de pacientes

con fibrosis quistica

Para que la investigacién del microbioma de las vias respiratorias en pacientes con FQ
pueda ser de utilidad en la practica clinica, se ha de dar respuesta a dos cuestiones
fundamentales todavia no esclarecidas. Por una parte se ha de demostrar que los cambios
observados en el microbioma son causa probada de enfermedad o contribuyen en su
fisiopatologia. Ademas, se ha de determinar de qué forma se puede intervenir sobre el

microbioma de una comunidad para producir un objetivo terapéutico deseado (176,252).

6.6.1. Estudio del microbioma para determinar la evolucion de la

enfermedad y la respuesta a intervenciones

Los estudios de la microbiota de pacientes con FQ, en vez de reflejar los resultados
obtenidos por los medios de cultivo habituales, han puesto de manifiesto un alto numero

de especies indetectables con la metodologia microbioldgica convencional. Entre las
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especies se encuentran un alto nimero de especies anaerobias, que han obligado a
reconsiderar su potencial contribucién en la infeccién pulmonar crénica (162,223).

El desarrollo de la metagendmica puede cambiar los principios tradicionales de
causalidad microbiolégica basados en los postulados de Koch (253). En determinados
escenarios como la FQ, mds que por la presencia de un patdgeno particular, la infeccién se
produce por la interaccidon de un grupo de especies (223). Por otra parte, tan importante
como conocer la existencia de un microorganismo, es determinar su actividad en ese
ecosistema, mediante el estudio de sus factores de virulencia y patogeneidad, mediante el
estudio de transcripcion genética (transcriptémica), produccion de proteinas (protedmica),
la actividad metabdlica (metaboldmica) y los mecanismo de resistencia antibidtica de las
comunidades bacterianas (resistoma).

Frente al cultivo tradicional, las técnicas metagendmicas no pueden ofrecer el patrén
de sensibilidad antibidtica in vitro de un microorganismo aislado. No obstante, la definicion
tradicional de resistencia in vitro, basada en la concentracion minima inhibitoria en
antibioticos administrados via parenteral (254), puede ser no apropiada en un escenario
como la infeccion pulmonar en FQ, donde la infeccidn suele ser crénica, polimicrobiana y
los antibidticos son administrados por via nebulizada. Ademas, la misma muestra en un
aislamiento de P. aeruginosa en pacientes con FQ puede mostrar distintos perfiles de
susceptibilidad antibiética (255), y no siempre hay correlacién entre la sensibilidad
antibidtica in vitro y la respuesta antibidtica en pacientes cronicamente infectados por P.
aeruginosa (256).

Con las técnicas metagendmicas se puede determinar el efecto global de una
intervenciéon como la antibioterapia sobre el conjunto de comunidades del microbioma de
un individuo. Se puede determinar si la microbiota es resistente (insensiblidad al cambio),
o resiliente (grado de recuperacion tras una agresion), lo que puede ayudar a planificar
futuras intervenciones y planificar tratamientos (158). Sin embargo, en un ensayo clinico
no se encontraron diferencias en el curso clinico cuando se empled a la hora de elegir
tratamiento un modelo para determinar la sensibilidad antibidtica global del biofilm frente
al estudio plancténico del antibiograma (257).

La aproximacién a los mecanismos de resistencia del microbioma (resistoma) mediante

técnicas moleculares, de forma individual o en combinacién con técnicas de cultivo, puede
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ayudar a determinar la respuesta a tratamientos antibidticos. De forma aislada, se ha
podido predecir la expresidén de resistencia antibidtica, mediante la deteccién de dianas
especificas, como el mecA, asociado con SAMR (258). En nuestro estudio, la aplicacién de
una sonda para detectar el gen mecA a todos los pacientes mostré la misma sensibilidad y
especificidad que los métodos de deteccion fenotipicos, detectando al Unico portador de
SAMR.

Algunos parametros de los estudios ecoldgicos de las comunidades bacterianas en las
vias respiratorias pueden ser relevantes como marcadores evolutivos de la enfermedad. En
nuestro estudio, el hallazgo de un microbioma con escasa diversidad, dominado por
Staphylococcus spp y con menor cantidad de otros géneros presentes en el microbioma de
pacientes sin FQ, se asocia a una peor funciéon pulmonar, sin que esta observacién guarde
relacién aparente con otras variables clinicas. El creciente nimero de estudios que evalian
enfermedades respiratorias con el microbioma, muestra de forma consistente una relacién
inversa entre la diversidad de especies y la gravedad de la enfermedad. Sin embargo, tiene
que determinarse mejor si se trata de una relacion causal (el sobrecremiento de un
patégeno disminuye la diversidad con una repercusidon negativa en la evolucion), o es
sencillamente una manifestacién colateral de un mayor presién antibidtica por evolucién
desfavorable de la enfermedad, que reduce colateralmente el nimero y diversidad de
especies. El desarrollo de futuros estudios prospectivos, debidamente aleatorizados que
evalien comparativamente el efecto de distintos protocolos antibidticos en situaciones
clinicas similares podra esclarecer esta observacion. También se ha planteado la utilidad de
pruebas funcionales para conocer la respuesta del microbioma del paciente frente a
intervenciones como el tratamiento antibidtico o la administracién de probidticos (252).

El uso combinado de técnicas metagendmicas con el cultivo tradicional en
Microbiologia Clinica ha resultado util para monitorizar infecciones polimicrobianas en
pacientes con FQ (116). Con esta combinacién, los autores pudieron predecir la adquisicidn
de resistencias antibidticas por parte de la comunidad bacteriana frente a distintas pautas

de tratamiento, lo que puede constituir una informacidn clinica relevante.
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6.6.2. Herramientas terapéuticas

El objetivo de las terapias dirigidas a la microbiota es la recuperacion de Ia
homeostasis existente en las comunidades bacterianas existente en estados de salud. Este
modelo de pérdida del equilibrio se aplica en patologias donde la relacién entre la
alteracion de la microbiota habitual y la enfermedad esta bien definida, como en la colitis
pseudomembranosa por C. difficile (117), enfermedad en la que se ha empleado como
terapia el transplante de microbiota fecal. Los avances en metagendmica han relevado un
entramado de comunidades bacterianas que integran un complejo ecosistema. Se ha
planteado si un modelo basado en una perspectiva ecoldgica (156) pueda llevarse a cabo,
mediante antibioterapia especificamente dirigida a microorganismos, modificacion de
factores necesarios para el crecimiento (259) y modificacién de las interacciones entre

especies (260).

6.6.2.1. Antibioterapia dirigida

Las lineas de tratamiento actuales en FQ comprenden la antibioterapia de amplio
espectro dirigida a minimizar la carga bacteriana y la respuesta inmune del huésped. Los
tratamientos antibidticos son posteriormente ajustados por el aislamiento de
microorganismos individuales en el cultivo y su antibiograma. Pese a que estos
tratamientos antibidticos tienen un efecto positivo a largo plazo, progresivamente la
erradicacidn de las poblaciones bacterianas patogénicas resulta mas dificil. Por un lado, se
producen cambios estructurales y procesos de remodelacién en las vias aéreas que crean
nichos ecoldgicos de dificil acceso para los antimicrobianos, y ademads a largo plazo, se
produce una seleccidon de gérmenes resistentes. Estos cambios repercuten en la diversidad
bacteriana y estabilidad de las comunidades (261). Por otra parte, dada la naturaleza
polimicrobiana de la infeccién pulmonar en FQ, la antibioterapia dirigida contra un
pequefio nimero de organismos reconocidos como patdgenos clasicos en FQ puede ser

inefectiva cuando estdn presentes especies atipicas (262).
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El efecto colateral de la antibioterapia conlleva la perturbaciéon de las comunidades
bacterianas integradas en el organismo y el efecto indeseable de la pérdida de flora
comensal beneficiosa para el huésped. Por eso, como se aboga en cada vez mds patologias,
el clinico debe emplear antibioterapias de espectro mas estrecho, dirigidas a los gérmenes
patdgenos, guiadas por antibiogramas y deteccion de genes de susceptibilidad mediante
estudios de biologia molecular. Sin embargo, este modelo puede ser facilmente aplicable a
infecciones agudas en poblacion sana, normalmente monomicrobianas como infeccién del
tracto urinario, pero resulta complicado en un escenario como la infecciéon cronica
polimicrobiana en la FQ. Ademas, la eliminacién selectiva, de una forma “quirdrgica” sin
afectar a especies no patégenas de similares caracteristicas no es viable en la mayoria de

ocasiones (263).

6.6.2.2. Modificacion del microbioma

Entre las intervenciones propuestas para erradicar determinadas bacterias patdgenas
y modificar el microbioma se encuentra la utilizacion de virus bacteriéfagos (264). Estos
son virus predadores selectivos que se han aislado en varias localizaciones, incluidas las
vias respiratorias. Sin embargo no se han localizado en el biofilm generado por bacterias,
en especial por Pseudomonas aeruginosa de las vias respiratorias de individuos con FQ.
Este biofilm puede actuar como un mecanismo protector, no sélo frente antibidticos, sino
también frente virus bacteriéfagos.

Otro tipo de intervenciones sobre el microbioma intestinal de pacientes con FQ en
edad temprana, como la lactancia materna prolongada y el uso de probiéticos, pueden
influir en la colonizacion de las vias respiratorias por P. aeruginosa y la aparicién de
exacerbaciones respiratorias (148,200). Los probiodticos, muchas veces no logran cambiar la
composicidon del microbioma, pero si consiguen cierto efecto al modular determinadas

funciones de las especies que integra el microbioma en otros escenarios clinicos (265).
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6.6.2.3. Disminucion de las resistencias bacterianas

Los regimenes de tratamiento con antibidticos dirigidos a agentes patdgenos
reconocidos han contribuido en gran medida al aumento de la esperanza de vida de los
pacientes con FQ. Este avance se ha acompafiado de la aparicion de resistencias a
antibidticos y seleccidn de cepas bacterianas multirresistentes, no sélo en los patégenos
reconocidos, sino en otras bacterias de la microbiota, como Prevotella spp y Streptococcus
spp, con un papel incierto en la fisiopatologia de la infeccidon e inflamacion pulmonar.

El incremento de la resistencia a los antibiéticos en la FQ, ademas de la amplia y
prolongada utilizacién de antibidticos y la mayor esperanza de vida de los pacientes,
puede atribuirse a una serie de factores complejos, incluyendo la transferencia horizontal
de genes, la hipoxia existente en tejidos afectados por la destruccion pulmonar, la
concentracion subterapéutica de antibidticos en los tejidos diana y la formacidon de
biopeliculas (266).

Entre las estrategias empleadas para gestionar la resistencia antibidtica se encuentran
la administracion localizada de los antimicrobianos, el desarrollo de nuevos agentes, el
secuestro de hierro (267), la inhibicién de los mecanismos de quorum sensing (49) y el
andlisis de los genes de resistencia antibidtica de la microbiota (resistoma) (266).
Determinar la contribucién de todas las especies bacterianas para la salud o la enfermedad
pulmonar en la FQ también podria tener un papel importante en la gestidn de la resistencia

a los antibidticos.

6.7.- Limitaciones del estudio

6.7.1. Por el diseiio de investigacion y el tipo de estudio elegido

La realizacién de un estudio transversal, sin grupo control, pudo generar una serie de
limitaciones inherentes. Aunque estos estudios resultan utiles para formular hipdtesis, no

sirven para evaluar o testar la presencia de una asociacion estadistica. La presencia de una
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asociacién puede ser un hecho casual. Otra limitacion de nuestro estudio fue la ausencia
de un grupo control contemporaneo con pacientes sin FQ, bien poblacién sana o pacientes
con otra patologia respiratoria. El grupo control ideal seria el de pacientes sanos, pero
tiene la dificultad de la obtencion de la muestra y el coste econdmico.

Los resultados podian verse afectados por variables confundientes, como los
antecedentes de antibioterapia previa, el genotipo o los antecedentes de exacerbacioén, a
la hora de estudiar la asociacién entre diversidad bacteriana y funcién pulmonar. El estudio
estratificado por los grupos de estas posibles variables de confusidn y la estimacién de
riesgo ajustado redujo la importancia de este posible sesgo.

No se pudo seguir de forma longitudinal la evolucién del microbioma de los pacientes,
lo que podia resultar util para conocer la evoluciéon del microbioma a lo largo de la
enfermedad y para determinar la respuesta a las intervenciones terapéuticas. No obstante,
se generd una coleccidn en el Biobanco para poder realizar el seguimiento de los pacientes

en futuros estudios.

6.7.2. Por el nimero de pacientes

Reconocemos que el nimero de pacientes incluidos en el estudio no es alto, pero
resulta similar o superior al de otros estudios incluidos en la bibliografia que analizan el
microbioma de sujetos con FQ (148,158,190,197,199,228,237,268). Este bajo niumero de
sujetos limita la potencia, y puede que algunas asociaciones fueran estadisticamente mas
significativas si se hubiera incluido una cantidad superior de pacientes. El limitado nimero
de sujetos puede implicar una baja representatividad de la poblaciéon diana. Nuestro
estudio comprende un grupo bastante delimitado de edad, que no incluye pacientes en
edad adulta, como sucede en otros estudios (169,174,186,190,242). El bajo nimero no fue

una limitacién para que se constituyesen grupos homogéneos para estudios comparativos.
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6.7.3. Por el tipo de muestra elegida

El efecto de la heterogeneidad de la composicion de la muestra, tanto temporal como
espacial, debe ser considerado. Por ejemplo, dos muestras de esputo recogidas
consecutivamente pueden variar considerablemente en su composicion, lo que es una

limitacion a tener en cuenta en estudios transversales como el nuestro.

6.7.4. Por la técnica empleada

Los estudios de secuenciacion no tienen la misma sensibilidad para la deteccién de
todos los géneros, y en nuestro caso, ante la cantidad desigual de material genético
obtenido, se pudo determinar el género, no la especie, salvo en Staphylococcus spp, lo que
impidié diferenciar microorganismos patégenos de microorganismos comensales sin
relevancia, como por ejemplo los integrantes del grupo del Streptococcus milleri, del resto
de especies del grupo.

El método de preparacion del DNA de la muestra tiene que ser considerado a la hora
de interpretar cuantitativamente la presencia de Staphylococcus spp (269). Con los
métodos estandar se obtienen una menor abundancia relativa de Staphylococcus spp que
con métodos de lisis modificados con adicion de lisostapina-lisozima, en el que se obtiene
una abundancia relativa significativamente mayor, repercutiendo en la diversidad alfa de
toda la muestra. En nuestro estudio se empled MolYsis un sistema de lisis selectiva, que
degrada el DNA humano no objetivo, por lo que aumenta la sensibilidad y especificidad en
el estudio de DNA bacteriano. No obstante, es relevante senalar que en muestras ricas en
Staphylococcus spp, como es el caso de nuestro estudio (12 de 13 colonizados por S.
aureus), los anadlisis del microbioma realizados con los distintos sistemas de lisis presentan
una alta correlacién (269).

También es relevante el numero de secuencias que no se pudo asignar, un 42% del
total de las secuencias, lo que pudo influir en la precision de los resultados obtenidos,
distorsionando la composicidén del microbioma, y afectado las frecuencias absolutas y

relativas de sus integrantes.
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6.7.5. Por no haber realizado cultivo paralelo ni técnicas especificas

moleculares para determinar Pseudomonas aeruginosa

No se realizdé un cultivo paralelo con la muestra de esputo de los pacientes, dada la
limitada cantidad de muestra. La prevalencia de colonizacidon o infeccién se realizé
mediante el registro histdrico de cada paciente de los sucesivos cultivos microbioldgicos, lo
gue no permite determinar la correlacion transversal de los hallazgos del estudio
metagendmico con los del cultivo en el momento del estudio.

La prevalencia de colonizacion crénica por P. aeruginosa en la muestra de nuestro
estudio es relativamente baja, y sélo se detectd P. aeruginosa en el estudio metagendémico
de la mitad de los pacientes previamente colonizados, como en otros estudios de las
mismas caracteristicas (157). Nuestro andlisis no fue disefiado para evaluar el impacto que
la OTU, con muy baja abundancia relativa pero alta relevancia clinica, puede tener sobre la
biologia de la via aérea, sino mas bien para evaluar el conjunto del microbioma en un
grupo de pacientes con distintas variantes clinicas. No se empled una técnica especifica
para detectar la presencia de P. aeruginosa en las muestras estudiadas lo que pudo
implicar el infradiagndstico de esta especie.

Por este motivo, estaria justificado el desarrollo de nuevos trabajos que ayudaran a
determinar la composicion, cambios y equilibrios de las comunidades bacterianas de las
vias respiratorias en poblacion pediatrica con FQ y su relaciédn con otras variables de Ila
enfermedad, para consolidar el conocimiento global de la evolucién de la microbiota

respiratoria en estos pacientes.

6.8.- Futuras preguntas de investigacion

6.8.1. Sobre la evoluciéon dindmica de las comunidades bacterianas de las

vias respiratorias a largo plazo
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éCudl es la relacion causal entre la disminucién de la diversidad de la comunidad
bacteriana y la progresion de la enfermedad pulmonar? ¢Cuales son los desencadenantes

de esta pérdida de diversidad?

Una mayor diversidad de comunidades bacterianas, ¢genera un impacto positivo en la
evolucién pulmonar del paciente? Si fuera asi, équé opciones de tratamiento existirian para

lograr un microbioma asociado a estados de salud?

6.8.2. Sobre la evolucion dinamica de las comunidades bacterianas de las

vias respiratorias a corto plazo

éHay cambios detectables en la estructura y/o actividad de las comunidades

bacterianas que estén asociados con cambios en el estado clinico?

éSe pueden identificar biomarcadores del microbioma asociados a una exacerbacion
inminente? Si es asi, ¢pueden éstos ser monitorizados en tiempo real y empleados para

evitar la exacerbacion?

6.8.3. Sobre el papel que juegan los anaerobios en las vias respiratorias

de pacientes con fibrosis quistica

¢Cual es su papel en la progresion de la enfermedad pulmonar? ¢éLa terapia antibidtica
dirigida contra especies anaerobias puede mejorar el tratamiento de los episodios de

exacerbacion o disminuir a largo plazo la diversidad de la microbiota bacteriana?
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7. CONCLUSIONES

* Las nuevas técnicas de microbiologia molecular proporcionan una gran cantidad de
informacién que ha de ser debidamente integrada en el conocimiento global de la

FQ.

* Los avances en microbiologia molecular han puesto de manifiesto que el
microbioma pulmonar en la FQ, en relacién a los tipos y abundancia bacteriana,

presenta variabilidad interindividual y en los distintos estadios de enfermedad.

* El andlisis por secuenciacién masiva mostré la presencia de bacterias anaerobias,
particularmente Veillonella spp y Prevotella spp, asi como otros microorganismos

que dificilmente se aislan en los cultivos tradicionales de los pacientes con FQ.

* Existe una relacién entre la diversidad bacteriana y el estadio de la enfermedad,

coincidente con otros estudios sobre FQ y otras enfermedades respiratorias.

* Se detectd la presencia de un gran nimero de secuencias de Staphylococcus spp, en
correlacién con los estudios microbiolégicos convencionales. Su mayor numero

parece relacionarse con una menor diversidad y mayor afectacidn respiratoria.

* Hay una relacién inversamente proporcional entre la diversidad bacteriana y el

deterioro de la funcidn respiratoria expresado por la FEV1.

* El hallazgo de un microbioma con escasa diversidad, dominado por Staphylococcus
spp y con menor cantidad de otros géneros presentes en el microbioma de
pacientes sin FQ, se asocia a una peor funciéon pulmonar, sin que esta observacién

guarde relacidén aparente con otras variables clinicas.

e Staphylococcus aureus meticilin sensible y Pseudomonas aeruginosa tienen una
fuerte relacién antagdnica en el microbioma de pacientes con FQ, reduciendo cada
uno de ellos la tasa de adquisicién e incrementando la pérdida del otro, lo que
explicaria el bajo numero de P. aeruginosa y alto niUmero de Staphylococcus spp en

los microbiomas de nuestro estudio.
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e Para que las técnicas que estudian el microbioma tengan aplicacién en la practica
clinica se tiene que establecer con claridad la relacién causal entre los cambios en el
microbioma y la evolucién de la enfermedad, y si es posible, ofrecer datos que
permitan realizar intervenciones sobre el microbioma que tengan repercusiéon en la

evolucidn clinica.
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ANEXO |I: APROBACION DEL COMITE ETICO DE

INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL 12 DE OCTUBRE

- . . $ P
1 Hospital Universitario
‘PM 12 do Octubre t_*-/,z
RSV REiE ' - W‘:’ e

Ne CEIC: 14/215

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dila. MARIA UGALDE DIEZ, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital

Universitario Doce de Octubre,

CERTIFICA:

Que este Comité, en la reunidn celebrada el dia 30/03/2015, ha evaluado los aspectos éticos del

Proyecto de Investigacion titulado:

ESTUDIO DE LA MICROBIOTA DE VIAS RESPIRATORIAS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON FIBROSIS
QUISTICA MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA Y SU RELACION CON DISTINTAS VARIABLES CLINICAS

Del cual el/la Dr. /Dra. GARCIA HERNANDEZ, Gloria
Del Servicio de ALERGIA PEDIATRICA es el inwestigador Principal

Entendiendo que dicho estudio se ajusta a las normas éticas esenciales y criterios deontoldgicos que
rigen en este Centro, cumpliendo los requisitos metodolégicos necesarios, este Comité INFORMA

FAVORABLEMENTE ala realizacién de dicho proyecto en este Centro.

Lo que firmo en Madrid, a 4 de abril de 2015

2 a.() “ Mosgian U A\:'s'.":—'?"\'( v
Egg(’\c\)é é _)_ ) 3;‘5\1‘ t .:

Firmado: Dra. Maria Ugalde DicZ
Secretario CCIC 1ospital 12 de Octubre.

.mu;:ul 17 de Octubire o Av e COrdoba 3/n 28041 Madna
0, Plamta 68 o Telf 817792615+ e mal cex@hl2o e

Comité Etico frvestigacion Clisic
Centro Acthddades Ambulatori, Blogque
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ANEXO Il: FORMULARIO DE ENCUESTA

1. 1 de orden
0 2. 1 Historia 000000 6. Ll Esputoinducido [ Aspirado nasofaringeo [] LBA
3. Nombre y Apellidos
R RS B
4. Edad: afios I:: meses I:: EXFERMEDIAD PULMONAS
TNTRINSECAS - EMF DATC ~ — — .
5. Sexo | Hombre || Mujer —
5. FEV, OO =
8.2 Hermomos [ 9. Orden de fratia ~ o 26 Missero de cxacebacions 00
10. W* Hermanos con FQ I: 11. Edad al Dx-afios I:_ mesas || 2 Utimo FENG 00
12 - - -
- - 28 MecesidaddeOx NOLl Intermitente [| Contimo
13. Screenmg necnatal (+}|: (i__ Mol | _ 14. Clormo en sudor (max) :IE_ 29, Necesidad de woll Im stente ] Conti O
15. Evalucién pravie al D afios| || meses| L] 16. Shwachmen- K (1 [] soporte ventilatorio
17. Sintomas principales 3l Dx 1 Resp. [] 2 Digest [1 3 Metab [] 4. 0t [ 0. 18A Nol st Ead [IL]
log
EXFERMEDIAD PULMONAR .
ACTUALMENTE: S5 No
18.  E. Nufricional— Ratio IMC (sobre el p50 de suedsd) LI_.[] 31, Exacerbacionss iltimos § meses o0
32, Lesiones ltimas RxTAC: infiltrados oo
AT S No 33. “ atelactasias oo
19. Diabetes oo 34. = bronquiectasias o0
20. Insuficiencia pacredtica : : 35. = ahscesos : I:
{Recibe enzimas pancr. o . '
Van de Kamer (<)) 36. enfisema L |:
21 Afectacién hepitica a0 37 Comosbilidad alersia oo
22 Afectacion de senos o0 38, - asma oo
23 Alteraciones electroliticas j I: 39. B dermatitis atopica U |:
74 Afectarin ofms dreanos Ml 40, Antecedente Neumotorax/Hemoptisis oo

Portador Muestra Portadar Intento Edad Edad ATB/ Dhracidn tto
actual e Eradicacién  apaicién  dessparicién  Antifimeico (dias)

42, Haemophilus )50 Mol BEd 5 5o )i NolI dsoNaa o0 g0 2 w0

43. 5.aursus 2)Sill Mol W o O O O )5 NoI JdsoNao - o000 - 00 3 N

44 Pasugingsa 280 No B O O 0O O SSONeD — @SONeD ol a0 2 N

45 Beepacea  2)8i0 NaD WO O 0O 0O SSONeD  @SOMNeD o0 a0 2 N

46. S.maltophilia =80 NoD WO O 0O 0O SSONeD  @SOMNeD o0 a0 2 N

47, A xyloseridans 2)Si0 Mol w o O 0O 0O OsONeD  @sOMNen ol g0 2 w1

48 Otras bacterias 2)SiT0 NoD w o O 0O 0O OsONeD  @sOMNen ol g0 2 w1

49, Hongos 2)Si0 Mol w o O 0O 0O OsONeD  @sOMNen ol g0 2 w1

Portador actual Historia previa Intento Edad Edad ATB/ Churacidn tho
micobactenas micobacterias Especie Enadicacion aparicion  desaparicion Antifimgico {(dias)
ambientales ambientales
50. Micobacterias 2)Si0 Mol WSO NI o) asowen o000 g0 g w
aPOS BNEG ) NO realizado
?1. FFD: - = - = TRATAMIENTO
32, IGRA/Cuantiferén n} a O —
M ATBsstém  2)5iI0 Nod  b) cudl c) vl vl d) dias LI
55. Tobi 2)50 Mol  b) enel moments de toma mmestra 510 Mol
56. Coticoides orales filtimo mes a)5i0 Nel
57. Coticoides inhalados iltimo mes )50 Ned
MICROFICLOKHA 58. Macralidos orzles internmtentes %0 NoO
59_ Suero salne hiperténico a)Si0 Ned
53. Aislamuento otro germen 2) Identificacion 60 DMAsza %0 Ned
en los ulfimos 6 meses —_— 61. Salbutzmol S0 Nel
HeshE 62_ Inhibidor bomba protones a)5i0 Nel
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ANEXO Iil : LISTADO DE RECOGIDA DE MUESTRAS

Anexos

Secuenciacion masiva en FQ

NE Cirgen N ReTﬁ:l-: Conzsmtimismy  Encussz ,::.;T; v comiGos
5 RO | HNO 7| N
1 oas__f__
2 oas__f__
3 oof__ [ _
3 on/__[__
5 of__ [ _
6 o/ __J__
7 oas__f__
g of__ [ _
g oas__f__
10 oo/__[__
11 of__f_ _
12 o/__ [ _
13 of__f_ _
14 oo/__ [ _
15 oo/__ [ _
16 oaf__f_ _
17 o/__ [ _
18 o/ __f__
19 o/ __f__
20 on/__[__
21 o/ __f__
22 on/__[__
23 o/ __f__
24 on/__/[__
25 on/__[__
26 o1/__J[__
27 on/__[__
28 oof__ [ _
79 ou/__J[__
10 o/ __J__
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ANEXO IV: CONSENTIMIENTO INFORMADO

‘q Hospital Universitario
12 de Octubre

ANEXO-II, CONSENTIMIENTO INFORMADO

Hoja de INFORMACION AL PACIENTE para dar su consertimiento para participar en
el estudio observaclonal:

Titulo del estudic:
Estudio de la microbiota de wias respiratorias en pacientes pedidtricos con fibrosis
quistica mediante sscuendackdn masia y su reladdn con distintas variables clinicas

Investigadores y direccldn de contacio:

M# Gloris Garcis Hernander. Unidad de Fibresis Quistica. Hospital Universitario Doce
de Detubre. Avenida de Cordoba 5/ 28041 Madrid. Telf.: 913808433

Juan Carlos Aodriguez Diaz. Seccion de Microbiolegla y Parasitologia. Hospital General
Unhersitario de Alicante. ¢/Pintor Baeza n® 10, 03010 Alicante. Tel: 965 - 939356

Investigadar princlpal y dineccidn de contacia;

-

[ I R R S ——— ] || 2T
atiende, y otros facultativos del Servicle de #Microblologia en el Hospital Uiniversitario
da Alicante quieren estudiar bns microorganismos presentas an |3s muestras de sgputo
de los pacientes con fibrosis quistica y poner a punto nuevas téonica de disgnbstion
microblolégico que permita predecir los patrones de colonizacion y la deteccién mas
rapida para favorecer la erradicacién.

Para el estudio necesitaramas |a recogida de datos de su historia elinica y muestras de
gsputo. El resto de las pruebas que se realicen serdn las habituales. Al participar en
este estudio no estard sometido a ningln perjuicio adicional o la toma de muestras

inwasivas.

La infarmacion obtendds tras este estudio podria no tener un benefido directo en
usted peros puede beneficiar a muchas personEs Que e encuentren en su misma
sitwacidn y puede ayudar, sl asl lo Indican ks concluslones del estudio, a camblar el
seguimiento microbholdgico v bos tratamientos con antibidticos.

Su participacién en &ste proyedto de Investigacién es éstrictamente voluntaria, Puede
decidir no participar en este estudio o abandonarlo en cualquier momenta sin tener
gue dar razones por ello. Esta deciskin no influlrd en 1a disponibilidad i en Ia calidad
de la atencidn sanitaria actual o futura que se la preste en este centro sanitario,

Pagina 177



Anexos

S6lo aquellos datos de su historia clinica que estén relacionados con el estudio seran
objeto de comprobacién. Esta comprobacién serd realizada por el Investigador
Principal/ Investigadores Colaboradores, responsables de garantizar la confidencialidad
de todos los datos de las historias clinicas pertenecientes a los sujetos participantes en
el ensayo clinico. Los datos recogidos para el estudio serdn identificados mediante un
codigo y sélo el Investigador Pringipal/ Investigadores Colaboradores podran relacionar
dichos datos con usted y su historia clinica.

Su confidencialidad de sus datos serd protegida de acuerdo con las medidas de
seguridad establecidas en cumplimiento de la Ley Orgdnica 15/1999 de Proteccion de
Datos de cardcter personal y si ademis se transmiten datos a terceros se hard segin lo
establecido en la mendonada Normativa y el R.D. 994/59, Se le informa de que tlene
derecho de acceso, rectificacion y cancelacién de sus datos en cualquier momento, Los
resultados de este estudic de Investigacion pucden presentarse en congresos ©
publicarse; sin embargo, no se induird su identidad en esas presentaciones.

Hoja de CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO

Titulo del estudio: Estudio de lo microbiota de vigs respiratovias en poclentes
pedidtricos con fibrosie quistice medionte secuengiocidn mesive y sy refocion con
distintas voriables clinicos

El firmar este documento no lo compromete a nada. Puede retirar la autarizacion
cuando desee, El retirar |3 autorizacién, siempre que lo desee, no supondrd en ningun
caso ningln perjuicio para usted. Puede hacerlo cuando quiera v sin tener que dar
explicaciones. Unicamente es necesario comunicarlo por escrito para afladic esa
informacién a su historia clinica,

YO cciiaissnsnine Ten e .

- He leido la hoja de informacién

- He podido preguntar mis dudas y he recido suficiente informacion

- Se me ha explicado que ml autoraclén es voluntaria y que puedo retirarla
cuando lo desee, sin tener que dar explicaciones y sin perder ningin derecho,

Doy mi conformidad para que se puedan realizar estudios sobre los datos de mi
historla clinica y sobre las de heces aportadas,

FIRMA....... Fecha

Pagina 178



Anexos

ANEXO V: BIOBANCO

'-"",;_l )
ST
& VALENCIANA RVB
COMSENTIMIENTO INFORMADOD PARA LA DOMACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS
BIOLOGICAS PARA INVESTIGACHIN OBTEMNIDAS EN EL CURSO DE

PROCEDIMIENTOS QUIRDRGICOS, TERAPEUTICOS O DIAGHOSTICOS AL
BIOBANCO DEL

HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ALICANTE

1.- DENTIFICACION ¥ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIERTO

Duranée |3 intervencidn guirdrgica o ks prueba diagnistica a la gue wa a ser somebido se podrin fomar
mussiras de sus bejidos, sangre, asi como Tuldos [orine, sspubc, sallva, eic) o micoomansmos. B
procedimiento gus s le propone conslsie an donar voluniadamants cualguier mussia blokgica sobrante
O |3 InerveEncion o pneeta 3 |3 gues va 3 Ser someddo 3 un biobanco de muesTas bioligicas, sin gue &io
suponga ningdn resgo afsddo para su salud nl compromesa el correcio dagndstco y ratamisnio de su
emfemedad. Dichas muesires bloldgicas excedenies podran ser wgtlzados =n proyedios de investgackdn
biomédica que previamenbs sean aprobados por los oomibés exismos, édoo y cleniifico, a los que sk
adsorite el biobanco.

Las muesiras seguirdn amacenadas &n = blobanoo Ffast el fin de las existencias sl no exisie una
revoCacion del presente onsenbdmisnio.

2 - DEJETIG

La finakdad de biobanco es recoger ¥ almatemar mussiras boldgicas humanas para reallzsr proyecios de
invesfigacikin biomédca o diagnidsicos. Los resuiados de dichos proyecios de invesbgacion pusden
defivar en & descubrimienio de nuewos mélodos para el mejor disgndstico de las enfermedades y de
nuevas medicinas para ratandas

3.- COMDICIONES DE L& DONACION

Lisiesd no recibicd ninpuna comperisacidn ecomndmica nl obos beneficios maisriales por donar sus muesiras.
Ein embargo, 5 Bs InwesSgaciones gue se realoen buvieran éxito, podran ayudar en el Suturo & paclenies
gque teren su misma erfemedad o paedscen oiras sndermedades simibres.

Las muesiras gue usied dona no serdan vendidas o dstibuldas a ferceros con fines comerclakes, pem los
rosiss de obienclon, orser@acian y envio de s muesiras 5= repsroutivan, sin animo de oo, a8 quisres
s willcen.

La donaddn de muesiras no mpesdind que Usted o su famila poesdan hacer uso de elas siempre que estén
dsponkies, cuando xsi lo reguisran. Debe saber gue serd priof@aio & uso disgrdstos de |3 moesira que
dona y que s& garantizard un remanenbs e las muesiras para esie Tine

En caso de producirss un evenbusl cleme del biobamnco o revocackin de b aviorizscion para su conrsttuckdn
¥ Tuncionamienio, la Informacidn sobre & desing de las muesias estad a disposickdn en = Regisimo
Macional de Blobancos para Invessgacion SBlomeadica, con & fin de gue pusda maniestar su conformidad o
disconfcmidad con & desting previsio de las msesins.

#_- CONIECUENCIAS PREVIZIELES DE U REAL FACION

Se podria dar la drcunsianca de ser coniaciado’a con el fim de recabar nueva informacion sobre sw
situadén o die fomar ura nusyva muesra que pudera sar indsresanie an o dessmollo de la Fvestpackdn
biomiédica, en Cuyo Caso wokerd a ser inforesdo’s de la sHuacdon y fe=nded 3 Iberind de paddcpar o
rechazar diches pardcipacidn. Por ial motivo, =5 Imporianie gue corenigue &l Bervido de Admision ded
ceniro FUTURSS CAMBICE DE DIRECCICN ¥ nimeros de TELEFONG, ya ques &5 [a 0nica via par poder
onisciar con usted.

Es posibie que se obtenga Informaddn relafva a su salud dervada del desamrolo de ios proyscios de
nvesfigacidn ¥, en pariculyr, dabos gendticos con relsvancia clirica. En esie senbdo, puede soilciar |a
informacian nelativa a su salud derdvads del sshudlo de lxs muesiras donadas. Fam sjeroer sshe derecho,
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tiene & su disposicdin en = Dlcbamcn & cormespondlenis Tormulanio de solcBud.

La irformacion gQues se obbenga pusds cer elevands tambkén para sus Samillbress bioldgicos. Ex declsian

wya informaries — algo que nosofros e acorsejamos - on o Tn de gue, S slios o desean, pusdan ser
eshudados y valorar sl cual &5 el riespo personal y sus opclones de salud en un fubaro.

Cuando esh Informacion, segin cribefio médico, s&a necesaria para evitar un grave peguicio a b saksd de
sus Tamilares bloldgioos, previa conswia del comik askisbencial, se les informarad de =lo.

3.- DERECHD DE REVDCACHIN DEL CONSENTIMIENTO

La decision de domar sus mussias es iolamente voluntana, Usied pusde negarse & donaras & Inciuso
pusdE rEvOCar su consentimianto Bn cuslguier momenso, sin bEner Qus dar ringuna explicackn ¥ sin que
£lo 1=nga ninguna reparcusiin &n Ly atencon madica gus reche an & Caniro.

& revoca el consentimiento que ahora presta, @ parte de 35 meesiras gue no & hayan utiEado en la
nvesigaciin, podrad decidir gue sean destruldas o anonimizadas. Tales efecfics no e exienderdn a oS
dains resulanies de las rvestigacloness que ya o= Rayan [levado a cabo anies de |8 esocscion de sw
onsenimienio.

E.- RIE3B0E

Bl procedimismn gue SE j& pIOpoNE No supone ringon nesgo afiadidc par su salud Nl oompromebs &
TeCis dagniosticn ¥ aamenss 0e U enfermedsd, pussho Que = iasa e mussta sobranbe ds 3

nkervemciin.

La donacitn de sangre apenas Hene sfecios secundarios; o mds fnecuente s la apancion de pegueflos
hemalomas &n las Zomas de puncion que desapancen ranscumidos 146 2 dias.

T.- PROTECCKIN DE DATOE PERSOHALES ¥ CONFIDENCIALIDAL

Los dalos personakes y de salud obberidos de= su hisiora dinica o sguivalenbs ssrin IRCoEomOns
talados =n wna base de dains que cumpls con lx garantas gue sshablecs b legisisciin sanEaria y sobne
proteccion de daics de caricier parsonal.

La cesikn a obos centnos de investigacion, piblicos o privados, de sus muesires 0 de sus derivados, sl
momio de a Informaciin conienida e las bases de daios vinoulada & las missas ¥ a sU estado de salud, s&
realzard medante un procedimienio de dsodacin, esio e, suprimiendo & imformacion personal gues B

denifica y sustiuyéndol por un oddigo.

Es posibke que =n =l desarmollo de un proyecio de investigecion se genere mucha informacion genébos de
S muestras. 31 s resubdos fueran neevames desdes & pumio de wists dentifico, & informacion
otienida, desigada de Dussiquisr dato que pueda pEmite su demtfcacion por medics rRzonaties, poadria
ser remibida para su InClusion &n bases dentificas y demas medics d= diusian de comsnido dentmos 3 s
que iendran acoeso, con cardcier resringido, Investgadores clentfoos.

Bl biobarco =n &l qus s& cusiodiardn sus muesines forma parte de |3 R=d Valencana de Blobancos uya
oordinescitin s levads a cabo por & Cento Superor de invesbipgaciin de Salud Fiblics de s Comunitat
Valenchama

Como consecuencly de o anterior, & enfe coordinador de la Red Valenclana de Blobancos, e=sio &5, &
Centro Bupssrior de Investigacion en Saked Poblca de la ComunEat Valenciana, tendrd acceso a sus daios
personaks y & la irfomacion clinkca ascciada & la moessira donasda woluntardiaments, con =1 dnico #n de
cumplir con las abores airbuldys & ks Red Valencana de Blobancos &=n virlud die |a legisiacion wigeni=. En
parboular, & svenius| acoeso a sus dalos personales por parke de I Bed Valenclana de Blobanoos bemcrd
momo fAnalkdsd poder coordinar de & mansm mds efidenbs posibe desde & punto e vista dentfico la
informacion obfenida por los biobarcos adsorios & la Red Vakenclana de Blobancos, mediands [ pesian i
roordinsciin del Siskema de Gesbin de la Informsciin de |a Red Vakencana de Elobancos, s como |3
mordiraxcion de las adividades desamoladas por los bicbamms, todo =l de acuends con la normativa
aphcabie.

Podrd ejercisr sus derechos de acoeso, recificacon, canosiacidn y oposickdn, pam o cual Hene en &
biobarco & comespondenbs formulario de sollciud. En dicho escribe, deberd adjuniar copla de su DRI para
que & Cenbto responsable de sus dalos pueda comprobsar s ldentdad.
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&5 WALENCIANA i
E. DECLARACHKNN DE CONSENTIMIERTD EJEMFLAR PARA EL CENTRC
oJme e 3 Ao e kA, oo doen odlo 8
. DMl ¥ e de EIF
o= v AL O s, oon Somicllks &n
. DMl an oalidad oa repracentants (=0 030 08 minoria kegal o Incapacidsd] ol
paolante \
o DI yn®ids BIF

DECLARCY
He bzido @ hoj@ de irformacion que s me ha enmegado.

He sido Riomada por =] profecionl de salud abals mencionsde sobre |3 donscion de muoesiras & un
bHobanco.

He comprendido |as sspdicaciones que seome Ran Tac Eado =n un =nguaje darm 7 sendlo.

Hi= pochdo Fesllrar Gissvationes Y me han S0 stiaradas iooas 135 dudss Qus e pianteadn.

He compremddo que 3 domadion die ruesires & un biobanoo =5 vwoluniara v paedo newocar imi
corsendmienio sn Oskquisr momenin, Sin bener gus dar srplcacion=s v Sin gue =i reperuis en
mis cubdados médioos.

2o b= y wniumtariaments acephs & realzcidn d= |8 donacion wolumiars de;
I:lLJru'imm:h“:h

D pUEDD Inciulr esiTicoonss. sobre & IS0 0 135S ST

COMSIENTOD

s p Hospitl b obmos oenirs. O InvesSgackin, pabiicos o privados, uflioen mis daics ¥ [y mussiras
donadas en ks condicdones =siabiecdas =n la hoja de ormacion.

Dus = =nbe coordnador de B Fed Valsncisna de Blobanoos pusda aoceder 3 mils dalos, &n B
medda &n QUE SEa RECEsarc M benends siempre su oonfidencialiidad.

H g
§ -
'; Fdo.: OUDA s Fdo.:DJDR
= Dl ; DOHI
= == Colaglads M=
] ':'! En oondakin de
< o=
En a o= de 20
O g 3
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L
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3. RENVOCACION DEL COMEENTIMIENTC

Revocs el conssntimisnto prestado en facha da de 3y no desan
pros=gulr ks donackon voluntarla qus doy con asta fecha por Mnallzada.

i
§ :
: B
H ¢ [Fdo.: DD°
= ;DI
i Fdo: DU 1y Colsglado N=
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ANEXO VI: FUENTES DE FINANCIACION

@ Alicante, 26 de Marzo de 2014

S

FUNDACION NAVARRO-TRIFODI

Dr. D. Pedro Alcala Minagorre
C/ Mayor n°® 26-1°
SAN VICENTE DEL RASPEIG

03690 ALICANTE

Estimado Dr. Alcala:

En nombre del Patronato de la Fundacién Bienvenida Navarro-Luciano
Tripodi”, me es grato comunicarle que le ha sido concedida una ayuda de
investigacion para su proyecto "ESTUDIO DE LA MICROBIOTA DE VIAS
RESPIRATORIAS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON FIBROSIS QUISTICA
MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA Y SU RELACION CON DISTINTAS
VARIABLES CLINICAS.", por un importe total de 3.000 €.

En su caso, le rogamos nos comunique por escrito, si asi lo decide, la
no aceptacion de la misma, en el plazo improrrogable de 15 dias desde la
fecha de la presente.

En caso no recibir por su parte, notificacion por escrito en éste
sentido, entenderemos que acepta la ayuda, y le rogamos se ponga en
contacto con la administracion de la Fundacion en el teléfono 966.502 988,
de lunes a viernes de 10 a 14 horas, expresando Vd. su aceptacion y
acordando con D?® Concepcion Cortés, lo preciso para percibir el primer
tercio de la beca concadida.

El segundo tercio se le abonara cuando recibamos, a finales de 2014,
el informe preceptivo respecto a la evolucién y resultados preliminares de su
trabajo, y el Gltimo tercio al presentar la memoria final del proyecto concluido,
gue en ningln caso sera posterior al 1° de Junio de 2015.

Con nuestra mas cordial felicitacion, reciba un cordial saludo.

Fdo.: Eduardg Bfstadt Roman.

Plaza Ruperio Chapi, | - Entlo. B - Telf. 966 59 29 BE - Fax 966 59 29 89
e-mail: comen@navarrotripodi.org » 03001 ALICANTE
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ANEXO VII: COMUNICACIONES A CONGRESOS

COMUNICACIONES ORALES A CONGRESOS NACIONALES:

A. Sdnchez Bautista*, Pedro J. Alcald Minagorre*, I. Garcia-Heredia*, Antonio Galiana*,
N. Marco-Guzmdn*, Gloria Garcia Herndndez**, Carmen Luna Paredes**, JC Rodriguez*
*Hospital General Universitario de Alicante;

** Hospital Universitario Doce de Octubre. Madrid

“Estudio de la microbiota de las vias respiratorias inferiores de pacientes pediatricos
con fibrosis quistica en relacién con distintas variables clinicas”
XIX Congreso de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica (SEIMC). Barcelona, Mayo 2016
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A eiIMmcC:c Barcelona
e, 5% 2016
2 U KF "W Sociedad Espaiola de Enfermedades www.seimc2016.org CCI B
CONGRESONACIONAL Infecciosas y Microbiologia Clinica Centro de C i jonal de

CERTIFICADO DE PARTICIPACION

El Presidente del Comité Organizador del XX Congreso SEIMC 2016, en nombre
de la Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica

CERTIFICA GUE:

A. Sanchez-Bautista, P.J_ Alcala Minagorre, |. Garcia-Heredia, A. Galiana, N.
Marco-Guzman, G. Garcia Hernandez, C. Luna Paredes, J.C. Rodriguez Diaz

han realizade la presentacion ORAL de la comunicacion con titulo:

"Estudio de la microbiota de las vias respiratorias inferiores de
pacientes pediatricos con fibrosis quistica en relacion con
distintas variables clinicas.”

en el XX Congreso de la Sociedad Espanola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiclogia Clinica, celebrado en Barcelona, del 28 al 28 de mayo de 2016.

Y para que conste se expide el presentz certificado en Barcelona a 28 de mayo
de 2018.

Dr. Jose Maria Mird Meda
Presidente del Comité Organizador
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