Aislamientos bacterianos de muestras respiratorias de pacientes
pediatricos con fibrosis quistica y su distribucion por edades
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8< Enelsiguiente trabajo realizado en
colaboracion entre la Seccion de Bacte-
riologia y la Unidad de Fibrosis Quistica del
Hospital de Nifios Dr. Orlando Alassia de
Santa Fe nos presentan una investigacion
sobre los microorganismos aislados de
muestras respiratorias de pacientes pedia-
tricos con fibrosis quisticas, su distribucién
por edad, la resistencia antimicrobiana y la
presencia de coinfecciones.
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Resumen

Se investigaron los micro-

organismos aislados de muestras respira-
torias de 50 pacientes pedidtricos con
fibrosis quistica. Se analizd la distribucién
por edades y se examind la resistencia a los
antimicrobianos, la intermitencia de los
aislamientosy la presencia de coinfecciones.
Se aislé Staphylococcus aureus en el 72 % de
los pacientes, seguido de Pseudomonas
aeruginosa (58 %), Haemophilus influenzae
(56 %) y complejo Burkholderia cepacia (12
%). Encontramos baja frecuencia de aisla-
mientos de P. aeruginosa resistentes a los
antibidticos B-lactamicos (13,8 %). EI 50,0 %
de S. aureus fue resistente a la meticilina. El
57,1 % de H. influenzae fue resistente a la
ampicilina por produccién de B-lactamasa.
En nifios menores de 4 afios predomind S.
aureus, seguido de P. aeruginosa y H.
influenzae. Este orden se observé en todos
los grupos etarios analizados, excepto en el
delosnifiosde 10 a 14 afios. Los aislamientos
de Stenotrophomonas maltophilia y
Achromobacter xylosoxidans fueron
intermitentes y estuvieron acompafiados
por otros microorganismos. En suma, en este
estudio observamos una gran variedad de
especies bacterianas, lo que impone la
necesidad de realizar rigurosos estudios
microbioldgicos en los materiales respi-
ratorios de estos pacientes.

Palabras clave: fibrosis quistica, patégenos
respiratorios

La fibrosis quistica (FQ) es la
enfermedad autosdmica recesiva mas
frecuente en la poblacién células epiteliales,
actia como un canal para el blanca (13). El
defecto genético se debe a mutacionesenun
gen del brazo largo del cromosoma 7; dicho

gen codifica al regulador de la conductancia
transmembrana de la FQ (CFTR). Este
regulador interviene en el balance de fluidos
através de las células epiteliales, actiia como
un canal de sodio (13,14). La deficiencia de
CFTR se asocia al transporte disminuido de
cloro, sodio y agua a través de las células, lo
que da lugar a manifestaciones en muchos
organos y sistemas (13). En el aparato
respiratorio se producen secreciones muco-
sas deshidratadas, extremadamente
viscosas, que obstruyen las vias aéreas y
secundariamente se infectan.

La infeccidon pulmonar es una de
las causas mds importantes de morbilidad y
mortalidad en el paciente con FQ. A edades
tempranas los pacientes con FQ pueden ser
infectados por virus, los que favorecerian la
destruccion del epitelio respiratorio y
estimularian la atraccion de los neutrdfilos
con la produccion de factores proinfla-
matorios (4). Se ha sugerido que las
infecciones virales pueden predisponer a la
colonizacién y sobreinfeccion bacteriana y
estan directamente implicadas en las
exacerbaciones pulmonares.

La enfermedad broncopulmonar
es la causa de muerte en el 95 % de los
pacientes con FQ. Los organismos bacte-
rianos mds frecuentemente aislados son
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Haemophilus influenzae (3). A
diferencia de otras enfermedades, la FQ
exhibe una clara distribucién de gérmenes
adquiridos en funciéon de la edad. S. aureus
esusualmente el primer patégeno aislado de
la via aérea de los pacientes con FQ, con una
tasa de infeccidn que disminuye con la edad,



mientras que por su parte, la tasa de P.
aeruginosa se incrementa. La presenciade S.
aureus en el tracto respiratorio en forma
intermitente obliga a su erradicacidn
completa por ser quien mayor destruccion
produce en la via aérea. A través de la
presencia primaria de S. aureus en el tracto
respiratorio en forma intermitente, P.
aeruginosa ve facilitada su entrada y
posterior colonizacién. Si bien ambas
bacterias pueden coexistir, el desarrollo
abundante de P. aeruginosa puede inhibir el
crecimientode S. aureus (10).

En los ultimos afios se ha incre-
mentado el aislamiento de otros patogenos,
como Stenotrophomonas maltophilia, com-
plejo Burkholderia cepacia'y Achromobacter
xylosoxidans. Mas recientemente y debido a
la aplicacion de las técnicas de biologia
molecular en el diagndstico, se ha comu-
nicando la identificacién de nuevos micro-
organismos en las secreciones respiratorias
de estos pacientes, aunque su rol patogénico

es incierto. Entre ellos se destacan Inquilinus
limosus y diversas especies de los géneros
Pandoraea, Ralstonia y Burkholderia.
Ademas, es relativamente frecuente el
aislamiento de otros microorganismos como
las micobacterias ambientales. Otros
patégenos que pueden encontrarse de
forma ocasional en las secreciones del
paciente con FQ son las enterobacterias,
aunque muy rara vez colonizan crénica-
mente el arbol bronquial (9).

Es habitual que inicialmente el
aislamiento de las bacterias sea inter-
mitente, pero con el tiempo se puede
producir una infeccidon crénica que es
importante evitar o retrasar mediante el
tratamiento adecuado (10). Cabe aclarar que
utilizando un criterio microbiolégico, nos
referimos a cultivos intermitentes cuando
estos son alternadamente positivos y
negativos para un mismo microorganismo
en muestras consecutivas, con al menos un
mes de diferencia entrelatomadeellas(12).

Mucho mas que resultados.
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El propdsito de este estudio fue identificar
en los materiales respiratorios de nifios con
FQ a los microorganismos mas frecuen-
temente aislados, estudiar su distribucion
por edades y la resistencia a los antimi-
crobianos. También se examino la presencia
de bacilos gram negativos no fermentadores
(BGNNF) distintos de P. aeruginosa en
relacién con la edad de los pacientes, la
intermitencia de los aislamientos y las
coinfecciones con microorganismos conside-
rados patégenos por excelencia.

Se realizé un estudio retrospectivo
sobre muestras de esputo, aspirados nasofa-
ringeos (ANF) e hisopados faringeos, en el
periodo comprendido entre enero de 2006 y
diciembre de 2011. Las muestras perte-
necian a 50 pacientes (26 varones y 24
mujeres) con diagndstico de FQ, con edades
comprendidas entre 2 meses y 18 afios,
atendidos en el Hospital de Nifios “Dr. O.
Alassia” de la ciudad de Santa Fe.
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Las muestras respiratorias fueron
sembradas en agar base Columbiacon 5% de
sangre de carnero, agar chocolate y agar
CLDE (bioMerieux, Brasil S.A.), con el
agregado de gentamicina (25 ug/ml) y
colistina (70 pg/ml), e incubadasa37°Cde5
a 7 dias. Los dos primeros medios de cultivo
se incubaron en atmésfera de CO2al 5%y el
agar CLDE en aerobiosis. También se
realizaron las coloraciones de Gram y Ziehl-
Neelsen en los esputos y ANF. La iden-
tificacion de los microorganismos se realizd
con los métodos automatizados Vitek-1 o
Vitek-2 Compact (bioMeérieux, Marcy
|'Etoile, Francia), con pruebas bioquimicas
convencionales o con los métodos
comerciales API1 20 NE y API NH (sistemas de
identificacién multipruebas- bioMeérieux);
en algunos casos se usé una combinacion de
técnicas. El aislamiento de /. limosus se
derivé al Servicio Bacteriologia Especial del
INEI- ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” para la
identificacion molecular. La identificacion de
BGNNF distintos de P. aeruginosa se realizd
por dos métodos diferentes. Las pruebas de
sensibilidad a los distintos antibacterianos se
realizaron por métodos automatizados y por
el método de difusién con discos (BD -
Becton Dickinson and Company- BBL,
Sparks, EE.UU.), segln las normas del
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Para evaluar la resistencia a la
meticilina en S. aureus se utilizé el disco de
cefoxitina de 30 pug (BD, BBL). En H.
influenzae, la deteccidon de B-lactamasa se
realizé por el método de la cefalosporina
cromogena (Cefinase-BD, BBL). Cabe aclarar
que para la deteccion de la resistencia a la
ampicilina no se realizé el método de difu-
sidn con disco debido a que no disponemos
del medio recomendado porel CLSI.

De los 50 pacientes estudiados,
solo en 3 casos nunca se aislaron microor-
ganismos implicados en la colonizacién-
infeccion broncopulmonar crénica.

El porcentaje de pacientes colo-
nizados-infectados por diferentes micro-
organismos se aprecia en la Figura 1. El 41,4
% de los pacientes colonizados-infectados
por P. aeruginosa presentd el fenotipo
mucoso. En la Figura 2 se observa la
prevalencia puntual de los distintos agentes

de colonizacidninfeccion bacteriana —no
siempre monomicrobiana- en los diferentes
grupos etarios evaluados. Los porcentajes de
resistencia a los antibacterianos presen-
tados por S. aureus y P. aeruginosa se
muestranen lasTabla 1.
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Figura 1. Porcentaje de pacientes coloni-
zados-infectados (n = 50) por diferentes
microorganismos
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Figura 2. Cronologia de la colonizacion/
infeccion bacteriana en pacientes con
fibrosis quistica
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Tabla 1. Pacientes colonizados-infectados
con P.aeruginosa (n=29)yS. aureus (n=36);
perfil de resistencia a los antimicrobianos

Antimicrobianos Resistencia (%)

P.aeruginosa S.aureus

Colistina 0,0 NC
Piperacilina+tazobactama 13,8 NC
Amicacina 10,3 NC
Imipenem 13,8 NC
Meropenem 13,8 NC
Ciprofloxacina 13,8 22,2
Cefepima 13,8 NC
Ceftacidima 13,8 NC
Trimetoprima-sulfametoxazol NC 2,8
Rifampicina NC 5,5
Clindamicina NC 27,8

Eritromicina NC 38,9
Gentamicina 27,6 41,7
Oxacilina NC 50,0

NC:no corresponde

En 28 pacientes colonizados-
infectados por H. influenzae, se observé un
57,1 % (16/28) de resistencia a la ampicilina
debido a la presencia de B-lactamasa. En 8
pacientes se aislé A. xylosoxidans, 6 de ellos
eran mayores de 5 afios, y en 4 se recuperd
también S. aureus. S. maltophilia se aislo de
9 pacientes, 6 de ellos fueron menores de 2
afos; en 4 de estos pacientes también se
aislé S. aureus. Ambos microorganismos
fueron aislados en formaintermitente.

Serratia marcescens fue la entero-
bacteria mds frecuentemente detectada en
estos pacientes (6/11), y en 19 enfermos se
encontraron BGNNF distintos de P. aeru-
ginosa: Elizabethkingia meningoseptica (n =
3), Chryseobacterium indologenes (n = 2),
Pseudomonas stutzeri (n = 1), Sphin-
gomonas paucimobilis (n = 5), Ralstonia
picketti (n = 1), Acinetobacter spp. (n =6) e .
limosus (n = 1). Este ultimo microorganismo
se aisld en practicamente todas las muestras
remitidas de un mismo paciente desde los 5
afios de edad (desde 2006 a la fecha),
acompafiado en la mayoria de las ocasiones
porS. aureus.

La colonizacién del tracto respi-
ratorio de estos pacientes por micro-
organismos de patogenicidad reconocida
ocurre a edades tempranas y representa un
serio problema de salud.

En este trabajo no se pretendio
definir los episodios de infeccidn crénica o
de exacerbaciones agudas de cada paciente,
ya que para ello se deben tener en cuenta,
entre otros, criterios clinicos, espiro-
métricos, analiticos y radioldgicos. En un
estudio realizado en la Unidad de FQ del
Hospital de Sabadell (1995-2009), los
microorganismos prevalentes fueron S.
aureus (40,8 %), P. aeruginosa (19,4 %),
complejo B. cepacia (16,7 %), H. influenzae
(3,3 %), S. maltophilia (1,9 %) y A.
xylosoxidans (0,5 %) (2). Similares resultados
fueron obtenidos en este estudio con S.
aureus (72 %) y P. aeruginosa (58 %). En este
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trabajo se detectd P. aeruginosa en
aproximadamente la mitad de los nifios
menoresde 2 afios (13/24).

Segun la literatura internacional,
aproximadamente el 30 % de los niflos con
FQ padecen colonizacién-infeccion con P.
aeruginosa antes de los dos afios. Los datos
de este trabajo revelan un mayor porcentaje
de pacientes colonizados tempranamente
con P. geruginosa en este grupo etario, lo
cual nos permite inferir que el prondstico
sera peor si lo comparamos con lo
comunicado (4). Del total de pacientes con P.
aeruginosa, en el 41,4 % se aislo el fenotipo
mucoso, lo que indicaria que el tratamiento
de los pacientes con este fenotipo carac-
teristico podria ser dificultoso.

Los pacientes con FQ realizan
distintos tratamientos para aliviar la
obstruccién bronquial, ayudar a la
depuracion mucociliar y prevenir
infecciones. Se ha demostrado que las
estrategias terapéuticas destinadas a la
erradicacion de la primoinfeccidon por P.
aeruginosa tienen como resultado la
disminucion de la prevalencia de la infeccidn
cronica por este microorganismo. Esto
puede ser atribuido a la administracién en
forma precoz del esquema de tratamiento
antibiético (nebulizaciones) junto con
antibidticos sistémicos por via oral (VO) o
endovenosa (EV) (11). Estos esquemas son
indicados en las exacerbaciones agudas y
para disminuir la carga microbiana. En
pacientes seleccionados, se podria
administrar el tratamiento EV en forma
domiciliaria. Los antibiéticos han mejorado
la sobrevida de estos pacientes, aunque su
efecto es limitado. Deben asociarse a una
vigorosa kinesioterapia respiratoria que
asegure la depuracion de las vias aéreas,
siempre en el contexto de un adecuado
estatus nutricional.

En nuestra institucion se utiliza
tobramicina y colistina en la prevencién de
las exacerbaciones respiratorias agudas.
Para el tratamiento de las exacerbaciones
ocasionadas por P. aeruginosa se admi-
nistran ciprofloxacina (VO) o ceftacidima y
amicacina (en los casos mas graves, en forma
EV). Se observa una alta frecuencia de cepas

sensibles a estos antimicrobianos en la
poblacién analizada.

En nuestro estudio encontramos
una baja frecuencia de pacientes con
aislamientos de P. aeruginosa resistentes a
los antibidticos B-lactamicos (13,8 %). En
coincidencia con lo publicado por Anzaudo
et al. en el afo 2005, la resistencia a genta-
micina se mantuvo constante (1).

En este estudio S. aureus ocupa el
primer lugar en frecuencia (72 %) como
causa de colonizacién-infeccién crénica en
todos los grupos etarios, superando a P.
aeruginosa. La Cystic Fibrosis Foundation de
los Estados Unidos y la Federacion Espafiola
contra la FQ refieren un 48 % y 35,5 %,
respectivamente.

En dos estudios recientes, Dasen-
brook et al. analizan las infecciones
pulmonares por S. aureus resistente a
meticilina (SARM) en pacientes con FQ vy
concluyen que la permanencia de SARM en
los pulmones por mas de 2 afios podria
afectar la supervivencia. Comunican
también que en la ultima década la
prevalencia de SARM se ha incrementado,
esta fue del 23,7 % en 2009. SARM se asocia
con una disminucidn mas rapida de la
funcién pulmonar y con una mayor
mortalidad (7,8). En nuestro estudio, la
mitad de los pacientes se hallaban
colonizados-infectados por SARM. De los 36
pacientes colonizados-infectados por S.
aureus, 14 presentaron algiin mecanismo de
resistencia a los macrélidos (38,9 %):
fenotipos MLSc, MLSiy M o probable eflujo.
Laresistencia observada a macrélidos podria
deberse a que algunos nifios fibroquisticos
reciben azitromicina como antiinflamatorio
por sus propiedades inmunomoduladoras y,
eventualmente, para la prevencién de las
exacerbaciones. Es importante destacar que
estos pacientes se colonizan con cepas de S.
aureus provenientes de la comunidad vy
generalmente no son tratados con
antibidticos, salvo que estén sintomaticos,
con la funcién pulmonar deteriorada o que
concomitantemente se aislen otros paté-
genos, como P. aeruginosa.

Durante los ultimos afios, ha

existido un aumento de patdgenos
potenciales emergentes en la FQ, como el
complejo B. cepacia, S. maltophilia, A.
xylosoxidans y otros organismos
multirresistentes. La infeccidon pulmonar por
el complejo B. cepacia se asocia con
disminuciéon de la funcién pulmonar y un
peor prondstico en la mayoria de los
pacientes (15). Oliver et al. informaron una
menor supervivencia a los 5 afios de los
pacientes con S. maltophilia (12); sin
embargo, en otros pacientes no se evidencia
un deterioro clinico relacionado con esta
bacteria. Se observa que los pacientes con S.
maltophilia son de mayor edad y presentan
un indice elevado de coinfeccidn previa con
P.aeruginosay con el complejo B. cepacia. La
prevalencia de este patdgeno en los
pacientes con FQ ha aumentado en los
ultimos afios (5). Sin embargo, en este
trabajo S. maltophilia se aislé en 9 pacientes
menores de 7 afios; 4 de ellos - menores de 2
afios—-fallecieron.

Achromobacter xylosoxidans es un
patdégeno con una incidencia creciente en
estos pacientes y tiene un alto indice de
coinfeccién con P. aeruginosa (12). Son
pocos los estudios que examinan el efecto de
A. xylosoxidans en la funcion pulmonary en
la mortalidad. Se lo ha relacionado con
exacerbaciones pulmonares en FQ, pero
ademads, los pacientes estaban colonizados
también con P. aeruginosa. No parece que la
colonizacion a largo plazo produzca un claro
deterioro del estado clinico (15). En nuestro
estudio, A. xylosoxidans se aislé en forma
intermitente en 8 pacientes (5 de ellos
mayores de 7 afios) y acompafiado por S.
aureus y P. aeruginosa, a diferencia de lo
hallado en el caso de S. maltophilia. La
sintomatologia clinica de pacientes
colonizados con S. maltophilia o el complejo
B. cepacia es dificil de controlar, ya que las
opciones terapéuticas son muy limitadas.

Otro microorganismo para tener
en cuenta es /. imosus por su resistencia a la
colistina y a todos los B-lactamicos, excepto
imipenem. No hay datos suficientes que
permitan conocer el significado clinico de
esta bacteria en estos pacientes (12).

En la actualidad se estadn estu-



diando varias estrategias en el campo de la
investigacion clinica para mejorar la calidad
de vida del paciente con FQ y aumentar su
supervivencia. Los estudios microbiolégicos
de las secreciones respiratorias se deben
realizar en todos los nifios con diagndstico de
FQ, aun cuando no existen manifestaciones
clinicas en el aparato respiratorio, ya que
resulta imprescindible evitar la colonizacion
con microorganismos patégenos que alteren
la estructura y funcionalidad pulmonar. Los
avances en el diagndstico microbioldgico de
la colonizacién-infeccion mediante el
empleo de una metodologia adaptada a las
necesidades de esta enfermedad vy las
nuevas posibilidades en antibioterapia han
contribuido decisivamente a mejorar la
calidad y la expectativa de vida de estos
pacientes.
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