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RESUMEN Discrepancy in the disk diffusion susceptibility

Introduccion. En la fibrosis quistica las células de Pseu-
domonas aeruginosa crecen en el interior de la espesa mu-
cosidad, y pese a ser un organismo aerobio estricto, se desa-
rrolla en un ambiente donde la presion de oxigeno es muy
limitada. Posibles movimientos de la masa mucosa podrian
dejar expuestas de forma subita a las células de P. aerugino-
sa a concentraciones altas de oxigeno. El objetivo del estudio
fue determinar como afecta a la sensibilidad antibiotica de P.
aeruginosa un periodo de incubacion anaerobia.

Material y métodos. Se emplearon 4 cepas de P. aerugino-
sa (NTCC 23389 vy 3 aislados clinicos). Para la determinacion de la
sensibilidad antibiotica se empled el método de difusion en agar.

Resultados. La preincubacion anaerobia produce cambios
en la sensibilidad en todas las cepas estudiadas. Todas las ce-
pas sensibles en aerobiosis resultaron también sensibles tras la
incubacion anaerobia a excepcion de la cepa 2 para los beta-
lactamicos. El tipo de respuesta resulta dependiente de cada
cepa, siendo especialmente significativo el incremento en la
sensibilidad observado en el caso de ciprofloxacino para dos de
los tres aislados clinicos.

Conclusiones. La sensibilidad de cepas P. aeruginosa va-
ria si han sido previamente expuestas a condiciones de anae-
robiosis. Tratamientos que favorezcan la fluidificacion de la
mucosidad podrian contribuir aumentando el éxito del trata-
miento con ciertos antibidticos.

Palabras clave: Fibrosis quistica, condiciones anaerobias, sensibilidad an-
tibidtica.
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ABSTRACT

Introduction. In cystic fibrosis, the Pseudomonas aerugi-
nosa cells grow inside the thick mucus layer. In spite of being
an obligate aerobe, P. aeruginosa is able to grow in a limited
oxygen environment. Bacterial cells could be suddenly exposed
to high oxygen levels due to the movements of the mucus
mass. The aim of study was to determine the impact of a previ-
ous anaerobic incubation on the antimicrobial susceptibility of
P. aeruginosa strains isolated from patients with cystic fibrosis.

Materials and Methods. Four P. aeruginosa strains were
used in this study (ATCC 23389 and 3 clinical isolates). The disk
diffusion method was used to determine the antimicrobial
susceptibility.

Results. The anaerobic pre-incubation produced changes
on the susceptibility in all studied strains. All susceptible strains
after an aerobic incubation remained susceptible after an an-
aerobic incubation except one clinical strain, which became re-
sistant to betalactams. The response was strain-dependent and
the most significant increase in susceptibility was observed in
two of the three clinical isolates when ciprofloxacin was used.

Conclusions. The antimicrobial susceptibility of P. aeru-
ginosa strains varies after their exposure to anaerobic condi-
tions. Treatments promoting mucus fluidization could contrib-
ute to increase the antimicrobial efficacy.

Key words: Cystic fibrosis, anaerobic conditions, antibiotic susceptibility.
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INTRODUCCION

La fibrosis quistica (FQ) es una de las enfermedades gené-
ticas mas frecuentes en la raza caucasiana, de herencia au-
tosdmica recesiva y causada por la mutacion en el requlador de
una proteina implicada en el transporte de iones (CFRT - cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator)'. La mutacion
mads frecuente en los enfermos es una triple delecion en el gen
cfrt (ubicado en el brazo largo del cromosoma 7), que ocasiona
la desaparicion de la fenilalanina 508, si bien se han encontra-
do muchas otras sustituciones con una menor incidencia® Las
diversas mutaciones en dicho gen producen alteraciones en la
proteina CFRT, generando asi distintos fenotipos que abarcan
desde complicaciones menores, como la reduccion en la activi-
dad basal, hasta la pérdida total de la funcion*.

La funcién principal del transportador CFRT se centra en
el transporte de cloro, y afecta indirectamente al transporte de
agua y al trasiego ionico en las células del epitelio respirato-
rio®. La alteracion de la composicidn iénica produce en ultima
instancia la secrecion de una mucosidad extremadamente vis-
cosa en las vias respiratorias de los pacientes.

La manifestacion clinica mds importante en los pacientes
con FQ es la enfermedad pulmonar crénica progresiva, consti-
tuyendo la infeccién pulmonar por Pseudomonas aeruginosa
la principal causa de morbilidad y mortalidad, pues una vez
establecida en el tracto respiratorio inferior, es virtualmente
imposible erradicarla a pesar de la terapia antibacteriana vy el
tratamiento en general.

Las funciones respiratorias son normales hasta los prim-
eros seis meses de edad, tiempo en el cual aparecen los prim-
eros sintomas y las primeras infecciones respiratorias por
Staphylococcus aureus, P. aeruginosa, y posteriormente, por
otros patogenos oportunistas como el complejo Burkholderia
cepacia®.

Las cepas de Pseudomonas spp. halladas en muestras
de pacientes con FQ presentan, entre otras, dos caracteristi-
cas a sefalar implicadas en la resistencia antibiotica, elevada
produccion de alginato (fenotipo mucoide)’ y elevada tasa
de mutacion (fenotipo hipermutador)®. El alginato dificulta la
fagocitosis y reduce la penetracion de antimicrobianos al in-
terior celular, la hipermutabilidad permite un mayor desarrollo
de resistencias y una mayor adaptacion al medio externo.

El tratamiento de eleccion frente a las infecciones causadas
por P. aeruginosa es tobramicina en combinacion con un betalac-
tamico como ticarcilina, piperacilina o ceftazidima, recurriendo
a quinolonas como ciprofloxacino o levofloxacino en caso de
resistencia a los primeros. Recientemente se ha comercializado
una presentacion de aztreonam para inhalacion por nebulizacion.

La erradicacién bacteriana en la FQ no se alcanza en nin-
gun caso, considerandose efectivo el tratamiento con una re-
duccion de la carga bacteriana y una mejoria en la sintomato-
logia general. Segun los estudios existentes, una de las causas
de los fracasos terapéuticos en este tipo de pacientes se debe
al estado quiescente de las células vegetativas cuando se en-
cuentran en condiciones de baja presion de oxigeno®.

Los estudios existentes hasta la fecha han analizado la
sensibilidad de P. aeruginosa en condiciones estaticas de ae-
robiosis 0 anaerobiosis, sin tener en cuenta las posibles varia-
ciones debido al movimiento o el fraccionamiento de la mu-
cosidad de las vias respiratorias y el consiguiente efecto de la
variacion subita de la disponibilidad de oxigeno.

El objetivo de este trabajo era el de comprobar los efectos
de la pre-incubacion anaerobia similar a la que podria encon-
trarse en condiciones clinicas en capas de mucosidad profun-
das no expuestas al oxigeno, sobre la sensibilidad final en con-
diciones aerobias remedando una situacion mas superficial en
el moco tras su movimiento en las vias respiratorias.

MATERIAL Y METODOS

Cepas

La cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa ATCC 23389
y tres aislados clinicos (cepa 2, 3 y 4) obtenidos de pacientes con
FQ en el Hospital Universitario Puerta de Hierro de Majadahonda
fueron utilizados en los experimentos de sensibilidad.

Antibioticos

Se utilizaron discos antibidticos de: gentamicina 10 pg, ci-
profloxacino 5 g, aztreonam 30 pg, piperazilina/tazobactam
(10:1) 110 pg, tobramicina 10 ug, ceftazidima 30 ug e imipe-
nem 10 pg. Las pruebas fueron realizadas por triplicado, em-
pleandose el valor medio de los tres experimentos.

Medios de cultivo y sensibilidad antibiotica

Se analizo la sensibilidad mediante la técnica en de difu-
sion en disco. Se utilizd agar Mueller Hiton. Para la simulacion
de las condiciones de anaerobiosis se utilizo el sistema genera-
dor de atmosfera GasPak EZ (BD).

Los antibiogramas se realizaron siguiendo los criterios del
CLSI (2007). Para determinar la sensibilidad con una exposicion
previa a atmosfera anaerobia, se prepararon normalmente los
antibiogramas y se introdujeron en jarras de anaerobiosis du-
rante un periodo de tiempo de 24 horas a 35°C (pre-incubacion
anaerobia). Transcurrido este tiempo las placas se retiraron del
ambiente anaerobio y se incubaron normalmente 24 horas. Las
pruebas fueron realizadas por triplicado.

RESULTADOS

Sensibilidad en anaerobiosis

Las cuatro cepas estudiadas resultaron sensibles a cefta-
zidima, gentamicina, tobramicina, piperacilina/tazobactam e
imipenem segun los criterios del CLSI para la técnica de di-
fusion en disco. Tres de ellas (ATCC, y cepas 3 y 4) fueron sen-
sibles ademds a ciprofloxacino, siendo la cepa 2 resistente al
mismo. Los tres aislados clinicos resultaron resistentes a az-
treonam.

Viabilidad en anaerobiosis

Se comprobd el efecto de la pre-exposicion anaerobia
sobre la viabilidad celular de P. aeruginosa. Partiendo de un
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Figura 1

Sensibilidad de los aislados a los distintos antimicrobianos. A: sensibilidad determinada

por difusion en agar segun procedimiento habitual. B: sensibilidad determinada por
difusion en agar tras una incubacion previa de 24 horas en anaerobiosis

inoculo de 1x10°% ufe/mL se realizaron diluciones seriadas para
determinar el numero de células viables. Un grupo de placas de
cada cepa fue incubado 24 horas en estufa a 35°C. Otro grupo
de placas paralelo fue pre-incubado a 35°C en anaerobiosis 24
horas, y transcurrido este tiempo, fueron retiradas de la jarra
de anaerobiosis e incubadas 24 horas en estufa a 35°C. No se
encontraron diferencias significativas en el numero de viables
entre aquéllas que fueron pre-incubadas en anaerobiosis y las
que fueron cultivadas normalmente.

Sensibilidad y cambio en la atmdsfera de incubacion

La respuesta a los betalactamicos con una pre-exposicion
anaerobia vari¢ en funcion de la cepa estudiada (figura 1). To-
das las cepas sensibles en aerobiosis resultaron también sen-
sibles tras la incubacion anaerobia a excepcion de la cepa 2
para los betalactamicos. Esta cepa paso de resultar sensible a
piperacilina/tazobactam y ceftazidima (27,4 y 26,4 mm, res-
pectivamente), a resultar resistente tras la incubacion anaero-
bia (12,1y 11,2 mm, respectivamente).

Aztreonam y piperacilina/tazobactam presentaron una
tendencia de reduccion de la sensibilidad tras la exposicion
anaerobia, siendo estadisticamente significativa Unicamente

para la cepa 2 (p<0,001 para ambos antimicrobianos). Cefta-
zidima presento una tendencia de aumento en la sensibilidad
tras la exposicion anaerobia para las cepas ATCC, 3y 4, resul-
tando significativa para la cepa 4 (p=0,034). Contrariamente,
la cepa 2 presentd una reduccion significativa en la sensibili-
dad para este antimicrobiano (p-valor <0,001). Imipenem por
su parte, presentd un aumento de sensibilidad significativo pa-
ra la ATCC (p=0,004), una reduccion significativa para la cepa 2
(p=0,007), o indiferencia para las cepas 3 y 4.

La respuesta a ciprofloxacino presentd una tendencia
de aumento en la sensibilidad no significativa para la ATCC,
permaneciendo invariable en el caso de la cepa 2, donde su
elevada resistencia a este antibidtico impidio la formacion de
halo de inhibicion en condiciones normales y tras la exposicion
anaerobia. Sin embargo, un importante aumento en la sensibi-
lidad se pudo observar en el caso de las cepas 3 y 4, resultando
estadisticamente significativa para ambas (p<0,001).

En cuanto a los aminoglicésidos, todas las cepas presenta-
ron, como por otro lado era perfectamente esperable, una re-
duccion en la sensibilidad tras la exposicion anaerobia, resultan-
do estadisticamente significativa para gentamicina en las cepas
2y 4 (p<0,001 y p=0,01, respectivamente). Tobramicina por su
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parte mostro diferencias significativas para tres de las cuatro ce-
pas, una de reduccion significativa en la actividad para las cepas
ATCCy 2, y un aumento en la sensibilidad para las cepas 3 vy 4,
siendo estadisticamente significativo para esta Ultima (p=0,007).

DISCUSION

Numerosos estudios han mostrado el efecto de las bajas
concentraciones de oxigeno en la sensibilidad de P. aerugino-
sa a los distintos antimicrobianos. Las condiciones de anae-
robiosis fomentan un estado de estrés en el que se produce
la activacion de factores de transcripcion alternativos con la
consiguiente expresion o represion de numerosos genes'®. Se
ha demostrado que las células de P. aeruginosa expuestas a
hipoxia presentan una mayor resistencia a los antimicrobianos®
y un aumento en la sintesis de alginatos'.

Un ejemplo de la importancia que puede llegar a alcanzar
la variacion en las concentraciones de oxigeno lo podemos en-
contrar en los biofilms bacterianos. En ellos se genera un gra-
diente de oxigeno desde la periferia hacia las capas mas inter-
nas'?, permitiendo que las células confinadas en las zonas de
mayor profundidad dispongan de concentraciones menores de
oxigeno. Las variaciones en las condiciones externas generan
por tanto cambios fenotipicos que influyen en la sensibilidad
antibiotica™, este efecto unido a la posible retencion de los an-
timicrobianos por los polimeros de la matriz externa' hacen
de los biofilms todo un reto para la antibioterapia moderna.

En la FQ, Pseudomonas spp. no crece formando un biofilm
sobre las células epiteliales, sino que se desarrollan embebidas en
el interior de la espesa mucosidad formado unas grandes colo-
nias esféricas denominadas "macrocolonias”. Las bacterias, tras ser
inhaladas y depositarse en la superficie de moco, comenzarian a
desplazarse activamente hacia el interior'®. En la FQ, Pseudomonas
se desarrolla en un medio donde la cantidad de oxigeno disponi-
ble es muy limitada (los valores de pQ., encontrados en el interior
de la mucosidad son de aproximadamente 2,5 mmHg), una vez
alcanzado el lumen del moco, pese a ser aerobia estricta, podria
iniciar una respiracion anaerobia utilizando como aceptor final en
la cadena de electrones el nitrato presente en el medio™'.

En clinica sin embargo, las condiciones no permanecen es-
taticas, existiendo fraccionamiento y expulsion del moco. En
este trabajo se ha tratado de simular una hipotética circuns-
tancia en la que las células pasasen de unas condiciones anae-
robias a una subita aerobiosis, y el efecto que ello conllevaria
en la sensibilidad antibiotica.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman por un
lado que la viabilidad de una especie bacteriana aerobia estric-
ta como es P. aeruginosa no se ve alterada por una pre-incu-
bacion anaerobia de 24 horas, y por otro lado los resultados
también muestran como esta pre-incubacion de 24 horas en
condiciones anaerobias produce variaciones apreciables en la
sensibilidad antibiotica.

La cepa ATCC presentd variaciones significativas Unica-
mente para tobramicina e imipenem, haciéndose mas sensible
con una pre-incubacion anaerobia de 24 horas.

Las cepas 3y 4 presentaron una respuesta muy similar en-
tre ellas. Ambas, cepas de fenotipo mucoide, presentaron un
importante aumento de la sensibilidad a ciprofloxacino tras
una exposicion anaerobia. Dicha variacion se deriva de cam-
bios fenotipicos debidos al medio externo sin necesidad de va-
riaciones genotipicas, algo ya observado en biofilms’®.

Las bombas de expulsion son un elemento clave para el
desarrollo de resistencias en P. aeruginosa. MexAB-OprM o
MexCD-OprJ son bombas de expulsién que intervienen en la
resistencia a numerosos compuestos, sin embargo ninguna
de ellas afecta a la sensibilidad a imipenem?. La sensibilidad
frente a este compuesto se ve afectada por la bomba de expul-
sion MexEF-OprN, por la pérdida de la porina oprD o por la ex-
presion de carbapenemasas. Pese a que el sistema de bombeo
MexEF-OprN no se ve alterado frecuentemente en los aislados
clinicos de P. aeruginosa, se ha demostrado la influencia de la
hipoxia en la expresion'®, y alta proporcion de alteraciones en
este sistema de bombeo en aislados provenientes de pacien-
tes con FQ'. En dicho estudio, 19 de las 20 cepas estudiadas
presentaron un aumento en la expresion de MexCD-Opr]) y
MexEF-OprN, siendo ambos los mecanismos mavyoritarios en la
resistencia a ciprofloxacino.

La cepa 2, de aspecto metdlico, sufrio drasticas variacio-
nes en la sensibilidad especialmente a los betalactamicos. El
cuadro de aumento de resistencia a aztronam, ceftazidima y
piperacilina-tazobactam, pero no para imipenem, sugiere la
existencia de un incremento en la expresion de alguna betalac-
tamasa, como pudiera ser la ampC cromosémica, si bien no se
puede descartar un efecto general en la respuesta derivado de
una adaptacion fenotipica a la presencia antibiotica.

Como conclusion, los resultados de este estudio sugieren
por un lado que una terapia encaminada a reducir la atmosfera
anaerobia generada en la mucosidad en pacientes con FQ (ya
fuera mediante fisioterapia respiratoria o farmacoldgicamente
con acetilcisteina o similares) podria promover la exposicion
de las células de P. aeruginosa a concentraciones de oxigeno
mayores, aumentando el éxito del tratamiento con ciertos an-
tibidticos, ya que se especula sobre la gran importancia de la
resistencia inducida por la hipoxia en los fracasos terapéuticos
de los pacientes con FQ™®.

Por otro lado, estos resultados nos deberian recordar la
potencial falta de fiabilidad de las determinaciones de sensibi-
lidad antibiotica tradicionales como un claro indicador del éxi-
to terapéutico. En algunas ocasiones, el resultado del antibio-
grama puede infravalorar el efecto del antimicrobiano, como
seria el caso de ciprofloxacino en las cepas 3 y 4, mientras que
en otros, como es el caso de la cepa 2 y los betalactamicos, la
efectividad del tratamiento seria sobrevalorada.
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