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INTRODUCCION



1.INFECCION PULMONAR CRONICA

Las vias aéreas son la puerta de entrada de los microorganismos hacia los pulmones. En
individuos sanos, las infecciones son raras a pesar de que las bacterias son inhaladas
continuamente. Esto se debe a los mecanismos de defensa presentes en la mucosa del tracto
respiratorio, como la presencia de moco Y cilios, inmunoglobulina A y macréfagos que previenen
la colonizacion bacteriana. En las vias aéreas altas, la flora presente incluye Staphylococcus
epidermidis, Corynebacterium spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. y Neisseria spp.,
y ocasionalmente puede existir colonizacion por Streptococcus pneumoniae y Haemophilus
influenzae. En las vias aéreas baja, la flora presente incluye Prevotella spp., Streptococcus spp.,
Fusobacterium spp., Veillonella spp., Haemophilus spp. y Acinetobacter spp. Sin embargo, el
microbioma puede variar segun las condiciones geograficas, climatolégicas y otras condiciones

medioambientales.

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y la fibrosis quistica (FQ) son enfermedades
relacionadas con la infeccién pulmonar cronica. Se caracterizan por una inflamacion de las vias
aéreas, alteracion de la produccién del moco y disminucion del aclaramiento muco-ciliar. Pueden
causar bronquiectasias, y ambas se caracterizan por repetidos ciclos de inflamacion, con
afectacion del tejido pulmonar e infecciones crdnicas bacterianas que contribuyen a un rapido

deterioro de la funcion pulmonar.

La EPOC se caracteriza por un flujo espiratorio disminuido, pérdida de elasticidad pulmonar,
fibrosis y estrechamiento de las vias aéreas. La inflamacion, el edema, y las secreciones también
contribuyen a la limitacion del flujo respiratorio. Fumar es el principal factor de riesgo. H.
influenzae es el mayor colonizador del pulmon de estos pacientes, junto con Moraxella catarrhalis
y Pseudomonas aeruginosa en menor medida. H. influenzae se asocia con infecciones cronicas

persistentes, algo que no ocurre tan frecuentemente con M. catarrhalis y P. aeruginosa (1).

La FQ es la enfermedad autosdmica recesiva mas comun en la poblacién caucasica, su frecuencia
estimada se sitla en 1 cada 2500 recién nacidos vivos. Esta enfermedad estd causada por
mutaciones en un gen del brazo largo del cromosoma 7, que codifica una proteina reguladora de la
conductancia transmembrana: cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR); un canal cloro
regulado por AMPc situado en las células epiteliales. Alrededor de 1000 mutaciones se han
relacionado con esta enfermedad. Sin embargo, la delecion de una fenilalanina en la posicién 508

(F508del) en CFTR es la mutacion mas comun. Ademas de su funcion como canal cloro, CFTR



regula otros canales de membrana como los canales de sodio o el transporte de HCO3'(2).

Aunque la proteina CFTR se expresa en la membrana apical de muchos tipos de células
epiteliales, el cuadro clinico esta focalizado en el tracto respiratorio, gastrointestinal y 6rganos
sexuales. El tracto respiratorio se ve afectado en mayor medida, ya que la reabsorcion de cloro y
sodio acompafiada de una reabsorcién pasiva de agua provoca la deshidratacion de la superficie
del epitelio ciliado aumentando la viscosidad de las secreciones. Esto, junto a la sulfatacion de los
proteoglicanos del moco, y la incapacidad de las células secretoras para responder a estimulos
externos, favorece la infeccién pulmonar crénica generada por distintos microorganismos

patdgenos.

En el inicio de la enfermedad, los primeros patdégenos implicados son los virus y bacterias
intracelulares como Mycoplasma pneumoniae o Chlamydophila pneumoniae . Poco después, los
patdgenos respiratorios de la edad pediatrica como H. influenzae o S. pneumoniae empiezan a
predominar, pero son répidamente desplazados por S. aureus y P. aeruginosa que tal como
muestra la figura 1, adquiere mayor relevancia en la edad adulta. Finalmente, y como
consecuencia de la degeneracion de la funcion pulmonar y el uso de antibi6ticos de amplio
espectro, se pueden aislar patégenos como Achromobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia,
Burkholderia cepacia complex (Bcc) asi como otros bacilos gram negativos no fermentadores (3).
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Figura 1. Patron de colonizacion (% aislamiento) por edades de pacientes FQ. CFF Annual Report 2011
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El manejo de estas infecciones conlleva un uso masivo de antibioticos. Obviamente, esta estrategia
ha reducido la morbilidad y mortalidad de estos pacientes, pero como dafio colateral ha aumentado
la prevalencia de bacterias multirresistentes (MDR): S. aureus meticilin resistente (MRSA), P.

aeruginosa MDR y otros bacilos gram negativos no fermentadores MDR (4, 5).

2. Pseudomonas aeruginosa

Caracteristicas generales.

P. aeruginosa es un bacilo gram negativo no formador de esporas. Estructuralmente, es un bacilo
recto o ligeramente curvo, cuyo tamafio oscila entre 0.5-1 pum de ancho y entre 1-3 um de largo.
Posee un flagelo polar que le confiere movilidad y diversos pilis o fimbrias.

Su metabolismo respiratorio es estrictamente aerobio. Sin embargo, puede crecer en condiciones
de anaerobiosis si utiliza el nitrato como alternativa de aceptor de electrones. A nivel metabolico,
P. aeruginosa no fermenta carbohidratos como la lactosa o sacarosa. Se caracteriza por poseer
catalasa y oxidasa. Y ademas, puede crecer a 42°C, caracteristica que la diferencia de otras

especies como P. fluorescences y P. putida.

Tiene la capacidad de producir pigmentos: piocinanina (azul), piorubina (rojo), piomelanina
(marrén) y pioverdina (verde), y puede tener variantes de crecimiento como el morfotipo enano o
“small colony variant” (SCV) o el morfotipo mucoide, ligados a las infecciones cronicas

respiratorias como la FQ (6).

Importancia clinica

A nivel hospitalario, P. aeruginosa es una de las causas de infeccidn mas frecuentes y graves,
asociada a una elevada mortalidad (7). Afecta especialmente a pacientes con heridas quirurgicas,
guemaduras, sometidos a ventilacion mecanica y a aquellos que reciben tratamiento
quimioterapico (7, 8). Las infecciones nosocomiales més frecuentes son la neumonia asociada a
ventilacién mecéanica, la bacteriemia, la infeccion urinaria, la infeccion de heridas y la peritonitis
en pacientes sometidos a dialisis peritoneal (9-11). También, es la principal causa de infeccion en
pacientes con enfermedades pulmonares cronicas como la FQ, las bronquiectasias o la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC). A nivel de las infecciones adquiridas en la comunidad,

destacan la foliculitis, la otitis externa, y la queratitis asociada al uso de lentillas.



Factores de patogenicidad

P. aeruginosa posee multiples, diversos y complejos factores de virulencia. La mayoria de los

factores se encuentran en ésta bacteria, como podemos ver en la tabla 1 tabla resumen.

Tabla 1. Principales determinantes de virulencia de P. aeruginosa

Localizacion o

clase

Factor de virulencia

Actividad o efecto

Superficie celular

Alginato Antifagocitaria/resistencia a opsonizacion
Endotoxico/antifagocitario
LPS
il Movilidad “twitching”, formacion biofilm,
ilis
adherencia
Movilidad, formacion biofilm, adherencia,
Flagelo quimiotaxis

Membrana

externa

Receptores siderdforos

Provee de hierro

Bombas de expulsion

Expulsion de antibioticos

Sistemas de
secrecion tipo 111

EXoSYExo T

Intoxicacion de polimorfonucleares

Blogueo de la transduccidon de sefiales de la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias
(12, 13)

Modulacion de GTPasas (14)

Exo U

Citotoxico

Fosfolipasa toxica (15)

Marcador de virulencia de cepas clinicas
(16)

Activador de canales de Ca** (17)

ExoY

Modulador del citoesqueleto de actina

Proteasas

Proteasa LasA; elastasa
LasB; proteasa alcalina;

proteasa IV

Degradacion de efectores inmunitarios
(anticuerpos, complemento, etc.)

Degradacion de proteinas de matriz




Adquisicion  de _ ) _ _ ) )
_ Pioverdina; piochelina Captan el hierro del huésped
hierro
Exotoxina A Inhibicion de la sintesis proteica
) Fosfolipasa leucocidina | Matar leucocitos
Toxinas __ __ _ _
Hemolisinas Hemolisis de glébulos rojos
secretadas _ _—
. Degradacion de glicolipidos de la
Ramnolipido o
superficie celular
Producen especies reactivas de oxigeno:
Factores Piocianina; H,0,
oxidativos Ferripiochelina Interrumpe la funcion de las células
epiteliales
LasR/Lasl Formacion de biofilm
Quorum sensing Regulacion de la secrecion de factores de
RhIR/RhII PQS _ )
virulencia

Resistencia antibiodtica

P. aeruginosa presenta de forma natural resistencia a muchos antibiéticos de uso clinico, tal como
la mayoria de penicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacion, y muchas de tercera
generacion, tetraciclinas, cloranfenicol, cotrimoxazol y rifampicina. La resistencia intrinseca de P.
aeruginosa se debe principalmente a la expresion de una beta-lactamasa cromosoémica inducible
no inhibible por acido clavulanico (cefalosporinasa del grupo AmpC). Ademas puede desarrollar
multirresistencia de alto nivel durante el tratamiento antibiotico, por adquisicion de mecanismos

de resistencia por transmision horizontal y por mutacién en genes cromosomicos.

Bombas de expulsion

Las bombas de expulsion encontradas en P. aeruginosa (tabla 2) pertenecen a la subclase RND
(resistencia-noculacion-division) y estan compuestas por tres componentes, una proteina situada
en la membrana citoplasmatica que actia como bomba, un canal situado en la membrana externa
y una proteina periplasmica que fusiona los otros dos componentes. Ademas de eliminar
antimicrobianos, las bombas de expulsidon permiten la eliminacion de detergentes, desinfectantes,

solventes organicos y moléculas involucradas en el quorum sensing (18).
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Se han descrito cuatro bombas de expulsion hasta la fecha: MexA-MexB-OprM y MexX-MexY -

OprM, que se expresan de forma constitutiva en las cepas wild-type y MexC-MexD-OprJ y MexE-

MexF-OprN, cuya expresion se observa en fenotipos multiresistentes.

Tabla 2. Bombas de expulsion de P. aeruginosa (Tratado SEIMC)

BL

CM

FQ

ML

TC

TP

NV

SF

AG

Mex A-

MexB- X (excepto

OprM imipenem)

MexC-
MexD- X
OprJ

MexE-
MexF-
OprN

MexX-
MexY-
OprM

X

(eritromicina)

BL.: betalactamicos; CM: cloranfenicol; FQ: fluoroquinolonas; ML: macroélidos; TC: tetraciclinas; TP: trimetoprim; NV:

Factores de cronicidad

novobiocina; SF: fulfonamidas; AG: aminoglucésidos

A continuacion, en la tabla 3, se presenta un resumen de las adaptaciones de P. aeruginosa en el

proceso de cronificacion de las infecciones.

Tabla 3. Factores de adaptacion de P. aeruginosa en el proceso de cronificacion de las infecciones.

COMPONENTE
BACTERIANO

ADAPTACION

EFECTO

Exopolisacéarido

De morfotipo no

mucoide a mucoide

Reducir la expresion de factores

de virulencia.

Resistencia antibiotica.

Resistencia al ataque inmunitario

Morfotipo

“Small colony

Resistencia

antibidtica,




variants” supervivencia intracelular,

reduccion de la a-toxina

ADN Mutaciones (SNP, Cambios genéticos de adaptacion
deleciones, etc.)
Proteinas de membrana externa Mutaciones en el gen Aumento de la transcripcion vy
Phu captacion de hierro
Lipopolisacarido Pérdida del antigeno O | Evasion del sistema inmunitario
Movilidad Pérdida del flagelo Evasion de la fagocitosis
Quorum sensing Mutaciones en lasR y | Disminuye la produccion de
rhIR factores de virulencia

Aumento de la resistencia a
betalactamicos
Ventajas de crecimiento con

niveles menores de aminoacidos

3. BIOFILM

Los biofilms se definen como comunidades bacterianas adheridas a superficies bioticas o abioticas
rodeadas de una matriz extracelular. Los biofilms se desarrollan en una unidad compleja y bien
coordinada por sefiales que regulan la densidad celular, la disponibilidad de nutrientes y energia
disponibles en el medio (19). La formacién de biofilm requiere un sistema de sefializacion celular
0 “gquorum sensing” que permite a la macrocomunidad bacteriana regular su densidad (20). Esta
forma de crecimiento es considerada como una estrategia de supervivencia bacteriana en
ambientes hostiles, incluyendo el ser humano (21) debido a su alta tolerancia a los

antimicrobianos y al sistema inmune.

La adherencia a una superficie es el primer paso para la formacion del biofilm y es posible gracias
a los flagelos y pilis, en el caso de bacterias gram negativas, 0 a proteinas de superficie, en el caso
de bacterias gram positivas. Después de la adhesidn, el biofilm prolifera y produce una matriz
extracelular, compuesta de diversos exopolisacéridos, proteinas, ADN, productos de lisis
bacteriana y compuestos del huésped. Finalmente, ocurre una fase de dispersion, en la cual
algunas bacterias se desprenden del biofilm para colonizar nuevas superficies y empezar de nuevo

el ciclo.

Acorde con la informacion disponible, entre el 65-80% de todas las infecciones estan asociadas a

la formacion de biofilms, evidenciando asi el enorme impacto clinico que supone. Ademas los
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biofilms estan relacionados con las infecciones cronicas mientras que el crecimiento planctonico
esta ligado a las infecciones agudas. En el ser humano, las heridas cronicas y las infecciones
pulmonares crénicas como las que se dan en la FQ representan el mayor porcentaje de infecciones

relacionadas con la produccion de biofilms (22-25).

En FQ, como en otras enfermedades pulmonares crénicas como bronquiectasias y EPOC, la
formacion de biofilm junto con la resistencia intrinseca de P. aeruginosa y la alta prevalencia de
cepas hipermutadoras, hacen que la erradicacion de la infeccion sea practicamente imposible
(26,27).

En resumen P. aeruginosa disefia una estrategia de supervivencia basada en reducir la expresion
de los factores de virulencia tradicionales para reducir costes energéticos e invertir la energia en
adaptarse a otras alternativas metabdlicas como las condiciones anaerobias que se dan dentro del
biofilm (28).

Resistencia antibiotica en biofilms

Una de las caracteristicas mas importantes de los biofilms es su mayor tolerancia a los
antimicrobianos. Se ha demostrado que un biofilm puede tolerar entre 100 y 1000 veces més
concentracion de antibidtico que bacterias en estado planctonico (22, 29-33). En los Gltimos afios
se ha profundizado en las causas involucradas en esta mayor tolerancia de los biofilms a los
antibidticos en las que concurren tanto aspectos fisiologicos como mecanismos de resistencia
propios que se resumen a continuacion.

Menor penetracion de antibidtico.

La matriz exopolisacarida actia como una barrera fisica que disminuye la penetracion de
antimicrobianos. Ademas el alginato y el ADN que contiene actGan como quelantes de los
antibiodticos(34)

Diferentes tasas de crecimiento vy disponibilidad de nutrientes

Los biofilms contienen canales que regulan la circulacion de agua, nutrientes y oxigeno (35). Sin
embargo, se forma un gradiente en el cual las zonas més externas son aerobias y metabolicamente
activas, mientras que las zonas mas profundas son anaerobias, nutricionalmente deficientes y con
menor tasa de crecimiento (36-40). Puesto que muchos antibiéticos muestran mayor efectividad
frente a células en division, estas células con menor crecimiento en las zonas internas del biofilm
contribuyen a la tolerancia antibidtica (29,41).

Fendmeno de persistencia

Las bacterias persistentes son variantes “dormidas” con una elevada tolerancia a los antibioticos
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(42) y a la respuesta inmunitaria, pudiendo causar recaidas de la infeccion (41).

Induccién de mecanismos de resistencia

Este tipo de resistencia depende de la presencia del antibidtico y puede ser especifica 0 no
especifica para un antimicrobiano particular. Uno de los mecanismos no especificos es la
regulacion positiva de bombas de expulsion. Diversos estudios han demostrado diferente

expresion de genes de resistencia en biofilm, comparado con crecimiento plancténico (43).

Resistencia mutacional

Las cepas hipermutadoras son muy prevalentes en las infecciones respiratorias cronicas. Los
mecanismos de mutacion clasicos juegan un gran papel en la resistencia antibiética del biofilm,
incluso mas que las propias caracteristicas fisiologicas (44). De hecho, existen estudios recientes
gue demuestran que la mutagénesis se ve aumentada en los biofilms y que la hipermutacion juega

un papel importante en los procesos de desarrollo, adaptacion y diversificacion. (45-48).

Transferencia de genes

La estructura del biofilm favorece la transferencia horizontal de genes entre bacterias, la cual juega

un papel muy importante en la aparicion de resistencias antibioticas (48).



HIPOTESIS
DEL
TRABAJO
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La infeccidn crdnica respiratoria por P. aeruginosa es la principal causa de morbilidad, mortalidad
de los pacientes con FQ y, como se ha expuesto previamente, la formacién de biofilm y la aparicion
de mutaciones adaptativas, incluidas las mutaciones de resistencia, contribuyen al establecimiento y
permanencia de la infeccion crénica y hacen extremadamente dificil la erradicacion de P.
aeruginosa.

Por ello es fundamental la busqueda de nuevos tratamientos o estrategias terapéuticas que ayuden a
prevenir la formacion y/o erradicacion del biofilm. En los Gltimos afios se esta profundizando en el
desarrollo deterapias de mantenimiento con, cada vez mas, antibioticos inhalados (tobramicina,
aztreonam, levofloxacino, colistina, amikacina) con las que se alcanza una mayor concentracion
intrapulmonar que con las terapias endovenosas u orales.

Por otro lado, existen interacciones antagonistas entre mecanismos de resistencia que pueden
ayudar a disefiar nuevas estrategias terapéuticas. El tratamiento con aminoglucésidos conlleva, a
menudo, la seleccion de mutantes que sobreexpresan la bomba de expulsion MexXY-OprM, la cual
ha sido frecuentemente relacionada con la inactivacion de la bomba de expulsion MexAB-OprM.
(49). Por tanto, teéricamente, el tratamiento con sustratos de MexXY-OprM (como tobramicina)
estara ligado a una mayor sensibilidad a los sustratos de MexAB-OprM (como aztreonam).
Entonces, el tratamiento secuencial con tobramicina seguido de aztreonam deberia suponer un

aumento del efecto terapéutico y una disminucién en la seleccion de mutantes.



OBJETIVOS
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1. Evaluar la eficacia terapeutica del tratamiento secuencial con antibidticos inhalados en un modelo

in vitro de crecimiento en biofilm.

2. Evaluar la dinamica de seleccion de mutantes en los biofilms sometidos a terapia secuencial.

3. Comparar el efecto de la monoterapia con tobramicina y aztreonam con la alternancia secuencial de

ambos antibidticos.



MATERIALES
Y
METODOS
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Cepas de P. aeruginosa:
De una coleccién de cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes de FQ, previamente
caracterizada, se seleccionaron dos cepas en base a su capacidad de formar biofilm y por su

importante relevancia clinica.
- Cepa 1089: cepa hipermutadora
- Cepa 146: cepa epidemica multirresistente. Clon epidémico de Liverpool (LES-1).

Las cepas clinicas de P. aeruginosa se marcaron con fluorescencia, utilizando gfp (green
fluorescent protein) en construcciones mini-Tn7, conteniendo gentamicina como marcador de

resistencia.

Modelo de crecimiento de biofilm en caAmara de flujo o flow cell

Los biofilms se formaron en el sistema flow cell . Este sistema esta formado por un matraz que
abastece de medio a los canales de la celda de flujo o flow cell mediante una bomba peristaltica.
Las flow cell disponen de tres canales, y en cada uno de ellos se inocula la suspension de la cepa
bacteriana. En los canales se inocularon 250ul de una dilucion saturada de P. aeruginosa
(aproximadamente 10°-10" UFC/ml) y se dejo el sistema sin flujo durante 1 h para permitir la
adherencia bacteriana. Después, se instaur6 un flujo de 3 ml h™, mediante una bomba peristéltica
Watson Marlow 205S, con medio FBA suplementado con glucosa 0.3 mM y 2% de caldo Luria-

Bertani (LB) (las cepas demostraron ser auxotrofas). Los biofilms se incubaron a 30°C.

Flow channels

Media bottle Pump Bubble traps Connectors Waste bottle

Figura 2. Esquema del sistema flow cell. El matraz con medio es donde afladimos los antibi6ticos y
abastece a los canales de la celda de flujo. La bomba peristaltica provee el flujo laminar. Las buble traps o
atrapador de burbujas, se encarga de eliminar las burbujas de aire que se formen en el sistema. La flow cell
0 camara de flujo consta de tres canales en los que se inocula la cepa y donde se va a formar el biofilm. El

matraz recolector es utilizado para recoger el medio sobrante.
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El tiempo Optimo para empezar los tratamientos se establecié en 96 horas. Tiempo en el que

encontramos un biofilm maduro, simulando una infeccion crénica respiratoria.

Se instauraron 4 tratamientos diferentes, eligiendo la concentracion pico de antibiotico alcanzada
en esputo tras inhalaciéon, 1000 mg/l de tobramicina (TOB) y 700 mg/l de aztreonam (ATM). Los

distintos tratamientos fueron:
— Tobramicina (6 dias de tratamiento).
— Aztreonam (6 dias de tratamiento).

—  Tobramicina (2 dias de tratamiento) / Aztreonam (2 dias de tratamiento) / Tobramicina

(2 dias de tratamiento).

— Aztreonam (2 dias de tratamiento) / Tobramicina (2 dias de tratamiento) / Aztreonam

(2 dias de tratamiento).

Evaluacion de la eficacia terapéutica y de la seleccion de mutantes

A diferentes tiempos, t0 (96 horas, biofilm maduro, antes de iniciar tratamiento), t4 (4 dias de
tratamiento) y t6 (6 dias de tratamiento), se separa el biofilm mediante lavado con 1 ml de una
suspension de glass beads en 0,9% de NaCl y se recoge para su posterior siembra. Se realizan
diluciones seriadas y se siembra en agar Muller-Hinton (MHA) para determinar el nimero de
células viables. Los mutantes resistentes se determinan mediante siembra en placas de MHA con
una concentracién de antibiotico de 4 y 16 veces la CMI de ATM (8 y 32 mg/l respectivamente) y
4y 16 veces la CMI de TOB (16 y 64 mg/l respectivamente, para la cepa 1089; 4 y16 mg/I
respectivamente, para la cepa LES1). Las placas se incubaron a 37°C durante 24h para el posterior

contaje de bacterias viables; y durante 36h para el contaje de mutantes.

Anélisis microscépico

El seguimiento del biofilm se realiz6 cada dos dias mediante microscopia laser confocal (MLC).
Para visualizar el efecto bactericida de los diferentes antibioticos, los biofilms se tifieron con
ioduro de propidio y las células/areas muertas del biofilm se observaron en color rojo. Las
imagenes se reconstruyeron tridimensionalmente mediante el software IMARIS (Bitplane AG,
Zurich, Switzerland) y se calcularon parametros estructurales, como la biomasa, mediante el
programa COMSTAT (50).
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Todos los experimentos se realizaron por triplicado (3 canales por cada celdilla de flujo).

Analisis estadistico

El analisis comparativo entre la biomasa del biofilm control frente al biofilm tratado con cada uno
de los cuatros regimenes y la biomasa de los biofilms con tratamientos individuales frente a
tratamientos secuenciales se hizo mediante Mann- Whitney U test. Los valores de P <0,05 se

consideraron como estadisticamente significativos.



RESULTADOS



21

LES-1

Tal como muestra la figura 1, en la cepa LES-1, ATM redujo ligeramente la carga bacteriana (3
log a los 6 dias de tratamiento). Mientras que el tratamiento con TOB consiguio reducir la carga
bacteriana por debajo del limite de deteccion desde t4 hasta el final del experimento. El
tratamiento secuencial T/A/T, reduce la carga bacteriana por debajo del limite de deteccion desde
t4 hasta el final del tratamiento. Esta reduccion, comparada con la cepa control sin tratamiento,
fue de 11 log aproximadamente, ademas se demostr6 que la terapia T/A/T fue muy superior a la
monoterapia con ATM, aungue no con TOB, en términos de células viables. El tratamiento
secuencial A/T/A también redujo la carga bacteriana por debajo del limite de deteccion desde t4
hasta el final del tratamiento. La disminucion de células viables, comparada con el grupo control
no tratado, fue de aproximadamente 11 log y en cuanto a la comparacion con las monoterapias, el

tratamiento secuencial A/T/A fue muy superior al tratamiento con ATM, pero no con TOB.
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Figura 1.Dindmica poblacional de la cepa LES-1. Los resultados representan las medianas (puntos) y el
rango intercuartil (barras de error) de tres experimentos independientes.

En la figura 2, observamos que ATM disminuy6 los mutantes resistentes preexistentes, pero no
los erradico por completo. Con el tratamiento con TOB (figura 3) no se seleccionaron mutantes y
se erradicaron los mutantes resistentes a TOB preexistentes (aproximadamente 4 log a t6). Con las
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terapias secuenciales con T/A/T y A/T/A no se seleccionaron mutantes resistentes y se erradicaron
los mutantes preexistentes (figuras 2 y 3).
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Figura 2. Dindmica en el tiempo de los mutantes resistentes de la cepa LES-1, a 4 y 16 veces la CMI de
ATM. Los resultados representan las medianas (barras) de tres experimentos independientes.
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Figura 3. Dinamica en el tiempo de los mutantes resistentes de la cepa LES-1, a 4 y 16 veces la CMI de
TOB. Los resultados representan las medianas (barras) de tres experimentos independientes.

En cuanto a la biomasa (figura 4), ATM no consiguié disminuirla. Con TOB, sin embargo, la
reduccion de la biomasa del biofilm fue estadisticamente significativa al compararla con el grupo

control. Con T/A/T la disminucion de la biomasa fue significativa tanto al compararla con el
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grupo control sin tratamiento como al compararla con las monoterapias. Al igual que el otro
tratamiento secuencial, A/T/A redujo de forma estadisticamente significativa la biomasa del

biofilm, tanto al comparar con los grupos control sin tratamiento como con las monoterapias
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Figura 4. Analisis de la biomasa del biofilm formado por la cepa LES-1 bajo tratamiento antibi6tico o
control (FB) obtenido con el programa COMSTAT. Los resultados representan la media (barras) y la
desviacion estandar (barras de error) de tres experimentos independientes.*: diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos y control. **: diferencia estadisticamente significativa entre aztreonam y
tratamientos secuenciales. ***: diferencia estadisticamente significativa entre tobramicina y tratamientos

secuenciales.

Respecto a las imagenes obtenidas con tecnologia laser confocal, en la figura 5 se puede ver como
ATM no redujo la biomasa, posiblemente, debido a la gran filamentacion observada en las
imagenes 3D. En resumen, ATM altera la estructura del biofilm maduro de LES-1, sin conseguir
un efecto bactericida sobre el mismo. Con TOB las imagenes 3D mostraron como el biofilm
conservaba su estructura y como habia células vivas (verdes) en su interior. Hecho que contrasta
con los resultados mostrados en la figura 1. La explicacién podria venir dada porque las células en
el interior del biofilm estan vivas, pero no son viables en estado planctonico. Con la terapia
secuencial de A/T/A las imagenes 3D evidencian un efecto sinérgico del efecto bactericida y de
filamentacion. Con la terapia secuencial de T/A/T, las imagenes 3D evidenciaron la

desestructuracion del biofilm, asi como su efecto bactericida.
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FB ATM TOB A/T/A T/A/T

Figura 5. Imagenes tridimensionales y cortes transversales de la cepa LES-1 (marcada con GFP,
verde)-como control, y biofilm tratado con los diferentes regimenes, y tefiidos con ioduro de

propidio (células muertas, rojo). Imagenes obtenidas en tres tiempos distintos: t0, t4 y t6.
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1089

Como vemos en la figura 6, ATM disminuyd el nimero de células viables (aproximadamente 6
log en 6 dias), pero no logro erradicar completamente el biofilm. TOB, al igual que pasa con LES-
1, redujo el numero de células viables por debajo del limite de deteccion desde t4 hasta final del
tratamiento. En el tratamiento secuencial A/T/A se redujo la carga bacteriana por debajo del
limite de deteccion desde t4 hasta el final del tratamiento. La reduccion al final del tratamiento
(t6), comparado con el grupo control sin tratamiento, fue de 9 log aproximadamente. En
comparacion con las monoterapias, este tratamiento secuencial fue muy superior al tratamiento
con ATM, e igual de efectivo que la terapia con TOB. El tratamiento secuencial T/A/T redujo la
carga bacteriana por debajo del limite de deteccion al final del tratamiento (t6). Comparando con
los grupos control sin tratamiento, se redujo aproximadamente 9 log., y con las monoterapias, este
tratamiento secuencial fue muy superior al tratamiento con ATM, pero no con TOB en cuanto a la

erradicacion de células viables.
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Figura 6. Dinamica poblacional de la cepa 1089. Los resultados representan las medianas (puntos) y el rango

intercuartil (barras de error) de tres experimentos independientes.

Tal como vemos en las figuras 7 y 8, ATM redujo los mutantes preexistentes, hasta erradicarlos a

los 6 dias de tratamiento. Con el tratamiento con TOB no se seleccionaron mutantes. Y con las
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terapias secuenciales, A/T/A 'y T/A/T, no se seleccionaron mutantes resistentes y se erradicaron
los mutantes preexistentes.
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Figura 7. Dindmica en el tiempo de mutantes resistentes de la cepa 1089, a 4 y 16 veces la CMI de ATM. Los
resultados representan las medianas (barras) de tres experimentos independientes.
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Figura 8. Dindmica en el tiempo de mutantes resistentes de la cepa 1089, a 4 y 16 veces la CMI de TOB. Los
resultados representan las medianas (barras) de tres experimentos independientes.

La figura 9 muestra como con el tratamiento con ATM la reduccion de la biomasa fue
estadisticamente significativa. Con TOB no se evidencié una disminucién de la biomasa. El
tratamiento secuencial con A/T/A fue superior que la monoterapia con TOB (estadisticamente

significativo a t4), pero no con ATM. La terapia secuencial T/A/T demostré una menor eficacia en
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la reduccion de la biomasa que la monoterapia con ATM, aunque si fue mas efectiva que la

monoterapia con TOB a t4 (estadisticamente significativo).
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Figura 9. Analisis de la biomasa del biofilm formado por la cepa 1089 bajo tratamiento antibi6tico o control

(FB) obtenido con el programa COMSTAT. Los resultados representan la media (barras) y la desviacién

estandar (barras de error) de tres experimentos independientes.*: diferencia estadisticamente significativa

entre tratamientos y control. **: diferencia estadisticamente significativa entre aztreonam y tratamientos

secuenciales. ***: diferencia estadisticamente significativa entre trobramicina y tratamientos secuenciales.

En la figura 9, se evidencia el efecto bactericida y la filamentacion causada por ATM. Con el

tratamiento con TOB, las imagenes 3D, de nuevo, muestran células vivas en el interior del biofilm.

En el tratamiento secuencial A/T/A, las imagenes CLSM muestran un efecto sinérgico del efecto

bactericida y de filamentacion, con un aumento de la destruccién del biofilm. En el tratamiento

secuencial T/A/T las imagenes 3D evidencian un aumento de estructuras verdes (células vivas).
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Figura 10. Iméagenes tridimensionales y cortes transversales de la cepa 1089 (marcada con GFP,
verde)-como control, y biofilm tratado con los diferentes regimenes, y tefiidos con ioduro de

propidio (células muertas, rojo). Imagenes obtenidas en tres tiempos distintos: t0, t4 y t6.



CONCLUSIONES
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1. El tratamiento en monoterapia con ATM redujo 3 y 6 log la carga bacteriana a los 6 dias en

LES-1 y 1089, respectivamente.

N

. La terapia con TOB demostro reducir la carga bacteriana por debajo del limite de deteccién a

los 6 dias tanto en LES-1 como en la cepa 1089.

w

. Las terapias secuenciales erradicaron las células viables a tiempo 6 en ambas cepas.

4. Los tratamientos estudiados no solo no seleccionaron mutantes resistentes, sino que

eliminaron los mutantes espontaneos preexistentes.

(62}

. Las terapias secuenciales comparadas con las monoterapias tuvieron un mayor efecto en
reduccién de la biomasa y mayor efecto bactericida, excepto a t6 para 1089 en la alternancia
AITIA.

6. El tratamiento con ATM provocd la filamentacion de ambas cepas lo que produjo la

desestructuracion del biofilm.

7. En la reconstruccion tridimensional de las imagenes se observa una sinergia en los

tratamientos secuenciales, sobre todo en T/A/T, entre la filamentacion y el efecto bactericida
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