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en biopeliculas y poblaciones plancténicas de
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Palabras clave

Objetivo. Evaluar la susceptibilidad / resistencia in vitro de biopeliculas y poblaciones planctonicas
de Pseudomonas aeruginosa de origen hospitalario a la ciprofloxacina y compararlas con los
resultados con las pruebas de susceptibilidad estandar obtenidos. Diserio: Estudio microbiologico.
Lugar: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, UNMSM. Material
biologico: Cepas de Pseudomonas aeruginosa. Intervenciones: En cepas resistentes y sensibles
obtenidas del Hospital del Nifio, se realizo pruebas de concentracion minima inhibitoria (MIC);
luego, se procedio a formar las biopeliculas, en membranas de filtracion y cultivos planctonicos en
caldo, para ser sometidos ambos a diferentes concentraciones de ciprofloxacinay realizar el conteo
enplacas aintervalos de 40 minutos y a las 24 horas de exposicion. Principales medidas de resultados:
Susceptibilidad / resistencia in vitro de biopeliculas y poblaciones planctonicas de Pseudomonas
aeruginosa de origen hospitalario. Resultados: Al examinar la cepa sensible, ésta incrementa su
resistencia en mas de 200 veces, bajo la forma de biopelicula, encontrdandose una diferencia poco
significativa en las cepas resistentes, ya que la poblacion comienza a disminuir alrededor de una
concentracion de 128 ug/mlL de la droga. Conclusiones: Una misma cepa, como en el caso de la
Pseudomona aeruginosa, tiene un comportamiento distinto a la ciprofloxacina, de acuerdo a su
Jforma de crecimiento. Se recomienda la determinacion del MIC en biopeliculas de agentes etiologicos
de infecciones recurrentes y cronicas que desarrollan el estado de biopelicula.

Pseudomonas aeruginosa; ciprofloxacina; agentes antiinfecciosos, infecciones por pseudomonas.

In vitro determination of ciprofloxacin resistance
in Pseudomonas aeruginosa biofilms and hospital
planktonic populations

Abstract

Objective: To assess in vitro sensitivity / resistance of biofilms
and planktonic populations of Pseudomonas aeruginosa froma
hospital environment to ciprofloxacin andto compare them against
the results of standard susceptibility test obtained. Design:
Microbiological study. Setting: Molecular Microbiology
Laboratory, Faculty of Biological Sciences, UNMSM. Biologic
material: Pseudomonas aeruginosa strains. Interventions:
Resistant and susceptible strains obtained form Hospital del Nirio
were tested for minimum inhibitory concentration (MIC); then
biofilms were formed on filtration membranes, and planktonic
cultures in broth were tested with different ciprofloxacin
concentrations, with plate count at 40 minutes intervals and 24
hours after exposure. Main outcome measures: In vitro
susceptibility / resistance of hospital origin Pseudomonas
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aeruginosa biofilms and planktonic populations. Results: Sensitive
strains increase their resistance more than 200 times under biofilm

growth, no significant difference was found with resistant strains
and both start to decrease their population at about 128 ig/mL

drug concentration. Conclusions: The same strain, as in case of
Pseudomona aeruginosa, has a different response to ciprofloxacin,

according to its growth. A MIC biofilm test of recurrent and chronic
infections etiological agents is recommencded.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; ciprofloxacin; anti-infective
agents; pseudomonas infections.

INTRODUCCION

Las biopeliculas son comunidades com-
plejas de microorganismos, presentes en
ambientes naturales, que crecen sobre una
superficie viva o inerte y que estin ence-
rradas en una matriz de exopolisacarido,
formando asociaciones de una o maultiples
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especies con una organizacién semejante a
la de los organismos multicelulares (). Las
biopeliculas son muy dificiles de erradicar y
son una fuente de infecciones persistentes.
Su presencia en implantes médicos se debe
al contacto de estos con fluidos corporales y
a la reduccién de la respuesta inmune en las
proximidades de cuerpos extrafios (*>%). En
la biopelicula, las células bacterianas estan
distribuidas heterogéneamente formando
microcolonias, donde solamente 10 a 20%
del volumen total es celular; el resto es
polisacarido, penetrado por minudsculos ca-
nales de agua. La tasa de crecimiento de la
biopelicula es reducida, comparada con la
de las bacterias plancténicas, en estado li-
bre o de no asociacién (*°).

Las infecciones causadas por biopeliculas
comparten algunas caracteristicas clinicas.
Se desarrollan preferentemente en superfi-
cies inertes o en tejido muerto y aparecen
comunmente en dispositivos médicos im-
plantados; también, pueden formarse en te-
jido vivo, como en el caso de la endocardi-
tis. Las biopeliculas crecen lentamente, en
uno o mas lugares y este tipo de infeccio-
nes a menudo no producen una mejora en
los sintomas. Las bacterias plancténicas
secretan antigenos y estimulan la produc-
ciéon de anticuerpos, pero estos son poco
efectivos para eliminar los microorganismos
que conforman la pelicula, incluso en per-
sonas con un excelente estado inmunoldgico
(%). La fibrosis quistica, endocarditis, otitis
media, periodontitis y prostatitis crénica pa-
recen ser, todas, causadas por microorga-
nismos asociados en biopeliculas (?).

Una biopelicula es dificil de tratar con
antimicrobianos, debido a que estos o son
rapidamente inactivados o fallan en penetrar
en su estructura, lo cual determina la resis-
tencia de la biopelicula (biofilm) a estos com-
puestos; esta llega incluso a ser 1 000 veces
mas alta. Estas mismas bacterias pueden tor-
narse sensibles cuando crecen bajo condi-
ciones plancténicas (7). Se ha estudiado di-

ferentes métodos para combatir peliculas
bacterianas, incluyendo el uso combinado
de varios agentes antimicrobianos, repor-
tandose previamente combinaciones de
tobramicina y piperacilina, tosufloxacina y
eritromicina, clindamicina y claritromicina,
por su efectividad en el tratamiento (%).

La Pseudomonas aeruginosa es una bac-
teria oportunista gram negativa, patégeno
intrahospitalario en pacientes inmunodefi-
cientes o con brechas en las defensas fisi-
cas del cuerpo, como las producidas por
heridas, quemaduras o tulceras. Forma
biopeliculas en dispositivos médicos, sien-
do ademas agente causal de la fibrosis
quistica, cuyo tratamiento se asocia regu-
larmente al desarrollo de resistencia a
ciprofloxacina y a aminoglicésidos (°).

El incremento de la resistencia en
biopeliculas da como resultado la falla usual
de los antibacterianos para su erradicacion,
aunque las pruebas de laboratorio demues-
tren sensibilidad a los antibidticos utiliza-
dos, por lo que se ha propuesto el desarro-
llo de biopeliculas para usarlas en la deter-
minacién de la susceptibilidad a antibidticos

(7,10).

En el presente trabajo, se evalda la sus-
ceptibilidad de cepas de P. aeruginosa se-
leccionadas de origen hospitalario, resis-
tentes y sensibles a ciprofloxacina, bajo el
estado de biopelicula y como cultivos
plancténicos.

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 cepas de Pseudomonas
aeruginosa, pertenecientes al cepario del
Laboratorio de Microbiologia Molecular,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, UNMSM
('Y, y al Hospital del Nifo (cortesia del Dr.
Rito Zerpa). Las cepas seleccionadas fue-
ron nombradas PS1, PS2, PS3, PS4, PS5,
PS6, PS7, PS8, PS9, PS10, PS11 y PS12
('Y y PS13, PS14 (Hospital del Nifo).
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La solucién madre del antibiético se pre-
par6 diluyendo la ciprofloxacina en agua
destilada filtrada y se guardé a -4°C. Las
soluciones de uso fueron preparadas sema-
nalmente, para asegurar el mantenimiento
de la potencia del antibiético.

La prueba de concentracién minima
inhibitoria (MIC) se realiz6 en agar Miieller-
Hinton con ciprofloxacina, conforme a las
recomendaciones de Clinical and Laboratory
Standards Institute para la prueba en placa
(CLSI; NCCLS, 2004). Se sembrd por dise-
minacién 10 pL de un cultivo reciente en
caldo tripticasa soya (TSB) y se incub6 a 37
°C por 24 horas. Las pruebas se realizdé por
duplicado y las concentraciones de antibio-
tico utilizadas fueron 0,125; 0,25; 0,5; 1;
2; 4; 8; 16; y 32 pug/mL. Los resultados
fueron registrados en razén al crecimiento o
no de las cepas, frente a las diferentes con-
centraciones del antibidtico.

Para la preparaciéon de biopeliculas, se
utiliz6é cultivos en caldo TSB, con opaci-
dad seguin escala N° 1 de Mc Farland. Se
inoculé 5 uL del caldo sobre membranas
de nitrocelulosa, previamente esterilizadas
con radiacién UV por 20 minutos y coloca-
das sobre TSA. Se incub6 a 37 °C por 48
horas, para asegurar la maduracién de las
biopeliculas (Figura 1).

Para la evaluaciéon de las cepas de P.
aeruginosa en estado planctdénico, se culti-
vo en TSB toda la noche, a 37 °C, hasta
alcanzar la escala N° 1 de Mc Farland. Se
tom6 una alicuota para su dilucién en solu-
cién salina (SS) y se sembrdé en agar
tripticasa soya (TSA), mediante la técnica
de difusién, para obtener el numero de cé-
lulas viables cultivables en el tiempo cero.
Se afiadi6 ciprofloxacina al cultivo restan-
te, hasta alcanzar las concentraciones de
0,125, 4 y 16 pug/mL. Se realiz6 una curva
de crecimiento, tomando siete muestras cada
40 minutos y una final a las 24 horas de
exposiciéon al antibidtico; se mantuvo la
incubacion a 37 °C. Se procedié con el re-
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cuento de igual manera que en el tiempo
cero. Para el recuento y la expresion de
resultados, se siguié las recomendaciones
de la Food and Drug Administration (FDA)

(12).

Las membranas maduras fueron coloca-
das sobre placas de TSA con ciprofloxacina.
Solo una de las membranas (tiempo cero)
fue colocada en SS y vortexada durante 1 a
2 minutos, para el desprendimiento de las
células. Una muestra del homogenizado se
diluy6é en SS para el recuento en placa. Las
demais membranas fueron sometidas al mis-
mo tratamiento, cada 40 minutos; se tomo
una muestra luego de 24 h de exposicion al
antibiodtico. Las concentraciones de
ciprofloxacina utilizadas fueron las mismas
que para las células plancténicas. Para el
recuento en placa sobre TSA, se sembrd por
diseminacion hasta una dilucién de 107'%; se
incub6é a 37 °C por 18 a 24 horas. Los re-
sultados fueron expresados igual que para
células viables cultivables planctdnicas.

RESULTADOS

Las pruebas de concentracién minima
inhibitoria (MIC) para ciprofloxacina die-
ron como resultado sensibilidad en 12 de
las 14 cepas probadas; las cepas resistentes
(PS13 y PS14) expresaron crecimiento has-
ta en 32 pg/mL.

Para las pruebas de evaluacién, se selec-
cion6 las cepas PS9 (sensible), PS13 y PS14
(resistentes). Cabe resaltar que las cepas
PS13 y PS14 mostraron un fenotipo dife-
rente en agar Miieller-Hinton con antibidti-
co: PS13 como una colonia rugosa y PS14
como una colonia lisa y méas plana. Se se-
leccion6 al azar la cepa PS3 (sensible), para
corroborar los resultados con la cepa PS9,
datos no mostrados.

Las pruebas para la evaluaciéon de las
cepas se realizé con 3 concentraciones di-
ferentes de antibidtico: baja (0,125 wpg/mL),
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media (4 pg/mL) y alta (16 pug/mL), para
ambos tipos de cultivo plancténico vy
biopelicula; las concentraciones fueron con-
sideradas tomando en cuenta las reportadas
en suero por la FDA y también los resulta-
dos de estudios previos (*-!%). El desarrollo
de las biopeliculas en membrana se aprecia
en la Figura 1. Las curvas de crecimiento
con los valores promedio obtenidos para
biopeliculas y cultivos plancténicos a las
concentraciones baja, media y alta respec-
tivamente, se observa en la Figura 2.

La cepa sensible PS9 disminuyé su po-
blacién visiblemente con una concentracién
baja de antibidtico en estado planctdnico.
Sin embargo, luego de 24 horas, aun cuan-
do la poblacién no desaparece, ésta dismi-
nuye en mas de 5 unidades logaritmicas; a
concentraciones media y alta la poblacién
plancténica, desciende a niveles no
mensurables por la técnica utilizada para el
recuento de microorganismos viables. La
misma cepa en estado de biopelicula cam-
bia su comportamiento frente a las mismas
dosis de antibidtico; su poblacién no dis-
minuye en alguna de las concentraciones;
incluso, luego de 24 horas la poblacién pa-
rece mantenerse estable.

Las cepas resistentes PS13 y PS14 no
mostraron variacién alguna en su compor-
tamiento, a pesar de exhibir fenotipos dife-
rentes; resistieron en ambos tipos de culti-
vo de manera similar, a iguales concentra-
ciones de antibiético y no mostraron mayor
variacién en una comparacioén entre las mis-
mas. En la Figura 3 se resume la reduccién
de la poblaciéon en las 3 cepas, a diferentes
concentraciones de ciprofloxacina, cuando
son mantenidas en estado de biopelicula.

DISCUSION

La mayoria de ensayos para poner en
evidencia la susceptibilidad de una bacte-
ria a un determinado antibidtico utiliza los
métodos estandarizados de Kirby- Bauer o

MIC (en placa o en tubo) o ambos (**'%), los
cuales son aplicados a bacterias que crecen
en estado plancténico. Sin embargo, y a
pesar de la conveniencia de estas pruebas
debido a que nos dan resultados rapidos,
no nos determinan la resistencia que se de-
sarrolla en enfermedades en las cuales la
bacteria forma biopelicula, como es el caso
de Pseudomonas aeruginosa en otitis me-
dia, fibrosis quistica o asociados a materia-
les en contacto con el cuerpo, como lentes
de contacto y catéteres (5).

Los datos de evaluacion de la sensibili-
dad muestran que, cuando se compara los
valores MIC con los obtenidos en el en-
frentamiento de la ciprofloxacina a
biopeliculas, se refleja una diferencia entre
los estandares de la NCCLS (actualmente
Clinical and Laboratory  Standards
Institute) probados con las cepas
plancténicas y los aislados de Pseudomonas
aeruginosa crecidos como biopeliculas ('°).

Estudios previos han demostrado que una
terapia a base de ciprofloxacina, una
quinolona con vida media de 3 a 15 horas y
administrada cada 12 a 24 horas, brinda la
ventaja de un buen rendimiento (!>2°). La
ciprofloxacina es una de las quinolonas to-

Figura 1. Crecimiento en placa de biopeliculas de Pseudomonas
aeruginosa sobre una membrana de filtracion de nitrocelulosa
(poro 0,22 pm de diametro), luego de 48 horas de maduracion.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de biopeliculas y cultivos planctonicos a 0,125, 4 y 16 pg/mL de ciprofloxacina, de las cepas PS14,
PS13y PS9 de P. aeruginosa. Los puntos representan la media de las mediciones realizadas; las lineas azules representan las
biopeliculas y las verdes los cultivos planctonicos.

davia recetada mayormente para el trata-
miento de algunas infecciones en nuestro
pais, como las urinarias, fibrosis quistica,
pie diabético, otitis media y como alterna-
tiva a la tetraciclina en el tratamiento del
colera. Algunas de las quinolonas mas re-
cientes tienen un efecto téxico para los pa-
cientes y son usadas solo en algunos tipos
de infecciones 9. No obstante,
ciprofloxacina no contribuye de manera sig-
nificativa en la erradicacién de las infec-
ciones, ya que una cepa sin resistencia que
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se encuentre formando una biopelicula
incrementari su capacidad para mantener-
se infecciosa debido a la protecciéon que este
estado le permite. Las pruebas que se reali-
za para la evaluacion de sensibilidad de una
bacteria como Pseudomonas aeruginosa, no
estdn dando un resultado efectivo en caso
de enfermedades infecciosas que son pro-
ducidas por biopeliculas, lo que se refleja-
ria en casos de infecciones persistentes y
con poco o moderado efecto de los
antibidticos suministrados.
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Figura 3. Disminucion logaritmica de la poblacion bacteriana de
las cepas en estado de biopelicula a diferentes concentraciones
de antibiotico. Los valores positivos representan la media al
inicio y los valores negativos representan la disminucion
logaritmica después de 24 horas.

El estudio demuestra que existen dife-
rencias para una misma cepa que, expre-
sando susceptibilidad al MIC, es potencial-
mente resistente cuando adopta un estado
de biopelicula. La biopelicula de la cepa
PS9 sensible demostr6 una resistencia que
superé en mas de 200 veces (32 ug/mL) la
concentracién minima inhibitoria a la que
fue susceptible en estado planctdénico; de
la misma manera, PS3, la cepa que se usé
para respaldar los resultados con PS9, mos-
tr6 como biopelicula una disminuciéon en la
actividad de la ciprofloxacina, comparado
con la prueba de sensibilidad estdndar y con
el cultivo plancténico en caldo.

Las infecciones de implantes médicos,
como catéteres intravenosos, urinarios y
peritoneales, son probablemente los mayor-
mente estudiados (>**). En estos estudios, los
antibiéticos suministrados en dosis muy al-
tas han demostrado ser efectivos contra
biopeliculas; sin embargo, si muchos
antibidticos tienen buena actividad en prue-
bas estandares de susceptibilidad, ésta no es
la misma actividad contra biopeliculas (*!).

El uso de membranas, como soporte para
el desarrollo de biopeliculas en los ensayos

de susceptibilidad a ciprofloxacina, resulto
ser un método sencillo y barato que ha sido
utilizado como modelo primitivo de algu-
nas infecciones; este es mucho mas facil de
utilizar y se puede hacer varias pruebas a
la vez, ademas de requerir un menor espa-
cio para las mismas (??).

Las biopeliculas son consideradas gene-
ralmente resistentes a un amplio rango de
agentes antimicrobianos, mostrando mayor
tolerancia a antimicrobianos que las células
plancténicas en fase logaritmica. Algunos
antibidticos actian con efectividad sobre
células en crecimiento rapido; esto explica-
ria por qué la ciprofloxacina no pudo actuar
sobre la cepa sensible PS9 a una concentra-
ciéon de 0,125 g/mL en cultivo planctdnico,
debido probablemente a que la poblacidén
alcanz6 la fase estacionaria mucho antes de
que el antibidtico pudiera actuar.

No obstante, en el caso de la biopelicula
de la cepa sensible, se puede observar que
la concentracién de antibidtico requerido
para su erradicacién o para lograr su dismi-
nucién a un nivel satisfactorio para un tra-
tamiento, no se consigue sino hasta alcan-
zar niveles muy altos de la droga utilizada
en este estudio. Aunque ésta, por lo gene-
ral, no tiene efectos adversos, su uso en
grandes dosis puede presentar problemas en
pacientes, tales como trastornos hepaticos,
renales y gastrointestinales reversibles (12:29).

Como se ve en la Figura 3, para la
biopelicula de PS9 se alcanz6 hasta 2,7 x
10* UFC/mL, luego de 24 horas, durante el
ensayo con la dosis mas alta de
ciprofloxacina utilizada en la prueba (128
png/mL). Probablemente, el hallazgo de una
poblacién reducida que significa el
0,00003% de la poblacién inicial, consista
en células llamadas ‘persistentes’ (persister
cells), células no mutantes que tienen re-
sistencia al antimicrobiano al cual es en-
frentada la biopelicula y que se cree son
producidas solo en ese estado (**). Este ha-
llazgo es similar al encontrado por Spoering

An Fac Med Lima 2006; 67(4) 295
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& Lewis (**), en el cual la poblaciéon de ‘per-
sistentes’ de una biopelicula enfrentada a
acido peracético llegaba a ser 0,0001% de
la poblacién inicial. Sin embargo, este he-
cho fue descartado, porque no observé cre-
cimiento en placa en una de las repeticio-
nes y la resiembra de una colonia en caldo
con antibidtico a 4 ug/mL no dio como re-
sultado algin crecimiento.

La disminucién significativa de valores
poblacionales en las biopeliculas resisten-
tes puede deberse a la falta de un mayor
nimero de repeticiones de la prueba, que
hubieran reflejado cifras mas reales. A pe-
sar de este hecho, los valores correspon-
dientes a la cepa sensible PS9 son similares
a los esperados. No obstante, los cultivos
de biopeliculas de las cepas PS13 y PS14
resistentes mantienen su poblaciéon alta, de
manera similar a dosis menores. La dismi-
nuciéon de la poblaciéon es debida probable-
mente a factores fisicos, como las concen-
traciones bajas de oxigeno en las capas mas
profundas de la biopelicula o la falta de
nutrientes en algunas zonas de la misma (%).
Incluso, cuando la reduccién de la pobla-
ciéon de la biopelicula no ha sido completa,
se distingue que las poblaciones tienen una
significativa disminucién, del orden de mas
de 2 a 3 unidades logaritmicas (*>?¢): en las
cepas sensibles, a partir de los 4 ug/mL y
hasta los 64 pg/mL de ciprofloxacina (Fi-
gura 2) y en las cepas resistentes entre los
64 pug/mL y los 128 pg/mL (Figura 3).

Los datos obtenidos en las cepas PS13
(rugosa) y PS14 (lisa) no muestran una re-
lacion con la capacidad de resistencia en
estado de biopelicula, sugiriendo que no
hay mayor influencia del fenotipo. Tampo-
co se pudo apreciar relacién alguna entre
la fuerza de la adherencia notada en la fa-
cilidad o dificultad de desprendimiento de
las biopeliculas, tanto de parte de las cepas
sensibles como de las cepas resistentes.

Los resultados indican que una misma
cepa tiene un comportamiento distinto, de
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acuerdo a su forma de crecimiento, por lo
que las pruebas de susceptibilidad tendrian
que ser realizadas bajo estas dos formas,
segin sea el tipo de infeccién, sobretodo
en infecciones crénicas o de dificil remi-
sion, como es el caso de las causadas por
Pseudomonas aeruginosa. Las futuras in-
vestigaciones deben apuntar hacia la
estandarizacién de un método para obtener
resultados comparables de los efectos de
los antibidticos sobre biopeliculas in vitro,
para su aplicacién como una prueba de ru-
tina en pacientes donde se sospecha la par-
ticipaciéon de peliculas microbianas.
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