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RESUMEN

Palabras clave:

Bronquiectasias La colonizacién patogénica broncopulmonar y las exacerbaciones que se derivan de ella constituyen las cau-

Pseduomonas aeruginosa sas mas importantes del deterioro de la funcién pulmonar en los pacientes con bronquiectasias. Haemophilus
Biopeliculas influezae y Pseudomonas aeruginosa son los patégenos mas frecuentes en estos pacientes. El efecto lesivo se
Persistencia produce por el proceso de inflamacién local y el circulo vicioso que se desarrolla por el estimulo antigénico, la
Hipermutacién liberaciéon de mediadores de la inflamacion, la presencia de neutréfilos, el aumento del indculo bacteriano y

la liberacién de exoproductos bacterianos. Se ha demostrado que P. aeruginosa afecta a los pacientes con bron-
quiectasias con peor calidad de vida, coloniza a los que tienen peor funcionalidad pulmonar y mayor nimero
de tratamientos antimicrobianos. En las bronquiectasias, al igual que en la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) o fibrosis quistica, P. aeruginosa es capaz de colonizar crénicamente la mucosa respiratoria.
Debido al nicho ecolégico donde se sitiia P. aeruginosa y a la multitud de ciclos con antimicrobianos a los que
son sometidos estos pacientes es facil que se desarrollen resistencias a los antimicrobianos, favorecidas por la
elevada proporcién de variantes hipermutadoras que existen. Asimismo, hay que resaltar la forma natural de
crecimiento en biopeliculas de P. aeruginosa en la superficie mucosa y la contribucién que ejerce para su per-
sistencia. El tratamiento antimicrobiano en los pacientes con bronquiectasas con colonizacién por P.
aeruginosa ha de basarse en antimicrobianos o asociaciones de éstos que no pierdan actividad al actuar sobre
las biopeliculas.
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Chronic bronchial infection: the problem of Pseudomonas aeruginosa

ABSTRACT
Keywords: . L. . .
Bronchiectasis Pathogenic bronchopulmonary colonizations and the exacerbations produced are among the most important
Pseudomonas aeruginosa causes of reduced pulmonary function in patients with bronchiectasis. The most frequent pathogens in these
Biofilms patients are Haemophilus influenzae and Pseudomonas aeruginosa. Lesions are produced by the local
Persistence inflammatory process and the vicious circle developed by antigen stimulation, the release of inflammatory
Hypermutation mediators, the presence of neutrophils, the increase of bacterial inoculum and the release of bacterial

exoproducts. P. aeruginosa has been demonstrated to affect the patients with bronchiectasis and poorest
quality of life and to colonize those with the poorest pulmonary function and the highest number of
antimicrobial treatments. In bronchiectasis, as in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) or cystic
fibrosis, P. aeruginosa is able to colonize the respiratory mucosa chronically. Due to the ecological niche
occupied by P. aeruginosa and the multitude of cycles with antimicrobial agents to which these patients are
subjected, the development of antimicrobial resistance is highly likely, encouraged by the high proportion of
hypermutation variants in existence. Likewise, P. aeruginosa naturally grows in the form of biofilms on the
mucosal surface, greatly contributing to its persistence. Antimicrobial treatment in patients with
bronchiectasis and P. aeruginosa colonization should be based on antimicrobial agents, alone or in
combination, that do not lose activity when acting on biofilms.
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Introduccion

En los Gltimos afios se ha producido un interés por los pacientes
con bronquiectasias (BQ), se ha debatido el papel que ejercen los mi-
croorganismos en el deterioro de su funcién pulmonar y se han escri-
to diferentes guias para su manejo clinico y farmacolégico'. Entre las
causas que desencadenan la enfermedad se han sefialado las infeccio-
nes respiratorias previas durante la infancia, las alteraciones congéni-
tas y diferentes inmunodeficiencias, sin descartar las causas iatrogé-
nicas’. Desde el punto de vista de la patogénesis se ha comprobado
que el espacio bronquial en el paciente con BQ es un nicho ecolégico
ideal para la colonizacién bacteriana por microorganismos denomi-
nados potencialmente patégenos. Estos son similares a los que se en-
cuentran en el paciente adulto con enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) y, en cierto modo, en la fibrosis quistica (FQ)**, persis-
ten a lo largo del tiempo e incrementan su nlimero en las exacerba-
ciones, y es complejo, por no decir imposible, erradicarlos con el tra-
tamiento convencional oral o intravenoso con antimicrobianos.
Aunque es posible encontrar una colonizacién polimicrobiana, Hae-
mophilus influenzae y Pseudomonas aeruginosa son los microorganis-
mos que se aislan con mayor frecuencia en los pacientes con BQ®. Este
Gltimo es el que se asocia con mayor frecuencia con una respuesta
inflamatoria local y un deterioro de la funcién pulmonar. La dificultad
para su erradicacién una vez que se produce la colonizacién crénica
se debe a su facilidad para el crecimiento en biopeliculas, la facilidad
para el desarrollo de resistencias y la ausencia de concentraciones
adecuadas durante el tratamiento convencional en el espacio bron-
quial. La administracién de antimicrobianos por via inhalada, solos o
en asociacién con antimicrobianos por via oral con actividad antiin-
flamatoria y efecto deletéreo sobre el sistema de sefializacién (quérum
sensing) que favorece la formacién de biopeliculas, beneficia la mejo-
ria de los paciente con BQ”.

Colonizacion bronquial crénica en el paciente
con bronquiectasias e inflamacién

Las BQ con afectacion pulmonar localizadas se han relacionado
tradicionalmente con infecciones previas durante la infancia (saram-
pion, tos ferina, tuberculosis y micobacteriosis, e incluso el virus res-
piratorio sincitial), mientras que las difusas podrian estar relaciona-
das con causas que generan un deterioro progresivo de la funcién
pulmonar y favorecen una posterior colonizacién bacteriana, entre
ellas la EPOC, las alteraciones congénitas como la discinesia ciliar pri-
maria o la propia FQ, las inmunodeficiencias primarias (hipogamma-
globulinemia) o secundarias (leucemia, postrasplante, etc.), las causas
iatrogénicas por inhalacién de téxicos o la artritis reumatoide3$, Re-
cientemente, se ha correlacionado la presencia de BQ difusas con mo-
dificaciones en la funcionalidad del CFTR con relacidén a diferentes
mutaciones pero apartadas de las que presentan los pacientes con
FQ°. No obstante, el proceso por el cual se desencadena el estado
bronquiectasico seria consecuencia de un proceso multifactorial que
incluiria la alteracién de los mecanismos de defensa locales, la libera-
cién de mediadores inflamatorios y la secrecién de moco. Con todo
ello se favoreceria la obstruccion de la via aérea y la colonizacién pa-
togénicas.

De especial interés en el paciente con BQ es el proceso inflamatorio
bronquial inespecifico a modo de circulo vicioso que se desencadena
como consecuencia de la “colonizacién patogénica” (fig. 1)"°. La res-
puesta que se genera no obedece a una agresién directa por microor-
ganismos patégenos, sino al aumento del in6culo bacteriano que tiene
como fin la eliminacién de la colonizacién. La cinética de la infeccién
se iniciaria en la propia zona bronquiectasica afectada con activacién
de sistemas Toll, como en el caso de P. aeruginosa, liberaciéon de media-
dores de la inflamacién y reclutamiento masivo de células inflamato-
rias, esencialmente neutréfilos. También aumentaria el factor de trans-
cripcién nuclear NF-xf, que conduciria al incremento en la sintesis de

mediadores proinflamatorios en las células del epitelio bronquial, in-
cluyendo interleucinas (IL-1B, IL-6 e IL-8), el factor de necrosis
tumoral-o. (TNF-a) y el factor estimulador de colonias de granulocitos-
macréfagos (GM-CSF). Algunos de ellos (IL-18, IL-8 y TNF-o) participa-
rian en el reclutamiento de neutréfilos mediante la coordinacién de
diferentes compuestos de adhesién de la superficie de las células en-
doteliales y de los leucocitos (selectinas, integrinas CD/11CD18 e in-
munoglobulinas de familias [CAM-1, VCAM-1 y CD47).

La presencia masiva de neutréfilos en la via aérea desencadena, a
su vez, la liberacién de IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-q, leucotrieno LTB, y
prostanoides, y un efecto lesivo directo sobre la mucosa por la libera-
cién de elastasas, proteasas, mieloperoxidasas, catepsina G y produc-
tos oxidativos, que ejercerian una protedlisis del epitelio bronquial y
una mayor produccién de mucina. Con ello, aumenta la viscosidad de
las secreciones y se favorece la obstruccién de la via aérea (fig. 1).

En el paciente con BQ también se ha sefialado la alteracién de los
receptores fagociticos de los macréfagos, y el aumento de los macré-
fagos y linfocitos T en la ldmina propia y en el epitelio. Los macréfagos
contribuirian al reclutamiento de neutréfilos (mediante produccién
de TNF-a y endotelina) y funcionarian como reguladores (por medio
del TNF-o, IL-8, quimiocinas, LTB,, especies de oxigeno reactivo y en-
zimas elastoliticas). También los linfocitos T producirian IL-17, citoci-
na igualmente asociada con el reclutamiento y activacién de neutrofi-
los en el espacio broncoalveolar, en particular durante la fase de
movilizacién desde el compartimento vascular.

Esta respuesta inflamatoria exagerada se ve reforzada por la defi-
ciente neutralizacién de los mediadores antiinflamatorios y menor
sintesis de IL-10 (citocina con actividad antiinflamatoria) y 6xido ni-
trico que, a su vez, da lugar a una menor actividad del inhibidor de la
proteina « (IK-B) que actia como inhibidor de NF-«f.

Finalmente, el incremento del indculo bacteriano, la infeccion viral
o por patégenos flingicos reconocidos, aumentaria ain mas el nime-
ro de células inflamatorias (neutréfilos) produciéndose las exacerba-
ciones que se manifiestan clinicamente por el aumento del volumen y
modificacién del color del esputo, que varia del inicialmente mucoso
(blanco, con escasos leucocitos) a mucopurulento (verde palido o
amarillo, con moderados leucocitos) y a purulento (verde y con gran
contenido de leucocitos).

Pseudomonas aeruginosa: persistencia, hipermutacion
y resistencia a los antimicrobianos

Los microorganismos que colonizan la via aérea del paciente con
BQ varian seg(in la edad del paciente y su situacién clinica. En general,
H. influenzae, P. aeruginosa y S. pneumoniae son los que se encuentran
con mayor frecuencia*", aunque el mayor deterioro de la funcién pul-
monar se ha relacionado con P. aeruginosa'?. Con menor frecuencia
que los anteriores se han encontrado microorganismos que no forman
parte de la microbiota transitoria, entre ellos algunos del género No-
cardia spp. (N. asteroides), micobacterias no tuberculosas y hongos fi-
lamentosos (Aspergillus fumigatus)™3,

El hallazgo de P. aeruginosa con morfotipo mucoso en las secrecio-
nes respiratorias del paciente con BQ suele asociarse con una coloni-
zacién crénica. En la practica, es infrecuente el reconocimiento de la
primocolonizacién puesto que el estudio microbiolégico suele reali-
zarse cuando el paciente presenta ya un deterioro de la funcién pul-
monar y se produce escasa respuesta al tratamiento, momento en el
cual la colonizacién crénica por P. aeruginosa es mas frecuente. Asi-
mismo, aunque su aislamiento se relaciona con un aumento de la ex-
pectoracién y de mediadores de la inflamacion en las secreciones res-
piratorias, hay datos discrepantes sobre su verdadero efecto
patégeno''>. No obstante, la colonizaciéon de la mucosa respiratoria
en los pacientes con BQ por P. aeruginosa se produce generalmente en
los pacientes de mayor edad, peor funcién respiratoria, mayor niime-
ro de ingresos hospitalarios y cursos de tratamiento antimicrobiano.
En algunos de los estudios también se ha observado un mayor nime-
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Figura 1. Circulo vicioso de respuesta inflamatoria local y colonizacién bronquial crénica en los pacientes con bronquiectasias.

ro de exacerbaciones®'#'>, Asimismo, se ha correlacionado claramente
con una peor calidad de vida y el deterioro progresivo de la funcién
pulmonar'¢?,

En los estudios de seguimiento a largo plazo de pacientes con BQ
se ha demostrado el aislamiento persistente de H. influenzae o de P.
aeruginosa en mas del 50% de ellos®'2. El analisis por técnicas de mi-
crobiologia molecular revelé que en el caso de H. influenzae es fre-
cuente el aislamiento de diferentes cepas e incluso la colonizacién
simultanea por diferentes clones®, En P. aeruginosa se ha comproba-
do la colonizacién persistente por un Gnico clon, similar a lo que
acontece en el paciente con FQ y EPOC, en el que es habitual un patrén
de colonizacién crénico por la misma cepa®'2'®, Al igual que en la FQ,
la erradicacién de estos patdgenos es practicamente imposible, aun-
que se ha demostrado que el tratamiento antimicrobiano reduce los
recuentos bacterianos y mejora la funcién respiratoria.

Similar a lo que sucede en otros pacientes con enfermedad supura-
tiva crénica por P. aeruginosa, en el paciente con BQ se produce una
adaptacién a las condiciones ambientales hostiles. El estado de alta
densidad de células bacterianas es comunicado entre las bacterias por
moléculas especificas o “autoinductores” que estan regulados por un
mecanismo conocido como quérum-sensing, que controla la forma-
cién de biopeliculas y algunos de los factores de la virulencia?'. Tam-
bién el alto indculo en un nicho en el que se producen modificaciones
en la presién de oxigeno, deprivacién de nutrientes y estrés medio-
ambiental favorece la seleccion de mutantes resistentes, sobre todo
en las cepas en las que se produzcan procesos de hipermutacion?.

La hipermutacién es un fenémeno demostrado en las poblaciones
de P. aeruginosa procedentes de pacientes con BQ, EPOC y FQ que

facilita los fenémenos de adaptacion a las condiciones adversas
medioambientales y también el desarrollo de resistencia a los
antimicrobianos?>%, El caracter hipermutador en una poblacién bac-
teriana se produce cuando la tasa de mutacion espontanea es signifi-
cativamente superior a la normal (de 100 a 1.000 veces) y es debido a
la alteracién de genes que participan en los sistema de edicién duran-
te lareplicacién del ADN (sistemas de reparacion “mismatch” o MMR).
El proceso de intensa adaptacién genética por la acumulacién de mdal-
tiples mutaciones favorece la persistencia a largo tiempo con alta re-
sistencia a los antibiéticos. También favoreceria la adaptacién a la
respuesta del sistema inmune. Desde el punto de vista del tratamien-
to antimicrobiano, la consecuencia inmediata de la hipermutacién es
el desarrollo progresivo de resistencias a los antimicrobianos. Los mu-
tantes resistentes serian facilmente seleccionables bajo la accién de
los antimicrobianos, sobre todo cuando se producen inculos bacte-
rianos elevados

El propio tratamiento antibiético se considera un factor de estrés
que favorece la seleccion y al aumento de la resistencia a los antimi-
crobianos, que una vez presente aumentarian la posibilidad de una
subsiguiente generacién de mutantes resistentes a antibidticos adi-
cionales?*. En el caso de P. aeruginosa se generan facilmente mutantes
que son resistentes a las concentraciones clinicas de los antimicrobia-
nos antipseudomonicos utilizados habitualmente?s. Se ha descrito la
elevada frecuencia (43%) de cepas de P. aeruginosa hipermutadoras en
los pacientes con FQ, siendo incluso mayor (53%) en los pacientes con
BQ crénicas?>?, En estos aislados se ha observado mayor porcentaje
de cepas resistentes y resistencia multiple cuando las cepas son hi-
permutadoras (fig. 2).
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Asimismo, el proceso de intensa adaptacion genética dirigido por
la acumulacién de multiples mutaciones favorece la persistencia a
largo tiempo. Sin embargo, como consecuencia, P. aeruginosa sufre un
coste biol6gico disminuyendo su fitness y virulencia?, situacién que
podria también estar favorecida por el crecimiento en biopeliculas?.

Pseudomonas aeruginosa: formacion de biopeliculas y actividad
de antimicrobianos

El crecimiento en biopeliculas de los microorganismos ha sido am-
pliamente estudiado durante las dltimas décadas y, en particular, en P.
aeruginosa procedentes de pacientes con infeccién broncopulmonar
supurativa crénica. En general, el componente mayoritario de las bio-
peliculas es el agua, que puede representar hasta un 97% del conteni-
do total. Ademas de agua y células bacterianas, la matriz de las biope-
liculas es un complejo formado principalmente por exopolisacaridos.
En menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como protei-
nas, ADN y productos diversos procedentes de la lisis de las bacte-
rias®. Entre estas Gltimas destacan los ramnolipidos, moléculas sur-
factantes producidas por P. aeruginosa que desempefian un papel en
el mantenimiento de canales en la estructura de la biopelicula y que
confieren una estructura con forma de seta®. En contra de lo inicial-
mente establecido, se ha demostrado que la arquitectura de la matriz
de la biopelicula no es sélida y que presenta canales que permiten el
flujo de agua, nutrientes y oxigeno incluso hasta las zonas mas pro-
fundas. Su existencia no evita, sin embargo, que dentro de su estruc-
tura se produzcan distintos ambientes en los que la concentracién de
nutrientes, pH u oxigeno es diferente y en el que es facil la diversifica-
cién3,

La etapa inicial del proceso de formacién de biopeliculas es la ad-
herencia sobre una superficie; en el caso de las BQ, la mucosa bron-
quiectasica afectada. Una vez que se produce la adherencia, comienza
la divisién bacteriana y se extienden formando microcolonias. En una
etapa posterior se secreta un exopolisacarido, matriz de la biopelicu-
la, y forma unas estructuras similares a setas entre las cuales se obser-
van canales. Algunas de las bacterias de la matriz pueden liberarse y
colonizar nuevas superficies, aumentando las dificultades para su eli-
minacién®2 El proceso de formacién y estabilidad de las biopeliculas
esta regulado por el sistema de quérum sensing.

Las biopeliculas confieren una resistencia de las bacterias a la ac-
cién de los antimicrobianos. En las infecciones agudas, las bacterias
pueden ser eliminadas tras un breve tratamiento antibiético, mien-
tras que en las infecciones asociadas a biopeliculas no se consigue por
completo la erradicacién y se producen episodios recurrentes. La pro-

TOB: tobramicina; CIP: ciprofloxacino.

pia estructura de la biopelicula y las caracteristicas fisiologicas de los
microorganismos que la forman (poblaciones heterogéneas con baja
actividad metabdlica) confieren un mecanismo de defensa a la accion
de los antimicrobianos®2*, Esta resistencia se produce por varios he-
chos diferentes: a) la barrera de difusion fisica y quimica, y resistencia
a la penetracién de los antimicrobianos a través de la matriz de exo-
polisacaridos de la biopelicula; b) el lento crecimiento de las bacterias
en las biopeliculas debido a la limitacién de nutrientes, y c) la activa-
cién de respuestas de estrés que provocan cambios en la fisiologia de
la bacteria y la aparicion de fenotipos hipermutadores que favorece el
desarrollo de mutantes resistentes?®. Ademads, el crecimiento en bio-
peliculas hace que a largo plazo se produzca una estabilizacién de los
morfotipos y fenotipos de resistencia a los antimicrobianos.

Entre todas estas razones, la mas intuitiva que podria explicar la
resistencia a los antimicrobianos es la incapacidad del antibiético
para penetrar en la biopelicula a través de la matriz de exopolisacari-
dos y ejercer su efecto inhibitorio o letal sobre las bacterias que com-
ponen esta estructura. Las sustancias poliméricas extracelulares en la
matriz actian como barrera para estas moléculas e influyen en el
transporte al interior de la biopelicula. Asimismo, la capa de alginato
de las cepas mucosas de P. aeruginosa parece prevenir contra los anti-
cuerpos y bloquea los determinantes inmunolégicos requeridos para
la fagocitosis opsonica, por lo que se dificulta la accién de los antimi-
crobianos. Respecto a la alteracion de la tasa de crecimiento de los
microorganismos en las biopeliculas se ha observado que crecen con-
siderablemente mas lentos que en las células plancténicas, por lo que
se dificulta la accién de los antimicrobianos.

Actualmente, con los modelos in vitro se ha demostrado una pér-
dida de actividad de algunos antimicrobianos antipseudoménicos
cuando P. aeruginosa esta creciendo en biopeliculas (tabla 1)*4, Este
hecho se produce de manera importante con los antibiéticos beta-
lactamicos, pero no afecta a otros como las fluoroquinolonas (levo-
floxacino y ciprofloxacino), los aminoglucésidos (tobramicina) y la
colistina. Asimismo, se ha comprobado que la azitromicina, que ca-
rece de efecto antimicrobiano en bacterias plancténicas (en medios
liquidos no adheridos a superficies), presenta actividad antimicro-
biana sobre bacterias sésiles ademas de su interferencia con los sis-
temas de sefializacion o quérum sensing que modula formacion de la
biopelicula®.

También se ha constatado con técnicas de microscopia confocal y
colorantes vitales, que no todos los antimicrobianos son activos de
igual forma sobre las bacterias en crecimiento en biopeliculas. La to-
bramicina y el ciprofloxacino actdan sobre las células metabdlica-
mente mads activas que se sitian sobre la superficie de la biopelicula y
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Valores de concentracién minima inhibitoria en Pseudomonas aeruginosa con crecimiento plancténico (CMI) y en biopeliculas (crecimiento sésil) (BIC)

CMI* (mg/1) BIC® (mg/1)
Antibi6tico
Rango MIC;, Rango CMI,
Piperacilina-tazobactam <1-1,024 4 <16->512 256
Ceftazidima <2-512 2 <2->128 128
Meropenem <1-16 <1 <1->64 64
Ciprofloxacino <0,25-16 1 <0,25-> 16 4
Tobramicina <0,25-> 512 2 <1->64 4
Colistina <0,5-8 <05 8->128 128
Azitromicina NA NA <0,5->32 2
2Concentraciéon minima inhibitoria.
"Concentracién minima inhibitoria en biopeliculas.
Tomada de Moskowitz et al*.
que son responsables de la diseminacién a nuevos lugares de coloni- 7. éOlfﬂllOth, \Aéi}so;offbkzegplig;tf;rg infection in noncystic fibrosis bronchiectasis. Curr
.. . o . 2 . 2 _ pin Infect Dis. ;23:165-70.
zacién. Por el contrario, la colistina es mas activa sobre células meta 8. King PT, Holdsworth SR, Freezer NJ, Villanueva E, Holmes PW. Microbiologic follow-

bélicamente mads inactivas, que estan en la parte central de la biopeli-
culay que son responsables de la persistencia de ésta3®, Es importante
el conocimiento de estas diferencias para establecer el tipo de trata-
miento antimicrobiano y las posibles asociaciones que puedan bene-
ficiar a los pacientes con BQ.

Conclusiones

P. aeruginosa es uno de los patégenos mas importantes en el pa-
ciente con BQ y el que se asocia con mayor deterioro de la funcién
pulmonar. Durante la colonizacién patogénica por este microorganis-
mo se produce un circulo vicioso en el que la inflamacién local ejerce
un efecto lesivo importante sobre la mucosa respiratoria que genera
una pérdida de funcionalidad respiratoria. La dificultad del tratamien-
to y erradicacion de P. aeruginosa de la mucosa respiratoria en los pa-
cientes con BQ se debe a su facilidad para desarrollar resistencias, fa-
vorecida por los procesos de hipermutacidn, al crecimiento en
biopeliculas. Deben emplearse antibidticos que tengan escaso poder
de seleccién de poblaciones resistentes y con actividad sobre bacte-
rias en crecimiento en biopeliculas.
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