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El uso masivo, y con frecuencia irracional de los antimicrobianos, ha dado lugar al problema de
resistencia. En las ultimas décadas, si bien varios medicamentos antibacterianos han sido desarrollados,
y las compafiias farmacéuticas han suministrado generacion tras generacion antibidticos mejorados, el
problema de la resistencia parece no tener limite. Una alternativa que podria ayudar a contrarrestar esta
situacion podria ser el empleo de compuestos que potencien el accionar de los antimicrobianos, ya que
la aplicacion conjunta podria resultar en un mejor efecto. En este sentido, diversos agentes han
demostrado inhibir mecanismos que confieren resistencia, tal es caso de la piperina (PIP), un compuesto
de origen natural extraido de la pimienta negra® que ha demostrado en modelos animales inhibir varias
vias metabolicas mediadas por el citocromo P450, asi como las bombas de eflujo en S. aureus. El
objetivo de este trabajo fue evaluar si la incorporacion de piperina potenciaba el accionar antibacteriano
de ciprofloxacina (CPF) frente a una cepa de referencia de S. aureus, aislada a partir de un caso de mastitis.
Luego de determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de CPF frente a la cepa de S. aureus
(ATCC 29740) mediante la técnica de microdilucion en placa con caldo Mueller-Hinton, se procedio a
evaluar el efecto ejercido por la incorporacion de PIP sobre la actividad de CPF, para lo cual las placas
se cargaron conformando un tablero con diluciones de PIP y CPF. En el eje X se colocaron las diluciones
de CPF en concentraciones iguales a 0; 0,016; 0,032; 0,064; 0,128; 0,256 y 0,512 pg/mL, en tanto que
en el eje Y se colocaron diluciones de PIP en las siguientes concentraciones: 0; 16; 32; 64, 128 y 256
pg/mL. De esta manera quedaron representadas todas las posibles combinaciones de las diluciones. Cada
pocillo del tablero presentd un volumen final de 200 pL, de los cuales 50 pL se incorporaron con la
concentracion de CPF y 50 pL con la de PIP para esa casilla, correspondiendo los restantes 100 pL al
indculo bacteriano (10° UFC/mL). Se incub6 a 35 + 1 °C durante 24 horas, al cabo de las cuales se
procedio a la lectura de los resultados. La CIM fue definida como la menor concentracion en la que no
se observo la formacion de boton de crecimiento ni turbidez. Posteriormente se caracterizd el
comportamiento cinético de esta interaccion empleando un modelo dindmico de curva de crecimiento
bacteriano. El estudio se realiz6 en tubos exponiendo el indculo de S. aureus a PIP y CPF a las
concentraciones con las cuales se registro la interaccion, esto es 0,032 pg/mL de CPF y 64 ug/mL de
PIP, tanto en forma combinada como independiente, asi como también a concentraciones iguales a la
CIM de CIP y a 256 pg/mL para PIP. Un inéculo fue cultivado en ausencia de farmaco e incubado en
estufa bajo idénticas condiciones (35 + 1°C) para la construccién de la curva de crecimiento testigo. De
cada cultivo se obtuvieron alicuotas de 100 uL al tiempo cero y luego de 2, 4, 6, 8, 10 y 24 horas de
crecimiento. Estas se diluyeron en solucion salina isotonica a 4 °C y una alicuota de cada tltima dilucion
fue extendida sobre la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton e incubada a 35 = 1 °C durante
24 horas. La dilucién se efectu6 a fin de obtener un nimero de colonias de entre 50 y 500 UFC por
placa. Todas las curvas se construyeron por duplicado y los valores de UFC/mL fueron estimados por
el factor de correccion correspondiente. El nimero de bacterias viables en cada tiempo de muestreo fue
expresado como el promedio de conteos realizados en cada repeticion.

La CIM de CPF para esta cepa de S. aureus fue de 0,128 pg/mL, en tanto que al aplicar en forma conjunta
antimicrobiano y PIP encontramos que la CIM de CPF descendi6 a 0,032 pug/mL luego de la incorporacion
de PIP arazon de 64 pg/mL, lo que indica una reduccion de 4 veces en la CIM (Figura 1). Por su parte, en
la figura 2 se muestra la evolucion de la poblacion bacteriana al exponerse a diferentes concentraciones
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de estos compuestos. Puede apreciarse que PIP, incluso a concentraciones 4 veces superiores a la que
gener( el efecto de interaccion carece de actividad antibacteriana, siendo el desarrollo similar al
registrado en la curva control. Concentraciones sub inhibitorias de CPF generaron una disminucién
inicial en el crecimiento de los microorganismos, pero esta actividad desaparecio entre las 2 y 4 horas,
presentando a partir de alli un crecimiento significativo. Por su parte, cuando se valor6 el crecimiento
bacteriano en presencia de CPF a concentraciones iguales a la CIM se ve claramente la actividad
bactericida, ya que se aprecia una disminucion en el crecimiento de 3 logaritmos. Cuando se caracteriza
la evolucion de la poblacion bacteriana enfrentandola en forma conjunta a PIP y CPF a las
concentraciones en las cuales se registré el efecto sinérgico en el modelo de microdilucién se aprecia
nuevamente el efecto bactericida, aunque ligeramente inferior al registrado con CPF a concentraciones
equivalentes a la CIM.
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Figura 1: Representacion grafica de la interaccion entre Figura 2: Evolucién de la masa bacteriana de
PIP y CIP frente a S. aureus empleando la técnica del S. aureus expuesta a PIP y/o CPF. Los
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La incorporacion de PIP consigui6 reducir en forma significativa la CIM de ciprofloxacina frente a esta cepa
de referencia de S. aureus. Estos resultados son similares a los reportados por otros autores, empleando la
misma combinacién, pero sobre cepas de S. aureus meticilino resistentes?. En base a estos resultados se
desarrollaran nuevos ensayos empleando cepas aisladas de casos clinicos de nuestra region, valorando
también el efecto sobre otros antimicrobianos, ya que por ejemplo se reporta que la piperina ejerce un efecto
antagénico sobre el accionar de otros antibidticos frente a Pseudomonas aeruginosa ®.
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