IV JORNADA pE DIFUSION DELA
INVESTIGACION Y EXTENSION

Noviembre 2016 - Esperanza - Santa Fe - Argentina

PG VPN (er s SALUD ANIMAL

Actividad in vitro de ciprofloxacina sobre Escherichia coli a pH 7,4-6,5 y 5,5

Dell’Elce, A.; Patricelli, P.; Mostafa, M.; Ramirez, E.; Presa Rossa, C.; Cadoche, L.; Weidmann, C.;
Baroni, E.; Formentini, E.
Laboratorio de Farmacologia y Toxicologia, FCV-UNL
adellelce95 @ gmail.com

“Actividad antibacteriana in vitro de enrofloxacina y su metabolito activo ciprofloxacina sobre cepas
de Escherichia coli; influencia del pH, tamafio del inoculo y actividad antibacteriana intrinseca de
suero de bovinos y bifalos” Proyecto n°® 501 201101 00068 LI CAI+D 2011. Resolucién C.S. n°
481/13.

Ciprofloxacina (CFX) es un antibiético del grupo de las fluoroquinolonas (FQs) ampliamente utilizado
en medicina humana y veterinaria. Como todos los de su grupo presenta actividad bactericida
dependiente de su concentracién. Su accién se debe a que impide la replicaciéon del ADN bacteriano
bloqueando la DNA-girasa, que es la enzima encargada de deshacer el superenrollamiento de la doble
cadena de ADN, permitiendo que otras enzimas puedan proceder a la replicacién propiamente dicha.
Quimicamente es una piperazinil quinolona que presenta en su nudcleo un grupo carboxilico en
posicién 3 y un grupo amino en posicién 7, por lo que segin el pH del medio en que encuentre se
puede presentar en tres formas; zwiterionica (bipolar), anidnica y catiénica. Debido a sus dos grupos
funcionales CFX presenta dos pK,: pK, = 5,15 y pK,, = 8,25. Estos valores determinan que a pH
fisiol6gico de 7,4, la molécula se halle mayoritariamente en su forma no iénica y liposoluble. Si bien
al pH 7,4 se lo denomina “fisioldgico”, dicha expresion es solo una formalidad, ya que los diversos
fluidos biolégicos de un organismo presentan diferentes valores de pH”. Estas variaciones determinan
que el grado de ionizacién y actividad de CFX se vea modificada. La concentracion inhibitoria minima
(CIM) determinada por los métodos de macro o microdiluciones 1:1, presenta una gran inexactitud
debido a que se desconoce la actividad de las concentraciones intermedias. Las curvas de muerte
bacteriana (CMB), aunque también se basan en la técnica de dilucién 1:1 presentan la ventaja de
evaluar la actividad antibacteriana por conteo directo en placa de las bacterias supervivientes. El ajuste
de los datos de bacterias viables expresados como unidades formadoras de colonia (ufc/ml) tras 24 h
de exposicién a diferentes concentraciones de antibidticos, mediante el modelo sigmoideo de respuesta
maxima o de Hill, permite estimar mediante modelizacién de los datos experimentales (ufc/ml) el
valor tedrico de la CIM. En este ensayo se evalud (i) la actividad in vifro de CFX sobre una cepa
autéctona de E. coli en presencia de diferentes valores de pH, mediante los ensayos de CMB y (ii) la
estimacioén de diferentes pardmetros de actividad antibacteriana mediante modelizacién de los datos
experimentales por medio del modelo sigmoideo de respuesta maxima o de Hill. Se utilizé un estdndar
de CFX de pureza conocida y una cepa autdctona de E. coli (Ecoli 09/684) aislada de materia fecal de
un ternero con signos de gastroenteritis y que fue identificada por multiplex PCR para factores de
virulencia’. El medio de cultivo utilizado fue caldo Mueller Hinton y su pH original (7,4) fue
modificado con 4cido fosférico 1M hasta lograr valores de 6,5 y 5,5. La CIM se determiné por el
método de macrodilucién en tubo' en el intervalo de concentraciones de 0,0039 y 1 pg/ml. Para cada
pH se realizé una curva de crecimiento y una CMB segiin método previamente descripto’ con
concentraciones de CFX equivalentes a los siguientes multiplos del valor de CIM estimado a pH 7.4;
0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, y 32. De los in6culos de cada curva de crecimiento y de los expuestos a cada
concentraciéon de CFX se tomaron muestras a las 0, 1, 2, 3,5, 5, 10 y 24 h y posteriormente se
determiné el niimero de bacterias viables que se expresaron como ufc/ml. Los datos experimentales de
ufc/ml se ajustaron con el modelo sigmoideo de respuesta mdxima o de Hill mediante regresién no
lineal comparada de minimos cuadrados. Los pardmetros estimados se presentan en la tabla 1. A partir
de la evaluaciéon visual de los resultados obtenidos en las CMB y del ajuste de los datos
experimentales por modelizacién se evalud la eficacia de CFX sobre E. coli (09-684) en base a tres
concentraciones: (i) la CIM que garantizaria un efecto bacteriostético en la que no habria modificacién
del log;y del conteo bacteriano inicial (Np), (ii) la concentracién bactericida minima (CMB) que
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lograria el efecto bactericida equivalente a la reduccién de 3 log;o respecto de Ny (eficacia del 99,9%)
y (iii) la concentracién de erradicacion bacteriana minima (CEBM) que lograria una reduccién de 4
log, respecto de N (eficacia del 99,99). Las concentraciones observadas y estimadas se presentan en
la tabla 2.

Tabla 1. Pardmetros del modelo sigmoideo de respuesta mdxima o de Hill, estimados mediante regresién no
lineal ponderada de minimos cuadrados de los datos experimentales de ufc/ml observados tras 24 h de
exposicidn de una E. coli (09-684) a concentraciones de ciprofloxacina a pH de 7,4 — 6,5y 5,5.

Parimetros pH74 pH 6,5 _
N (log;o ufc/ml) 331 2,82 3,06
Enax (10g1o ufe/ml -8,38 -8,37 -8,87
Cso (ng/ml) 0,008 0,040 0,096
n 23,74 6,64 2,77

Nj es el valor estimado del log;, del conteo bacteriano inicial; E,,, es el efecto bactericida mdximo
estimado como reduccién del log;yde Ny, Csq es la concentracion de ciprofloxacina que logra el 50%
del E ..« ¥ n es el coeficiente de sigmoidicidad o de Hill.

Tabla 2. Concentraciones de eficacia antibacteriana obtenidos partir de la evaluacién visual de las curvas de
muerte bacteriana (observados) y del ajuste de los datos experimentales por modelizacién (estimados).

. pH 7.4 pH 6,5
Parametros = =
Observados Estimados Observados Estimados
CIM (pg/ml) 0,0156 0,0083 0,063 0,0357 0,125 0,0769
CBM (pg/ml) 0,0156 0,0088 0,063 0,0448 0,125 0,1263
CEBM (pg/ml) 0,0156 0,0091 0,063 0,0495 0,5 0,1564

CMB es curva de muerte bacteriana; CIM es la concentraciéon de CFX que tras 24 h de actividad logra un efecto
igual o mayor al bacteriostdtico; la concentracién bactericida minima (CBM) como la concentracién de CFX que
logra un efecto igual o mayor a la reduccién del 99,9 % del inéculo inicial (-3 log;y de Ny) y la concentracién de
erradicacién bacteriana minima (CEBM) como la concentracién de CFX que logra un efecto mayor o igual a la
reduccion del 99,99 % del indculo inicial (-4 log;o de Ny).

El modelo sigmoideo de respuesta maxima permiti6 identificar para CFX una respuesta de tipo todo o
nada. Asimismo, los valores observados de CIM, CBM y CEBM presentaron diferencias notorias con
los valores estimados por modelizacidn, las que proporcionaron una informacién mds precisa acerca
de la relacién concentracién-efecto. Las concentraciones de CFX necesarias para producir los efectos
de CIM, CBM y EEBM se incrementaron con el descenso del pH. Esta pérdida se explica por el
incremento de la fraccidn idnica e inactiva de la molécula a pH 4cido Este efecto cobra importancia
clinica, ya que en una infeccién, el proceso inflamatorio provoca un descenso del pH del liquido
pericelular pudiendo modificar su eficacia sobre bacterias de localizacién extracelular.
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