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Proyecto 501 201101 00068 LI CAI+D 2011: “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 bufalos”

Las fluoroquinolonas (FQs) son antibidticos relacionados estructuralmente con el &cido nalidixico y
gue son usados en Medicina Veterinaria y Medicina Humana para tratar una amplia variedad de
infecciones de etiologia bacteriana. Enrofloxacina (EFX) fue la primera FQ aprobada para su uso en
animales. Esta presenta buena distribucion tisular y en higado y posiblemente en otros sitios como la
ubre y los macréfagos es transformada parcialmente a ciprofloxacina (CFX), que es un metabolito
activo y es responsable de gran parte de su actividad antimicrobiana®. Como todas las FQs, EFX y
CFX presentan una excelente actividad in vitro sobre E. coli, que es el agente etioldgico de infecciones
gastrointestinales y septicemias en humanos y animales, y de infecciones del tracto respiratorio en
animales. En base a lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la actividad
antibacteriana de EFX y CFX sobre una cepa estandarizada de E. coli (ATCC 25922), mediante
ensayos in vitro de curvas de muerte bacteriana (CMB).

Se utiliz6 una cepa de E. coli (ATCC 25922) y los antibidticos consistieron en estandares de EFX y
CFX de pureza conocida (Sigma-Aldrich® Argentina). La determinacién de la concentracién
inhibitoria minima (CIM) de EFX y CFX se realizé con el método de macrodilucion en tubo®. Las
CMB en presencia de diferentes concentraciones constantes de EFX y CFX se realizaron segun la
metodologia descripta por Garcia Rodriguez y col., (2001)®. Las concentraciones de EFX y CFX
testeadas fueron equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 y 32 veces los valores de CIM estimados para cada
antibiotico y los tiempos de muestreo correspondieron a los tiempos ceroy alas05-1-2-35-5 -
10 y 24 h'y en éstos se determind el nimero de unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml). La
eficacia antibacteriana de EFX y CFX fue evaluada con dos criterios:

a) Efecto bactericida asociado con la remision clinica: tomando como referencia la reduccion del
99,9% del nimero de bacterias viables respecto del conteo bacteriano inicial (No) al final del ensayo (-
3 logyo respecto de logio de No).

b) Efecto de erradicacion bacteriana asociado con cura bacteriol6gica: tomando como referencia la
reduccion del 99,99% del numero de bacterias viables respecto del conteo bacteriano inicial (No) al
final del ensayo (-4 log,, respecto de log;, de No).

Los valores de CIM de EFX y CFX fueron estimados en 0,0312 y 0,0156 pg/ml respectivamente. La
inspeccion de las gréficas de las curvas de muerte de E. coli en presencia de concentraciones
constantes de EFX y CFX, muestran que en ambos casos, la velocidad bactericida de los dos
antibioticos se incremento en funcién del incremento de sus concentraciones, lo que se corresponde
con una actividad bactericida concentracién dependiente. En el caso de EFX, la mayoria de las
concentraciones (2 x CIM, 8 x CIM y 32 x CIM) presentaron actividad bactericida, logrando reducir el
valor de Ny un 99,9%, mientras solo la concentracion equivalente a 4 x CIM logré la erradicacion
bacteriana reduciendo el valor de Ny en mas del 99,99% (Figura 1A).

En cambio, mayoria de las concentraciones de CFX (2 x CIM, 4 x CIM, 8 x CIM y 32 x CIM)
presentaron un efecto de erradicacion bacteriana lograron reducir el valor de Ny en méas del 99,99%
(Figura 1B).
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Figura 1. Curvas de muerte de E. coli (ATCC 25922) en Caldo Muller Hinton en presencia de concentraciones
constantes de enrofloxacina (A) y ciprofloxacina (B). Las lineas de puntos horizontales A y B indican una
reduccion del conteo bacteriano del 99,9 y 99,99% respectivamente.

La evaluacién de la actividad in vitro de los antibi6ticos en ensayos de curvas de muerte bacteriana se
basa en tres variables: a) concentracion del antibi6tico; b) tiempo de exposicion y ¢) reduccion de
bacterias al final del ensayo. La tercera variable permite evaluar en forma directa la eficacia del
antimicrobiano. Actualmente se consideran dos criterios para cuantificar la eficacia; 1)- la reduccion >
3 logye ¥ < 4 logye de Ng, (reduccién de la carga bacteriana del 99,9%) suficiente para lograr la
remision clinica del cuadro infeccioso y 2)- la reduccion > 4 log;, de Ny (reduccion de la carga
bacteriana del 99,99%) compatible con la erradicacion de microorganismos y por lo tanto con la cura
bacteriolégica. Esta Gltima se observo en la mayoria de las concentraciones de CFX.

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que CFX es un antibiético mas potente que su
precursor EFX, como lo demuestra el hecho que el valor de la CIM de CFX es la mitad del valor de la
CIM de EFX.

Por otra parte, el andlisis de los resultados obtenidos demuestran que CFX presenta mayor actividad
intrinseca y por lo tanto mayor eficacia que su precursor EFX, como lo demuestra el hecho que la
mayoria de las concentraciones de CFX fueron capaces de reducir el conteo bacteriano inicial a
niveles compatibles con la erradicacion bacteriana.

El estudio de la farmacodinamia es fundamental para la optimizacién de la terapéutica antimicrobiana,
en este sentido, los modelos in vitro generan importante informacién acerca de la evolucion temporal
de la actividad antimicrobiana. Esta informacion puede ser incorporada a modelos farmacocinéticos-
farmacodinamicos (PK-PD) para predecir la eficacia de diversos esquemas posoldgicos.
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