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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. La EFX y la CFX pertenecen al grupo de las piperazinil quinolonas y se caracterizan por ser
anféteros, ya que presentan en su estructura un grupo carboxilico y un grupo amino. En un pH cercano
a la neutralidad (entre 6 y 8) los dos grupos se hallan cargados en equilibrio (punto isoeléctrico), lo
gue determina que en un pH de 7,4 estos compuestos sean liposolubles. De esta manera la difusion de
estos compuestos a través de las membranas bioldgicas depende del pH del medio.

Muchos estudios han demostrado que la actividad de las fluoroquinolonas se reduce por la
acidificacion del medio, y la magnitud de este fendmeno varia segun la estructura quimica de los
diferentes compuestos Se ha postulado que un desvio a la acidez del medio reduce la actividad de las
mismas por disminuir su capacidad de difusion (Yildirim et al., 2011)®. El efecto del pH sobre la
distribucion y la actividad de las FQs y en particular EFX y CFX cobra importancia clinica debido a
gue el pH no es constante y varia segun el liquido biol6gico del compartimiento tisular considerado
(sangre, duodeno, orina, liquido peritoneal entre otros) y el compartimiento subcelular (liquido
intracelular, fagolisosoma). Asimismo es necesario considerar el fenémeno de gradiente de pH entre
distintos compartimientos y la acumulacion de estos compuestos por efecto del fenémeno de
atrapamiento ionico. Las FQs se acumulan en leucocitos polimorfonucleares y macréfagos y presentan
actividad sobre bacterias de localizacion intracelular.

En base a lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro el efecto del pH sobre la
actividad antibacteriana de EFX y CFX sobre una cepa estandarizada de E. coli (ATCC 25922),
mediante estimacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) en los siguientes valores de pH:
7,4 - 6,5y 55. Se utilizd una cepa de E. coli (ATCC 25922) y los antibi6ticos consistieron en
estandares de EFX y CFX de pureza conocida (Sigma-Aldrich® Argentina). La determinacion de la
CIM de EFX y CFX se realiz6 con el método de macrodilucion en tubo® en caldo Muller-Hinton (pH
7,4 £ 0,1) y ajustando el pH del medio de cultivo a 6,5 y 5,5 con acido ortofosforico al 0,1%. Se
realizaron diluciones 1:1 de EFX y CFX en un intervalo de concentraciones comprendidas en 0,5 y
0,0078 pg/ml y la CIM se determiné como la minima diluciéon del antimicrobiano que evito el
crecimiento visible de E. coli. Cada determinacion se realizé por duplicado.

Los valores estimados de CIM de EFX fueron 0,0312 pg/ml (pH 7,4), 0,125 pug/ml (pH 6,5) y 0,25
pg/ml (pH 5,5), mientras que para CFX los valores fueron 0,0156 pug/ml (pH 7,4), 0,125 pg/ml (pH
6,5) y 0,5 ug/ml (pH 5,5) (Figura 1, Tablal).
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(ng/ml) noinénica | (ug/ml) no inénica entre valores de CIM y % de droga
7.4 0,0312 1 90-100 0,0156 1 90-100 en su forma no idnica (liposoluble)
6,5 0,125 2 25-22,5 0,125 4 12,5-11,3 ;
0 activa.
5,5 0,25 8 12,5-11,3 0,5 32 3,1-2,8

#es la relacion entre la CIM determinada a pH 7,4 y la CIM determinada a pH # 7,4.

En este estudio se evalu6 la actividad de EFX y CFX pH de 7,4 - 6,5 y 5,5, porque en los animales
superiores, dentro de los limites fisiol6gicos los valores de de pH se desvian hacia la acidez antes que
hacia la alcalinidad. Cuando el pH se desvia a la acidez, la actividad de las FQs disminuye
significativamente, de manera que se necesitan concentraciones mayores para inhibir el crecimiento
visible de E. coli. El gradiente de pH entre el liquido intersticial (pH 7,35) y el liquido intracelular (pH
7,1-7,3) determina que la difusion EFX y CFX desde el medio extracelular al intracelular de origen a
un fenémeno de atrapamiento indnico, llegando las concentraciones intracelulares ser entre 4 y 10
veces mayores a las extracelulares. Si bien elevadas concentraciones intracelulares no son sinénimo de
mayor actividad, la fraccién no ionizada (liposoluble) garantizaria concentraciones activas similares
adentro y fuera de la célula.

Es conocido que las FQs presentan buena distribucién tisular, especialmente en leucocitos, y en particular
en macrdfagos y polimorfonucleares. Estas células al constituir la primera linea de defensa y migrar al sitio
de la injuria, conducirian a las FQs al sitio de infeccion. La actividad de las bombas de eflujo presentes en
la membrana citoplasmatica, provocan la extrusion de las FQs al espacio periplasmatico favoreciendo el
incremento de las concentraciones de estos agentes antibacterianos en el sitio de infeccion.

La pérdida de actividad provocada por el descenso del pH tanto en el interior de la célula (macréfagos)
y como en el sitio de la injuria (inflamacién) se veria compensada por un aumento de las
concentraciones a causa del fendmeno de atrapamiento ionico. Por otra parte, los leucocitos actuarian
como un sistema de transporte fisiologico de las FQs (EFX y CFX) al sitio de la injuria.
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