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“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” Proyecto n° 501 201101 00068 LI CAI+D 2011. Resolucién C.S. n® 481/13.

Durante millones de afios, las bacterias han evolucionado adaptdndose a los diversos medioambientes y
sus fluctuaciones. Una de esas adaptaciones es el fendmeno de persistencia, el cual consiste en que ante
condiciones ambientales que afectan las funciones vitales de las bacterias, estas se mantengan en fase de
crecimiento estacionario, reduciendo al minimo los requerimientos energéticos, “persistiendo” en el
medio ambiente hasta que las condiciones vuelvan a ser favorables y entonces reiniciar su actividad
metabélica y crecimiento normal’. Este comportamiento no es producto de una mutacién sino de
informacién ya presente en el genoma de la bacteria, por lo tanto es una expresiéon fenotipica, y
determina que una pequeiia fraccion de la poblacién bacteriana entre en estado de “letargo” garantice la
sobrevida y la preservacion del genoma de la especie bacteriana. Las bacterias persistentes son
refractarias a la actividad de los antibidticos, quienes por sus mecanismos de accién necesitan que la
poblacién bacteriana esté en estado de crecimiento logaritmico. Si bien muchas bacterias en estado de
persistencia son morfolégicamente indiferenciables de la poblacién original, a veces pueden manifiestar
un comportamiento pleomorfico transitorio, dando lugar a formaciones filamentosas u otras asimilables a
formas-L. En este ensayo se estudiaron los fendmenos de persistencia y de pleomorfismo de una
autéctona de E. coli, enfrentada a dos tipos de condiciones medioambientales adversas: (a)
concentraciones elevadas de enrofloxacina (EFX) y ciprofloxacina (CFX) y (b) falta de nutrientes. Se
utiliz6 una cepa autdctona de E. coli (09/684) aislada de materia fecal de un ternero con signos de
gastroenteritis y que fue identificada por multiplex PCR para factores de virulencia. La concentracién
inhibitoria minima (CIM) de EFX y CFX se determin6 por el método de macrodilucién en tubo' en el
intervalo de concentraciones de 0,0039 ug/mL y 1 pg/mL. Se realizaron curvas de crecimiento y de
muerte bacteriana segiin método previamente descripto’. Inéculos de densidad bacteriana estandar (0,5 x
10° ufc/mL) se expusieron a concentraciones de EFX y CFX equivalentes a los siguientes miiltiplos de
CIM; 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, y 32. De los indculos de cada curva de crecimiento y de los indculos expuestos
a cada concentracién de EFX y CFX se tomaron muestras a las 0, 1, 2, 3,5, 5, 10y 24 h y posteriormente
se determiné el nimero de bacterias viables que se expresaron como ufc/mL. Las eficacias de EFX y
CFX se evaluaron con tres criterios: efecto bacteriostdtico; sin modificaciéon del log), del conteo
bacteriano inicial (Np) y efectos bactericida y de erradicacion bacteriana; reduccién de 3 log;o (eficacia
del 99.9%) y 4 logy, (eficacia del 99,99) respecto del log;y Ny respectivamente. De las bacterias
sobrevivientes tras 24 h de exposicion a concentraciones suprainhibitorias de EFX y CFX se realizaron:
(a) control de la morfologia de las colonias, (b) control de morfologia bacteriana por tincién de gram y
estimacion de la CIM; (c) ante cualquier alteracion de la morfologia, estas se recultivaron en agar Mc
Conkey libre de antibitico y luego se volvié a controlar su morfologia y (d) se realizaron las pruebas
bioquimicas para confirmar la presencia de E. coli como ser: (i) desarrollo en agar BTX, (ii) desarrollo
en agar EMB, (iii) desarrollo en agar Mc Conkey vy (iiii) las reacciones bioquimicas de TSI, SIM y agar
Citrato. Para evaluar el efecto de la falta de nutrientes se sembrd la cepa original por agotamiento una
placa de agar Mc Conkey, y tras 24 h de incubacién a 35 °C se selecciond una colonia y de la misma se
fueron tomando muestras semanales durante seis semanas. Durante ese periodo la placa se almacend en
heladera a 3 °C. A partir de las muestras obtenidas se realizaron: (a) control de la morfologia, (b)
realizacion de las pruebas bioquimicas citadas anteriormente, (c) cultivo de la muestra en nueva placa de
agar, (d) nuevo control de la morfologia y por tltimo (e) confirmacién de la identidad bacteriana con las
pruebas bioquimicas citadas anteriormente. Los valores de CIM estimados fueron de 0,0312 y 0,0156
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pg/ml para EFX y CFX respectivamente. En las curvas de muerte, la cinética de eliminacién bacteriana
fue bifdsica: una fase de eliminacién rdpida (0-5 h) cuya velocidad bactericida fue dependiente de la
concentracion de los antibidticos y una fase de eliminacién lenta (6-24 h) que fue similar para todas las
concentraciones de EFX y CFX > 2 x CIM. Las colonias de las bacterias que sobrevivieron tras 24 h de
exposicion a elevadas concentraciones de EFX y CFX presentaron menor tamafio que las colonias de
crecimiento control al mismo tiempo de muestreo. Las bacterias provenientes de estas colonias
presentaron morfologia filamentosa, y las pruebas bioquimicas confirmaron la presencia de E. coli 09-
684. Aun habiendo sobrevivido a concentraciones elevadas de EFX y CFX, estas bacterias presentaron
para EFX y CFX el mismo valor de CIM que las bacterias del in6culo original. Estas bacterias luego de
haber sido recultivadas en agar Mc Conkey volvieron a presentar su morfologia normal de cocobacilo
Gram negativo. En la curva de crecimiento de CFX se hallé que las bacterias habian perdido su
morfologia de cocobacilo para adquirir una morfologia esferoide. Aun siendo Gram (-), su tincion fue
mas palida. Estas bacterias presentaron un perfil bioquimico compatible con E. coli, y luego de ser
recultivadas volvieron a adquirir la morfologia de cocobacilo Gram (-). Esta forma de pleomorfismo es
compatible con las formas-L transitorias o esferoplastos. En las colonias de una misma placa de agar la
morfologia de E. coli a lo largo del tiempo fue evolucionando desde cocobacilo hasta la presencia de
formas filamentosas. Esto puede explicarse como una respuesta adaptativa al envejecimiento y
agotamiento del medio de cultivo. El pleomorfismo de las bacterias es una adaptacién a condiciones
desfavorables del medio ambiente que actiian como agentes disparadores para la expresiéon de genes
ancestrales. Se acepta que la morfologia cocobacilar o esferoide de las bacterias es producto de haber
evolucionado a partir de formas primitivas de tipo bacilar o filamentosa. El retorno transitorio a una
morfologia ancestral implica el cambio de una flora plancténica a una flora sésil, que busca sedimentar y
adherirse a superficies para evitar el efecto de “lavado” y sobre todo evadir “predadores naturales”. Una
forma filamentosa presenta un tamafio entre 50 a 100 veces mayor al tamafio original de la bacteria. Esto
determina que la actividad de los macréfagos se vea dificultada. La pared ausente o incompleta de las
formas-L, le proporciona a la bacteria la capacidad de poder evadir al sistema inmune. El hallazgo de
morfologias extrafias o aberrantes en los ensayos in vitro planted algunos interrogantes: ;Cudl es el
disparador de una adaptacion semejante? ;Pueden estas morfologias interferir o dificultar el diagndstico
bacterioldgico? En nuestro caso, pleomorfismo y persistencia de E. coli constituyen dos facetas de un
mismo fenémeno; resistir a la erradicacién bacteriana solo a causa de un agente antibidtico. Actualmente
se acepta que mas del 50% de las enfermedades crénicas o recidivantes de etiologia bacteriana no se
deben bacterias resistentes, sino a la presencia de bacterias persistentes. Es cierto que la poblacion de
bacterias persistentes es una infima fraccién de la poblacién infectiva (< 0,01%) y que esa pequeiia
cantidad de bacterias “deberia” se eliminada facilmente por el sistema inmune. No obstante se acepta que
enfermedades bacterianas de dificil resolucidén o reincidentes como las infecciones urinarias cronicas, o
con septicemia, meningitis o endocarditis muchas veces tienen su base en formas persistentes de que
internalizdndose en lo profundo de los estratos tisulares, pueden permanecer viables y en estado de
latencia hasta que el agente antibiético desaparezca de la circulacién general.
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