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Actividad in vitro de enrofloxacina y ciprofloxacina sobre Escherichia coli ATCC 25922;
¢eficacia dependiente de la concentracion o del tiempo de exposicion?
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elianajp84@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 bufalos” Proyecto n° 501 201101 00068 LI CAI+D 2011. Resolucién C.S. n°
481/13.

Enrofloxacina (EFX) y ciprofloxacina (CFX) son antibi6ticos del grupo de las fluoroquinolonas (FQs)
gue son ampliamente usados en Medicina Veterinaria. Como todas las FQs presentan gran actividad
sobre E. coli. Estos antibidticos presentan actividad bactericida dependiente de la concentracién y
actian sobre el ADN bacteriano uniéndose a algunas topoisomerasas impidiendo su accion y
bloqueando la sintesis de éste.

En un ensayo previo de curva de muerte bacteriana (CMB) de EFX sobre E. coli ATCC 25922, se
observo que la cinética de eliminacion bacteriana presentd una fase de eliminacion bacteriana rapida,
cuya velocidad dependié de la concentracién del antibi6tico y una segunda fase donde la velocidad de
eliminacion fue menor y similar para todas las concentraciones de EFX mayores a su concentracion
inhibitoria minima (CIM)>.

En este estudio se evalud con ensayos de CMB la actividad bactericida de EFX y CFX sobre E. coli, y
posteriormente mediante modelizacién se determinaron similitudes en la cinética de eliminacién
bacteriana de las concentraciones de EFX y CFX mayores a sus respectivos valores de CIM.

Se utiliz6 una cepa estandarizada de E. coli ATCC 25922 y estandares de EFX y CFX de pureza
conocida (Sigma-Aldrich® Argentina). Los valores de CIM de EFX y CFX se estimaron con el
método de macrodilucion en tubo (CLSI, 2008)", y las CBM se realizaron segun el procedimiento
descripto por Garcia Rodriguez y col., (2001)%. Se evalu6 la actividad antibacteriana de
concentraciones de EFX y CFX equivalentes a 0,25-0,5-1-2-4-8 y 32 x CIM, se realizaron recuentos
de bacterias viables a las 0-1-2-3,5-5-10 y 24 h y éstos se expresaron como unidades formadoras de
colonias por ml (UFC/ml). El limite de deteccién de la técnica fue de 5 UFC/ml. La eficacia de EFX 'y
CFX sobre E. coli ATCC 25922 fue evaluada a las 24 horas de exposicidn con tres criterios:

a) Sin modificacion del nimero de bacterias del conteo inicial (efecto bacteriostatico).

b) Reduccion del 99,9% del nimero de bacterias respecto del conteo inicial (efecto bactericida).

b) Reduccion del 99,99% del nimero de bacterias respecto del conteo inicial (erradicacion bacteriana).
Los valores de CIM para EFX y CFX fueron de 0,0312 pg/ml y 0,0156 ug/ml respectivamente. Las
graficas de las CMB mostraron que luego de 24 horas de exposicion solo las concentraciones
equivalentes a 2, 4, 8 y 32 x CIM lograron eficacias del 99,9% para EFX y 99,99% para CFX.
También se observo que entre las 2 hy las 3,5 h de exposicion a EFX y CFX se produjo un quiebre en
la cinética de eliminacion bacteriana que coincide con un % de bacterias sobrevivientes de 0,57% y
1,73% en presencia de EFX y de 0,39% y 1,10% en presencia de CFX. Se determiné que un modelo
de tres términos exponenciales era adecuado para ajustar en conjunto todos los datos experimentales
de UFC/ml en funcién del tiempo de las concentraciones de EFX y CFX equivalentes a 2, 4, 8 y 32 X
CIM. EI modelo de ajuste utilizado se describe a continuacion:

N = Ny.exp[(Ka-Ko1).t] + N2.eXp[(Ka-ko2)-t] + Ng.exp[(Ka-kss).t]

Donde N es el nimero de bacterias viables (UFC/ml), Ny, N, y N3 son subpoblaciones bacterianas, exp
es el exponente de los logaritmos naturales, ki, Koo ¥ Kbz SON las constantes de primer orden aparente
de muerte bacteriana expresadas como la reciproca del tiempo (h™), k. (h™) es la constante de
crecimiento de E. coli en ausencia de antibi6tico estimada en un estudio previo (1,44 h'l) y tesel
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tiempo. El ajuste se realizd por regresion no lineal ponderada de minimos cuadrados con el software
de regresion no lineal ADAPT Il (BMSR, University of Southern California, USA). En todos los casos
el esquema de ponderacion utilizado fue 1/y. Los resultados del ajuste de los datos experimentales se
presentan en la figura 1.
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Figura 1: Ajuste de los datos experimentales de UFC/ml de E. coli ATCC 25922 obtenidos tras la exposicién
durante 24 h a concentraciones equivalentes a 2, 4, 8 y 32 x CIM para EFX (A) y CFX (B), 1 y 2 indican una
reduccion del 99,9% y 99,99% del conteo bacteriano inicial. Las barras amarillas indican el intervalo de tiempo
(2h.-2,3h.) donde se produce el quiebre de la cinética de eliminacion bacteriana.

El ajuste de los datos experimentales mostré que las cuatro concentraciones de EFX y CFX
presentaron una cinética de eliminacion bacteriana similar. Las tres subpoblaciones bacterianas (N, N
y N3) de E. coli en presencia de EFX presentaron valores de Ky, Ky, Y Ky, Similares a los estimados
para las tres subpoblaciones bacterianas (N1, N, y N3) de E. coli en presencia de CFX (tabla 1).

Tabla 1: Subpoblaciones de bacterias (% del in6culo inicial) y los valores de sus respectivas constantes de
muerte bacteriana para EFX y CFX.

Subpoblacién EFX CEX Valor de K EFX CEX
N; (%) 96,0 97,7 ki (h™) 6,96 6,04
N, (%) 3,63 2,17 ko (h™h) 2,14 2,32
N3 (%) 0,37 0,095 ks (h™) 1,58 1,66

La inhibicion de la actividad de las topoisomerasas (ADN-girasa y topoisomerasa 1V) que impiden la
replicacion del ADN bacteriano hace pensar mas en un mecanismo de accion bacteriostatico y no
puede explicar la actividad concentracion dependiente de las FQs. Algunos autores afirman que las
FQs fragmentarian el ADN y liberarian radicales oxigeno que producirian la lisis de las bacterias.

Este estudio muestra que la actividad bactericida dependiente de la concentracion no es determinante
de la eficacia de EFX y CFX, ya que a partir de un nimero de bacterias sobrevivientes solamente una
actividad dependiente del tiempo de exposicion (24 h) es lo que garantiza la eficacia del 99,9% para
EFX y de 99,99% para CFX. Posteriores estudios seran necesarios para comprender la causa de por
qué un determinado nimero de bacterias se hacen refractarias a la actividad bactericida dependiente de
la concentracion de estos agentes.
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