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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 antibi6ticos con actividad concentracion dependiente y la eficacia de
los regimenes posoldgicos de estos antibi6ticos se basa en que la relacién entre el area bajo la curva
(ABC) estimada en 24 h y la concentracion inhibitoria minima (CIM) debe ser >125 para bacilos
Gram (-), o que la relacion entre la maxima concentracion observada (Cmax) y la CIM para los
patogenos sensibles sea >10%. El objetivo de este trabajo fue evaluar la relacion entre diferentes
concentraciones de enrofloxacina (EFX) y las velocidades bactericidas de éstas sobre una cepa de E.
coli, con un ensayo de curva de muerte bacteriana (CMB). Se utiliz6 un cepa de E. coli (ATCC 25922)
y un estandar de EFX (Sigma-Aldrich® Argentina). La CIM se determind por el método de
macrodilucion en tubo®. La CMB se realizé a concentraciones equivalentesa 0,25-05-1-2-4-8
y 32 veces la CIM®. La muestras se tomaron a tiempo ceroyalas0,5-1-2-35-5-10y 24 hy se
cuantifico el nimero de unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml). La velocidad bactericida de
cada concentracién de EFX se determiné por ajuste del In de las UFC/ml en cada tiempo mediante
regresion lineal simple sin ponderacién: y = a + (b.x), donde y corresponde al nimero de bacterias
viables expresado como UFC/ml, a es el logy, del nimero inicial de bacterias viables (No), b es la
constante de primer orden aparente de eliminacién bacteriana (kep,) Y X €s el tiempo. La semivida de
eliminacion bacteriana (ty,) para cada concentracion se calculé como In2/ke,. La CIM de EFX fue
de 0,0312 pg/ml. La velocidad bactericida de EFX se incrementd a medida que se incrementaron sus
concentraciones y cuando el nimero de bacterias viables decreci6 un 93,7 + 6,15 respecto de No, (2y 5
horas de inicio del ensayo) la velocidad bactericida disminuy6 y se volvié similar para todas las
concentraciones (Figura 1A). Para estimar la ke, de cada concentracion de EFX debieron descartarse
del andlisis de regresion lineal todos los valores de UFC/ml cercanos y menores al 0,23 % del valor de
No. Los resultados del ajuste de los datos experimentales se presentan en la Figura 1B.
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Figura 1. (A) Curvas de muerte de E. coli (ATCC 25922) en presencia de concentraciones constantes de
enrofloxacina. Las lineas de puntos horizontales delimitan el &rea de transicion entre la actividad concentracion
dependiente (area superior) y tiempo dependiente (&rea inferior). (B) Ajuste del In de las unidades formadoras de
colonia por ml obtenidas en cada tiempo de muestreo con un modelo de regresidn lineal simple sin ponderacidn.
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Pa}ra} :ealizar el ajuste se descartaron los conteos de bacterias viables menores al 0,23% del conteo bacteriano
ILng:?/élores estimados de ke, y Sus correspondientes valores de ty,, de las concentraciones de EFX se
presentan en la Tabla 1.

Enrofloxacina Keip t1zelb
(Kg/ml) (hh (min)
0,0000 Control - - Tabla 1. Valores de las constantes de

0,0078 0,25x CIM eliminacién bacteriana de primer orden

0,0156 0,5xCIM 0,37 112,3 aparente  (kg,) obtenida con diferentes
0,0312 1xCIM 1,34 31,0 concentraciones de enrofloxacina sobre E. coli
0,125 2xCIM 1,62 25,7 (ATCC 25922) con su correspondiente
0,25 4xCIM 2,76 151 semivida de eliminacion bacteriana (tye).

0,5 8 x CIM 4,06 10,3

2 32 xCIM 9,44 4,4

Los resultados obtenidos muestran que dentro del intervalo de concentraciones testeadas, EFX
presentd actividad antibacteriana concentracién dependiente ya que el incremento de velocidad
bactericida sobre E. coli (ATCC 25922) expresada como kg, fue paralelo al incremento de las
concentraciones ensayadas. Por definicion el indice PK-PD predictor de su eficacia deberia ser
Cmax/CIM (>10). Sin embargo, como EFX presenta una semivida de eliminacién de
aproximadamente 3 horas, se utiliza el indice ABC/CIM (>125) que considera también el efecto del
tiempo de exposicion de las bacterias al antibidtico.

No obstante las elevadas velocidades de eliminacion bacteriana observadas para la mayoria de las
concentraciones de EFX (Tabla 2), solo las comprendidas entre 2 x CIM y 64 x CIM lograron eliminar el
99,9% de N, luego de 24 horas de exposicion al antibiético, sin embargo ese tiempo no fue suficiente
para eliminacion del 99,99% de N, (erradicacién bacteriana), excepto para 4 x CIM.

Un hallazgo interesante lo constituye el quiebre en la cinética de eliminacion bacteriana que se observa
entre las 2 y 5 horas de iniciado el ensayo. Esto ocurre cuando el nimero de bacterias viables se reduce a
menos del 0,23% de N,. Este fendmeno fue definido como resistencia adaptativa y puede ser explicado
por la seleccion de subpoblaciones bacterianas con menor velocidad de crecimiento, que se tornan menos
sensibles a los antibiéticos como EFX, que acttan durante la fase replicacion bacteriana.

Otro hallazgo interesante, es que una vez que la velocidad bactericida se redujo, esta se torn6 similar
para todas las concentraciones testeadas y la eficacia pasé a depender del tiempo de contacto del
antibidtico con las bacterias. Esto haria suponer que EFX es un antibiético con actividad mixta
(concentracion y tiempo dependiente).

De lo hallado surgen dos interrogantes:

- ¢Es EFX un antibidtico con actividad concentracion dependiente o mixta?

- ¢Sera necesario proponer otro tipo de indice PK-PD predictor de su eficacia?

Estos interrogantes plantean nuevos objetivos de investigacion para proyectos futuros.
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