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INTRODUCCION

Cuando una poblacion bacteriana en fase de crecimiento es expuesta a
concentraciones bactericidas de antibiéticos, la velocidad de muerte bacteriana
decrece rapidamente con el tiempo de exposicion trascurrido y una fraccién importante
de la poblacién inicial de bacterias sobrevive tras 24 h de exposicion y pueden
inclusive reiniciar su fase de crecimiento. La mayoria de los antibiéticos son mas
eficaces cuando la poblacion bacteriana se encuentra en fase de crecimiento
logaritmico que cuando su crecimiento se halla detenido o en fase estacionaria.

Una poblacion bacteriana puede ser homogénea en su genotipo pero heterogénea en
su fisiologia en lo que respecta a su metabolismo y/o velocidad de crecimiento.
Subpoblaciones bacterianas con baja velocidad de crecimiento pueden llegar a ser
refractarias a la actividad de los antibiéticos, afectando negativamente la eficacia de
estos, fendbmeno se conoce como resistencia fenotipica (Wiuff et al., 2005). Durante la
exposicién a un antibiético, este ejerceria presion de selecciéon favoreciendo la
sobrevida de bacterias fenotipicamente tolerantes. Sin embargo no disponemos de
datos concretos acerca de las concentraciones de antibiéticos y del tiempo de
exposicién antibiética que favorecen la selecciébn de subpoblaciones bacterianas
fenotipicamente resistentes.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue determinar para Escherichia coli ATCC 25922 mediante
un ensayo de curva de muerte bacteriana (CMB) las concentraciones mixtas de
enrofloxacina (EFX) y ciprofloxacina (CFX) y el tiempo de exposicion a estos
antibiéticos que favorecen la seleccion de subpoblaciones bacterianas fenotipicamente
resistentes.

METODOLOGIA

Se utilizé una cepa estandarizada de E. coli ATCC 25922 y estandares de EFX y CFX
de pureza conocida (Sigma-Aldrich® Argentina). Los valores de concentracién
inhibitoria minima (CIM) de EFX y CFX se estimaron previamente con el método de
macrodilucion en tubo (CLSI, 2008), siendo de 0,0312 ug/ml para EFX y de 0,0156
ug/ml para CFX.

La CBM se realiz6 segun el procedimiento descripto por Garcia Rodriguez y col.,
(2001). Se utilizaron concentraciones mixtas de EFX y CFX con una relacion
(CFX/EFX) de aproximadamente 0,7, que es simular a la que se halla en plasma de un
bovino luego de la administracién parenteral de EFX a una dosis terapéutica de 5
mg/kg. Las concentraciones finales de EFX-CFX se expresaron como la sumatoria de
los valores de CIM parciales de cada antibiético tal como se presentan en la tabla 1.

Proyecto n°501 201101 00068 LI CAIl+D 2011: “Actividad antibacteriana in vitro de enrofloxacina y
su metabolito activo ciprofloxacina sobre cepas de Escherichia coli; influencia del pH, tamaiio del
inoculo y actividad antibacteriana intrinseca de suero de bovinos y bufalos”

Director del Proyecto y Director de los Autores: Dr. Enrique A. Formentini.



Tabla 1: Concentraciones mixtas de EFX-CFX donde la relacién CFX/EFX es 0,7. La
concentracién de cada antibidtico se expresa en referencia a su valor estimado de la CIM. Por
ultimo, las concentraciones finales de EFX-CFX se expresan como la sumatoria de los valores
de CIM parciales de cada antibiético.

Dilucion EFX (pg/ml) EFX (x CIM) CFX (pg/ml) | CFX (x CIM) Suma (x CIM)

1 0,0025 0,09 0,002 0,12 0,21

2 0,005 0,18 0,004 0,25 0,42
3 0,011 0,35 0,008 0,49 0,84
4 0,022 0,70 0,015 0,98 1,68
5 0,044 1,40 0,031 1,96 3,37
6 0,088 2,80 0,061 3,93 6,73

7 0,175 5,61 0,123 7,85 13,46
8 0,35 11,22 0,245 15,71 29,92
9 0,70 22,44 0,49 31,41 53,85

Los recuentos de bacterias viables se realizaron 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
deteccion de la técnica fue de 1 UFC/ml.

A partir de los datos experimentales de evolucion de la poblacién bacteriana en

funciéon del tiempo tras la exposicién de diferentes concentraciones mixtas de EFX y

CFX se realizaron los siguientes procedimientos.

a- Determinacion de la ventana delimitada por el intervalo de tiempo de exposicién y el
intervalo entre los valores de UFC/mI dentro de la cual se produce el quiebre de la
cinética de eliminacién bacteriana.

b- Determinacion del intervalo de valores de bacterias viables y del tiempo de
exposicion de EFX y CFX donde estos presentaron actividad bactericida
concentracion dependiente.

c- Determinacion del intervalo de valores de bacterias viables y del tiempo de
exposicién de EFX y CFX donde estos presentaron actividad dependiente del
tiempo de exposicion.

d- Control de la morfologia bacteriana mediante tincién de Gram a las 24 h en la curva
de crecimiento control (sin antibiético) y en todas las concentraciones mixtas de
EFX 'y CFX expresadas como la sumatoria de CIM parciales de cada antibiético.

e- Control de la morfologia bacteriana mediante tincién de Gram en todos los tiempos
de muestreo en la curva de crecimiento control (sin antibiético) y en los siguientes
valores de la sumatoria de CIM parciales de cada antibiético; 0,42 x CIM, 6,63 x
CIMy 58,85 x CIM.

RESULTADOS

La inspeccion visual de la CMB permite observar que la cinética de eliminacion
bacteriana presenta dos fases bien definidas: Una primera fase bactericida rapida
donde la velocidad de eliminacion bacteriana es proporcional a la concentracién de los
antibiéticos y una segunda fase bactericida lenta, donde la velocidad de eliminacién
bacteriana es similar e independiente de la concentracién de los antibiéticos. El area
donde se produce el quiebre de la cinética bactericida esta delimitado por: a)- el
intervalo de tiempo comprendido entre la primera hora y las 5 horas de inicio del
ensayo y b)- el intervalo de bacterias viables comprendido entre 17783 UFC/ml y 398
UFC/ml.

La actividad concentracién dependiente de EFX y CFX se halla delimitada entre: a)-
los tiempos 1 h'y 3 h y b)- los valores de bacterias viables comprendidos entre 670670
UFC/mly 2661 UFC/mI.



La actividad tiempo dependiente de EFX y CFX se halla delimitada entre: a)- los
tiempos 3 h y 24 h y b)- los valores de bacterias viables comprendidos entre 2661
UFC/mly el limite de cuantificacién de la técnica (1 UFC/mlI).

La CMB de E. coli ATCC 25922 expuesta a concentraciones mixtas de EFX y CFX y
mostrando el detalle del area donde se produce el quiebre de la cinética bactericida y
las areas de actividad concentracion y tiempo dependiente se presentan en la figura 1.
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Figura 1. (A) Curva de muerte bacteriana de E. coli ATCC 25922 expuesta a concentraciones
mixtas constantes de EFX y CFX. El recuadro con lineas de puntos representa el area tedrica
donde se produce el quiebre de la cinética de eliminacion bacteriana. (B) En la misma gréfica el
cuadrante superior izquierdo (1) delimita el area donde la cinética de eliminacién bacteriana es
concentraciéon dependiente, y el cuadrante inferior derecho (2) delimita el area donde la cinética
de eliminacion bacteriana se torna dependiente del tiempo de exposicion a los antibidticos

El control de la morfologia bacteriana mostré que la exposicién de E. coli ATCC 25922
a elevadas concentraciones mixtas de EFX y CFX dio lugar a que esta modificara su
morfologia bacilar a filamentosa (Figura 2).
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Figura 2. Morfologia de E.coli ATCC 25922 (A) Morfologia bacilar las 24 h en una curva de
crecimiento control y (B) Morfologia filamentosa sincitial tras la exposicidon a concentraciones
mixtas de EFX (22,44 pg/ml) y CFX (31,41 ug/ml) equivalentes a una actividad de 53,85 x CIM.

Se observd que tras 24 h de exposicién, E. coli ATCC 25922 presentdé morfologia
filamentosa sincitial a partir de concentraciones mixtas de EFX y CFX equivalentes a
0,84 x CIM en adelante. También se observd que tras la exposicion de
concentraciones equivalentes a 6,63 x CIM y 58,85 x CIM, las formas filamentosas

estuvieron presentes en todos los tiempos de muestreo. Un resumen de los resultados
obtenidos se presenta en la tabla 1.



Tabla 1. Resultado del control de la morfologia bacteriana de E. coli ATCC 25922 tras la
exposicién a concentraciones mixtas de EFX y CFX durante 24 h. El control de la morfologia se
realizd6 a las 24 h para el crecimiento control y para todas las concentraciones mixtas
ensayadas. El control de la morfologia se realiz6 en todos los tiempos de muestreo para el
crecimiento control y para las concentraciones equivalentes a 0,42 x CIM, 6,73 x CIM y 58,85 x
CIM.

Oh 1h 2h 3,5h 5h 10h 24h
Control B B B B B B B
0,21 x CIM B
0,42 x CIM B B B B B B B
0,84 x CIM B
1,68 x CIM F
3,37 xCIM F
6,73 x CIM B F F F F F F
13,46 x CIM F
29,92 x CIM F
53,85 x CIM B F F F F F F

B = morfologia bacilar
F = morfologia filamentosa

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten inferir que el quiebre de la cinética bactericida de
concentracién dependiente a tiempo dependiente de las concentraciones mixtas de
EFX y CFX se debe a la seleccion de una subpoblacién bacteriana con capacidad de
modificar su morfologia bacilar a filamentosa sincitial. La morfologia filamentosa ha
sido descripta como una forma de resistencia no heredable y reversible que se
manifiesta ante condiciones adversas del medio ambiente. Una de las caracteristicas
de esta morfologia es la detenciéon o el enlentecimiento del crecimiento bacteriano.
Esta modificacion de la fisiologia bacteriana seria responsable de una menor velocidad
de replicacion del genoma y limitara la actividad de EFX y CFX que acttan inhibiendo
la replicacién de este.

En vista de estos resultados proponemos que el area teérica donde se produce el
quiebre de la cinética bactericida delimitada por dos dimensiones a)- el intervalo de
tiempo comprendido entre la primera hora y las 5 horas de inicio del ensayo y b)- el
intervalo de bacterias viables comprendido entre 17783 UFC/ml y 398 UFC/ml
constituye un indicador de la cinética de la actividad bactericida de un antibiético al
que denominamos “ventana de seleccion de resistencia fenotipica’. Esta ventana
identifica ella el area bidimensional teérica donde hay mayor probabilidad de que
ocurra la seleccién de subpoblaciones fenotipicamente resistentes capaces de
modificar la velocidad de la actividad antibacteriana de EFX 'y CFX.
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