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ACTIVIDAD IN VITRO DE TULATROMICINA SOBRE CEPAS

DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN PRESENCIA DE
SUERO Y LEUCOCITOS BOVINOS

CERRA, M."; FUCHS, A."; STIEFEL, S."; GUMIY, D.";
NoTARO, u."; Diaz, P."; BARONI, E."; PICCO, E.'& FORMENTINI,E.!

RESUMEN

Tulatromicina e enta actividad sobre Staphylococcus aureus, pero su

un antibidtico que pre
potencia bactericida s baja en ensayos in vitro. Un modelo in vitro de curva de muerte bacteriana que
incorporé clementos de inmunidad innata prescnics en el sucro bovino junto con la actividad fagocitica
de los leucocitos polimorfonucleares, mostra que la eficacia de este antibidtico se incremento a
concentraciones subinhibitorias. Los resultados obtenidos muestran que un modelo in vitro de curva
de muerte bacteriana que incorpora elementos de inmunidad innata, puede generar informacion mis
confiable acerca de la actividad in vivo de un antibidtico.
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SUMMARY

In vitro activity of tulathromycin against Staphylococcus aureus strains in
presence of bovine serum and bovine leukocytes.

Tulathromycin is an antibiotic that exhibits activily against Staphylococcus aureus, but its
bactericidal potency is low in in vitro assays. An in vitro model of concentration-killing curve
incorporating elements of innate immunity present in bovine serum in conjunction with the phagocytic
activity of polimorphonuclear leukocytes, shown that the efficacy of this antibiotic increased at
hown that an in vitro pharmacodynamic model

sub-inhibitory concentrations. The obtained results
of concentration-killing curve which incorporate elements of innate immunity, can generate more
reliable information about the in vivo activity of an antibiotic.
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INTRODUCCION

En laactualidad, la evaluacion de la acti-
vidad de los antibi6ticos in vitro. pretende
simular condiciones presentes en el escena-
rio invivo, estudiando la interaccion entre el
antibidtico, las bacterias y el organismo vi-
viente, para que esa informacion pueda ser
empleada en el disefio y la optimizacion de
esquemas posolégicos mas eficaces.

Muchas veces, la actividad in vivo de un
antibidtico es mayor a la observada in vitr
esto es asi, porque en un organismo vivien-
te interactan ademas de antibicticos y bac-
terias muchos otros factores. Cuando se ad-
ministra un antibiético a un individuo, hay
que considerar ademas de la farmacocinética,
las relaciones que se establecen con la res-
puesta del sistema inmune del mismo (DeLeo
et al.,2009). Al respecto, la experiencia clini-
ca indica que la eficacia de la terapéutica
antimicrobiana, depende de la funcion nor-
mal de los sistemas de defensa del paciente
(Kristian et al.. 2007; Mehrzad et al., 2009),

La inmunidad innata constituye la prime-
ra linea de defensa frente a las infecciones
Entre sus componentes se hallan moléculas
de reconocimiento como la familia de recep-
tores toll-like, la lectina fijadora de manosa y
las ficolinas, cuya funcion es la de recono-
cer estructuras microbianas. Por otra parte,
la respuesta inmune innata cuenta con tres
tipos de mecanismos efectores que permiten
destruir a las bacterias; los péptidos antimi-
crobianos, el sistema de complemento y las
células fagociticas (Beutler, 2004).

La participacion de células fagociticas
como neutréfilos, monocitos, macrofagos y
eosinofilos es fundamental en esta primera
linea de defensa, ya que éstas células captu-
ran y destruyen una enorme variedad de
patégenos (Janeway & Medzhitov, 2002) y
constituyen el elemento clave de las defen-
sas de un organismo sobre las infecciones
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bacterianas (Kantari ef «f., 2008). Se han
descripto dos tipos de fagocitosis: opsonina
dependiente y opsonina independiente. La
fagocitosis opsonina dependiente consiste
en launién de las moléculas de complemen-
to e inmunoglobulinas a la pared de los
microorganismos, promoviendo la adheren-
ciay la fagocitosis por parte de los leucocitos
(Annemick er al., 2001). La fagocitosis
opsonina independiente, sc produce por re-
conocimiento de ligandos especific

pre-
sentes en la pared de de los microorganismos
por parte de los receptores scavenger y toll
like presentes en la membrana de las células
fagociticas (Ofek et al.. 1995).

Los neutréfilos leucocitos
polimorfonucleares (PMNs), son la primera
linea de defensa durante una infeccion agu-
day son considerados los componentes més
importantes de la respuesta inmune innata
de base celular (Choi er al.. 2009). Los PMNs
destruyen a los agentes infecciosos fagoci-
tados mediante una amplia variedad de sis-
temas oxigeno dependiente y oxigeno inde-
pendientes (Witko-Sarsat et al., 2000). Los
sistemas oxigeno dependientes se basan en
la produccién de compuestos con actividad
oxidante, mientras que los sistemas oxigeno
independiente involucran los procesos de
i ion. libe-
racion de enzimas liticas y péptidos con acti-
vidad bactericida (Witko-Sarsat et al., 2000).
‘n base a lo expuesto, se asume que la
fagocitosis y la muerte bacteriana por accion
de los PMNs son factores esenciales para la
resolucion clinica de las infecciones
bacterianas con o sin tratamiento antibioti-
co. por lo que la interaccion entre PMNs y
bacterias, va a marcar el equilibrio entre el
estado de enfermedad y salud del individuo.

Los primeros en estudiar el efecto de la
respuesta inmune en la eliminacion de bac-

I previamente a la p li
fueron Rammelkamp & Keefer (1943). Poste-
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riormente, se reporto que la de
bacterias a concentraciones efectivas de
antibioticos con diferentes mecanismos de
accion produce alteraciones en la estructura
externa de éstas (Greenwood & O'Grady,
1973; Klainer & Roussell, 1974) alterando la
estructura de sus antigenos de superficie
(Schultzetal., 1969; Milatovic et al., 1983)y
disminuyendo el grosor de la pared
bacteriana (Efrati er al.. 1976; Lorian &
Waluschka, 1972). Como consecuencia de
estos cambios estructurales, las bacterias se
tornan mas sensibles a la fagocitosis por los
PMNs con posterior muerte intracelular, lla-
mandose a este fendémeno efecto posantibio-
tico estimulador de leucocitos (PALE) (Mc
Donald et al., 1981; Pruul et al., 1981,1986;
Pruul & Mc Donald, 1990). Este efecto de
persistencia da lugar a que la actividad
fagocitica leucocitaria complete la actividad
del antibiético, aunque este se halle en bajas
concentraciones o esté ausente en el sitio
de localizacion bacteriana.

El grado de interaccién entre leucocitos y
bacterias va a marcar la diferencia entre el
estado de salud y enfermedad, y esto se esto
se ha demostrado porque muchas infeccio-
nes ocurren en periodos de neutropenia pro-
funda y algunas infecciones crénicas tienen
lugar en enfermos con defectos congénitos
en las funciones de los neutréfilos, en los
cuales no se produce la interaccion bacteria-
neutrofilo (Mehrzad et al., 2009).

La actividad fagocitica de los PMNs es
potenciada por la accion bactericida inheren-
te del complemento y los anticuerpos especi-
ficos (Cunnion et al., 2003; Rooijakkers et al.,
2005; DeLeo et al., 2009), a causa de los da-
flos provocados a las bacterias por la accion
de estos dos factores. (Mc Donald er al., 1981).

La actividad conjunta de todos estos fe-
nomenos constituye el efecto bactericida
total, que es perfectamente observable en
un individuo tratado con antibidticos.

La resp del organismo
es entonces, de fundamental importancia
para el éxito terapéutico y al mismo tiempo,
representa un factor dificil de controlar, ya
que el grado de la respuesta inmune puede
variar de un individuo a otro o puede estar
disminuido o ausente, ya sea en individuos
de riesgo (neonatos, seniles), inmunocom-
prometidos o bien cuando la localizacion del
foco infeccioso estd a resguardo de la res-
puesta inmune, tal es el caso de endocarditis
o sitios en los que se han formado biofilms
(Rivas, 2006).

Tulatromicina es un antibiotico que per-
tenece a la familia de los macrolidos, y junto
con la azitromicina es clasificado dentro del
grupo de los macrélidos semisintéticos 15-
membrados. Como todo el grupo, este anti-
bidtico es una base débil, altamente lipofilica
y por lo tanto con una limitada solubilidad
enagua, que actia uniéndose a la subunidad
50S de los ribosomas bacterianos, inhibiendo
la sintesis proteica y afectando la division
celular con una actividad antibacteriana mix-
ta es decir bacteriostatica y bactericida
(Evans, 2005). Tulatromicina estd indicada
para el tratamiento de la enfermedad respira-
toria bovina asociada a Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida,
Histophilus somni y Mycoplasma bovis. y
la enfermedad respiratoria porcina asociada
a Actinobacillus pleuropneumoniae,
Pasteurella multocida, Mycoplasma

y Haemophilus parasuis. (Evans, 2005;
Godinho, 2008).

Sus concentraciones plasmaticas son re-
lativamente bajas debido a su rapida y ex-
tensa distribucién al compartimiento tisular,
donde se acumula dentro de las células
eucariotas (Prescott, 2002; Mulazimoglu et
al.,2005). Como todos los antibiéticos de su
clase, tiene capacidad de concentrase a ni-
vel principalmente

intracelular, en
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macréfagos y PMNs, siendo este un fené-
meno reversible. Este mecanismo de eflujo
explicaria las elevadas concentraciones en-
contradas en los sitios de infeccion a causa
de la liberacion de tulatromicna al medio
extracelular por parte de las células inmunes
que migraron al sitio de infeccion bacteriana
(Evans, 2005).

En ensayos preliminares realizados por
nuestro grupo de trabajo, hemos demostrado
que tulatromicina presenta actividad sobre
cepas de Staphylococcus aureus (Picco y col.,
2009), no obstante, no se ha hallado informa-
cion respecto a la farmacodinamia in vitro de
este antibiotico frente a esta bacteria,

Sin embargo, este resultado i vitro no
puede ser extrapolado al escenario in vivo,
ya que en un tratamiento antibidtico, la
interaccion entre antibiotico, bacteria y res-
puesta inmune, es fundamental para la reso-
lucion clinica del proceso infeccioso bacte-
riano. En ese sentido,
tulatromicina sobre Staphylococcus aureus
se sumarfa a la actividad bactericida de los
PMNSs, lo que involucra la adhesion del com-
plemento y los anticuerpos (Ac) a la superfi-
cie de la bacteria. facilitando la fagocitosis
por parte de éstos (Cunnion er al., 2003;
Rooijakkers e al.,2005: DeLeo et al., 2009)

No obstante es necesario considerar los
mecanismos de defensa de Staphylococcus
aureus para con la respuesta inmune del
individuo. Ha sido documentado que esta
bacteria es capaz de evadir la respuesta in-
mune mediante la sintesis y liberacion al
medio de proteinas capaces de bloquear los
receptores celulares, los péptidos
antimicrobianos y los factores del comple-
mento (Rooijakkers er al., 2005). Asimismo,
se ha reportado que la misma puede sobre-
vivir dentro de los fagosomas de los PMNs
(Gresham ez al., 2000).

Considerando la complejidad de estas
interacciones, el objetivo de este trabajo fue

la actividad de la
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adaptar un modelo in vitro de curva de muer-
te bacteriana a concentraciones fijas de anti-
bistico, para evaluar la actividad conjunta
de tulatromicina, factores séricos de respues-
ta inmune y la actividad fagocitica de los
PMNs bovinos sobre cepas de
Staphylococcus aureus

MATERIALES Y METODOS

Para los estudios farmacodinamicos in
vitro se empleo un estandar de tulatromicina
(97.4%) proporcionado por Pfizer Global
Manufacturing, EEUU, seis cepas de
Staphylocaccus aureus; pool de sucro bo-
vino (SB) y leucocitos aislados de sangre
bovina (LB)

Las seis cepas de Staphylococcus aurens
consistieron en una cepa testigo ATCC 29213
yinco cepas autéctonas, SA-5307. SA-5476,
SA-001, SA-007 y SA-008 aisladas en el La-
boratorio de Bacteriologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Na-
cional del Litoral, a partir de muestras de le-
che de vacas en lactacion con signos clini-
cos de mastitis en la zona rural de Esperanza,
Departamento Las Colonias, Provincia de
Santa Fe, Argentina.

El SB fue obtenido a partir de sangre
venosa de bovinos adultos (n=6) que no
habian recibido tratamiento antibidtico du-
rante los ltimos seis meses. La esterilidad
de las muestras de suero fue corroborada
por ausencia de desarrollo bacteriano me-
diante pruebas bacteriologicas clasicas.

Para cada una de las cepas bacterianas, la
concentracion inhibitoria minima (CIM) de
tulatromicina fue estimada por ¢l método de
macrodilucion (CLSI, 2008) en caldo Miiller-
Hinton (MH) y en MH y SB en proporcion
50:50 (MH-SB). Previamente a la realizacion
de cada ensayo se procedio a corroborar el
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pllde los medios de cultivo utilizados (MH,
MI-SB).

Elaislamiento de 1B se realizo con el mé-
todo modificado de Eggleton, Gargan y
Fisher (1989). que consistio en la hemolisis
de los eritrocitos con solucion isotonica de
cloruro de amonio y posterior lavado suce-
sivo de los LB con solucion salina balan-
ceada de Hank.

La suspension final de LB fue realizada
en un pool de SB y la viabilidad de éstos se
determino durante cuatro horas posaisla-
miento por exclusion de tincion con azul de
tripano al 4%. El namero de LB viables se
determing por conteo directo en camara de

I ~Unmldela de LB en

con las mismas se realizaron diluciones
seriadas en agua destilada estéril con el ob-
jeto de lisar los PMNs y reducir la densidad
bacteriana. Posteriormente una alicuota (100
ul) de la ultima dilucion se extendié sobre
una placa de agar con extensor de Digralsky.
Las placas se incubaron a 35°C durante 24
horas y posteriormente se realizo el conteo
de las UFC/placa. El nimero de UFC/ml se
obtuvo multiplicando el nimero de UFC/pla-
ca por un factor de correccion originado a
partir del nimero de diluciones seriadas rea-
lizadas.

Evaluacion de la evolucion de la
bl bacteriana en funcion

SB se adicion6 a un ml de MH con concen-
traciones fijas de tulatromicina, logrando una
relacion MH-SB 50:50. La suspension final
de LB/ml garantizé un conteo globular se-
mejante al hallado en un ml de sangre fresca.

Para todas las cepa: construyeron
curvas testigos de crecimiento en ausencia
de antibiotico en MH y MH-SB. Las curvas
de muerte bacteriana fueron construidas,
segiin el método de concentraciones fijas
de antibidtico descripto por Garcia Rodriguez
ycol.,(2001).

Para cada una de las cepas bacterianas,
las curvas se construyeron enfrentando un
inoculo de 0,5-1 x 10°unidades formadoras
de colonia por ml (UFC/ml) a concentracio-
nes de tulatromicina equivalentes a 0.5 x
CIM; 1xCIM;2xCIMy 4 x CIM.

Cuando las curvas de muerte se realiza-
ronen M, el valor de referencia de CIM fue
el estimado en MH, mientras que cuando las
curvas de muerte se realizaron en MH-
SB+LB, el valor de referencia de CIM fue el
estimado en MH-SB.

Las curvas de muerte bacteriana se cons-
truyeron por triplicado para cada una de las
cepas. De cada indculo se tomaron alicuotas
atiempo cero yalas 2,4, 6,8y 10 horas. y
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del tiempo

Para armonizar los valores de bacterias
viables en cada tiempo de muestreo, los da-
tos fueron expresados como porcentaje del
nimero de UFC/ml a tiempo cero. La nomen-
clatura utilizada s¢ presenta a continuacion.

- NMH; niimero de bacte viables en
ausencia de antibidtico en MH (crecimiento
control).

- NSB: ntimero de bacterias viables en au-
sencia de antibidtico en SB (crecimiento con-
trol).

- NA; nlimero de bacterias viables en pre-
sencia de antibiotico.

- NASL; ntmero de bacterias viables en
presencia de antibiotico, suero y leucocitos.

-t,; tiempo de inicio del ensayo (0 horas).

- t; tiempo de la finalizacién del ensayo
(10 horas).

Como estimadores de la masa bacteriana
viable se utilizaron pardmetros integrados,
los que consideran dos dimensiones del en-
sayo en forma simultanea; el tiempo y la evo-
lucién del numero de bacterias viables en
funcion de éste (White & Toothaker, 1985).

Las integrales de UFC/ml en funcion del
tiempo (UFC.W/ml), desde t, hasta t, fueron
calculadas por el método trapezoidal (Baggot,
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2001), y la nomenclatura utilizada para las
mismas fue la propuesta por Firsov et al.,
1997, la cual se presenta a continuacion.

-ABBC,;: érea bajo la curva de los valo-
res de NMH en funcién del tiempo desde t,
hasta t,.

- ABBC; drea bajo la curva de los valo-
res de NSB en funcién del tiempo desde t,
hasta t .

- AUBC,; drea bajo la curva de los valo-
res de NA en funcién del tiempo desde t,
hasta t,.

-AUBC, ; dreabajo la curva de los valo-
res de NASL en funcién del tiempo desde t,
hasta t .

Evaluacién de la actividad sinérgica
de tulatromicina, SB y LB (PMNs)

Los parametros de eficacia para cada con-
centracion de tulatromicina fueron los si-
guientes:

- % Eficacia total del suero bovino (ET);
[1-(ABBC/ABBC,,)] x 100

- % Eficacia total del antibictico (ET,); [1-
(AUBC,/ABBC, )] x 100

- % Eficacia total de antibidtico suero y
leucocitos (ET,, ); [1-(AUBC, /ABBC, )]
x100

- % Eficacia total de suero y leucocitos
(ETg,): [1- (AUBC, /AUBC,)] x 100

Cuadro 1: Valores de CIM de

Andlisis estadistico

La comparacion de los resultados obteni-
dos se realizé mediante el test estadistico de
ANOVA. Cuando se compararon més de dos
grupos entre si, las diferencias significativas
entre estos fueron determinadas con el test
de Bonferroni. En todos los casos el limite de
significacion fue fijado en 5% (p=0.05).

RESULTADOS

El pH de los medios de cultivo al inicio de
cada experimento fue de 7,41+ 0,1 para MH
y de 7,44 + 0,2 para MH-SB. La CIM de
tulatromicina en MH-SB (0,25 pg/ml) fue 8-
16 veces menor a la obtenida en MH (2-4 pg/
ml) tal y como se presenta en el Cuadro 1.

A partir de muestras de sangre bovina, se
pudo aislar el 65,3% del total de LB al inicio
del experimento y ¢140,3% a las cuatro horas
postaislamiento. La relacién entre LB viables
y no viables, se mantuvo constante durante
este periodo, siendo la viabilidad del 84,7 =
2,9% (Cuadro 2). La formula leucocitaria re-
lativa tampoco sufrié modificaciones duran-
te el mismo periodo.

cus aureus realizadas en

MH y MH-SB 50:50

paraseis cepas de St

CIM (ug/mi)
ID Cepas MH MH-SB 50:50
(pH 7,41 £0,1) (PH7.44£02)
ATCC 29213 4,00 0,25
SA 5507 ,00 0,25
SA 5476 2,00 0.25
A 001 2,00 0,25
A 007 ,00 0,25
A 008 4,00 0,25
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En las curvas de crecimiento el desa- 1) y la eficacia antibacteriana intrinseca
rrollo de la masa bacteriana de del SB expresada como % de reduccion
Staphylococcus aureus fue menoren MHl-  del desarrollo de la masa bacteriana fue
SB respecto de lo observado en MII (Fig. del 91,9 + 1,95 (Cuadro 3)

Cuadro 2: Evolucion de la viabilidad de leucocitos recuperados de sangre bovina durante las cuatro

primeras horas posaislamiento,
T

| Leucocitos aislados Horas desde el inicio del aislamient
de sangre bovina
Totales (mm") 13525
| Recuperados (mm”) 8830 5940 | 6579 | 6850 | 5450
Viables (mm®) 7050 5120 | 5670 | 5970 | 4600
No viables (mm®) 1780 820 910 880 850
% Leucocitos recuperados | 653 43, 48,6 0,6 | 403
% Recuperados viables 79,8 86, 86,2 7,2 84,4
% Recuperados no viables 20,2 18, 13,8 2,8 15,6
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Tiempo (horas)
Fig I: Evolucion temporal de la masa bacteriana (UFC/ml) de seis cepas de Staphylococcus aureus
en M1y MII-SB 50:50 durante 10 horas. E
como porcentaje del mimero de UFC/ml a tiempo cero. Los valores se presentan en escala

cada tiempo de muestreo los datos estdn expresados

semilogariinica como promedio = desvio estindar:

Cuadro 3: Valores de los pardmetros integrados wtilizados para cuantificar la masa bacteriana
viable (ABBC) obtenidas en las curvas de crecimiento realizadas en MH (ABBC, ) y MH-SB (ABBC,,)
Y% de eficacia antibacteriana tolal del suero bovino (T, Los valores se presentan como promedio

+ desvio estandar:

Parametros Promedio + DE
ABBCwi 611168 = 153311
ABBCss 49279 + 15239 ™
ETs (%) 91,9+1,95

%) mdica valores diferentes entre si.
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En las curvas de muerte realizadas en MH,
se observo que con una concentracion de
tulatromicina equivalente a 0,5 x CIM, se pre-
sent6 al final del ensayo un marcado incre-
mento en la masa bacteriana respecto de la
reduccion observada en el resto de las con-
centraciones (Fig. 2 y Cuadro 4).

En las curvas de muerte realizadas en
MH-SB+LB, se observé un patrén de acti-

10000
. 1000
=
E
5 100 Z
e
=
=805 x CIM
tw —o—1x CiM
—a—2x CiM
———x ClM
1

vidad similar, en donde con la concentra-
cion equivalente a 0,5 x CIM se presentd el
mayor desarrollo de masa bacteriana. Sin
embargo, el desarrollo bacteriano en MH-
SB+LB fue menor al observado en MH en
todas las concentraciones de tulatromicina
(Fig. 3y Cuadro 4).

0 2 4

6 8 10

Tiempo (horas)

Fig. 2: Evolucion temporal de la masa bacteriana (UFC/ml) de seis cepas de Staphylococcus aureus

na equivalentes a 0,5 x CIM, 1 xCIM, 2x CIM y 4

a Sfijas de tulatromi

x CIM durante 10 horas en MH. En cada tiempo de muestreo los datos estin expresados como
porcentaje del niimero de UFC/ml a tiempo cero, Los valores se presentan en escala semilogaritmica

como promedio + desvio estindar:

Cuadro 4: Valores de los pardmetros integrados utilizados para cuantificar la masa bacieriana
viable obtenidas en las curvas de muerte realizadas en MH en presencia de antibidtico (1UBC, ) v las
obtenidas en las curvas de muerte realizada en MH-SB 50:50+LB) (AUBC,y). Los valores se

presentan como promedio + desvio estindar.

oM AUBCa AUBCas,
Promedio + DE Promedio + DE
05 15188 + 10265" 1320 + 2637
1 2361 £ 2055 928 +229™
2 1306 + 505 619 +87"
4 1038 + 601 469 £ 74

(+) indica valores diferentes al resio de los presentes en la misma columna.

(*) indica valores diferentes a su homdlogo
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Los valores de eficacia total de tulatro-
micina en MH-SB+LB observados en cada
una de las concentraciones fijas fueron ma-
yores a los valores de eficacia total obser-
vados en MH. mientras que la eficacia
antibacteriana estimada para SB y LB inter-

_ Actividad i virro de wlatromicina

ar en presencia del antibiotico, fue mayor
en la menor concentracion de tulatromicina
(83.52+ 12,96%), mientras que para el resto
de las concentraciones esta participacion
disminuyo sensiblemente y la eficacia se si-
tuo entre valores de 47.07 + 24,12 %y 42.66

pretada como % de participacion de los fac-  +26.59 % (Cuadro 5).

tores de inmunidad de base humoral y celu-

10000
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B
£
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@
2
10 —8—05xCIM
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—t—ax CIM
i
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Tiempo (horas)

Fig. 3: Evolucion temporal de la masa bacteriana (UFC mij de seis cepas de Siaphyvlococcus aureus
sa0.3xCIM, IxCIM, 2xCIMy 4

g
0+ LB, En cada tiempo de muestreo los datos estdn expresa-

ones fijas de
x CIAf durante 10 horas en MH-SB 3
dos como porcentaje del niimero de UFC/ml a tiempo cero. Los valores se presentan como promedio

5 a conce

desvio estindar.

Cuadro3. Eficacia total estimada para cada concentracion de tulatromicina en MII(ET ) y en MII-
SBHLB(ET ). Laeficacia antibacteriana de SBy LB (ET,,) se presenta en la columna de la derecha
Laeficaciase expresacono % de eliminacion de bacterias y los valores se presentan como promedio

+ desvio estandar

- ETa(%) ETast (%) ETst (%)
Promedio + DE Promedio + DE Promedio + DE
05 97,67 1,200 99,77 0,109 83,52 + 12,96"
1 99,63 + 0,26 99,84 0,077 47,07 £24,12
2 99,79 +0,06" 99,89 +0,03" 40,59 + 25,93 |
4 99,84 = 0,06 99,92 + 0,02 42,66 + 26,59

(%) omdica valores diferentes a s honil

ET

o enire

() tnudica vatores diferonses al resio de los presenies en la misma colummna
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estu-
dio, describen muchos aspectos de la
farmacodinamia de tulatromicina sobre

iphy aureus, enlo
que respecta a la interaccion entre el antibio-
tico, la bacteria y algunos componentes del
sistema inmune del individuo. Entre estos
tres elementos se establecen una serie de
interacciones que se observan en la conoci-
da triada propuesta por Davis (Fig. 4) y que
son las responsables de la mayor o menor
eficacia de un tratamiento antibiotico entre
distintos individuos (Davis et al,. 1969).

Por lo tanto, a fin de evaluar la actividad
antibacteriana de tulatromicina sobre
Staphylococcus aureus en un ambiente si-
milar al que se presentaria en un organismo
que padece una infeccion, es que se adicio-
n6 SBy PMNs al modelo de curva de muerte
bacteriana, a fin de incorporar factores de
respuesta inmune de base humoral y celular.

La primera evaluacién de la actividad
antibacteriana intrinseca del SB se realizo

interpreta como la variacién del ntimero de
bacterias en un intervalo de tiempo determi-
nado. Cuando esta variacion es un incremen-
to en el niimero de bacterias viables se habla
de velocidad de crecimiento. Por el contra-
rio, cuando esta variacion es una disminu-
cion del ntimero de éstas entonces se habla
de velocidad de muerte.

En una poblacién bacteriana coexisten los
dos procesos en forma simulténea, y el ba-
lance entre estos va a determinar la evolu-
cion en el tiempo de la poblacion bacteriana.
En el caso de las bacterias en ausencia de
antibidtico, el crecimiento predomina sobre
la muerte, por lo que el balance es positivo,
dando lugar a las curvas de crecimiento
bacteriano, tal y como las que se realizaron
con cepas de Staphylococcus aureus culti-
vados en MH y en MH-SB (Fig. 1).

La curva de crecimiento realizada en MH,
nos proporcion informacion sobre la velo-
cidad de desarrollo de referencia, ya que en
este medio de cultivo, las condiciones am-
bientales de nutrientes y pH, y la ausencia
de los factores de respuesta inmune, permi-

estimando la velocidad de ds
Staphylococeus aureus en medio de cultivo
estandarizado y en medio de cultivo al que
se le adiciono SB.

En los estudios de cinética de crecimien-
to bacteriano, el concepto de velocidad se

&

tieron el bacteriano sin interfe-
rencias tal y como podria suceder en un pa-
ciente inmunodeprimido (White, 2001).

El balance entre el crecimiento y lamuerte
bacteriana en MH-SB no fue negativo, ya
que el nimero de bacterias viables al final

Huésped
Infeccion Farmacocinética
Inmunidad Toxicidad
K Resistencia
Bacteria  __________~_ Antibiético
Sensibilidad

Fig. 4: Relacién conocida como triada de Davis (1969), entre los factores relacionados a la res-
puesta inmune del huésped, las bacterias infectantes y la actividad de un antibiético en la resolu-
cidn de clinica de una infeccion de origen bacteriano,
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del ensayo (UFC/ml) fue mayor al observa-
do al inicio del mismo (Fig. 1). Sin embargo,
el retraso en el desarrollo bacteriano en el
medio de cultivo que contenia SB, determi-
no que la masa bacteriana se redujera en diez
horas en un 91.9 + 1.95 respecto de la masa
bacteriana de referencia obtenida en el culti-
vo bacteriano en MH (Cuadro 3). Este resul-
tado puede ser explicado por la actividad de
los factores de la respuesta inmune especifi-
ca e inespecifica presentes en ¢l SB. Entre
los posibles factores de respuesta inmune
especifica podemos considerar la actividad
de anticuerpos contra Staphylococcus
aureus que pudieron estar presentes en el
SB, y entre los factores de respuesta inmune
inespecifica podemos citar la presencia de

pl v péptidos con
actividad antibacteriana, los que pudieron

actuar neutralizando, lisando y daiiando a
las bacterias sobrevivientes afectando el
desarrollo de las mismas.

En el estudio de la actividad de un anti-
bidtico, la CIM es el parametro farmacodind-
mico que establece larelacion concentracion-
efecto de referencia, que se tiene en cuenta
para la estimacion de los parametros
farmacodinamicos predictivos de eficacia
antibiética, y para el desarrollo de los esque-
mas terapéuticos (Toutain et al., 2002). Sin
embargo, las condiciones estandarizadas in
vitro en el cual se realiza su determinacién,
dificren del ambiente en el cual el antibiotico
debera actuar en el sitio de localizacion
bacteriana en un organismo viviente. Al res-
pecto, el valor de la CIM de tulatromicina
sobre Staphylococcus aureus estimado en
MH-SB fue entre 8 y 16 veces menor al valor
obtenido en un medio de cultivo estandari-
zado (Cuadro 1).

Los ensayos de curva de muerte
bacteriana se realizan para evaluar la activi-
dad en el tiempo de concentraciones fijas de
un antibidtico sobre la bacteria sensible al

Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 10 (1) 2011

_Actividad in vitro de wlatromicina

mismo, y estas diferentes concentraciones
se establecen tomando como referencia el
valor estimado de la CIM para con esa bac-
teria. Las curvas de muerte bacteriana de
tulatromicina sobre las cepas de
Staphylococcus aureus en MI se realizaron
tomando como referencia los valores de CIM
que se estimaron en ese medio de cultivo (2-
4 pg/ml). En nuestro ensayo, tulatromicina
presenté una actividad antibacteriana lenta,
y el incremento de sus concentraciones tuvo
poco efecto sobre su actividad, ya que tras
diez horas de exposicion al antibiético, el %
de eficacia observado a la concentracion de
4 x CIM no presento diferencias con los %
de eficacia observados a2 x CIM y 1 x CIM
(Figs. 2-3 y Cuadro 5),

Las curvas de muerte bacteriana construi-
das en MH-SB+LB se realizaron tomando
como referencia la CIM estimada en ese me-
dio de cultivo, cuyo valor fue de 0,25 pg/ml
para todas las cepas de Staphylococcus
aureus. Es importante destacar que aunque
en estas curvas los inoculos fueron expues-
tos a menores concentraciones de tulatromi-
cina, la eficacia antibacteriana obtenida en
cada una de ellas fue mayor a su homologa
obtenida en MH (Cuadro 5), en la que se uti-
lizaron concentraciones 8-16 veces mayores.

Los resultados obtenidos con este mode-
lo de curva de muerte bacteriana modificado
por la incorporacion de factores de respues-
ta inmune permiten realizar importantes con-
sideraciones. La respuesta inmune innata
sobre Staph)
dependiente tanto de la activacion del siste-
ma del complemento como de la muerte me-
diada por accion de los neutréfilos
(Rooijakkers et al., 2005). En este sentido,
debemos considerar que en este estudio in
vitro, el sistema de complemento conté con
las condiciones optimas para activarse en
sus tres vias. La via clasica pudo ser activa-
da por la eventual presencia de Ac contra

aureus es
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Staphylococcus aureus que pudieron estar
presentes en el SB, la via alternativa pudo
ser activada por el peptidoglicano (PG) pre-
sente en la superficie de la bacteria, mientras
que la lectina fijadora de manosa y las
ficolinas pudieron reconocer al PG y activar
la via de la lectina.

Este proceso de opsonizacion bacteriana
por parte de las proteinas séricas presentes
en el suero, pudo haber facilitado el proceso
de fagocitosis por parte de los PMNs (DeLeo,
2009), los que acumulan elevados niveles de
superdxidos que matan a las bacterias inge-
ridas. Asimismo, una vez formado el
fagosoma se produciria la fusion de éste con
los granos azurofilos, quienes vertirian al
interior de éste elevadas concentraciones de
péptidos y proteinas antimicrobianas que
contribuirian a la muerte intracelular de la
bacteria ingerida (Quinn et al., 2006). Otro
factor a considerar, esta relacionado con las
propiedades farmacocinéticas de tulatromi-
cinay su capacidad para difundir a través de
membranas bioldgicas, ya que como todos
los macrolidos, ésta se acumula dentro de
las células procariotas, especialmente los
macréfagos y los PMNSs. El sitio especifico
de ubicacion es el interior de los lisosomas,
dentro de los cuales se ioniza y acumula por
un fenémeno de trampa iénica (Mulazimoglu
et al., 2005). Sin embargo, solo la forma no
ionizada es farmacolégicamente activa, y se
sabe que los macrélidos pierden aproxima-
damente un 90% de eficacia por cada unidad
de pH que disminuye, por lo que las eleva-
das concentraciones intralisosomales de
tulatromicina, no garantizan una elevada ac-
tividad antibacteriana. También es posible
que Staphylococcus aureus haya evadido
parcialmente la respuesta inmune de los fac-
tores incorporados al modelo, o que haya
sobrevivido dentro de los fagosomas de los
PMNs. Sin embargo, en este ensayo no pudo
discriminarse el grado de participacion de
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estos mecanismos de evasion de la respues-
ta inmune.

Dentro de un contexto de actividad
bactericida global, hemos observado que la
actividad de tulatromicina fue potenciada
por la presencia de los factores de respues-
ta inmune adicionados al modelo, y este ha-
llazgo, puede ser explicado porque las bac-
terias que han sido expuestas a
concentraciones inhibitorias que no han
muerto, son mas sensibles a la fagocitosis.
Este fenomeno ha sido claramente obser-
vado en los antibidticos que como
tulatromicina, inhiben la sintesis proteica,
y que producen alteraciones en los compo-
nentes estructurales de la superficie de las
bacterias. De esta manera, las bacterias que
luego de haber sido expuestas a los
antibioticos son fagocitadas, podrian ser
mas sensibles a la destruccion dentro de la
célula fagocitica (Ramadan et al., 1995).

Un hallazgo llamativo, lo constituye el
hecho que el impacto de factores de respues-
ta inmune incorporados al modelo fue mas
notorio a una concentracion baja, ya que la
actividad antibacteriana que pudo asignar-
se a la participacion de los factores de res-
puesta inmune humoral y celular observada
en este ensayo in vitro superd el 80% cuan-
do las concentraciones de tulatromicina fue-
ron subinhibitorias (0,5 x CIM) y representé
aproximadamente el 40% de la actividad to-
tal en presencia de concentraciones de
tulatromicina equivalentes a 1 x CIM, 2 x CIM
y4 x CIM (Cuadro 5). Este hallazgo permite
inferir la importancia de la participacion de la
respuesta inmune en presencia de las con-
centraciones subinhibitorias que se presen-
tan en la fase terminal de disposicién de un
antibiotico tras su administracién a un indi-
viduo tal y como se presentan en la Fig. 5. En
la misma, esta indicada la zona de concentra-
ciones subinhibitorias en la que se expresa-
rian los fenomenos de efecto posantibiotico
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Zona de
persistencia
de laactividad
antibiética

Concentracion plasmatica

cim

I
¥

Tiempo

Fig 5: Representacion grdfica de un perfil de ¢

1centraciol itica de un tras la

administracion de una dosis por via extravascular en donde se seiiala el valor de la concentracion

inhibitoria minima (CIM) representada por una linea de puntos y el drea de concentraciones

subinhibitorias, donde los factores de respuesia inmune humoral y celular actuarian favoreciendo la

persistencia de la actividad del antibidtico.

v PALE, que completarian y prolongarian la
actividad del antibiotico administrado.

Los resultados obtenidos indican la
aditividad entre laeficacia del antimicrobiano,
la actividad bactericida de péptidos con ac.
tividad antimicrobiana, la actividad
bactericida y opsénica del complemento y la
actividad fagocitica y bactericida de los
PMNs, lo que se refleja en una s
disminucion del namero de bacterias viables
en todas las concentraciones de
tulatromicina ensayadas, respecto de la evo-
lucion de las poblaciones bacterianas solo
en presencia de la m
ron mas elevadas. La corta supervivencia de
los LB en las condiciones experimentales
empleadas en este ensayo, impidieron eva-
luar la actividad fagocitica y bactericida de
los mismos durante mucho mas tiempo. No
obstante, la notable reduccion en el nimero
de bacterias viables observada en este cn-
sayo in virro de diez horas, permite inferir
que este modelo de cinéti

gnificativa

sma aunque éstas fue-

a de muerte
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bacteriana modificado, puede ser utilizado
para evaluar la magnitud de la participacion
de larespuesta inmune no especifica de base
humoraly celular en la terapéutica antibiotica
de otros agentes antibacterianos sobre otras
especies bacterianas, simulando condiciones
experimentales similares a las observadas en

condiciones in vivo.

CONCLUSION

Tulatromicina es un antibiotico que aun-
que efectivo sobre Staphylococcus aureus,
ha demostrado ser poco potente en medios
de cultivo estandarizados como MH, en el
que present6 valores de CIM entre 2 y 4 ng/
ml. Sin embargo la potencia de este antibiot
0 se increment6 al incorporarse SB al medio
de cultivo, reduciendo el valor de la CIM a
0.25 pg/ml.

a
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La actividad antibacteriana y opsonizante
de los factores presentes en el SB involu-
crados en la respuesta inmune innata. pu-
dieron ser los responsables del retraso del
crecimiento de Staphylococcus aureus aun-
que no presentaron actividad bactericida
neta.

Los factores humorales presentes en SB,
junto con los PMNs, actuaron en forma
sinérgica con la tulatromicina, potenciando
su actividad, reduciendo la masa bacteriana
con concentraciones 8-16 veces menores a
lo obtenido en MH, y mejorando significa-
tivamente su eficacia a concentraciones me-
nores a la CIM

Los resultados obtenidos permiten inferir
que un modelo farmacodindmico in vitro. que
incorpora factores de respuesta inmune in-
nata y especifica, es capaz de generar infor-
macién mas confiable acerca de la actividad
in vivo de los antibioticos. respecto de los
ensayos in vitro realizados en medios de
cultivo que no tienen en cuenta la respuesta
inmune del individuo, la cual es indispensa-
ble para la resolucion de las enfermedades
infecciosas, en donde se acepta que los ag,
tes antibacterianos son una terapéutica des-
tinada a coadyuvar a las defensas naturales
del individuo,

n-
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