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ACTIVIDAD BACTERICIDA INTRINSECA DE SUERO
BOVINO SOBRE CEPAS DE Escherichia coli y
Staphylococcus aureus

GIACOMINO, N."; CERRA, M."; STIEFEL,S."; GuMIY,D."; NOTARO, U.%;
BUFFA,E."; BARONI,E."; PICCO,E.! & FORMENTINIE.

RESUMEN

Se evalud la actividad bactericida intrinscca del sucro de bovinos adultos sobre ineulos de
Escherichia coli y Staphyl aureus un modelo in vitro modificado de curva de
crecimiento bacteriano. El sucro de bovinos adultos presentd actividad hemolitica mediada por
s terneros que no

complemento y anticuerpos naturales, la cual estuvo ausente en el suero de |
calostraron. El crecimiento bacteriano en presencia de sucro de terneros adultos fuc significativamente
menor a lo observado en presencia de suero de terneros sin calostrar. Estos resultados destacan la

ad antibacteriana in
propone esta metodologia como un complemento de los ensayos de velocidad bactericida de sucro

acti nseca del suero mediada por complemento y anticuerpos naturales. Se
con el fin de discriminar y cuantificar la actividad bactericida de los factores de respuesta inmune
innata presentes en el suero y la actividad bactericida del agente antibistico

Palabras clave: Complemento, anticuerpos naturales, curva de crecimiento bacteriano, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus

SUMMARY

Intrinsic antibacterial activity of bovine serum against strains of Escherichia
coliand Staphylococcus aureus.

The intrinsic antibacterial activity of adult bovine serum against £
aureus strains was cvaluated using a modificd in vitro growth kinetic curve. The serum of adult
bovines presented a hemolytic activity mediated by complement and natural antibodies which was
absent in serum from newborn calves with no colostrum ingestion. The bacterial growth in the

coliand
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presence of adult bovine serum was lower than the observed in presence of scrum from calves
which did not received colostrum. These results highlight the intrinsic antibacterial activity of serum
This
a complementary assay of the determination of bactericidal-rate of serum. in order to discriminate

1 and natural antibodi

ofadult bovines mediated by v is proposed as

and quantify the bactericidal activity of the innate immune response factors present in serum and the

antibacterial activity of the antibiotic.

aureus, Growth

Key words: C Natural Escherichia coli, Staphy 4
bacterial curve.
INTRODUCCION La actividad bactericida intrinseca del

En los ultimos afios los ensayos in vitro
basados en la construccion de curvas de
muerte bacteriana (kill-curves) (Mueller ez al.,
2004) y la evaluacion de los efectos de
persistencia como el efecto posantibiotico
(EPA) (Odenholt, 2001), han llegado a ser
herramientas utiles para generar mas
informacién acerca de la actividad y la
eficacia de varios grupos de antibidticos
sobre cepas bacterianas sensibles a los
mismos (Liu e al., 2002). Si bien los ensayos
de eficacia antibacteriana in vitro generan
informacion que se utiliza para el disefio de
los regimenes terapéuticos, la correlacion
entre esta actividad y la resolucién de un
cuadro clinico no es del 100%, ya que en el
ejercicio de la clinica se observa que muchas
infecciones bacterianas que son tratadas con
el antibidtico al cual el microorganismo ha
mostrado ser susceptible in vitro, no
responden a la terapéutica (Blondeau, 2009).

Esto se explica porque la cura de una
infeccion bacteriana depende de la magnitud
y la calidad de la respuesta inmune innata y
adaptativa del individuo, al punto que se
considera que esta respuesta es indispen-
sable para la resolucion clinica exitosa de una
enfermedad infecciosa, considerando a los
antibioticos como una terapia coadyuvante
de las defensas naturales del organismo
(Blondeau, 2009).
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suero esta determinada mayoritariamente por
dos componentes; los anticuerpos naturales
(AcN)y el complemento (Matson ez al.,2005).
Los AcN son un tipo particular de inmuno-
globulinas cuya presencia no requiere una
exposicion previa a un antigeno en particular
(Van Knegsel et al., 2007) y que reaccionan
con diferente afinidad con una amplia
variedad de epitopes presentes en antigenos
leculares y particulados incluyend
globulos rojos extrafios, bacterias, virus y
toxinas. Una alta proporcion de AcN se une
a los llamados patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP), los cuales
representan antigenos que son compartidos
con una amplia variedad de microorga-
nismos. Entre los PAMP mas importantes se
encuentran los lipopolisacaricos (LPS)
presentes en las enterobacterias Gram
negativas tales como Escherichia coli o
Salmonella spp., el acido lipoteitoico (LTA)
presente en las bacterias Gran positivas como
Staphylococcus aureus y peptidoglicano
(PGN) presente tanto en bacterias Gram
negativas y Gram positivas (Ploegaert et al.,
2011).

Elsistema de complemento participa en la
eliminacion de bacterias mediante su accion
litica directa (Tosi, 2005), mediante la opsoni-
zacion favoreciendo su ingestion por las
células fagociticas y originando productos
quimiotacticos que reclutan células inmunes

macr
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al sitio de infeccién y que contribuyen al
incremento de la permeabilidad capilar,
permitiendo que las proteinas séricas
ingresen desde la circulacion general hacia

eltejido infectado (Bolger et al., 2007).
Laactivacion de las fracciones séricas del
fue inicial descripta

autosuficientes para reducir la carga
bacteriana sin necesidad de la participacion
de los componentes del sistema inmune
adaptativo.

Los ensayos de eficacia antibidtica in
vitro se caracterizan por la actividad
antib iana del agente antibiético en

como una reaccion secundaria o accesoria a
la formaciéon del complejo antigeno-
anticuerpo (via cldsica), pero que puede
activarse por la presencia de patogenos a
través de la via alternativa o la via de las
lectinas.

En el caso de la via alternativa, la ausencia
de galactosa y residuos de acido sialico en
Ia superficie de los patégenos, contribuyen
a desencadenar la activacién del
complemento (Matsushita, 1996). En la via
de las lectinas, el complemento es activado
por una proteina sérica llamada proteina
fijadora de manosa (MBP), la cual tiene
afinidad por carbohidratos tales como
manosa y N-acetilglucosamina presentes en
la superficie de los microorganismos
(Kawasaki et al, 1983; Turner, 1996). Estos
dos i Gan e
el proceso de eliminacion de microorganis-
mos invasores; los AcN actiian como molé-
culas de reconocimiento opsonizando a los
microorganismos invasores e iniciando la
cascada de activacién del complemento.

Ya sea que el complemento se active por
la via alternativa o la via de las lectinas, se
produce la sintesis de la fraccion C3b
iniciando la cascada de activacion que
culmina con el ensamblaje del complejo de
ataque de membrana (CAM) sobre la
superficie de los patégenos invasores, dando
lugar a la formacién de poros que a causa del
desbalance electrolitico provocan la lisis de
las bacterias o las particulas virales (Tosi,
2005). De esta manera, los AcN'y el comple-
mento presentes en el suero constituyen
componentes de la respuesta inmune innata

S

ausencia de los factores relacionados a la
p inmune del individuo en condici
nes que se asemejan a las encontradas en un
paciente inmunodeprimido (White, 2001). Si
bien se han reportado algunas metodologias
para evaluar la actividad de un antibiético
en presencia de suero (Riera er al., 1996;
Garcia Rodriguez ef al., 2001), éstos no
permiten evaluar la magnitud de la actividad
bactericida intrinseca del suero del paciente,
considerando que ésta puede variar en
funcién del status de su respuesta inmune.
En este ensayo se emple6 un modelo in
vitro modificado de curva de crecimiento
bacteriano adicionando al medio de cultivo
suero de bovinos adultos, a fin de evaluar el
impacto de la actividad bactericida intrinseca
mediada por los factores de respuesta inmune
inespecifica de base humoral presentes en
este fluido bioldgico (complemento y AcN)
sobre la cinética de crecimiento de dos cepas
bacterianas: Escherichia coli ATCC 25922y
Staphylococcus aureus ATCC 29213,

MATERIALES Y METODOS

Para la evaluacién in vitro de la actividad
bactericida intrinseca del suero bovino se
us6 una cepa de Escherichia coli (ATCC
25922) y una cepa de Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), suero bovino de animales
adultos (SBA) y suero de terneros sin
calostrar (STSC).

El SBA, consistié en un pool de suero
obtenido a partir de sangre venosa de bovi-
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nos adultos sanos (n = 6) de seis meses a un
afio de edad, que no habian recibido
tratamiento antibiotico durante los ultimos
tres meses, mientras que pool de STSC se
obtuvo a partir de sangre venosa de terneros
recién nacidos (n = 6) que no habian
calostrado.

La esterilidad de las muestras de suero
fue corroborada por ausencia de desarrollo
bacteriano mediante pruebas bacteriologicas
clasicas y la presencia de inmunoglobulinas
en los pooles de SBA y STSC se corrobord
mediante proteinograma por electroforesis.

La presencia de complemento y AcN se
determind valorando la actividad hemolitica
de éste sobre globulos rojos de conejo (GRC)
seguin la técnica reportada por Sirosky et al.
(2010). Como controles negativos se utilizé
SBA tratado con 50mM de acido
etilendiamino tretraacético (EDTA), ya que
este compuesto se comporta como
inactivador del complemento y STSC ya que

CONSTRUCCION DE CURVAS DE
CRECIMIENTO CONTROL

Las curvas de crecimiento control para
Escherichia coli y Staphylococcus aureus
se construyeron por sextuplicado. Para la
construccién del indculo inicial, los microor-
ganismos en fase de crecimiento logaritmico
fueron didos en solucién fisiologi
estéril a una concentracion que resultd en
una turbidez equivalente al grado 0,5 de la
escala de McFarland, lo que equivale a una
densidad bacteriana de 1 x 10* unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/
ml). Posteriormente, se realizaron diluciones
del indculo inicial en caldo Muller Hinton
(MHB) hasta lograr una concentracion de
bacterias equivalente a 0,5-1 x 10° UFC/ml.
Los indculos finales fueron incubados en
estufa a 35°C durante 10 horas.

Durante ese periodo se tomaron de cada
inéculo alicuotas a tiempo cero y alas 2,4, 6,
8 y 10 horas. Con cada una se realizaron

este es hipo o agamagl (Stott er
al., 1976), y las concentraciones plasmaticas
de los componentes del complemento estan
disminuidas y s6lo se hallan en un 12-60%
respecto de los niveles hallados en los
individuos que ya han alcanzado la madurez
(Hein, 1994). La técnica se basa en la
activacién del complemento a partir de la
unién del AcN a los GRC, produciendo la

diluciones seriadas en solucion fisioldgica
estéril con el objeto de reducir la densidad
bacteriana. Posteriormente una alicuota (100
pl) de la ultima dilucién se extendio sobre
una placa de agar con espétula de Digralky.
Las placas se incubaron a 35°C durante 24
horas y posteriormente se realizé el conteo
de las UFC/placa. El nimero de UFC/ml se
obtuvo multiplicando el nimero de UFC/

hemélisis de los mismos. La hemoglobina
liberada se cuantifica por medio de la lectura
de la densidad dptica a 540 nm. La valoracion
de la actividad hemolitica del complemento
se realizo segin el método propuesto por
Mayer (1967) y las unidades hemoliticas al
50% (CH,) se interpretan como la
concentracién de suero necesaria para
producir el 50% de hemélisis de una
suspension de GRC. Todos los ensayos de
valoracion de actividad hemolitica de
complemento en presencia de AcN sobre GRC
se realizaron por sextuplicado.
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placa por un factor de correccién originado
a partir del numero de diluciones seriadas
realizadas.

CONSTRUCCION DE CURVAS DE
CRECIMIENTO ENSBAY STSC

La construccién de las curvas de
crecimiento para Escherichia coli 'y
Staphylococcus aureus en SBA y STSC se
realizaron por sextuplicado siguiendo el
procedimiento descripto en la construccion
de las curvas de crecimiento testigo en MHB,
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modificando solamente el medio de cultivo
de los indculos finales que estuvo
compuestos por MHB/SBA 50:50 y MHB/
STSC50:50.

EVALUACION DE LAACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA INTRINSECA DEL
SBAYELSTSC

Para armonizar los valores de bacterias
viables en cada tiempo de muestreo, los
datos fueron expresados como porcentaje
del nimero de UFC/ml a tiempo cero. La
nomenclatura utilizada se presenta a
continuacion:

= N> Nmero de bacterias viables en
MHB

- N, niimero de bacterias viables en
MHB/SBA 50:50

- Nypges nUimero de bacterias viables en
MHB/STSC 50:50

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

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

Como estimadores de la masa bacteriana
viable se utiliz6 la integral de UFC/ml en
funcion del tiempo (ABC) (Firsov et al.,
1997). Este pardmetro, considera dos dimen-
siones del ensayo en forma simultinea; el
tiempo y la evolucién del nimero de
bacterias viables en funcién de éste. Para
las curvas de crecimiento, las integrales esti-
madas desde t; hasta t, fueron calculadas
por el método trapezoidal (Baggot, 2001) y
lanomenclatura utilizada para las mismas fue
la siguiente:

- ABC,,;; drea bajo la curva de los
valores de N, , en funcién del tiempo desde
tohasta t.

- ABCy,,; drea bajo la curva de los
valores de N, , en funcién del tiempo desde
t, hasta t.
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-ABCgy; drea bajo la curva de los valores
de Ng,, en funcién del tiempo desde t, hasta
t.

" La magnitud del desarrollo bacteriano en
MHB/SBI 50:50 y MHB/SBA 50:50, respecto
del crecimiento en medio de cultivo estandar
(MHB), se expres6 como porcentaje de
sobrevida bacteriana al final del experimento.
Los pardmetros de sobrevida bacteriana para
cada uno de los sueros fueron los siguientes:

- % Sobrevida bacteriana en MHB/SBA
50:50 =(ABCg, /ABC,,,,,)x 100

- % Sobrevida bacteriana MHB/STSC
50:50 = (ABCy JABC, ;) x 100

La actividad bactericida intrinseca de
MHB/SBA 50:50 y MHB/STSC 50:50,
respecto del crecimiento en medio de cultivo
estandar (MHB), se expres6 como porcentaie
de bacterias eliminadas al final del experi-
mento. Los parametros de eficacia antibac-
teriana intrinseca para cada uno de los sueros
fueron los siguientes:

- % Eficacia antibacteriana de MHB/SBA
50:50;[1- (ABCg, JABC, ;)] x 100.

- % Eficacia antibacteriana de MHB/STSC
50:50; [1- (ABC g /ABC, )] X 100.

ANALISIS ESTADISTICO

La comparacién de los resultados
obtenidos (masa bacteriana viable, % de
eficacia antibacteriana, % de hemolisis y
CH, ), se realizé mediante el test estadistico
de ANOVA.

Cuando se compararon més de dos grupos
entre si, las diferencias entre estos fueron
determinadas con el test de Bonferroni. En
todos los casos el limite de significacion fue
fijado en 5% (p=0,05).
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RESULTADOS

Los resultados del proteinograma por
electroforesis de los pooles de SBA 'y STSC
se presentan en la figura 1 y el cuadro 1. El
pool de STSC presento bajos niveles de
globulinas totales a causa de la baja concen-
tracion de gamma globulinas respecto del
suero proveniente de un animal adulto (SBA).

La actividad hemolitica asociada al
complemento y a la presencia de AcN en el
SBA se manifesto por un elevado porcentaje
de hemélisis de GRC. Los porcentajes de
hemdlisis observados en SBA+EDTA (5,63 +
1,71%) y STSC (5,51 £ 0,73%) fueron menores
(p< 0,05)aloobservado en SBA (89,5+4,16%)
tal como se presenta en la figura 2A.

La actividad hemolitica de SBA,
SBA+EDTAy STSC en funcién de diferentes

concentraciones de suero sc presentan en la
figura 2B.

El valor estimado de CH,, para SBA fue
de 13,1 + 4,16, lo que equivale a decir que
una dilucion de suero 1/13,1 (0,076 mL) es
necesaria para producir el 50% de la
hemolisis de GRC.

La evolucion temporal de las masas
bacterianas de Escherichia coli (ATCC
25922) y Staphylococcus aureus (ATCC
29213)en MHB, MHB/SBA 50:50 y MHB/
STSC 50:50 durante 10 horas se presentan
en la figura 3 y el cuadro 2.

En el caso de Escherichia coli, no se
observaron diferencias en el desarrollo
bacteriano en MHB y MHB/STSC 50:50,
mientras que la masa bacteriana que se
desarroll6 en el medio de cultivo compuesto
por MHB/SBA 50:50 resulté significativa-

SBA STSC

-} Albuming e {
~——  Alfaglobulina  ———w {
P (scm vglolb\:)h?av —
. Gamma globulina

Fig. I: Fracciones proteicas porel

troforesis de pool de sueros proveniente de

bovinos adultos (SBA) y de pool de sueros de terneros sin calosirar (STSC).

Cuadrol: F de pool de sueros pr

de bovinos adultos (SBA} y de pool de

sueros de terneros sin calostrar (STSC) obtenidos por electroforesis

Fracciones proteicas SBA STSC

Proteinas totales 5,69 g% 4,59 g%
Albumina 2,48 g% 2,86 g%
Globulinas totales 321 9% 1,73g%
Alfa globulinas 0,48 g% 0,86 g%
Beta globulinas 0,52 g% 0,71 g%
Gamma globulinas 2,21 9% 0,16 g%
Relacién albiminas/globulinas 0,80 g% 1,709%
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mente menor respecto de los otros dos
medios de cultivo utilizados en el ensayo.

Con respecto a Staphylococcus aureus,
esta bacteria presentd en presencia de STSC
un desarrollo superior a lo observado en
MHB, tal como se presenta en la figura 3 y el
cuadro 2. Por otra parte, al igual que lo
observado con Escherichia coli, el desarro-
llo de Staphylococcus aureus fue significa-
tivamente menor en MHB/SBA 50:50
respecto de lo observado en MHB.

La eficacia antibacteriana del medio de
cultivo que incorporé el pool de STSC fue
solamente del 4,27 +26,2% para Escherichia
coli (Cuadro 4), mientras que para
Staphylococcus aureus ésta no pudo ser
estimada debido a que la sobrevida de esta

bacteriaen MHB/STSC 50:50 fue del 347,5 +
204,3% respecto de la observada en MHB
(Cuadro 3).

La eficacia antibacteriana del medio de
cultivo que incorpord el pool de SBA fue
de 92,5 + 4,55% para Escherichia coli y
74,7 +20,5% para Staphylococcus aureus
(Cuadro 4).

DISCUSION

En un medio de cultivo estandarizado
como MHB, las bacterias en suspension
se reproducen a una velocidad que esta
determinada por factores tales como la

Cuadro 2: Masas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC
29213) obtenidas en las curvas de crecimiento realizadas en MHB, MHB/STSC 50:50 y MHB/SBA

30:50. Los valores estan expresados como la integral de las UFC

desde tiempo cero hasta las diez horas

“ml en funcién del tiempo (ABC)

Para ia coli aureus
ABCuhs 468.678 + 108.159 269.810 + 208.360**
ABCstsc 442.816 + 149.177 600.961 + 374.022**
ABCssa 38.143 + 26.577* 40.627 + 20.884**

* indica un valor diferente a los demds dentro de la misma columna (p < 0.05).

** indica valores diferentes entre si dentro de la misma columna (p < 0,05).

Cuadro 3. Sobrevida bacteriana de Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) en las curvas de crecimiento realizadas, MHB/STSC 50:50 y MHB/SBA 50:50.

Los valores estin

respecto del crecimiento observado en MHB.

de bacterias

al final del ensayo

Medio de cultivo

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

MHB/STSC 50:50

95,7 +26,2% **

347,5 +204,3% "

MHB/SBA 50:50

7,51 +4,55%""

25,3+20,5% *

* indica valores diferentes deniro de la misma columna (p = 0.05)

# indica valores diferentes entre las columnas (p < 0,05)
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Cuadro 4: Eficacia bactericida intrinseca de STSC v SBA sobre Escherichia coli (ATCC 25922) y

Staphylococcus aurer
realizadas en MHB

(ATCC 29213) observada en las curvas de crecimiento bacteriano
50,y MHBISBA 50:30. Los valores estn expresados porcentaje de

bacterias eliminadas al final del ensayo respecto del crecimiento bacteriano observado en MHB.

Medio de cultivo

coli Staph) aureus

MHB/STSC 50:50

4,27 +26,2%"*

MHB/SBA 50:50

92,5 +4,55%"

|
NC |
74,7 £20,5% |

NC = valor no calculado.

* indica valores diferentes dentro de la misma columna (p < 0.03).

disponibilidad de los nutrientes, y
condiciones estandarizadas de pH y
temperatura. El incremento de la densidad
bacteriana asociada a la escasez de nutrien-
tes y la acumulacion de productos meta-
bélicos en el medio, da lugar a una dismi-
nucién de la velocidad de desarrollo tal y
como se observa en las curvas de creci-
miento bacteriano in vitro.

En un sentido mecanicista, la evolucion
en el tiempo de una poblacion de bacterias
en un sistema in vitro puede ser
interpretada como el resultado de dos
procesos competitivos: un proceso de
continuo crecimiento por parte de una
fraccion de la poblacién y la muerte de la
porcién restante (Firsov et al., 1997). Por
lo tanto la velocidad de crecimiento
bacteriano es aparente, ya que es la resul-
tante de la diferencia entre la velocidad de
crecimiento real menos la velocidad de
muerte bacteriana, tal como se expresa a
continuacion:

VCB,=VCB, -VMB

donde VCB, es la velocidad de
crecimiento bacteriano observada o
aparente, VCB, es la velocidad de
crecimiento bacteriano real y VMB es la
velocidad de muerte bacteriana.

Para la optimizacion de los regimenes
terapéuticos de los antibiéticos, se
necesita conocer con qué grado éstos
pueden modificar la dinamica del
desarrollo bacteriano, hasta el punto que
la magnitud del proceso de muerte
bacteriana predomine sobre la magnitud
del proceso de crecimiento.

Muchas técnicas de laboratorio se
utilizan para evaluar de manera objetiva la
eficacia de un antibidtico seleccionado
considerando la respuesta inmune
inespecifica de base humoral de un
individuo. En este sentido, el ensayo del
poder bactericida del suero (Garcia
Rodriguez et al., 2001) proporciona infor-
macién acerca de la menor concentracion de
un antibiético capaz de inhibir el desarrollo
bacteriano visible en presencia de suero
obtenido de un paciente tras la
administracion de una dosis terapéutica de
un antibiotico. Sin embargo, esta
metodologia presenta la limitacion de
cuantificar la actividad del antibiotico al final
de un tiempo de exposicion de 18 a 24 horas,
lo que solamente refleja la actividad
acumulada al final de ese periodo sin tener
en cuenta la evolucion del efecto bactericida
en el tiempo, al momento que no permite
discriminar entre un efecto bacteriostatico
o bactericida.
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Por otra parte, el modelo de velocidad
bactericida del suero propuesto por Riera
et al. (1996), se basa en un modelo in vitro
de curva de muerte bacteriana, y fue
disefiado para seleccionar el agente
antibiotico segun la rapidez con que se
reducia la masa bacteriana en las primeras
seis horas de contacto de ésta con el suero
obtenido de un paciente, tras la adminis-
tracion de una dosis terapéutica de un
antibidtico. Al igual que el ensayo propuesto
por Garcia Rodriguez et al. (2001) tampoco
permite discriminar la actividad de cada uno
de los componentes del sistema.

El modelo propuesto en este trabajo
constituye una primera instancia para
evaluar la magnitud del efecto bactericida
intrinseco del suero (complemento y AcN)
seglin la velocidad de desarrollo de cada
bacteria en particular. En nuestro ensayo,
la presencia de complemento y los AcN
fue puesta de manifiesto mediante el test
de hemolisis de GRC en presencia de SBA
donde la fraccion sérica del complemento
fue activada por el complejo formado entre
los AcN y los carbohidratos presentes en la
superficie de los GRC, dando como resultado
una elevada actividad hemolitica sobre los
GRC (89,5 = 4,16%). La presencia de estos
factores en el SBA fue corroborado por la
baja actividad hemolitica del SBA+EDTA
(5,63 % 1,71%) y del STSC (5,51 £ 0,73%)
(Figura2).

La actividad conjunta de los AcN y del
complemento presentes en el SBA, produjo
un incremento en la magnitud de la VMB, lo
que resulté una disminucion de la VCB, en las
dos cepas bacterianas (Figura 3 y Cuadro 2).
La consecuencia de este proceso dio como
resultado una disminucién en el conteo de
bacterias viables en el MHB/SBA que se
tradujo en una eficacia antibacteriana del 92,5
+4,55% para Escherichia coliy de 74,7£20,5%
para Staphylococcus aureus (Cuadro 4).
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La ausencia de actividad de comple-
mento en STSC, explica por qué el desarro-
llo de Escherichia coli ATCC 25922 en
MHB/STSC fue similar al observado en
MHB. Sin embargo, no ocurrié lo mismo con
Staphylococcus aureus ATCC 29213 que en
presencia de STSC exhibié un desarrollo
mayor a lo observado en MHB (Figura 3 y
Cuadro 2). Aunque no dispone-mos de una
explicacion para este hallazgo, es posible que
el STSC hubiese enriquecido el medio de
cultivo aportando determinados factores que
determinaron el incremento selectivo del
desarrollo de Staphylococcus aureus. Esta
hipotesis se basa en el conocido empleo del
suero fetal bovino como aditivo para
enriquecer los medios de cultivo. No obstante
seran necesarios futuros estu-dios para
determinar la causa de este fen6-meno.

Lametodologia propuesta en este estudio
consiste en cuantificar la actividad
bactericida del SBA utilizando como
parametro integrado el ABC cuyo valor es
proporcional a la masa bacteriana desarro-
llada en presencia de este. Si consideramos
la magnitud de esta masa bacteriana y si
dispusiéramos de datos de masa bacteria-
na desarrollada en presencia de antibiotico
y SBA, entonces la masa bacteriana
eliminada por accién del antibidtico podria
ser facilmente estimada y expresada como
porcentaje de eficacia antibiotica en
presencia de SBA, tal como se presenta a
continuacion:

ABC, =ABC, -ABC,,
EA=[1-(ABC,/ABC,,)]

donde ABC, es el ABC (masa
bacteriana) eliminada por efecto del
antibiotico, ABCy,, es el ABC de la masa
bacteriana desarrollada en presencia de
SBA, ABC,, es el ABC de la masa
bacteriana desarrollada en presencia de
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SBA y antibiotico y EA es la eficacia del
antibiético expresada como porcentaje de
reduccion de la masa bacteriana.

De esta manera se podria evaluar con
mayor precision la verdadera actividad de
un antibiotico en presencia de factores de
respuesta inmune inespecifica de base
humoral presentes en el suero (comple-
mento y AcN). Otro aspecto a tener en
cuenta es que la evolucion en el tiempo de
las masas bacterianas se estimarian a partir
de curvas de crecimiento y muerte
construidas durante las 10 horas o mas, lo
que permitiria evaluar participacion de los
componentes del sistema inmune en la
actividad de los antibidticos segiin su modo
de accion, sean éstos bactericidas o
bacteriostaticos, con actividad dependiente
de su concentracion o dependiente del
tiempo de contacto con las bacterias.

CONCLUSION

Aunque los estudios i vitro no pueden
reproducir con exactitud las condiciones
presentes en un organismo viviente, éstos sin
embargo proporcionan informacién acerca de
la dindmica de una poblacién bacteriana més
cercana al escenario in vivo.

La cinética bactericida del suero bovino
se expresa como una disminucién en la
velocidad de crecimiento bacteriano que
no ocurre de manera instantanea sino de
forma gradual, y que podria tener un
impacto diferente sobre la actividad de un
antibidtico segin su modo de accion.

En este trabajo proponemos un modelo
alternativo para estudiar el impacto de los
factores de respuesta inmune de base
humoral presentes en el suero de bovinos
adultos sobre la dinamica poblacional de un
indculo bacteriano, modificando un modelo
in vitro de curva de crecimiento por
incorporacion al medio de cultivo suero de
un individuo adulto con el fin de adicionar
al modelo factores de respuesta inmune
innata de base humoral, a fin de cuantificar
la actividad bactericida intrinseca de éstos
en ausencia de antibidtico.

Finalmente, la incorporacién de esta
metodologia en los estudios in vitro de
eficacia antibiotica en presencia de suero
realizados con curvas de muerte bacteriana,
permitirian evaluar con mayor precisién la
eficacia real del antibi6tico en presencia de la
actividad de ciertos factores de respuesta
inmune inespecifica de base humoral como el
complemento y los AcN.

El andlisis de los datos experimentales
mediante la utilizacién de modelos matema-

El pl y los AcN presente:
en el suero de los bovinos adultos son
responsables de una actividad bactericida
cuya magnitud potencia la actividad de las
drogas antibacterianas en grado variable
segun la magnitud de respuesta inmune
del individuo. Aunque este hecho ya fue
demostrado por el empleo de otras
metodologias, éstas s6lo cuantifican una
respuesta bactericida acumulativa del
antibiotico y del suero en conjunto sin
discriminar la actividad de cada uno de
estos componentes.

ticos permiti mular y predecir
con mayor exactitud la eficacia de diferentes
esquemas terapéuticos simulando condicio-
nes ambientales presentes en un escenario
invivo.
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