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DESARROLLO DE UN METODO COLORIME:I’RICO EN
MICROPLACA PARA DETERMINAR LA CINETICA DE
CRECIMIENTO DE Staphylococcus aureus
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Picco, E.'; ORTEGA, H2 & FORMENTINI, E."

RESUMEN

La informacion generada por las curvas de crecimiento bacteriano se utiliza como referencia para
evaluar la actividad antibidtica en ensayos de curvas de muerte bacteriana, pero estas pruebas son
laboriosas y requieren mucho tiempo. En este estudio se reporta el desarrollo de un método para la
construccion de curvas de crecimiento bacteriano en microplacas, basado en la reduccion del cloruro de
tetrazolio (XTT) por accion de bacterias metabolicamente activas a formazan, un derivado coloreado
y soluble en agua. Este compuesto se cuantifica por colorimetria, permitiendo estimar el nimero de
bacterias viables de modo mas fécil y rapido que con el procedimiento de recuento de colonias en
placa. El método desarrollado se valido y luego se utilizé para construir curvas de crecimiento de
seis cepas de Staphylococcus aureus. Los resultados obtenidos indican que la técnica desarrollada
es una herramienta confiable para ser utilizada en estudios de cinética de crecimiento bacteriano.
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SUMMARY

Development of a colorimetric method in microplate for determining growth
kinetics of Staphylococcus aureus.

The information generated by bacterial growth curves is often used as reference information for
the evaluation of the antibiotic activity in assays of time-kill assays, but these tests are laborious
and time consuming. In this study we report the development of a method for constructing bacterial
growth curves in microplates based on reduction of a tetrazolium salt (XTT) by metabolically active
bacteria to a colored water-soluble formazan derivate. This compound can be quantified colorime-
trically, allowing estimation of viable bacteria easily and faster than the classical method of serial
dilution bacterial count plates. The developed method was validated and then used to construct
growth curves of six bacterial strains of Staphylococcus aureus. The results obtained indicate that
the technique developed is a reliable tool to be used in the study of the kinetics of bacterial growth.

Key words: Tetrazolium salt, Staphylococcus aureus, growth kinetic.

Abbreviations

CFU: colony forming unit
ETS: electron transport system
XTT: tetrazolium salt derivate

INTRODUCCION

El estudio de la cinética de desarrollo o
crecimiento bacteriano in vitro se basa en
la evaluacion de la evolucion en el tiempo
de una poblacién bacteriana en condiciones
estandarizadas y la informacion generada
en estos estudios es 1til en varios campos
de investigacion como microbiologia, gené-
tica, biotecnologia y farmacologia. En esta
ultima, la cinética de crecimiento bacteriano
tiene aplicacion en los ensayos in vitro de
eficacia de antibioticos mediante ensayos de
curvas de muerte bacteriana (Gloede et al.,
2009) en donde se evalua el efecto in vitro
de concen-traciones constantes de firmacos
antibac-terianos sobre un numero conocido
de bacte-rias. En estos ensayos es necesario
caracterizar el crecimiento bacteriano en
ausencia de antibiotico, a fin de obtener
informacion de referencia para comparar el
numero de bacterias viables que se obtuvie-

ron en ausencia (crecimiento) y en presencia
de diferentes concentraciones del mismo
(Firsov, 2012; Giacomino et al.,2012a). Esta
informacion permite analizar los resultados
con modelos matematicos para estimar la
constante de velocidad de creci-miento
bacteriano y de esa manera incorporar este
pardmetro a modelos farmacocinéticos-
farmacodinamicos (PK-PD) para simular la
actividad de los antibidticos en condiciones
similares a las que se presentan en los focos
infecciosos en un organismo viviente (Mue-
ller at al., 2004, Treyaprasert et al., 2007; Li
et al., 2008; Giacomino et al., 2012a).

Las curvas de crecimiento bacteriano en
ausencia de antibiotico, también han sido
utilizadas por nuestro grupo de trabajo para
evaluar la actividad bactericida intrinseca
de fluidos bioldgicos tales como suero y
orina de canino sobre E. coli (Giacomino et
al., 2012a; Giacomino et al., 2012b), suero
bovino sobre S. aureus y E. coli (Giacomino
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etal.,2011) y el sinergismo entre tulatromi-
cina y la actividad fagocitica de leucocitos
bovinos sobre S.aureus (Cerra et al., 2011).

Existen muchos procedimientos para de-
terminar el numero de bacterias viables, pero
en base a lo reportado en la literatura, el mas
utilizado es el método clésico basado en el
recuento de unidades formadoras de colonia
en placa (UFC/placa) (NCCLS, 1992).

En un ensayo in vitro de crecimiento
bacteriano, el nimero de bacterias viables se
incrementa en forma logaritmica en funcion
del tiempo y la construccion de una curva de
crecimiento bacteriano mediante el método
clasico ademas de ser trabajoso demanda
mucho tiempo. Por otra parte, el gran nlimero
de bacterias viables presentes en el medio de
cultivo liquido, obliga a realizar diluciones
seriadas del mismo para obtener una sus-
pension de microorganismos que origine un
niumero de UFC/placa que pueda contarse
facilmente (Choi et al., 1995).

En los ultimos afios se han propuesto
metodologias para reemplazar al método
clasico de recuento de UFC/placa por téc-
nicas indirectas. Una de estas técnicas se
basa en cuantificar la actividad metabolica
de los microorganismos como una medida
de la viabilidad bacteriana (McCluskey et
al., 2005; Amal et al., 2007). En ese senti-
do, la respiracion de las células procariotas
es considerada como una medida confiable
de la viabilidad microbiana (Bensaid ef al.,
2000) y la magnitud de este proceso ha sido
cuantificado empleando aceptores de elec-
trones, los que miden de manera indirecta
la actividad de los sistemas de transporte de
electrones (STE) presentes en las bacterias
(McCluskey et al., 2005). Entre los com-
puestos utilizados para tal fin se encuen-tra
el cloruro de tetrazolio (XTT), el cual cuando
es reducido por los STE de las bacte-rias
origina un producto de color naranja y muy
soluble en agua llamado formazan. Dado que
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este compuesto es el producto de la actividad
metabolica de las bacterias, la cantidad for-
mada es proporcional al nimero de bacterias
viables (Grare et al., 2008).

Se ha reportado una metodologia para
la construccién de curvas de crecimiento
bacteriano mediante el método colorimétrico
basado en la reduccion de XTT a formazan
por parte de cepas de P. aeruginosa (Tun-
ney et al., 2004; Moriarty et al., 2005),
sin embargo, la metodologia reportada por
estos autores es laboriosa habiendo excesiva
manipulacion del cultivo bacteriano (cen-
trifugacion, resuspension, extravasaciones)
que puede afectar la viabili-dad de los mi-
croorganismos. Otra desventaja del método
propuesto por estos autores es que utiliza
grandes volumenes de XTT activado y los
procedimientos de extravasacion del cultivo
incrementan el riesgo de contaminacion del
inoculo, pudiendo generar informacion erro-
nea respecto a la dinamica de la poblacion
bacteriana en estudio.

En este trabajo, reportamos el desarrollo
de un método para la construccion de curvas
de crecimiento bacteriano en microplacas,
utilizando una técnica colorimétrica basada
en lareduccion de XTT a formazan por parte
de los STE de las bacterias como indicador
de viabilidad bacteriana, aplicando el mismo
al estudio de la cinética de crecimiento in
vitro de seis cepas de S. aureus.

MATERIALES Y METODOS

Desarrollo del método colorimétrico
en placa para determinar viabilidad
bacteriana

Las bacterias utilizadas en este estudio
fueron seis cepas de S. aureus; la cepa ATCC
29213 se empled como control y cinco cepas
autdctonas identificadas como SA-5507, SA-
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5476,SA-001, SA-007 y SA-008 fueron ais-
ladas a partir de muestras de leche de vacas
con signos clinicos de mastitis aguda en la
zona rural de Esperanza, Departamento Las
Colonias, Provincia de Santa Fe, Argentina.

El aislamiento y la caracterizacion feno-
tipica de las cepas se realizo de la siguiente
manera: las muestras bioldgicas fueron
sembradas en agar sangre ovina al 5%, y se
incubaron a 35 + 0,5 °C durante 24 a 48 hs.
a fin de seleccionar en funcion de la morfo-
logia de la colonia y de la tincién de Gram a
las cepas de S. aureus. A posteriori se efectud
la identificacion fenotipica de las cepas de
S. aureus basada en las pruebas de catalasa
y coagulasa, la capacidad de hidrolizar ma-
nitol en agar manitol salado (Laboratorios
Britania), la presencia de DNAsa (ensayo de
DNasa Agar, Difco) y pirrolidonilarilamida-
sa (Pyr-A-ENT, Laboratorio Britania), y la
produccion de acetoina a partir de piruvato
por la prueba de Voges-Proskauer. Luego de
la identificacion, las cepas fueron conserva-
das en caldo Mueller-Hinton con glicerol al
15% a -20° C hasta su uso posterior.

Todas las cepas bacterianas fueron pro-
porcionadas por el Laboratorio de Bacterio-
logia de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Nacional del Litoral.

Recta de calibrado entre numero de
bacterias viables y densidad 6ptica
de formazan

Para calcular el nimero de bacterias via-
bles se construyo6 por sextuplicado una recta
de calibracion a partir de una suspension
madre de la cepa ATCC 29213 con una con-
centracion bacteriana equivalente a 1,5 x 10°
UFC/ml. Con esta suspension se realizaron
diluciones 1:1 en caldo Muller-Hinton (MH,
Britania, Buenos Aires, Argentina) hasta
llegar a una concentracion bacteriana de 1 x
10° UFC/ml. Con cada una de las diluciones

obtenidas se realizaron los procedimientos
que se describen a continuacion:

a- Determinacion de la densidad optica
del formazan producido por las bacterias
viables.

De cada una de las cinco diluciones de
la suspension de bacterias se tomaron ali-
cuotas de 100 pl que fueron colocadas en
micro-placas de 96 pocillos por triplicado.
Seguidamente alicuotas de 100 pl de XTT
activado (Cell Viability Assay Kit, Biotium,
Inc. USA) fueron adicionadas a cada dilu-
cion bacteriana. La placa se incubd a 35 +
0,5°C durante 30 minutos, luego de lo cual
esta se agitd suavemente para homogeneizar.
La densidad 6ptica (DO) del formazan pre-
sente en las muestras fue leida en un lector de
microplacas (Thermo Labsystems Multiskan
RC) auna longitud de onda de 475 nm a las
0, 2,4, 8, 12 y 24 hs. El valor de DO obte-
nido fue expresado como el promedio de los
valores observados en cada réplica.

b- Determinacion de bacterias viables
por método cldsico

Paralelamente, de cada una de las dilucio-
nes de la suspension de bacterias se tomd una
alicuota de 100 pl y se la diluy6 en solucion
salina isotonica (NaCl 0,9%), a partir de la
cual se tom6 una muestra de 100 ul que fue
extendida sobre la superficie de una placa de
agar Mueller Hinton (MH, Britania, Buenos
Aires, Argentina) y posteriormente fue incu-
badaa35+0,5 °C durante 20 hs., luego de lo
cual se realizo el conteo de UFC/placa. Los
valores de UFC/ml fueron estimados multipli-
cando el nimero de UFC/placa por el factor
de correccion que derivo de la dilucion seriada
correspondiente a cada muestra en particular.
Cada dilucion fue analizada por triplicado y el
numero de bacterias viables de cada dilucion
fue expresado como el valor promedio de
UFC/ml obtenido en cada réplica.
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c- Recta de calibracion entre los valores de
UFC/ml y los valores de DO de formazan.

Los datos (UFC/ml y DO) fueron analiza-
dos mediante el test estadistico de regresion
lineal simple, donde la variable indepen-
diente fueron las UFC/ml de cada dilucion
de bacterias cuantificadas por el método
clasico y la variable dependiente fueron los
valores de DO del formazan producido por
las bacterias de las mismas diluciones.

Metodologia de curva de crecimiento
bacteriano por método colorimétrico.

Un inéculo de la cepa testigo de S. aureus
(ATCC 29213) fue preparado a partir de
colonias incubadas a 35 £ 0,5 °C en placas
con agar MH.

A partir de una suspension de bacterias
con una concentracion de 1 x 108 UFC/ml se
realizaron diluciones seriadas en caldo MH
hasta llegar a una concentracion bacteriana
de 1 x 10° UFC/ml. Para establecer la re-
lacion entre el nimero de bacterias viables
determinadas por el método clasico y el mé-
todo colorimétrico, se construyd una curva
de crecimiento con cada método segun el
procedimiento que se detalla a continuacion:

a- Curva de crecimiento por el método
clasico de conteo de UFC en placa.

Una muestra de 2 ml de la suspension
bacteriana (1 x 103 UFC/ml) fue incubada a
35+0,5°C. Alicuotas de 100 ul de la misma
fueron tomadas por triplicado a los siguien-
tes tiempos: 0, 2, 4, 8, 12 y 24 hs. Con cada
una de las alicuotas se procedio al recuento
del numero de UFC/ml en cada tiempo
de muestreo siguiendo el procedimiento
descripto en la construccion de la recta de
calibracion. El valor de UFC/ml se expreso
como el promedio de los valores obtenidos
en las réplicas.
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b- Curva de crecimiento por el método
colorimétrico.

La curva de crecimiento se realizd con
lecturas de DO de formazan a los siguientes
tiempos; 0, 2, 4, 8, 12 y 24 hs. A fin de evitar
la acumulacion de la reaccion colorimétrica
del formazan producido por un indculo
bacteriano durante 24 hs., se dispuso que
la reaccidn colorimétrica de cada tiempo de
muestreo se realizara en inoculos diferentes,
para lo cual en una microplaca de 96 pocillos,
se dispusieron por cada tiempo de muestreo
y por duplicado alicuotas de 100 pl de la
suspension bacteriana.

Para dar tiempo a que se produzca la re-
accion colorimétrica y que esta pudiese ser
leida a los tiempos de muestreo preestable-
cidos, es que 100 pl de XTT activado se
adicionaron a las alicuotas de las suspensio-
nes bacterianas 30 min antes del tiempo de
muestreo correspondiente, con excepcion de
las muestras a tiempo cero, en las que el XTT
activado se adicion6 a tiempo cero. Inmedia-
tamente a la adicion de XTT activado, la
microplaca se incubd a 35 + 0,5°C durante
30 min. Transcurrido ese tiempo se realizo
la lectura de DO de formazan del tiempo de
muestreo correspondiente y la placa volvio
a colocarse en estufa a la misma temperatura
hasta la siguiente lectura. El valor de DO
de cada tiempo de muestreo fue expresado
como el promedio de los valores obtenidos
en las réplicas.

La funcion matematica establecida entre
las dos variables de la recta de calibracion
permitié mediante sustitucion del valor de la
variable dependiente (DO) observado en la
muestra problema (curvas de crecimiento),
obtener el valor correspondiente de UFC/ml
presente en las mismas.
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Aplicacion del método en cinco cepas
autoctonas de Staphylococcus aureus.

Para la construccion de las curvas de
crecimiento de las cepas autoctonas de S.
aureus, alicuotas de 100 pl de una suspen-
sion de bacterias con una concentracion
equivalente a 1 x 103 UFC/ml de cada cepa se
dispusieron por duplicado en una microplaca
de 96 pocillos.

Cada cepa fue sembrada por duplicado
en dos columnas de seis pocillos. En cada
tiempo de muestreo se utilizaron 2 pocillos
para estimar las UFC/ml a través de la lec-
tura de la DO de formazan. Para cada cepa,
2 pocillos fueron utilizados como testigos.

En la primera fila (Testigo) se colocaron
200 pl de medio de cultivo (caldo MH) sin
bacterias. Las siguientes filas correspondie-
ron a los siguientes tiempos de muestreo; 0,
2,4, 8,12y 24 hs. En forma vertical se dis-

SA- ‘5407|§A H476!' SA-001' SA-007 ' SA-008

pusieron seis pares de columnas de pocillos,
cada par de columnas correspondié a una
cepa bacteriana y dentro de cada par, cada
fila (A'y B) correspondio a las repeti-ciones
de la reaccion colorimétrica.

Un esquema de la disposicion de las
alicuotas de las suspensiones bacterianas de
cada cepa en una microplaca de 96 pocillos
se presenta en la Fig. 1.

La metodologia para la realizacion de la
reaccion colorimétrica y la lectura de la DO
del formazan producido en cada tiempo de
muestreo fue descripta anteriormente. El
nimero de UFC/ml en cada tiempo de mues-
treo fue estimado seglin la metodologia ya
descripta. En cada curva de crecimiento, el
numero de bacterias viables en cada tiempo
de muestreo fue expresado como el prome-
dio de los valores obtenidos en las réplicas.

é@é@b@b@

O

000100000
0000000

O
O
O
O
O
O
O
O:

Hora 8 OOEOOE
Hora 12 OOEOOE
Hora 24 OOEOOE
QOO0
OOOO:

Fig. 1: Disposicion de inoculos (100 ul) con una concentracion bacteriana equivalente a 1 x 10°

UFC/ml de cada una de las cinco cepas bacterianas autdctonas de S. aureus en una microplaca de

96 pocillos para determinacion del niimero de bacterias viables con el método colorimétrico basado

en la medicion de la densidad dptica a 475 nm de formazan producido por reduccion bacteriana de

una sal de tetrazolio (XTT). En forma horizontal estan indicadas las filas de pocillos correspondientes

al testigo y los seis puntos de muestreo; 2, 4, 6, 8, 12 y 24 hs. En forma vertical separados por una

linea de puntos se hallan cinco pares de columnas de pocillos; un par para cada cepa bacteriana.

En cada uno de los pares, las repeticiones se identifican con las letras Ay B.
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Modelizacion de las curvas de crecimiento

Los valores de UFC/ml en funcion del
tiempo de cada cepa bacteriana fueron
ajustados con un modelo de proliferacion
celular (Jusko, 1971), donde la evolucion
en el tiempo de la poblacion bacteriana en
ausencia de antibioticos es descripta por la
siguiente ecuacion:

‘i_l: - (kC.B)-[l - (B%)]

Ecuacion 1

donde dB/dt es la derivada del nimero de
bacterias viables sobre derivada del tiempo,
k_es la constante de crecimiento de primer
orden aparente, B es el nimero de bacterias
viables expresado como UFC/ml, y B_ es el
numero de bacterias viables durante la fase
estacionaria de la curva de crecimiento. El
primer término (k.B) representa la fase de
crecimiento exponencial de las bacterias,
mientras que el segundo [1-(B/B )] es un
término de logistico que representa la dismi-
nucion de la velocidad de crecimiento bac-
teriano antes de llegar a la fase estacionaria
de la curva de crecimiento.

El tiempo de generacion bacteriana (tg)
fue estimado como:

0,693
=~

Ecuacion 2

donde 0,693 es el logaritmo natural de 2

y k_es la constante de primer orden aparente
de crecimiento bacteriano. El modelo de
crecimiento bacteriano fue construido con
el programa informatico ADAPT II (BMSR,
University of Southern California, USA).
Los parametros fueron calculados directa-
mente a partir de los perfiles de UFC/ml en
funcién del tiempo mediante regresion no
lineal ponderada de minimos cuadrados. El
esquema de ponderacion utilizado fue 1/x%
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RESULTADOS

La representacion grafica de la recta de
calibracion realizada entre los valores de
UFC/ml de S. aureus (ATCC 29213) y la
DO de formazan producido por reduccion
bacteriana de XTT se presenta en la Fig.
2A. En la Fig. 2B se presenta una grafica
semilogaritmica de la dispersion de resi-
duales de los valores de UFC/ml observados
respecto de los valores de UFC/ml estimados
por el andlisis de regresion lineal de la recta
de calibracion. Esta grafica demuestra la
correlacion entre las variables estudiadas (r
=0,9991) y el correcto ajuste de los datos
experimentales con un modelo de regresion
lineal simple (r*> = 0,9982). Un resumen de
los parametros de bondad de ajuste del ana-
lisis de regresion lineal simple se presenta
en el Cuadro 1.

Las curvas de crecimiento en funcion del
tiempo de un indéculo de S. aureus (ATCC
29213) construidas con el método colorimé-
trico y con el método de recuento de UFC/
placa o método control presentaron simili-
tud, la que puede ser observada en la Fig. 3.

Los valores de UFC/ml observados a
las 0, 2, 4, 8, 12 y 24 h en las curvas de
crecimiento de las cinco cepas autdctonas
de S. aureus construidas con el método co-
lorimétrico se presentan en la Fig. 4. En las
mismas se observa que la fase estacionaria
de la curva de crecimiento se produce entre
las 8 y las 12 horas y los valores de UFC/ml
observados a las 24 hs. estan incluidos en la
fase de declinacion o muerte bacteriana. En
vista de este resultado, el ajuste mediante
analisis de regresion no lineal de los datos
experimentales se realiz6 desde el tiempo O
hasta las 12 hs. inclusive.

El ajuste de los datos experimentales de
cada cepa bacteriana se presenta en la Fig.
5y los parametros estimados se resumen en
el Cuadro 2. Las cepas de S. aureus presen-
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Densidad éptica a 475 nm
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Fig. 2: (A) Recta de calibracion construida entre valores de recuento bacteriano (UFC/ml) y de

densidad optica a 475 nm de formazan producido por reduccion bacteriana (S. aureus ATCC 29213).
de una sal de tetrazolio (XTT). Los datos experimentales (0) son promedios de determinaciones
de densidad optica por triplicado. (B) Grafica semilogaritmica de la dispersion de residuales de
los valores de UFC/ml observados respecto de los valores de UFC/ml estimados por el andlisis de

regresion lineal de la recta de calibracion. Esta grdfica muestra la correlacion (r = 0,9991) entre

las variables estudiadas y el correcto ajuste de los datos experimentales con un modelo de regresion

Cuadrol: Parametros de bondad de ajuste obtenidos del andlisis de regresion lineal de la relacion
entre la densidad optica a 475 nm de formazan y el recuento de bacterias viables de una cepa de

S. aureus (ATCC 29313).

Parametros Valor Error suLpI)r;rlitc??dlglfelgosg g%
Pendiente 8,039E-10 1,952E-11 7,418E-10 | 8,66E-10
Y 0,01552 0,01118 -0,02007 0,0511
X -1.93E+07

Coeficiente de correlacion (r) = 0,9991

Corficiente de determinacion r* = 0,9982

Desvio estandar de los residuales (Sy.x) = 0,01901

Resultado del test de ANOVA = p < 0,0001

Y es el punto de interseccion en el eje de las ordenadas, X es el punto de interseccion en el

eje de las abcisas e IC 95% es el intervalo de confianza al 95%.
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taron un valor de k£, comprendido entre 0,96 crecimiento de la poblacion bacteriana en las
h' y 1,42 h' y un valor de t, comprendido condiciones experimentales estandarizadas
entre 0,49 hs. (29,2 min) y 0,60 hs. (35,8 utilizadas en este ensayo.

min), lo cual muestra la elevada velocidad de

—e—XTT
—O— Control

1,4E+09

1,2E+09
1,0E+09 -
8,0E+08 1
6,0E+08 1

4,0E+08 -

Recuento bacteriano (UFC/ml)

2,0E+08 1

0,0E+00 T T T T r "
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (horas)

Fig. 3: Grdficas aritméticas de la evolucion del recuento bacteriano (UFC/ml) en funcion del
tiempo de un inoculo de S. aureus (ATCC 29213). Las curvas de crecimiento fueron construidas
con el método colorimétrico basado en la medicion de la densidad optica a 475 nm de formazan
producido por reduccion bacteriana de una sal de tetrazolio (XTT) y con el método de recuento de
UFC/placa o método control.
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Fig. 4: Graficas aritméticas de la evolucion del recuento bacteriano (UFC/ml) en funcion del tiempo
de seis cepas de S. aureus: ATCC 29213, SA-5507, SA-5476, SA-001, SA-004 y SA-005. Las curvas
de crecimiento fueron construidas con el método colorimétrico basado en la medicion de la densidad
optica a 475 nm de formazan producido por reduccion bacteriana de una sal de tetrazolio (XTT).
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DISCUSION

La informacion generada por las curvas
de crecimiento bacteriano permite evaluar la
mayor o menor velocidad de desarrollo de
los microorganismos de manera subjetiva,
mediante la inspeccion visual de las graficas
de UFC/ml en funcién del tiempo o también
estimando la evolucion de la masa bacteriana
en crecimiento mediante la integral de los
valores de UFC/ml en funcion del tiempo.

La importancia de la dinamica de creci-
miento bacteriano en los ensayos de eficacia
antibidtica in vitro ha sido revalorizada en
los Gltimos afios, ya que éstas constituyen la
informacion de referencia para cuantificar
la eficacia de diversas concentraciones de
antibidticos en base al porcentaje de bacte-
rias eliminadas al final del ensayo (Firsov
etal.,2012).

El avance de los conocimientos en el area
de la farmacodinamia de los antibidticos, ha
conducido a evaluar el crecimiento bacteria-
no con un enfoque mecanicista, mediante la

construccion de modelos matematicos que
permiten resumir los datos de UFC/ml en
funcién del tiempo en pardmetros, los que in-
tegrados a modelos PK-PD permiten simular
la actividad de los agentes antimicrobianos a
diversas dosis e intervalos de administracion.

Dentro de este contexto, tiene gran
importancia la relacion existente entre la
velocidad de crecimiento bacteriano y la
actividad antibidtica, ya que las bacterias
que se encuentran durante su fase de cre-
cimiento exponencial son susceptibles a la
actividad de determinadas concentraciones
de antibidticos, mientras que las mismas
concentraciones son ineficaces en bacterias
que no se encuentran en su fase de creci-
miento (Tuomanen et al., 1986), por lo que
en la actualidad se asume que la actividad de
muchos antibioticos es una funcion tanto de
la concentracion de los mismos en el sitio de
localizacion de los microorganismos como
de la velocidad de crecimiento de estos
(Wiuff et al., 2005).

Cuadro 2: Parametros de crecimiento bacteriano estimados mediante regresion no lineal ponderada
de minimos cuadrados, de los datos experimentales de conteo de bacterias viables en funcion del
tiempo, de seis cepas de S. aureus: ATCC 29213, SA-5507, SA-5476, SA-001, SA-004 y SA-005.
La estimacion del numero de bacterias viables se realizo por el método colorimétrico basado en la
medicion de la densidad optica a 475 nm de formazan producido por reduccion bacteriana de una
sal de tetrazolio (XTT).

Cepas de Staphylococcus aureus

Parametros ATCC
SA-5507 SA-5476 SA-001 SA-007 SA-008
29213
ke (W) 1,22 0,96 1,16 1,38 1,42 1,22
ty (h) 0,57 0,72 0,60 0,50 0,49 0,57
ty (min) 34,0 431 35,8 30,0 29,2 34,0
Nss (UFC/ml) 1.158.621.751 1.112.675.467 1.156.834.289 1.087.152.301 1.153.347.353  1.158.621.751

k_ es la constante aparente de primer orden de crecimiento bacteriano, 1 es el tiempo de generacion y N_ es el
numero de bacterias viables expresadas como UFC/ml en la fase estacionaria de crecimiento.
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Fig. 5: Grdficas aritméticas de los datos experimentales observados () yyestimados (-) de la evo-

lucion del recuento bacteriano (UFC/ml) en funcion del tiempo de seis cepas de S. aureus: ATCC
29213, SA-5507, SA-5476, SA-001, SA-004 y SA-005 construidas con el método colorimétrico basado
en la medicion de la densidad optica a 475 nm de formazan producido por reduccion bacteriana

de una sal de tetrazolio (XTT). Los valores estimados fueron obtenidos por ajuste de los datos

experimentales observados con un modelo de crecimiento bacteriano mediante regresion no lineal

ponderada de minimos cuadrados.
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La metodologia para la construccion de
curvas de crecimiento bacteriano mediante
el método clasico es laborioso, y dado que el
crecimiento de una poblacion bacteriana es
exponencial, los elevados valores de bacte-
rias viables presentes en estos ensayos obli-
gan a la realizacion de diluciones seriadas
de las muestras del cultivo en crecimiento,
a fin de reducir la concentracion bacteriana
de forma tal que la siembra en placa de una
alicuota de la ultima dilucion origine un na-
mero de UFC/placa que pueda ser facilmente
contado. Estos valores normalmente oscilan
entre 30 y 300 UFC/placa, los que estan
sesgados por los posibles errores cometidos
durante la realizacion de las diluciones.

Otra de las limitantes de este método es
el tiempo que demanda, ya que las placas
sembradas deben cultivarse en estufa durante
20 hs. para posteriormente realizar el conteo
de UFC/placa.

En este ultimo paso hay otro factor de
error a tener en cuenta y es que este valor de
UFC/placa debe ser convertido a concentra-
cion bacteriana en el medio de cultivo liqui-
do y expresarse en UFC/ml, lo cual implica
multiplicar el valor de las UFC/placa por un
factor de correccion que se originé a partir de
las diluciones seriadas del medio de cultivo,
por lo que en muchos casos una UFC/placa
se traduce en valores que fluctiian entre 1 x
10%y 9 x 10¢ UFC/ml.

El método colorimétrico basado en la
reduccion de XTT a formazén por los STE
bacterianos propuesto por Tuney et al.,
(2004) y Moriarty et al. (2005), presenta dos
ventajas: la primera es la de evitar los errores
humanos asociados a los procedimientos de
dilucion, siembra en placa y conteo de UFC/
placa, y la segunda en acortar la duracioén
del ensayo. Como desventajas hallamos
que de un cultivo bacteriano se deben ob-
tener a tiempos preestablecidos muestras
de 1 ml, que necesitan ser centrifugadas a

8000 g durante 5 minutos para obtener un
sedimento, sobre el cual, una vez retirado
el sobrenadante adicionar 1 ml de la so-
lucion de XTT activado. Seguidamente la
reaccion colorimétrica se realiza incubando
los microorganismos resuspendidos en XTT
a 37°C durante 2 hs., para posteriormente
retirar una alicuota, colocarla en un pocillo
de una microplaca y realizar la lectura de la
DO por espectrofotometria.

Este método presupone que el nimero
de bacterias viables se mantiene invariable
desde el momento de la obtencion de la
muestra hasta la lectura de la DO, al tiem-
po que no considera la posibilidad que los
procedimientos de toma de muestra, centri-
fugado, resuspension en la solucion de XTT
y la permanencia durante 2 hs. en estufa en
ausencia de medio de cultivo, puedan afectar
la viabilidad de los microorganismos redu-
ciendo el nimero de bacterias viables final.

Por el contrario, el método desarrollado y
reportado en este estudio, considera la inci-
dencia de estos aspectos y minimiza la ma-
nipulacion del cultivo bacteriano, realizando
en cada tiempo de muestreo la reaccion
colorimétrica en diferentes alicuotas de 100
pl de medio de cultivo, al tiempo que evita
el error el error asociado al procedimiento de
extravasacion y el riesgo de contaminacion
de la muestra.

Otro aspecto que se considerd fue el
tiempo en el cual se realizaron las lecturas,
ya que para establecer la concordancia entre
la DO de formazan y el conteo de UFC/
ml en la recta de calibracion, la adicion de
XTT activado a las alicuotas de medio de
cultivo se realizo 30 min. antes del tiempo
preestablecido para realizar la reaccion colo-
rimétrica y la lectura de la DO del formazan
y al mismo tiempo tomar las muestras del
medio de cultivo control para realizar los
procedimientos de dilucion, siembra en placa
y posterior conteo de UFC/placa. De esta
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manera el procedimiento desarrollado logra
establecer una concordancia mas exacta
entre el nimero de bacterias viables y la
DO del formazan producido por las mismas.

Los perfiles de UFC/ml en funcién del
tiempo de las seis cepas de S. aureus utili-
zadas en este ensayo obtenidas con nuestro
método muestran una gran similitud (Fig.
4) y la ausencia de valores aberrantes o
erraticos permitio un facil ajuste de los da-
tos experimentales (Fig. 5) y la estimacion
de parametros de crecimiento bacteriano
robustos (Cuadro 2).

Estos resultados obtenidos permiten
inferir que tanto el método clasico como el
método colorimétrico en placa basado en la
reduccion de XTT a formazan desarrollado
en este estudio, son confiables para la cons-
truccion de curvas de crecimiento bacteriano
y la estimacion de £,
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