Revista FAVE - Ciencias Veterinarias 11(1-2) 2012 ISSN 1666-938X

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA /N VITRO DE
CEFALEXINA SOBRE ESCHERICHIA COLI EN SUERO
Y ORINA DE CANINO

GIACOMINO, N."; NOTARO, U."; CERRA, M."; GUMIY, D.":
STIEFEL, S."; BARONI, E."; Picco,E." & FORMENTINI, E."

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad de cefalexina y la actividad bactericida intrin-
seca de suero y orina de canino sobre seis cepas de Escherichia coli, utilizando un modelo in vitro
de dilucion simulando las concentraciones de cefalexina en estos fluidos biologicos durante la fase
de eliminacion tras la administracion de una dosis por via intravenosa. La concentracion inhibitoria
minima de cefalexina en todas las cepas fue de 16 pg/ml a pH estandar de 7,4 y a valores de 6,5 y
5,5. El valor de la CIM no se modificé en presencia de suero u orina. En el modelo dindmico in vitro,
la eficacia de cefalexina en medio de cultivo estandar fue de 57,2 = 3,95%, mientras que en presencia
de suero ésta se increment6 a 74,3 + 8,59%, aunque a concentraciones mayores a las presentes en
suero, la eficacia de cefalexina en orina fue de 68,7 = 4,19%. En conclusion, nuestro ensayo destaca
el importante papel de la actividad bactericida de estos fluidos biologicos en el éxito de la terapéutica
antibidtica y propone el concepto de efecto bactericida total o global.
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SUMMARY

In vitro antibacterial activity of cephalexin on Escherichia coli in serum
and urine from dogs.

The aim of this study was to evaluate the activity of cephalexin and the intrinsic antibacterial
activity of dog serum and urine on six strains of Escherichia coli, using a dynamic one step dilution in
vitro one compartmental model, simulating cephalexin concentrations in these biological fluids during
its elimination phase after the intravenous administration. The minimum inhibitory concentration of
cephalexin for all strains was 16 pg/mL at standard pH value of 7.4 and at values of 6.5 and 5.5. The
CIM was not modified by serum or urine. In the dynamic in vitro model, the efficacy of cephalexin
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in standard culture medium was 57.2 + 3.95%, while in presence of serum this increased to 74.3 +
8.59%, although at higher concentrations than those present in serum, the efficacy of cephalexin in
urine was 68.7 £ 4.19%. In conclusion, our study emphasizes the important role of the antibacterial
activity of these biological fluids in the success of the antibiotic therapy and proposes the concept

of total or global bactericidal effect.

Key words: antibacterial activity, cephalexin, Escherichia coli, dog serum, dog urine.

INTRODUCCION

La cuantificacion de la actividad de los
agentes antibacterianos es la base del em-
pleo racional y seguro de los mismos en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas
de etiologia bacteriana. Si bien, desde su
descubrimiento la concentracion inhibito-
ria minima (CIM) constituye el principal
parametro farmacodinamico en el que se
basa el disefio de los regimenes terapéuticos
antibacterianos (Mueller ef al., 2004), en
las ultimas tres décadas se han revalorizado
ciertas propiedades in vitro de los antibio-
ticos, como el efecto posantibiotico (PAE)
y la actividad de éstos a concentraciones
menores a la CIM (Efecto sub-CIM) (Oden-
holt, 2001), los que han arrojado luz sobre su
farmacodinamia y han permitido optimizar
la posologia de los mismos y conducir a un
empleo mas racional de estos.

A los efectos, la construccion de curvas
de muerte bacteriana constituye una herra-
mienta util para evaluar la actividad de dife-
rentes concentraciones de estos agentes en
funcion del tiempo (Liu ef al., 2002).

Sin embargo, estos ensayos in vitro
presentan una limitante y es que evalian la
actividad de un antibidtico en funcion de
concentraciones fijas del mismo, mientras
que en un organismo viviente, estas son fluc-
tuantes en el tiempo a causa de los procesos
farmacocinéticos de absorcion, distribucion
y eliminacion (Sabath, 1978; Toutain ef al.,
2002).

Un modelo in vitro de concentraciones
fijas disefiado para superar esta limitacion
es el ensayo para determinar el efecto po-
santibiotico sub-CIM (EPA sub-CIM). Este
modelo se basa en exponer a las bacterias a
una concentracion suprainhibitoria (>CIM)
del antibidtico durante un periodo de 2 o 4
horas y luego a concentraciones subinhibi-
torias (<CIM) durante un periodo prolon-
gado de tiempo. De esta manera se simula
la exposicion de las bacterias durante el
pico de concentracion plasmatica (fase de
absorcion), seguido de la exposicion a con-
centraciones decrecientes que se producen
durante la fase de eliminacion del farmaco
en un organismo viviente (Odenholt, 2001;
Mueller et al., 2004).

En los ultimos afios se han propuesto
modelos dinamicos in vitro que reproducen
fielmente las curvas de disposicion de un
antibiotico en funcion del tiempo en los
fluidos bioldgicos de un organismo viviente.
Estos modelos permiten describir con mayor
precision la relacion entre la evolucion de las
concentraciones del antibidtico y la evolu-
cion de la poblacion bacteriana en funcion
del tiempo (Chambers et al., 1991; Begg et
al., 1992). Sin embargo, estas condiciones
experimentales difieren respecto de lo que
ocurre en un organismo viviente debido a
la ausencia de la actividad antibacteriana
de los componentes del sistema inmune del
organismo (DeLeo et al., 2009).

En la actualidad, la evaluacion in vitro
de la actividad de los antibidticos pretende
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simular condiciones presentes en el escena-
rio in vivo, estudiando la interaccion entre la
droga, las bacterias y el organismo viviente
(farmacocinética y respuesta inmune), ya
que la experiencia clinica indica que el éxito
de la terapéutica antimicrobiana depende de
la funcion normal de los sistemas de defensa
del paciente (Kristian et al., 2007; Mehrzad
et al., 2009).

El objetivo de este estudio fue el de
evaluar la interaccion entre cefalexina y la
actividad antibacteriana intrinseca de suero y
orina de caninos (SC y OC) sobre seis cepas
de Escherichia coli, utilizando un modelo
in vitro de dilucion de un compartimiento,
simulando las concentraciones de cefalexina
en estos fluidos biologicos durante la fase
de eliminacion, luego de la administracion
de una dosis terapéutica a un canino por via
intravenosa. Este antibidtico posee actividad
antibacteriana tiempo dependiente, es activo
sobre Escherichia coli, en caninos presenta
una semivida de eliminacion de aproxima-
damente 1,5 horas (Baggot, 2001) y es
considerado como antibidtico de primera
eleccion para el tratamiento de la infeccion
no complicada del tracto urinario.

MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMOS Y
ANTIBIOTICO

Se emplearon seis cepas de Escherichia
coli, cinco de las cuales eran autdctonas; EC-
017, EC-018, EC-019, EC-023ay EC-023b,
las que fueron aisladas en el Laboratorio de
Bacteriologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional del
Litoral a partir de muestras de secreciones
uterinas de vacas con signos clinicos de en-
dometritis puerperal aguda en la zona rural
de Esperanza, Departamento Las Colonias,
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Provincia de Santa Fe, Argentina, en tanto
que como control se empled la cepa ATCC
29522.

El antibidtico utilizado fue un estdndar
de cefalexina monohidrato de pureza cono-
cida (Sigma-Aldrich, Chemical Company,
St. Louis, USA).

SUERO Y ORINA DE CANINO

Todas las muestras bioldgicas fueron ob-
tenidas a partir de caninos sanos (n = 6) que
no presentaron historial de terapia antibiotica
en los tres meses previos a la realizacion de
los ensayos. El suero canino (SC) se aisld
de muestras de sangre que se obtuvieron por
puncion venosa. Las muestras de orina (OC)
se obtuvieron por medio de puncién vesical.
El pH del pool de suero fue 7,8 y el pH del
pool de orina fue 7,2. La esterilidad del suero
y de la orina fue corroborada por ausencia de
desarrollo bacteriano mediante pruebas bac-
teriologicas clasicas. Las muestras biologicas
fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.

INOCULO BACTERIANO

Los indculos bacterianos de las seis ce-
pas de Escherichia coli consistieron en una
suspension en solucion salina isoténica de
bacterias provenientes de colonias en fase
de crecimiento. Cada suspension presentd
una turbidez equivalente al grado 0,5 de la
escala McFarland, la que se correlaciona con
un nimero de bacterias viables equivalente
a 1 x 10® unidades formadoras de colonia/
ml (UFC/ml). Posteriormente se realizaron
diluciones seriadas hasta lograr para cada
cepa una suspension bacteriana madre con
una concentracion de 1 x 10 UFC/ml.

DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA

La determinacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de cefalexina
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sobre las cepas de Escherichia coli se
realizé por el método de macrodilucion en
tubo (CLSI, 2008) en caldo Miiler-Hinton
(MH); Britania, Buenos Aires, Argentina, a
pH estandar de 7,4 y a valores de 6,5y 5,5.
El medio de cultivo fue preparado segtin las
instrucciones del fabricante, esterilizado en
autoclave y almacenado en refrigerador a
7°C, no trascurriendo mas de doce horas des-
de su preparacion hasta su uso, presentando
un pH de 7,4. El pH inicial del medio fue
modificado con acido fosforico hasta ajustar
los valores a 6,5y 5,5.

Posteriormente se determino la CIM en
dos medios de cultivo adicionales constitui-
dos por MH al cual se incorpord SC en pro-
porcion 50:50 (MH/SC) con un pH final de
7,3 y MH mas OC en proporcion 50:50 (MH/
OC) con un pH final de 7,4.

Brevemente, la metodologia para la deter-
minacion de la CIM consisti6 en diluciones
aritméticas 1:1 de cefalexina en un rango de
0,5 a 64 ng/ml, las que fueron inoculadas
con 1 ml de suspension bacteriana madre (1
x 106 UFC/ml), logrando una concentracion
bacteriana final de 0,5 x 10° UFC/ml. Cada
ensayo se realizo por duplicado y las dilucio-
nes fueron incubadas a 35+ 0,5 °C, la lectura
de los resultados se realizo luego de 20 horas
de incubacion. La CIM fue estimada como
la menor dilucion de cefalexina que evito el
desarrollo bacteriano visible.

CURVAS DE CRECIMIENTO DE
ESCHERICHIA coOLI

Los in6culos de las cepas de Escherichia
coli; ATCC 29522, EC-017, EC-018, EC-
019, EC-023ay EC-023b en MH, MH/SC y
MH/OC con una densidad bacteriana equiva-
lente a 1 x 10° UFC/ml, se incubaron a 35 %
0,5 °C en ausencia de antibiotico. Para cada
una de las cepas de Escherichia coli en cada
medio de cultivo las curvas de crecimiento
fueron construidas por triplicado.

Para la construccion de las curvas de
crecimiento, se tomaron alicuotas (100 ul)
de cada uno de los indculos a intervalos de
tiempo equivalentes a la semivida de cefale-
xina (1,5 h) durante 10,5 horas.

Con cada una de las alicuotas obtenidas
en cada tiempo de muestreo, se hicieron
diluciones seriadas en solucion salina iso-
tonica. Una alicuota (100 pl) de cada tltima
dilucion fue extendida sobre la superficie de
una placa de agar con extensor de Digralsky
e incubada 35 £ 0,5°C durante 24 horas y
posteriormente se realizo el conteo de UFC
por placa de agar.

MODELO FARMACODINAMICO
IN VITRO

Se utiliz6 un modelo farmacodinamico in
vitro basado en la sustitucion de concentra-
ciones fijas de medio de cultivo sin bacterias
a intervalos regulares (Picco ef al., 2011).
Este modelo permitié simular las concentra-
ciones plasmaticas y urinarias de cefalexina
durante su fase de eliminacion exponencial
tras su administracion intravenosa en cani-
nos, e investigar su activad antibacteriana en
presencia de estos fluidos bioldgicos.

PROCEDIMIENTO

Considerando la actividad tiempo depen-
diente de cefalexina, se extrajeron de los in6-
culos de cada una de las cepas de Escherichia
coli en MH y en MH/SC alicuotas de 1 ml,
las que fueron expuestas a una concentracion
maxima del antibidtico equivalente a 4 veces
el valor de la CIM estimada en este ensayo.
A fin de simular las elevadas concentraciones
de este antibidtico en orina, debido a que el
90% de la dosis administrada es eliminada en
forma inalterada por esta via (Baggot, 2001),
es que alicuotas de 1 ml se extrajeron de los
indculos de cada una de las cepas de Esche-
richia coli en MH/OC y fueron expuestas a
una concentracion de cefalexina equivalente
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a 16 veces el valor de la CIM estimada en
este ensayo.

Para cada cepa bacteriana en cada medio
de cultivo (MH, MH/SC y MH/OC), las cur-
vas de muerte fueron construidas por tripli-
cado y en todos los casos, éstos presentaron
una densidad bacteriana inicial equivalente
a 0,5 x 10° UFC/ml.

Una vez que los in6culos de cada uno
de los medios de cultivo fueron expuestos
a las concentraciones preestablecidas de
cefalexina, estos se incubaron a 35+ 0,5 °C
durante un periodo equivalente a la semivida
del antibidtico (1,5 hs).

Luego de este periodo, con ayuda de una
pipeta (Boeco, Germany), | ml del medio de
cultivo (MH, MH/SC o MH/OC) sin antibi6-
tico fue agregado a cada uno de los in6culos
iniciales a fin de diluir la concentraciéon de
cefalexina al 50% de la concentracion inicial.

Los tubos fueron suavemente agitados en
vortex (Thermolyne, Mixer, lowa, USA) y
1 ml de medio de cultivo de cada uno de los
tubos fue descartado. El tiempo que tomo
realizar este procedimiento para cada medio
de cultivo fue menor a 3 minutos. Todo el
procedimiento fue repetido sistematicamente
durante un tiempo equivalente a 7 semividas
de eliminacion.

De cada ml de medio de cultivo descarta-
do en cada uno de los tiempos de muestreo,
se obtuvo una alicuota (100 pul) que se utilizd
para la cuantificacion bacteriana. El proceso
de dilucion seriada, extension en placa de
agar, incubacion y conteo de UFC/placa fue
idéntico al utilizado en la construccion de las
curvas de crecimiento.

CONSTRUCCION DE LAS CURVAS
DE CRECIMIENTO Y MUERTE

Los valores de UFC/ml a cada tiempo de
muestreo fueron estimados multiplicando
el nimero de UFC/placa por el factor de
correccion que derivd de la dilucion seriada
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correspondiente a cada muestra en particular.
En cada curva de muerte y crecimiento, el
numero de bacterias viables fue expresado
como el promedio de conteos realizados en
cada réplica (n = 3). Para facilitar la cons-
truccion y la interpretacion de las curvas de
crecimiento y muerte bacteriana, los valores
de UFC/ml se expresaron como porcentaje
del numero inicial de bacterias viables al
inicio del ensayo (N,).

CUANTIFICACION DE LA
ACTIVIDAD DE CEFALEXINA
Y LOS FACTORES DE RESPUESTA
INMUNE

Para evaluar la eficacia de cefalexina
sobre las seis cepas de Escherichia coli se
utilizaron parametros farmacodindmicos
descriptivos e integrados basados en el tra-
bajo de Firsov ef al., (1997), los cuales se
describen a continuacion.

PARAMETROS DESCRIPTIVOS

C,/CIM: cociente entre la concentracion
inicial de cefalexina y la CIM de Escheri-
chia coli.

N,: tamafio inicial del inéculo (UFC/
ml) expresado como porcentaje del total de
bacterias viables (100%).

t>CIM: tiempo en el que las concentra-
ciones de cefalexina fueron mayores a la
CIM.

N_. : minimo namero de bacterias viables
en presencia de cefalexina expresado como
porcentaje de N,

t . : tiempo en el que se observo el mini-
mo numero de bacterias viables en presencia
de cefalexina.

TRB: tiempo de recuperacion bacteriana
o tiempo en el que el nimero de bacterias
viables en presencia de cefalexina llega a
serigual a N,
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PARAMETROS INTEGRADOS

ABCC: area bajo la curva del nimero de
bacterias viables en ausencia de cefalexina
en funcion del tiempo desde tiempo cero
(t,) hasta el tiempo en el que se realizé la
Gltima cuantificacion (t) estimada a partir
de los valores de UFC/ml expresadas como
porcentaje del valor observado a t,.

ABCT: area bajo la curva del nimero
teorico de bacterias en estado estacionario
(N,) desde t hasta TRB estimada a partir
de los valores de UFC/ml expresadas como
porcentaje del valor observado a t.

ABCA: drea bajo la curva del nimero de
bacterias en presencia de cefalexina desde t,
hasta TRB estimada a partir de los valores
de UFC/ml expresadas como porcentaje del
valor observado a t,.

UFC/ml (%)

t
Tiempo

PARAMETROS DE EFICACIA

% Eficacia antibacteriana intrinseca de
MH/SC (E.): [1- (ABCC,/ABCC,,)] x
100.

% Eficacia antibacteriana intrinseca de
MH/OC (E,): [1- (ABCC,/ABCC, )] x
100.

% Eficacia antibacteriana observadaat
(Bt ,): NO-N__.

% Eficacia global de cefalexina en MH/
SC (EG,.): [1- (ABCA /ABCT,)] x 100.

% Eficacia global de cefalexina en MH/
SC (EG,,.): [1- (ABCA_/ABCT )] x 100.

La explicacion de los parametros descrip-
tivos (N, N ., t ., TRB) e integrados
(ABCT y ABCA) para evaluar la eficacia de
cefalexina en presencia de suero y orina de

canino se presentan en la Fig. 1.

/
/

=== bacterias viables

sc) :

oc):

TRB

Fig. 1: Representacion de una curva de evolucion de una poblacion bacteriana expresada en uni-
dades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) en funcion del tiempo, en donde los valores

se expresan como porcentaje del tamario inicial del inoculo. En la grdfica se hallan representados
cuatro pardmetros farmacodindmicos descriptivos; N, indica el niimero de bacterias viables a tiempo
cero, N, . indica el menor niimero de bacterias viables observado, tmin indica el tiempo al cual se

observa el menor numero de bacterias viables, TRB indica el tiempo que tomé a la poblacion bac-

teriana volver a incrementar el numero de bacterias viables al valor observado a tiempo cero. La

zona sombreada comprendida entre N,y TRB, corresponde al drea bajo la curva del total tedrico de

bacterias viables en estado estacionario en ausencia de cefalexina (ABCT). La region que se halla

por debajo de los valores de bacterias viables (linea de puntos) corresponde al area bajo la curva

de bacterias viables en presencia de cefalexina (ABCA).
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ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion de los resultados obteni-
dos se realiz6 mediante el test estadistico
de ANOVA. Cuando se compararon mas
de dos grupos entre si, las diferencias entre
éstos fueron determinadas con el test de
Bonferroni. En todos los casos el limite de
significacion fue fijado en 5% (p = 0,05).

RESULTADOS

La CIM de cefalexina sobre las seis cepas
de Escherichia coli en MH a los valores de
pHde7,4-6,5y5,5yen MH/SC y MH/OC
fue de 16 pg/ml.

La evolucion temporal de seis indculos de
Escherichia coli en ausencia de cefalexina
en MH, MH/SC y MH/OC se encuentra
representada graficamente en la Fig. 2.

El mayor desarrollo bacteriano luego de
10,5 hs de cultivo se observo en MH. En
el medio de cultivo que incorpord SC, el

desarrollo bacteriano se redujo en un 59,7 +
18,5%, mientras que en el medio de cultivo
que incorpord OC, este desarrollo se redujo
un 99,2 £+ 0,47% (Cuadro 1).

La disposicion real y teérica de cefalexina
lograda con el modelo farmacodinamico de
dilucién aritmética a intervalos equivalentes
a la semivida del antibidtico (1,5 h) se pre-
senta graficamente en la Fig. 3.

La evolucion temporal de la masa bacte-
riana de las seis cepas de Escherichia coli
en funcion de concentraciones de cefalexina
que simulan una fase de eliminacioén de
orden uno en MH, MH/SC y MH/OC se pre-
sentan en las Figs. 4, 5 y 6 respectivamente.

Las concentraciones de cefalexina logra-
das en intervalos de 1,5 horas en MH, MH/
SC y MH/OC se presentan en el Cuadro 2.

En todos los medios de cultivo, el minimo
numero de bacterias viables se observo a las
4,5 horas y el menor porcentaje de reduc-
cion se observo en MH (80,7 + 5,15%), no
observandose diferencias en los porcentajes
de reduccion observados entre MH/SC que

1000000 =
100000 =
10000 =
S
E 1000 +
(@]
5
100 ¢ ea@=e MH/SC
—0— MH/OC
10 T T T T T ]
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (horas)

Fig. 2: Evolucion temporal de inoculos de Escherichia coli (n = 6) en MH, MH/SC 50:50 y MH/OC
50:50 en ausencia de cefalexina durante 10,5 horas. En cada tiempo de muestreo los datos estan

expresados como porcentaje de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) respecto

del valor observado a tiempo cero. Los valores se presentan como promedio * desvio estandar
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present6 una reduccion de 91,1 + 6,43% y
MH/OC cuyo porcentaje de reduccion fue
de 89,5 £ 2,56% (Cuadro 3).

El tiempo de recuperacion bacteriana
(TRB) en presencia de cefalexina llegd a ser
igual al nimero inicial (TRB); fue menor en
MH (7,20 £ 0,62 hs) respecto del observado

presentaron valores de 8,46 £ 0,87 h'y 8,62
+ 0,78 h respectivamente. La eficacia global
de cefalexina sobre las seis cepas de Es-
cherichia coli en MH fue de 57,2 + 3,95%,
mientras que este valor se incrementd con
la incorporacion de SC al medio de cultivo
estandar (74,3 £ 8,59%).

en MH/SC y MH/OC, donde estos tiempos

Cuadro 1: Valores de los parametros integrados utilizados para cuantificar el numero de bacterias
viables (ABBC) obtenidas en las curvas de crecimiento de Escherichia coli (n = 6) realizadas en MH,
MH/SC y MH/OC y la eficacia antibacteriana intrinseca de los medios de cultivo que incorporaron
SCy OC. Los valores se presentan como promedio + desvio estandar.

Medios de cultivo
Parametros MH MH/SC MH/OC
ABCC (UFC.h/ml) 1329951 + 1067633 511644 + 213880* 7148 + 2039*
E(%) - 59,7 + 18,5* 99,2 +0,47*

ABCC: drea bajo la curva del niimero de bacterias viables en ausencia de ATB en funcion del tiempo desde tiempo cero (t,)
hasta el tiempo en el que se realizé la tiltima medicion (t) estimada a partir de los valores de unidades formadoras de colonia
por mililitro expresadas como porcentaje del valor observado a tiempo cero. E: eficacia antibacteriana intrinseca en MH/SC
y MH/OC expresada como % de reduccion de bacterias viables respecto del crecimiento control (MH). (*) indica diferencias

entre valores de la misma fila.

120 .
= Disposicion real del ATB
—_ 100 ~===. Disposicion tedrica del ATB
X I\
R \‘
m
= 80 o \,
< \\‘
3 \
c 60 o AN
el )
8
— N\
= 40 « N
(0]
(8]
5 20 -
(@]
0
0

Tiempo (horas)

Fig. 3: Curva de concentraciones de cefalexina simulada con un modelo farmacodindmico in vitro
de un compartimiento. La linea llena escalonada representa las concentraciones reales simuladas
por el modelo, mientras que la linea de puntos representa la disposicion teorica del ATB siguiendo
una cinética de eliminacion de orden uno con una semivida de 1,5 horas.
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Cuadro 2: Valores de concentraciones reales de cefalexina y multiplos de CIM en funcion del tiempo
en los tres medios de cultivo;, MH, MH/SC y MH/OC. El simbolo (*) indica el tiempo al cual se
observo el menor conteo de bacterias viables en cada uno de los ensayos. Las concentraciones en
negrita corresponden al valor de la CIM estimada para las cepas de Escherichia coli ATCC 29522,
EC-017, EC-018, EC-019, EC-023ay EC-023b.

Tiempo MH + cefalexina MH/SC + cefalexina MH/OC + cefalexina
(horas) pg/mi CIM x ug/mi CIM x Hg/ml CIM x
0,0 64 4 64 4 256 16
1,5 32 2 32 2 128 8
3,0 16 1 16 1 64 4
4,5 (%) 8 0,5 8 0,5 32 2
6,0 4 0,25 4 0,25 16 1
7,5 2 0,125 2 0,125 8 0,5
9,0 1 0,0625 1 0,0625 4 0,25
10,5 0,5 0,03125 0,5 0,03125 2 0,125
==0— Bacterias viables
160 ====. Disposicion tedrica del ATB
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Fig. 4: Evolucion temporal del tamaiio de seis indculos de Escherichia coli en MH en presencia de
concentraciones de cefalexina simulando una fase de eliminacion de orden uno con una semivida
de 1,5 horas. Los valores de las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) y las con-
centraciones del ATB estan expresados como porcentaje del valor inicial de los mismos a tiempo
cero. El valor de la CIM (16 ug/ml) esta representado como una linea de puntos horizontal, cuyo
valor equivale al 25% de la concentracion inicial de cefalexina (CIM x 4).
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Fig. 5: Evolucion temporal del tamaiio de seis inoculos de Escherichia coli en MH/SC 50:50 en
presencia de concentraciones de cefalexina simulando una fase de eliminacion de orden uno con una
semivida de 1,5 horas. Los valores de las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml)
y las concentraciones del ATB estan expresados como porcentaje del valor inicial de los mismos a
tiempo cero. El valor de la CIM (16 ug/ml) esta representado como una linea de puntos horizontal,
cuyo valor equivale al 25% de la concentracion inicial de cefalexina (CIM x 4).
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Fig. 6: Evolucion temporal del tamaiio de seis inoculos de Escherichia coli en MH/OC 50:50 en
presencia de concentraciones de cefalexina simulando una fase de eliminacion de orden uno con una
semivida de 1,5 horas. Los valores de las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml)
v las concentraciones del ATB estan expresados como porcentaje del valor inicial de los mismos a
tiempo cero. El valor de la CIM (16 ug/mL) esta representado como una linea de puntos horizontal,
cuyo valor equivale al 6,25% de la concentracion inicial de cefalexina (CIM x 16).
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La eficacia de cefalexina en MH/OC,
aunque presente en concentraciones 16 veces
mayores que las encontradas en MH y MH/
SC, present6 un valor de 68,7 = 4,19%. No
se observaron diferencias entre los valores
de eficacia de cefalexina observadas en los
medios que incorporaron SC y OC respec-
tivamente (Cuadro 3).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio,
describen muchos aspectos de actividad an-
tibacteriana de cefalexina sobre Escherichia
coli, especialmente en lo que respecta a la
interaccion entre el antibiotico, la bacteria

y los constituyentes del suero y la orina de
caninos.

Cefalexina es una cefalosporina de pri-
mera generacion con un amplio espectro de
actividad sobre bacterias gram positivas y
gram negativas. Estos compuestos son ex-
cretados en grandes proporciones por orina
en forma inalterada y muchos son empleadas
como antibidticos de primera eleccion para
el tratamiento de la infeccion del tracto
urinario (ITU) presentando una excelente
actividad frente estafilococos, estreptococos,
Escherichia coli y Proteus sp. (Dowling,
1996; Sumirtapura et al., 2004).

Cefalexina es un acido débil con dos valo-
res de pKa (5,3 y 7,3), lo que le confiere un
caracter anfotero (Charalabopoulos, 2003),

Cuadro 3: Valores de los pardmetros farmacodinamicos utilizados para evaluar la eficacia antibac-
teriana de cefalexina (ATB) sobre Escherichia coli (n = 6) en tres medios de cultivo; MH, MH/SC
y MH/OC. Los valores se presentan como promedio * desvio estandar.

Parametros Medios de cultivo
MH + ATB MH/SC + ATB MH/OC + ATB

C,/CIM (h) 4 4 16
t>CIM (h) 3 3 6

t .. (hs) 4,5 4,5 4,5
N_. (%) 18,3+5,16 8,90 £ 6,43 10,5+ 2,56
Et_. (%) 80,7 £5,16* 91,1 £6,43 89,5 + 2,56
TRB (h) 7,20 £ 0,62 8,46 + 0,87 8,62 +0,78
ABCT (UFC.h/ml) 719,7 £ 61,5* 846,2 + 86,5 862,3+78,2
ABCA (UFC.h/ml) 309,1 + 49,8* 212,8+58,9 269,0 + 34,1
EG (%) 57,2 + 3,95* 74,3 + 8,59 68,7 +4,19

C/CIM: cociente entre la concentracion inicial de cefalexina y la CIM de Escherichia coli ATCC. t>CIM: tiempo en que las

concentraciones de cefalexina fueron mayores a la CIM. N

min’

: minimo nuimero de bacterias viables expresado como % del niimero

inicial de bacterias (N,). t

‘min

: tiempo en el que se observo la minima concentracion de bacterias viables.

Et . eficacia observada a t,, expresada como % de reduccion del nimero inicial de bacterias (N,).

TRB: tiempo de recuperacion bacteriana o tiempo en el que el niimero de bacterias viables en presencia de ATB llega a ser igual
al niimero inicial. ABCT: drea bajo la curva del niimero tedrico de bacterias en estado estacionario (N,) desde tiempo cero (t)
hasta TRB estimada a partir de los valores de unidades formadoras de colonia por mililitro expresadas como porcentaje del
valor observado a tiempo cero. ABCA: drea bajo la curva del niimero de bacterias en presencia de cefalexina desde t, hasta
TRB estimada a partir de los valores de unidades formadoras de colonia por mililitro expresadas como porcentaje del valor

observado a tiempo cero. EG: eficacia bactericida global expresada como % del total de bacterias viables eliminadas. (*) indica

un valor diferente respecto a los demds de su fila.
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lo que explicaria por qué su actividad in
vitro (CIM) no fue afectada por el pH del
medio de cultivo. Asimismo, este valor
no se modifico por la presencia de suero y
orina de caninos, lo que a primera instancia
podria ser interpretado como la ausencia de
una actividad bactericida intrinseca aditiva
de estos fluidos bioldogicos. Sin embargo,
debe considerarse que la CIM constituye un
parametro farmacodinamico estatico y que
no aporta informacion acerca de la dinamica
de la poblacion bacteriana en el tiempo. En
una segunda instancia, la CIM constituye
una concentracion de antibidtico que inhibe
el desarrollo bacteriano visible, por lo que
es imposible poder distinguir entre actividad
bactericida, bacteriostatica, o retraso en el
crecimiento bacteriano.

En tercer lugar, la CIM es determinada
sobre diluciones aritméticas del antibiotico,
por lo que la concentracion inmediata menor
constituye el 50% de su valor y la concen-
tracion inmediata superior presenta un valor
100% mayor al mismo, lo cual determina
que la CIM se halle dentro un intervalo de
concentraciones cuya eficacia se desconoce.

En vista de lo expuesto, la ausencia de
una actividad adicional visible en los valores
de la CIM de cefalexina a causa de la incor-
poracion de SC y OC al medio de cultivo
no excluye la presencia de una actividad
antibacteriana sinérgica de los constituyentes
de esos fluidos bioldgicos.

La evaluacion de la actividad antibac-
teriana intrinseca del suero y orina de
caninos se realizd mediante un modelo in
vitro de crecimiento bacteriano en ausencia
de cefalexina. En una poblacién bacteriana
coexisten los procesos de fisiéon binaria y
muerte en forma simultanea, y el balance
entre estos va a determinar la evolucion
en el tiempo de la poblacion bacteriana.
En el caso de las bacterias en ausencia de
antibidtico, el crecimiento predomina sobre

la muerte y el balance es positivo, dando
lugar a las curvas de crecimiento bacte-
riano, tal y como se presentan en la Fig. 2.
Las curvas de crecimiento de las seis cepas
de Escherichia coli realizadas en MH, nos
proporcion6 informacion sobre la velocidad
de desarrollo de referencia, ya que en este
medio de cultivo, las condiciones ambien-
tales de nutrientes y pH, y la ausencia de los
factores de respuesta inmune, permitieron
el crecimiento bacteriano sin interferencias
tal y como podria suceder en un paciente
inmunodeprimido (White, 2001).

El balance entre el crecimiento y la
muerte bacteriana en MH/SC y MH/OC no
fue negativo, ya que el nimero de bacterias
viables al final del ensayo (UFC/ml) fue
mayor al observado al inicio del mismo (Fig.
2). Sin embargo, el retraso en el desarrollo
bacteriano en los medios de cultivo determi-
nod que la masa bacteriana se redujera en un
59,7+ 18,5% en MH/SC y un 99,2 + 0,47%
en MH/OC respecto de la masa bacteriana de
referencia obtenida en el cultivo bacteriano
en MH (Cuadro 1). Este retraso en el creci-
miento bacteriano podria ser explicado por
la actividad de los factores de la respuesta
inmune especifica e inespecifica presentes
enel SCylaOC.

En el caso del SC, entre los posibles facto-
res de respuesta inmune especifica podemos
considerar la actividad de anticuerpos espe-
cificos contra Escherichia coli que pudieron
estar presentes en el SC, y entre los factores
de respuesta inmune inespecifica podemos
citar la presencia de complemento y péptidos
endogenos con actividad antibacteriana.
Ambos factores pueden actuar en forma
sinérgica neutralizando, lisando y dafiando
a las bacterias sobrevivientes afectando el
desarrollo de las mismas.

En el caso de OC, la osmolaridad puede
inhibir el crecimiento bacteriano, ademas
diversas sales, urea y acidos orgénicos
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pueden reducir la sobrevida bacteriana. Por
otra parte, la presencia de lactoferrina puede
secuestrar los iones de hierro indispensables
para el metabolismo de muchas bacterias.
Asimismo factores solubles tales como las
proteinas de Tham-Horsfal, azucares de
bajo peso molecular, IgA y los uromucoides
pueden presentar actividad opsonizante de
los microorganismos (Mulvey et al., 2000).

La velocidad bactericida observada hasta
t . difiere entre el medio de cultivo estdndar
y los que incorporaron SC u OC. La inspec-
cion visual de las curvas de evolucion de
la poblacion bacteriana en los diferentes
medios de cultivo muestra que en el caso
de MH los valores de bacterias viables se
hallan por delante de los valores teoricos de
concentracion de cefalexina (Fig. 4), estos
valores en MH/SC se hallan por detras de
estas concentraciones (Fig. 5) o sobre las
mismas en el caso de MH/OC (Fig. 6). Sin
embargo, el indicador objetivo de la eficacia
bactericida inicial es el N_. cuyos valores
observados en MH (18,3 £ 5,16) son ma-
yores a los observados en MH/SC (8,90 +
6,43) y MH/OC (10,5 + 2,56) (Cuadro 2),
aunque estas diferencias estadisticas, difi-
cilmente puedan tener un impacto clinico
significativo.

La eficacia global o total (EG) es un
parametro que se utilizd para cuantificar
la eficacia antibacteriana, considerando la
reduccion del niimero de bacterias viables
en un intervalo de tiempo preestablecido,
respecto de una concentracion bacteriana de
referencia, que en nuestro caso consistio en
ABCT. Los resultados obtenidos en nuestro
ensayo muestran una clara actividad antibac-
teriana adicional cuando al medio de cultivo
se incorpord SC y OC (Cuadro 2).

Otro importante parametro de eficacia
incorporado a nuestro analisis fue el tiempo
en el que la poblacion bacteriana en pre-
sencia de antibidtico recuperé en numero

Revista FAVE

de bacterias viables presentes al inicio del
ensayo (N) y lo definimos como tiempo de
recuperacion bacteriana (TRB). Un concepto
similar fue propuesto por White & Toothaker
(1985), quienes lo definieron como muerte
total (“total killing”"). El mismo parametro de
eficacia fue reconsiderado por McKenzie et
al. (2002), quienes lo redefinen como tiempo
de recuperacion compuesto (TRC), ya que
segun estos autores seria el resultado de la
suma del tiempo en el que las concentra-
ciones del antibiotico son mayores a la
CIM, mas el tiempo de duracion del efecto
posantibidtico a concentraciones subinhi-
bitorias (EPA sub-CIM), mas el tiempo de
recrecimiento bacteriano (TCB), tal como se
presenta a continuacion:

TRC =t> CIM + EPA sub-CIM + TCB

En nuestro caso, esta ultima definicion se
ajusta a la actividad de cefalexina sobre las
seis cepas de Escherichia coli en MH. Sin
embargo, estos autores solo consideraron
la interaccion in vitro entre el antibidtico y
la bacteria sensible en un medio de cultivo
estandarizado.

En nuestro estudio el EPA sub-CIM
propuesto por McKenzie et al. (2002) no
es suficiente como unica explicacion de la
prolongacion del tiempo de recuperacion
bacteriana, ya que el medio de cultivo fue
suplementado con fluidos bioldgicos, los
cuales incorporaron al mismo factores de
respuesta inmune de base humoral especifica
e inespecifica presentes en SC y componen-
tes con actividad antibacteriana intrinseca
inespecifica presentes en OC. Por lo tanto,
en el concepto de TRB, el efecto aditivo de
la persistencia de la actividad del anibi6ti-
co, representado por el EPA sub-CIM y el
TCB son reemplazados por el concepto de
efecto bactericida total (EBT), que incluye
la actividad antibacteriana producto de la
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interaccion entre la bacteria, el antibidtico y
la actividad bactericida intrinseca del fluido
biologico considerado, tal como se presenta
a continuacion:

TRB =t> CIM + EBT

De esta manera, en nuestro estudio, el
EBT es incorporado como un nuevo parame-
tro para evaluar la eficacia de un antibidtico
en presencia de la actividad antibacteriana
intrinseca de los fluidos bioldgicos consi-
derados.

Un hallazgo importante lo constituye un
efecto de pérdida de actividad de cefalexina
sobre las seis cepas de Escherichia coli en
MH/OC respecto de la actividad observada
en presencia de SC. En una primera instancia
se observo que aunque las concentraciones
iniciales de cefalexina en MH/SC fueron
de 64 pg/ml [C/(CIM x 4)] y de 256 pg/ml
en MH/OC [C (CIM x16)] (Cuadro 2), los
valores de EG obtenidos en cada medio de
cultivo no presentaron diferencias siendo
sus valores de 74,3 £ 8,59% y 68,7 +4,19%
respectivamente (Cuadro 3). Esta menor ac-
tividad antibacteriana adicional en MH/OC
respecto de MH/SC, podia ser atribuida a la
actividad tiempo dependiente de cefalexina,
la cual como todos los betalactamicos no
incrementaria su actividad a partir de una
concentracion equivalente a cuatro veces el
valor de la CIM.

Sin embargo, en contraposicion a su ac-
tividad dependiente del tiempo, cefalexina
no presentd un incremento de su eficacia,
aunque el valor de t>CIM en MH/OC fue
notoriamente mayor (6 horas) respecto de
lo observado en MH/SC (3 horas).

Otro indicador de la pérdida de actividad
de cefalexina es la concentracion a la cual se
observaN . que es el momento en que estas
dejan de tener un efecto bactericidaneto y la
poblacion bacteriana reinicia su crecimiento,

siendo este valor en MH/SC de 8 pug/ml (0,5
x CIM) y de 32 pg/ml (2 x CIM) en MH/OC
(Cuadro 2).

Estos hallazgos muestran que cefalexina
no presentd una eficacia adicional por su
mayor tiempo de permanencia a concentra-
ciones mayores a la CIM (t>CIM), sino
que su actividad disminuy6 notablemente,
al punto que las bacterias reiniciaron su
crecimiento a partir de una concentracion su-
prainhibitoria (32 pg/ml). Una explicacion a
este efecto paradojal, puede estar en el hecho
que cefalexina es un antibidtico bactericida
y su actividad es el resultado de su accion
inhibidora sobre la sintesis de la pared bacte-
riana debido a su uni6n a una o mas proteinas
fijadoras de penicilina y que necesita actuar
sobre bacterias en fase de crecimiento. Por
lo tanto, el retraso del crecimiento bacteriano
observado en MH/OC en ausencia de anti-
bidtico y que produjo una reduccion de 99,2
+ 0,47% respecto del desarrollo observado
en medio de cultivo estandar (MH) podria
haber limitado la actividad del antibidtico en
este medio de cultivo.

Los resultados obtenidos en este ensayo
permiten suponer que los factores de res-
puesta inmune de base humoral presentes en
el SC, podrian haber incrementado la eficacia
de cefalexina respecto de la observada en el
medio de cultivo estandar. No obstante debe
considerarse que en un organismo inmuno-
competente, esta actividad se incrementaria
alin mas por la actividad fagocitica de los
leucocitos polimorfonucleares presentes en
la sangre. Al respecto, Cerra et al. (2011)
reportaron que en presencia de la actividad
bactericida intrinseca del suero bovino y la
actividad fagocitica de polimorfonucleares
presentes en leucocitos aislados de sangre
bovina, un antibiotico del grupo de los
macrolidos, tulatromicina enfrentada a Sta-
phylococcus aureus incremento su potencia
16 veces respecto de la observada en medio
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de cultivo estandarizado. También, aunque
en nuestro ensayo in vitro fue posible ob-
servar un efecto paradojal de pérdida de
actividad en OC, debe considerarse que el
efecto de “lavado” de las bacterias presentes
en suspension en la orina provocado por el
proceso de miccion, contribuye a reducir la
carga bacteriana presente en la misma hecho
que favoreceria la actividad del antibiotico.
Nuestro ensayo destaca el importante pa-
pel de la respuesta inmune en la terapéutica
antibidtica y propone el concepto de efecto
bactericida total o global (EBT) para explicar
el incremento y la persistencia de la eficacia
antibidtica observados en presencia de SCy
OC. Asimismo enfatiza la importancia de la
utilizacion de modelos farmacodinamicos in
vitro que simulen perfiles de concentracion
de un antibidtico en medios de cultivo que
incorporan factores de respuesta inmune
presentes en diferentes fluidos biologicos,
ya que proporcionan informacion adicional
acerca de la actividad de un antibiotico en
condiciones que son mas proximas a las
presentes en un organismo viviente.
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