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RESUMEN. En este trabajo se evalud in vitro: (i) el efecto del pH sobre la actividad bactericida de ciprofloxacina (CFX) frente a una
cepa autdctona de Escherichia coli y (ii) el efecto de las bacterias persistentes sobre el modo de accidén concentracién dependiente de
CFX. La actividad antibacteriana de CFX disminuy6 a causa del descenso del pH, por lo que los valores de concentracion inhibitoria
minima (CIM), concentracién bactericida minima (CBM) y concentracién de erradicacion bacteriana minima (CEBM) se incrementaron
cuando el pH del medio de cultivo descendié de 7,4 a valores de 6,5 y 5,5. La cinética de eliminacion bacteriana de CFX fue bifasica a
causa de la seleccion de una sub-poblacién de bacterias persistentes que presentaron una velocidad de eliminacién mas lenta. Por lo
tanto la actividad bactericida de CFX fue definida por su concentracion en relacién a la CIM y el tiempo durante el cual se mantuvo la
exposicion de las bacterias a ésta.

SUMMARY. In vitro antibacterial activity of ciprofloxacin against a native strain of Escherichia coli: effect of pH on its
potency and effect of bacterial persistence on its mode of action. In this in vitro assay was evaluated: (i) the effect of pH on
the bactericidal activity of ciprofloxacin (CFX) against a native strain of Escherichia coli, (ii) the effect of persister bacteria on the
concentration-dependent mode of action of CFX. The antibacterial activity of CFX decreased with reductions of pH, so the values of
minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum eradication bacterial
concentration (MEBC) were increased when the pH of the culture medium decreased from 7.4 to 6.5 and 5.5. The kinetics of bacterial
elimination of CFX presented a biphasic pattern because of the selection of a sub-population of persistent bacteria which presented a
slower elimination rate. Therefore, the antibacterial activity of CFX was determined by its concentration in reference to MIC values
and the time during which the exposure of the bacteria was maintained.
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los regimenes terapéuticos se basa en el conocimiento
de las interacciones entre las bacterias, los antibidticos
y la respuesta inmune del individuo, utilizando mode-

Introduccion los in vitro y modelos animales, a fin de lograr un
mejor conocimiento de los aspectos farmacodinamicos

En el inicio de la era antibidtica, las dosis de los (PDs) y farmacocinéticos (PKs) de los antibidticos

agentes antibacterianos eran las que lograban obtener (Barker et al., 2014).

concentraciones plasmaticas que excedian la concen-

tracion inhibitoria minima (CIM) durante el mayor La potencia y la eficacia de los agentes antimicro-

tiempo posible. En la actualidad, el disefio racional de bianos son definidas por la CIM y la concentracién bac-
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tericida minima (CBM). La CIM se define como la
menor concentracion de antibiotico que inhibe el
crecimiento visible de bacterias luego de un periodo
de incubacién de 24 h en condiciones preestablecidas.
La CBM es la concentracién de antibidtico que luego
de un periodo de 24 h de exposicion reduce la pobla-
cion bacteriana inicial en un 99,9%, siendo esta
eficacia asociada a la remisiéon clinica. Un tercer
parametro que también puede considerarse es la con-
centracion de erradicacion bacteriana minima (CEBM),
que es la concentracién de antibidtico que luego de 24
h de exposicion, reduce el conteo bacteriano inicial en
un 99,99%, siendo esta eficacia asociada a la cura
bacterioldgica (Sidhu et al., 2010).

Los agentes antibacterianos han sido clasificados en
base a la correlacion entre su eficacia clinica y tres
indices farmacocinéticos/farmacodinamicos (PK-PD):
(i) la relacién entre la mdaxima concentracidon plas-
matica observada de la droga no unida a proteinas o
libre (Crmax) Y 1a CIM (Cmax/CIM), (ii) la relacion entre el
area bajo la curva de concentracion plasmatica en
funcion del tiempo de la droga libre (ABC) y la CIM
(ABC/CIM) y (iii) el tiempo expresado como % de un
periodo de 24 h en el cual la concentracion libre de
antibidtico es mayor a la CIM (t > CIM) (Mouton et al.,
2005).

La ciprofloxacina (CFX) es un antibidtico sintético que
pertenece al grupo de las fluoroquinolonas (FQs), que
actua inhibiendo la ADN-girasa y presenta gran acti-
vidad sobre bacterias Gram-negativas y Gram-posi-
tivas. Quimicamente, es un compuesto anfotero con
valores de pK, de 8,74 para el grupo carboxilico situa-
do en la posicion 3 y de 6,09 para la amina basica
terciaria incorporada al anillo piperacilinico situado en
la posicidon 7 (Ross y Riley, 1990). El punto isoeléctrico
de CFX es 7,4, eso significa que a este valor de pH los
dos grupos quimicos se hallan mayoritariamente en su
forma no idnica (Torniainen et al., 1996).

Dentro de valores de pH comprendidos entre 6 y 8,
CFX se halla mayormente en su forma no idnica, activa
y liposoluble. Esto ultimo le permite difundir a través
de las membranas bioldgicas e ingresar a los tejidos
(Sarkozy, 2001). Cuando los valores de pH se alejan de
estos limites, su fraccion ionizada aumenta y tanto su
actividad como su capacidad de difundir a través de las
membranas bioldgicas disminuyen.

El modo de accion de CFX, al igual que el resto de las
FQs es concentracidon-dependiente, es decir que a ma-
yor concentracién, mayor sera la eficacia antibacteria-
na (Craig, 1998). Por lo tanto los indices PK-PD de CFX
y sus valores predictores de eficacia son: Cp,,,/CIM (= 8
-12) y ABC/CIM (= 100-125) (Drusano et al., 2001). No
obstante por las caracteristicas quimicas que se men-
cionaron anteriormente el pH del medio afecta la
eficacia de CFX.

Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo, anaerobio
facultativo y perteneciente a la familia Enterobac-
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teriaceae. Esta bacteria coloniza el intestino de los
mamiferos pocas horas después de su nacimiento y se
le considera un habitante normal del tubo digestivo.
Sin embargo hay cepas que pueden ser patégenas y
producir diferentes cuadros clinicos, entre ellos, dia-
rrea (Rodriguez-Angeles, 2002). A fin de colonizar el
tracto gastrointestinal de los mamiferos, E. coli se ha
adaptado para sobrevivir y crecer en valores de pH
comprendidos entre 4,5y 9, (de Jonge et al., 2003).
Fuera de estos limites, E. coli reduce significa-
tivamente su crecimiento y su sobrevida (Hughes et
al., 2007). Dentro de este intervalo de valores de pH,
E. coli preserva su actividad enzimatica, la estructura
de sus proteinas y de su acido nucleico, manteniendo
su pH intra-citoplasmatico entre valores de 7,2 a 7,8
(Sloneczewki et al., 1981; Salmond et al., 1984; Zilber-
stein et al., 1984).

La tolerancia de E. coli a bajos valores de pH, le
permite sobrevivir en el tracto gastrointestinal de los
mamiferos, donde debe resistir la acidez del medio
gastrico antes de alcanzar un ambiente menos acido
en el intestino (Hughes et al., 2007). Teniendo en
cuenta estos aspectos deberia considerarse cual seria
la verdadera actividad de CFX si ésta actuara sobre
bacterias de localizacion extracelular en tejidos infla-
mados a causa de una infeccidn bacteriana.

La mayoria de los estudios de actividad de antibidticos
sobre una bacteria determinada se realizan in vitro en
condiciones estandarizadas y a un valor de pH cercano
a 7,4. Sin embargo, en la periferia de los tejidos
inflamados se acumula acido lactico que hace descen-
der el pH del liquido intersticial en el orden de 0,5 a 1
unidades (Punnia-Moorthy, 1987; de Backer, 2003).
Esta acidificacion del medio afectaria negativamente la
actividad de CFX y el valor de su CIM, que es el
principal parametro PD utilizado como punto de refe-
rencia para el disefio de los esquemas posoldgicos
(dosis, frecuencia de administracion y duraciéon del
tratamiento).

Desde los primeros dias de la era antibidtica se ha
observado que cuando las bacterias disponen de
suficientes recursos para mantener su metabolismo y
su crecimiento, los antibidticos no pueden matar a
todas las bacterias que se hallen en fase de cre-
cimiento. Luego de un tiempo de exposicién, la velo-
cidad de muerte de las bacterias disminuye y una
pequefia fraccién de la poblacién bacteriana original
sobrevive (Bigger, 1944). Esta bacterias se denominan
“persistentes” y su resistencia no es génica sino feno-
tipica (Lewis, 2010). Las bacterias persistentes no
crecen o lo hacen lentamente y por esa razén se hacen
refractarias a la actividad de los antibioticos, los que
necesitan que éstas se hallen en fase de crecimiento
logaritmico para ejercer su accién (Levin y Rozen,
2006). Este estado de inactividad metabdlica se
revierte cuando el antibidtico desaparece y las con-
diciones ambientales vuelven a ser favorables para su
crecimiento (Levin y Rozen, 2006). Por lo tanto, la



presencia de bacterias persistentes, dentro de una
poblacién bacteriana sensible podria afectar el modo
de accion vy la eficacia de CFX.

El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro: (i) el
efecto del pH sobre la actividad bactericida de CFX
frente a una cepa autéctona de E. coli, y (ii) el efecto
de las bacterias persistentes sobre el modo de accidn
concentracion-dependiente de CFX.

Materiales y Métodos

Se utilizd una cepa autéctona de E. coli (E. coli 09-684),
aislada de un ternero con signos de gastroenteritis e
identificada por multiplex PCR para factores de
virulencia (Franck et al., 1998). El antibiético utilizado
fue un estandar de CFX de pureza conocida (Sigma-
Aldrich®, Argentina). Los medios de cultivo utilizados
fueron:

(a) caldo Mueller-Hinton (Britania, Argentina), con el
que se prepararon tres lotes: (i) con pH original (7,3 £
0,1), (ii) con pH ajustado al valor de 6,5 vy (iii) con el pH
ajustado al valor de 5,5. El pH de estos ultimos se
ajusto con acido ortofosférico 0,1 M.

(b) agar Mueller-Hinton (Britania, Argentina).

Inéculos bacterianos - Los indculos de E. coli 09-684 se
prepararon a partir de colonias incubadas durante 24
h sobre placas de agar Miueller-Hinton. Los micro-
organismos fueron suspendidos en solucién isoténica
estéril hasta lograr una turbidez equivalente a un valor
de 0,5 de la escala de McFarland (1 x 10® unidades
formadoras de colonia [UFC]/mL). Posteriormente se
realizaron diluciones seriadas hasta obtener una con-
centracion bacteriana final aproximada de 0,5 x 10°
UFC/mL.

Determinacion de la CIM de CFX - La CIM de CFX sobre
E. coli 09-684 se estimd en caldo Mieller-Hinton con el
método de macrodilucién en tubo (CLSI, 2008). El valor
de pH final indicado por el fabricante es de 7,3 £ 0,1,
por lo que a los fines practicos de aqui en mas se lo
nombrara como 7,4. El medio de cultivo se preparé
segun instrucciones del fabricante y fue esterilizado a
121°C durante 15 minutos. Este fue preparado el dia
anterior a la realizacion de los ensayos y hasta el mo-
mento de su uso fue almacenado en refrigerador a
7°C. La CIM de CFX se determind dentro del intervalo
de concentraciones comprendidas entre 0,0039 y 1
ug/mL en tres grupos de diluciones dobles. El valor de
la CIM de CFX fue la menor concentracion de anti-
bidtico que inhibid el crecimiento visible de bacterias y
fue fijada como el mayor valor observado en los tres
grupos de diluciones.

Determinacion de la CBM y la CEBM - Luego de
determinar la CIM, de los tubos en los que no se
observé desarrollo bacteriano visible se tomaron ali-
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cuotas de 100 pL que se extendieron sobre placas de
agar Mueller-Hinton, las que se incubaron a 35°C
durante 24 h, luego de lo cual se procedié al conteo de
UFC/placa. Los valores de CBM y CEBM se deter-
minaron como las concentraciones de CFX que
lograron una reduccién del 99,9% y 99,99% del
numero inicial de bacterias viables respectivamente.

Construccion de curvas de crecimiento bacteriano —
Los indculos bacterianos (0,5 x 10° UFC/mL) en caldo
Miueller-Hinton con pH 7,4 y a 6,5 y 5,5 fueron
incubados a 35°C durante 24 h. De cada uno de ellos
se extrajeron alicuotas de 100 pL a los siguientes
tiempos: 0; 1; 2; 3,5; 5; 10 y 24 h. Cada una de esas
alicuotas fue diluida en solucién fisioldgica estéril y
100 pL fueron extendidos sobre la superficie de una
placa de agar Mueller-Hinton. La dilucién proveniente
de cada muestra fue sembrada por duplicado vy las
placas se incubaron en estufa a 35°C durante 24 h,
luego de lo cual se procedio al conteo de UFC/placa.

Construccion de curvas de muerte bacteriana - Las
curvas de muerte se construyeron segln la meto-
dologia reportada por Garcia Rodriguez et al., (2001).
Tres indculos de aproximadamente 0,5 x 10° UFC/mL
suspendidos en caldo Mueller-Hintona pH 7,4y a 6,5y
5,5 fueron expuestos a concentraciones de CFX
equivalentes a 0,25 x CIM, 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM,
4 x CIM 8 x CIM y 32 x CIM, y fueron incubados a 35°C
durante 24 h. Durante ese periodo, de cada concen-
tracion de antibidtico se extrajeron alicuotas de 100 pL
a los siguientes tiempos: 0; 1; 2; 3,5; 5; 10 y 24 h. Cada
alicuota fue diluida en solucion fisioldgica estéril y 100
uL fueron extendidos sobre la superficie de una placa
de agar Mieller-Hinton. Cada dilucion fue sembrada
por duplicado y las placas se incubaron en estufa a
35°C durante 24 h, luego de lo cual se realiz6 conteo
de UFC/placa. El nimero de UFC/mL de cada tiempo
de muestreo en las curvas de crecimiento y muerte
bacteriana se determiné multiplicando el numero de
UFC/placa por un factor derivado de las diluciones de
cada muestra. Dado que cada muestra se realizé por
duplicado, el nUmero de UFC/mL resultante se expreso
como valor promedio. El limite de deteccién fue de 10
UFC/mL. A fin de facilitar la representacion grafica y la
interpretacién de las curvas, el conteo bacteriano en
cada tiempo de muestro se expresé como logy
UFC/mL.

Evaluaciéon del efecto del pH sobre el crecimiento de
E. coli 09-684 - La integral de UFC/mL en funcién del
tiempo (ABC) se utilizé como estimador de la masa
bacteriana desarrollada en las curvas de crecimiento
de E. coli 09-684 a pH 7,4; 6,5 y 5,5 (Firsov et al.,
1997). Los valores de las integrales a pH 7,4 — 6,5y 5,5
fueron estimados desde tiempo cero (to) hasta las 24 h
(to-ta) y se calcularon con el método trapezoidal
(Baggot, 2001). Para facilitar el calculo de las inte-
grales, los valores de UFC/mL de cada tiempo de
muestreo fueron expresados como porcentaje del
nimero de UFC/mL observadas a t,.



Criterios de eficacia

Para evaluar la actividad de las concentraciones de CFX
sobre E. coli 09-684, se utilizaron criterios de eficacia
basados en tres puntos de corte para evaluar la acti-
vidad (i) bacteriostatica, (ii) bactericida y de (iii)
erradicacion bacteriana de CFX (Sidhu et al., 2010).

(i) Para la actividad bacteriostatica se tomé
como referencia el log,, del conteo bacteriano inicial
(logig No), y fue definida como la ausencia de eficacia,
es decir cuando la diferencia entre el logy, del conteo
bacteriano a las 24 h (logyy Nj4) y el logio Ng fue cero
(log1o N2 - 10810 Ng = 0).

(ii) La actividad bactericida fue definida como
una reduccién igual o mayor a 3 log;, respecto del
valor de logyg Ng (logio Nys - logyg Ng 2 -3). Este valor
corresponde a una reduccion del 99,9% del nimero de
bacterias viables inicial y se correlacionaria clinica-
mente con una reduccidn de la carga bacteriana sufi-
ciente para lograr la remisién del cuadro clinico.

(iii) La actividad de erradicacion bacteriana fue
definida como una reduccion igual o mayor a 4 log;,
respecto del valor de log;g Ng (log1o Nys - logig No 2 - 4).
Este valor corresponde a una reduccidn del 99,99% del
numero de bacterias viables inicial y se correlacionaria
clinicamente con una reduccién de carga bacteriana
suficiente como para permitir la erradicacidon bacte-
riana por accion de la respuesta inmune del hospe-
dador, lo que equivaldria a una cura bacterioldgica.

Relacion entre concentracion de CFX y respuesta
antibacteriana - La relacién entre las concentraciones
de CFX y su respuesta antibacteriana se realizé
ajustando los valores de log;; N,4 en funcion de las
concentraciones de CFX testeadas con el modelo sig-
moideo de respuesta maxima o de Hill, tal como se
presenta en la ecuacién 1:

Emax . C°<
E=Et CES + €
Donde E es el efecto observado de una concentracién
determinada de CFX expresado como la diferencia
entre logip Nys - logig No, Ep es el logig Ng, Emax €5 €l
efecto maximo estimado, CE5, es la concentracion que
logra el 50% de E,.,c Yy a es el coeficiente de
sigmoidicidad. El ajuste de los datos experimentales se
realizd mediante regresién no lineal ponderada de
minimos cuadrados con el software ADAPT Il (BMSR,
University of Southern California, USA).

Determinacion de los valores estimados de CIM, CBM
y CEBM - Las concentraciones de CFX necesarias para
obtener los siguientes efectos; 0 (bacteriostatico o
CIM), -3 log,, (bactericida o CBM) y -4 logy
(erradicacion bacteriana o CEMB) se estimaron a partir
de los parametros del modelo sigmoideo de respuesta
maxima o de Hill, reordenando la ecuacion 1 tal como
se presenta a continuacion en la ecuacion 2:
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1
C = (E—Eo)-CEgor

Epox +Eo—E

Donde C es la concentracion de CFX necesaria para
obtener un efecto antibacteriano determinado. El
resto de los simbolos fueron explicados al pie de la
ecuacion 1.

Determinacion de la fraccidn no ionizada de CFX a pH
7,4 - 6,5y 5,5 - La evolucidon del % de la fraccidn
ionizada-no ionizada de CFX en funcién de valores de
pH desde 1 a 14 se simuld con la ecuacidn 3 para el
grupo acido carboxilico (pK, 8,74):

100

100 - 1 + 10®Ka—pH)

% de dcido no ionizado=

y con la ecuacién 4 para el grupo basico constituido
por la amina basica terciaria (pK, 6,09):

100

100 - 1+ 10®@H—PKo)

% de base no ionizada=
El valor de la fraccidn no ionizada de CFX se determind
como la menor fraccién no ionizada (sea del grupo
carboxilico o de la amina bdsica terciaria) estimada a
cada valor de pH. Posteriormente se examind si la
relacion entre las variables (% de CFX no ionizada y
valores estimados de CIM, CBM y CEBM a pH 7,4 — 6,5
y 5,5) podia asimilarse a una ecuacion lineal (ecuacion
de la recta tipoy = a + b - x), y cual seria el valor del
coeficiente de determinacion (rz) para cada ajuste.

Resultados

La CIM de CFX a pH 7,4 obtenida por el método de
macrodilucién (observada) fue de 0,0156 pg/mL (Tabla
3), y este valor es el que se tuvo en cuenta para la
realizacion de los ensayos de curvas de muerte
bacteriana de E. coli09-684 a pH 7,4-6,5y5,5.

El pH no afectd el crecimiento de E. coli 09-684. En la
Tabla 1, se presentan los valores normalizados de la
masa bacteriana desarrollada expresada como ABC.
Los valores de ABC estimados a pH 6,5 y 55 se
expresan como porcentaje del valor de ABC testigo
(pH 7,4).

Tabla 1. Valores normalizados de la integral de las unidades
formadoras de colonia/mL en funcion del tiempo (ABC) de E.
coli 09-684 estimados a partir de los datos experimentales de
UFC/mL en funcién del tiempo obtenidos en las curvas de
crecimiento bacteriano. ABC corresponde a la integral de
UFC/mL en funcion del tiempo, donde cada conteo bacte-
riano se expresd6 como porcentaje del conteo bacteriano
inicial. Los valores estimados a pH 6,5y 5,5 se expresan como
porcentaje del valor del ABC testigo estimada a pH 7,4.

pH ABC %

7,4 6629567 100,0
6,5 9559455 144,2
5,5 7466577 112,6



La inspeccion visual de las curvas de muerte bacte-
riana mostré que las concentraciones de CFX disminu-
yeron su eficacia bactericida a medida que disminuyé
el pH en el medio de cultivo (Figura 1).

Todas las concentraciones iguales o mayores a 1 x CIM
(pH 7,4), 4 x CIM (pH 6,5) y 32 x CIM a (pH 5,5)
lograron la erradicacion bacteriana tras 24 h de
exposicion, pero originaron una cinética de elimi-
nacion compuesta por al menos dos fases; la primera
caracterizada por una rapida eliminacién bacteriana, y
la segunda, caracterizada por una eliminacién bacte-
riana lenta (Figura 2).

El ajuste de los datos experimentales de concen-
tracion-efecto con el modelo sigmoideo de respuesta
maxima o de Hill, mostré6 que CFX presentd una
actividad bactericida de tipo todo o nada (& > 1) y una
eficacia maxima (E,,4) que fue independiente del pH
del medio de cultivo. Sin embargo, la cinética de
eliminacidn bacteriana mostré que los valores de CEs,
se incrementaron a medida que descendié el pH
(Figura 3, Tabla 2).

A causa de las diluciones dobles, los valores obser-
vados de CIM, CBM y CEBM, fueron muy imprecisos.
Por el contrario, el modelo sigmoideo permitié estimar
valores mas precisos para estos parametros (Figura 4).

Los valores observados (método de macrodilucién) y
estimados (modelo sigmoideo) de CIM, CBM y CEBM a
valores de pH 7,4 - 6,5y 5,5 se presentan en la Tabla 3.

Las curvas de % de fraccidn ionizada-no ionizada del
grupo carboxilico y amina basica terciaria de CFX en un
intervalo de valores de pH comprendidos entre 1y 14
se presentan en la Figura 5.

A pH 7,4, el % de CFX en estado no idnico fue de
95,3%, y de 72,2% y 20,4% a valores de pH 6,5y 5,5
respectivamente. Se observé que el incremento en los
valores del % de CFX en estado no idnico se co-
rrespondié con una disminucion en los valores
estimados de CIM, CBM y CEBM respecto de los
valores observados, y que estos valores estimados
pudieron ser descriptos por una ecuacién lineal. Las
graficas del ajuste de los datos experimentales y los
pardmetros estimados por regresion lineal simple se
presentan en la Figura 6 y la Tabla 4.

Tabla 2. Pardmetros farmacodindmicos estimados por el
ajuste de los datos experimentales de las curvas concen-
tracion-efecto de ciprofloxacina sobre E. coli 09-684 obser-
vados a valores de pH 7,4 - 6,5 y 5,5. El ajuste de los datos se
realizé mediante regresion no lineal ponderada de minimos
cuadrados con el modelo sigmoideo de respuesta maxima o
de Hill. Ey es el logio de No, Enax €5 el efecto maximo estimado
expresado como diferencia entre logio No y 10810 de Ny, CEso
es la concentracion que logra el 50% de En. y a es el
coeficiente de sigmoidicidad que mide la sensibilidad de la
respuesta del sistema bioldgico en estudio.

Parametros pH7,4 pH 6,5 pH5,5
Eo 3,310 2,824 3,057
Enmax -8,374 -8,367 -8,866
CEso 0,008 0,040 0,096
a 26,068 6,666 2,774

Tabla 3. Pardmetros farmacodindmicos estimados por el
ajuste de los datos experimentales de las curvas concen-
tracion-efecto de ciprofloxacina sobre E. coli 09-684 obser-
vados a valores de pH 7,4 - 6,5 y 5,5. El ajuste de los datos se
realizd mediante regresion no lineal ponderada de minimos
cuadrados con el modelo sigmoideo de respuesta maxima o
de Hill. (obs) corresponden a los valores obtenidos mediante
el método de macrodilucion entubo; (est) son valores
estimados con el modelo de sigmoideo de respuesta maxima
o de Hill.

Parametros pH7,4 pH 6,5 pHS5,5
(ng/mL) obs est obs est | obs  est
CIM 0,0156 0,0082 0,0630 0,0357 10,1250 0,0759
CBM 0,0156 0,0087 0,0630 0,0447 10,1250 0,1262
CEBM 0,0156 0,0090 0,0630 0,0494 0,5000 0,1563

Tabla 4. Parametros estimados en el andlisis de regresion
lineal realizado entre los valores del % de ciprofloxacina en
forma no ionizada y los valores estimados de concentracion
inhibitoria minima (CIM), concentracion bactericida minima
(CBM) y concentracidon de erradicacion bacteriana minima
(CEBM) E. coli 09-684 a valores de pH de 7,4 - 6,5y 5,5
estimados con el modelo sigmoideo de respuesta maxima o
de Hill. (b) es la pendiente (factor de proporcionalidad entre
el % de CFX no ionizada y las concentraciones efectivas, (a) es
el punto de interseccion y (r) es el coeficiente de correlacion
y I’ es el coeficiente de determinacién.

Parametros CIM CBM CEBM
b -0,0009 -0,0016 -0,002
a 0,0952 0,1582 0,1957
r -0,9943 -1 -0,9992

r 0,9886 1 0,9984
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Figura 1. Curvas de muerte bacteriana de E. coli 09-684 realizadas a valores de pH de A) 7,4, B) 6,5 y C) 5,5. En cada uno de los
ensayos la curva control corresponde al desarrollo bacteriano en ausencia de antibidtico. Los valores de las leyendas de cada curva
corresponden a la concentracion de ciprofloxacina expresada como pg/mL.
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Figura 2. Representacion gréfica de la poblacidn de E. coli 09-684 que luego
de ser expuesta ciprofloxacina presenta una cinética de eliminacién bifésica.
En las primeras horas de exposicidn se produce la rapida eliminacion de una
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b fraccidn mayoritaria de bacterias sensibles (a), pero una pequefia fraccion
de bacterias persistentes (b) sobrevive a la exposicion y son eliminadas
lentamente.
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Figura 3. Curvas concentracién-efecto de ciprofloxacina sobre E. coli 09-684 a valores de pH de, A) 7,4, B) 6,5 y C) 5,5. La eficacia
antibacteriana se halla expresada como la diferencia entre el log;, del conteo bacteriano inicial y el logi del conteo bacteriano al final
del ensayo (24 h). Las graficas fueron construidas los valores de UFC/mL obtenidos en las curvas de muerte bacteriana, y los valores
estimados fueron calculados por ajuste de los datos experimentales con el modelo sigmoideo de respuesta maxima o de Hill.
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sigmoideo de respuesta maxima o de Hill permite estimar un valor tedrico de CIM dentro de este intervalo de

concentraciones.

=
nN
o

— Grupo amino
=== Grupo carboxilo

-
(=3
o

95,3 % =——>,

[+
o

72,0% ==

=2
o

B
o

% forma no iénica

»n
o

20,4% =——b

10 11 12 13 14
pH

Figura 5. Curvas de % de fraccion ionizada-no ionizada del
grupo carboxilico y amina bdsica terciaria de ciprofloxacina en
valores de pH comprendidos entre 1y 14.

0,18 5

L Jel%

of 2=
0,16 4 R 0,9934.\

@cBM
0,14 -

@ CEBM

R*=1
0,12 « .“x

0,10 +
0,08 4 gz-0,9886 @.-.._
0,06

Ciprofloxacina (pg/mL)

0,04

0,02

0,00 T 7 T ¥ v v % T T "
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Forma no iénica

Figura 6. Correlacién entre el % de ciprofloxacina en forma
no ionizada a valores de pH de 7,4 (®) - 6,5 (®) y 5,5 (®) y los
inhibitoria (CIm),
concentracién bactericida minima (CBM) y concentracion de
erradicacidon bacteriana minima (CEBM) sobre E. coli 09-684

valores de concentracion minima

estimados por el modelo sigmoideo de respuesta maxima o
de Hill.

44

Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo arrojan luz
sobre cuatro aspectos de la farmacodinamia de CFX
sobre E. coli 09-684: i) la eficacia de CFX, (ii) el modo
de accion de CFX, iii) el efecto del pH sobre su
actividad antibacteriana vy iiii) la estimacién de los
pardmetros farmacodinamicos utilizados para evaluar
su actividad antibacteriana.

Modo de accidn de CFX sobre E. coli 09-684

El modo de accién de CFX sobre E. coli 09-684 se
evalu6 tomando como referencia la actividad
farmacodindmica observada a un pH de 7,4. En este
estudio se observd que concentraciones iguales o
mayores a la CIM (0,0156 pg/mL) lograron reducir el
conteo bacteriano de E. coli 09-684 a niveles equi-
valentes a la erradicacidén bacteriana. Similares resul-
tados fueron reportados para varios antibidticos del
grupo de las FQs que actuando sobre otras bacterias,
alcanzaron la mdxima eficacia con concentraciones
que no fueron mayores a 4 x CIM (Haritova y
Russenova, 2010; Cengiz et al., 2013; Filocamo et al.,
2011; Ferran et al., 2013).

La relacién concentracién-eficacia de CFX sobre E. coli
09-684 fue de tipo todo o nada (a > 1), es decir que el
incremento en la concentracion desde 0,0078 pug/mL a
0,0156 pg/mL determind que su actividad pasara de
una mera reduccion del desarrollo bacteriano a una
reduccién del conteo de bacterias viables equivalente
a la erradicacion bacteriana (Figura 1 A).

La actividad concentraciéon-dependiente de CFX se
observé durante las primeras 5 h de exposicion para
todas las concentraciones 21 x CIM, las que lograron la



rapida eliminacién de una gran fraccién del conteo
bacteriano inicial y alcanzaron una eficacia compatible
con una erradicacion bacteriana tedrica. Sin embargo,
las bacterias sobrevivientes se eliminaron en forma
lenta y muchas permanecieron viables hasta luego de
24 h de exposicion al antibidtico.

La lenta eliminacién de esta sub-poblacién de
bacterias persistentes puede ser explicada porque la
actividad de CFX se redujo a causa de la disminuida
respiracion celular (Lobritz et al., 2015) y la mayor
actividad de las bombas de eflujo de este tipo de
bacterias (Pu et al., 2016). La presencia de una sub-
poblacidn de bacterias persistentes determiné que la
erradicacion de E. coli 09-684 pasara a depender del
tiempo de exposicidén a CFX. Estos hallazgos nos llevan
a cuestionarnos si CFX debe seguir siendo considerado
un antibidtico con actividad “concentracion depen-
diente” o si por el contrario, el éxito terapéutico seria
también consecuencia de la duracién del tiempo de
exposicion.

Este planteo fue evaluado por Blot et al., (2014),
quienes ubicaron a las FQs en un nivel intermedio
entre los antibidticos con actividad tiempo-depen-
diente y los antibidticos concentracion-dependiente,
proponiendo la denominacién de antibidticos con
actividad concentracién-dependiente con tiempo-de-
pendencia.

Efecto del pH sobre la actividad antibacteriana de CFX

Igualmente a lo reportado por Endorgan-Yildrin et al.
(2011), la acidificacion del medio de cultivo no
modificé el crecimiento de E. coli 09-684. Este hallazgo
permite inferir que la reduccién de la actividad
antibacteriana de CFX solo puede ser atribuida al
descenso del pH y no a un lento metabolismo con
disminucién de su velocidad de desarrollo.

En las curvas de muerte bacteriana realizadas a pH 7,4
se observd la maxima actividad antibacteriana para
todas las concentraciones de CFX > a 0,0156 pg/mL, ya
que a este pH la molécula se halla en su punto iso-
eléctrico, mayoritariamente en su forma no ionizada
(95,3%), la cual es también su forma farmaco-
légicamente activa (Figura 5).

El descenso de los valores de pH incrementd la
ionizacién de la amina basica terciaria y disminuyd la
actividad antibacteriana de CFX, lo que tuvo como
consecuencia un incremento en los valores de CIM,
CBM vy CEBM a pH 6,5y 5,5 respectivamente.

Los parametros obtenidos tras el ajuste de las curvas
de relacion concentracién-efecto (Tabla 2), muestran
que el descenso del pH del medio de cultivo disminuyo
la potencia de CFX, ya que los valores de CEsq se
incrementaron 5 y 12 veces al descender el pH a
valores de 6,5y 5,5 respectivamente. Estos resultados
son concordantes con los reportados por Endorgan-
Yildrin et al. (2011) quienes observaron que los valores
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de CIM de levofloxacina sobre E. coli ATCC 25922 y
Klebsiella oxytoca en orina se incrementaron al
acidificar el pH de ésta.

Sin embargo la acidificaciéon del pH del medio de
cultivo no afectd la eficacia antibacteriana de CFX, ya
que los valores estimados de E,,,, fueron similares en
los tres valores de pH, y en todos los casos éstos se
lograron con elevadas concentraciones de CFX.

La implicancia clinica de estos hallazgos radica en que,
en caso de una infeccion bacteriana, el pH de los
fluidos extracelulares puede descender respecto de su
valor fisiologico de 7,4. De esta manera un descenso
del pH del liquido intersticial de 7,4 a 6,5 no afectaria
la supervivencia ni el crecimiento de E. coli, pero si
incrementaria la fraccion ionizada de CFX, reduciendo
su actividad al punto que los valores observados de
CIM, CBM y CEBM ascenderian de 0,0156 pg/mL a
0,0630 pg/mL (Tabla 3).

Histéricamente, la CIM ha sido el principal pardmetro
PD utilizado para el disefio de los regimenes tera-
péuticos. No obstante, la CIM que se utiliza para calcu-
lar los indices de eficacia antibacteriana (Cp./CIM,
ABC/CIM y t>CIM) es la que se estima mediante condi-
ciones estandarizadas y con un valor de pH fijado en
7,4. Considerando que un pH de 7,4 no refleja el pH
del liquido intersticial en los tejidos inflamados, la
modificacion del pH del medio de cultivo de 7,4 a 6,5,
simularia de manera mas fidedigna una condicion de
acidificacion del liquido intersticial en caso de un
proceso inflamatorio debido a una infeccidon bacte-
riana. En vista de lo expuesto, la inquietud que surge
es si en el cdlculo de las dosis de CFX se deberia
reemplazar el valor de la CIM estimada por métodos
estandarizados por el valor de la CIM estimada
modificando el pH del medio de cultivo a un valor de
6,5.

Estimacion de los parametros farmacodinamicos de
CFX

Los valores observados de CIM, CBM y CEBM se
estimaron mediante técnicas basadas en el principio
de dilucién, realizadas utilizando diluciones 1:2 de
soluciones de CFX, lo que presenta una imprecision del
100%, ya que los verdaderos valores de éstos se
encontrardn entre estos valores observados y las
concentraciones inferiores presentes en las diluciones
siguientes (Garcia Rodriguez et al., 2001). Consideran-
do esta limitacion, Forrest et al. (1997), introdujeron el
concepto de CIM punto medio (MIC mid-point), que es
un valor de concentracién promedio entre el valor
observado de la CIM vy el siguiente valor menor en la
serie de diluciones. Para salvar estas imprecisiones de
estimacion, algunos autores proponen utilizar varias
series de diluciones dobles superpuestas (Sidhu et al.,
2010), Sin embargo este procedimiento tiene las des-
ventajas de ser muy laborioso, y aunque reduce el
error de estimacion no lo elimina.



En la actualidad, se dispone de paquetes informaticos
que permiten utilizar modelos matematicos para
estimar de manera mas precisa los valores de CIM,
CBM y CEBM. En este estudio estos valores se
estimaron por ajuste de los datos experimentales de
concentracion-efecto utilizando el modelo sigmoideo
de respuesta maxima o de Hill. A partir de los
parametros estimados (Tabla 2) y despejando la ecua-
cion 1, se obtuvo la ecuacidon 2 que permitié estimar
numéricamente los valores aproximados de CIM, CBM
y CEBM (Tabla 3). Los parametros estimados presen-
tan valores intermedios entre los intervalos compren-
didos entre los valores observados y que correspon-
den a la dilucién siguiente. Una representacion esque-
matica referida a la estimacion de la CIM mediante el
método de dilucion (valores observados) y los obteni-
dos mediante el modelo de Hill (valores estimados) se
presenta en la Figura 4.

Debido a que la relacién concentracidn-efecto de CFX
sobre E. coli 09-684 fue del tipo todo o nada, no se
observaron diferencias entre los valores observados
de CIM, CBM y CEBM obtenidos por el método de
dilucion a valores de pH de 7,4 y 6,5 (Tabla 3). Sin
embargo los valores estimados con el modelo de Hill,
presentaron diferencias con respecto a los valores
observados llegando a ser en algunos casos un 50 %
menores.

En base a los resultados obtenidos y aceptando que en
los tejidos el pH en el sitio de infeccion tiende a la
acidez, es de esperar que la actividad de CFX dismi-
nuya en funcion de la reduccion de su forma no idnica.
El ensayo in vitro mostré que en presencia de pH 6,5 la
CIM observada de CFX fue de 0,063 upg/mL, sin
embargo el modelo de Hill estimé un valor de 0,0357
ug/mL, lo que significa una reduccién del valor obser-
vado en un 43,3%.

Estudios clinicos realizados en medicina humana
demuestran que para CFX actuando sobre bacterias
gram-negativas, la probabilidad de una remision clinica
asciende por encima del 80%, cuando la dosis de CFX
permite obtener un valor de ABC/CIM > 125, mientras
que la cura bacterioldgica producida por la erradi-
cacién del agente causal se ha relacionado con valores
de ABC/CIM entre 125 y 250 (Forrest et al., 1993).

Si se considera que el valor del ABC es directamente
proporcional al valor de la dosis (D) e inversamente
proporcional al aclaramiento corporal (CL), el cual es
constante para cada antibidtico y para cada especie
animal (ABC = D/CL), se deduce que para incrementar
el valor del indice ABC/CIM, seria necesario incre-
mentar el valor de la dosis (Toutain and Bousquet-
Mélou, 2004).

Si analizamos estos resultados desde el punto de vista
clinico, los valores estimados por el modelo de Hill
pueden resultar mas razonables para el disefio de
esquemas de dosificacion, a fin de evitar dosis exce-
sivamente elevadas de CFX.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que el modo de accion de CFX sobre E. coli 09-684, fue
diferente segun ésta actuase sobre una poblacion
mayoritariamente sensible a que si actuase sobre una
sub-poblacién de bacterias persistentes. Este fendme-
no se explica porque la poblacidn bacteriana expuesta
a CFX fue fenotipicamente heterogénea, donde la
mayoria de las bacterias fueron sensibles a la actividad
de ésta, y una pequeia fracciéon de bacterias persis-
tentes detuvo su actividad metabdlica y su crecimiento
haciéndose transitoriamente refractarias a su activi-
dad. Por lo tanto la actividad bactericida de CFX de-
pendio tanto de la concentracidn de ésta en relacién a
la CIM como del tiempo durante el cual se mantuvo la
exposicion.

Con respecto al efecto del pH sobre la farmacodinamia
de CFX sobre E. coli 09-684, éste tiene dos aspectos
importantes, ya que el descenso del mismo no afecta
el metabolismo ni el desarrollo de E. coli 09-684, pero
si reduce la actividad de CFX por incremento de la
fraccion ionizada de la molécula. Esto deberia ser
tenido en cuenta en el disefio de los regimenes poso-
légicos, ya que los valores de CIM obtenidos a pH 6,5,
serian mucho mas confiables a la hora de calcular las
dosis de CFX, considerando que este pH se halla en la
periferia de los tejidos inflamados.

En este sentido, los valores de CIM estimados por el
modelo de Hill son mas precisos que los obtenidos por
el método de dilucién, y contribuirian a que no se
estimaran dosis excesivamente elevadas para este tipo
de antibidticos.
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