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INTRODUCCION

Las bacterias pueden protegerse a si mismas de varios tipos de estrés ambiental mediante
la supresién de su crecimiento. Estas bacterias son transitoriamente refractarias a la
actividad de los antibidticos y se las denomina persistentes (Wiuff et al., 2005). Una
poblaciéon bacteriana enfrentada a un antibiético muestra una eliminacién bifasica, donde la
mayoria es rapidamente eliminada y una pequena fraccion de persistentes es eliminada
lentamente y sobrevive. Enrofloxacina (EFX) es un antibiético del grupo de las
fluoroquinolonas (FQs). Tras su administracion parenteral a bovinos este es transformado
parcialmente a ciprofloxacina (CFX). Estos antibi6ticos son eficaces sobre E. coli. Las FQs
presentan actividad “concentracion dependiente”. Sin embargo 24 horas de exposicién a
elevadas concentraciones de EFX y CFX no son eficaces para erradicar la subpoblacién de
persistentes de E. col.

OBJETIVOS

Los objetivos fueron: (i) evaluar la actividad antibacteriana de concentraciones combinadas
de EFX y CFX (70:30) frente a E. coli, en presencia de suero bovino (SB) mediante ensayos
de curva de muerte bacteriana (CMB), (ii) evaluar el efecto de las cepas persistentes de E.
coli sobre la cinética de eliminacién bacteriana, y (iii) realizar una integracion
farmacocinética/farmacodinamica (PK-PD) entre las concentraciones combinadas de EFX y
CFX (EFX+CFX) obtenidas tras la administraciéon a bovinos de 5 mg/kg de EFX y la cinética
de eliminacion bacteriana observada in vitro.

METODOLOGIA

Se utilizé una cepa estandarizada de E. coli ATCC 25922 y estandares de EFX y CFX de
pureza conocida (Sigma-Aldrich® Argentina). La concentracion inhibitoria minima (CIM) de
EFX y CFX se estimé con el método de macrodilucién en tubo (CLSI, 2008). La CMB se
realiz6 en caldo Muller Hinton y SB (MH-SB) en proporcién 50:50. Un inéculo de 5 x 10°
unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml) fue expuesto a concentraciones de
EFX+CFX. La relacion CFX/EFX fue de 0,7 similar a la observada en plasma bovino luego
de la administracion de EFX a una dosis de 5 mg/kg de EFX. Las concentraciones finales de
EFX+CFX se expresaron como actividad antibacteriana mediante la suma de los multiplos
de CIM de cada concentracion de EFX y CFX respectivamente. (Tabla 1). Los recuentos de
bacterias viables se realizaron a las 0-1-2-3,5-5-10 y 24 h y éstos se expresaron como
UFC/ml. La eficacia de EFX+CFX se evalu6 con tres criterios: efecto bacteriostatico; sin
modificaciéon del logs, del conteo bacteriano inicial (No) y efectos bactericida y de
erradicacion bacteriana; reduccion de 3 logi, (eficacia del 99,9%) y 4 logio (eficacia del
99,99) respecto del logso de Ny respectivamente.
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Tabla 1: Concentraciones mixtas de EFX y CFX donde la relacién CFX/EFX es 0,7. La concentracién
de cada antibiético se expresa en referencia a su valor estimado de la CIM. Por ultimo, las
concentraciones finales de EFX y CFX se expresan como la sumatoria de los valores de CIM
parciales de cada antibiético.

Dilucion EFX (png/ml) EFX (x CIM) CFX (pg/ml) | CFX (x CIM) Suma (x CIM)

1 0,0025 0,09 0,002 0,12 0,21

2 0,005 0,18 0,004 0,25 0,42
3 0,011 0,35 0,008 0,49 0,84
4 0,022 0,70 0,015 0,98 1,68
5 0,044 1,40 0,031 1,96 3,37
6 0,088 2,80 0,061 3,93 6,73
7 0,175 5,61 0,123 7,85 13,46
8 0,35 11,22 0,245 15,71 29,92
9 0,70 22,44 0,49 31,41 53,85

A partir de los datos experimentales se realizaron los siguientes procedimientos:

a- Identificacion de las concentraciones de EFX+CFX capaces de obtener la erradicacion
bacteriana.

b- Determinacion de la CIM de EFX y CFX de las bacterias sobrevivientes luego de una
exposicion de 24 h a estos antibiéticos.

c- Ajuste simultaneo con un modelo multiexponencial de los perfiles de eliminacion
bacteriana de todas las concentraciones de EFX+CFX que lograron la erradicacién
bacteriana y estimacion del perfil teérico de eliminacion bacteriana.

d- Ajuste de los datos de UFC/mI obtenidos con cada concentracién de EFX+CFX tras 24 h
de exposicion con un modelo sigmoideo de respuesta maxima y calculo de la
concentracion tedérica de EFX-CFX capaz de lograr la erradicacion bacteriana.

e- Simulacién de los perfiles farmacocinéticos de EFX y CFX a partir de datos reportados en
la literatura (Lucas et al., 2008), expresando sus concentraciones como (ug/ml/CIM) de
EFX+CFX.

f- Integracion PK-PD del perfil de la sumatoria de mdltiplos de CIM de EFX+CFX vy el perfil
estimado de cinética de eliminacion bacteriana observado in vitro.

RESULTADOS

Los valores de CIM fueron 0,0312 pg/ml para EFX y 0,0156 pg/ml para CFX. Las CMB de
EFX-CFX sobre E. coli en MH-SB se presentan en la figura 1A. La cinética de eliminacién
bacteriana presentd dos fases: en la primera fase (0-5 h) la velocidad de eliminacion
bacteriana fue rapida y se incrementd en forma proporcional a la concentracién de
EFX+CFX, y en la segunda fase (5-24 h), la velocidad disminuy6 y fue similar para todas las
concentraciones de EFX+CFX = ai1,68 x CIM. Las bacterias sobrevivientes a estas
concentraciones presentaron idénticos valores de CIM que las bacterias del in6culo inicial.
El ajuste simultaneo de los perfiles de eliminaciéon bacteriana en funcién del tiempo
obtenidos con concentraciones = a 1,68 x CIM de EFX+CFX se presentan en la figura 1B. La
suma de multiplos de CIM de EFX+CFX capaz de producir erradicacién bacteriana fue
estimada en 0,877 x CIM. Los perfiles de concentracion plasmatica de EFX y CFX en
bovinos que recibieron una dosis de 5 mg/kg de EFX se presentan en la figura 2A y en figura
2B estos valores se presentan expresados como multiplos de la CIM de cada antibiético. La
integracion PK-PD entre el perfil de actividad antibacteriana de EFX+CFX obtenido in vivo y
la simulacion de la cinética de eliminacion bacteriana observada in vitro se presentan en la
figura 3. En esta figura se distingue un area por encima de 0,877 x CIM de EFX+CFX, enla
cual todas las concentraciones son capaces de lograr la erradicacion bacteriana (-4 logso), la
que fue denominada Area de Concentracién Efectiva (ACE) y se extendié hasta las 18 h
post administracion. La integraciéon PK-PD mostré que 18 h de exposicion fueron suficientes
para lograr una reduccién significativa del nimero de bacterias persistentes. La inspeccion



visual de los dos perfiles superpuestos permite inferir que si bien EFX y CFX son antibiéticos
con actividad bactericida dependiente de la concentracién, el tiempo de exposicion fue el
determinante de la reduccién de bacterias viables.
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Figura 1. (A) Evolucién temporal de un in6culo de E. coli expuesto a concentraciones mixtas de
enrofloxacina y ciprofloxacina. Las concentraciones estan expresadas como la suma de los multiplos
de CIM de cada antibiético. (B) Ajuste simultaneo de todos los perfiles de eliminacion bacteriana
(UFC/mI) en funcién del tiempo que lograron la erradicacién bacteriana, con un modelo de tres
términos exponenciales, a y b son los puntos de corte de actividad bactericida y de erradicacion
bacteriana respectivamente.

0,8 A 45 B
40 ~ .
—O—Enrofloxacina 35 ’ AN —O— Enrofloxacina (A)
0,6 ] ) )
——
—8—Ciprofloxacina O 30 ,‘ ‘\ Ciprofloxacina (B)
_E' s ', N -==A+B
5 04 3 '
= >
2
0,2
0,0 &
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 2. (A) Simulacion de perfiles de concentracion plasmatica de enrofloxacina y ciprofloxacina
obtenidos tras la administracion a un bovino de una dosis de 5 mg/kg de enrofloxacina. (B) Los
mismos perfiles expresados como multiplos de la CIM de cada antibiético y como la sumatoria de los
multiplos de CIM de ambos.
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CONCLUSIONES

Las bacterias ante la presencia de factores medioambientales adversos como por ejemplo
los antibiéticos, pueden modificar su fisiologia reduciendo su velocidad de crecimiento y
haciéndose asi refractarias a la actividad de los agentes antibacterianos conocidos, los
cuales necesitan que éstas se hallen en fase de crecimiento para poder ejercer su accion. A
este tipo de bacterias se las denomina persistentes y representan una pequefa fraccion de
la poblacion bacteriana (< 0,1%). Una vez que el antibidtico desaparece del medio, éstas
reinician su crecimiento y las pruebas de sensibilidad indican que siguen siendo susceptibles
a la actividad de los antimicrobianos.

En la actualidad se considera que casi el 50% de las infecciones bacterianas crénicas o
recurrentes que se presume asociadas a la presencia de bacterias resistentes, son en
realidad efecto de las bacterias persistentes, las que han sido asociadas a cuadros
infecciosos cronicos o recidivantes como por ejemplo las infecciones del tracto urinario en
caninos y felinos, y de la glandula mamaria en bovinos.

Especificamente, la caracteristica no heredable del fendmeno de persistencia bacteriana
puede prolongar el tiempo en el cual se produce la eliminacién del agente infeccioso del
organismo. Esto es notorio en los casos en que el microorganismo —adn en bajas
concentraciones- se aloja en tejidos profundos o es intracelular facultativo y de esa manera
puede evadir los factores de respuesta inmune de base celular o humoral.

Como consecuencia de esto, la poblacién persistente evita o limita la eliminacién de los
agentes infecciosos por la sola accién del agente antibacteriano, proporcionando la las
condiciones para la emergencia de cepas resistentes en este organismo infectado, aun
cuando in vitro este haya demostrado ser capaz de reducir el conteo bacteriano a niveles
asociados con la erradicacion bacteriana.

En este estudio, se observdé que el tiempo de exposicion de un inéculo de E. coli a
concentraciones mixtas de EFX+CFX fue el factor determinante para lograr la reduccion del
conteo de bacterias viables (inclusive de las bacterias persistentes) a un nivel asociado con
la erradicacién bacteriana o cura bacteriolégica (-4 10g1o).

El hallazgo mas importante de este trabajo fue el de observar que una subpoblacién de
bacterias persistentes de E. coli ATCC 25922 modificé el modo de accion de dos antibiéticos
del grupo de las FQs (EFX y CFX), cambiando su actividad dependiente de su
concentracion a dependiente del tiempo de exposicién, mostrando que este Ultimo es el
factor determinante para el éxito de una terapéutica antibidtica al permitir erradicar —al
menos en forma tebrica- a las persistentes.

Este hallazgo lleva a reconsiderar el paradigma del modo de accion de los antibiéticos.
Asimismo las persistentes representan un desafio para el desarrollo farmacéutico, ya que
los esfuerzos actuales estan encaminados al descubrimiento de nuevas moléculas capaces
de minimizar la emergencia de bacterias persistentes o de impedir que éstas retomen su
actividad biolégica normal una vez que el antibiético ha desaparecido del organismo.
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