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ENTEROPATHOGENIC ESCHERICHIA COLf INFLUENCE OF SUBINHIBITORY CONCENTRATIONS OF
CIPROFLOXACIN ON ASSOCIATED-VIRULENCE FACTORS

ABSTRACT
In this study, we investigated the influence of subinhibitory concentrations of ciprofloxacin on
enteropathogenic £scherichia coli (EPEC) virulence factors as motility, adherence, hemolysin
production and the interaction with some mechanisms of host defenses (phagocytosis).
Adherence was investigated on b7/ gene. The detection of bHfp was reduced on 22% of the strains
with 1/2 and 1/8 MIC, and on 11% of the strains with 1/4 and 1/16 MIC. We did not observe relevant
differences on the hemolysin poduction, motility reduction or phagocytosis reduction on any of the
studied strains.
In view of these results, it could be important to continue with this kind of studies in order to
optimize simple therapeutic schemes for the treatment of uncomplicated infections, reducing the
adverse reactions of some drugs on the host.
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RESUMEN

En este estudio, investigamos la influencia de concentraciones subinhibitorias de ciprofloxacina so-
bre factores de virulencia de Escherichia coli enteropatdgeno (ECEP) como la movilidad, adheren-
cia, produccion de hemolisinas y la interaccion con algunos mecanismos de defensa del huésped
(fagocitosis).

La adherencia se investigo sobre el gen bfp. La deteccion de bfp disminuyd en 22% de las cepas con
1/2y 1/8 de CIM, y en 11% de las cepas con 1/4 y 1/16 de CIM. No observamos diferencias signifi-
cativas en la produccion de hemolisinas, reduccion de la movilidad o de la fagocitosis en ninguna de
las cepas ensayadas.

Dados estos resultados, seria importante continuar con este tipo de estudios a fin de optimizar
esguemas terapéuticos simples para el tratamiento en las infecciones no complicadas, disminuyen-
do las reacciones adversas que puedan algunas drogas ocasionar en el huésped.

PALABRAS CLAVES: Escherichia coli; ciprofloxacina, virulencia, diarrea.
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INTRODUCCION

Lavirulencia bacterianareflejalahabilidad de los mi-
croorganismos, cuando estos son infectivos, para pro-
ducir efectos patol 6gicos cuando invaden un huésped
susceptible.

De hecho que la severidad y la extension de dichos
efectos dependera del indculo bacteriano, de la habilidad
para adherir y desarrollar sus mecanismos de virulencia,
sean estos de invasion, toxicidad u otrosy de su capaci-
dad para enfrentar las variadas estrategias del huésped
puestas en juego parala defensa frente ala agresion.

La produccion de adhesinas, hemolisinas, enzimasy
toxinas entre otros, son importantes factores de virulen-
ciaen la patogénesis de las enfermedades infecciosas.
Dichos factores pueden tener codificacién plasmidica,
cromosomica o0 por tansposones y aln mediante bacte-
riofagos[1] [2].

Entre las bacterias involucradas en la diarrea aguda
infantil, en el mundo en desarrollo, Escherichia coli ente-
ropatdgeno (ECEP) ocupaun lugar importante. Este mi-
croorganismo posee una serie de factores de virulencia
codificados plasmidicay cromosomicamente que posibi-
litan una amplia gama de interacciones con el huésped y
que acttian coordinadamente parafacilitar la colonizacién
del intestino, conduciendo ala alteracién de laintegridad
delamembranay otros efectos indeseables[3].

ECEP se caracteriza fenotipicamente por su habilidad
de adherirse a monocapas de células en cultivo con un
patrén de adherencia localizada, asociada con una fim-
briallamada BFP (bundle-forming pili), codificada por €
gen bfp [4].

Algunos antimicrobianos en concentraciones subin-
hibitorias son capaces de modular la expresion de genes
asociados a lavirulencia, interfiriendo en los procesos
de interacciones entre el huésped y los microorganis-
mos, tales como en la adherencia, la produccion de toxi-
nas, hemolisinas, e mejoramiento delafagocitosis, etc. [5].

Entre esas interferencias estan descriptas la capaci-
dad de actuar de anti-adhesinas al afectar la sintesisy
expresion de las adhesinas bacterianas, por formacion
de adhesinas aberrantes o pérdida de su funcion especi-
ficao bien eliminar pldsmidos que cadifican virulenciao
resistencia, como es el caso de ciprofloxacina[6]. Tam-
bién pueden alterar el ADN cromosdmico inhibiendo la
transcripcién del mensaje genético necesario parala ex-
presion delos factores anteriormente mencionados. Estos
mecanismos fueron investigados con concentraciones
subinhibitorias del antimicrobiano, de tal modo que la
bacteria, aunque viable, perderialos mecanismos que le
permiten desarrollar efectos indeseables en el huésped.

Lamayor parte de los trabajos se desarrollaron con
Staphylococcus coagulasa negativa, Pseudomonas spp
y otras bacterias gram negativas, como Klebsiella spp y
Escherichia coli [7] [8] [9] [10] [11].

El trabajo serealizd con €l objeto de investigar la ac-
cion de concentraciones subinhibitorias de ciprofloxaci-
na sobre algunos factores asociados a la virulencia,
como adherencia, movilidad, hemolisinas y fagocitosis
en cepas de Escherichia coli enteropatdgeno (ECEP).

MATERIALES Y METODOS

Cepas estudiadas

Se seleccionaron cepas de ECEP (identificadas por
sondas moleculares) que presentaban un patron de ad-
herencialocalizada en células HEp-2.

Determinacion de la concentracién inhibitoria
minima (CIM)

Se determind laCIM a ciprofloxacina (CIP), (Bayer,
Argentina) por el método de dilucion en medio solido se-
gun normas e interpretacion de resultados del NCCLS
[12].

Como controles se utilizaron cepas patrones: Escheri-
chia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853y Enterococcus faecalis ATCC 29212 para control
de timidina del medio de cultivo Mueller -Hinton.

Exposicion de las cepas a concentraciones
subinhibitorias (sub- CIM) de CIP

Laexposicion de las cepas seleccionadas de ECEP a
las concentraciones subinhibitorias de CIP serealizo en
medio Caldo Mueller-Hinton (CMH). ConocidalaCIM a
CIP que presentaban las cepas, |0s caldos se prepararon
afin delograr en los mismos las concentraciones subin-
hibitorias de la droga. Una ansada de cada una de las
cepas fue inoculada en dichos caldos, los que se incuba-
ron a 35°C sin agitacion durante 24 hs. Las concentracio-
nes sub-CIM utilizadas fueron las correspondientes a 1/
2,1/4,1/8ylo 1/16 de CIM.

Prueba de viabilidad

De cada tubo se transfiri¢ (previa agitacion) unaan-
sadaaagar tripteinasoya (ATS). Las placas se incubaron
a35°C durante 24 hs.

Ensayo de inhibicion de la movilidad

Para evaluar la accion de concentraciones sub-CIM
de CIP sobre lamovilidad se utiliz6 la metodol ogia pro-
puesta por Bragay col. [13] y unamodificacion delamis-
ma, realizada por el grupo de trabajo.
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Setrabaj 6 con siete de las cepas ECEP seleccionadas
previamente. Como controles se incluyeron: Escherichia
coli ATCC 25922 (movilidad positiva) y un aislamiento
clinico de Shigella flexneri (movilidad negativa).

Previamente, y afin de estimular la movilidad de las
cepas a estudiar, se decidio utilizar la metodol ogia pro-
puesta por Craigie [14]: todas | as cepas se sembraron con
ansa agujaen un tubo contenido dentro de otro con medio
de Craigie (caldo nutritivo 8 gr, extracto de levadura 2 gr,
cloruro de sodio 5 gr, nitrato de potasio 1 gr, agar-agar 3 gr,
aguadestilada 1000 ml, pH 7,6). Lostubos seincubaron 24
hsa35°C. Luego serealiz un primer pasgje que consistio
en transferir la cepa que habia desarrollado alos lados ex-
ternos del tubo central a un nuevo tubo con medio de
Craigie. Dicho proceso sellevé a cabo durante siete dias.

Unavez estimuladas las cepas de ECEPR, 10 pl de un
inéculo de trabagjo, de cada una de las cepas, contenien-
do aproximadamente 30 x 10° UFC/m, seleccionado pre-
Vios ensayos con suspensiones de diferentes concen-
traciones, fue inoculado en CMH durante toda la noche a
37°C. Luego, 5 il de cada una de estas suspensiones fue
sembrado en el centro de una placa de Petri conteniendo
10 ml de agar movilidad (tripteina 1%, NaCl 0.5%, agar-
agar 0.25% en agua destiladapH 7.1), alas que se adicio-
no6 CIP afin delograr en las mismas |as concentraciones
sub-CIM de 1/2 'y 1/4 CIM. Seincluyeron siembras de
cepas sin antimicrobiano.

Las placas se ubicaron en un recipiente preparado
para mantener una atmésfera himeda que se incubé a
35°C. Laslecturas delas zonas de movilidad se reslizaron
cada horacon un calibrey luz oblicua.

Paralelamente, con igual |ote de medio de movilidad,
lote de CIP e indculo, se procedi6 arealizar unaligera
variacion de latécnicatomada como referencia. Las modi-
ficaciones se realizaron con lafinalidad de evaluar, en
caso de observarse inhibicidn delamovilidad, s estaera
reversibleoirreversible, 0 sea, s dependiao no delapre-
sencia de antimicrobiano en e medio.

L as cepas desarrolladas en CMH con y sin concen-
traciones sub-CIM de CIP, fueron lavadas tres veces con
buffer PBS (pH 7,2) antes de proceder a gjuste del in6cu-
loy lasiembraen el medio de movilidad. Las suspensio-
nes obtenidas fueron sembradas en agar movilidad sin el
agregado del antimicrobiano.

Cadatest fue realizado entre 6 y 9 veces para cada
cepay para cada concentracion sub-CIM y control. Los
valores estan expresados como la media de todos los
datos +/- el error estdndar de las medias. Las diferencias
significativas fueron calculadas usando el test de Stu-
dent. Las diferencias fueron consideradas estadistica-
mente significativas cuando el test presentd un valor
menor o igual a0,05.
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Ensayo de fagocitosis

A fin de evaluar lafagocitosis de ECEP sometidas a
concentraciones sub-CIM de CIP, se trabaj6 de acuerdo
aBragay col. [13]. En este ensayo seincluyeron seis de
las cepas ECEP seleccionadas.

Se procedi6 alaextraccién de sangre humanasin an-
ticoagulante. La sangre entera (2 ml) se coloco sobre
portaobjetos, con bordes previamente sellados para evi-
tar el desborde. Los portaobjetos se incubaron a 35°C,
durante 2 horas, en camarahumeda afin delograr lafor-
macion de coagulo defibrinay adhesién de polimorfonu-
cleares (PMN). El coégulo fue retirado cuidadosamente
con una aguja y los portaobjetos fueron lavados con
Solucion de Hanks (NaCl 8 gr, KCI 400 gr, PO,HNa, 60gr,
PO,HK 60 gr, SO,Mg.7H,0 100 gr, Cl,Ca140 gr, Cl,Mg
100 gr, Glucosa 1gr, CO,HNa350 gr, rojo fenol 2.5gr, H,O
bidestilada csp. 1000 ml).

Las cepas ECEP, cultivo fresco de 24 hs., en agar trip-
ticasa soya (ATS), fueron suspendidas en solucion fisio-
|6gica (SF) hasta acanzar unaturbidez equivalente al 0,5
de Mc Farland.

Las suspensiones bacterianas se enfrentaron a los
PMN adheridos a los portaobjetos durante 30 min., a
unatemperatura de incubacién de 35°C.

Cumplido este paso, |os portaobjetos fueron fijados
y coloreados con Naranja de Acridina segiin se describe
en [15]. Laobservacion se realizé utilizando un micros-
copio de fluorescenciay se procedio a recuento de las
bacterias fagocitadas por los PMN.

Ensayo de inhibicion de la adherencia

Se trabajé con 9 de las cepas ECEP seleccionadas y
con lafinalidad de evaluar laaccion de CIP en concentra
ciones sub-CIM sobre el gen bfp. En cada ensayo se
us6 un control positivo: Escherichia coli 2348/69 y un
control negativo: Escherichia coli HS.

Lainvestigacion de lapresenciadel bfp seredlizo por
latécnicade PCR [16] utilizando un set de “primers’ (ce-
badores) que amplifican unaregion de 324 pares de bases
del gen bfp:

START
STOP

5 CAATGGTGCTTGCGCTTGCT3
5 GCCGCTTTATCCAACCTGGT3

L as cepas sometidas a las concentraciones sub-CIM
deseadas (1/2, 1/4, 1/8'y 1/16) selavaron 3 veces con PBS
pH 7,2. Los sedimentos obtenidos se re-suspendieron en
PBS pH 7,2 hasta alcanzar una concentracion final equi-
valente al 4 de Mc Farland.

Paralapreparacion del templado, 2100 pl de cadauno
de los sedimentos se agregd 150 ml de Triton 1%y selos
sometio aBafio Mariahirviente (100°C) durante 10 minu-
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tos. El sobrenadante obtenido, luego de centrifugarlos a
10000 r.p.m. durante 10 minutos, fue el que se utilizé
como templado.

El esquema de ciclado consistio en: un primer ciclo de
desnaturalizacién de 2 min. a94°C, 30 ciclosde 1 in a
94°C, 2ina56°Cy 1ina72°C, y un ciclo de extenson find
de3ina72°C.

L os fragmentos de amplificacion fueron separados
mediante corrida el ectroforética sobre gel de agarosa a
2% (p/v), visualizados por transiluminacion UV previa
coloracion con bromuro de etidio y fotografiados con
cémara Polaroid. En cada corrida se utiliz6 un marcador
de peso molecular (100 bp Ladder, Promega, USA) para
identificar los fragmentos de 324 pares de bases corres-
pondientes alaregion del gen bfp amplificado.

Ensayo de inhibicion de hemolisinas

Para dicho ensayo se trabaj6 con tres cepas de ECEP
seleccionadas por producir a-hemolisinas segiin metodo-
logia descripta por Gylesy col. [17], quienes proponen
gue s se observala presencia de hemdlisis en agar san-
gre oveja, preparado tanto con eritrocitos lavados como
sin lavar alas 3 hs. de incubacién estamos en presencia
de un fenotipo alfa-hemolitico. Se incluyeron como con-
troles Escherichia coli ATCC 25922 (no productora de
hemolisinas) y Escherichia coli 32511 E-Hly+ (cepa
productora de hemolisinas) provista gentilmente por la
Dra. MartaRivasdel ANLIS-Malbran.

L as cepas (estrias de 24 hs.) se sembraron en CMH
sin antibidtico y con concentraciones de CIP equivalen-
tesal/2, 1/4y 1/8 delaCIM delas cepas. Los caldos se
incubaron en estufa sin agitacion a 35°C, durante todala
noche. Al dia siguiente se realizo, de cada uno de ellos,
unadilucién 1/100 en CMH fresco luego de ajustar pre-
viamente el inéculo a una concentracion equivalente a 2
de Mc Farland. Los nuevos cultivos se incubaron con
agitacion en Shaker (120 r.p.m.) a35°C durante 6 horas.

Finalizado este periodo, una alicuota se transfirio a
placas de ATS con ansa calibrada a fin de comprobar si
la concentracion de gérmenes presentes era equivalente
en todos los tubos con y sin el agregado de CIP asi
como lapureza de los cultivos, y se evalud la produccion
de hemolisinas seglin la metodol ogia propuesta por May
y col. [18] trabajando con eritrocitos ovinos. La lectura
se realizo en espectrofotdmetro a una absorbancia de 543
nmy como blancos de reaccion se utilizaron: 400 pl de
agua + 400 pl de eritrocitos (100% de hemdlisis) y 400 pl
de SF + 400 W de eritrocitos (0% de hemdlisis).

Cadatest fue realizado 6 veces para cada cepay para
cada concentracion sub-CIM y control. A los resultados
de absorbancia obtenidos se lesresto el valor de corres-
pondiente al blanco de reaccién (0% de hemdlisis). Los

valores estan expresados como la media de todos los
datos +/- el error estandar de las medias. Las diferencias
significativas fueron calculadas usando el test de Stu-
dent. Las diferencias fueron consideradas estadistica-
mente significativas cuando el test present6 un valor me-
nor o igual a0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Existen numerosas evidencias de la accién de algunos
antimicrobianos en concentraciones sub-inhibitorias so-
bre diversos factores asociados a la virulencia, como la
movilidad, laadherencia, la capacidad de producir toxinas
y también sobre las interacciones con las defensas del
huésped, como lafagocitosis[19].

Ensayo de inhibicion de la movilidad

Dadala posibilidad de que & disminuir lamovilidad
se disminuye la diseminacion de lainfeccion, eslamovi-
lidad un importante factor asociado alavirulencia.

Son muy escasas las referencias ala ateracion dela
movilidad en Escherichia coli sometidas a concentracio-
nes sub-inhibitorias de CIP.

La accién de algunas quinolonas sobre la movilidad
fue estudiada por Bragay col. [13]. Estos autores de-
muestran una significativareduccién de lamovilidad lue-
go de que las cepas fueran tratadas con diluciones de
CIM desde /2 a 1/16.

En nuestra experiencia, si bien se observaen valores
absolutos (Tabla 1), unadisminucion en €l diametro dela
zonade* swarming” (o movilidad) en las cepas someti-
das a concentraciones sub-inhibitorias, a aplicar trata-
miento estadistico dichas disminuciones no fueron signi-
ficativas. A partir delas 3 horas de incubacion, la dismi-
nucién fue mayor con el método propuesto por Braga
[13], en especial a someter las cepas a concentraciones
sub-inhibitorias de %2 CIM.

En lamodificacion realizada por la Cétedra (Tabla 2),
observamos que la disminucion se produjo a partir delas
4 horas, siendo menos marcada que la ocurrida siguien-
do el método de Braga [13]. También se observo que las
cepas previamente sometidas a¥ CIM a eliminar laac-
cion del antimicrobiano, no veian afectada su capacidad
de movilidad.

Ensayo de fagocitosis

Existen evidencias acerca de |os cambios bioquimi-
cos y morfolbgicos que ocurren en las bacterias cuando
son tratadas con concentraciones sub-letales de algunos
antimicrobianos, lo que conduciria a hacerlas mas sus-
ceptiblesalafagocitosisy alamuerte celular.
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Lamayoriade las publicaciones en €l tema estan refe-
ridas a estos cambios en bacterias gram positivas, siendo
muy escasas las referidas a Escherichia coli, como las
deBragay col. [13], quienes trabajando con fleroxacinay
ciprofloxacinaen concentraciones 1/2 dela CIM observa
ron un aumento de la fagocitosis en cepas capsuladas
del germen, no asi cuando la quinolona ensayada fue ru-
floxacina. Para esta quinolona, solo obtuvieron unincre-
mento significativo de la muerte celular hasta una dilu-
ciénde 1/8 delaCIM.

En nuestra experiencia, cuando investigamos lafago-
citosis de las cepas de ECEP tratadas con diferentes con-
centraciones sub-letales de CIP (Tabla 3) ninguna de las
seis cepas estudiadas mostré modificacion estadistica-
mente significativade lamisma.

Ensayo de inhibicion de la adherencia
La accion de antibi6ticos a concentraciones sub-in-
hibitorias sobre fimbrias, ha sido relatada por diversos

autores. Entre ellos, Abaliay col. [20] trabajando con
CIP y Escherichia coli uropatégena, no encontraron
diferencias cualitativas en las proteinas fimbriales, de
|as cepas sometidas a concentraciones sub-inhibitorias
del antimicrobiano, aunque si una significativa dismi-
nucion en el porcentaje de fimbriacion que condujo a
un importante riesgo de laformacion de células sin fim-
brias. Estos autores le atribuyen a CIP, la capacidad, a
dosis subinhibitorias, de inhibir la sintesis proteica fim-
brial, mediante larepresién de latranscripcion de los ge-
nes de las fimbrias sin producir modificaciones cualitati-
vas en las mismas, proceso que ocurririaa posteriori de
lareacomodacion, reparacion, de labacteriaa ambiente
con ladroga.

Aprovechando la capacidad de afectar la pérdida de
fimbrias de quinolonas, ya observada por nosotros [1],
investigamos la accion de concentraciones subinhibito-
rias de CIP sobre la ateracidn, borramiento o aparicion de
adhesinas aberrantes en cepas de ECEP.

Tabla 1: bDidmetro de lazona de “swarming” de cepas de ECEP sometidas a concentraciones sub-

inhibitorias de ciprofloxacina a diferentes horas segiin método de Bragay col. [13]

Promedio + DS
control Concentraciones sub-inhibitorias
¥ CIM % CIM
TO 4,21+ 0,20 4,40+ 0,27 4,03 £ 0,21
T1 4,21+ 0,20 4,40 0,27 4,03+ 0,21
T2 4,20+ 022 4,38 +0.27 4,05+ 022
T3 6,86+ 1,84 6,33+ 0,79 5,93 £0,90
T4 11,76 + 1,67 11,09+ 2,75 8,45+ 1,55
T5 20,63 £ 2,65 15,92 + 3,87 11,62+ 2,75
T6 27,65+ 4,08 21,82+ 5,64 15,14+ 4,73
T: tiempo. DS: Desvio Standard. CIM: concentracion inhibitoria minima.
La lectura de los radios de la zona de “swarming”, a diferentes tiempos, representan la medida de la movilidad de las cepas.

Tabla 2: biametro de la zona de “swarming” de cepas de ECEP sometidas a concentraciones sub-

inhibitorias de ciprofloxacina a diferentes horas segiin modificacion de la Catedra.

Promedio + DS
Tiempo Control Concentraciones sub-inhibitorias
% CIM % CIM
TO 3,84+ 0,20 4,07 + 0,35 4,20+ 0,54
T1 3,84+020 4,07 £0,35 4,20 £ 0,54
T2 3,83+ 0,22 4,17 £ 041 4,15+ 0,54
T3 6,36+ 1,77 6,53+ 123 6,33+ 1,32
T4 11,00+ 1,95 12,34+ 1,72 10,57+ 1,56
T5 19,66 + 2,84 19,49 + 2,87 16,75+ 3,87
T6 26,71 + 4 A5 27,45 + 4,80 19,75+ 5,20
T. tiempo. DS: desvio Standard. CIM: concentracion inhibitoria minima.
La lectura de los radios de la zona de “swarming” a diferentes tiempos, representan la medida de la movilidad de las cepas.
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Cuando investigamos la accion de CIP en diferentes
concentraciones sub-CIM sobre el gen bfp, que codifi-
calafimbria BFP (asociadaa patrén de adherencialoca-
lizada) en las nueve cepas de ECEP sel eccionadas, en-
contramos que en concentracion de 1/2 de CIM dismi-
nuye la deteccion de bfp en un 22% (2/9), a 1/4 de CIM
el 11% (1/9),a1/8 de CIM el 22% (2/9) y a1/16 el 11%
(1/9). (Tabla4).

Estos hallazgos nos permiten afirmar que, en las con-
diciones de nuestro estudio, la disminucion en la detec-
cion del gen bfp, no fue de magnitud tal que nos posibili-
te especular sobre la ateracion de este importante factor
de virulenciainvolucrado en la adhesion.

Autores como Kovarik, Hogpelman y Verhoef en 1989
[21] no encontraron una significativa inhibicion de la
adhesién de Escherichia coli por CIP. Mientras que Lo-
ubeyrey col. [2] trabajando con pefloxacinarefieren el
requisito del magnesio para que la pefloxacinaal cance el
LPS (lipopolisacérido) delabacteriay gjerzalaaccion de
antiadhesién, ya que la asociacion magnesio-L PSinduci-

ria aladesorganizacion de la membrana externa, con la
consecuente pérdida de fimbrias. Otras posibles varia-
bles, como la concentracion de magnesio usada, deben
ser nuevamente estudiada, dada la importancia de este
cation en el mecanismo de antiadhesi6n de antimicrobia-
nos en concentraciones subinhibitorias como quinolo-
nas particularmente.

Ensayo de inhibicién de hemolisinas

Nosotros hemos redlizado un trabgjo [22] en & que eva
luamos la actividad subinhibitoria de rifampicina sobre la
capacidad hemolitica de especies de Aeromonas spp. pro-
venientes de nifios con 'y sin diarrea, donde se logré lare-
duccion dela capacidad hemalitica (posiblemente ligadaala
enterotoxicidad) en por lo menos €l 75% de las cepas

Si bien rifampicina no es un antibiotico usado en la
terapéutica de infecciones ocasionadas por Escherichia
coli diarrogénico, este ensayo [o tomamos como un buen
modelo para aplicar a otros agentes antimicrobianos de
uso en dichas infecciones, por |o que decidimos ampliar

Tabla 3: Fagocitosis de polimorfonudeares de cepas ECEP sometidas a concentraciones sub-

inhibitorias de ciprofloxacina

Cepa N° sin ATB con ATB
Y% CIM % CIM
2 9* 8 5
3 16 19 18
4 15 6
5 5 3
7 13 14 11
8 28 13 11
* NUmero de bacterias cada 100 PMN observados.

Tabla 4: Deteccion del gen bfp en las cepas tratadas con diferentes concentraciones sub-

inhibitorias de ciprofloxacina.

Concentraciones de ciprofloxacina
Cepa N°
1/2 CIM 1/4 CIM 1/8 CIM 1/16 CIM

1 + - - +

2 + + - +

3 + + + -

4 - + + +

5 + + + +

6 - + + +

7 + + + +

8 + + + +

9 + + + +
(+}= Ensayos en los que se detectd el gen bf. ()= Ensayos en los que no se detectd el gen bip. CIM: concentracion inhibitoria
minima.
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|as experiencias a otros microorganismos involucrados
en ladiarrea bacteriana, que se aislan frecuentemente en
nuestro medio, como ECEP einvestigar laaccién de CIP
sobre las hemolisinas.

En todos los casos (cepas no sometidas y sometidas
a concentraciones subinhibitorias de CIP) el nimero de
células presentes permaneci 6 superior a10° UFC/ml (es-
timado por recuento).

Al analizar los resultados obtenidos y aplicar trata-
miento estadistico no se observaron diferencias significa-
tivas en la produccién de hemolisinas de | as cepas some-
tidas a concentraciones subinhibitorias de CIP (Tabla 5).

Aungue ha sido planteado el riesgo de alcanzar con-
centraciones subinhibitorias en la sangre y tejidos, cual
seriael delaemergenciade resistenciabacteriana, diver-
sos estudios demostraron que la resistencia adquirida
por la exposicién de bacterias a concentraciones sub-le-
tales de antimicrobianos, esreversible, a ser removido e
antimicrobiano, y que dichas cepas, con resistencia ad-
quirida por este tipo de exposicion a drogas sub-letales,
tienen una virulencia disminuida, manifestada por su cur-
vade crecimiento disminuido y unareduccién en laexpre-
sion de sus enzimas [21].

Si bien el soporte cientifico del uso de agentes antimi-
crobianos, en el tratamiento de enfermedades infeccio-
sas, estd dado por la certeza de laeliminacion de laviru-
lenciapor lamuerte del microorganismo, unavez acanza-
dalaminima concentracién deladroga (CIM) en el sitio
de lainfeccion, ya enumeramos numerosas evidencias
gue soportan €l hecho de la reduccion de la virulencia,
sin muerte del microorganismo, mediante el uso de con-
centraciones inferiores ala concentracion inhibitoria mi-
nima convencional (CIM) sugiriendo que dichas concen-
traciones, pueden ser eficaces al alterar funciones o es-
tructurasinvolucradas en el desarrollo de lamisma.

Dados algunos resultados aportados en este trabajo,
apostamos a esta Ultima propuesta y creemos que se
hace evidente |a necesidad de continuar con estos estu-
dios, dadala complejidad de bacterias como ECEP, que
ya no constituyen un grupo homogéneo de microorga-
nismos, desde que fueran identificadas cepas tipicasy
atipicas que difieren en caracteristicas genéticas, seroti-
posy factores de virulencia[23].

El continuar con estos estudios ampliando €l nimero
de cepas y ensayando otros agentes antimicrobianos de
uso en clinica, nos posibilitaria establecer su interaccion,
en concentraciones sub-letales, sobre algunos factores
devirulenciay relacionarla con lafarmacocinéticade las
drogas afin de optimizar esquemas terapéuticos simples
para el tratamiento en las infecciones no complicadas,
disminuyendo las reacciones adversas que puedan algu-
nas drogas ocasionar en el huésped. Aquellos agentes
que interfieran o alteren estos factores, podrian tener
efectos beneficiosos en la profilaxis o en laterapéutica de
estas enfermedades.

Laimportancia de estudiar este efecto radica en la
utilidad de poder abordar |a enfermedad diarreica con
antimicrobianos en concentraciones subinhibitorias, los
que, al alterar factores de virulencia, (que son los que
producen los efectos no deseados en el huésped) sin
necesidad de eliminar la bacteria, (o que si requeriria
concentraciones inhibitorias), seria beneficioso.

Este hecho podriatener implicanciaen laterapéutica
anti-infecciosa con otros antimicrobianos a ensayar, 1os
gue podrian ser administrados en concentraciones su-
binhibitorias, disminuyendo el riesgo de su uso, adosis
terapéuticas. °

Tabla 5: Accion de concentraciones sub-inhibitorias de ciprofloxacina sobre la produccion de

hemolisinas de cepas ECEP.

Cepa N sin antibibtico Concentracion de ciprofloxacina
1/2 CIM 1/4 CIM 1/8 CIM

4 0.665 0.656 0.726 0.654

5 0.687 0.656 0.695 0.646

8 0.670 0.676 0.700 0.645
Promedio 067 0.66 071 0.65

Desviacion estandar 0.01 001 002 0.005
control (+) 0.725 ND ND ND
100% Hemolisis 0.760 ND ND ND
0% Hemolisis 0.075 ND ND ND

CIM: concentracion inhibitoria minima. ND: no determinada.
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