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RESUMEN
Los ensayos in vitro utilizados para evaluar la actividad de los antimicrobianos no tienen en 
cuenta la respuesta inmune del paciente, la cual es necesaria para le resolución exitosa de la 
enfermedad infecciosa. En este estudio evaluó in vitro el efecto del suero bovino y la concentración 
bacteriana en la actividad de ciprofloxacina sobre una cepa de Escherichia coli (ATCC 25922). Las 
concentraciones inhibitorias mínimas en caldo Mueller Hinton y en presencia de suero bovino 
fueron de 0,0188 y 0,0047 µg/ml respectivamente, mientras que el valor de la concentración 
preventiva de mutantes estimada en agar Mueller Hinton fue de 0,60 µg/ml. En los ensayos 
de curvas de muerte bacteriana construidos en caldo Mueller Hinton, ninguna concentración 
logró una eficacia del 99,9% (efecto bactericida) al final del ensayo, mientras que en presencia 
de suero bovino la actividad bactericida se incrementó en forma directa con el incremento de 
las concentraciones, logrando eficacias del 99,9% (efecto bactericida) y del 99,99% (efecto de 
erradicación bacteriana). En el ensayo de curva muerte construida en caldo Mueller Hinton en 
presencia de una elevada densidad bacteriana, ninguna concentración logró una reducción en el 
número de bacterias viables compatible con un efecto bactericida. Los resultados obtenidos en 
este estudio muestran que la eficacia óptima de ciprofloxacina sobre la cepa de Escherichia coli 
fue condicionada por la carga bacteriana y los factores de respuesta inmune presentes en el suero.
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INTRODUCCIÓN
Los ensayos de laboratorio utilizados 

para evaluar la eficacia de los antibióticos 
como: determinación de la concentración 
inhibitoria mínima (CIM), efecto posantibiótico 
y construcción de curvas de muerte entre 
otros, no permiten valorar el impacto de los 
factores de respuesta inmune del individuo 
sobre la actividad del antibiótico, de manera 
que la eficacia resultante equivale a la que se 
observaría en un paciente inmunosuprimido20. 
Al mismo tiempo, estos ensayos se realizan 
utilizando concentraciones estandarizadas de 
bacterias normalmente 0,5 x 106 unidades 
formadoras de colonia por mililitro (UFC/
ml), lo que muchas veces no refleja el tamaño 
de la población bacteriana presente en un foco 
infeccioso2. Los ensayos de CIM y de curvas de 
muerte realizados en presencia de suero, simulan 
una situación más próxima a la que se observaría 
en un organismo viviente, permitiendo evaluar 
la interacción entre el antibiótico, la bacteria 
y ciertos componentes de la respuesta inmune 
presentes en el suero, como los anticuerpos 
naturales (AcN) y el complemento13. Estos dos 
factores interactúan en el proceso de eliminación 

SUMMARY

The in vitro assays used to evaluate the activity of antibacterial drugs do not consider the patient 
immune response, which is necessary for the successful recovery from infectious disease. In 
this study the effect of the bovine serum and the bacterial concentration on the activity of 
ciprofloxacin on a strain of Escherichia coli (ATCC 25922) was evaluated in vitro. The minimum 
inhibitory concentrations on Mueller Hinton broth and in presence of bovine serum were 
0.0188 and 0.0047 µg/ml respectively, while the value of the mutant prevention concentration 
estimated on Mueller Hinton agar was 0.60µg/ml. In the time-killing curve constructed on 
Mueller Hinton broth, no concentration achieved an efficacy of 99.9% at the end of the assay, 
whereas in presence of bovine serum the bactericidal activity increased directly with the increasing 
concentrations, attaining efficacy values of 99,9% (bactericidal effect) y del 99,99% (bacterial 
eradication). No concentrations reduced the viable bacteria at levels of bactericidal effect when 
the time-kill curves where constructed in Muller-Hinton broth. The results obtained in this study 
showed that the optima efficacy of ciprofloxacin on Escherichia coli depends on the inoculum 
size ant the factors of the immune response present in bovine serum.

Key words: (ciprofloxacin), (bovine serum), (bacterial concentration), (time-kill curve)
 

de microorganismos, ya que los AcN actúan 
como moléculas de reconocimiento opsonizando 
a estos, iniciando la cascada de activación 
del complemento y culminando con la lisis 
bacteriana17.

Ciprofloxacina es un antibiótico de 
amplio espectro perteneciente al grupo de las 
fluoroquinolonas (FQs) que ha demostrado 
ser efectivo contra una amplia variedad 
de infecciones tanto en animales como en 
humanos10. Al igual que el resto de las FQs, 
ciprofloxacina presenta actividad bactericida 
dependiente de la concentración, por lo que 
la óptima eficacia de la misma se obtiene con 
la administración de dosis que garanticen 
elevadas concentraciones durante un corto 
tiempo7. Todas las FQs exhiben gran actividad 
sobre enterobacterias y otras bacterias Gram 
negativas, presentando también alguna actividad 
sobre ciertos cocos Gram positivos3. Todos estos 
compuestos presentan una excelente actividad 
in vitro sobre Escherichia coli, que es una de 
las bacterias aisladas con mayor frecuencia en 
infecciones del tracto digestivo en bovinos6 y es 
el agente etiológico de septicemias e infecciones 
del tracto respiratorio en animales12. El objetivo 
de este estudio fue evaluar in vitro el efecto del 



9

ACTIVIDAD IN VITRO DE CIPROFLOXACINA SOBRE ESCHERICHIA COLI

InVet Vol. 16 Nº 1, 2014

suero bovino (SB) y la concentración bacteriana 
en la actividad de ciprofloxacina sobre una cepa 
de referencia de Escherichia coli.

MATERIALES Y MÉTODOS
Microorganismo y Antibiótico

La bacteria utilizada fue la cepa de Escherichia 
coli ATCC 25922, y el antibiótico utilizado  fue 
un estándar de ciprofloxacina (Sigma-Aldrich® 
Argentina) de pureza conocida (98,3%).

Suero bovino (SB)
El SB fue obtenido a partir de muestras de 

sangre venosa de varios bovinos adultos y sanos 
que no habían recibido tratamiento antibiótico 
durante los tres meses previos a la extracción. 
La esterilidad del pool de sueros fue testeada 
mediante procedimientos bacteriológicos 
clásicos.

Preparación de los inóculos
La preparación de un inóculo estándar (0,5 

x 106 UFC/ml) se realizó según el procedimiento 
descripto por García Rodríguez et al. (2001)8, 
en tanto que un inóculo de alta densidad (1 
x 109 UFC/ml) fue preparado siguiendo el 
procedimiento descripto por Blondeau (2009)1.

Determinación de concentración inhibitoria 
mínima (CIM)

La CIM de ciprofloxacina sobre la cepa de 
Escherichia coli ATCC 25922 se determinó por 
el método de macrodilución en tubo5 en caldo 
Mueller Hinton (CMH); Britania, Buenos Aires, 
Argentina y en CMH con SB en proporción 
50:50 (CMH/SB). El ensayo fue realizado en las 
concentraciones comprendidas entre 0,0012 y 
0,1500 µg/ml. La CIM fue determinada como 
la mínima concentración de ciprofloxacina que 
impidió el desarrollo visible de bacterias. Cada 
determinación se realizó por triplicado.

Determinación de concentración preventiva 
de mutantes (CPM)

La CPM de ciprofloxacina sobre Escherichia 
coli ATCC 25922 se determinó según el 
procedimiento descripto por Blondeau (2009)1. 

El ensayo fue realizado en las concentraciones 
comprendidas entre 0,0188 y 1,20 µg/ml. Cada 
determinación se realizó por triplicado.

Construcción de curvas de muerte
Las curvas de muerte se realizaron según la 

metodología descripta por García Rodríguez et 
al. (2001)8. Se construyeron tres tipos de curvas 
de muerte: a) ciprofloxacina enfrentada a un 
inóculo estándar en CMH, b) ciprofloxacina 
enfrentada a un inóculo estándar en CMH/SB y 
c) ciprofloxacina enfrentada a un inóculo de alta 
densidad en CMH (CMH-AD). En el primer 
caso las concentraciones de ciprofloxacina 
testeadas fueron equivalentes a 0,25 - 0,5 - 1 - 4 - 
8 - 16 y 32 veces el valor de la CIM determinada 
en CMH, mientras que en el segundo caso las 
concentraciones testeadas fueron las mismas 
pero referidas al valor de la CIM estimada en 
CMH/SB. En el tercer caso, las concentraciones 
testeadas fueron equivalentes a 0,5 -1 - 2 - 8 - 
16 y 32 veces el valor de la CIM determinada 
en CMH. Cada curva de muerte se realizó por 
triplicado. Para la evaluar la velocidad bactericida 
de diferentes concentraciones de ciprofloxacina, 
la duración de los ensayos de curva de muerte 
en CMH y CMH-SB se fijó en cinco horas en 
base a los ensayos realizados por Zeiler (1985)22 
y Chalkley and Koornhof (1985)4. En todos los 
casos el recuento de bacterias viables se realizó 
a las 0 - 0,5 - 1 - 2 - 3 - 4 y 5 horas, siendo el 
límite de detección de 10 UFC/ml.

Índices de actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana (E) se cuantificó 

cómo la diferencia entre los valores de log10 del 
número de bacterias viables (UFC/ml) al inicio 
(nt-0) y al final del ensayo (nt-5) según la siguiente 
ecuación: E = nt-5 - nt-0.

En base a los criterios propuestos por Sidhu 
et al. (2011)16 para evaluar E se utilizaron tres 
puntos de corte teóricos: a)-Efecto bacteriostático: 
E = 0; no hay cambios en valor de nt-0; b)- Efecto 
bactericida: E = -3; hay reducción de ≥ 3 log10 
(99,9%) respecto del log10 de nt-0 y c)- Efecto 
de erradicación virtual de bacterias: E = -4; hay 
reducción de ≥ 4 log10 (99,99%) respecto del 
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log10 de nt-0.

Integración farmacocinética/
farmacodinámica (FC-FD)

Se determinó la relación entre los valores de 
las concentraciones de ciprofloxacina (µg/ml) y 
los respectivos valores de E observados al final 
del ensayo (5 h).

RESULTADOS
Los valores de CIM de ciprofloxacina 

sobre Escherichia coli ATCC 25922 en CMH 
y CMH-SB fueron de 0,0188 y 0,0047 µg/ml 
respectivamente, mientras que el valor de la CPM 
en CMH fue de 0,60 µg/ml. Las curvas de muerte 
construidas en CMH, CMH-SB y CMH-AD se 
hallan representadas en el Gráfico 1. 

En CMH solamente se obtuvo un efecto 
bactericida (E ≥ 3) con concentraciones de 0,300 
µg/ml (16 x CIM) y 0,600 µg/ml (32 x CIM) 
entre las 2 y 3 horas de iniciado el ensayo, pero 
al final del mismo (5 h), ninguna concentración 
de ciprofloxacina logró un efecto bactericida, 
presentando valores de E entre -2,005 (99,01%) 
y -2,882 (99,87%). También se observó que 
luego de dos horas de exposición al antibiótico 

entre concentraciones de 0,0750 µg/ml (4 x 
CIM) y 0,60 µg/ml (32 x CIM), el conteo de 
bacterias viables tendió a mantenerse constante 
en el tiempo.

Por otra parte, en CMH-SB el número de 
bacterias viables se redujo en forma directa al 
incremento de los niveles de ciprofloxacina y se 
obtuvieron valores de E  > -3 con concentraciones 
de 0,0188 µg/ml (4 x CIM) y 0,150 µg/ml (32 
x CIM), mientras que valores de E > -4 se 
obtuvieron con concentraciones de 0,0375 µg/
ml (8 x CIM) y 0,0750 µg/ml (16 x CIM).

En CMH-AD se observó que ninguna 
concentración de ciprofloxacina logró valores 
de E  > -3 log10 respecto del log10 de nt-0 (1 x 109 

UFC/ml). La relación entre las concentraciones 
de ciprofloxacina (µg/ml) y la diferencia entre los 
valores del log10 del conteo de bacterias viables 
(UFC/ml) al final y al comienzo de las curvas 
de muerte bacteriana (E) en CMH, CMH-SB y 
CMH-AD se presentan en el Gráfico 2.

La eficacia expresada como porcentaje de 
bacterias eliminadas respecto del conteo inicial 
en función de diferentes concentraciones de 
ciprofloxacina se presenta en la Tabla 1.
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Gráfico 1. Curvas de muerte bacteriana de Escherichia coli ATCC 25922 enfrentada a ciprofloxacina en (A) caldo Mueller 
Hinton; (B) caldo Mueller Hinton y suero bovino en proporción 50:50 y (C) caldo Mueller Hinton con alta densidad 
bacteriana. Las líneas de puntos horizontales representan los puntos de corte teóricos para evaluar la eficacia del antibiótico; 
(A) reducción de 3 log10 del conteo de bacterias inicial, (B) reducción de 4 log10 del conteo de bacterias inicial.
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DISCUSIÓN
La  poso log ía  de  lo s  an t ib ió t i co s 

tradicionalmente se ha establecido a partir de 
diseños experimentales evaluando la remisión 
clínica de la enfermedad en función del 
porcentaje de sobrevida de una población tratada. 
Sin embargo, la remisión de un cuadro clínico 

no siempre se corresponde con la erradicación 
bacteriana. Actualmente se asume que para 
garantizar el éxito de un tratamiento antibiótico 
se debe lograr la cura bacteriológica. Desde 
esta óptica, un esquema posológico óptimo 
para las FQs sería aquel que permita alcanzar 
rápidamente concentraciones por encima de la 

Gráfico 2. Relación entre concentraciones  de ciprofloxacina (µg/ml) y la diferencia entre los valores del log10 del conteo 
de bacterias viables (UFC/ml) de Escherichia coli ATCC 25922 al final y al comienzo de las curvas de muerte (0,5 x 106 
UFC/ml) construidas en (A) caldo Mueller Hinton; (B) caldo Mueller Hinton y suero bovino en proporción 50:50 y 
(C) caldo Mueller Hinton con alta densidad bacteriana (1 x 109 UFC/ml). Las líneas de puntos horizontales representan 
los puntos de corte teóricos para evaluar la eficacia del antibiótico: (1) efecto bacteriostático, (2) efecto bactericida con 
eliminación del 99,9% de bacterias iniciales y (3) erradicación bacteriana con eliminación del 99,99% de bacterias iniciales.
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CRa CMH CMH-SB
µg/ml Eficacia (%) µg/ml Eficacia (%)

0,25 x CIM 0,0047 - 0,0012 -
0,5 x CIM 0,0094 99,01 0,0023 -
1 x CIM 0,0188 99,83 0,0047 99,51
4 x CIM 0,0750 99,88 0,0188 99,95
8 x CIM 0,1500 99,80 0,0375 99,99
16 x CIM 0,3000 99,85 0,0750 100,00
32 x CIM 0,6000 99,87 0,1500 99,96

a CR: concentración relativa a la CIM.

Tabla 1. Relación entre concentraciones (µg/ml) y eficacia de ciprofloxacina sobre Escherichia coli  ATCC 25922 en caldo 
Mueller Hinton (CMH) y caldo Mueller Hinton y suero bovino en proporción 50:50 (CMH-SB) en curvas de muerte 
realizadas con un inóculo de concentración bacteriana estándar (0,5 x 106 UFC/ml). La eficacia se expresa como porcentaje 
de reducción del número de bacterias viables al final del ensayo (5 h) respecto del conteo de bacterias viables inicial. 
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CPM y que luego éstas disminuyan rápidamente 
a concentraciones menores a la CIM, donde 
la presión de selección de subpoblaciones de 
bacterias resistentes es menor19. 

Los ensayos de curvas de muerte bacteriana 
tienen por finalidad evaluar la eficacia en función 
del tiempo de diferentes concentraciones fijas 
de un antibiótico, a fin de seleccionar aquellas 
que tienen la capacidad de reducir el conteo de 
bacterias a niveles compatibles con su virtual 
erradicación. 

Tomando en consideración los puntos de 
corte de eficacia antibacteriana propuestos por 
Sidhu et al. (2011)16, la actividad de las diferentes 
concentraciones de un antibiótico se pueden 
valorar considerando dos bandas en las cuales 
se situaría el recuento de bacterias al final del 
ensayo. La primer banda se corresponde con 
la reducción del número de bacterias entre -3 
log10 (99,9%) y -4 log10 (99,99%) respecto del 
log10 de nt-0 (efecto bactericida) y que podría ser 
compatible con la cura clínica.

La segunda banda se corresponde con la 
erradicación virtual de bacterias logrando una 
reducción ≥-4 log10 (> 99,99%) del log10 de nt-0, 
pudiendo esta banda llegar a ser compatible con 
la cura bacteriológica.

La corta duración de este estudio (5 h) se 
fundamenta en el hecho que las FQs presentan 
actividad dependiente de la concentración, y la 
actividad bactericida de éstas expresada como 
velocidad de reducción del número de bacterias 
viables en función del tiempo es mayor al inicio 
de los ensayos (3-5 h) que al final de los mismos 
(>12 h) 11,14, al tiempo que se observó que en 
ensayos de larga duración, muchas bacterias 
podían reiniciar su crecimiento luego de un 
período de latencia9,15,14. 

La incorporación de SB a los ensayos de 
determinación de CIM de ciprofloxacina sobre 
Escherichia coli ATCC 25922, redujo el valor 
de la CIM de 0,0188 µg/ml a 0,0047 µg/ml. 
El incremento de la potencia de ciprofloxacina 
se manifestó en forma notoria en los resultados 
obtenidos en las curvas de muerte, donde en 
CMH-SB, se logró situar el recuento de bacterias 
en las bandas de actividad bactericida (4 x CIM 

y 32 x CIM) y de erradicación bacteriana (8 
x CIM y 16 x CIM) (Gráfica 2B), utilizando 
concentraciones con valores 50% menores a las 
respectivas utilizadas en las curvas construidas 
en CMH (Tabla 1).

La utilización de un inóculo bacteriano de 
alta densidad en la construcción de una curva 
de muerte puede cuestionarse por el hecho 
de que son pocos los procesos infecciosos 
en donde se alcanza esta concentración 
bacteriana. Sin embargo, la presencia de procesos 
infecciosos crónicos que afectan a territorios 
compartimentalizados en los que el tamaño del 
inóculo puede ser elevado, lo justifica. Asimismo, 
la realización de este ensayo en ausencia de SB 
simula la situación particular de estos procesos 
localizados en los que la respuesta inmune no 
es suficiente para eliminar el agente causal. En 
este contexto, los hallazgos más sobresalientes en 
este estudio fueron que en la curva de muerte 
realizada en CMH con una densidad bacteriana 
estándar (0,5 x 106 UFC/ml), concentraciones 
elevadas de ciprofloxacina (16 x CIM y 32 x 
CIM) no fueron suficientes para situar el conteo 
de bacterias en la banda de efecto bactericida al 
finalizar el ensayo (Gráfico 2A).

La fa l ta  de  act iv idad de  e levadas 
concentraciones puede ser explicada por el 
fenómeno de tolerancia fenotípica. En este caso, 
ciprofloxacina es un antibiótico cuya actividad es 
mayor sobre bacterianas en fase de crecimiento 
logarítmico22 y una exposición más o menos 
prolongada, favorecería la proliferación de 
bacterias de crecimiento lento18,21, reduciendo la 
actividad de ciprofloxacina y dando lugar a que 
el conteo de bacterias permanezca más o menos 
constante hasta la finalización del ensayo. Por otra 
parte, en la curva de muerte construida en CMH 
en presencia de una elevada densidad bacteriana 
(1 x 109 UFC/ml), ninguna concentración 
logró una reducción del 99,9% del conteo 
bacteriano inicial  (Gráfico 2C), considerando 
que la máxima concentración de ciprofloxacina 
utilizada (32 x CIM) correspondió al valor 
estimado de la CPM (0,60 µg/ml). Este resultado 
podría ser explicado por una concentración 
relativamente insuficiente de ciprofloxacina en 
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relación al número de bacterias. 
Estos  resu l tados  dan lugar  a  una 

reconsideración del criterio con el que se 
deberían establecer los puntos de corte para 
evaluar la eficacia de las concentraciones de los 
antimicrobianos en función de la concentración 
de bacterias. 

Si consideramos los ensayos de curva de 
muerte en donde se utilizó un inóculo estándar 
(0,5 x 106 UFC/ml) donde 5,7 fue el valor del 
log10 de nt-0, entonces una reducción de ese 
valor en 3 puntos (de 5,7 a 2,7) y 4 puntos 
(de 5,7 a 1,7) equivalen a reducir el conteo de 
bacterias a valores de 500 UFC/ml (reducción 
del 99,9% - efecto bactericida) y 50 UFC/ml 
(reducción del 99,99% - efecto de erradicación) 
respectivamente. 

Si por el contrario, consideramos los 
ensayos en donde se utilizó un inóculo de alta 
densidad bacteriana (1 x 109 UFC/ml), donde 
9 fue el valor del log10 de nt-0, entonces para 
reducir el conteo de bacterias a 500 UFC/ml 
(efecto bactericida) sería necesario establecer 
como punto de corte la reducción de este valor 
en 6,3 puntos (de 9,0 a 2,7) y para reducir el 
conteo bacteriano a 50 UFC/ml (erradicación 
bacteriana) sería necesario reducir el valor del 
log10 de nt-0 en 7,3 puntos (de 9,0 a 1,7).

CONCLUSIÓN
Los resultados de actividad in vitro de 

diferentes concentraciones de antibióticos 
generada en los modelos estandarizados de 
curvas muerte bacteriana, son una base sólida 
para proponer dosis que garanticen la eficacia 
de éstos. No obstante, los resultados obtenidos 
a partir de un ensayo in vitro de curva de 
muerte que incorpora la actividad de factores de 
respuesta inmune presentes en el SB, muestran 
que en presencia de éstos la actividad de las 
concentraciones de ciprofloxacina es mayor que 
la observada en una curva de muerte estándar. 

En este contexto, las concentraciones que 
demostraron ser eficaces sobre Escherichia coli 
ATCC 25922 en presencia de SB, podrían 
ser son mucho más elevadas que las que se 
necesitarían en un escenario in vivo, debido a 

que en este caso, la actividad del antibiótico 
sería influenciada no solo por los factores de 
respuesta inmune presentes en el SB, sino 
por la totalidad de la respuesta inmune del 
individuo. No obstante, la sobredimensión de 
las concentraciones efectivas obtenidas en curvas 
de muerte estándar, operaría como un factor de 
seguridad ante la variabilidad de la magnitud de 
la respuesta inmune de los individuos tratados.

Por otra parte los resultados obtenidos en 
este estudio permiten inferir que el empleo 
sistémico de los antibióticos en focos infecciosos 
crónicos y localizados, no es suficiente para 
producir la cura bacteriológica y nada reemplaza 
al tratamiento quirúrgico de los mismos como 
extirpación y drenajes entre otros. Finalmente 
podemos decir que la dosis efectiva óptima está 
condicionada por diversos factores tales como la 
carga bacteriana y el nivel de respuesta inmune 
del individuo tratado.
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