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RESUMEN. En este trabajo se evaluó el efecto de las bacterias persistentes presentes en un inóculo de alta densidad de una cepa 

autóctona de Escherichia coli sobre la eficacia de enrofloxacina y ciprofloxacina mediante ensayos in vitro de curvas de muerte 
bacteriana y de determinación de la concentración preventiva de mutantes. En las curvas de muerte realizadas sobre inóculos de alta 
densidad, ningún antibiótico presentó actividad bactericida y solo permitieron la sobrevida de bacterias persistentes. En el ensayo 
para determinar la concentración preventiva de mutantes, sobre la superficie del agar de las placas con elevadas concentraciones de 
enrofloxacina y ciprofloxacina, las bacterias persistentes permanecieron viables sin desarrollar colonias y adoptando morfología 
filamentosa como una forma de adaptación y supervivencia. Se discute la utilidad clínica de las concentraciones preventivas de 
mutantes de enrofloxacina y ciprofloxacina sobre E. coli ya que, estas elevadas concentraciones permitirían la sobrevida de una sub-
población de bacterias persistentes originando un reservorio biológico que podría dar origen a infecciones crónicas y a favorecer la 
emergencia de mutantes resistentes. 

 
SUMMARY. Effect of persister cells on the efficacy of enrofloxacin and ciprofloxacin against a strain of Escherichia 
coli. This work evaluated the effect of persister cells present in a high inocula size of a wild strain of Escherichia coli on the efficacy of 

enrofloxacin and ciprofloxacin by in vitro time-kill curve assays and mutant prevention concentration testing. In time-kill curves 
performed with high inocula size, no antibiotics showed bactericidal activity, but only allowed the survival of persister cells. In the 
assay to determine the mutant prevention concentration, on the surface of agar plates containing high enrofloxacin and ciprofloxacin 
concentrations, persister cells remained viable and without bacterial colonies development and adopting filamentous morphology as a 
form of adaptation and survival. The clinical usefulness of mutant prevention concentrations of enrofloxacin and ciproflocxacin against 
Escherichia coli is discussed, as these high concentrations would allow the survival of a sub-population of persister cells originating a 
biological reservoir that could give rise to chronic infections and favor the emergence of resistant mutants. 
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Introducción  

En toda población bacteriana sensible a un antibiótico 
existe la probabilidad de que coexistan bacterias 
resistentes originadas por una mutación de un solo 
paso (Lipsitch y Samore, 2002) por lo tanto, el tamaño 
de una población bacteriana es un factor que puede 
favorecer la selección de bacterias resistentes 
(Blondeau, 2009). Este fenómeno cobra importancia, 
porque en muchas enfermedades infecciosas se 
pueden hallar altas concentraciones de bacterias en el 
foco infeccioso, como por ejemplo en el tracto respi-

ratorio (>10
7 

ufc/mL) (Fagon et al., 1990) o en el 
sistema nervioso central (3 x 10

8
 ufc/mL) (Feldman, 

1976).  

Durante un tratamiento antibiótico, las mutantes 
resistentes pueden ser seleccionadas dentro de un 
intervalo de concentraciones donde la más baja es la 
concentración inhibitoria mínima (CIM) del grueso de 
la población y la más alta es la CIM de la bacteria que 
presenta menor sensibilidad al antibiótico. A esta últi-
ma se la denomina concentración preventiva de mu-
tantes (CPM) y al intervalo entre esta y la CIM se lo 
conoce como ventana de selección de mutantes (VSM) 
(Drlica, 2001, 2003). 
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La CPM originalmente fue utilizada para evaluar la 
eficacia de las fluoroquinolonas (FQs) y posterior-
mente se intentó utilizarla en otros grupos de 
antibióticos (Smith et al., 2003), siendo actualmente 
un parámetro de actividad antibacteriana que compite 
con la CIM en el diseño de esquemas posológicos, al 
punto que se considera que una terapéutica antibió-
tica exitosa es aquella que: (i) logra la remisión clínica 
del cuadro infeccioso, (ii) logra la erradicación del 
agente infeccioso y (iii) evita el desarrollo de bacterias 
resistentes. Para lograr estos objetivos es necesario 
que un esquema posológico permita lograr concen-
traciones del antibiótico en plasma y en el sitio de 
acción que sean superiores a la CPM (Blondeau, 2009).  

Sin embargo, la exposición in vitro de una población 
bacteriana a elevadas concentraciones de un anti-
biótico, da como resultado una cinética de eliminación 
bacteriana bifásica, donde inicialmente, la población 
bacteriana sensible es rápidamente eliminada y segui-
damente sobrevive un pequeño número de bacterias 
que se eliminan lentamente (Lewis, 2010). Estas bacte-
rias se denominan persistentes y constituyen una sub-
población capaz de sobrevivir a la exposición de eleva-
das concentraciones de un antibiótico sin haber desa-
rrollado resistencia a partir de cambios genéticos 
(Keren et al., 2004).  

Por lo tanto, la persistencia bacteriana es una expre-
sión fenotípica y no heredable de una pequeña sub-
población que se origina ya sea de manera espontánea 
o inducida por factores de estrés medioambiental, 
entre los que se halla la exposición a los antibióticos 
(Dörr et al., 2009). En el caso concreto de los anti-
bióticos del grupo de las FQs y en particular de la 
ciprofloxacina (CFX), se ha demostrado que estos son 
agentes capaces de inducir el estado de persistencia 
bacteriana y que de esta manera su empleo indiscri-
minado contribuye a reducir su eficacia (Lewis, 2010). 

Se ha propuesto que las persistentes presentan lento 
crecimiento, que no crecen, (Balaban et al., 2004) o 
que se hallan temporalmente en un estado de inac-
tividad biológica que les permite escapar a la acción 
letal de los antibióticos, porque los sitios de acción de 
estos estarían inactivados a causa de la disminuida 
actividad metabólica de estas (Lewis, 2007).  

Sin embargo, el crecimiento bacteriano y la per-
sistencia no son incompatibles ya que, las persistentes 
presentan actividad metabólica que se manifiesta con 
la sobreexpresión y el aumento de la actividad de las 
bombas de eflujo, que reducen de manera significativa 
las concentraciones de los antibióticos en el interior de 
las bacterias (Pu et al., 2016). También las persistentes 
son capaces de replicarse y que la aparente estabilidad 
de su población es el resultado de un equilibrio 
dinámico entre la muerte y la replicación bacteriana 
(Wakamoto et al., 2013). 

El impacto clínico de las persistentes es que estas con-
tribuyen a la patogénesis de muchas infecciones que 

requieren tratamientos antibióticos prolongados y son 
la causa de cuadros clínicos recurrentes. De esta ma-
nera las persistentes pueden afectar negativamente el 
éxito de una terapéutica antibiótica (Cohen et al., 
2013). 

En vista de lo expresado, el objetivo de este trabajo 
fue evaluar in vitro el efecto de las persistentes 
presentes en una cepa autóctona de Escherichia coli 
sobre: (i) la eficacia de enrofloxacina (EFX) y CFX sobre 
inóculos de conteo bacteriano estándar y elevado 
mediante ensayos de curvas de muerte bacteriana y 
(ii) evaluar el efecto de la CPM de EFX y CFX sobre la 
sobrevida de las persistentes. 

 

Materiales y Métodos 

Microorganismo, antibióticos y medios de cultivo 

Se utilizó una cepa autóctona de E. coli aislada de un 
ternero con signos de gastroenteritis, identificada por 
PCR (Frank et al., 1998) que fue denominada E. coli 09-
684. Los antibióticos consistieron en estándares de 
EFX y CFX de pureza conocida (Sigma-Aldrich® Argen-
tina). Los medios de cultivos utilizados fueron caldo 
Mueller Hinton (Britania, Argentina). Como medio de 
cultivo selectivo para el desarrollo de enterobacterias 
se utilizó agar Mac Conkey (Britania, Argentina) y 
como medio selectivo para aislamiento e identificación 
de E. coli se utilizó agar TBX (Biokar Diagnostics, 
Francia). Los medios de cultivo utilizados para la 
identificación de E. coli mediante pruebas bioquímicas 
fueron: T.S.I. agar (Britania, Argentina),  SIM medio 
(Britania, Argentina) y Simmons Citrato Agar (Britania, 
Argentina).  

Inóculos de concentración bacteriana estándar 

Los inóculos de concentración bacteriana estándar se 
prepararon a partir de colonias incubadas durante 24 
h sobre placas de agar Mac Conkey. Los micro-
organismos fueron suspendidos en solución isotónica 
estéril hasta lograr una turbidez equivalente a un valor 
de 0,5 de la escala de McFarland (1 x 10

8
 unidades 

formadoras de colonia [ufc]/mL).  

Inóculos de concentración bacteriana elevada 

La construcción de los inóculos de concentración 
bacteriana elevada se realizó según el procedimiento 
descripto por Blondeau et al. (2009). La superficie de 
tres placas con agar Mac Conkey fueron sembradas 
con un hisopo estéril humedecido en un inóculo de E. 
coli 09-684 de concentración bacteriana estándar (1 x 
10

8
 ufc/mL) y que posteriormente se incubaron a 35°C. 

Al día siguiente, todo el contenido bacteriano de la 
superficie de las placas fue removido con ayuda de 
una espátula estéril y transferido a un frasco conte-
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niendo 100 mL de caldo  Mueller Hinton. Esta sus-
pensión fue colocada en estufa a 35°C durante 24 h.  

Determinación de los valores de CIM de EFX y CFX 

Los valores de CIM de EFX y CFX se estimaron con el 
método de macrodilución en tubo (CLSI, 2008) en 
caldo Mueller Hinton. El medio de cultivo se preparó 
según instrucciones del fabricante y fue esterilizado a 
121°C durante 15 minutos. El medio fue preparado el 
día anterior a la realización de los ensayos y hasta el 
momento de su uso fue almacenado en refrigerador a 
7°C. Los valores de CIM de EFX y CFX se determinaron 
por triplicado dentro de un intervalo de concen-
traciones comprendidas entre 0,0039 y 1 µg/mL, sobre 
un inóculo con una concentración bacteriana final 
aproximada de 0,5 x 10

6
 ufc/mL. (García rodríguez et 

al., 2001).  La CIM se determinó como la menor 
concentración de antibiótico que inhibió el creci-
miento visible de bacterias y para cada antibiótico fue 
fijada como el mayor valor observado de las tres series 
de diluciones realizadas. 

Construcción de curvas de crecimiento y muerte 
bacteriana 

Las curvas de crecimiento y muerte bacteriana de E. 
coli 09-684 en presencia de EFX y CFX se realizaron 
sobre: (i) inóculos de conteo bacteriano estándar, 
siendo de 0,5 x 10

6
 ufc/mL para EFX y CFX e (ii) 

inóculos de conteo bacteriano elevado, siendo de 6,7 x 
10

8
 ufc/mL para EFX y de  3,6 x 10

8
 ufc/mL para CFX. 

En las curvas de crecimiento los inóculos de bajo y alto 
conteo bacteriano fueron incubados a 35°C durante 24 
h. De éstos se extrajeron alícuotas de 100 µL a los 
siguientes tiempos: 0, 1, 2, 3,5, 10 y 24 h. Cada una de 
esas alícuotas fue diluida en solución fisiológica estéril 
y 100 µL fueron extendidos sobre la superficie de una 
placa de agar Mac Conkey. Las diluciones de cada 
tiempo de muestreo fueron sembradas por duplicado. 
En todos los casos las placas se incubaron en estufa a 
35°C durante 24 h, luego de lo cual se procedió al 
conteo de ufc/placa. 

En las curvas de muerte en presencia de EFX y CFX, los 
inóculos de conteo bacteriano estándar y elevado fue-
ron expuestos a concentraciones equivalentes a: 0,25, 
0,5, 1, 2, 4,  8 y 32 x CIM de cada antibiótico e incu-
bados a 35°C durante 24 h.  De los inóculos expuestos 
a cada concentración de antibiótico fueron extraídas 
alícuotas de 100 µL a los siguientes tiempos: 0, 1, 2, 
3,5, 5, 10 y 24 h. Cada una de esas alícuotas fue diluida 
en solución fisiológica estéril y 100 µL fueron exten-
didos sobre la superficie de una placa de agar Mac 
Conkey. Cada dilución fue sembrada por duplicado. En 
todos los casos las placas se incubaron en estufa a 
35°C durante 24 h, luego de lo cual se procedió al 
conteo de ufc/placa. 

El número de ufc/mL de cada tiempo de muestreo en 
las curvas de crecimiento y muerte se determinó mul-
tiplicando el número de ufc/placa por el factor deriva-
do de las diluciones de cada muestra. Dado que cada 
muestra se realizó por duplicado, el número de ufc/mL 
resultante se expresó como valor promedio. El límite 
de detección fue de 10 ufc/mL. A fin de facilitar la 
representación gráfica y la interpretación de las cur-
vas, el conteo bacteriano en cada tiempo de muestro 
se expresó como log10 ufc/mL. 

Criterios de eficacia 

Para cuantificar la eficacia antibacteriana de EFX y CFX 
sobre los inóculos de conteo bacteriano estándar (0,5 
x 10

6
 ufc/mL), se utilizaron tres niveles de actividad 

antibacteriana: bacteriostática, bactericida y erradica-
ción bacteriana reportados (Sidhu et al. 2010). 

La acción bacteriostática se definió como las concen-
traciones de antibiótico que no produjeron ningún 
cambio en el conteo bacteriano inicial luego de 24 h 
de incubación.  

La acción bactericida se definió como una reducción 
de 3 log10 respecto del log10 del conteo bacteriano 
inicial (-3 log10), que equivale a una reducción del 
99,9% del mismo. 

La erradicación bacteriana se definió como una reduc-
ción de 4 log10 respecto del log10 del conteo bac-
teriano inicial (-4 log10), que equivale a una reducción 
del 99,99% del mismo. 

Considerando que un conteo bacteriano inicial 
estandarizado de 0,5 x 10

6
 ufc/mL equivale a 500.000 

ufc/mL (García rodríguez et al., 2001), una reducción 
del 99,9% (-3 log10) y 99,99% (-4 log10), equivalen a 
conteos bacterianos de 500 y 50 ufc/mL respec-
tivamente, los que se asocian con una actividad bac-
tericida (remisión clínica) y la erradicación bacteriana 
(cura bacteriológica) respectivamente. 

En el caso de los inóculos de conteo bacteriano 
elevado, aunque una reducción de -3 log10 o -4 log10, 
se corresponden con reducciones del conteo inicial del 
99,9% y el 99,99%, el número de bacterias sobre-
vivientes es casi tan elevado como el conteo bacte-
riano inicial de un inóculo de conteo bacteriano 
estándar (≈ 500.000 ufc/mL), cifra que estaría lejos de 
ser relacionada con una remisión clínica o una cura 
bacteriológica. Por esta razón, para cuantificar la 
eficacia antibacteriana de EFX y CFX sobre estos inó-
culos se modificaron los puntos de corte según el 
criterio sugerido por Baroni et al. (2014). 

Para definir la actividad bacteriostática se tomó como 
referencia el conteo bacteriano inicial  de 6,7 x 10

8
 

ufc/mL para EFX y de  3,6 x 10
8
 ufc/mL para CFX, por lo 

que ésta fue definida como la ausencia de eficacia, es 
decir cuando la diferencia el conteo bacteriano a las 24 
h y el conteo bacteriano inicial era cero (E = 0). 
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La actividad bactericida fue definida como la reducción 
del conteo inicial hasta un valor equivalente a un con-
teo bacteriano igual a 500 ufc/mL cuyo log10 es 2,7.  

La actividad asociada a la erradicación bacteriana fue 
definida como la reducción del conteo inicial hasta un 
valor equivalente a un conteo bacteriano igual a 50 
ufc/mL cuyo log10 es 1,7.  

Determinación de los valores de CPM de EFX y CFX 

Con cada antibiótico (EFX o CFX) se prepararon placas 
de agar Mac Conkey conteniendo concentraciones 
equivalentes a 0, 1, 4, 14, 24, 34, 44, 54 y 64 x CIM. 
Cada serie de concentraciones se preparó por cuadru-
plicado. Sobre la superficie de cada una de las placas 
se extendieron 100 µL de un inóculo de concentración 
bacteriana elevada elevada (7,7 x 10

8
 ufc/mL). Todas 

las placas se incubaron a 35°C durante 48 h. La CPM se 
determinó como la mayor concentración de antibió-
tico que inhibió el desarrollo de colonias bacterianas.  

Delimitación ex post la VSM de EFX y CFX 

La VSM de EFX y CFX se delimitó sobre los perfiles 
simulados de concentración plasmática de cada anti-
biótico que se obtendrían tras la administración en 
bovinos de una dosis terapéutica de 5 mg/kg de EFX. 
La simulación de realizó con el software ADAPT II 
(BMSR, University of Southern California, USA) utili-
zando los parámetros farmacocinéticos de EFX y CFX 
reportados por de Lucas et al. (2008).   

Para cada antibiótico se estimó el tiempo durante el 
cual las concentraciones plasmáticas se hallaron por 
encima de la CPM y el tiempo durante el cual se exten-
dió la VSM.  

Aislamiento e identificación de bacterias en placas 
con antibiótico y sin desarrollo bacteriano 

Para determinar la presencia de bacterias viables 
sobre la superficie de las placas que no presentaron 
desarrollo de colonias en el ensayo de CPM, se toma-
ron muestras de la superficie de cada una de las placas 
con las que se realizaron improntas para tinción de 
Gram y microscopía y las pruebas bioquímicas (Agar 
T.S.I., SIM Medio y Simmons Citrato Agar) para 
confirmar la identidad de E. coli. 

Las bacterias aisladas de la superficie del agar se 
sembraron en agar TBX para confirmación de la identi-
dad de E. coli. A partir de las colonias que desa-
rrollaron en agar TBX, se realizó tinción de Gram y 
microscopía y las pruebas bioquímicas para confirmar 
la identidad de E. coli (Agar T.S.I., SIM Medio y 
Simmons Citrato Agar). De todas las colonias que 
desarrollaron en agar TBX, se seleccionaron al azar 
cinco y para cada una de ellas se determinó la CIM 
para EFX y CFX. 

Resultados 

Los valores de CIM de EFX y CFX para E. coli 09-684 
fueron de 0,0312 y 0,0156 µg/mL, respectivamente, 
los que según la base de datos del European Committe 
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) esta 
cepa de E. coli es sensible a EFX y CFX. La repre-
sentación gráfica de las curvas de muerte de E. coli 09-
684 expuestas a EFX y CFX realizadas con inóculos de 
conteo bacteriano estándar y elevado se presentan en 
la Figura 1. 

La inspección visual de las gráficas semilogarítmicas de 
todas las curvas de muerte de E. coli 09-684, mostró 
que la mayoría de las concentraciones de EFX y CFX 
mayores a la CIM, originaron cinéticas bactericidas que 
presentaron una primera fase de eliminación bacte-
riana rápida (0 a 3-5 h), que fue seguida de una fase de 
eliminación bacteriana lenta (3-5 h hasta 24 h). 
Asumiendo que la cinética de eliminación bacteriana 
puede ser descripta por un proceso de orden uno (un 
término exponencial), las dos fases de eliminación bac-
teriana pueden ser descriptas por dos procesos de 
eliminación de orden uno consecutivos (dos términos 
exponenciales), lo que implica la existencia de un cam-
bio en la velocidad de eliminación bacteriana. Esta 
segunda fase de eliminación (área sombreada de las 
gráficas de la Fig. 1), puede ser asociada con la lenta 
eliminación de una sub-población de bacterias persis-
tentes. 

El tamaño del inóculo afectó la eficacia antibacteriana 
de EFX y CFX. En términos generales, en presencia de 
un conteo bacteriano estándar, CFX mostró ser más 
efectiva que EFX ya que, a diferencia de esta, todas las 
concentraciones mayores a su CIM lograron reducir el 
conteo bacteriano hasta niveles compatibles con la 
erradicación bacteriana (Fig. 1A-B). 

En presencia de conteos bacterianos elevados, las 
bacterias persistentes que sobrevivieron a la ex-
posición de elevadas concentraciones de EFX y CFX 
durante 24 h, presentaron conteos bacterianos de 
valores muy cercanos a los conteos iniciales obser-
vados en las curvas de crecimiento construidas con 
inóculos de conteos bacterianos estándar (Fig. 1). 

Los valores estimados de CPM fueron 0,407 µg/mL 
para EFX (14 x CIM) y de 0,202 µg/mL para CFX (14 x 
CIM). Sin embargo de la superficie de las placas de 
agar con antibiótico que no presentaron desarrollo 
bacteriano visible, se aislaron bacterias Gram 
negativas de aspecto filamentoso (Fig. 2B1-B2). El 
cultivo de estas bacterias en medios de crecimiento 
selectivos para E. coli (agar TBX) y los resultados de las 
pruebas bioquímicas arrojaron resultados compatibles 
con E. coli. También se observó que estas bacterias 
retomaron su morfología original de cocobacilo Gram 
negativo (Fig. 2C1-C2), y presentaron los mismos valo-
res de CIM para EFX y CFX que las bacterias del inóculo 
que les dio origen.  
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Figura 1. Representación gráfica en escala semilograrítmica de la evolución temporal del conteo de bacterias viables de E. coli 09-684 
luego de exponer un inóculo de conteo bacteriano estándar (0,5 x 106 ufc/mL) a concentraciones de (A) enrofloxacina y (B) 
ciprofloxacia. Evolución temporal del conteo de bacterias viables luego de exponer un inóculo de conteo bacteriano elevado a 
concentraciones de (C) enrofloxacina (7,6 x 108 ufc/mL) y (D) ciprofloxacina (3,6 x 108 ufc/mL). Los puntos de corte de eficacia clínica 
están representados con líneas de puntos horizontales siendo (a) actividad bacteriostática, (b) actividad bactericida y (c) erradicación 
bacteriana. En cada uno de los ensayos, la curva control corresponde al desarrollo bacteriano en ausencia de antibiótico y los valores 
de las leyendas de cada curva corresponden a las concentraciones de enrofloxacina y ciprofloxacina expresadas como µg/mL.

 
Figura 2. (A1) Colonias de E. coli 09-684 sobre una placa de 

agar presentando en (A2) la morfología de cocobacilo Gram 
negativo. (B1) Ausencia de desarrollo de colonias de E. coli 
sobre una placa de agar conteniendo elevadas concentra-
ciones de enrofloxacina y (B2) tinción de un hisopado de la 
superficie de misma placa mostrando bacterias Gram (-) con 
morfología filamentosa. (C1) Colonias de E. coli obtenidas por 
cultivo de una muestra obtenida de la superficie de la placa 
de la figura B1, mostrando la viabilidad de las formas 
filamentosas persistentes de E. coli 09-684 y (C2) y el retorno 
a la morfología de cocobacilo Gram (-). 
 

Los límites de la VSM se hallan indicados en los perfiles 
simulados de concentración plasmática de EFX y CFX 
que se presentan en la figura 3, donde puede obser-
varse que tanto para EFX como para CFX, las concen-
traciones plasmáticas de cada antibiótico que se hallan 
por encima de la CPM se mantienen durante poco 

tiempo, dentro de un intervalo comprendido entre 
0,35 y 3,21 h para EFX y de 0,99 y 5,72 h para CFX.  

Esto determina que tras la administración en bovinos 
de una dosis terapéutica recomendada de 5 mg/kg de 
EFX, el tiempo en el que las concentraciones se halla-
rían por encima de la CPM (t>CPM) y que prevendrían 
la emergencia de cepas resistentes sería de 2,86 h 
para EFX y de 4,73 h para CFX. Por otra parte, las VSM 
para EFX y CFX se extendiieron hasta las 12 y 15 h pos-
administración respectivamente.  

 

Discusión 

Uno de los grupos de antibióticos de amplio espectro 
que más se utiliza hoy en día es el de las FQs. Los anti-
bióticos de este grupo se unen a las enzimas ADN 
girasa y topoisomerasa IV que son las encargadas de 
regular el superenrollamiento de las cadenas de ADN 
durante la replicación y la transcripción del mismo 
(Drlica & Zhao, 1997; Wang, 2002). 

Aunque las FQs son antibióticos bactericidas potentes, 
éstos no pueden esterilizar un medio de cultivo, ya 
que aunque la mayoría de la población bacteriana es 
rápidamente eliminada, una pequeña sub-población 
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de bacterias persistentes refractaria a la acción de las 
FQs sobrevive, probablemente debido a una dismi-
nuida actividad de la ADN girasa y la topoisomerasa IV 
a causa de su lento crecimiento o su inactividad 
metabólica (Lewis, 2007). 

Los resultados obtenidos en este estudio, muestran 
que las bacterias persistentes afectaron la eficacia de 
EFX y CFX sobre inóculos de E. coli 09-684 de conteo 
bacteriano elevado ya que, en las curvas de muerte 
realizadas con éstos (Fig. 1C-D) se observó que en 
presencia de concentraciones de EFX y CFX mayores a 
4 x CIM no se produjo el reinicio del crecimiento bac-
teriano.  

Si bien este resultado permite inferir que estas 
concentraciones de EFX y CFX evitaron in vitro la 
selección de cepas resistentes, también demuestra 
que no fueron efectivas para eliminar las bacterias 
persistentes, cuyo conteo se mantuvo casi constante 
durante las 24 h que duraron los ensayos y que no fue 
compatible con ningún tipo de eficacia bacteriológica.  

 

 

Figura 1. Delimitación ex post de la Ventana de Selección de 

Mutantes (VSM) para E. coli 09-684 de (A) enrofloxacina y (B) 
ciprofloxacina sobre los perfiles simulados de concentración 
plasmática de cada antibiótico que se obtendrían tras la 
administración de una dosis única de 5 mg/kg de 
enrofloxacina a un bovino. Cada VSM está delimitada por 
líneas de puntos que indican la concentración inhibitoria 
mínima (CIM) y la concentración preventiva de mutantes 
(CPM). Las áreas sombreadas indican las concentraciones que 
evitarían el desarrollo de bacterias mutantes resistentes. Los 
perfiles de concentración plasmática EFX y CFX se simularon 
con el software ADAPT II (BMSR, University of Southern 
California, USA), utilizando los parámetros farmacocinéticos 
de EFX y CFX reportados por de Lucas et al. (2008). 

En el ensayo de CPM se observó un fenómeno similar 
cuando se determinó la presencia de E. coli 09-684 de 
morfología filamentosa sobre la superficie de las 
placas de agar que no presentaban desarrollo de 
colonias.  

Aunque no fue posible determinar el número de 
bacterias viables presentes sobre la superficie de estas 
placas, se demostró por medio del aislamiento y 
repique sobre medios de cultivo selectivos, que estas 
bacterias se mantuvieron viables aun luego de per-
manecer durante 48 h en contacto con concen-
traciones de EFX y CFX de hasta 64 x CIM. 

El escaso efecto que el tiempo de exposición a EFX y 
CFX tuvo sobre la sobrevida de las bacterias persis-
tentes, debería conducirnos a reconsiderar la utilidad 
de la CPM de estos antibióticos en particular y de las 
FQs en general, en el diseño de los regímenes tera-
péuticos destinados a limitar la emergencia de cepas 
resistentes.  

Respecto a este punto, son muchos los autores que 
opinan que el tiempo de exposición a concentraciones 
iguales o mayores a la CPM (t>CPM) es determinante 
para evitar la selección de las bacterias resistentes que 
están presentes en la población bacteriana antes de la 
exposición al antibiótico (Hansen et al., 2003). 

Sin embargo, en el estudio ex post, donde se delimitó 
la VSM en los perfiles simulados de EFX y CFX, 
obtenidos tras la administración bovinos de una dosis 
terapéutica de EFX, pudo observarse una falta de 
concordancia entre el tiempo de exposición del inó-
culo para la determinación in vitro de la CPM (48 h) y 
el tiempo estimado de exposición in vivo, en el que los 
valores estimados de t>CPM fueron de 2,86 h para EFX 
y 4,73 h para CFX, los que representan un breve lapso 
de tiempo si tomamos como referencia el intervalo 
entre dosis de 24 h sugerido para EFX. Otro dato 
controvertido lo constituye el hecho de que los valores 
estimados de t>CPM de EFX y CFX son muy cortos con 
respecto al tiempo estimado durante el cual se pro-
longa la VSM que fue de 12 h para EFX y 15 h para CFX, 
siendo que justamente éste sería el tiempo más crítico 
durante el cual habría mayores posibilidades de selec-
ción y desarrollo de una cepa bacteriana con menor 
sensibilidad a estos antibióticos. 

En base a los resultados obtenidos en este estudio, 
creemos que hay cuatro aspectos que se deberían con-
siderar cuando se analiza la utilidad clínica de la CPM 
de EFX y CFX en particular.  

El primero se refiere al alcance de la eficacia de la CPM 
de este tipo de antibióticos, la cual solo evita el 
desarrollo de las cepas bacterianas menos sensibles a 
éstos, lo cual tiene un límite que está dado por la 
máxima dosis del antibiótico que puede recibir un 
individuo, para que las concentraciones logradas por 
éste no superen los niveles hemáticos compatibles con 
la aparición de signos de toxicidad. Considerando ese 
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escenario, la CPM sería ineficaz para evitar el 
desarrollo de las cepas bacterianas que necesitaran 
concentraciones antibióticas tóxicas para ser elimi-
nadas. 

El segundo es que las concentraciones de antibiótico 
iguales o mayores a la CPM no solamente carecen de 
actividad sobre las bacterias persistentes sino que las 
FQs, y en particular la CFX, son capaces de inducir el 
estado de persistencia bacteriana (Theodore et al., 
2013).  

El tercero es que la eficacia de la CPM se manifiesta 
cuando los antibióticos actúan sobre poblaciones bac-
terianas de conteos elevados que se asemejan a las 
cargas bacterianas que se hallan en ciertas infecciones. 
Sin embargo, esta eficacia no se manifestaría en las 
infecciones de que cursan con conteos bacterianos 
menores. 

El cuarto deriva del anterior y es que, aunque un foco 
infeccioso con alta densidad bacteriana fuese ex-
puesto a concentraciones iguales o mayores a la CPM 
durante un tiempo adecuado, estas concentraciones 
no serían efectivas para reducir la carga bacteriana a 
niveles compatibles con la remisión clínica ni con la 
erradicación bacteriana.  

Respecto de la sobrevida de las bacterias persistentes 
en condiciones medioambientales adversas como la 
exposición a los antibióticos, se ha demostrado que 
durante el estado de persistencia la actividad biológica 
de las bacterias y su replicación continúan. Esto ha 
permitido postular la hipótesis de que, ante situacio-
nes de stress ambiental, la persistencia sería un estado 
de evolución intermedio para la elaboración de una 
resistencia heredable (Cohen et al., 2013). En efecto, 
se ha demostrado que durante el estado de persis-
tencia el genoma de las bacterias es más inestable y 
propenso a los cambios espontáneos -“mutaciones 
adaptativas”-, como así también es más propenso de 
adquirir resistencia a través del intercambio horizontal 
de genes (Beaber et al., 2004). 

La presencia de formas filamentosas de E. coli 09-684 
sobre la superficie de las placas de agar sin desarrollo 
de colonias en el ensayo para determinar la CPM de 
EFX y CFX, se correlaciona con el fenómeno de per-
sistencia observado en las curvas de muerte cons-
truidas con inóculos de conteo bacteriano elevado. 

La morfología de E. coli  puede modificarse a causa de 
la exposición tanto a condiciones ambientales no 
favorables como a moléculas de antibióticos (Young, 
2006). La filamentación es un fenómeno frecuente de 
observar en muchas especies bacterianas y ocurre 
cuando se bloquea la replicación, pero el proceso de 
crecimiento continúa, y constituye una estrategia de 
supervivencia tendiente promover el crecimiento y la 
sobrevida de la población bacteriana en los tejidos del 
hospedador (Baorto et al., 1997; Justice, et al., 2006) y 

a evitar la fagocitosis por parte de las células de su 
sistema inmune (Möller et al., 2012). 

En este estudio, la presencia de formas filamentosas 
de E. coli 09-684, representarían otra faceta de la 
persistencia bacteriana ya que, las bacterias con esta 
morfología pudieron sobrevivir y mantenerse viables 
aún expuestas a elevadas concentraciones de EFX y 
CFX durante 48 h.  

Möller et al. (2013) demostraron que las formas 
bacterianas filamentosas constituyen un estado mor-
fológico transitorio ya que, observaron que cuando las 
concentraciones de antibióticos descienden a niveles 
sub-inhibitorios, la división celular se reinicia y los 
filamentos se fragmentan en bacterias viables de 
morfología normal. Ese reporte guarda similitud con 
los resultados observados en este trabajo ya que, 
cuando las formas filamentosas fueron repicadas en 
un medio de cultivo sin antibiótico, se reinició el 
crecimiento bacteriano dando origen a colonias, cuyas 
bacterias presentaron morfología y perfil bioquímico 
concordantes con E. coli. 

Concluyendo, tanto en las curvas de muerte 
bacteriana como en el ensayo para determinar la CPM 
sobre placas de agar, las elevadas concentraciones de 
EFX y CFX que son antibióticos bactericidas y con 
actividad concentración dependiente, no solo contri-
buyeron la selección de un reservorio biológico para la 
posible emergencia de mutantes resistentes, sino que 
además, su presencia posiblemente estimuló el pleo-
morfismo de E. coli 09-684, tornando su morfología de 
cocobacilos a filamentos como una forma de adapta-
ción y supervivencia.  

Estos hallazgos deberían hacernos reconsiderar cual es 
el verdadero impacto clínico de la CPM como un nuevo 
parámetro de eficacia antibacteriana para prevenir la 
emergencia de mutantes resistentes. 

Desde el inicio de la era antibiótica hasta nuestros días 
se ha buscado optimizar el empleo de los antibióticos 
a fin de frenar el avance de la resistencia bacteriana. 
Dentro de este contexto histórico surge el concepto de 
la CPM, que sin embargo, constituye una variante re-
forzada del principio de “cuanto más, mejor” y que 
lejos de aportar una solución a la emergencia de bac-
terias resistentes, podría contribuir a la misma, por lo 
que su utilidad clínica debería ser reconsiderada. 

En el área de la medicina y particularmente en el área 
de la farmacología, existe la necesidad de optimizar el 
empleo de los antibióticos ya existentes. Estamos muy 
lejos de haber logrado eso y la explicación radica en 
que las bacterias ya han desarrollado resistencia a 
todos los mecanismos de acción de todos los anti-
bióticos conocidos. Lo nuevo de nuestro arsenal tera-
péutico está constituido por nuevas generaciones de 
las viejas familias de antibióticos y no disponemos de 
nuevos mecanismos de acción para hacer frente al 
avance de la resistencia bacteriana. 
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Dentro de ese contexto, la posibilidad de que las 
bacterias persistentes sean la etiología de enfer-
medades bacterianas crónicas o recidivantes y que 
éstas constituyan reservorios biológicos a partir de los 
cuales podrían emerger mutantes resistentes, destaca 
la importancia y la necesidad de desarrollar en un 
futuro próximo drogas para erradicar estas sub-pobla-
ciones bacterianas.  

En este sentido, los esfuerzos están encaminados al 
desarrollo de moléculas que las eliminen de manera 
directa o que reviertan su aparente estado de inac-
tividad biológica, haciéndolas nuevamente sensibles a 
los mecanismos de acción de los antibióticos conven-
cionales. Este tipo de terapia lograría evitar los cua-
dros clínicos recidivantes, acortar los tiempos de 
tratamiento y los tiempos de exposición de las bac-
terias a los antibióticos, reduciendo así el riesgo de la 
selección de mutantes resistentes. 

Un esquema terapéutico alternativo podría estar 
constituido por una combinación compuesta de anti-
bióticos convencionales que eliminen las bacterias que 
se encuentran en fase de crecimiento y los nuevos 
fármacos que cuya acción estaría dirigida hacia las 
bacterias en estado de persistencia. 
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