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RESUMEN

Introduccion: La problematica desencadenada por el uso irracional de antibiéticos, asi
como la disposicion y el desecho inadecuado de estos, ocasiona la contaminacion del
agua y del suelo, lo que afecta a los cultivos vegetales, las plantas, los animales e
inclusive a las personas, por ello es fundamental reducir la contaminacién ambiental por
antibidticos para reducir la aparicion, transmisién y propagacion de bacterias
resistentes.

Objetivos: Evaluar la pérdida de la bioactividad de ciprofloxacino expuesto a luz
ultravioleta en Artemia salina, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Bacillus clausii para contribuir al disefio de métodos de tratamiento e

inactivacion de ciprofloxacino.
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Métodos: Se irradiaron soluciones de ciprofloxacino durante dos horas con luz
ultravioleta (254 nm) y se evaluo la bioactividad residual de las muestras irradiadas por
los métodos antimicrobianos de difusion y microdilucion en pozo y con el bioensayo de
letalidad de Artemia salina.

Resultados: El ciprofloxacino irradiado no mostro actividad antibiotica y la Artemia salina
expuesta obtuvo 100 % de supervivencia.

Conclusiones: La exposicion a radiacidon ultravioleta provoca una disminucion
significativa en la bioactividad del ciprofloxacino debido a su degradacién, por lo que la
radiacion ultravioleta puede ser utilizada como una herramienta eficaz para reducir la
concentracion de ciprofloxacino en entornos acuaticos contaminados, al contribuir
potencialmente a la mitigacién de la resistencia bacteriana.

Palabras clave: actividad antibiética; ciprofloxacino; irradiacion ultravioleta.

ABSTRACT

Introduction: The problems caused by the irrational use of antibiotics, as well as their
improper disposal, lead to water and soil contamination, which affects crops, plants,
animals, and even humans. Therefore, it is essential to reduce environmental
contamination by antibiotics to curb the emergence, transmission, and spread of
resistant bacteria.

Objectives: To evaluate the loss of bioactivity of ciprofloxacin exposed to ultraviolet light
in Artemia salina, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and
Bacillus clausii in order to contribute to the development of methods for the treatment
and inactivation of ciprofloxacin.

Methods: Ciprofloxacin solutions were irradiated for two hours with ultraviolet light (254
nm), and the residual bioactivity of the irradiated samples was evaluated using the
antimicrobial diffusion and well microdilution methods, as well as the Artemia salina
lethality bioassay.

Results: Irradiated ciprofloxacin showed no antibiotic activity, and the exposed Artemia

salina achieved 100% survival.
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Conclusions: Exposure to ultraviolet radiation causes a significant decrease in the
bioactivity of ciprofloxacin due to its degradation; therefore, irradiation can be used as an
effective tool to reduce the concentration of ciprofloxacin in contaminated aquatic
environments, potentially contributing to the mitigation of bacterial resistance.

Keywords: antibiotic activity; ciprofloxacin; ultraviolet irradiation.
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Introduccion

Entre los contaminantes emergentes presentes en el medio ambiente destacan los
farmacos. Los antibioticos generan gran preocupacion, debido a que en el periodo
comprendido entre los anos 2000-2015, el consumo global per capita de antibiéticos
aumento en un 90 % y se estima que en el afio 2023 el consumo de antibidticos a nivel
mundial fue de 49 300 millones de dosis diarias definidas('?

En humanos los antimicrobianos mas consumidos son las penicilinas, los macrélidos y
las fluoroquinolonas como el ciprofloxacino (CPX), ademas de que se debe considerar
su empleo también en animales, por lo que se ha detectado su presencia en suelos
agricolas, heces de animales, agua residual urbana, industrial y hospitalaria, asi como en
diferentes cuerpos de agua.®4

La problematica se desencadena debido al uso irracional de antibioticos, asi como a la
disposicion y el desecho inadecuado de estos, y ocasiona la contaminacion del agua y
del suelo afectando a los cultivos vegetales y las plantas, los animales y las personas,
por lo que resulta fundamental reducir la contaminacion ambiental por antibiéticos para
reducir la aparicion, transmision y propagacion de bacterias resistentes.

Para este fin urge disponer de métodos de tratamiento y de disposicién final de los
antibioticos, pues en este momento no existe ni el disefio, nila aplicacion de normas para
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el manejo de este tipo de residuos.®

El CPX es un contaminante de dificil remocién en aguas hospitalarias debido a que los
métodos de tratamiento tradicionales son poco eficaces para su degradacién, aunque,
gracias a su estructura quimica, es capaz de interactuar con las luz ultravioleta siendo
posible utilizarla para su eliminacién.4

Por ello el objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la radiacion ultravioleta sobre la
bioactividad de ciprofloxacino en Artemia salina, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus clausii para contribuir al disefio de métodos

de tratamiento e inactivacion de ciprofloxacino.

Métodos

Para evaluar el efecto de la radiacion ultravioleta sobre su bioactividad, se prepard una
solucion de ciprofloxacino en agua (C= 2000 mg I') y se colocaron alicuotas de 10 ml del
antibiotico en ocho recipientes de acrilico transparente sin tapa para exponerlos a la
radiacién ultravioleta en una camara blanca de fotorreaccion cerrada; para lo cual se
empleé como fuente de radiacion ultravioleta una ldmpara de 60 W Germicidal (AC85-
265V, 1119 luxes, UV-C= 254 nm).

La irradiacion se realizo durante dos horas, retirando un recipiente cada 15 minutos para
asi evaluar posteriormente el efecto a los 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 minutos
respectivamente; escogiéndose estos valores debido a que en las pruebas preliminares
al evaluarse su concentracién cada dos horas, se observo su degradacion total entre las
dos y cuatro horas de irradiacion.

La determinacién de la concentracion residual de ciprofloxacino se llevd a cabo por
espectrofotometria UV-Visible, empleado el método de quelacién del ion férrico; para ello
se colocd 500 ul de agua destilada en un tubo de ensayo y se afadié 500 ul de la muestra
de ciprofloxacino y 100 ul de solucién de nitrato férrico al 1,0 %, se agitd perfectamente
y se dejé reaccionar 15 minutos para posteriormente realizar la lectura de la absorbancia

en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 400 nm.
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Se realizé una curva calibracion con soluciones estandares de ciprofloxacino para
obtener la ecuacion de la recta que permitiera determinar su concentracion residual en
las muestras irradiadas.

En las pruebas microbiolégicas se emplearon las siguientes cepas de bacterias:
Escherichia coli (ATCC-25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853), Staphylococcus
aureus (ATCC-6538) y Bacillus clausii (Enterogermina®).

Determinacion de los halos de inhibicion del ciprofloxacino irradiado
La preparacion de las suspensiones de los microorganismos a evaluar se realizd
tomando colonias morfolégicamente idénticas e inoculandolas en un tubo con caldo
Mueller-Hinton, posteriormente, con un nefelémetro se verifico que las suspensiones
presenten una turbidez equivalente a 0,5 en la escala de McFarland.
Las suspensiones se sembraron en cajas de Petri con medio Mueller-Hinton a las cuales
se les abrieron pozos de 5 mm.
En cada pozo se deposité 50 pl de la solucién correspondiente (agua estéril para el
control negativo, ciprofloxacino no irradiado como testigo).
Las cajas de Petri con medio de cultivo inoculado fueron incubadas a 3512 °C durante 24

h; trascurrido este tiempo, se midi6 el diametro de los halos de inhibicion.®

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

del ciprofloxacino irradiado
La determinacion de la concentracion minima inhibitoria del ciprofloxacino irradiado se
realiz6 por el método de microdilucion en placa de 96 pozos descrito por el Instituto de
Normas Clinicas y de Laboratorio, afio 2012 (CLSI por sus siglas en inglés de Clinical and

Laboratory Standards Institute (https://clsi.org/about) modificado; se colocaron 50 pl de

agua estéril en los 96 pozos de la microplaca y se realizaron diluciones seriadas 1:2 de
la solucién correspondiente (agua estéril para el control negativo y ciprofloxacino no
irradiado para el testigo); a las primeras dos columnas se afiadié 150 pl de caldo Mueller-

Hinton como control de esterilidad, en las columnas tres y cuatro se afiadieron 150 ul
5
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del inéculo bacteriano (control de crecimiento), en la columna correspondiente al testigo
y a los pozos que contenian las diluciones de ciprofloxacino irradiado, se
complementaron con 150 pl/ de inéculo bacteriano (ajustado a 0,5 en la escala de
McFarland).

Los valores de la concentracion minima inhibitoria (MIC) se definieron como la
concentracion minima de la muestra de ciprofloxacino irradiada que evita el crecimiento
bacteriano visible después de 16 a 20 horas de incubacién a 35+2 °C.

Para revelar los resultados se utilizé 50 y/ de MTT [bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difenil-2H-tetrazolio)] y se dejé incubar cuatro horas mas a 37 °C.

Estimacion de la concentracion letal al 50 % sobre Artemia salina

La eclosion de Artemia salina se llevé a cabo empleando 1 g de quistes en 1 | de agua
con 30 g de sal de mar durante 48 horas.

Posteriormente, en una placa de 24 pozos se afadieron 100 ul de la solucién
correspondiente de ciprofloxacino (se emplearon seis concentraciones diferentes por
muestra) y 3,0 ml de solucién salina con 20-30 nauplios de Artemia salina, y se dej6 en
incubacion a 25°C durante 24 horas; terminado el tiempo de exposicion se realiz6 el
conteo de nauplios de Artemia salina muertos en cada pozo, se calculd el porcentaje de
letalidad y se determind la concentracion letal media (CL50) mediante el método
Probit.(”)

Resultados

En la determinacién cuantitativa del ciprofloxacino residual, posterior a la irradiacién
ultravioleta (fig. 1), se puede observar una degradacion lineal dependiente del tiempo de

exposicion.
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Fig. 1 - Disminucion de concentracion de CPX irradiado con luz ultravioleta tipo UV-C.

Halos de inhibicion del ciprofloxacino irradiado

Con base en la cuantificacién del antibiético residual, se ajustaron las concentraciones
para obtener una dilucién final de 50 mg I de ciprofloxacino que se colocé en cada uno
de los pozos.

Las dimensiones de los halos de inhibicién obtenidos en la prueba de difusién en el pozo
se muestran en las figuras 2 y 3, asi como en la tabla, en las que es posible observar una
disminucion de la actividad antibiética a partir de los 105 minutos de irradiacién y una
pérdida de la bioactividad a los 120 minutos, frente a todas las cepas evaluadas.

En el caso de los grampositivos (Staphylococcus aureus y Bacillus clausii) se observé una
disminucion progresiva en el tamano de los halos de inhibicidn, a partir de los 45 minutos
de irradiacion, y se evidencia una reduccion mas pronunciada en la actividad inhibitoria
del CPX, con halos de inhibicion mas pequefios (en B. clausii 25,0 mm a los 15 m, 24,5
mm de 30 a 90 minutos). Esta tendencia se intensifica con el aumento del tiempo de

irradiacion, llegando a un nulo halo de inhibicién tras 120 m de irradiacion.
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Leyenda: 1= Testigo 1, 2= testigo 2, 3= 105 minutos, 4= 120 minutos y C= control negativo (agua estéril).

Todas las concentraciones se ajustaron a 50 mg L-1.

Fig. 2 - Halos de inhibicion del crecimiento de E. coli por CPX irradiado y no irradiado.

Tabla - Halos de inhibicion observados en la prueba de difusién en pozo

E. coli P, aeruginosa S. aureus B. clausii
Testigo 32,2 271 25,0 28,0
CPX irradiado 105 minutos 30,6 24,0 22,0 24,0
CPX irradiado 120 minutos 0,0 0,0 0,0 0,0
Agua estéril 0,0 0,0 0,0 0,0
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Leyenda: Tiempo de irradiacion: 1= Testigo (no irradiado), 2= 15m, 3=30m, 4=45m, 5= 60 m, 6= 75 m, 7=90 m, 8= 105 m,

9= 120 my C= agua estéril.
Fig. 3 - Halos de inhibicion de ciprofloxacino irradiado y no irradiado.
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Resultados de la MIC de ciprofloxacino irradiado
Los resultados observados en la figura 4 muestran la influencia de la radiacion UV-C en
la actividad antibacteriana del ciprofloxacino (CPX) frente a Escherichia coli, en la que se
observo que el ciprofloxacino tuvo una MIC menor a 100 mg I hasta los 105 minutos de
irradiacién, mientras que la actividad antibidtica se perdié en la muestra irradiada por
120 minutos. Con el resto de las cepas evaluadas, se observd un comportamiento

similar.

Leyenda: 1y 2 = control de crecimiento bacteriano, 3 y 4 = testigo, 5y 6 = CPX irradiado con UVC por 105 minutos,
7y 8 = CPXirradiado con UVC por 120 minutos.

Fig. 4 - Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de ciprofloxacino con

Echerichia-coli.

Letalidad en Artemia salina

No se observo letalidad de Artemia salina (supervivencia del 100 %) cuando se expuso a
los ciprofloxacinos de mas de 120 minutos de irradiacion con luz ultravioleta de 254 nm

(fig. 5). Estos resultados se corresponden a la pérdida del principio activo determinado
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en los diferentes tiempos de irradiacion y permiten afirmar que no se producen

compuestos téxicos por la fotodescomposicion.
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Leyenda: CPXO0 antibiético no irradiado; en las claves, los numeros posterior a CPX indica el tiempo de irradiacién de 30, 60,90 y

120 minutos respectivamente (n=12).

Fig. 5 - Porcentaje de letalidad de Artemia salina expuesta a diferentes muestras de CPX.

Discusion

La disminucion de la concentracién de ciprofloxacino irradiado se debe principalmente a
la degradacion quimica inducida por la luz UV; al provocar la radiacién la ruptura de sus
enlaces y la transformacion del ciprofloxacino en otros compuestos lo que disminuye su
concentracién original en la solucion.®® Este proceso no solo reduce la cantidad de
ciprofloxacino disponible, sino que también puede disminuir su actividad antibacteriana,
ya que los productos de su degradacion generalmente no poseen las mismas
propiedades farmacoldgicas.(191")

La cuantificacién espectrofotométrica del ciprofloxacino se basa en su capacidad para
absorber luz en la region UV del espectro electromagnético, especificamente alrededor
de los 278 nm, en los que el ciprofloxacino tiene un maximo de absorcion debido a su

estructura croméfora; pues su anillo de quinolona 'y su grupo de cetona son las partes de
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su molécula que principalmente absorben luz, al actuar como cromoforos, los que
incluyen un sistema de doble enlace conjugado que absorben la radiacion UV con la
conduccién de excitaciones electrénicas que pueden llevar a la ruptura de enlaces
quimicos y a la formacion de radicales libres;(12734) es por ello que, mediante el uso de
un espectrofotdémetro, se puede medir la absorbancia de una solucién de ciprofloxacino
a esta longitud de onda. Segun la Ley de Beer-Lambert, la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion del compuesto en la solucion, lo que permite determinar
cuantitativamente su concentracion.('5)

El ciprofloxacino contiene grupos funcionales susceptibles a la radiacion UV, ya que sus
anillos de quinolona y de piperazina son particularmente reactivos. La conjugacién de
dobles enlaces en el anillo de quinolona permite la absorcidon de fotones UV, causando
la transicion de electrones mt a niveles de energia mas altos; esto puede llevar a la ruptura
de enlaces y reacciones fotoquimicas.('® Los atomos de nitrégeno en el anillo de
piperazina tienen pares de electrones solitarios que pueden interactuar con la radiacién
UV. Ademas, la presencia de estos atomos puede inducir la transferencia de electrones
y facilitar reacciones fotoquimicas.('”)

La investigacion mostro la disminucion en la concentracion de ciprofloxacino al ser
irradiado con luz UV-C durante un periodo de 120 minutos. Inicialmente, la concentracion
estimada de ciprofloxacino fue 200 ppm, y a medida que aumenté el tiempo de
irradiacion, pudo ser observada una disminucién constante en su concentracion; y a los
15 minutos de irradiacion, la concentracion se redujo a 178 ppm, mientras que después
de 120 minutos, la concentracion final fue de 37 ppm; este descenso gradual indica que
la exposicion a la luz UV-C provoca la degradacién del ciprofloxacino, reduciendo su
presencia en la solucion, aunque es necesario verificar que los productos de
descomposicion fotoquimica carezcan tanto de su actividad antibidtica como de la
ecotoxicidad para descartar un efecto perjudicial al medio ambiente y a la salud de los
organismos expuestos a ellos.('®) Esta técnica podria ser eficaz para tratar
contaminantes farmacéuticos de tipo quinolinicos en el agua, dado que lairradiacién con

UV-C demuestra un impacto significativo en la disminucion de la concentracion de CPX
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a lo largo del tiempo.

La exposicion del ciprofloxacino a la radiacion UV resulta en la fotdlisis del anillo de
piperazina y la formacion de varios productos de degradacion. Entre los productos de
degradacién identificados se encuentran el acido 1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-
piperazin-1-il-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico, el cual se forma debido a la ruptura del
anillo de piperazina y la pérdida del grupo carboxilo.('d Ademds, se pueden formar
especies reactivas de oxigeno (ROS) que contribuyen a la oxidacién de otras partes de la
molécula.(’®

Los resultados del estudio sugieren un importante efecto de la radiacion ultravioleta en
la disminucion y eliminacion de la actividad antibacteriana del ciprofloxacino contra una
variedad de microorganismos, como Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Bacillus clausii. La reduccién progresiva en el tamafio de los
halos de inhibicién con una exposicion prolongada a la radiacién UV-C indica una
disminucién en la efectividad del ciprofloxacino como agente antibacteriano. Estos
hallazgos concuerdan con investigaciones previas('31% que han demostrado que la
irradiaciéon UVC puede afectar negativamente la estabilidad y la actividad de ciertos
compuestos quimicos, incluidos los antibi6ticos.(1920)

La completa abolicidn de la actividad antibacteriana del ciprofloxacino a los 120 minutos
de exposicion a la radiacion UVC resalta la importancia de considerar el tiempo de
exposicion en la eficacia del tratamiento antimicrobiano y en el caso de la eliminacién de
antibidtico en aguas residuales. En un estudio realizado de manera similar, la accion de
la UV-C sobre la dicloxacilina (un B-lactamico representativo) condujo a la eliminacion de
la actividad antimicrobiana, lo que indica un efecto positivo de este tratamiento hacia la
mitigacion de la resistencia a los antibioticos?" Asi, los procesos fotoquimicos, basados
en el uso de luz UV-C, representan una buena alternativa para la degradacién de
fluoroquinolonas.

Futuras investigaciones podrian explorar en mayor profundidad los mecanismos
subyacentes detras de la reduccién en la actividad antibacteriana del ciprofloxacino

después de la irradiacion UV-C, asi como evaluar la eficacia de otros agentes
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antimicrobianos frente a la misma exposicién. Estos estudios podrian contribuir a
mejorar la comprension de coémo optimizar el uso de antibiéticos en entornos donde la
irradiacion UVC es una consideracion relevante para la gestion de infecciones.

El estudio y comprensién de las bacterias, como Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus clausii, son fundamentales dada su
relevancia en la salud humana y su capacidad para desempefiar roles tanto beneficiosos
como perjudiciales en los ecosistemas. Estas bacterias son comunmente encontradas
en diferentes entornos, desde el suelo y el agua hasta el cuerpo humano, y su
comportamiento y respuesta a diversos factores ambientales y quimicos son objeto de
intensa investigacion.('%22 Escherichia coli, por ejemplo, es una bacteria ampliamente
estudiada y utilizada como indicador de contaminacion fecal en el agua y los alimentos,
lo que la convierte en un microorganismo de importancia para la salud publica.

Por otro lado, la Pseudomonas aeruginosa es conocida por su versatilidad metabdlica y
su capacidad para infectar a pacientes inmunocomprometidos, lo que la convierte en una
causa importante de infecciones nosocomiales.(?3 Staphylococcus aureus, por su parte,
es responsable de una amplia gama de infecciones, desde infecciones de la piel hasta
enfermedades mas graves como la septicemia y la neumonia; y su resistencia a los
antibioticos representa un desafio significativo en el tratamiento clinico. En contraste,
Bacillus clausii es una bacteria probiodtica utilizada en la medicina para el tratamiento de
trastornos gastrointestinales y la prevencion de infecciones bacterianas, debido a su
capacidad para competir con patégenos y modular la respuesta inmune del huésped.(?%
Por lo que desarrollar bioensayos de toxicidad permite tener una idea mas real acerca
del comportamiento de farmacos como el ciprofloxacino sobre organismos acuaticos,
en los que la Artemia salina es sensible a la exposiciéon de ciprofloxacino@® y a una
notoria disminucién de la letalidad del ciprofloxacino irradiado.

La letalidad presenté un comportamiento inversamente proporcional al tiempo de
irradiacion con luz UV-C, es decir, a mayor tiempo de irradiacién menor letalidad.

Las plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales no pueden eliminar con

eficiencia los residuos de farmacos como los antibi6ticos®) por lo que el tratamiento de
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ciprofloxacino con luz de tipo UV-C representa una opcion viable y beneficiosa para
disminuir el impacto negativo de la contaminacion por fluoroquinolonas en los cuerpos
de agua.

Lo aqui expuesto permite concluir que la exposiciéon a radiacién ultravioleta (UV-C)
provoca una disminucién significativa en la bioactividad del ciprofloxacino debido a la
degradacion del antibidtico. No se observé un efecto bactericida del ciprofloxacino
irradiado por 120 minutos en ninguna de las cepas evaluadas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, y Bacillus clausii). Ademas, los
ensayos con Artemia salina demostraron una menor toxicidad del ciprofloxacino
irradiado suponiendo que no se forman derivados mas toxicos, por lo que la radiacién
UV-C puede ser utilizada como una herramienta eficaz para reducir la concentracion de
ciprofloxacino en entornos acuaticos contaminados, contribuyendo potencialmente a la

mitigacion de la resistencia bacteriana.
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