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Influencia del tiempo de contacto y de la concentracion en la valoracion del efecto
posantibidtico de diclofenac frente a una cepa de Staphylococcus aureus.
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Proyecto CAI+D 2011: “Caracterizacion de la actividad antimicrobiana in vitro del diclofenac frente a
Staphylococcus aureus valorando su interaccion con los antibidticos usados en el tratamiento de
mastitis bovina”.

Diclofenac es un conocido agente antiinflamatorio no esteroide ampliamente utilizado en medicina
humana asi como en medicina veterinaria, que ademas posee cierta accién antibacteriana frente a
bacterias gramnegativas y grampositivas, entre ellas S. aureus®. Si bien no est4d completamente
dilucidado, se postula que este accionar se deberia a que reprime la expresion de genes que participan
de la estabilidad y reparacion del ADN bacteriano®. Desde los origenes de la era antibidtica hasta
nuestros dias, la concentracién inhibitoria minima (CIM) ha sido el principal parametro
farmacodindmico en el que se han basado los disefios de regimenes posoldgicos de agentes
antibacterianos, no obstante, en los Gltimos afios, los ensayos in vitro basados en la construccion de
curvas de muerte bacteriana y la evaluacién de los efectos de persistencia como el efecto
posantibidtico (EPA), constituyen herramientas Gtiles para generar mas informacién acerca de la
actividad y la eficacia de varios grupos de antibi6ticos sobre cepas bacterianas sensibles a los mismos.
El objetivo de este trabajo fue evaluar si el tiempo de contacto y la concentracion de diclofenac
influian en la presentacién de EPA para el citado farmaco frente a una cepa de S. aureus.

Este estudio se desarroll6 empleando como microorganismo de referencia a la cepa de S. aureus
ATCC 29740 (Newbould 305), por haber sido originalmente aislada a partir de un caso de mastitis, y
un estandar de diclofenac sodico (97,6%). La CIM de diclofenac sobre esta cepa bacteriana (256
pg/mL) se determind por el método de macrodilucion en tubo, en tanto que el ensayo de EPA se
realiz6 a partir de una modificacién de la técnica reportada por Wang & Zhang®. Para ello se
emplearon indculos bacterianos (0,5 x 10° UFC/mL), que fueron expuestos a concentraciones de
diclofenac equivalentes a 0,25, 1 y 4 veces la CIM incub&ndose a 35° C durante 1 o 2 horas, en tanto
que un indculo se utiliz6 como testigo, no exponiéndose al farmaco en cuestion. Al cabo de ese tiempo
todos los cultivos se diluyeron a razon de 1/1000 con caldo Mueller-Hinton (CMH) a fin de eliminar la
actividad del antibacteriano, para luego volver a mantenerse en estufa por 8 horas. Los conteos de
bacterias viables se realizaron por extension de una alicuota del medio de cultivo al inicio del ensayo
(hora -1 o -2), inmediatamente luego de haber realizado la dilucion (hora 0), y posteriormente a
intervalos de una o dos horas hasta transcurridas ocho horas de iniciado el ensayo. En todos los casos
el estudio se realiz6 por duplicado. El EPA fue definido como la supresion de crecimiento bacteriano
que persiste tras una limitada exposicion de los microorganismos a un antimicrobiano. Para el calculo
de la duracion del EPA se utilizd la siguiente ecuacion: EPA =T — C, donde T es el tiempo (en horas)
que tarda el cultivo de microorganismos tratados en incrementar el nimero de bacterias viables en 1
logyo respecto del conteo realizado al momento de haber removido el antibacteriano por diluciéon y C
es el tiempo (en horas) que tarda el cultivo control en incrementar 1 logy, el nimero de bacterias
viables respecto del conteo realizado al momento de la dilucién del medio de cultivo®.

La evolucion temporal de la poblacién bacteriana de esta cepa luego de haber sido expuesta a
diferentes concentraciones de diclofenac durante una o dos horas respecto al crecimiento control se
muestran representadas graficamente en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucién de la masa bacteriana de S. aureus en ensayo de EPA. La flecha negra indica el tiempo en
el que se realizo la dilucién del antibidtico. Los valores se hallan expresados como log;o UFC/mL.

En el ensayo en el cual el microorganismo fue expuesto a distintas concentraciones de diclofenac
durante una hora no se encontraron diferencias significativas en el tiempo requerido para incrementar
el nimero de bacterias viables en 1 log;o, mientras que en el ensayo en el cual el tiempo de exposicion
fue de dos horas se evidencid que el EPA se incrementaba en forma directamente proporcional a la
concentracion a la que era expuesta la bacteria. Asi paso de 0,284 + 0,054 a 0,905 + 0,326 horas
cuando se incrementd la concentracion de diclofenac de 0,25 x CIM a 1 x CIM, mientras que a
concentraciones de 4 x CIM el tiempo de EPA fue de 1,285 + 0,402 horas.

A pesar que el EPA de diclofenac fue breve y por lo tanto con pocas posibilidades de considerar que
este efecto de persistencia pudiese llegar a tener impacto en el disefio de un esquema terapéutico
dirigido a tratar una infeccion provocada por S. aureus, debemos tener en cuenta que se trata de un
farmaco empleado clinicamente por sus propiedades antiinflamatorias y analgésica. Por otra parte cabe
consignar que si bien las concentraciones a las cuales el diclofenac ejerce actividad antibacteriana son
altas, las mismas podrian alcanzarse cuando el medicamento es aplicado en forma local mediante
preparados de uso topico. Por todo ello, este trabajo pone de manifiesto la necesidad de realizar
estudios complementarios tendientes a valorar si el EPA de diclofenac condiciona el accionar de
farmacos antimicrobianos que se aplican en forma conjunta con este antiinflamatorio, practica
sumamente habitual en la terapéutica veterinaria actual.
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