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Staphylococcus aureus empleando un modelo dinamico.
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Proyecto CAI+D 2011: “Caracterizacién de la actividad antimicrobiana in vitro del diclofenac frente a
Staphylococcus aureus valorando su interacciéon con los antibidticos usados en el tratamiento de
mastitis bovina”.

Son bien conocidas las propiedades del Diclofenac (DCF) como poderoso agente antiinflamatorio, por
lo cual es ampliamente utilizado en medicina veterinaria, mientras que es mucho menos popular el
hecho de que este farmaco posee cierta accién antibacteriana frente a bacterias gramnegativas y
grampositivas, entre ellas S. aureus®. Si bien no estd completamente dilucidado, se postula que este
accionar se deberia a que reprime la expresion de genes que participan de la estabilidad y reparacién
del ADN bacteriano”. El objetivo del presente trabajo fue evaluar si la incorporacién de DCF
modificaba la actividad de ciprofloxacina (CPF) frente a una cepa de S. aureus, empleando un modelo
farmacodindmico in vitro. Este estudio se desarrollé empleando como microorganismo de referencia a
la cepa de S. aureus ATCC 29740 (Newbould 305), originalmente aislada a partir de un caso de
mastitis, y estdndares de DCF (97,6%) y CPF (98,3). En una primera etapa se caracterizo la interaccién
mediante macrodilucion con caldo Mueller-Hinton, para lo cual los tubos se dispusieron conformando un
tablero con diluciones de DCF y CPF en concentraciones inferiores y superiores a la CIM. De esta manera
quedaron representadas todas las posibles combinaciones de las diluciones, ademds de un control. Cada
tubo del tablero present6 un volumen final de 1 mL, de los cuales 0,25 se incorporaron con la
concentracién de CPF y 0,25 con la de DCF para esa casilla, correspondiendo los restantes 0,5 mL al
in6eulo bacteriano (10° UFC/mL). A continuacién se incub6 a 35° C durante 24 horas, al cabo de las cuales
se procedi6 a la lectura de los resultados. Con estos datos se determiné el Indice de Concentracién
Inhibitoria Fraccionaria (FICI), el cual se calcul6 de la siguiente manera: FICI = FICcpr + FICpcr; donde:
FICCPF = CIMCPF+DCF / CIMCPF y FICDCF = CINIDCF+CPF / CIMDCF. Si el FICI es menor o 1gual a 0,5 hay
sinergismo, en tanto que si el FICI es superior a 4 hay antagonismo . En este ensayo la CIM de CPF
descendi6 de 0,128 a 0,016 pg/mL luego de la incorporacién de DCF a razén de 32 pg/mL, por lo que
el Indice FICI fue de 0,25. Con estos resultados se procedi6 a caracterizar el comportamiento cinético de
esta interaccién empleando un modelo dindmico de curva de crecimiento bacteriano. El estudio se
realiz6 exponiendo el inéculo de S. aureus a DCF y CPF a las concentraciones con las cuales se registrd
la interaccidn, esto es 0,016 pg/mL de CPF y 32 pg/mL de DCEF, tanto en forma combinada como
independiente, asi como también a concentraciones iguales a la CIM individual de cada uno de ellos.
Un inéculo fue cultivado en ausencia de farmaco e incubado en estufa bajo idénticas condiciones (35 +
1°C) para la construccion de la curva de crecimiento testigo. De cada cultivo se obtuvieron alicuotas de
0,1 mL al tiempo cero y luego de 2, 4, 6, 8, 10 y 24 horas de crecimiento. Estas se diluyeron en
solucién salina isotdnica a 4 °C y una alicuota de cada dltima dilucién fue extendida sobre la superficie
de una placa de agar e incubada 35 = 1 °C durante 24 horas. Todas las curvas se construyeron por
duplicado y los valores de UFC/mL fueron estimados por el factor de correccién correspondiente. El
nimero de bacterias viables en cada tiempo de muestreo fue expresado como el promedio de conteos
realizados en cada repeticién. En la figura 1 pueden evidenciarse las modificaciones en la CIM al
aplicar en forma combinada los dos farmacos, en tanto que en la figura 2 puede verse como evoluciona
esa poblacion bacteriana al exponerse a diferentes concentraciones de estos medicamentos. Puede
apreciarse que cuando se emplean concentraciones sub inhibitorias de DCF o de CPF se presenta una
disminucidn inicial en el crecimiento de los microorganismos, pero esta actividad desaparece entre las 2
y 4 horas, presentando a partir de alli un crecimiento similar al del cultivo control. Por su parte, cuando
se valora el crecimiento bacteriano de DCF o CPF a concentraciones iguales a la CIM se ve claramente
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la actividad bactericida de la CPF, ya que se aprecia una disminucién en el crecimiento de 3 logaritmos.
En el caso del DCF se evidencia un claro efecto bacteriostatico, ya que el nimero de UFC se mantiene
constante. Cuando se caracteriza la evolucién de la poblacién bacteriana enfrentindola en forma
conjunta a DCF y CPF en las concentraciones en las cuales se registré el efecto sinérgico en el modelo
de macrodilucién se aprecia que si bien disminuye el crecimiento bacteriano, no llega a ser un efecto
bactericida. Dado que ciprofloxacina interfiere la sintesis de ADN, es factible que la mayor
sensibilidad de este microorganismo se deba a la menor capacidad para restaurar o estabilizar el ADN
originada por el DCF, con lo cual la bacteria seria mds sensible al accionar de la ciprofloxacina. Cabe
seflalar que si bien se ha demostrado que el DCF puede modificar la CIM de cloxacilina y
vancomicina frente a S. aureus, este efecto es dependiente de la cepa empleada, por lo que este seria
otro factor a tener en cuenta al momento de interpretar los resultados. Similares resultados fueron
reportados para otras quinolonas, como ser ofloxacina o norfloxacina®. Por otra parte, dado las
propiedades inmunoreguladoras del DCF®, es que se requieren de estudios complementarios
empleando modelos in vivo para determinar la importancia clinica de esta interaccion.
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Figura 1: Representacién grafica de la Figura 2: Evolucién de la masa bacteriana de S. aureus
interaccion entre DCF y CPF frente a S. expuesta a DCF y/o CPF. Los valores se hallan
aureus. ([lCon crecimiento bacteriano expresados como log;y UFC/mL.
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