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INTRODUCCION

El diclofenac es un farmaco ampliamente utilizado tanto medicina humana como
veterinaria por sus propiedades antiinflamatoria, analgésica y antipirética. Este
medicamento, al igual que otros compuestos que se emplean en el tratamiento de
afecciones de etiologia no infecciosa ha demostrado poseer cierta accion
antibacteriana frente a bacterias gramnegativas y grampositivas, entre ellas S. aureus
(Annadurai et al, 1998; Dutta et al., 2008). Si bien no esta completamente dilucidado,
se postula que este accionar se deberia a que reprime la expresién de genes que
participan de la estabilidad y reparacion del ADN bacteriano (Riordan et al., 2011).
Desde los origenes de la era antibidtica hasta nuestros dias, la concentracion inhibitoria
minima (CIM) ha sido el principal parametro farmacodinamico en el que se han basado
los disefios de regimenes posologicos de agentes antibacterianos, no obstante es
preciso sefalar que la CIM es calculada a concentraciones constantes del
antimicrobiano, por lo que en realidad esta determinando un valor umbral de actividad,
e implica la existencia de una respuesta concentracién-efecto del tipo todo o nada.
Esto es, todas las concentraciones por debajo de la CIM son consideradas igualmente
inefectivas, y bien esta demostrado que concentraciones ligeramente inferiores a la
CIM presentan algun efecto antibacteriano, aconteciendo lo mismo con las que se
encuentran ligeramente por encima del valor de CIM, ya que el maximo de efecto
solamente acontece con concentraciones més altas (Mueller et al., 2004). A fin de
poder valorar estos efectos es donde cobran importancia los modelos dinamicos
basados en curvas de crecimiento y muerte bacteriana, los cuales pueden evaluar el
crecimiento y la muerte tanto en funcién del tiempo como de la concentracion del
antimicrobiano. También en base a estos modelos puede determinarse el efecto
posantibiético (EPA), al cual se lo define como a la supresién temporal del crecimiento
bacteriano, luego de una limitada exposicion de un indculo a un agente antimicrobiano,
siendo otro postulado sobre el que se sustenta el éxito en la terapia en base a
regimenes de aplicacién de dosis multiples.

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo fue determinar si el diclofenac presenta efecto
postantibiético frente a una cepa ATCC de S. aureus.

METODOLOGIA

Para realizar este estudio se utilizé un estandar de diclofenac sédico (97,6%), la cepa
de S. aureus ATCC 29740 (Newbould 305), microorganismo de referencia aislado a
partir de un caso de mastitis, y caldo Mueller Hinton (MHB). La CIM de diclofenac
sobre esta cepa bacteriana (256 pug/mL) se determiné por el método de macrodilucién
en tubo (CLSI, 2008), en tanto que el ensayo de EPA se realiz6 a partir de una
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modificacidon de la técnica reportada por Wang & Zhang (2009), para lo cual se
emplearon seis indculos (0,5 x 108 UFC/mL); tres fueron controles y tres se expusieron
a una concentracion de diclofenac equivalente a 4 veces la CIM durante 2 horas
incubandose a 35 °C. Al cabo de ese tiempo los seis cultivos se diluyeron con MHB a
razon de 1/1000 con el fin de eliminar la actividad del antibacteriano, para luego volver
a mantenerse en estufa por 10 horas. Los conteos de bacterias viables se realizaron
por extension de una alicuota del medio de cultivo al inicio del ensayo (hora -2),
inmediatamente luego de haber realizado la diluciéon (hora 0), y posteriormente a
intervalos de una o dos horas hasta transcurridas diez horas de iniciado el ensayo.

El EPA fue definido como la supresion de crecimiento bacteriano que persiste tras una
limitada exposiciéon de los microorganismos a un antimicrobiano. Para el calculo de la
duracién del EPA se utilizé la siguiente ecuaciéon: 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 logo respecto del conteo realizado al momento de haber
removido el antibacteriano por dilucion y C es el tiempo (en horas) que tarda el cultivo
control en incrementar 1 logs, el nimero de bacterias viables respecto del conteo
realizado al momento de la dilucion del medio de cultivo (Craig & Gudmundsson,
1996). La comparacion estadistica entre los valores se realizé mediante el test de t de
diferencia de medias de Student de dos colas, fijando el nivel de significancia en un
5% (p = 0,05).

RESULTADOS

La evolucién temporal de la poblacion bacteriana de esta cepa luego de haber sido
expuesta a concentraciones suprainhibitorias de diclofenac (4 x CIM) durante dos
horas (EPA) respecto al crecimiento control se muestran representadas graficamente
en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucién de la masa bacteriana de Staphylococcus aureus en ensayo de EPA. La
flecha negra indica el tiempo en el que se realizé la dilucion del antibidtico. Los valores se
hallan expresados como logio UFC/mL.

Proyecto CAI+D 2011 Resol. C.S. n® 245/13 “Caracterizacion de la actividad antimicrobiana in vitro del
diclofenac frente a Staphylococcus aureus valorando su interaccién con los antibidticos usados en el
tratamiento de mastitis bovina”.

Director del proyecto: Dr. Eduardo J. Picco

Director del autor: Dr. Eduardo J. Picco



Los resultados obtenidos, muestran que el EPA de diclofenac sobre las cepa de S.
aureus fue de corta duracion (1,177 * 0,489 horas). También puede evidenciarse que
durante las dos horas de incubacién con diclofenac no descendié el niumero de
bacterias, sino que se mantuvo en el numero registrado al inicio del ensayo, lo cual
revela que este farmaco ejerce un efecto bacteriostatico, tal como se ha reportado
anteriormente. Estas diferencias en el numero de UFC entre controles y tratados se
mantuvo hasta las 8 horas de iniciado al ensayo, ya que en el muestreo siguiente, el
de las 10 horas, no se registraron diferencias entre las dos poblaciones en estudio.

DISCUSION

A pesar que el EPA de diclofenac fue demasiado corto como para considerar que este
efecto de persistencia pudiese llegar a tener impacto en el disefio de un esquema
terapéutico dirigido a tratar una infeccién provocada por S. aureus, debemos tener en
cuenta que se trata de un farmaco empleado clinicamente por sus propiedades
antiinflamatorias y analgésicas, por lo cual deberia considerarse este accionar en el
caso de emplearlo junto a antimicrobianos, con lo cual podria potenciar el efecto de los
mismos y tener interés terapéutico en el caso de microorganismos resistentes.

Por otra parte, desde hace mucho tiempo se ha observado que las bacterias en fase
postantibiética son mas sensibles a la fagocitosis y muerte por la accién de leucocitos
y se llamé a esto; efecto postantibiético estimulador de leucocitos (PALE) (Mc Donald
et al. 1981). A esto debe de adicionarse las propiedades inmunoreguladoras que
presenta el diclofenac (Ravel et al., 2004),

No obstante la persistencia de la actividad de diclofenac sobre S. aureus observada en
este ensayo, son necesarios mas estudios para obtener informacion que permita
incorporar el EPA como parametro farmacocinético-farmacodindmico en el disefio de
los regimenes terapéuticos de este farmaco.
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