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INTRODUCCION

El diclofenac (DCF) es un medicamento ampliamente utilizado en medicina humana y
veterinaria por sus propiedades antiinflamatoria, analgésica y antipirética. No obstante
ello se ha demostrado que posee cierta accién 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 expresion de genes que participan de la estabilidad y
reparacion del ADN bacteriano (Riordan et al., 2011).

A fin de valorar la actividad antibacteriana, el principal indicador del cual se vale el
clinico al momento de establecer el régimen posologico es el conocimiento de la
concentracion minima inhibitoria (CIM), a la cual podemos definir como la
concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento
visible de un in6culo bacteriano (Garcia Rodriguez et al., 2001). Por otra parte, en la
interpretacion de estos indicadores se debe tener en cuenta que la CIM se determina
en caldo de cultivo, y no en el entorno en el que las bacterias crecen in vivo, ya sea,
sangre, fluido extracelular, orina, leche, o en presencia de exudado o detritos. El pH 'y
el tenor de oxigeno del ambiente son también importantes, en particular, en
localizaciones anatomicas especificas, tales como glandula mamaria o tracto urinario,
al igual que el efecto de cuadros patolégicos, como ser inflamaciéon o presencia de
abscesos (Ziv and Rasmussen, 1975; Luscombe and Nicholls, 1988).

La CIM es un parametro farmacodinamico estatico, por lo que para poder efectuar una
mejor valoracién cobran importancia los modelos dindmicos 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 concentracién del antimicrobiano, pudiendo
esta dltima mantenerse constante o fluctuar simulando lo que acontece in vivo.

Por tanto, en el presente trabajo se estudié la influencia de la incorporacién de leche al
medio de cultivo sobre la actividad antimicrobiana del DCF frente a una cepa de
referencia de S. aureus.

Proyecto: Caracterizacién de la actividad antimicrobiana in vitro del diclofenac frente a
Staphylococcus aureus valorando su interaccién con los antibiéticos usados en el tratamiento
de mastitis bovina.
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METODOLOGIA

A fin de caracterizar la actividad antibacteriana del DCF en presencia de leche bovina
se utilizé6 un modelo dinamico de curva de crecimiento y muerte bacteriana. Para ello
se procedié a enfrentar un indculo de aproximadamente 0,5x10° unidades formadoras
de colonias/mL (UFC/mL) de S. aureus ATCC 29740 a concentraciones de DCF
iguales a 256, 512 y 1024 pg/mL. La solucién de DCF se prepar6é a partir de un
estandar de pureza conocida. Como medio de cultivo se emple6 caldo Mueller-Hinton
(CMH) enriquecido con leche en relacion 50:50, anadiéndose para efectuar la dilucion
leche ultrapasteurizada (UHT) parcialmente descremada (1,5% de materia grasa, pH
6,65). El pH final del medio de cultivo fue de 7,00. Por otra parte, tubos con CMH y
CMH:Leche se utilizaron como testigos para valorar el crecimiento bacteriano en
ausencia de DCF. Todos los tubos se incubaron en estufa a 35°C y se tomaron
alicuotas del medio de cultivo a las 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas posteriores al inicio
del ensayo, las que previa dilucion en solucién fisiolégica fueron sembradas en placas
de Petri. Después de 24 horas de incubacion se procedidé a efectuar el conteo de
colonias. La actividad bacteriostatica de DCF en CMH:Leche se defini6 como la
maxima dilucién capaz de lograr una concentracién igual o menor a logy, de la
concentracion inicial del inéculo (No) luego de- 24 h de exposicion a 35°C. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado y se expresaron como su valor promedio.

RESULTADOS

La evolucién temporal de la poblacion bacteriana de esta cepa luego de haber sido
expuesta a distintas concentraciones de DCF respecto al crecimiento control se
muestran representadas graficamente en la Figura 1.
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Figura 1. Evolucidn de la masa bacteriana de Staphylococcus aureus enfrentada a diferentes
concentraciones de diclofenac en CMH:leche bovina en proporcién 50:50.



Puede apreciarse un mayor desarrollo en la masa bacteriana de S. aureus en el caldo
enriquecido con leche desde las 10 horas en adelante, respecto al crecimiento en
CMH. Por otra parte, se evidencia que concentraciones de 256 pug/mL lograron reducir
el crecimiento bacteriano de forma significativa, pero sin conseguir una actividad
bacteriostatica. Dicha actividad sélo se consiguié con una concentracion de 1.024
pg/mL.

CONCLUSIONES

En este ensayo la concentracion de DCF que inhibi6 el desarrollo bacteriano en CMH
enriquecido con leche fue de 1.024 pg/mL. Este valor es 4 veces superior al valor
obtenido en ensayos previos empleando como medio de cultivo CMH. Estas
diferencias podrian deberse a la capacidad de la molécula de fijarse a la caseina de la
leche y a glébulos de grasa, con lo cual se veria limitada la capacidad para difundir
hacia los microorganismo. Este trabajo demuestra la importancia de considerar el
efecto de los fluidos biol6gicos en la actividad de DCF, por lo que los valores de CIM
determinada en modelos in vitro, no necesariamente se correlacionan con lo que
puede suceder in vivo. Por otra parte, hay que sefalar que con la concentracion de
256 pg/mL consigui6é disminuir el crecimiento bacteriano respecto al que presentaba
en el medio control, por lo cual esto podria contribuir a potenciar la actividad de
antimicrobianos empleados en el tratamiento de rutina de la mastitis,
fundamentalmente en el caso de los que actian a nivel de la sintesis de ADN, ya que
el DCF disminuiria la capacidad para restaurar o estabilizar el ADN, con lo cual la
bacteria seria mas sensible al accionar de estos antibacterianos (Riordan et al., 2011).
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