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RESUMEN

Objetivo: comparar la actividad antimicrobiana de meropenem genérico y
meropenem innovador, frente a cepas resistentes de interés clinico mediante la
técnica de micro dilucion.

Método: se determind la concentracion minima inhibitoria y la concentracion maxima
bactericida segun el protocolo de micro dilucidon del Clinical and Laboratory Standars
Institute.

Resultado: se determind una concentracion minima inhibitoria de 320 yg/mL y una
concentracion maxima bactericida de 640 pug/mL para Staphylococcus aureus con
ambos antibidticos, Escherichia coli presenté una concentracion minima inhibitoria de
640 pg/mL y una concentracién maxima bactericida de 1 280 pg/mL con los dos
antibidticos y por ultimo Klebsiella pneumoniae tuvo una concentracion minima
inhibitoria de 5 120 pg/mL y una concentracion maxima bactericida de 2 0480 pg/mL
con ambos antibidticos.

Conclusion: no existen diferencias significativas en las concentracion maxima
bactericida y la concentracion minima inhibitoria de meropenem genérico y
meropenem innovador.
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ABSTRACT

Objective: To compare the antimicrobial activity of generic meropenem and
innovative meropenem on resistant strains of clinical interest by using the
microdilution technique.

Method: The minimum inhibitory concentration and maximum bactericidal
concentration were determined by the microdilution according to the protocol set by
the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Result: Minimum inhibitory concentration (MIC) of 320 ug / mL and a maximum
bactericidal concentration (MBC) of 640 pg/mL for both antibiotics against
Staphylococcus aureus. MIC reached 640 ug/mL and MBC of 1 280 ug/mL in both
antibiotics for Escherichia coli whereas the MIC was 5 120 ug/mL and WBC of

20 480 pg /mL with both antibiotics against Klebsiella pneumoniae

Conclusion: No significant differences were observed in minimum inhibitory
concentration and maximum bactericidal concentration between generic
meropenem and innovative meropenem.

Keywords: meropenem, microdilution, antimicrobial activity.

INTRODUCCION

Existen dos diferentes tipos de medicamentos comercializados para el tratamiento
de las enfermedades, los innovadores que presentan una molécula nueva, generada
tras largas investigaciones, que cuentan con una patente y los genéricos que son
una réplica del medicamento innovador, con el mismo principio activo y la misma
forma farmacéutica solo que presentan un costo menor ya que se comercializan
una vez caducad a la patente del innovador y no requieren toda la inversion y los
estudios clinicos en que incurrié la molécula innovadora cuando se lanzo6 al
mercado.!?

Actualmente se tiene la creencia de que los medicamentos genéricos no presentan
la misma efectividad que los innovadores, por lo cual la salud del consumidor se va
a ver afectada. Principalmente en paises en via de desarrollo como Colombia, se
emplean estos medicamentos por su bajo costo, por tanto es importante demostrar
gue los medicamentos genéricos actian de la misma forma que el innovador y no
sugiere un riesgo para el consumidor.?

Entre los antimicrobiano mas empleados para el tratamiento de enfermedades
infecciosas se encuentran los carbapenémicos, entre los cuales se destaca el
meropenem. Debido a su amplio espectro antibacteriano que incluye la
Pseudomonas aureginosa, los carbapenémicos han abierto nuevos horizontes al uso
de antibidticos betalactdmicos. El imipenem fue el primer carbapenémico usado
clinicamente, subsecuentemente muchos otros como pampenem, meropenem,
biapenem, se han desarrollado y usado para el tratamiento de infecciones graves o
estudios clinicos.3
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Meropenem es un antibidtico de amplio espectro empleado en el tratamiento de
infecciones respiratorias graves, infecciones intrabdominales y nosocomiales,
meningitis, septicemia en pediatria, infecciones del tracto urinario, ginecoldgicas,
en monoterapia en pacientes inmuno comprometidos, entre otros. Este antibiotico
es comercializado en su forma genérica e innovadora y en Colombia se emplea
principalmente el genérico por su bajo costo comparado con el del innovador.*®

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana de un antibidtico existen
diferentes métodos como la prueba de difusion en agar, dilucién en caldo o micro
dilucidn; este ultimo resulta una técnica util para determinar concentracién minima
inhibitoria (MIC), en un gran nimero de muestras. La ventaja sobre los métodos de
difusion radica en un aumento de la sensibilidad para cantidades pequeras, ademas
permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico.”?

Con el propodsito de comparar la actividad antimicrobiana de meropenem genérico y
meropenem innovador frente a cepas aisladas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Klebsiella pneumoniae de pacientes hospitalizados en cuidados intensivos
del hospital San Ignacio, mediante la técnica de micro diluciéon, se disefid este
estudio con el fin de identificar diferencias entre los dos.

METODOS

PUREZA, CINETICA Y VIABILIDAD

Las cepas fueron suministradas por el Hospital San Ignacio, aisladas y clasificadas,
por pruebas bioquimicas, aisladas de pacientes en cuidados intensivos, cada cepa
tiene el reporte del antibiograma realizado y se conoce que son cepas patégenas y
resistentes a antibidticos, conservadas y clasificadas en el cepario del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Javeriana.

Para determinar la pureza de las cepas se realizé coloracion de gram a cada una de
ellas y se observaron las laminas en el microscopio para comprobar su morfologia.

Bajo condiciones estériles se preparo un cultivo de Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli y Sthapylococcus aureus, para esto se empled un erlenmeyer de
100 mL, se adicionaron 50 mL de caldo Muller Hinton (MH) y se resuspendieron las
colonias de cada microorganismo previamente conservadas en placas Petri, los
cultivos se mantuvieron con agitacion mecanica a 150 rpm y a una temperatura de
37 °C durante 12 horas. Se tomaron 2 mL de muestras a las horas 0, 2, 6, 10y 12
las cuales fueron analizadas por absorbancia en un espectrofotémetro a 540 nm,
para realizar la curva de crecimiento del los microorganismos.

ESTANDARIZACION DEL INOCULO

Se ajusto la concentracion del inoculo segln el patron 0,5 de Macfarland. Cada uno
de los microorganismos se inoculo en caldo MH y se incubo a 35 °C y 150 rpm
hasta que alcanzara la turbidez equivalente al patrén 0,5 del estandar de
Macfarland (550 nm-0,125). Para la determinacién de la concentracién del inoculo
se leyd la absorbancia del cultivo en un espectrofotémetro a 540 nm y se comparo
con el patréon 0,5 de Macfarland.?
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ESTANDARIZACI'(’)N DE LAS CONCENTRACIONES EVALUADAS
PARA EL ANTIBIOTICO POR LA TECNICA DE DILUCION EN CALDO

Para la estandarizacion de las concentraciones a evaluar del antibiético, se realizd
la técnica de dilucion en caldo en la cual se adicioné 1 mL de la concentracion de
antibiotico y 1 mL de inoculo en 8 mL de caldo MH, se incubo por 24-48 h y se
observé el crecimiento microbiano por turbidez. Para realizar esta prueba se uso el
antibiodtico genérico utilizando como referencia la concentracién de uso de este
(50 mg/mL). Las concentraciones evaluadas estuvieron en un rango de

1 pg/mL-20 000 ug/mL.

DETERMINACION DE LA C,ONCENTRACI(')N MINIMA INHIBITORIA )
Y LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA POR MICRO DILUCION

En placas de 96 pozos se adicionaron 150 yL de caldo Muller Hinton en cada pozo,
posteriormente se agregaron 150 pL de antibiético genérico, se realizaron diluciones
seriadas en basa 1:2 para disminuir la concentracion del antibiético. se tomaron 150 pL
del pozo Al y se adicionaron al pozo A2 , se homogenizo y se retiraron nuevamente

150 pL del pozo A2 y se pasaron al pozo A3 y asi sucesivamente hasta llegar al pozo
Al1l, del pozo All se sacaron 150 uL y se descartaron, todos los pozos quedaron con un
volumen final de 300 yL. Se realizé el mismo procedimiento para las siguientes filas.
Por ultimo se adicioné el inoculo en todos los pozos excepto en la columna 12 y en la fila
H, se realizaron 14 replicas por cada concentracion evaluada y se ejecuté el mismo
procedimiento empleando el antibidtico innovador. Se pusieron las placas en agitacion
constante a 150 rpm a 37 °C por 96 horas y se realizé la lectura de absorbancia a

620 nm en un lector de Elisa a las 0, 24, 44, 50, 68, 96 horas.!!

ANALISIS ESTADISTICO

Para la determinacion de la CMI Y CMB se realizé un disefio factorial mediante una
prueba de ANOVA Univariante con el fin de establecer diferencias significativas
entre el tiempo y la concentracidn de antibiético de acuerdo a la inhibicidn del
crecimiento. Asi mismo, se realizaron comparaciones multiples entre las
concentraciones mediante la prueba de Tukey y Scheffe, para identificar el
tratamiento con mayor inhibicién. Las pruebas se realizaron mediante el software
SPSS 19.

RESULTADOS

PUREZA, CINETICA Y VIABILIDAD

Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas realizadas por el cepario de la
Universidad Javeriana para la identificacion y caracterizacién de los
microorganismos confirmaron que las cepas empleadas eran E. coli, S. aureus y

K. pneumoniae todas estas resistentes. Se determiné la pureza de las cepas, ya
que al realizar las coloraciones de gram respectiva para cada microorganismo los
resultados de las caracteristicas microscépicas concordaron con lo reportado en la
literatura para cada microorganismo. Para E. coli se evidenciaron bacilos gram
negativos, para S. aureus, cocos gram positivos y para K. pneumoniae bacilos gram
negativos.*8
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Las curvas de crecimiento (figura 1), para todos los microorganismos muestran una
fase exponencial, estacionaria y de muerte, lo cual permite identificar un
comportamiento normal de todos los microorganismos en el medio empleado.
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Fig. 1. Curvas de crecimiento de Staphylococcus sureus, Escherichia
coli vy Klebsiella pneumoniae.

En cuanto a la cinética y viabilidad de las cepas, en la curvas de crecimiento se
puede observar un crecimiento exponencial de todas las cepas, lo cual indica que
los microorganismos son viables y presentan un comportamiento optimo en el
medio empleado.

ESTANDARIZACII(')N DE LAS CONCENTRACIONES EVALUADAS
PARA EL ANTIBIOTICO POR LA TECNICA DE DILUCION EN CALDO

Se emplearon concentraciones en un rango de 1 a 20 000 pg/mL, dependiendo de
cada microorganismo evaluado. Para Staphylococcus aureus se evalud un rango
entre 1 y 1000 ug/mL en donde 700, 900 y 1 000 pug/mL lograron una inhibicién en
el crecimiento. Para la Escherichia coli, se evaludé un rango de 1 a 10 000 pg/mL
encontrandose que 1 000, 2 500, 5 000 y 10 000 lograron inhibir el crecimiento.
Finalmente se evalud un rango de 1 a 20 000 pg/mL para Klebsiella pneumoniae
determinando que solo 10 000 y 20 000 pg/mL inhibieron el crecimiento.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
Y LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA POR LA TECNICA DE MICRO
DILUCION

Se establecid la CMI y la CMB de meropenem genérico y meropenem innovador para
cada microorganismo, determinédndose que la CMI y la CMB para E. coli fue de

640 ug/mL y 1 280 pg/mL respectivamente, para los dos antibidticos evaluados.

En cuanto a S. aureus se encontré una CMI y CMB de 320 ug/mL y 640 pg/mL igual

en meropenem genérico como en el innovador. La CMI y la CMB para K. pneumoniae
se establecié en 5 120 ug/mL y 20 480 ug/mL, para los dos antibidticos. No se
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encontré diferencia entre el meropenem genérico y el meropenem innovador ya que
ambos presentaron los mismos valores de

CMI y CMB para todos los microorganismos evaluados. Para la determinacion de la
CMI y la CMB se empleo el método de micro dilucién segun el protocolo establecido
por el CLSI, modificando el tiempo de incubacién.*’

En cuanto a las concentraciones del antibidtico se determind que existen diferencias
significativas en el crecimiento microbiano frente a las diferentes concentraciones
evaluadas. (F:146,272; gL1:11; gL2:1 080; p<0.005). El analisis de Tukey y
Scheffe muestra poca variacion entre los resultados de la CMI y CMB de los
antibioticos evaluados, para E. coli genérico (0,3071) (0,0846) y para E. coli
innovador (0,5086) (0,0907) respectivamente. En cuanto a S. aureus genérico
(0,6671) (0,3057) y S. aureus innovador (0,6788) (0,2671). Por ultimo para K.
pneumoniae genérico (0,2689) (0,3307) y para K. pneumoniae innovador

(0,2689) (0,3320).

En las figuras 2 y 3 se describen el crecimiento de E. coli frente al meropene genérico
e innovador. La mayor inhibicion del crecimiento microbiano de E. coli, se encuentra
en un rango de concentracion de 160 pug/mL a 2 500 pg/mL y es el optimo de

640 pg/mL a 1 280 pg/mL, en un rango de tiempo de incubacion de

24 horas a 50 horas. En cuanto a S. aureus la figuras 4 y 5 muestra un rango de
concentraciones éptimas para la inhibicion del crecimiento mas amplio en comparacién
con E. coli, el rango que se observa va desde 20 ug/mL a 1 280 pg/mL, siendo el
optimo entre 640 pug/mL y 1 280 ug/mL al igual que E.coli, esto se observa en un
rango de tiempo de 24 horas a 50 horas. Por otro lado K. neumonidae muestra un
comportamiento diferente a las dos cepas mencionadas anteriormente, ya que el
rango de concentraciones optimas es mucho mayor, encontrandose entre 640 ug/mL a
10 240 pg/mL y es el éptimo de 1 280 pg/mL a 5 120 pg/mL en un rango de tiempo
de 44 horas a 55 horas. (figuras 6y 7)
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Fig. 2. Comportamiento de Escherichia coli frente a diferentes concentraciones de
Mmeropenam genérico.
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Absorbancia (610 nm)
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Fig. 3. Comportamiento de E. coli frente a diferentes concentraciones de
meropenem innovador.
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Fig. 4. Crecimiento de 5. aureus frente a diferentes concentraciones de
Meropenam generico.
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Absorbancia (610 nm)
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Fig. 5. Creamiento de 5. aursus frente a diferentes concentraciones de
meropenem innowvador.
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Fig. 6. Creamiento de K. pneumonize frente a diferentes concentraciones de
meropenem genérico.
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Absorbancia (610 nm)
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Fig. 7. Creamiento de K. pneumoniae frente a diferentes concentraciones de
meropenem innovador.

DISCUSION

Aunque el tiempo de incubacion sugerido para la determinacion de la
susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias en el CLSI es entre 16 y 20 horas
(CLSI, 2006), se ha reportado que una extensién en el tiempo de incubacién es
necesaria para aumentar la deteccion eficiente de bacterias resistentes al
antibiotico.3>

El método CLSI a 24 horas tiene la posibilidad de pasar por alto las bacterias farmaco
resistentes. En este estudio fue evidente que la prolongacion en el tiempo de incubacion
logro mitigar errores en la determinacién de la CMI y la CMB, ya que de haberse
incubado Unicamente durante 24 horas los valores de CMB fuera mucho menor
comparado con los reales. La concentracion minima inhibitoria es de 640 pg/mL ya que
una vez pasadas las 24 horas el microorganismo vuelve a crecer, si el periodo de
incubacién hubiera sido solo de 24 horas la CMI hubiera podido confundirse con la CMB
ya que hasta ese punto ambas inhibirian el crecimiento. Mediante el analisis estadistico
se logro determinar que existen diferencias significativas en el crecimiento microbiano
frente a los diferentes tiempos de incubacién (F:103,629; gL1:5; gL2: 1080; p<0,005).

Segun los resultados obtenidos, se evidencia una mayor resistencia a los
antibidticos por parte de K. pneumoniae, ya que presenta valores muy altos de
CMLI. La alta resistencia de K. pneumoniae frente a meropenem puede deberse a la
accion de enzimas B-lactamasas, principalmente Carbapenemasas capaces de
hidrolizar el antibidtico. Las B-lactamasas son ubicuas de las bacterias gram
negativas y representan una forma importante de resistencia. Los principales
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grupos de enzimas B-lactamicos encontradas en el género de. Klebsiella spp son
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y las Carbapenemasas. Las

B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se reportan en multiples especies de
bacterias gram negativas, principalmente en Klebsiella spp Escherichia coli.?/1%/13

La principal carbapenasa que se describe clasicamente en K. pneumoniae y en
algunas Enterobacteriaceas alrededor del mundo es la enzimas tipo KPC. En un
estudio realizado durante el afio 2005 se identificaron en diferentes hospitales de
Colombia dos aislamientos de K. pneumoniae resistente a carbapenems. Ambos
fueron BLEE negativos y tuvieron un alto nivel de resistencia (concentracion
inhibitoria minima mayor de 256 ug/mL) para los tres carbapenems probados.
Se estudiaron ambas cepas por secuenciacion y se hallé que tenian las enzimas
KPC, con el gen BlaKPC-2. Durante 2008 se informaron en todo el mundo
frecuencias altas de aislamiento de K. pneumoniae productora de BLEE, 9 % en
Europa y Estados Unidos, 25 % en Asia y 45 % en Sur América; en Colombia el
problema es muy semejante al del resto del mundo, con porcentajes de resistencia
cercanos al 32 %.%14

Las Carbapenemasas fueron inicialmente consideradas poco frecuentes, los
recientes reportes en la literatura han generado preocupacion entre los clinicos y
los grupos de investigacion por el reto terapéutico que representan y por su
impacto en el desenlace clinico de los pacientes, ya que la resistencia a los
carbapenems implica resistencia a otros B-lactamicos.!®

La presencia de Betalactamasas sumada a la pérdida o modificacidon de porinas, lo
cual lleva a la disminucién de la permeabilidad de la membrana externa bacteriana,
explicaria porque K. pneumoniae presenta alta resistencia a los antibioticos
betalactamicos entre los cuales se encuentra los antibidticos evaluados en este
estudio.b/1314

Dentro de las tres cepas bacterianas incluidas en el estudio, E.coli fue la segunda
con mayor CMI encontrado en el estudio, esto se debe a las B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), las cuales generan resistencia a los antibioticos
B-lactéamicos, debido a que hidrolizan el anillo B-lactamico del antibidtico lo cual es
responsable en gran parte de su accién antimicrobiana, pero carecen de las
carbapenemasas que pose Klebsiella pneumoniae lo cual explicaria la deferencia de
concentraciones para CMI y CMB de estas 2 bacterias.10:16

La literatura revisada soporta la anterior afirmacion, asi en un estudio llevado a
cabo en Estados Unidos entre 2000 y 2002, con 6 421 aislamientos de bacilos gran
negativos se encontré que las BLEE se detectaban solo en Enterobacteriaceae; al
clasificarlos segln su procedencia en unidades de cuidados Intensivos (UCI)) frente
a no UCI, se hallaron BLEE en el 74 % de los primeros y en el 43 % de los
segundos. Las principales bacterias productores de BLEE fueron K. pneumoniae y
E. coli, pero ademas se encontrd produccién de Carbapenemasas en 4,8 % de los
aislamientos de K. pneumoniae.!3:14:16,17

El microorganismo con una menor CMI fue S. aureus, este resultado puede deberse
a que es una bacteria gram positiva; en organismos gram positivos, la pared
celular, de estructura mucho mas simple que en los gramnegativos, es permeable a
moléculas polares. En bacterias gram negativas existe una membrana externa que
constituye una fuerte barrera para la entrada de solutos polares, como los
B-lactéamicos. Es por tal razén que E. coli y K. pneumoniae presentan una mayor
resistencia comparado con S. aureus, ademas de la produccién de enzimas
betalactamicas.!/1>/18
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Los datos de ANOVA reflejan que el F calculado es de 36,398>Ft 1,33 (Alfa: 0,05),
por lo cual se rechaza la Ho que establece que las medias son iguales. EIl ANOVA
muestra que para el factor concentraciones de antibidtico el Fc es de 146,272>Ft
1,84 (Alfa:0,05), por lo cual se rechaza la Ho que establece que los niveles de este
factor producen lo mismo en la variable respuesta; ademas se debe tener en
cuenta que la significancia es alta (0,000), lo que indica que existen diferencias
significativas entre los niveles y que estos no producen la misma respuesta.

En cuanto al factor tiempo de incubacién el Fc fue de 103,629>Ft 2,22 (Alfa:0,05),
por lo cual se rechaza la Ho que establece que los niveles producen lo mismo en la
variable respuesta. Ademas se debe tener en cuenta que la significancia es alta
(0,000), lo que indica que hay diferencias significativas entre los niveles y que
estos no producen lo mismo en la variable respuesta. Finalmente en la interaccion
de tiempo y concentracion el Fc fue de 8,310>Ft 1,33 (Alfa: 0,05), por lo cual se
rechaza la Ho que establece que no hay interaccién entre los factores. Ademas se
debe tener en cuenta que la significancia es alta (0,000), lo cual indica que existe
una alta interaccion entre el tiempo incubacién y las concentraciones de antibidtico.

Para la comparacion de la actividad antimicrobiana de los antibiéticos frente a cada
microorganismo se empleo la prueba de Tukey y Scheffe evaluando el efecto de las
concentraciones, en la comparacion de resultados se determiné que no existen
diferencias significativas entre la actividad antimicrobiana de meropenem genérico
y meropenem innovador frentes a las tres cepas evaluadas.

No existen diferencias en la actividad antimicrobiana de los dos antibiéticos ya que
ambos presentan el mismo valor de concentracion minima inhibitoria y
concentracidn minima bactericida para S. aureus, E. coli y K. pneumoniae.

Este estudio se puede tomar como base para futuros trabajos, investigando en
cuanto a las enzimas bacterianas que causan la resistencia de estas frente a los
antibioticos o el estudio del comportamiento de los microorganismos simulando un
tratamiento el ser humano en donde hay un suministro de la dosis repetitivamente.
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