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RESUMEN

Introduccion: La comparacion de la actividad antibacteriana de medicamentos genéricos
frente a innovadores resulta vital al momento de establecer politicas de intercambiabilidad
terapéutica en las instituciones que prestan servicios de salud.

Objetivo: Comparar la actividad antibacteriana in vitro del meropenem genérico versus el
meropenem innovador frente a cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
provenientes de pacientes con infeccion intraabdominal del Hospital Universitario del
Caribe de Cartagena.

Meétodos: La actividad antibacteriana in vitro del meropenem genérico y del innovador se
evaluo determinando la concentracion minima inhibitoria por el método de microdilucion en

caldo y concentracion minima bactericida por siembra directa en agar. Se utilizaron cepas
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de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa provenientes de pacientes hospitalizados con
infeccion intraabdominal y registrados entre diciembre de 2015 y mayo de 2016.
Resultados: Las concentraciones minimas inhibitorias del meropenem genérico y del
innovador fueron de 1 pg/mL y 1 pg/mL respectivamente, frente al 90 % de aislamientos
clinicos de Escherichia coli y 2 pg/mL frente al 100 % de cepas de Pseudomonas
aeruginosa. De forma similar la concentracion minima bactericida de los medicamentos fue
de 2pg/mL y 2pg/mL, respectivamente frente el 100 % de Escherichia coli y 4 pg/mL y 4
pg/mL, respectivamente, sobre todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa. El analisis
estadistico de los bioensayos permiti6 demostrar que no existieron diferencias
estadisticamente significativas en la actividad antibacteriana de ambos medicamentos.
Conclusiones: EI meropenen genérico e innovador comercializados en Colombia presentan
igual actividad antibacteriana in vitro tanto bactericida como bacteriostatica frente a cepas
de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes hospitalizados con
infeccion peritoneal y abscesos intraabdominales.

Palabras clave: meropenem; actividad antibacteriana in vitro; prueba de sensibilidad

microbiana, infeccién intraabdominal.

ABSTRACT

Introduction: Comparison of antibacterial activity of generic versus innovative drugs is
vital for establishing therapeutic interchangeability policies in institutions that provide health
services.

Objective: To compare in vitro antibacterial activity of generic meropenem versus brand-
name meropenem against Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa strains from
patients with intraabdominal infection and at Hospital Universitario del Caribe in
Cartagena.

Methods: In vitro antibacterial activity of generic and brand-name meropenem was
evaluated by determining the minimum inhibitory concentration, using the broth
microdilution method; as well as the minimum bactericidal concentration, using direct

culture on agar. Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa strains from hospitalized
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patients with intraabdominal infection and registered between December 2015 and May
2016 were used.

Results: The minimum inhibitory concentrations of generic and brand-name meropenem
were, respectively, 1 pg/mL and 1 pg/mL, compared to 90% of clinical isolates of
Escherichia coli, and 2 pg/mL compared to 100% of Pseudomonas aeruginosa strains.
Similarly, the minimum bactericidal concentrations of the drugs were, respectively, 2 pg/mL
and 2 pg / mL, against 100% for Escherichia coli, and 4 pg/mL and 4 pg/mL, respectively,
for all Pseudomonas aeruginosa strains. The statistical analysis of the bioassays permitted
to demonstrate that there were no statistically significant differences concerning antibacterial
activity for both drugs.

Conclusions: Either generic or brand-name meropenem marketed in Colombia shows the
same in vitro antibacterial activity, both bactericidal and bacteriostatic, against Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa strains isolated from hospitalized patients with peritoneal
infection and intraabdominal abscesses.

Keywords: meropenem; in vitro antibacterial activity; microbial sensitivity test;

intraabdominal infection.
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Introduccion

Por su heterogeneidad la infeccion intraabdominal (I1A) es un conjunto de procesos severos
intraperitoneales y retroperitoneales que provocan una alta mortalidad a nivel mundial. Los
pacientes con IIA que desarrollan estadios avanzados, con la necesidad de ingreso a las
unidades de cuidados intensivos (UCI), oscilan entre el 24 % y el 32 %. Lo que obliga a
realizar una correcta seleccion de los esquemas antibacterianos y procedimientos

terapéuticos para el manejo de esta enfermedad.
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En el estudio SMART de Esparia (Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends)
se monitorizé la sensibilidad a antibacterianos de bacterias gran negativas aisladas de 1A,
con énfasis en las productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Los
resultados arrojaron que Escherichia coli fue el microorganismo maés encontrado (el 60,9 %
en lacomunidad y el 49,9 % nosocomial), mientras Pseudomonas aeruginosa ocupo el tercer
puesto (el 5,6 % en la comunidad y el 8,6 % nosocomial). Esta investigacion revelo la alta
resistencia a los antibidticos de uso frecuente (amoxacilina/acido clavulanico,
piperacilina/tazobactam) concluyendo que el tratamiento de eleccidn frente a estas bacterias
deberia ser, principalmente, ertapenem y meropenem.? De ahi que sea necesario hacer un
uso racional de los carbapenemes y de esta manera evitar la aparicion de resistencia
bacteriana.

Colombia es un pais que necesita aprovechar al maximo los recursos sanitarios de que
dispone, por lo que muchas instituciones han decido, en lo posible, seguir los lineamientos
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) respecto al uso de medicamentos genéricos.
Esto estd relacionado al impacto de los costos generados por el uso de este tipo de
medicamentos y a las alternativas terapéuticas frente al uso de farmacos de marca, sobre
todo cuando son productos innovadores. Sin embargo, resulta de vital importancia, evaluar
su seguridad y eficacia; caracteristicas que son indispensables en el caso de los
antibacterianos.®4

Investigaciones encaminadas a comparar la actividad antibacteriana in vitro de
medicamentos genéricos vs. innovadores, resultan importantes al momento de generar
evidencias suficientes que permitan establecer politicas de intercambiabilidad terapéutica.®
Ademaés de lo anterior, la tendencia de las instituciones prestadoras de servicios de salud
(IPS) es la escogencia del arsenal antibacteriano con base al perfil epidemioldgico de la
poblacion y las capacidades de resistencia antimicrobiana propias de su entorno particular.®
De acuerdo a lo anterior la presente investigacion tiene el objetivo de comparar la actividad
antibacteriana in vitro del meropenem genérico versus el meropenem innovador frente a
cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, provenientes de pacientes con

infeccion intraabdominal del Hospital Universitario del Caribe de Cartagena.
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Métodos

Se realiz6 un estudio experimental, prospectivo y analitico donde se comparo la actividad
antibacteriana de una marca genérica de meropenem frente a su innovador sobre cepas de
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, causantes de infeccion intraabdominal,
colectadas entre diciembre del 2015 y mayo del 2016 en el Hospital Universitario del Caribe
(HUC) de la ciudad de Cartagena.

Antibioticos y microorganismos seleccionados
Medicamento innovador: se denominé de esta manera al medicamento que obtuvo la patente
después de haber demostrado pardmetros de seguridad y eficacia en las fases preclinicas y
clinicas de disefio. Por poseer esta informacién y gran cantidad de tiempo en el mercado, en
esta investigacion fue utilizado como el medicamento de referencia.
Medicamento genérico: se denomind de esta manera al medicamento que no necesitd patente
y tampoco le fueron exigidos estudios de bioequivalencia para ser comercializado, solo bast6
demostrar caracteristicas fisicoquimicas similares a las del medicamento innovador.
Las unidades del medicamento genérico y del innovador fueron seleccionadas
aleatoriamente de proveedores publicos autorizados por la secretaria de salud distrital, para
distribuir a la institucion prestadora de servicios de salud. El estudio contemplé tres lotes de
medicamento genérico e innovador. De cada lote se tomo un vial para obtener un total de
seis muestras.
De igual manera fueron seleccionados seis aislamientos de cada patdgeno, Escherichia coli
(EC) y Pseudomonas aeruginosa (PA), provenientes de pacientes hospitalizados en el
Hospital Universitario del Caribe entre diciembre del 2015 y mayo del 2016, con presencia
de infeccidn peritoneal y abscesos intraabdominales.
Adicionalmente se utilizé como referencias cepas de E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa
ATCC 27853. La confirmacion de la identidad bacteriana se realiz0 mediante pruebas
bioquimicas especificas en el equipo MicroScan®- AutoScan®-4. Este estudio conto con la
aprobacion institucional y el seguimiento de las normas éticas para el manejo de la

informacidn y obtencién de las muestras de los pacientes.
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Reactivacion de las cepas y control de pureza del in6culo
Las cepas obtenidas del laboratorio clinico de la institucion fueron conservadas en agar con
eosina y azul de metileno (EMB) hasta ser reactivadas en 50 mL de caldo tripticasa soya
estéril (CTS). Este caldo fue previamente incubado durante 2 horas a 37 °C con cuatro
colonias del microorganismo escogido para ser sembradas en placas con agar nutritivo
durante 24 horas a 37 °C, después de este tiempo fueron examinadas para verificar que no

hubiese contaminacion.®

Realizacion de las curvas de crecimiento
Una vez verificado el cultivo, se repicaron cuatro colonias morfolégicamente similares para
inocular en caldo Muller-Hinton. Después se inicié la incubacién a 37 °C, para luego tomar
muestras de este caldo a 0,5; 1, 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22 y 24 horas, con el fin de
ser leidas en un espectrofotémetro (UNICO SQ2150), se considerd que el tiempo ideal para
la turbidez de la suspension resultante era el equivalente al estdndar de 0,5 de Mcfarland,
que es de dos horas.(")

Preparacion del indculo
De la placa de agar se seleccionaron cuatro colonias que se transfirieron a un frasco con CTS
estéril, el que se incubd a 37 °C por 2 horas para Escherichia coli y 1 hora para Pseudomonas
aeruginosa hasta alcanzar la turbidez equivalente a 0,5 del estdndar de McFarland
(aproximadamente 108 UFC/mL). Posteriormente se realizé una dilucion 1/100 del cultivo,

para alcanzar una concentracion final de 1x 105UFC/mL.(789

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la

concentracion minima bactericida (CMB)
La CMI se evalud por el método de microdilucion en caldo, descrito en el 2015 por el
Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio, mas conocido como CLSI, por sus siglas en
inglés, realizando una solucion madre de cada antibidtico a una concentracion de 5120

pug/mL, diluyendo con agua estéril en tubo eppendorf, hasta obtener solucion a 128 pg /mL.

6
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A partir de esta Ultima, se prepar6 una doble dilucion, las que fueron seriadas; obteniendo
un rango de concentraciones desde 128 pg /mL hasta 0,25 pg/ mL.1%

De cada tubo eppendorf se dispensd 50 pL en los pozos de las microplacas, para agregar,
posteriormente, 50 UL del indculo, con el fin de obtener concentraciones bacterianas finales
de 5 x 105 UFC/mL y de diluciones de antibioticos desde 64 pug /mL hasta 0,125 pg /mL.
Ademaés de los pozos que contenian las muestras a evaluar, se adicion6 dos pozos con agua
y dos con caldo Muller-Hinton como blancos del antibacteriano e indculo respectivamente.
De igual manera, dos pozos contenian indculo sin solucion de antibiotico (control positivo)
y dos con soluciéon de antibidtico sin indculo (control negativo). Las microplacas se
incubaron a 37 °C por 24 horas para después ser leidas. Cada ensayo se realizd por
triplicado.®789)

La CMI se definio como la menor concentracion de medicamento que inhibio el crecimiento
microbiano. Para evaluar la CMB se utilizaron las muestras de los pozos sin crecimiento
bacteriano empleadas en la CMI, sembrandolas con un asa en placas con agar Muller-Hinton
para ser incubadas durante 48 h a 37 °C y observar si hubo crecimiento.®78919 | os
resultados obtenidos se compararon con los de las cepas de referencia E. coli ATCC 25922
y P. aeruginosa ATCC 27853.

Analisis estadistico

Para comparar la actividad antibacteriana in vitro, los resultados de las CMI y CMB de
ambos antibioticos fueron analizados mediante la prueba t de Student, aceptando diferencia
estadisticamente significativa con un valor de p < 0,05. Adicionalmente, se compararon las
CMI y CMB entre lotes de un mismo medicamento, mediante analisis de varianza (ANOVA
por sus siglas en inglés) con el fin de determinar si existia diferencia significativa frente a
los aislamientos clinicos. Las pruebas se realizaron por triplicado, los resultados se
expresaron como la media * desviacion estandar y el andlisis se realiz6 utilizando el

programa estadistico Graph Pad Prism version 7.

() ev-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

Revista Cubana de Farmacia. 2020;53(2):e108

Resultados

Origen, confirmacion de identidad y control de pureza de las cepas

De los 12 aislamientos bacterianos, el 50 % fue de E. coli y el otro 50 % de P. aeruginosa.
El 50 % de las muestras provenian de pacientes con infeccidn peritoneal (3 de E. coliy 3 de
Pseudomonas), el otro 50 % fueron aisladas de abscesos intraabdominales. Ambas
situaciones corresponden a las infecciones intraabdominales de mayor prevalencia en el
Hospital Universitario del Caribe.

La identidad de los aislamientos bacterianos fue confirmada mediante el equipo MicroScan®
- AutoScan®-4, en todos los casos los aislamientos fueron positivos para E. coli y P.
aeruginosa. Las pruebas de pureza de las cepas mostraron que no existié contaminacion de
las muestras, esto se observd después de 24 horas de incubacion a 37 °C, asegurando la

confiabilidad de los resultados.

Curvas de crecimiento bacteriano
La tasa de crecimiento bacteriano se representd mediante una curva en la que se identificaron
tres fases: logaritmica, estacionaria y de muerte. Lo que permitié comprobar que el medio
seleccionado facilitaba el desarrollo normal de los microorganismos. Con este ensayo
también se establecieron los tiempos para tomar las alicuotas que se utilizaron en la
determinacion de la actividad antibacteriana.
La determinacion del punto de equivalencia con el estandar 0,5 de Macfarland se realiz6 de

la misma manera para los aislamientos clinicos y las cepas de referencia.

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria y concentracion

minima bactericida entre lotes del mismo medicamento
Para garantizar poca variabilidad de la actividad antibacteriana entre lotes de una misma
marca se recopilaron muestras de tres lotes de meropenem genérico e innovador, para asi
determinar las CMI y CMB, las que se compararon por medio de analisis de varianza
unidireccional (Tablas 1 y 2). Se encontré que no existia diferencia estadisticamente

significativa (p < 0,05).
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Cuando el antibacteriano genérico fue probado contra E. coli, en el 85,7 % de los casos se

obtuvo CMI de 1pg/mL y CMB de 2ug/mL. Andlogamente se repitieron los ensayos con el

antibidtico innovador, observandose los mismos resultados. En los ensayos frente a P.

aeruginosa el 100 % de los ensayos arrojé CMI de 2ug/mL y CMB de 4ug/mL para los lotes

del medicamento innovador y del genérico.

Tabla 1 - Concentraciones minimas inhibitorias de tres lotes de meropenem genérico e innovador,

Cepa

E.c ATCC 25922
P.aATCC 27853
E.cEIP-1
E.cEIP-2
E.cEIP-3

E c EAI-1

E c EAI-2
E.cEAI-3
P.aPIP-1
P.aPIP-2

P aPIP-3
P.aPAI-1
P.aPAI-2

P.a PAI-3

frente a cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

CMI CMI
Genérico Genérico
lote 1 + DE lote 2 + DE

1+0 1+0
2+ 0 2+0
1+0 1+0
1+0 1+0
1+0 1+0
1+0 1+0
1+0 1+0
0.5+0 0.5+£0
2+ 0 2+0
2+ 0 2+0
2+0 2+0
2+ 0 2+0
2+ 0 2+0
2+0 2+0

CMI
Genérico
lote 3 + DE

1+0

CMI
Innovador
lote 1 £+ DE

CMI
Innovador
lote 2 + DE

CMI
Innovador
lote 3+ DE

P.a: Pseudomonas aeruginosa; E.c: Escherichia coli; EIP: Escherichia aislada de pacientes con infeccion peritoneal; EAI: Escherichia

aislada de pacientes con abscesos intraabdominales; PIP: Pseudomona aislada de pacientes con infeccion peritoneal PAI: Pseudomona

aislada de pacientes con abscesos intraabdominales. DE: desviacion estandar.
Puntos de corte EcCMI: S: < 1, : 2, R: >4; P.aCMI: S: <2,1: 4, R: > 8.
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Tabla 2 - Concentraciones minimas bactericidas (ug/mL) de tres lotes de meropenem genérico e

innovador, frente a cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa

CMB CMB CMB CMB CMB CMB

Cepa Genérico Genérico Genérico Innovador Innovador Innovador

lote 1 + DE lote 2 + DE lote 3+ DE lote 1 + DE lote 2 + DE lote 3+ DE
E.c ATCC 25922 20 2%0 2%0 2x0 20 2%0
P.a ATCC 27853 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0
E.CcEIP-1 20 2%0 2%0 2x0 20 2%0
E.CcEIP-2 20 2%0 2%0 2x0 20 2%0
E.cEIP-3 2+0 2+0 2+0 210 2+0 2+0
E.cEAI-1 20 2%0 2%0 2%0 2+0 2+0
E.cEAI-2 20 2%0 2%0 2x0 20 2%0
E.cEAI-3 1+£0 1+£0 1+£0 1+£0 1+£0 1+0
P.aPIP-1 4 0 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0
P.aPIP-2 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0
P.aPIP-3 4+0 4+0 4+0 4+0 40 40
P.aPAI-1 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0
P.aPAI-2 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0 4+0
P.aPAI-3 4+0 4+0 4+0 4+0 40 40

P.a: Pseudomonas aeruginosa; E.c: Escherichia coli; EIP: Escherichia aislada de pacientes con infeccion peritoneal; EAI: Escherichia
aislada de pacientes con abscesos intraabdominales; PIP: Pseudomona aislada de pacientes con infeccion peritoneal PAI: Pseudomona
aislada de pacientes con abscesos intraabdominales; DE: desviacion estandar.

Puntos de corte E.c CMB: S: <2, 1: 4, R: > 8; P.aCMB: S: <4, I: 8, R: >16.

Comparacion de la actividad antibacteriana entre meropenem genérico e

innovador
Al comparar la actividad antibacteriana entre el medicamento genérico y el innovador,
mediante la prueba t de Student, se observo que no existia diferencias significativas entre
ambos grupos, lo que permite obtener el mismo efecto in vitro con cualquiera de los dos
medicamentos.
En la figura 1 se aprecia que la CMI y la CMB de los medicamentos meropenem genérico e
innovador fueron de 1pg/mL y 2ug/mL, respectivamente, frente a aislamientos de E. coli.

10
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Por su parte, en la figura 2 se observa que frente a P. aeruginosa las concentraciones

de 2pg/mL para la CMI y de 4pg/Ml para la CMB de ambos medicamentos.
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Discusion
Comparacion de la actividad antibacteriana entre meropenem genérico e
innovador

El andlisis estadistico demuestra que al evaluarse la actividad antibacteriana in vitro de
meropenem genérico vs. innovador no hay diferencias significativas (p < 0,05). Los
resultados de ambos tratamientos, tanto genérico como innovador, presentan el mismo
comportamiento para ambas cepas; tanto para las obtenidas en aislamientos clinicos, como
para las cepas de referencia. Lo que coincide con lo reportado por Arias y otros, en el 2015,
que evaluaron la actividad antibacteriana de diferentes marcas de meropenem genérico e
innovador sobre cepas resistentes de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Klebsiella
pneumoniae.®

En cuanto a las concentraciones establecidas como las responsables de la actividad
inhibitoria, frente a E. coli; para ambos medicamentos, es de 1ug/mL sobre 5 cepas. Solo
frente al aislamiento E. coli EAI-3 la cantidad presenta variacion, arrojando un valor de 0,5
pg/mL en las dos marcas. Sin embargo, esta concentracion esta por debajo, incluso si se
compara con las cepas de referencia.

Se evidencia que la inhibicién y muerte causada a las cepas derivadas de los aislamientos
clinicos de E. coli sometidas a meropenem genérico e innovador, corresponden a los puntos
de corte expuestos por CLSI en el 2015, lo cual es un fuerte indicio que la utilizacion de uno
u otro medicamento puede asegurar la efectividad de la antibioticoterapia y no supondria
riesgo de resistencia asociado a insuficiente actividad antibacteriana. Ademas de la
confianza generada por estos resultados, la utilizacion de la alternativa genérica lograria la
disminucion del coste del tratamiento lo cual se traduce en mejor aprovechamiento de los
recursos sanitarios y por ende una ampliacién de la cobertura de servicios con el éxito
garantizado.*?

Al comparar la actividad antimicrobiana de ambos medicamentos frente a P. aeruginosa se
ratifica la intercambiabilidad in vitro observada previamente contra E. coli. El andlisis t de
Student no arroja diferencias significativas entre los valores de CMI de las dos marcas, en

este caso el 100 % de las cepas son inhibidas con 2ug/mL.
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En relacion a las concentraciones minimas bactericidas se observa un comportamiento
similar al de las CMI, donde no existe diferencia estadistica entre ambos grupos de
medicamentos. Estos resultados confirman lo obtenido por Caicedo y Fernandez en una
investigacion realizada en el 2010 en Bogota, en la que se compard la actividad
antimicrobiana del meropenem innovador vs. a una marca genérica frente a distintas
bacterias entre las que destacaba Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus, las que mostraron igual sensibilidad ante ambos medicamentos.®®

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria y concentracion

minima bactericida entre lotes del mismo medicamento
La determinacion de las CMI entre los lotes de meropenem genérico y los lotes del homologo
innovador ante E. coli y P. aeruginosa permite conocer que no existen diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05). Esto se refleja en que fueron necesarias las mismas
concentraciones de medicamentos para que se cumpliera el efecto deseado ante las diferentes
cepas bacterianas, patron que se repitio en la medicion de la CMB y era el que se esperaba
segun las CMI obtenidas. Estos resultados demuestran que no hay variacién de la actividad
antibacteriana entre los lotes de medicamentos.
Finalmente se observa que frente a todos los microorganismos evaluados el meropenem
genérico posee una actividad antibacteriana in vitro igual a la de su homdélogo innovador,
por lo que la efectividad del primero no debe ser puesto en entre dicho por parte de los
miembros del equipo de salud. Ifiesta y Oteo confirman el esfuerzo que se esta realizando
para que la industria farmacéutica garantice la eficacia de la terapia con medicamentos
genéricos que permitan disminuir costos de inversion en salud y optimizar recursos.®
Hay que resaltar que, a pesar de lo promisorio de los resultados obtenidos en la presente
investigacion, es importante contar con datos de comparacion de la actividad antimicrobiana
in vivo. Ademas de que deben realizarse estudios similares para cada enfermedad infecciosa,
y de esta manera tener evidencias sobre distintos esquemas terapeuticos que permitan
establecer un perfil de intercambiabilidad terapéutica.
Se puede concluir que el meropenen genérico e innovador comercializados en Colombia

presentan igual actividad antibacteriana in vitro tanto bactericida como bacteriostatica frente
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a cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes hospitalizados

con infeccion peritoneal y abscesos intraabdominales.
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