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Resumen

En este trabajo, se desarrollaron bioensayos para la valoracién de ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima,
ampicilina/sulbactam e imipenem/cilastatina. Se pudo establecer un tnico microorganismo (esporas de
Bacillus subtilis ATCC 6633) para la ejecucién del bioensayo. El rango de concentracién que tiene la mejor
correlacién dosis-respuesta es propio de cada antibiético, al igual que las condiciones del ensayo (pH de la
solucién de antibiético, pH de medio de cultivo, tiempo de incubacién). Con los bioensayos validados se
hizo un estudio de comparacién de muestras de productos innovadores, genéricos de marca y genéricos,
que dio como resultado que presentan la misma actividad antimicrobiana in vitro, ademds de confirmar
que son equivalentes farmacéuticos.
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Summary
Comparative study of the antimicrobial activity of several marketed
antibiotic drugs for intravenous administration by in vitro methods

In this paper, the valoration bioassays for ceftriaxone, cefotaxime, ceftazidime, ampiciline/sulbactam and
imipene/! cilastatine were developed. Only one microorganism (Bacillus subtilis ATCC 66 33 spores) was es-
tablished to perform the bioassay. The concentration range that has the better correlation doses - answer
is characteristic of each antibiotic, like the bioassay conditions (antibiotic solitions pH, media culture pH,
incubation time). A comparative study of samples from generic, innovating and trade marck productos of
theses antibiotics, with the validated bioassays, shown that all the samples have the same antimicrobial ac-
tivity in vitro, and confirm that they are pharmaceutical equivalents.
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Introduccién

En las tltimas décadas se ha visto a nivel global,
manifestacién de resistencia de varios microorga-
nismos patégenos frente a las sustancias anti-
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microbianas, que hasta hace algunos afos eran
sensibles; probablemente debido al uso indiscri-
minado e irracional de estas sustancias (1,2).
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Segiin la Organizacién Mundial de la Salud (1) se
debe a diversos factores como son la falta de cono-
cimiento por parte del prescriptor acerca de que
es la resistencia a los antimicrobianos, lo cual juega
un papel muy importante en la prescripcic’)n irra-
cional de antimicrobianos. También estd, el diag-
néstico inadecuado o enteramente ausente, que
da lugar al uso de una gran cantidad de antimicro-
bianos para combatir “una posible infeccién”.
Adicionalmente, la incorrecta selecciéon del medi-
camento, dosis/ruta/duracién incorrectamente
formulados, prescripcién en respuesta a la presién
de los pacientes, ganancias financieras, respuesta a
presiones promocionales, en donde se ha recono-
cido que para los presciptores las principales fuen-
tes de informacién sobre medicamentos son los
visitadores médicos o publicaciones comercial-
mente orientadas.

En Colombia la situacién es muy compleja,
dado que no existe ningtn tipo de mecanismo de
control serio para el manejo de sustancias con ac-
tividad antimicrobiana, que en su gran mayoria se
expenden sin férmula médica, lo cual se constitu-
ye en una bomba de tiempo no solo porque des-
compensa el equilibrio Costo-Beneficio del
Sistema Nacional de Salud a nivel de instituciones
prestadoras de salud, sino también que a largo pla-
zo genera un dano muy grave a la salud publica.

A esto se suma la incertidumbre presente
por parte de los usuarios, sobre si la calidad de
un antimicrobiano genérico sea igual, mayor o
menor eficacia que su equivalente con marca
registrada o viceversa. Se tiene la creencia que
“entre mas costoso el producto este es mas efi-
caz” (creencia compartida por algunos pres-
criptores y dispensadores), que da lugar a uso
innecesario de los antibiéticos de dltima gene-
racién, que en realidad son mas costosos, de
mayor espectro, que promueve la seleccién de
microorganismos resistentes a estos medica-
mentos, y que al final terminan en gastos en ex-
ceso, sin beneficio real (1).
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Dentro del mito “mds costoso mas eficaz”
se pueden poner los productos innovadores y
de marca frente a los genéricos, pues se tiene la
creencia de que genérico, por ser mas econémi-
co, es significado de mala calidad y por ende
ineficacia. Para todos los medicamentos (gené-
ricos o de marca) y especialmente los antibi6ti-
cos, su eficacia y seguridad son cualidades
infaltables, dado que en el caso contrario, se
pone en riesgo la salud del paciente. Para despe-
jar las dudas, debemos evaluar el comporta-
miento de estas sustancias tanto in vitro como in
vivo para certificar la idoneidad de los productos
empleados para las terapias indicadas.

En cuanto a los grandes usuarios de los an-
timicrobianos (hospitales en particular) es im-
portante que tengan un marco de referencia
con respecto a la calidad de los productos que
adquiere, dado que los agentes antimicrobianos
se constituyen la mayoria de veces, en un por-
centaje considerable dentro del costo total del
inventario. Para verificar el desempefio de los
antibiéticos las instituciones pueden imple-
mentar metodologias de anilisis que se pueden
realizar con la infraestructura presente en cual-
quier laboratorio de microbiologia clinica, que
les permitiria corroborar o desmentir las innu-
merables dudas planteadas.

Para la valoracién de antimicrobianos se
tiene metodologias referenciadas por los organis-
mos de control y vigilancia. Algunas se evalttan por
técnicas instrumentales como la cromatografia li-
quida de alta eficiencia (ceftazdidima, ceftriaxona,
cefotaxima, etc.) o mediante el uso de bioensayos
con microorganismos (amikacina, vancomicina,
penicilina, etc.)(3). Cuando la sustancia a estudiar
se valora oficialmente por método instrumental y
se desea implementar un bioensayo, se tienen
que tomar en consideracién factores como la
seleccién del microorganismo, el rango de con-
centracién, el medio de cultivo, la temperatura
de incubacién, el tiempo de incubacién, entre

Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 34, No. 2 (2005)



Estudio comparativo de la actividad antimicrobiana de diferentes presentaciones comerciales de antibidticos

muchos otros factores que pueden influir sobre
el resultado final del bioensayo (4, 5). Por dlti-
mo, una vez establecida la metodologia se debe
proceder a su validacién como técnica bioanali-
tica para obtener resultados confiables (3, 4).

En cuanto a la validacién de los ensayos de
valoracion por difusién en gel, que es el modelo
desarrollado en esta investigacion, se tienen que
estudiar pardmetros como especificidad, sensibi-
lidad, precision (repetibilidad, reproducibili-
dad), rango, linealidad, exactitud, robustez,
estabilidad y quiralidad (6-9). En el presente tra-
bajo se estudiaron los criterios de rango, lineali-
dad, precisién (repetibilidad), estabilidad y
especificidad, dadas las caracteristicas del estudio
y las limitaciones del laboratorio.

La valoracién de sustancias antimicrobianas
empleando bioensayos con microorganismos es
una alternativa viable, confiable, sencilla en su
aplicacién e interpretacién, y desarrollada a un
bajo costo. Esta metodologia permite hacer valo-
raciones individuales o comparativas de la activi-
dad antimicrobiana y relacionarla con el
contenido o potencia del producto investigado
tanto en estudios in vitro como in vivo. En este tra-
bajo nos propusimos desarrollar bioensayos con
microorganismos para sustancias como ceftria-
xona, cefotaxima, ceftazidima, ampicilina sul-
imipenem. Las metodologias
desarrolladas y validadas se emplearon para rea-

bactam e

lizar un estudio comparativo de productos co-
merciales de estas sustancias en las que se
incluyen el innovador y productos afines de
marca o genéricos.

Materiales y Métodos

Microorganismos: Bacillus  subtilis  ATCC
6633, Staphylococcus aureus ATCC 29737 'y
6538p, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 y
9027, Micrococcus luteus ATCC 9341, Escherichia
coli ATCC 10536, y Klebsiella pneumoniae ATCC
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10031. Todos los microorganismos fueron ac-
tivados en caldo Mueller Hinton a 35°C por 24
horas, luego se repica en agar Mueller Hinton
para obtener colonias aisladas incubando a
35°C por 24 horas. Con las colonias aisladas se
hacen repiques masivos sobre cufas de agar
Mueller Hinton con 1% p/v de glicerol y sobre
cajas de agar Mueller Hinton. Los tubos en
cufa, luego de incubados, se conservan en refri-
geracién para tener cultivos de trabajo. De las
cajas de agar se cosechan los microorganismos
con solucién crioprotectora para conservar las
cepas a -20°C.

Medio de Cultivo y Reactivos: Agar antibi6-
tico No 1 y No 11 (Merck), Agua peptonada
buferizada (Merck), KH,PO, (Merck), K,HPO,
(Merck), agua estéril para inyeccién, estandares
USP de ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima,
ampicilina, sulbactam imipenem, y cilastatina,.
Productos comerciales de los anteriores anti-
bidticos adquiridos en las farmacias de diferen-
tes hospitales o agentes comercializadores, de la
ciudad de Bogota D. C.

Bioensayo: Inéculo: De los cultivos conserva-
dos en cufias, los microorganismos se repican
en agar Mueller Hinton por agotamiento para
obtener colonias aisladas. Se toma una colonia y
se cultiva en forma masiva sobre agar antibi6ti-
co No. 1 y se incuba a 35°C por 24 horas. En el
caso de B. subtilis el medio es suplementado con
MnSO, (0.03%) e incubado por al menos 5 dias
para obtener esporas. Los microorganismos se
cosechan con buffer fosfatos 0.1 MpH 7.0 £ 0.1
estéril. A partir de esta suspensién concentrada
de microorganismos se prepara con el mismo
buffer una suspensién de 25% de transmitancia
medida a 600 nm. Soluciones stock y diluciones
de los antibidticos: Ceftriaxona, ceftazidima, ce-
fotaxima, se disolvieron en buffer fosfatos 0.1 M
pH 7.0 £ 0.1 a una concentracién de 1000 Ug/
mL 0.1 M. Elimipenem se disolvié en el mismo
buffer pero a una concentracién de 3 meg/ mL.
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La mezcla ampicilina sulbactam en buffer fosfa-
tos 0.1 M pH 8.0 £ 0.1 a una concentracién de
1000 ug/mL de Ampicilina y 500 lg/mL de

Sulbactam. Bioensayo: Colocar de manera
equidistante en cajas de petri, de 15 cm de dié-
metro, diez cilindros de acero de los empleados
para la valoracién de antibiéticos. Verter despa-
cio 60 mL de agar antibi6tico No. 1 fundido
(48 - 50 °C) estéril, previamente inoculado con
0.600 mL de suspensién de microorganismo
(25 %T). Dejar solidificar y con ayuda de una
pinza estéril retirar los cilindros de acero. Agre-
gar en los pozuelos formados 0.100 mL de cada
una de las diluciones de sustancia antimicrobia-
na a estudiar. Dejar en predifusién por 30 mi-
nutos e incubar las cajas a 35 °C el tiempo
requerido. Medir los halos de inhibicién forma-
dos con un calibrador.

Analisis Estadistico (3, 5-7, 10). Las correla-
ciones entre dosis y respuesta se realizaron me-
diante el ajuste por minimos cuadrados. Las
pruebas de hipétesis para linealidad y regresién
se hicieron por analisis de varianza. La precisién
para el mismo dia y entre dias mediante estadis-
tico t. Todos los célculos se realizaron haciendo
uso de la hoja de cdlculo MS Excel® en am-

biente MS Windows®.

Resultados y Discusiéon

En este trabajo se desarrollaron varias técnicas
de valoracién de potencia de los antibiéticos
ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima, ampici-
lina-sulbactam e imipenem. Segun la Farma-
copea de los Estados Unidos (USP XXV) estos
productos de cuantifican por cromatografia li-
quida de alta eficiencia, por lo tanto el estable-
cimiento de la técnica de valoracién y su
validacién se realizé de acuerdo al siguiente
esquema:
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1- Determinacién del microorganismo mode-
lo mas adecuado, que permitiera obtener
halos de inhibicién bien definidos.

2- Sistema de concentraciones a trabajar
(Rango), para obtener halos de inhibicién
bien definidos y de un didmetro adecuado.

3- Condiciones del ensayo: Tiempo de éptimo
de lectura de los halos formados, pH de so-
luciones, pH del medio de cultivo.

Estas variables fueron evaluadas experi-
mentalmente de forma simultinea, en la
medida que se desarrollo cada uno de los pasos
exigidos por el ensayo bioldgico, usando una
muestra del antibiético estandar de referencia.

Una vez se estandarizaron las variables que
influenciaban la respuesta, en el método de di-
fusi6én en gel, se procedié a validar la Metodo-
logia analitica con respecto a los atributos vali-
dables para el tipo de muestra: Rango, lineali-
dad, precision (al nivel de repetibilidad),
especificidad y estabilidad

Determinaciéon del Microorganismo
Modelo

Los microorganismos utilizados se selecciona-
ron teniendo en cuenta los reportes bibliografi-
cos (3, 8) de sensibilidad frente a las moléculas
en estudio. Para este ensayo se prepararon dilu-
ciones de los diferentes antibidticos entre 1000
y 1.9531 mcg/mL en diluciones seriadas 1:1.
Para el imipenem las dosis fueron realizadas a
partir de una concentracién de 3 mcg/mL. Los
criterios de evaluacién fueron: halo de inhibi-
cién de bordes nitidos, didmetro no superior a
30 - 35 mm, no producir mutantes esponta-
neos que se manifiestan como formacién de co-
lonias independientes dentro de los halos de
inhibicién, frente a las diferentes diluciones del
antibiético (3, 4).

Ceftriaxona: De las pruebas hechas con B.
subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25938 y
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6538p, los mejores resultados en cuanto a los
criterios de seleccién se vieron con esporas de
B. subtilis. Cuando se hizo este trabajo solo se
disponian de estas cepas en el laboratorio (11).

Cefotaxime: Frente a P aeruginosa ATCC
25619 y 9027 se presentaron respuestas bien
definidas entre 1000y 62.5 mcg/mL con halos
menores a 25 mm. Con M. luteus ATCC 9341
los halos no son medibles por su alta sensibili-
dad, lo que hace necesarios el uso de diluciones
muy altas. Utilizando S. aureus ATCC 29737 y
6538p vemos formacién de doble halo de 35
mm o 25 mm o menos dependiendo del halo
medido. Empleando E. coli ATCC 10536 se ven
halos definidos, pero de la concentracién de
62.5 mcg/mL hacia abajo se observa aparicion
de colonias dentro del halo de inhibicién, indi-
cativo de induccién de mutantes espontineos
de resistencia. Con K. pneumoniae ATCC 10031
los halos presentaron bordes difusos que no
permiten delimitarlo para una correcta medi-
cién. Por dltimo, frente a esporas de B. subtilis
ATCC 6633 se logré una respuesta que cumplia
con todas las exigencias, por lo que fue seleccio-
nado como modelo bioldgico para la valoracién
(12).

Ceftazidima: Empleando P aeruginosa ATCC
25619y 9027 se present6 doble halo de inhibi-
cién y solo hay respuestas hasta las dosis de 32,
25y 62.5 mcg/mL. Con M. luteus ATCC 9341
los halos son de borde difuso y no se pueden
medir por la alta sensibilidad del microorganis-
mo, lo que hace necesarios el uso de diluciones
muy altas. Utilizando S. aureus ATCC 29737 y
6538p vemos formacién de doble halo de inhi-
bicién lo cual lo hace inapropiado para el ensa-
yo. Empleando E. coli ATCC 10536 se ven halos
definidos, pero de la concentraciéon de 125
mcg/mL hacia abajo se observa aparicién de co-
lonias dentro del halo de inhibicién, indicativo
de induccién de mutantes espontdneos de resis-
tencia. Con K. pneumoniae ATCC 10031 se
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presenta doble halo de inhibicién, uno externo
difuso y otro interno bien definido hasta la con-
centracién de 32.25 meg/mL. Por tltimo, fren-
te a esporas de B. subtilis ATCC 6633 se logré
una respuesta que cumplia con todas las exigen-
cias, por tanto fue seleccionado como modelo
biolégico para la valoracién (15).
Ampicilina/Sulbactam: Utilizando P aerugi-
nosa ATCC 25619y 9027 se present6 respuesta
bien definida entre 1000 y 62.5 mcg/mL con
halos menores a 25 mm, lo cual los hace exce-
lentes candidatos como modelos de ensayo.
Con M. Iuteus ATCC 9341 los halos no son me-
dibles por su alta sensibilidad, lo que hace nece-
sarios el uso de diluciones muy altas. Utilizando
S. aureus ATCC 29737 y 6538p vemos forma-
ciéon de doble halo de 35 mm o 25 mm hacia
abajo dependiendo del halo medido. Emplean-
do E. coli ATCC 10536 se ven halos definidos
pero de la concentracién de 62.5 mcg/mL hacia
abajo se observa aparicién de colonias, indicati-
vo de induccién de mutantes espontaneos resis-
tentes. Con K. pneumoniae ATCC 10031 los
halos presentaron bordes difusos que no per-
miten delimitarlo para una correcta medicién.
Por tltimo, frente a esporas de B. subtilis ATCC
6633 se logr(’) una respuesta que cumplia con
todas las exigencias. Este dltimo es selecciona-
do modelo biolégico para la valoracién, por ser
un microorganismo mads seguro (no patégeno) y
de mas facil manipulacién y conservacién en
forma de esporas (13).
Imipenem/Cilastatina: Cuando se utilizé
como modelos biol6gicos M. luteus ATCC 9341,
S. aureus ATCC 29737 y 6538p los halos no son
medibles por que todos presentaron una muy
alta sensibilidad. El comportamiento de los
modelos E. coli ATCC 10536 y K. pneumoniae
ATCC 10031 mejoré presentando halos medi-
bles pero de borde difuso, lo que los hace ina-
propiados para ser utilizados en una técnica de
valoracién. Con P. aeruginosa ATCC 25619 y
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Figura 1. Los ensayos corresponden a imipenen con diluciones seriadas 1:1 desde 3 mcg/mL frente a (A) M. luteus ATCC 9341, (B) E.
coli ATCC 10536, (C) P. aeruginosa ATCC 25619, y (D) B. subrilis ATCC 6633 (14)

9027 hubo respuesta hasta la cuarta dilucién,
con halos bien definidos. Esto quiere decir que
se requieren dosis de mayor concentracién.
Como en los casos anteriores con B. subtilis
ATCC 6633 se logré una respuesta que cumplia
con todas las exigencias, por lo que fue seleccio-
nado como modelo biolégico para la valora-
cién. Adicionalmente, desde el punto de vista
de la bioseguridad del operario el B. subtilis es
un microorganismo mdas apropiado (14). En la
figura 1 vemos el porque B. subtilis fue el mi-
croorganismo elegido para el desarrollo de la
valoracién de los antibiéticos en estudio.

De aqui se puede confirmar la importancia
de realizar una acertada seleccién de modelo mi-
crobiano para obtener la respuesta adecuada: ha-
los bien definidos, de didmetros no superiores a
30-35 mm y un adecuado balance dosis respues-
ta que mds adelante se evaluard. Se esperaba en
primera instancia definir un modelo microbiano
por antibiético, sin embargo los resultados nos
permitieron ajustar las evaluaciones por un solo

Tabla 1. Rango de concentraciones

modelo, el B. subrilis ATCC 6633, que para efec-
tos précticos, permite a un laboratorio economia
en recursos y esfuerzos para establecer métodos
microbiolégicos. Otra inquietud serfa la posibili-
dad de problemas difusionales de los antibiéticos
en el medio de cultivo. En los ensayos con M. Iu-
teus se vio claramente que se obtenfan respuestas
enormes lo que indica de un lado la alta sensibili-
dad del microorganismo, pero de otra parte que
el antibiético difunde casi libremente.

Determinacién de pH, Tiempo
de Lectura y Rango de Concentracién
(11-15)

Se examinaron 10 dosis desde 1000 mcg/mL
hasta 1, 9531 (Tabla 1) obtenidas en diluciones
seriadas 1:1. Adicionalmente se evalué el efecto
del pH del medio de cultivo y el tiempo de in-
cubacién para realizar la lectura de los halos.

Ceftriaxona (11): El estindar es disuelto en
buffer fosfatos 0.1 M pH 7.0 y el pH del medio

1) 2 C3) | C*) | C(5) | C6) | C(7) () ) (10)
1000 500 250 125 62.5 32.25 | 15.625 | 7.8125 | 3.906 | 1.9531
ug/mL | ug/mL | Ug/mlL | Ug/mL | Ug/mL | Ug/mL | Pg/mL | pg/mL | ug/mlL | Ug/mL

Para el ensayo de Imipenem C1 es de 3 mcg/mL.
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Tabla 2. Ajuste por el método de minimos cuadrados sobre los valores de tres réplicas del ensayo

biolégico, con el patrén de Ceftriaxona sédica.

Rango de concentracién Ecuacién

Desde Hasta Pendiente Intercepto R?
Cl Cc9 0.3413 1.3339 0.9958
Cl1 C8 0.3255 1.4174 0.9972
Cl C7 0.3103 1.5017 0.9991
2 C9 0.3436 1.3273 0.9941
C2 C8 0.3232 1.4256 0.9959
2 C7 0.3009 1.5384 0.9997
C3 Cc9 0.3542 1.2980 0.9930
C3 C8 0.3300 1.4038 0.9943
C3 C7 0.2999 1.5421 0.9995

de ensayo es 6.5 de acuerdo con las instruccio-
nes del fabricante (Merck®). Se encontré que
incubar el ensayo por 24 horas da lugar a sobre-
crecimiento en el borde de los halos dando mal-
formaciones de estos, lo que impide la correcta
determinacién de su didmetro. Haciendo ins-
peccién visual cada dos horas en las primeras 12
horas y luego cada hora, se encontré que el
tiempo 6ptimo de lectura es de 12 a 13 horas.
Para la determinacién del rango, las respuestas
fueron evaluadas por ajuste de minimos cuadra-
dos. En la Tabla 2 se observa como los rangos
C2 - C7yC3 - C7 son los que presentan la me-
jor correlacién, seleccionando el dltimo rango

que corresponde a 5 niveles de concentracién.

Cefotaxima (12): Para este estudio se realiza-
ron ensayos a pH 6.5,7.0,7.5y 8.0 del medio de
cultivo de ensayo. Las respuestas se estudian por
el método de ajuste por minimos cuadrados.
Adicionalmente se determina el tiempo 6ptimo
de lectura por inspeccién visual. En la Tabla 3 ve-
mos como el pH disminuye el tiempo de incuba-
cién necesario para obtener halos bien definidos
pero modifica intercepto, pendiente y R?.
Como no se presentan diferencias signifi-
cativas entre las pendientes y los interceptos de
los grificos se opté por el ensayo a pH 7.5 pues
requiere menos tiempo con resultados simila-
res. Es de notar que a pH 8.0 se ve una disminu-
cién del intercepto lo cual indica halos mas
pequenos es decir menor actividad, debido

Tabla 3. Efecto del pH sobre la correlacién dosis respuesta y el tiempo de incubacién.

pH Pendiente Intercepto R? Tiempo de incubacién (h)
6.5 3.8681 12.548 0.9982 12-14
7.0 3.8529 12.442 0.9984 8
7.5 3.915 12.044 0.9963 7
8.0 3.8544 11.582 0.997 6
Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 34, No. 2 (2005) 199
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probablemente a un fenémeno de hidrélisis de
la molécula asociado a pH (16).

El estudio de las respuestas por método de
ajuste de minimos cuadrados nos permitié de-
terminar que el rango mds apropiado para el
ensayo es el de C5 a C9 (Tabla 4).
Ceftazidima (15): Las condiciones del ensayo
fueron similares que para la ceftriaxona. De la
misma manera, se encontré que incubar el en-
sayo por 24 horas da lugar a sobrecrecimiento
en el borde de los halos dando malformaciones
de estos, lo que impide la correcta determina-
cién de su didmetro. Haciendo inspeccién vi-
sual cada dos horas las primeras 12 horas y
luego cada hora, se encontré6 que el tiempo 6p-
timo de lectura es de 13 a 14 horas. Cambiando
el pH del medio, encontramos que a pH 6.0 al

parecer hay crecimiento lento y formacién de
halos difusos, y a pH 8.0 se ven halos muy bien
definidos pero de menor didmetro producto de
la inestabilidad de la molécula en esas condicio-
nes. Por lo que se decidi6 dejar las condiciones
iniciales.

El rango mds apropiado para el ensayo se
determiné mediante el estudio de las respuestas
por método de ajuste de minimos cuadrados.
Las concentraciones van desde 2000 mcg/mL
(C1) hasta 3.906 mcg/mL (C10) en diluciones
seriadas 1:1. Encontramos que el rango de C2 a
C6 nos da la mejor correlacién dosis respuesta,
como se puede observar en la Tabla 5.
Ampicilina/Sulbactam: Al realizar el estudio
del efecto del pH (6.5 - 8.5) sobre la respuesta'y
el tiempo de lectura se encontré que a pH 8.0

Tabla 4. Ajuste por el método de minimos cuadrados sobre los valores de
tres réplicas del ensayo bioldgico, con el patrén de Cefotaxima Sédica.

Rango de concentracion Ecuacién
Desde Hasta Pendiente | Intercepto R2
Cl C9 3.5497 13.3550 0.9961
Cl C5 3.2980 14.7940 0.9900
C2 Cé6 3.5199 13.7250 0.9975
C3 C7 3.4742 13.9010 0.9978
C4 C8 3.5482 13.5150 0.9961
C5 C9 3.8681 12.5840 0.9982

Tabla 5. Ajuste por el método de minimos cuadrados sobre los valores de
tres réplicas del ensayo biolégico, con el patrén de Ceftazidima Sédica.

Rango de concentracién Ecuacién
Desde Hasta Pendiente | Intercepto R?
Cl C7 4.9987 5.1724 0.9910
Cl1 C5 4.8805 5.0478 0.9986
C2 Cé6 49179 5.3773 0.9991
C3 C7 4.8842 5.1049 0.9982
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se obtenia la mejor respuesta en un tiempo mas
corto, 8 horas para pH 8.0, mientras que a pH
6.5 se requieren 18 horas. Por lo tanto, se deci-
di6 utilizar para el ensayo agar antibiético No. 11
diluir el patrén en buffer fosfatos 0.1 M pH 8.0.
Aunque no es el pH de mayor estabilidad (16),
el trabajar a pH cercano al de maxima estabili-
dad de la molécula (entre 5.0y 6.5) hace que el
microorganismo de trabajo seleccionado res-
ponda mas lentamente, aumentando los tiem-
pos de lectura y su sensibilidad al antibiético, lo
que aumentaria el tamafio de los halos forma-
dos y que obligaria a realizar un mayor niimero
de diluciones o pesar una menor cantidad del
patrén y por lo tanto se aumentan los errores de
tipo sistematico.

Se observé que el rango de concentracio-
nes de la Ampicilina/Sulbactam, en donde se
puede trabajar con un alto grado de correlacién
de las variables, fue aquel que se estipul6 a par-
tir de concentracién 5 a la concentracién 9 del
sistema de diluciones, en donde el coeficiente
de correlacién da un valor de R? = 0.9994
(Ajuste por minimos cuadrados), como se pue-
de observar en la Tabla 6.

Imipenem/Cilastatina: Para determinar el
efecto del pH sobre la respuesta se realizaron
ensayos a pH 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 del medio de
cultivo de ensayo. Las respuestas se estudian
por el método de ajuste por minimos cuadra-
dos. Se determin el tiempo éptimo de lectura
por inspeccién visual. En la Tabla 7 se observa
como el pH disminuye el tiempo de incubacién
necesario para obtener halos bien definidos
pero modifica el intercepto, y la R2.

Los ensayos realizados a valores de pH supe-
riores a 6.5 y los interceptos de las rectas genera-
das a estos valores, se encuentran por debajo del
valor obtenido para el ensayo al pH de mayor es-
tabilidad (pH 6.5) (16), indicando que los halos
de inhibicién se redujeron sustancialmente con
respecto a los medidos en los ensayos biolégicos,
realizados en agar antibiético No. 1, el cual segin
su ficha técnica presenta un pH de 6.5 £0.2. Por
lo tanto, la molécula presenté hidrélisis basica en
el pH trabajado, disminuyendo la respuesta del
antibiético.

El rango de concentraciéon que permiti6
trabajar con la mayor correlacién es el compren-
dido entre C1 y C5, como se puede observar en

la Tabla 8.

Tabla 6. Ajuste por el método de minimos cuadrados sobre los valores de
tres réplicas del ensayo biol6gico, con el patrén de Ampicilina/Sulbactam.

Rango de concentracién Ecuacién
Desde Hasta Pendiente | Intercepto R?
Cl C5 2.5450 17.8966 0.9993
2 Cé6 2.5973 17.6180 0.9992
C3 C7 2,.6591 17.2959 0.9981
C4 C8 2.7956 16.7816 0.9984
C5 C9 2.9755 16.2383 0.9994
Cé6 Cl10 2.9622 16.3089 0.9992
Cl C10 2.7547 16.7375 0.9984
C2 C9 2.7716 16.7373 0.9981
C3 C8 2.7256 16.9903 0.9982
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Tabla 7. Efecto del pH sobre la correlacién dosis respuesta y el tiempo de

incubacién.
pH Pendiente | Intercepto R? Tiempo de incubacién (h)
6.5 491 13.95 0.9991 10
7.0 4.97 11.38 0.9956 8
7.5 5.12 10.97 0.9917 7
8.0 4.64 10.79 0.9977 6

Tabla 8 Ajuste por el método de minimos cuadrados sobre los valores de

tres réplicas del ensayo biol6gico, con el patrén de Imipenem/Cilastatina.

Rango de concentracién Ecuacién
Desde Hasta Pendiente | Intercepto R?
Cl1 C7 4.7389 3.4410 0.9991
Cl C5 4.9047 2.6668 0.9996
2 Cé6 4.7390 3.3308 0.9995
C3 C7 4.6313 3.7248 0.9988

En general para cada tipo de antibiético la
relacién dosis respuesta es tinica, pues esta de-
pende de la sensibilidad manifestada por mi-
croorganismo frente a la sustancia evaluada.

Linealidad (11-15)

Se define como la capacidad del método, dentro
de un rango determinado, de obtener resultados
(respuestas instrumentales) que son directamente
proporcionales a la concentracién (cantidad) del
analito en la muestra. Por el método estadistico de
ajuste de minimos cuadrados se puede definir la
correlacién como un modelo matemaético lineal
(Y = mX + b), cuyos pardmetros, nivel de corre-
lacién (R?), la pendiente (m) y el intercepto (b),
son caracterizables. Para lo anterior se deben estu-
diar al menos cinco niveles de concentracion. Adi-
cionalmente, este modelo debe tener distribucién
normal en las poblaciones de datos, homocedasti-
cidad y monotonia (3,6-8).
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Para todos los antibiéticos se realizaron los
diferentes analisis estadisticos que conforma-
ron la linealidad del modelo como se aprecia en
la Tabla 9.

Al comparar los valores experimentales y
tedricos de t, observamos que los valores expe-
rimentales son superiores, por lo cual se deduce
que la recta, no pasa por el origen del plano car-
tesiano; los valores de y cambian cuando los de
x cambian, lo cual indica que al cambiar la con-
centraciéon cambian los didmetros de los halos
de inhibicién, ademds existe una correlacién
entre dichos valores.

El andlisis de varianza de las caracteristicas
de linealidad permitié corroborar que no exis-
te, un desvié significativo de la linealidad en las
respuestas halladas dentro de cada uno de los
niveles de concentracién usados. Por otra parte
el mismo analisis mostr6 que las respuestas ins-
trumentales (Halos de inhibicién) obtenidas
entre los distintos niveles de concentracién del
antibiético, eran significativamente diferentes,
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Tabla 9. Resultados de las pruebas de hipétesis para la linealidad

T. experimental
Prueba Hipotesis B T. tedrico
Ceftriaxona | Cefotaxime | Ceftazidime | Ampicilina | Imipenem
Ho:m =0
Pendiente |, 315 37.6 451 64.36 34.54 2.16
Ho:m#0
Ho:b =0
Intercepto © 10.03 11.254 88.20 66.28 84.20 2.16
Ho: b #0
. Ho: R =0
Correlacion 18.93 61.31 61.35 66.28 84.24 2.16
Ho: R#0
Tabla 10. Anilisis de varianza para la regresién (ANOVA).
Prueba de T. experimental
e . T. teérico
hipotesis Ceftriaxona | Cefotaxime | Ceftazidime | Ampicilina Imipenem
Regresién 827.8 7605.9 5989.4 4214.2 5939.1 4.96
Linealidad 0.2855 2.0653 3.1516 0.8237 0.4740 3.711

lo que nos indica que existe regresién (valores
muy préximos a uno) ya que la respuesta instru-
mental no solo de debi6 a los posibles errores
(aleatorios y sistematicos), sino al efecto directo
de las concentraciones del antibiético.

Precision (1 1-1 5)

La precision se trabajar a tres niveles, sin em-
bargo, a nivel experimental solo pudo evaluarse

aun nivel, siendo éste el menos limitante ya que
los otros dos niveles exigen mayores requeri-
mientos fisicos y humanos. Pese a lo anterior la
precisién del método de analisis logré evaluarse
a partir de la reproducibilidad la cual fue evalua-
da en los ensayos del mismo dia y entre dias.
El valor de los F calculados en el anélisis es-
tadistico del coeficiente de variaciéon arrojo
como resultados que no hay variacién en los en-
sayos, tanto en los hechos el mismo dia como
los realizados entre dias (ver Tablas 11 y 12).

Tabla 11. Andlisis de varianza para las concentraciones de los ensayos en el mismo dia.

T. experimental
Concentracion 3 T. tedrico
Ceftriaxona | Cefotaxime | Ceftazidime | Ampicilina | Imipenem

Cl1 0.394 0.4414 1.211 0.36 0.1205 5.1433

C2 0.486 0.0375 0.8182 0.18 1.2900 5.1433

C3 0.521 0.3544 0.0303 0.04 0.5806 5.1433

C4 0.337 0.9819 0.0476 2.18 0.1011 5.1433

C5 0.463 0.5714 1.6087 9.45 0.0125 5.1433
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Tabla 12. Andlisis de varianza para las concentraciones de los ensayos entre dias.

T. experimental
Concentracion 3 T. tedrico
Ceftriaxona | Cefotaxime | Ceftazidime Ampicilina| Imipenem
Cl 0.392 1.0811 0.4399 0.0008 0.7059 4.9646
C2 0.570 0.0254 0.2381 0.0076 0.0816 4.9646
C3 0.414 0.7962 0.0239 0.0012 1.2895 4.9646
Cc4 0.571 0.9863 0.0562 0.0570 0.3962 4.9646
C5 0.434 0.3137 0.2663 0.0663 1.0000 4.9646

Estos resultados nos indican, que la metodolo-
gia seguida, tiene un alto grado de repetibilidad,
y que los ensayos pueden realizarse, tanto el
mismo dfa, como entre dias, sin que existan di-
ferencias en los resultados obtenidos.

Estabilidad (11-15)

Para este estudio, alicuotas de la soluciones
stock estindar de los diferentes antibidticos
preparadas en dos solventes diferentes (agua
para inyeccién y bufter fosfatos 0.1 M), se some-
tieron a condiciones de estrés térmico (18°C y
37°C), a diferentes intervalos de tiempo y ejecu-
tando con ellas el ensayo biol6gico. Sila molécula
es estable se deben mantener sin diferencias

1,6
—©&— Buffer 18°C
——H&— Buffer 37°C
157 -- A - -Agua 18°C
++ X---Agua 37°C

Intercepto
ES

-
w
I

-
N

o
N
I
o
©

Tiempo (dias)

Figura 2. Estabilidd de Ceftriaxona.
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significativas la pendiente y el intercepto de las
curva generadas bajo cada tratamiento. Una dis-
minucién en el valor del intercepto muestra pér-
dida de actividad, por que con la misma dosis
(aparentemente) se obtiene menor respuesta.

Ceftriaxona. En esta molécula el efecto mayor
de inestabilidad de da por temperatura pues con
agua o buffer el comportamiento es similar a la
misma temperatura. De acuerdo con el andlisis
estadistico las variaciones estdn dentro de los li-
mites de confianza, de modo que la molécula du-
rante las primeras 24 horas, que es el tiempo en
el que se desarrolla el ensayo, se mantiene esta-
ble, como se puede ver en la Figura 2. También,
se vio que la molécula es estable una semana en
refrigeracién y un mes en conge]acién a -4°C.

—— Buffer 18°C
—— Buffer 37°C
- - & - -Agua 18°C
- - X--+Agua 37°C

10 4

Intercepto
©

Tiempo (dias)

Figura 3. Estabilidad de Cefotaxima.
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Cefotaxime. Al igual que con la ceftriaxona, el
efecto mayor se debe a la accién de la tempera-
tura tiene una accién mds fuerte como se ve en
la Figura 3. No obstante el efecto de la tempera-
tura sobre la estabilidad del activo, para el caso
del ensayo, este fenémeno no afecta la respues-
ta en el ensayo, porque este se realiza con un
periodo total de maximo 9 horas, y el fenémeno
se ve a las 18 horas, por lo tanto la respuesta del
ensayo se debe a la presencia del activo. La mo-
lécula es estable un mes en congelacién, y una
semana en refrigeraci(’)n.

Ceftazidima. Como se ve en la Figura 4 esta es
una molécula relativamente estable, pues du-
rante las primeras 24 horas no se ve un efecto
importante de la temperatura y el vehiculo so-
bre la estabilidad de la molécula, que a partir del
dfa dos es notorio, siendo la variable mé4s im-
portante la temperatura, no asi el vehiculo. Con
este resultado podemos decir que las respuesta
del ensayo se deben al activo colocado dado que
el ensayo se realiza un periodo de 16 horas. En
refrigeracién y congelacion se comporta igual
que la cefotaxima.

Ampicilina/Sulbactam. En esta molécula el
efecto mds importante se debe al vehiculo pues,
el buffer fostatos pH 8 la actividad de la

k)
o
@
o
2
£
—e— Buffer 18°C| -,
1o | ——Buffer 37°C
-- @ -'Agua 18°C AN
- - X— - (-] ~)(
14 Agua 37°C ’ ‘
0 2 4 6 8

Tiempo (dias)

Figura 4. Estabilidad de Ceftazidima.
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molécula se ve comprometida, pues tenemos
menor respuesta que en agua. Para efectos de la
metodologia de valoracién se demostré que a
pH 8 aunque se desminuye la sensibilidad se
gan6 en reproducibilidad, precision y en una
disminucién importante en el tiempo de incu-
bacién para obtener una respuesta mas estable y
reproducible. La recomendacién es realizar los
ensayos en el menor tiempo posible y no reali-
zar demasiados montajes a un mismo tiempo.
La molécula es estable por 12 horas en buffer
fostatos pH 8 congelada a -4°C.

Imipenem. Como en el caso de la Ampicilina
la actividad del imipenem se ve afectada por el
pH del vehiculo. Sin embargo, es una molécula
muy inestable, por lo que aqui es critico el
tiempo de puesta del ensayo microbiolégico.
Por lo tanto este se debe realizar en menos de 1
hora para que la inestabilidad de la molécula no
influya en la respuesta instrumental (halo de in-
hibicién). Se encontré, que la molécula es esta-
ble por una semana a -4°C.

Adicionalmente, estos estudios de estabilidad
nos permiten obtener una informacién importan-
te para la subdosificacién de estos productos. Una
vez preparados, los productos comienzan su dete-
rioro, y es razonable saber cuanto tiempo y en que

21
—«&— Buffer 18°C
N —e— Buffer 37°C
o 19 % -- 4 --Agua 18°C
5 %, |-~ % --Agua37°C
§ N
8
c
- 17
15

0 0,5 1
Tiempo (dias)

Figura 5. Estabilidad de Ampicilina/Sulbactam.
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Figura 6. Estabilidad de Imipenem.

condiciones se pueden almacenar para poder ser
utilizados con seguridad cuando deben ser admi-
nistrados en cantidades menores que las que se
obtienen una vez reconstituido el producto, even-
to frecuente en pediatria.

Especificidad (11-15)

Se desarrollé la metodologia de analisis con los
productos de degradacién obtenidos a partir de
muestras comerciales de los antibiéticos some-
tidas a condiciones de estrés térmico, durante
varios dias (20 dias a 50° C). Con ninguno de
los antibidticos se produjo alguna clase de res-
puesta instrumental, lo que conlleva a reafirmar
que las respuestas instrumentales obtenidas son
especificas para la molécula integra. Es decir,
que los subproductos de degradacién no tiene
actividad biolégica que pueda interferir con la
respuesta del ensayo.

Valoracion de Muestras Comerciales

Para la valoracién de muestras comerciales, se
decidi6 adquirirlas en establecimientos publicos
(droguerias hospitalarias) con la intencién de
analizar su potencia, de la forma mas real y tal y
como tiene cabida en el piblico, entre las que te-
nemos marcas registradas y productos genéricos.

Tabla 13. Contenido relativo de muestras comerciales de Ceftriaxona, Cefotaxima, Ceftazidima,

Ampicilina/Sulbactam e Imipenem.

Muestra Ceftriaxona Cefotaxima Ceftazidima Ampicilina Imipenem
sulbactam
Ml 110.1 105.4 92.2 101.2 113.7
M2 114.6 108.6 91.8 102.6 111.6
M3 114.6 114.1 99.8 96.2 111.4
M4 115.0 112.5 110.9 96.2 115.0
M5 109.9 90.1 101.4 101.2
M6 110.2 92.1 93.7 107.8
M7 114.6 108.9 98.0 99.4
M8 111.5 106.5
M9 92.1 106.5
M10 113.2 101.2
M11 112.4 95.0
M12 113.9 100.0
M13 91.4 96.7
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Para determinar si los productos son equi-
valentes farmacéuticos se tendra en cuenta que el
contenido determinado con el ensayo microbio-
l6gico este dentro de la especificacién asignada
por la USP 27 que para todos los antibiéticos es
de 90 a 115 % del contenido etiquetado.

De la tabla anterior se puede concluir que
las muestras analizadas en este estudio son equi-
valentes farmacéuticos. Solo resta anotar que
para imipenem solo se analiza el producto inno-
vador puesto que no existen productos genéricos
de este antibiético en particular.

Se puede decir como conclusién final que
el andlisis por cromatografia liquida de alta efi-
ciencia, que se emplea para cuantificar el conte-
nido de antibiéticos en muestras comerciales,
puede ser perfectamente realizada con un ensa-
yo microbiolégico, el cual serfa una alternativa
econémica para laboratorios de microbiologia
de hospitales, que no cuentan con una fuerte
capacidad econémica para adquirir los equi-
pos requeridos para el andlisis cromatogritico.
El ensayo biol6gico también se puede adaptar
de manera econémica y eficiente para el andli-
sis de muestras biolégicas, como las que se ge-
neran durante estudios de farmacocinética y
farmacodinamia, que se realizan en modelos
animales o de seres humanos. De manera adi-
cional, la industria farmacéutica puede utilizar
estas metodologfas como herramientas alterna-
tivas al andlisis instrumental, cuando este no es
accesible o presenta fallas sistematicas. También
como herramienta comparativa.

Serfa muy importante que la parte final de
este trabajo (evaluacién de muestras comercia-
les) se ampliara involucrando todos los produc-
tos innovadores genéricos de marca y genéricos,
para conocer si los productos que se comercia-
lizan en el pais son desde el punto de vista de
este bioensayo in vitro tienen la misma actividad
antimicrobiana podria decirse que equivalentes
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terapéuticos in vitro, y se confirma que son equi-
valentes farmacéuticos.

El siguiente paso que es realizar una trabajo
similar pero esta vez involucrando cepas de ori-
gen hospitalario con el fin de hacer estudios
comparativos de determinacién de Concentra-
ciones Minimas Inhibitorias y Concentraciones
Minimas Letales con la misma filosofia, involu-
crando productos genéricos, innovadores y de
marca.
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