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RESUMEN

En este estudio se plante6 caracterizar fisico-quimicamente y la efectividad
microbiol6gica de vancomicinas genéricas (Behrens, Fada Pharma) y copias (Vancocyn,
Vancomax, Celovan). Para ello, se determind el pH de todas las vancomicinas en
soluciones, para estudiar la estabilidad de los antibidticos, reconstituidas en agua
destilada, agua desionizada, SSF 0,9%, cloruro de sodio 0,45% y Ringer lactato; ademés
de verificar las interacciones ionicas del agua destilada con las otras soluciones antes
mencionadas. A través de la espectroscopia de infrarrojo con Transformada de Fourier
se detectaron de 9 a 10 grupos funcionales de los 23 que contiene la molécula original,
siendo estos los méas importantes para que ocurran las interacciones farmacodinamicas.
Con el uso del Microscopio Electronico de Transmision se observaron diferentes
morfologias en los cinco antibidticos. Para determinar el perfil de susceptibilidad de las
cepas ATCC y otras cepas certificadas, se determind la concentracion minima inhibitoria
de todas las cepas, por dos métodos; dilucion en agar y microdilucion en caldo a
diferentes concentraciones de vancomicina (0,5 hasta 128 pg-ml™) y se observé, que el
método de microdilucién es mas sensible y especifico que el de dilucion en agar. Se
determind la potencia de las cinco vancomicinas mediante el andlisis de bioensayo,
empleando varias matrices bioldgicas, observandose un comportamiento igual para las
tres cepas ATCC usadas, a pesar de variar las soluciones y el pH. En el estudio in vivo se
demostrd la efectividad de tres vancomicinas (Behrens, Vancocyn y Celovan), para
erradicar la endocarditis experimental en ratas; al aplicar la prueba Q de de Cochran se
determiné que hubo diferencias significativas (Qoo1 =72,5), con un nivel de confianza
1% entre las 5 vancomicinas que se utilizaron. Estos resultados demuestran la
efectividad (equivalencia terapéutica) de los medicamentos genéricos y copias, a pesar
de que en varias investigaciones se ha demostrado el fracaso de estos medicamentos.

Vi



INTRODUCCION

Vancomicina es un antibidtico perteneciente a la familia de los glicopéptidos; fue
aislado por primera vez en el afio 1955 en una muestra procedente de Borneo, a partir de
cepas de Amycolatopsis orientalis, antes conocido como Streptomyces orientalis, un
actinomiceto (McCormick et al., 1955). Este antibidtico inicialmente fue denominado
como compuesto 05865, y posteriormente se le dio el nombre de vancomicina, que
deriva de la palabra inglesa “vanquish” (vencer). Al principio, el preparado contenia un
alto porcentaje de impureza, con un aspecto de color marrén, que fue llamado “barro de
Mississippi”. No fue sino hasta 1985, cuando con técnicas de purificacion, utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), se pudo
obtener un mejor producto, el cual tiene menos efectos adversos asociados, inicialmente,

a la administracion del antibiético (Marshall, 1965; Garcia, 1997).

Desde su aprobacion por la Administracion Federal de Alimentos y Drogas (FDA, por
sus siglas en inglés) en 1958, vancomicina se ha utilizado como un antimicrobiano
eficaz frente a bacterias Gram positivas Yy, sobre todo, frente a cepas de Staphylococcus
productoras de B-lactamasas; pero el desarrollo de los nuevos antibioticos con menos
efectos adversos limitd su uso. Debido a la aparicion en 1980, de cepas de
Staphylococcus aureus meticilino-resistentes (MRSA, por sus siglas en inglés),
Staphylococcus coagulasas-negativas y Enterococcus, favorecio nuevamente el uso de
vancomicina (Anderson et al., 1961; Griffith, 1981).

La estructura quimica de la vancomicina fue identificada con estudios de difraccion de
rayos X en 1978 tras varios afios de investigacion. Se trata de un compuesto
polipeptidico de masa molar (1448 Daltons) muy superior al de otros antibidticos y cuya
formula molecular es CgsH7sCIoNgO24; constituida por residuos de glucosa, acido
aspartico, N-metil-leucina, acido 3-metil-4cetohexanoico, dos grupos orto-metil-
hidroxibenceno y dos grupos para-metil-hidroxibenceno (Sheldrick et al., 1978;
Déamaso, 1990).



Vancomicina, actGa en dos sitios de la célula bacteriana: la pared celular y la membrana
plasmaética, con lo cual se altera la permeabilidad de la membrana, pero también impide
la correcta sintesis del ARN bacteriano. La sintesis de péptidoglicano comprende tres
etapas: a) sintesis de precursores citosolicos del pentapéptido fijado sobre un disacarido
N-acetil-glucosamina y N-acetil-muramina (NAcGlc-NAcMur), b) acoplamiento de
estos precursores a un lipido transportador y transferencia de moléculas resultantes a la
superficie exterior de la membrana, y c¢) formaciéon de “malla” entre cada uno de los
precursores mediante reacciones de transpeptidacion y transglicosilacion acompafiado de
la liberacion de los lipidos de transporte y su reciclaje a la cara interna de la membrana
(Jordan y Inniss, 1959; Jordan y Mallory, 1964; Reynolds, 1989; Kapsnisk-Unec et al.,
1996).

El mecanismo de accién de vancomicina, consiste en la inhibicion extracelular de la
sintesis de péptidoglicano, que interactia con los residuos D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-
Ala) de los precursores del péptidoglicano, mediante cinco puentes de hidrégeno (L-
alanina, D-glutamina, L-lysina, D-alanil y D-alanina), evitando asi la union cruzada entre
diferentes cadenas, con la consecuente inhibicion de la accion de transpéptidasas y
transglicosilasas. Ademas, requiere del acceso de moléculas de alto peso molecular a la
superficie del péptidoglicano en formacion, lo cual explica su especificidad por las
bacterias Gram positivas. Ya que el péptidoglicano de las Gram negativas esta protegido
por una membrana externa de lipopolisacarido impermeable a moléculas complejas

como vancomicina (Reynolds, 1989; Arthur et al., 1996; Pootoolal et al., 2002).

Aunque vancomicina es un antibidtico especifico contra bacterias Gram positivas como
Staphylococcus aureus (ya sean cepas sensibles a meticilina o meticilino-resistentes),
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans, existen
excepciones con algunos Gram negativos, como Neisseria gonorrhoeae (Rotschafer,
1986; Damaso, 1990).



R-D-Ala-D-Ala

Figura 1. Uniones vitales para la correcta farmacodinamia entre la vancomicina y el
precurosor del péptidoglicano terminado en D-Ala-D-Ala.

El mecanismo de resistencia a vancomicina esta generado por la posesion de genes que
alteran la diana y por un sistema de regulacion que induce o reprime la expresion del
operon vanA, en concreto los genes vanH, vanA, vanX; vanH codifica para una a-ceto-
acido-reductasa que genera un isomero D-lactato (D-Lac), posteriormente, vanA codifica
una ligasa resistente que une D-Ala y D-Lac para formar el depsipéptido D-Ala-D-Lac. El
nuevo depsipéptido pierde drésticamente su afinidad por el antibiotico y no se une a este,
de forma que puede completar el ensamblaje del péptidoglicano y continuar la sintesis
de la pared. Pero para ello, debe contar con el gen vanX para que esa union tenga efecto,
ya que es una dipeptidasa que hidroliza el dipétido D-Ala-D-Ala pero no D-Ala-D-Lac,
eliminado asi la sintesis del precursor con afinidad por el antibidtico. La sustitucion del
dipéptido D-Ala-D-Ala por el depsipéptido D-Ala-D-Lac, impide la formacion de un
puente clave (R,C=0---HN) para la unién de vancomicina con su blanco de accién,
disminuyendo mil veces la afinidad del antibio6tico por la bacteria, lo cual se traduce en

una alta resistencia (Arthur et al., 1996).



Vancomicina se administra principalmente por via intravenosa (IV); y debe hacerse
lentamente en un tiempo de 90 minutos, en una solucion diluida, debido al riesgo de
liberacion de histaminas por los mastocitos lo cual puede desencadenar una serie de
complicaciones relacionadas a la velocidad de perfusion, como sindrome de cuello rojo,
reacciones anafilacticas, hipotension y falla cardiaca; ademés de nefrotoxicidad y
ototoxicidad que estan relacionadas con concentraciones plasmaticas altas, tanto el nivel
pico como valle. Sin embargo, existen otras vias de administracion con menos efectos de
absorcion como la oral, que solo se aplica para el tratamiento de colitis
pseudomembranosa y la via intramuscular que tiene poca penetracion tisular, ademas de
provocar intensos dolores (Griffith, 1956; Bryan y White, 1978; Matzke et al., 1986).

Dicho antibiético se distribuye en un volumen aparente de 0,4 y 1 I-kg™ y representa
10% del volumen de distribucion. Estos valores son compatibles con una adecuada
penetracion a los diferentes fluidos y tejidos corporales del organismo (sinovial,
pericardico, pleural, peritoneal), pero es relativamente baja en los pulmones y no
atraviesa la barrera hematoencefalica en ausencia de inflamacién (Moellering, 1984;
Cruciani et al., 1996).

Vancomicina se une de forma moderada a proteinas plasmaticas, siendo el porcentaje
medio de union entre 33-55%. La eliminacion tiene lugar principalmente por via renal,
de modo que 90% de la dosis se excreta de forma inalterada en las primeras 24 horas tras
su administracion, mediante filtracion glomerular, sin evidencia de que se produzca
secrecion tubular ni reabsorcion. La vida media de eliminacidn en pacientes con funcién
renal normal es alrededor de 6 horas, pero en pacientes con patologias renales tiende a
incrementarse entre 200-250 horas, siendo necesario el ajuste de la dosificacion, que en
el caso de vancomicina se realiza aumentado el intervalo de dosis (Moellering et al.,
1981).

Para obtener un resultado exitoso debe existir una interaccion especifica que se establece
entre el farmaco, agente patdgeno, lugar de infeccién y hospedero, ademas de la

concentracion minima inhibitoria (CMI) que para vancomicina, varia en un amplio



rango de 0,25 a >256 pg-ml™ frente a diferentes microorganismos. Los dos principios a
considerar en la farmacodinamia son: el efecto post-antibidtico (EPA) y el tiempo de
relacién muerte bacteriana y concentracion del antibiotico. Debido a que vancomicina es
un farmaco dependiente del tiempo, su EPA es de moderado a prolongado. Tanto la
farmacocinética como la farmacodinamia buscan cuantificar la actividad in vivo y

garantizar la eficacia terapéutica (Craig, 2001; Pea y Pierluigi, 2006).

Los medicamentos geneéricos, se caracterizan por presentar las mismas caracteristicas
(cualitativas y cuantitativas) del principio activo, es decir, que tengan la misma forma
farmacéutica y que se demuestre bioequivalencia con el innovador, mediante estudios de
biodisponibilidad. Aunque los medicamentos copias tengan la misma formula quimica
que el genérico, la preparacion y los excipientes que se usan para su elaboracion pueden
no ser los mismos, por lo tanto varia su biodisponibilidad y farmacocinética. En teoria
no existe gran diferencia entre genéricos y copias cuando se administran por via

intravenosa ni intramuscular (Garcia et al., 2010).

Al respecto, Vesga et al. (2010) realizaron un estudio comparativo de la eficacia in vivo
de tres productos genéricos de vancomicina en experimentos simultdneos con el
innovador; demostrando que ningun producto tenia diferencias en cuanto al ensayo in
vitro, curva de letalidad, ni farmacocinética en ratones infectados. A pesar de estas
similitudes los productos genéricos fracasaron en el estudio in vivo, mientras que el
innovador presento eficacia terapéutica, concluyendo que la equivalencia farmacéutica

no implica equivalencia terapéutica.

Hay estudios que indican que antes de 2005, las vancomicinas genéricas vendidas en
Colombia, tenian una efectividad in vivo significativamente menor, cuando se
comparaba con la vancomicina original en experimentos animales. De todos los
producidos después de 2005, sélo uno (Baxter) presentd actividad perfectamente
equivalente con el original. La inefectividad viene dada en estos estudios por la

presencia de impurezas en los genéricos. Esto no quiere decir que los originales no



tengan impurezas, pero su relacién con respecto al principio activo es mucho menor
(Zuluaga et al., 2009; Vesga et al., 2010; Zuluaga et al., 2010). Los antibidticos
originales poseen 4% de impurezas (productos de degradacion cristalina) contra 16%
encontrada en los genéricos. Hay autores que sugieren, que el fracaso de los antibioticos
genéricos se debe al efecto Eagle observado en estudios in vivo con cepas de S. aureus
(Agudelo et al., 2010).

Los laboratorios farmacéuticos invierten demasiado dinero para desarrollar cada
molécula debido a la comprobacion de su efectividad, estabilidad, estudios
farmacocinéticos y farmacodindmicos, en modelos experimentales y la patente. Una vez
finalizadaos todos los ensayos realizados por los laboratorios, deben ser estudiados los
pro y contra de los medicamentos por la FDA en Estados Unidos y la Agencia Eurepea
de Medicamentos (EMA) en Europa. Son muchas las formulaciones farmacolégicas que
nunca seran aprobadas para su uso clinico humano, después de haber sido evaluadas en
modelos experimentales animales e incluso voluntarios humanos, debido a los estrictos
controles de esas agencias con respecto a las reacciones adversas y la toxicidad de los

mismos.

Una vez pasadas todas las pruebas, otorgada la certificacion para su uso humano, el
medicamento puede al fin salir a la venta. Por todas estas razones, cuando un
medicamento nuevo sale al mercado, su costo es elevado. Las patentes de los
medicamentos pueden ir de 10 a 12 afios, lo que significa que durante ese tiempo, el
medicamento no puede ser copiado por nadie, pero finalizado ese tiempo, otros
laboratorios pueden sintetizar esa molécula, a un costo mucho menor, debido a que no
han invertido todo el dinero que invirti6 el laboratorio farmacéutico innovador (Bera y
Mukherjee, 2012).

Teniendo en cuenta la importancia clinica de la administracion intravenosa de
quimioterapias anti-infecciosas, en términos de control de enfermedades y por la

aparicion de resistencias por el uso inadecuado de antibioticos, es necesario demostrar



que la equivalencia farmacéutica de la concentracion del principio activo en un producto
genérico se encuentra dentro de una escala aceptada respecto al innovador,
conjuntamente con la precision y exactitud, siendo los criterios mas importantes, que
constituyen el punto central para asumir la equivalencia terapéutica de drogas por via
intravenosa. En un estudio realizado por Zuluaga et al. (2009), se demostr6 la
equivalencia farmacéutica de 21 productos genéricos de un total de 22 analizados frente
al innovador, entre dichos antibioticos se estudiaron tres vancomicinas genéricas de las
cuales dos demostraron equivalencia farmacéutica. Confirmandose que los antibidticos

genéricos si presentan equivalencia farmacéutica con respecto al innovador.

Técnicas como la Espectrometria Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR, por sus
siglas en inglés) y Microscopia Electronica de Transmision (TEM, por sus siglas en
inglés), son utilizadas basicamente para verificar y contrastar compuestos de importancia
clinica. La FTIR, es una técnica cuya radiacion infrarrojo (IR) es transmitida (o
reflejada) a través de una muestra. Una parte de la radiacion IR es absorbida por la
muestra y otra es transmitida. EI espectro resultante representa la absorcion molecular y
la transmision, creando una impresion digital molecular de la muestra. Igual que con una
impresion digital, no existen dos estructuras moleculares que generen el mismo espectro

IR, lo que hace a este método muy util para varios tipos de andlisis (Saptari, 2004).

En cuanto a la técnica TEM, utiliza como fuente de iluminacién un haz de electrones
gue son generados por un filamento de tungsteno cuando este por efecto termoiodnico se
pone incandescente. Estos electrones son acelerados y dirigidos hacia la muestra
mediante lentes electromagnéticas en condiciones de alto vacio. La imagen que se
obtiene es plana y monocromatica (en blanco y negro) y se puede llegar a un limite de
resolucion de 0,3 nm (Clarke, 2002). Estas técnicas son de gran utilidad a la hora de
determinar grupos funcionales y morfologias estructurales de macromoléculas como
vancomicina, que permiten estudiar las interacciones de dicho antibidtico con el sitio

diana de las bacterias Gram positivas.



Con estos estudios se puede determinar la equivalencia farmacéutica, mas no
terapéutica. Y se sabe, que medicamentos con equivalencia farmacéutica no garantizan
la terapéutica. Se ha demostrado que la co-administracion de cloranfenicol, penicilina G
potasica y succinato sodico pueden ocacionar la precipitacion de vancomicina. Por otro
lado, Aztreonan, bencilpenicilina, ceftazidima, ceftrioxona, meticilina sédica, ticarcilina,
barbituricos, clorotiazida sddica y fosfato sodico de dexametasona, pueden alterar el
perfil sérico de vancomicina. Incluso, se pueden observar reacciones méas graves como el
riesgo de hemorragias, al asociar warfarina con vancomicina (Anguran et al., 1987). La
administracion de metformina méas vancomicina permite el desarrollo de acidosis lactica
(Stockley, 2002; Montafiés, 2008). Para prolongar la vida del antibidtico, los viales

deben ser almacenados a 25°C y protegidos de la luz solar (MHRA, 2011).

La frecuencia con las que se producen estas interacciones medicamentosas junto con las
complicaciones que estas originan, y en particular aquellas interacciones con potencial
de riesgo para la vida del paciente, son los aspectos que determinan su relevancia
clinica, ya que son modificaciones que sufren los medicamentos por la administracién
simultinea de uno o varios farmacos, ademds de sustancias exdgenas no
medicamentosas en el organismo, que pueden generar la apariciéon de un efecto
terapéutico o toxico de mayor o menor intensidad de lo habitual (Sellers y Romach,
1998; De Blas et al., 2004). Por ello, es necesario conocer ciertas caracteristicas de los
farmacos, sobre todo aquellos que sean fundamentales para tratar patologias graves y
que estos sean el tratamiento de eleccion contra esa enfermedad, para asi evitar en lo
posible las consecuencias adversas derivadas de dichas interacciones (Moro, 2002; De
Cos et al., 2003). Ademas, hay que tener en cuenta, que existen pacientes con diversas
patologias que requieren de la co-administracion de varios farmacos y son ellos los méas

afectados con estas interacciones.

Este estudio fue disefiado para evaluar las caracteristicas organolépticas y la solubilidad,;
asi como la estabilidad mediante la determinacién de pH en diferentes soluciones

empleadas en el area hospitalaria. Verificar y contrastar los espectros y las estructuras de



las cinco vancomicinas en estudio utilizando las técnicas de FTIR y TEM
respectivamente. Por otro lado, evaluar el estudio in vitro por medio de las
concentraciones minimas inhibitorias CMI en agar y por microdilucién en caldo, asi
como determinar las curvas de muerte con cepas bacterianas certificada frente a los
cinco antibidticos; se indujeron mutantes bajo diferentes perfiles de susceptibilidad. Por
ultimo, se demostré la efectividad clinica de las cinco vancomicinas mediante la

erradicacion de una endocarditis experimental en modelo animal.

Es necesario realizar estudios que permitan determinar si las diferentes vancomicinas
genéricas y copias en estudio tienen variaciones en sus caracteristicas fisico-quimicas
gue modifiquen su efectividad microbioldgica, ya que se han reportado varias muertes
de pacientes tratados con estas vancomicinas genéricas y copias en el Hospital de
Cumana, razon por la cual es menester realizar estudios regionales que demuestren si
hay variaciones de estos medicamentos, responsables de los fracasos terapéuticos, ya

que los publicados no indican que se hayan realizado con estas mismas vancomicinas.



METODOLOGIA

Cepas de estudio

Las cepas bacterianas que se emplearon en esta investigacion fueron: Enterococcus
faecalis ATCC 29212 (vancomicino sensible), E. faecalis V583 (genotipo vanB),
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (vancomicino sensible, productora de
betalactamasa), S. aureus ATCC 25923 (vancomicino sensible, no productora de

betalactamasa), S. aureus Mu50 (cepa SAIV).

Antimicrobianos

Se probaron cinco vancomicinas dos genéricas (Behrens, Fada Pharma) y tres copias
(Vancocyn, Vancomax, Celovan) de diferentes casas comerciales, cuya presentacion

farmacéutica es polvo liofilizado.

Determinacién de pH

Se pesaron 0,0256 g de cada una de las cinco vancomicinas entre genéricas y copias, en
la balanza analitica y se diluyeron en 10 ml de diferentes soluciones: Ringer lactato,
cloruro de sodio 0,45%, Solucién Salina Fisiol6gica (SSF) 0,9%, agua destilada y agua
desionizada. Posteriormente, se midieron los pH de cada vancomicina en las diferencias
soluciones con el pHMetro (marca JENWAY, modelo 3510 pH Meter), el primer dia, a
los tres y seis meses de experimentacion. La lectura del pH a los tres y seis meses solo se
midio en el agua desionizada (Williamson y Williams, 1984).

Espectros de las vancomicinas

Se tomaron cinco muestras sélidas de vancomicina en polvo comercial, se sometieron a
una mufla a 110°C durante 10 dias; culminado este tiempo, se mezclaron con bromuro
de potasio (KBr) cada una. Esta mezcla se tritur0 y se prenso con el fin de obtener una
pastilla translucida que permito el paso del haz de luz. Una vez obtenidas las pastillas, se
analizaron en el FTIR, marca PERKIN ELMER, modelo 1000 PC, con resolucién de 2
cm™, en un rango de 4000 a 400 cm™. En funcién de los espectros de cada muestra, se
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determinaron las &reas totales y corregidas en modo de Absorbancia. Obtenidas las
areas, se analizaron los espectros de las cinco vancomicinas con el espectro teorico para

ubicar los grupos funcionales (Base de datos SDBS).

Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Los antibidticos sélidos de vancomicina genéricos y copias se pulverizaron en un
mortero, de manera de reducir significativamente la granulometria; una vez reducida se
colocaron las muestras en un vial y mediante accién de gravedad fueron cayendo las
particulas de diferentes tamafos en una rejilla de 3 mm de didmetro preparada en 100
mesh; se sacudieron técnicamente de manera de eliminar las particulas grandes y dejar
las més pequefias. Culminado el proceso de preparacion de las muestras se analizaron en
un TEM, modelo H-600, marca HITACHI con un voltaje de aceleracion de 100 kV en
un modo de sefial de campo claro. Finalmente, los negativos fotogréaficos se pasaron a

positivos (Morales y Lozano, 1865).

Preparacion del in6culo

Los indéculos de cada una de las cepas E. faecalis (ATCC 29212, V583), y S. aureus
(ATCC 29213, ATCC 25923 y Mu50), se prepararon de la siguiente manera. En primer
lugar, se reactivaron las cepas guardadas a -20°C en placas de infusion cerebro corazon
(ICC) durante 24 horas a 35°C. Al siguiente dia se tomd una colonia de las placas
sembradas previamente y se resuspendié en 3 ml de SSF, hasta obtener una turbidez
comparable al estandar 0,5 McFarland (CLSI, 2015).

Concentraciéon Minima Inhibitoria

En agar

Se determin6 por dilucion en agar Muéller-Hinton (MH). Los cultivos bacterianos
liquidos fueron preparados al igual que el in6culo 0,5 McFarland para luego realizar
diluciones 1:10. Colocando 2 ml de vancomicina en cada placa de Petri y vertiendo 18
ml del medio mezclando bien. Las placas de agar que contenian diferentes

concentraciones de vancomicina (0,5 hasta 128 pg-ml™), fueron incubadas con 5 pl de
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las cepas en estudio (1,5x10® UFC-ml™) por depésito y se incubaron por 24 horas a 35°C
(Freitas et al., 2006).

Microdilucion en caldo

En placas de ensayo inmunoenzimatico (ELISA) se colocaron en cada pocillo de cada
linea 95 pl de caldo MH, con la ayuda de una pipeta multicanal. Se prepararon
soluciones de trabajo de las diferente vancomicinas cuyas concentraciones fueron 2
ng-ml™. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas 1:2 a partir de la primera
columna, para obtener concentraciones decrecientes 128 a 0,25 pg-ml™. Los pocillos 11
y 12 se tomaron como control positivo y negativo respectivamente. Las primeras cinco
filas correspondieron a una muestra a analizar y asi sucesivamente, hasta completar las

cinco vancomicinas en estudio, con las cinco cepas controles.

Finalmente, se afiadieron 5 pl del inéculo bacteriano de 0,5 McFarland (1,5x10°
UFC-ml™) de cada una de las cepas en estudio. Todas las placas se incubaron a 35°C
durante 24 horas, tras ese periodo se realizo la lectura del mismo. El experimento se
realizé por duplicado (CLSI, 2015).

Bioensayo

Basandose en la metodologia de Hewitt, 2003, con modificaciones en el Laboratorio de
Resistencia Bacteriana del 1IBCA; empleando el método de difusion en placas con agar
MH. Para ello se preparo la solucion patron de cada una de las cinco vancomicinas
(genéricas y copias), con 0,003 g de cada antibidtico en estudio, diluidos en 1 ml de SSF
0,9 %, agua destilada, agua desionizada y Ringer Lactato, utilizando tres cepas controles
E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 29213 y S. aureus ATCC 25923.
Previamente se inactivaron los discos en la autoclave a 121°C por 15 min, una vez
inactivados cada uno de los discos se les agrego 10 ul de la solucion patron y se
guardaron en la nevera hasta su uso, y las placas se incubaron a 35°C por 24 h. La
lectura de los halos de inhibicion se realizé midiendo en milimetros (mm) el didmetro

alrededor de cada uno de los discos por la cara inferior de la placa de Petri.
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Curva de muerte

Se determiné mediante el método de Krogstad-Mollering, 1986; modificado en el
Laboratorio de Resistencia Bacteriana del [IBCA. Las concentraciones de los
antibidticos se seleccionaron en funcion de la CMI de cada una de las cepas controles.
Por cada cepa se colocaron dos tubos, uno sin antibioético (control de crecimiento) y uno
con antibidtico (control de muerte o disminucion de la poblacion). Se emple6 un
volumen de 10 ml de caldo ICC y un in6culo 0,5 McFarland de cada una de las cepas en
estudio y se afiadieron concentraciones de 2 pg-ml™ y 32 pg-ml™ para E. faecalis ATCC
29212, E. faecalis V583, respectivamente y S. aureus ATCC 29213 (1 pg-ml™), S.
aureus ATCC 25923 (1 ug-ml™), S. aureus Mu50 (4 pg-ml™).

Los tubos se incubaron a 37°C en Bafio de Maria por agitacion. Se midi6 la Densidad
Optica de cada cepa (con y sin antibiético) en el espectrofotometro (marca JENWAY,
modelo 6405-UV Visible Spectrophotometer), a una longitud de onda 600 nm a las 0, 1,
2, 3, 4 y 5 horas. El experimento se realizé por duplicado (Krogstad y Moellering,
1986).

Induccion de mutantes con vancomicina

Los mutantes fueron inducidos por el método de Pfeltz con algunas modificaciones. Las
cepas de S. aureus ATCC 25923 y Mu50 fueron crecidas en 4 ml de caldo ICC con 2
mg:I* de vancomicina (con cada una de las marcas en estudio) en agitacién (250 rpm) de
1 a 7 dias a 37°C hasta cuando se observd turbidez. Los cultivos crecidos fueron
sembrados en agar ICC con 2 mg-I™ de vancomicina (con la marca que permitié el
crecimiento). Se incubaron por 24 horas a 35°C. Las colonias que crecieron en la placa,
fueron sometidas a cultivos liquidos con una concentracion mayor de vancomicina de 1
a 7 dias a 37°C hasta cuando se observo turbidez. Los ciclos de cultivos en agar y en
caldo fueron repetidos hasta alcanzar 16 mg:I™ de vancomicina (con la marca que

permitio el crecimiento) (Pfeltz et al., 2000).

Se conto6 el nimero de colonias totales en los cuatro cuadrantes de cada placa, se les
aplico una media y se multiplicé por el factor de dilucién, con estos resultados se
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calcularon las UFC-ml™, utilizando la siguiente férmula (Wootton et al., 2001; Howden
etal., 2010).

Numero de colonias X Factor de Diluciéon

UFC/ml =
/m ml de muestra

Efectividad de las vancomicinas para la erradicacion de endocarditis experimental
en modelo animal.

Basandose en el Cddigo de Etica del Fondo Nacional de Ciencia Tecnologia e
Innovacion (FONACIT) y en la metodologia de Fantin et al., 2001, modificada en el
Laboratorio de Resistencia Bacteriana del IIBCAUDO, las ratas blancas de 0,3 kg
(Rattus norvegicus Sprague-Dawley), se anestesiaron mediante la administracién de 0,02
ml-kg™ de la solucién del compuesto activo Xilazina (Clorhidrato) (Hidrocloruro de 2-
(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiacina) por via intramuscular.

Una vez anestesiadas las seis ratas, se les administro el in6culo de E. faecalis ATCC
29212 (1,5x10° UFC-ml™) por via intravenosa. Para ello, se sujetaron cada una de las
ratas en forma horizontal y con una jeringa de insulina de 1 ml se les colocaron 120 pl
del inéculo por la vena lateral de la cola para producir una endocarditis experimental. La
rata control se sacrificé a las 48 horas después de la inoculacién. A las cinco ratas
restantes, también inoculadas con la bacteria se les aplicé el tratamiento durante cinco
dias por via intramuscular, una rata por cada vancomicina en estudio con una dosis de 15

mg-kg™ de peso corporal cada 12 horas.

Las ratas se sacrificaron con una inyeccion intramuscular de Succinilcolina 50 mg-ml™,
ocho horas después de la ultima dosis del tratamiento. Con técnicas asépticas se realizo
la apertura del térax con un equipo de diseccion; luego con pinzas estériles se extrajo el
corazén de cada una de las ratas y se colocaron en placas de Petri estériles para ser
pesados en la balanza analitica. Seguidamente, se diseccion0 cada uno de los corazones
por separado con la ayuda de un bisturi estéril y se colocaron en 6 ml de caldo ICC; se

incubaron en Bafio de Maria a 37°C. Se realizaron diluciones dependiendo de la turbidez
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del tubo que contenia cada uno de los corazones. Se sembraron 100 pl de las tres Gltimas
diluciones y del tubo sin diluir en placas de agar ICC con la ayuda de una varilla de

vidrio previamente estéril y se incubaron por 24 horas a 35°C.

Transcurrido ese tiempo se realizo la verificacion de la capacidad de cada una de las
vancomicinas de esterilizar el corazon, mediante el contaje de colonias en placas. El
régimen de dosificacion fue elegido en funcion de las concentraciones plasmaticas
similares a las obtenidas en seres humanos y la dosis estdndar de vancomicina
corresponde estrechamente a un g cada 12 horas, régimen estandar en seres humanos.

Los experimentos se realizaron por triplicado (Fantin et al., 2001).

Finalmente, se realizo el recuento de colonias en cada una las placas, se les aplico una
media y se calcul6 las UFC por gramos de tejido cardiacos. La férmula utilizada fue la

siguiente (Perez, 2009).

Numero de colonias 1
UFC/g = Volumen del sembrado (ml) * Dilucion X Volumentubo ml + Peso(g)
&= Peso (g)

Andlisis estadistico

Los resultados de esta investigacion se presentan en figuras y tablas, ademas se realizd
un analisis estadistico no paramétricas como el Analisis de Varianza Bidimensional y la
Prueba Q de Cochran para verificar la existencia 0 no de diferencias significativas con

un nivel de significancia del 1% (Siegel y Castellan, 1995).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se evaluaron macroscopicamente las caracteristicas organolépticas de las
cinco vancomicinas genéricas y copias, donde Vancocyn (copia) y Fada Pharma
(genérico) precipitaron al cabo de los seis meses (Tabla 1). No obstante, todas las
vancomicinas en estudio solubilizaron de forma inmediata y ninguna presento turbidez
al principio de su reconstitucién. Segun la literatura, vancomicina es soluble a pH 4 y

disminuye su solubilidad a medida que aumenta el pH (Sweetman, 2007).

Tabla 1. Caracteristicas organolépticas y solubilidad de vancomicinas genéricas
(Behrens y Fada Pharma) y copias (Vancocyn, Vancomax, Celovan) analizadas en este

trabajo.

Vancomicinas Forma Color Granulos  N°delote  Precipitado
Behrens ® 500mg, Ligeramente  Gruesos 0053005 No
(genérico) polvo rosada

liofilizado
Vancocyn ° 500mg, Rosada Mediano V061420 Precipité a
(copia) polvo los 6 meses
liofilizado
Vancomax © 500mg, Blanca Finos K9303 No
(copia) polvo
liofilizado
Celovan ¢ 500mg, Blanca Finos 7600236 No
(copia) polvo
liofilizado
Fada Pharma®  500mpg, Rosada clara  Finos 27109 Precipit6 a
(genérico) polvo los 6 meses
liofilizado

a.) México, b.) India, c.) Argentina, d.) India, e.) Argentina, N°: nimero

En diferentes articulos se han reportado vancomicinas blancas, semi blancas,
ligeramente amarillentas a marrones, sin olor, con un sabor amargo (MHRA, 2011),
dependiendo del fabricante. Segun la fabricacion del medicamento, se van a formar
cristales, generando polimorfismos del mismo medicamento. La consecuencia de estas

modificaciones fisico-quimicas, es que el principio activo precipite, impactando la
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solubilidad y velocidad de disolucion (biodisponibilidad), estabilidad del estado solido
(potencia), caracteristicas de deformacion (compactibilidad), y el tamafio de particula y

forma (densidad del polvo y propiedades de flujo).

En la sintesis de los medicamentos, se puede producir durante el proceso diferencias en
el tamafio de los granulos (Manzano y Morales, 2001), como se observé en este estudio,
las cinco vancomicinas tuvieron diferencias opticas en el tamafio de los granos del polvo
y en el color. Como se puede observar en la tabla 1, Behrens es la de grano mas grueso.
Sin embargo, cuando se pesaron las cinco vancomicinas, se evidencid una diferencia
importante, entre Celovan y las otras vancomicinas, ya que ésta, ocup6 un mayor
volumen con la misma cantidad pesada con respecto a las otras vancomicinas. La que

ocup6 menor espacio volumétrico fue vancomax.

En la tabla 2 y 3 se muestran las variaciones de pH, las cuales reflejaron que al
reconstituir el polvo liofilizado de las cinco vancomicinas con distintas soluciones, éstas
arrojaron diferentes valores de pH; en el caso del agua destilada presentaron valores de
6,5-6,8; en SSF 0,9% Yy cloruro de sodio 0,45% 3,4-3,9; en la solucién Ringer lactato
5,4-5,6 (Tabla 2) y para el caso del agua desionizada, un pH inicial de 3,1-3,9 (Tabla 3).
Cabe resaltar, que la determinacién de pH en agua desionizada también se realiz6 a los 3
y 6 meses, mostrandose un incremento progresivo del pH inicial a lo largo del tiempo de
experimentaciéon alcanzando un valor de 4,2 para Vancocyn (copia) y de 4,6 para
Vancomax (copia); observandose que solo Vancocyn (Tabla 3), presento valores que se
encuentran dentro de los limites o rangos tedricos (2,5-4,5) de la molécula original. Al
aplicar el Analisis de Varianza Bidimensional se determind que no hubo diferencias
significativas (p>0,01) con 1% de confianza, al comparar las cinco soluciones utilizadas
(agua destilada; agua desionizada; SSF 0,9%; cloruro de sodio 0,45% y Ringer lactato)

en el experimento.

El incremento del pH puede producir la disminucion de la solubilidad del farmaco, y
este a su vez generar la formacion de precipitado. Se ha demostrado previamente, que la
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flebitis a menudo esta relacionada con la precipitacion de drogas solubilizadas tras la
inyeccion en el torrente sanguineo (Johnson et al, 2003; Sweetman, 2007; Revilla,
2009). No obstante, en otros estudios han considerado estable el antibi6tico a un pH
mayor a cuatro, tal es el caso de los resultados reportados por Nair et al. (2012), al
evaluar la actividad in situ de iones de gel con vancomicina hidroclorada de liberacién

ocular, mostraron que el pH de la formula oftdlmica era estable en un rango de 6,5 a 7,4.

Esta descrito que vancomicina se puede reconstituir en SSF 0,9%, glucosa 5%, o Ringer
acetato. Vancomicina en solucion tiene pH bajo que puede causar inestabilidad fisico-
quimica cuando se mezcla con otros compuestos, razén por la cual, se decidié verificar
si existian cambios de pH al disolverlas en diferentes soluciones disponibles en los
medios hospitalarios y asi prevenir mezclar el antibiético con sustancias que lo
inactiven. Aplicar sustancias alcalinas al mismo tiempo de administracion de
vancomicina se debe evitar. Dicho esto, no se debe administrar simultdneamente los
siguientes medicamentos: polimixina B, colistina, aminoglucdsidos, bacitracina,
anfotericina B, viomicina, ni cisplatina (droga oncoldgica) porque potencia sus efectos
neurotoxicos y nefrotdxicos (Anguran et al., 1987).

El pH del cuerpo humano es neutro, por lo tanto las funciones bioldgicas del mismo
deberian realizarse bajo esta condicion. En farmacologia, el pH influye en la solubilidad
del farmaco, por lo que la relacion entre pH y la solubilidad de los medicamentos
ionizados tiene gran importancia en relacion a la ionizacion de acidos y bases débiles.
En el caso de la estructura de vancomicina que presenta grupos ionizables que se
relacionan con algunas caracteristicas quimicas del farmaco como la capacidad de unirse
a iones metalicos para formar complejos con ciertas secuencias de aminoacidos
terminales de péptidos bacterianos presentes en la pared celular, que pueden generar
ademas de particulas sélidas insolubles, la no union de la bacteria a la vancomicina
(Revilla, 2009).

Por lo que, en el presente estudio se determiné el pH en SSF 0,9%, cloruro de sodio
0,45%, Ringer lactato, agua destilada y agua desionizada; las primeras tres soluciones
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contienen electrolitos en concentraciones similares al suero sanguineo y estas soluciones
son las que se usan para pasar medicamentos a los pacientes; ademas se verificd la
estabilidad de cada una de las vancomicinas genéricas y copias en las diferentes
soluciones, debido a que presentan distintos valores de pH. No obstante, es importante
que el personal de enfermeria, que es el encargado de suministrar los medicamentos,
tenga conocimiento del tipo de solucion que debe utilizar para reconstituir ciertos
farmacos de pH muy &cidos, ya que al modificarlo el pH alterara su estructura y por lo
tanto afectara la farmacocinética y la farmacodinamia (Nath et al., 2004; Sweetman,
2007).

Hay que recordar que el éxito terapéutico de un antibidtico no depende solamente de la
interaccidn antibidtico-bacteria, sino que existen otros factores asociados a ello. EI pH
del medio es fundamental, razén por la cual, en este estudio se verificd el pH de las
vancomicinas diluidas en otros solventes, diferentes de agua destilada. Esta descrita la
efectividad disminuida de aminoglucésidos y macrélidos a pH acido; es bien sabido que
en abscesos, el pH del medio es acido (Bryan y van den Elzen 1976). Asi como también,
la ausencia de oxigeno es otro factor importante porque disminuye notablemente el pH
del medio. Los antibidticos activos en la pared, necesitan que las células estén en
division para poder actuar, si no, no serén efectivos y las condiciones en los abscesos, no

son las adecuadas para la divisién celular (Neu, 1987).

Tabla 2. Variacion de pH de vancomicinas genéricas (Behrens y Fada Pharma) y copias
(Vancocyn, Vancomax, Celovan) diluidas en diferentes soluciones, analizadas en este
estudio.

Agua SSF 0,9% NaCl 0,45% Ringer

destilada Lactato
Behrens 6,8 3,9 3,9 55
Vancocyn 6,8 34 3,4 54
Vancomax 6,5 3,4 3,4 55
Celovan 6,5 3,9 3,7 5,4
Fada Pharma 6,5 3,9 3,9 5,6

SSF: Solucidn Salina Fisiologica. NaCl: cloruro de sodio
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Tabla 3. Evolucidon del pH de vancomicinas genéricas (Behrens y Fada Pharma) y copias
(Vancocyn, Vancomax, Celovan) reconstituidas con agua desionizada, al inicio, alos 3 'y
6 meses de experimentacion.

Agua desionizada

pH inicial pH 3 meses pH 6 meses
Behrens 3,1 3,4 3,6
Vancocyn 3,9 41 4,2
Vancomax 3,7 4,0 4,6
Celovan 3,1 3,2 3,5
Fada Pharma 3,1 3,1 3,3

En un estudio se evalu6 el impacto del pH del antibiético con respecto a la actividad
inhibidora de varios betalactamicos (ampicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos);
variar el pH de 7 a 6,5 gener6 distorsiones en los bordes de los halos de inhibicion con
ceftriaxona, impidiendo la correcta lectura de los mismos. Cuando se alterd el pH del
medio de cultivo (6,5; 7; 7,5 y 8), se observaron diferencias de los halos de cefotaxime a
pH 8, con una reduccion, concluyendo que la bacteria era resistente cuando a otros pH
no lo era; dicho cambio pudo deberse a la hidrélisis de la molécula asociada al pH
(Meléndez et al., 2005). Al ser vancomicina un antibiotico con un pH muy bajo, éste
puede precipitar y por ende degradar otros farmacos, por lo que se debe evitar en lo
posible dichas interacciones medicamentosas para no generar fracaso terapéutico in vivo
(Nath et al., 2004; Sweetman, 2007).

Considerandose que, vancomicina puede verse afectada por la variacion del pH, se
decidd verificar los espectros de dicho antibidtico y asi comprobar si estan los grupos
funcionales necesarios para interactuar con el pentapéptido de la bacteria, para ello, se
utiliz6 la técnica de Espectrometria Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR), la
cual permite identificar grupos funcionales de un determinado compuesto. Basandose en
el hecho de que los enlaces quimicos de las sustancias tienen frecuencias de vibraciones
especificas, que corresponden a los niveles de energia de las moléculas. La regién

infrarrojo esté dividida en tres zonas: IR cercano 12800-4000 cm™; IR medio 4000-400
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cm; IR lejano 400-10 cm™, siendo en IR medio donde se da la mayoria de las
aplicaciones analiticas y los estados de excitacion que se producen en esta region son de
vibracion-rotacion, los cuales se refieren a las deformaciones que se producen en los
enlaces de los atomos de las moléculas en estudio (Ginzler y Gremlich, 2002; Saptari,
2004; Nakamoto, 2004).

En la figura 2, se muestran las bandas caracteristicas de los grupos funcionales mas
importantes de las cinco vancomicinas (genéricas y copias). Para Behrens, Vancocyn,
Vancomax y Celovan se observaron ocho grupos funcionales de los 23 que contiene la
molécula original, sin embargo, para Fada Pharma, solo se detectaron siete grupos
funcionales, y sin la deteccién del grupo NH, del intervalo de 1640-1560 cm™. Las
bandas reportadas en este estudio fueron: bandas O-H en intervalos de 2900-3400 cm™;
N-H 3180-3500 y 1640-1500 cm™; C=0 1700-1730 cm™; NH, 1640-1560 cm™; C-O
1000-1300 cm™; C-ClI 780-580 cm™, basado en los grupos funcionales del espectro

tedrico de vancomicina de la base de datos SDBS.

Zarif et al. (2012) realizar6n un estudio sobre IR de vancomicina obteniendo bandas OH
con longitudes de ondas entre 3383-3381cm™; C=C 1439 cm™; C=0 rango 1664-1708
cm™ y C-O-C 1230 cm™. Asimismo, Nair et al. (2012) en su investigacion sobre la
actividad ionica in situ de vancomicinas hidrocloradas de liberacion ocular, reportaron
otra banda no determinada en el presente estudio, como la de Ar-O-Ar, que son grupos
aromaticos unidos al oxigeno. En Iran Loveymi, et al. (2012) encontraron otras bandas
gue no se mostraron en los estudios citados anteriormente, como son las bandas CH; y
CHg3 con longitudes de ondas de 2950-3000 cm™.

Resultados opuestos a este estudio fueron encontrados en India por Lankalapalli et al.
(2015) quienes detectaron los grupos funcionales COOH con longitudes de onda de
3387 cm™; R-CH,-CHj3 2935 cm™; R-NH-R 2842 cm™; R-CO-NH, 1632 cm™; R-O-R
1093 cm™, R-NH, 687 cm™.

A pesar de que en este estudio se encontraron de 7 a 8 grupos funcionales, del total (23),

los grupos funcionales detectados aqui son de gran importancia, ya que son los
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responsables de las interacciones intermoleculares de vancomicina con el precursor del

péptidoglicano terminado en D-Ala-D-Ala, para formar los cinco puentes que le

confieren estabilidad al dominio bacteria-antibiotico.
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Figura 2.

Curva espectral tedrica de la molécula vancomicina, mostrando los principales

grupos funcionales involucrados en la interaccion bacteria-antibiotico.
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Curva espectral de Behrens por el método de Espectrometria Infrarrojo con

Transformada de Fourier, mostrando los principales grupos funcionales involucrados en
la interaccion bacteria-antibidtico.

22



NH

%T 1 -OH /
Cl
'Y C-O
7 N,L NH .o
C=0 ?
4000.( 3000 2000 1500 1000 450
cm-1

Figura 4. Curva espectral de Vancocyn por el método de Espectrometria Infrarrojo con
Transformada de Fourier, mostrando los principales grupos funcionales involucrados en
la interaccion bacteria-antibidtico.
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Figura 5. Curva espectral de Vancomax por el método de Espectrometria Infrarrojo cor
Transformada de Fourier, mostrando los principales grupos funcionales involucrados en

la interaccion bacteria-antibidtico.
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Figura 6. Curva espectral de Celovan por el método de Espectrometria Infrarrojo con
Transformada de Fourier, mostrando los principales grupos funcionales involucrados en
la interaccion bacteria-antibidtico.
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Figura 7. Curva espectral de Fada Pharma por el método de Espectrometria Infrarrojo
con Transformada de Fourier, mostrando los principales grupos funcionales
involucrados en la interaccion bacteria-antibiotico.
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Las vegetaciones de la endocarditis, albergan de 10° a 10'° microorganismos por gramo
de tejido (Bayer y Norman, 1990). Esta conformacion bacteriana tan densa, dificulta el
paso de cualquier compuesto hacia su interior (antibioticos o respuesta inmune tanto
humoral como celular). La localizacion de las vegetaciones (endocarditis de valvula
derecha o valvula izquierda), las comorbilidades, e intervenciones quirdrgicas,
determinan el éxito del tratamiento (Fowler et al. 2005). Cuando las bacterias estan
dentro de la biopelicula, su tasa de crecimiento disminuye, debido a la restriccion de
nutrientes, la falta de oxigeno y la respuesta adaptativa al estrés; lamentablemente, los
antibidticos que actGan a nivel de pared, son activos solamente en bacterias en
crecimiento, por lo tanto, si no se dividen, no son efectivos (Brown et al., 1988; Donlan
y Costerton, 2002; Gotz, 2002).

Determinar los espectros de cada vancomicina estudiada permitié demostrar la presencia
de los grupos funcionales necesarios para interactuar con el pentapéptido de la bacteria.
Para que vancomicina tenga accién bactericida, deben estar presentes los grupos amida
(N-H) que se unen a los carboxilos del pentapéptido (C=0). En las cinco vancomicinas
(genéricas y copias) aqui analizadas, se encontraron todos los grupos necesarios para la
farmacodinamia correcta. De hecho, no se observé ninguna diferencia entre las cinco
vancomicinas en todos los ensayos in vitro. La diferencia vino cuando se hicieron los
ensayos in vivo, ya que entran en juego otras variables, ausentes en los ensayos in vitro,
como el suero, las proteinas plasmaticas, el complemento, los anticuerpos, la respuesta

celular del paciente, etc.

Vancomicina tiene una molécula de asparagina la cual establece un enlace peptidico del
H de uno de los grupos amida con el carboxilo de alanina (sitio blanco de la bacteria),
formando un enlace covalente (R,C=0---HN). Alanina es un aminoacido hidrofdbico, el
cual crea una interaccion hidrofobica y las variaciones en la entropia provocan cambios
en el plegamiento peptidico, razén por la cual toma peso la teoria de que el fracaso
terapéutico de Vancomax y Fada Pharma viene dado por problemas en la

farmacodinamia debido a la variante morfologia, (claramente evidenciada por
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Microscopia Electrénica de Transmision) y no por la ausencia de algun grupo funcional
indispensable para la interaccion con el sitio blanco de la bacteria.

Se estima que en un tratamiento de vancomicina por cada 100 mg-kg™ diarios, hay 1 x
10" moléculas de vancomicina disponibles para unirse a los precursores del
péptidoglicano. En dado caso de que exista una infeccidon por cepas SAIV, la bacteria
producira pentapéptidos terminados en D-Ala-D-Ala y dipéptidos D-Ala-D-Ala que seran
liberados al medio externo para atrapar la vancomicina presente en el medio, mientras se
sigue formando la pared celular sin interferencia de vancomicina (Cui et al., 2006). En
dicha infeccion, habra 10° dipéptidos D-Ala-D-Ala y entre 10° — 10* pentapéptidos
terminados en D-Ala-D-Ala. Pero para neutralizar 102 — 10" precursores del
péptidoglicano, solo se necesitan 10° moléculas de vancomicina (Hiramatsu, 1998). En
las dosis administradas a las ratas con endocarditis experimental por E. faecalis ATCC
29212, (ver efectividad de las vancomicinas para la erradicacion de endocarditis
experimentalen modelo animal en la pagina 51) Behrens tuvo 0,9 x 10%, VVancocyn 0,6 x
10", Vancomax 0,2 x 10*8, Celovan 5,00 x 10*® y Fada Pharma 0,2 x 10*® moléculas de
vancomicina. Como se puede observar, Celovan es la vancomicina que més moléculas
disponibles tuvd; los antibidticos que tuvieron éxito terapéutico fueron Behrens,

Vancocyn y Celovan.

En la tabla 4, se visualiza que las vancomicinas Vancomax y Fada Pharma, tuvieron la
menor concentracion, por debajo de 30 mg, sin embargo, cuando se estimé el nimero de
moléculas necesarias para unirse a los precursores del péptidoglicano, (basados en el
area C-ClI de los espectros de las vancomicinas) todas las vancomicinas de este estudio
tenian las moléculas completas para alcanzar el éxito terapéutico, como de hecho ocurri6
en todos los ensayos in vitro con un inéculo de 0,5 McFarland, (1,5 x 10® UFC-ml™), lo
cual viene siendo 1,5 x 10** precursores del péptidoglicano. Vancomicina se une a las
proteinas plasmaticas entre 33 a 55%, suponiendo que vancomicina se una 30%,
guedaria 70% libre para unirse a los precursores del péptidoglicano, todavia con ese

calculo, las vancomicinas probadas tendrian moléculas suficientes para alcanzar los
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precursores del péptidoglicano, ya que estan disponibles 1,05 x 10'® moléculas de

vancomicina.

Tabla 4. Estudio del area de C-Cl de los espectros de todas las moléculas de vancomicina y la

determinacion de su concentracion y nimero de moléculas disponibles.

Tipo de vancomicina  Area (cm”) del  Concentracion del  NUmero de moléculas

grupo C-CI antibiético mg disponibles
Behrens (genérico) 0,533 86 0,9 x 10"
Vancocyn (copia) 0,412 66 0,6 x 10*
Vancomax (copia) 0,165 27 0,2 x 10*
Celovan (copia) 3,103 500 5,00 x 10*
Fada Pharma (genérico) 0,144 23 0,2 x 10'®

En la figura 8 se visualizan diferentes estructuras morfologicas de las vancomicinas
(genéricas y copias) obtenidas por TEM. Segun las imagenes, se pudo observar que las
estructuras de las cinco vancomicinas no presentaron uniformidad en su morfologia. En
la estructura de Behrens se observan grumos aglomerados con superficies irregulares,
Vancocyn y Fada Pharma se visualizan morfologias laminares, Vancomax también
presenta morfologia laminar pero con tendencia a la formacion de grumos, Celovan

presentd una morfologia con tendencia esférica pero separada.

En medicamentos so6lidos, la morfologia puede comprometer la calidad de la droga
debido a los cambios en sus propiedades fisico-quimicas, particularmente, la solubilidad
(Martins et al., 2014). Sin embargo, 80% de los productos se expenden en formulaciones
solidas ya que ofrece mayor estabilidad quimica si se compara con las formulaciones
liquidas. Por otro lado, el desarrollo, manufactura, transporte, almacenamiento y
suministro de formulaciones so6lidas es mas simple y menos costoso (Nunn et al., 2005),
pero a pesar de todas estas virtudes, existe un inconveniente y es, que se crean

compuestos con morfologias diferentes en las formulaciones solidas.
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El agua esta siempre presente en los compuestos sélidos y tiende a formar puentes de
hidrégeno con las moléculas del medicamento. Esos puentes de hidrégeno pueden darle
mayor estabilidad a los medicamentos solidos; los cambios morfoldgicos se atribuyen a
la presencia de los puentes de hidrégeno intermoleculares; pero no solo hay puentes de
hidrégeno, sino otras uniones no covalentes como las fuerzas de van der Waals,
interacciones electrostaticas y las interacciones m-m que influyen notablemente en el
rearreglo de los medicamentos sélidos (Desiraju, 2001; Purohit et al., 2009). Cualquier
cambio en el rearreglo intermolecular de medicamentos sélidos alterara sus
caracteristicas  fisico-quimicas, ya que esas caracteristicas seran afectadas
intrinsecamente por las conformaciones de los medicamentos, afectando no solo su
estabilidad sino también su biodisponibilidad (Byrn et al., 1999; Lee et al., 2011).

/
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Figura 8. Morfologia estructural de las cinco vancomicinas (genéricas y copias)
analizadas en este trabajo por Microscopia Electronica de Transmision (TEM).
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Vancomicina es una molécula demasiado grande, producto de un metabolito secundario
de Amicolatopsis orientalis. Su estructura estd compuesta de B-OH-Tyr2, B-OH-Tyr6, 4-
OH-Phe-Gly4, 4-OH-Phe-5, 3,5-(OH) 2-Phe-Gly7, Leul, Asn3 y dos azucares (glucosil
y vancosaminil), en conjunto producen una estructura bioactiva final (Nolan y Walsh,
2009). Esta bien documentado que hay propiedades que se alteran a causa de las
diferentes morfologias del principio activo de los medicamentos; entre esas propiedades
estdn la tasa de disoluciéon y la estabilidad de la droga; la reactividad quimica y
fotoquimica, lo cual afecta la farmacocinética del medicamento; por otro lado, la tension
interfacial, el area de superficie y la superficie libre de energia, morfologia de las
particulas, modifican la farmacodinamia de la droga (Lee et al., 2011).

En la figura 8, se puede observar que las vancomicinas con mayor area de superficie son
Vancocyn y Fada Pharma lo cual genera una mayor tension interfacial, que en teoria
aumentaria la interaccion bacteria-antibiotico, sin embargo, Fada Pharma no fue exitosa
en la endocarditis experimental desarrollada en el laboratorio (ver pagina 51), lo cual
hace pensar que la morfologia de las particulas en esta vancomicina, estan acumulando
demasiada energia y al no estar la superficie libre de energia se generan trastornos,
afectando la farmacodinamia in vivo, ya que in vitro no hubo ningun problema con
respecto a VVancomax que tampoco tuvo éxito terapéutico, se puede observar en la figura

8, lairregularidad en la morfologia de las particulas.

Los métodos que se emplearon para comprobar las CMI de las cepas controles utilizadas
en este estudio fueron, los de dilucion en agar y microdilucién en caldo, cuyos métodos
de laboratorio permiten determinar la menor cantidad de antibiético para inhibir el
crecimiento de la bacteria para poder saber si esta informacion es importante para el
médico, las concentraciones séricas alcanzadas en el paciente seran suficientes para

lograr el exito terapéutico (Andrews, 2001).

En este estudio se usaron cinco vancomicinas entre genéricas (dos) y copias (tres), frente

a cinco cepas con diferentes niveles de susceptibilidad, expresadas en las tablas 5 y 6.
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Los resultados demuestran que la mayoria de las vancomicinas se encuentran dentro del
rango de las CMI de las cepas certificadas, lo cual confirma las potencias
microbioldgicas de los antibioticos genéricos y copias analizadas en este estudio. E.
faecalis ATCC 29212 tuvo un valor de CMI por dilucion en agar por encima del rango
tedrico de las cepas certificadas, solo para el antibi6tico Vancocyn (Tabla 5). Asimismo,
se muestran los resultados por microdilucion en caldo (Tabla 6), observandose que la
mayoria de las vancomicinas se encuentran dentro del rango tedrico de las cepas
certificadas. La cepa E. faecalis ATCC 29212 presentd una dilucion por debajo del
rango de la cepa certificada con una vancomicina genérica (Behrens) y una copia
(Celovan). Sin embargo, segin el manual M100-S25 de CLSI (2015) este valor no
interfiere en los resultados obtenidos de acuerdo a lo planteado en este estudio, ya que es
aceptable una variacion de una o dos diluciones por encima o por debajo del valor

tedrico.

Determinar la CMI es una necesidad imperiosa para elegir el tratamiento con
vancomicina en infecciones producidas por cepas de Staphylococcus, ya que no hay
puntos de corte para el antibiograma, desde 2008 en el manual M100-S18 del CLSI. Hay
dos métodos manuales y no automatizados, como son dilucién en agar o microdilucién
en caldo disponibles para su deteccion. Obtener una CMI de 1 0 2 pg'ml™ en una prueba
con la misma cepa, no tiene mayor implicacion clinica y dependerd del método

empleado para su deteccion (Ayala-Gaytan et al., 2014).

Algunos investigadores sugieren que el método de eleccion deberia ser el de
microdilucion en caldo, ya que se observan ligeros cambios con los otros métodos.
Dependiendo de la expresion del nivel de susceptibilidad, la prueba E o E-test presenta
una dilucién mayor cuando la CMI de vancomicina es baja. Cuando se compara con la
CMI obtenida por los métodos automatizados, MicroScan proporciona un resultado con
una dilucion mayor, mientras que con el método Vitek2, la CMI tiene una dilucién
menor a la obtenida por microdilucion en caldo (van Hal et al., 2011; Kruzel et al.,

2011). Otros estudios sefialan que no solo el método utilizado para la deteccion de la
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CMI sino el modo de almacenamiento de la cepa, influenciard la CMI a vancomicina

expresada en cepas de Staphylococcus (Edwars et al., 2012).

Tabla 5. Concentracion Minima Inhibitoria obtenidas por el método de dilucion en agar
de cepas certificadas con las cinco vancomicinas en estudio.

CMI en Agar (ug-ml™)

Cepas Valor Behrens  Vancocyn Vancomax Celovan Fada
tedrico Pharma

S. aureus 0,5-22 1 1 2 2 1
ATCC
29213

S. aureus 4-8° 4 4 8 4 4
Mu50

S. aureus 1-2°¢ 2 2 2 2 2
ATCC
25923

E.faecalis  1-4¢ 4 8 4 4 4
ATCC
29212

E. faecalis  4-1000 © > 128 > 128 > 128 > 128 > 128
V583

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria. ATCC: American Type Culture Collection; a, c, d): origen del
valor tedrico de la cepa segin CLSI; b): Hiramatsu et al., 1997; €): Courvalin, 2005.

Con respecto a los resultados de la CMI por dilucidn en agar y por microdilucion en
caldo se observaron diferencias en ambos métodos. Por el método de dilucién en agar la
cepa S. aureus ATCC 29213 presentd CMI de 1 pg-ml™ con Berhens (genérica),
Vancocyn (copia) y Fada Pharma (genérica), como se observa en la tabla 5, mientras
que, por el método de microdilucién en caldo, todas mostraron una CMI de 2 pg-ml™
(Tabla 6).

La cepa S. aureus ATCC 25923 presenté una CMI de 2 pg-ml™, por el método de

dilucion en agar (Tabla 5), mientras que por el método de microdilucion en caldo fue de
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1 pg-ml™ para todas las vancomicinas, excepto para Fada Pharma (genérica). De acuerdo
con los resultados expresados en la tabla 5 y 6 se deduce que el método de microdilucion

en caldo resulté mas sensible y especifico que el de dilucion en agar.

Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria por Microdilucién en caldo de cepas
certificadas con las cinco vancomicinas (geneéricas y copias) en estudio.

CMI en caldo (Microdilucién) (ug-ml™)

Cepas Valor Behrens  Vancocyn Vancomax Celovan Fada
tedrico Pharma
S.aureus 05-2°2 2 2 2 2 2
ATCC
29213
S. aureus 4-8° 4 4 4 4 4
Mu50
S. aureus 1-2°¢ 1 1 1 1 2
ATCC
25923
E.faecalis  1-4¢ 0,5 1 1 0,5 1
ATCC
29212
E. faecalis 4-1000 © > 128 > 128 > 128 > 128 > 128
V583

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria; ATCC: American Type Culture Collection; a, c, d): origen del
valor tedrico de la cepa segiin CLSI; b). Hiramatsu et al., 1997; e) Courvalin, 2005.

Al aplicar el Andlisis de Varianza Bidimencional se determind que no existen
diferencias significativas (p>0,01) con un 1% de confianza entre las cinco vancomicinas
genéricas y copias utilizadas con respecto a las cinco cepas certificadas empleadas en
este estudio con los métodos de microdilucion en caldo y dilucidn en agar; a pesar de ser
el método de microdiluciéon en caldo mas sensible y especifico que el otro método

empleado.

32



Entre febrero y junio de 2007, en un trabajo realizado, con cepas Staphylococcus spp.
aisladas en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumand, Estado
Sucre, para detectar la susceptibilidad disminuida a vancomicina, se determin6 la CMI
por los métodos microdilucion en caldo y dilucidn en agar, donde se evaluaron un total
de 14 cepas de S. aureus en pacientes de UCI y hemodidlisis, obteniendo como resultado
por el método de dilucién en agar, 12 cepas con una CMI de 1 ug-ml™ y una con CMI de
2 pg-ml™, pero por el método de microdilucién en caldo, 12 presentaron CMI de 2
ug-ml™?y 2 cepas 4 pg-ml™, coincidiendo este estudio con el método de microdilucién en
caldo, demostrando que dicho método es mas sensible y especifico que el de dilucién en
agar (Manosalva, 2013).

Vesga et al. (2010) demostraron en su estudio el fracaso in vivo de productos genéricos
de vancomicina a pesar de tener equivalencia farmacéutica in vitro, con el innovador.
Determinaron la CMI por el método de microdilucion en caldo con la cepa control S.
aureus ATCC 29213, la cual fue 1 pg-ml™, tanto para el producto innovador como para
los productos genéricos, coincidiendo estos resultados con los de la presente
investigacion, particularmente con Behrens, Vancocyn y Fada Pharma. Resultados
similares a este estudio fueron obtenidos por Vaudaux et al. (2010) al emplear el método
de microdilucién en caldo utilizando como cepa control S. aureus ATCC 29213 para
detectar aislados de S. aureus intermedios a glicopéptidos (SAIV) con vancomicina
obteniendo una CMI de 2 pg-ml™, pero difieren con los obtenidos por Vesga et al.

(2010), por una dilucién.

Al igual que en este estudio, Walsh et al. (2001), determinaron la CMI por dos métodos
(microdilucion en caldo y dilucion en agar) en cepas con sensibilidad reducida a
glicopéptidos, empleando como cepa control S. aureus Mu50; con dicha cepa,
obtuvieron una CMI de 2 pg-ml™ por microdilucién en caldo y 4 ug-ml™ por dilucién en
agar, coincidiendo estos resultados, solo por el método de dilucion en agar, con los del
presente estudio (Tabla 5). Asimismo, Swenson et al. (2009), al utilizar los métodos de
microdilucion en caldo y dilucion en agar para detectar cepas de S. aureus con
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sensibilidad intermedia a vancomicina (SAIV), un total de 45 cepas de los cuales 40
fueron detectadas con el método de microdilucion en caldo y 5 por el método de dilucion
en agar, en un intervalo de CMI de 4 a 8 pg-ml™ coincidiendo con este estudio para

ambos métodos.

Hay muchos reportes de cepas SAMR con susceptibilidad disminuida a vancomicina,
que indican fracasos terapéuticos, lo cual se relaciona con la resistencia a vancomicina y
son cepas con CMI que varfan entre 1 a 2 ug-ml™ (cepas SAIV heteroresistentes) (Rong
y Leonard, 2010) y de 4 a 8 pg-ml™ (cepas SAIV homoresistentes) (Howden et al.,
2010). El problema de este tipo de cepas, es que parecen sensibles, pero no lo son, pues
poseen un mecanismo de trampa, el cual consiste en enviar a la superficie de la bacteria
dipéptidos D-Ala-D-Ala, que son el blanco de accion de vancomicina y las moléculas de
antibidtico quedan fijadas al dipéptido, mientras que la pared se sigue produciendo
debajo de esa nube de antibidtico-péptidos (Cui et al., 2006). En 2005, Wotton et al.,
publicaron un estudio en el cual demostraron por qué debian cambiar los puntos de corte
de susceptibilidad para vancomicina (sensible y resistente), ya que mas de 505 de las
cepas SAIV estaban con CMI de 4 a 8 pg:ml™y mas de 75% de las cepas SAIVh estaban
entre 2'y 4 pg-ml™.

Hoy por hoy, el punto de corte de sensibilidad propuesto en el Manual M100-S25 para
vancomicina y S. aureus es de 2 pg-ml™? (hasta 2008 fue de 4 ug-ml™). Hubo que
cambiarlo debido a la gran cantidad de fallos terapéuticos reportados; se comenzaron a
publicar bacteriemias por S. aureus con mortalidad de 12% en cepas con CMI <2 pg-ml’
'y con CMI > 4 pug'ml™ la mortalidad ascendié a 63% (Fridkin et al., 2003); casos de
bacteriemia por S. aureus con CMI < 0,5 pg-ml™ fracaso de 44% y cepas con CMI 1 - 2
ng-ml™ fracaso de 90,5% (Sakoulas et al., 2004). Como conclusién, la CMI, es el ensayo
fundamental para decidir emplear 0 no vancomicina como opcion terapéutica, ya que no
hay puntos de cortes disponibles desde 2008, para realizar antibiogramas; y ain con
cepas “sensibles” existe riesgo de fracaso terapéutico con vancomicina en estudios

clinicos en donde no se emplean vancomicinas genéricas ni copias, sino el innovador;
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por lo tanto, vancomicina, no es un buen agente antiestafilococcico y hay que
replantearse el uso de vancomicina en infecciones estafilococcicas (Ayala-Gaytan et al.,
2014).

Hay muchas infecciones que son ocacionadas por bacterias productoras de biopeliculas y
determinar que la CMI no es indicativo de éxito terapeutico. La CMI de una bacteria es
la representacion de la respuesta de células libres (planctonicas) frente al antibiotico, no
es en lo absoluto la CMI de bacterias conformando biopeliculas; para ello hay que
determinar la concentracién minima de inhibicion de biopeliculas (CMIB), pero lo que
realmente se necesita saber, es la concentracion minima de erradicacion de biopeliculas
(CMEB), ya que la CMI no serd informacion importante para lograr eliminar las
bacterias presentes dentro de las vegetaciones en las endocarditis bacterianas, es por ello
que hay tantos reportes de fracasos terapéuticos empleando vancomicinas originales o
innovadoras. Sakoulas et al., (2004), sacaron unas conclusiones a propdésito de las CMI
de la cepas de S. aureus con vancomicina y es que si la CMI es < 0,5 pug-ml™ solo habré
55,60 % de éxito terapéutico y que si la CMI esté entre 1 — 2 pug-ml™, el éxito terapéutico
sera apenas de 9,50 % (Sakoulas et al., 2004).

En un estudio realizado con cepas de S. aureus aisladas en el Hospital Universitario de
Bratislava-Staré Mesto, en Republica Checa, provenientes de catéteres venosos
centrales, tubos intratraqueales de drenaje, fueron 2 mg-1™ la CMI y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) en 80% de las cepas estudiadas, sin embargo, la CMEB (8 —
32 mg-1™) fue mucho mayor que la CMB en todas las cepas estudiadas, convirtiéndolas
en resistentes, por lo tanto, vancomicina no fue la opcion terapéutica para los pacientes
con infecciones por esas bacterias (Kotulova y Slobodnikova, 2010). Hay diferencias
significativas en la composicion de la matriz de las biopeliculas de cepas de S. aureus
meticilino resistentes, puesto que cepas ica-positivas tienen una biopelicula
principalmente compuesta de proteina de adhesién poli-intercelular (API), mientras que

las cepas ica-negativas poseen ADN extracelular. La CMI de vancomicina para las cepas
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ica-negativas fue de 16 pg'ml™'y la CMB fue de 32 ug'ml™'. No obstante, en las cepas
ica-positivas la CMI estuvo por encima de 1024 pug-ml .

Ahora bien, no solo es importante la composicion de la biopelicula sino el tiempo de
evolucion de su constitucion o lo que es lo mismo, la edad de la biopelicula, pues
mientras mas joven sea, mayor posibilidad de erradicacion; asi fue demostrado en
biopeliculas jovenes producidas por cepas de S. aureus meticilino resistentes ica—
negativas tratadas con vancomicina a pesar de la presencia de la biopelicula, pero fue un
fracaso rotundo en la erradicacion de S. aureus meticilino resistentes ica—positivas en las
biopeliculas jovenes y peor aln, cuando se trataron biopeliculas viejas con vancomicina
(Chopra et al., 2015). En un estudio realizado con 58 cepas de Enterococcus spp.
aisladas de puntas de catéteres intravasculares que estaban produciendo infecciones por
biopeliculas, se les determinaron las CMI, CMB y CMIB para vancomicina. La CMI fue
de 4 mg™, mientras que la CMB fue > 128 mg1™ y la CMIB fue de 4096 mg:™
(Sandoe et al., 2006).

Como se puede observar, la determinacion de la CMI de una bacteria planctdnica en el
laboratorio, no garantiza el éxito terapéutico de una infeccidén producida por bacterias
gue se organizan en biopeliculas, ya que la CMIB en este caso fue 1024 veces superior a
la obtenida en el laboratorio; por ser vancomicina un antibiético nefrotoxico, es
imposible que se puedan alcanzar concentraciones terapéuticas exitosas en un paciente
con una cepa con estas caracteristicas. De ahi, que ocurran fracasos terapéuticos
empleando vancomicina, sin importar que sean genéricas ni copias. Ya que el fracaso no
vendrd dado por el origen (innovador, genérico y copia) del antibiotico sino por la
compleja disposicion de la bacteria en la estructura de biopelicula.

La carga bacteriana experimental de la punta del dispositivo para desarrollar biopelicula
in vitro fue de 10°-10°> UFC, muy similar a la encontrada en la placa bacteriana dental
para determinar la CMIB a vancomicina, ampicilina y linezolid; dicha concentracion fue

mil veces mayor que la CMI de las bacterias planctonicas, muy por encima de los
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niveles alcanzados en suero con los antibiéticos probados (Rozen et al., 2001). Por lo
tanto, la deteccion del perfil de susceptibilidad de una bacteria in vitro, en cepas de
Enterococcus spp., causando infecciones sistémicas no tendra valor predictivo para el
éxito del tratamiento in situ (Sandoe et al., 2002). La terapia combinada de un
aminoglucosido con un inhibidor de pared, puede reducir la CMIB solo contra algunas
cepas de Enterococcus spp, no contra todas (Sandoe et al., 2006).

En la figura 9, se muestran los halos de inhibicion obtenidos con las vancomicinas
genéricas y copias de este estudio, colocadas en disco de papel Whatman nimero 1, para
obtener una concentracion constante de 30 pg de vancomicina (dicha carga es la misma
de los discos comerciales y para la cual, el manual M100-S18 tiene puntos de corte),
empleando la cepa S. aures ATCC 29213, se observaron halos de inhibicion de 29 mm
para Behrens; 28 mm para Celovan, y 30 mm para Vancocyn, Vancomax y Fada
Pharma, diluidas en SSF 0,9%. Para S. aureus ATCC 25923 las cinco vancomicinas
presentaron halos de inhibicion de 30 mm. Sin embargo, para E. faecalis ATCC 29212
los resultados fueron menores; 19 mm para Behrens y 20 mm para las cuatro
vancomicinas restantes. Al utilizar las soluciones agua destilada, agua desionizada y
Ringer lactato para reconstituir las vancomcinas; con la cepa E. faecalis ATCC 29212
no hubo diferencia en los halos de inhibicion, con agua destilada se observaron halos
similares a los obtenidos con SSF 0,9 % a excepcion de Fada Pharma que present6 halos
de 21 mm; en agua desionizada todas las vancomicinas presentaron halos de 20 mm y
para Ringer lactato los halos de inhibicion fueron de 19 mm para las cinco vancomicinas
(Figura 9). El bioensayo realizado con las cepas S. aures ATCC 29213 y ATCC 25923y
las vancomicinas reconstituidas con agua destilada, agua desionizada y Ringer lactato

fue exactamente igual al de la cepa E. faecalis ATCC 29212 (datos no presentados).

Al aplicar la prueba estadistica no parametrica de Analisis de Varianza Bidimensional,
no hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0,01) entre los halos de inhibicién
de la cepa E. faecalis ATCC 29212 con respecto a las cuatro soluciones empleadas; sin

embargo, entre los halos de inhibicion de los cinco antibidticos para las cepas
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certificadas S. aureus ATCC 29213 y S. aureus ATCC 25923 con respecto a la cepa E.
faecalis ATCC 29212 si hubo diferencias signifivativas (p<0,01), con un nivel de

confianza de 1%.

Segun el manual M100-S18 los puntos de corte para 30 g de vancomicina, empleando
la cepa S. aureus ATCC 25923 van de 17 a 21 mm, observandose que los valores
obtenidos en este trabajo caen dentro de ese rango cuando se empleo la cepa E. faecalis
ATCC 29212 y estan muy por encima cuando se utilizaron las cepas S. aureus ATCC
29213 y ATCC 25923.

No obstante, los productos farmacéuticos deben cumplir con normas de estdndares de
calidad de la farmacopea internacional, los cuales incluyen eficacia, confiabilidad, y
otros atributos que son determinados por varios organismos (The United States
pharmacopoeia. XXVII, sin afio de publicacion). Siempre que se habla de genéricos o
copias, se pone en duda la calidad de estos medicamentos, porque no son producidos por
el laboratorio que lo elabord en primera instancia (innovador), habiendo publicaciones
que afirman que los medicamentos genéricos y copias, no cumplen con los estandares
necesarios para alcanzar el mismo efecto terapéutico del innovador (Moeta et al., 2009),
incluso, que su comportamiento no es igual en modelos animales (Zuluaga et al., 2009).
Uno de los ensayos que deben pasar los antibiéticos, son las pruebas de potencia o
actividad bioldgica, ya que no basta con tener una composicion similar al innovador,
sino que sean efectivos clinica y bacteriolégicamente. Lamentablemente, son muchas las
publicaciones que afirman que vancomicinas genéricas y copias carecen de esa
efectividad, razén por la cual, se realizaron los bioensayos con las cinco vancomicinas y

cepas certificadas (Souza et al., 2004; Méndez et al., 2005).
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Figura 9. Bioensayo de las cinco vancomicinas genéricas y copias diluidas en SSF 0,9%
frente a S. aureus ATCC 29213 (1A3), S. aureus ATCC 25923 (1A7) y E. faecalis
ATCC 29212 (1A2).

Zuluaga et al. (2009) aplicaron un ensayo microbilogico (bioensayo), para determinar la
equivalencia famacéutica de 22 antibioticos genéricos intravenosos contra el innovador,
de los cuales tres eran vancomicina, donde emplearon como cepa estandar S. aureus
ATCC 6538p, utilizando cinco concentraciones diferentes (8-128 mg:I™") y como
diluyente agua destilada y suero murino, observandose como resultados que solo dos
vancomicinas (VAN-APP, VAN-Proclin), presentaron equivalencia farmacéutica con
respecto al innovador, sin embargo, en este estudio se emplearon tres cepas estandares,
pero la concentracion fue la misma para las cinco vancomicinas usadas, obteniendo
como resultado halos de inhibicion de tamafios similares para las cepas S. aureus ATCC
29213 y ATCC 25923 pero con una mayor diferencia en los halos de la cepa E. faecalis
ATCC 29212 (figura 9y 10).

En la India Lankalapalli et al. (2015) demostraron que al aumentar la concentracién del
farmaco aumenta el porcentaje de inhibicion. Ademas, de mostrar que no hay una
liberacion constante del farmaco y que esta es capaz de inhibir la cepa de S. aureus
durante las 24 horas. Esto indica que las soluciones de vancomicina son eficientes y

también pueden inhibir el crecimiento de S. aureus debido a la difusion alta de la droga.
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Figura 10. Bioensayo de las cinco vancomicinas genéricas y copias diluidas en
soluciones de agua destilada, agua desionizada y Ringer lactato frente E. faecalis ATCC
29212 (1A2).

La curva de letalidad o muerte se emplea fundamentalmente para el estudio de
nuevos antimicrobianos y para determinar el sinergismo o antagonismo de la
combinacién de dos o mas sustancias administradas conjuntamente (Jacqueline et al.,
2003). Ademas, de suministrar una informacion dinamica de la actividad bactericida,
y sobre la relacién entre la concentracion de antimicrobiano y su actividad
microbicida (Brady et al., 2006).
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En la figura 11, se puede observar que las diferentes vancomicinas produjeron un
descenso de la poblacién bacteriana en la primera hora del tiempo de exposicion (cinco
horas); en la cepa S. aureus ATCC 25923, a concentraciones por debajo de la CMI
teodrica, empleando como control, en todas las curvas de muerte, paralelamente se hizo
crecer la cepa sin antibiotico para demostrar la viabilidad de la misma. Con este ensayo
se demuestra la efectividad bacteriolégica de las cinco vancomicinas (genéricas y
copias) in vitro. La cepa S. aureus ATCC 25923 carece de mecanismos de resistencia a

betalactamicos y glicopéptidos.
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En la figura 12, se observé un descenso o muerte de la poblacién a la primera hora del
tiempo de exposicion con vancomicina, a excepcion de Celovan que la inhibicion
bacteriana se visualizd desde el inicio de la exposicion con el antibidtico. En un estudio
realizado por Vesga et al. (2010) probaron vancomicinas genéricas e innovador,
utilizando como cepa control S. aureus ATCC 29213, encontraron que para el control las
concentraciones bactericidas y bacteriostaticas actuaron como se esperaba,
evidenciandose que no hay diferencias in vitro entre los genéricos y el innovador; al
igual que este trabajo. La cepa empleada en este experimento, es S. aureus ATCC
29213, productora de betalactamasa, metilicilina sensible. Aqui se visualiza el gran
poder bacteriolégico in vitro de las cinco vancomicinas estudiadas en este trabajo. La

cepa en ausencia de vancomicina crece exponencialmente durante todo el experimento.
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En la figura 13, se confirma la sensibilidad de la cepa E. faecalis ATCC 29212 frente a
las cinco vancomicinas genéricas y copias en estudio, observandose disminucion de la
poblacién bacteriana a la primera hora del tiempo de exposicién (cinco horas), excepto
Behrens que presentd un efecto bactericida desde el inicio de exposicion de la bacteria
con el antibidtico. A diferencia de las dos curvas de muerte anteriores, que fueron
realizadas con S. aureus esta fue realizada con E. faecalis ATCC 29212; esta cepa
carece de mecanismo de resistencia a betalactamicos o glicopéptidos. Esto se hizo con el
objeto de verificar la accién de estas vancomicinas (genéricos y copias) con las dos
especies que causan mas infecciones a nivel hospitalario. Como se puede observar, las
cinco vancomicinas fueron capaces de inhibir el crecimiento de E. faecalis,

demostrandose el poder bacterioldgico in vitro de todas las vancomicinas.
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a vancomicinas genéricas (Behrens y Fada Pharma) y copias (Vancocyn, Vancomax y
Celovan). A: Berhens, B: Vancocyn, C: Vancomax, D: Celovan, E: Fada Pharma. ABS:
Absorbancia, SA: Sin Antibiético, CA: Con Antibiético, h: hora

43



Con respecto a la curva de muerte empleando la cepa con susceptibilidad disminuida a
vancomicina S. aureus Mu50, se observo tanto en el indculo bacteriano sin antibiotico
como en el inoculo bacteriano con antibidtico, un crecimiento exponencial similar
cuando la bacteria se expuso a las cinco vancomicinas (geneéricas y copias) (Figura 14);
lo cual sugiere una expresion constitutiva del mecanismo de resistencia albergado en esa
cepa, ya que en ningun momento la poblacion se resinti6 ante la presencia del
antibidtico. Cuando se extrapola esta experiencia in vitro a la respuesta intratratamiento
en un paciente con un proceso infeccioso con una cepa de Staphylococcus con
susceptibilidad disminuida a vancomicina, la bacteria va a persistir en el organismo del
paciente; es preferible retirar el tratamiento y dejar que el sistema inmune se encargue,
ya que vancomicina es un antibidtico altamente toxico con efectos adversos

irreversibles.

El problema de este mecanismo de resistencia, es que se generan subpoblaciones
resistentes a bajo nivel en poblaciones totalmente sensibles, que no son detectadas en las
pruebas corrientes disponibles en los laboratorios de bacteriologia, haciendo creer a los
médicos de su falsa efectividad, ya que la poblacion mayoritaria es sensible y va a ser
eliminada, pero la resistente rapidamente va a creer. Al eliminar la poblacion sensible el
paciente expresara una ligera mejoria, pero cuando la poblacion resistente comienza a
crecer y a colonizar el espacio que antes estaba ocupado por la sensible, el paciente

retrocedera en su evolucién clinica.

En vista de los varios fracasos terapéuticos de vancomicina frente a las endocarditis, se
ha sugerido el uso de betalactamicos o glicopéptidos (vancomicina o teicoplanina),
asociados a aminoglucésidos (gentamicina o estreptomicina) en pacientes con
endocarditis por S. aureus. Sin embargo, la asociacion de vancomicina con gentamicina
fue aditiva, no sinergistica frente a las cepas SAIV, por lo tanto, no mejoraron las

respuestas terapéuticas de los pacientes (Houlihan et al., 1997).

En un trabajo cientifico realizado por Pérez (2009) sobre la eficacia terapéutica de

cloranfenicol, linezolid y vancomicina frente a cepas S. aureus sensibles y resistentes a
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meticilina para el tratamiento de neumonia experimental, mostraron un comportamiento
similar frente a las dos cepas de S. aureus meticilino resistente. Para la cepa MR30 a una
concentracion igual a su CMI permanecio estable. Sin embargo, a concentraciones de 2x
y 4x CMI mostraron una actividad bactericida entre las 8 y las 24 horas. No obstante, en
la cepa MR33 se observd un descenso de la poblacion con una concentracion de 1x CMI
y para las concentraciones 2x y 4x CMI, se evidencio una actividad bactericida a las 24
horas de exposicion con vancomicina. Por el contrario, en este estudio se produjo un
incremento de la poblacion bacteriana a la primera hora de exposicion con vancomicina
(figura 14).
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Figura 15. Curva de muerte de la cepa E. faecalis V583 con resistencia inducida a
vancomicina frente a vancomicinas genéricas (Behrens y Fada Pharma) y copias
(Vancocyn, Vancomax y Celovan). A: Berhens, B: Vancocyn, C: Vancomax, D: Celovan, E:
Fada Pharma. ABS: Absorbancia, SA: Sin Antibidtico, CA: Con Antibiético, h: hora.
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En un modelo de endocarditis experimental con una cepa de S. aureus con
susceptibilidad disminuida a vancomicina y con régimen de dosificacion de 1,125 g cada
12 horas, la curva de muerte fue mucho menor a la observada con una cepa sensible a
vancomicina. No obstante, un régimen de 1,25 o 1,5 g cada 12 horas, produjo una
actividad bactericida mayor incluso en la cepa con sensibilidad intermedia. Vancomicina
se administra en dosis mayores en pacientes hospitalizados, dichas dosis exceden 20
mg-ml™ sin causar efectos adversos como la nefrotoxicidad (James et al., 1996; Moreira
etal., 1997; Rybak et al., 1997).

La tabla 7 muestra los resultados del crecimiento por inducciéon de mutantes con las
diferentes vancomicinas (genéricas y copias), observandose que solo Behrens indujo
mutaciones en la cepa S. aureus ATCC 25923 a una concentracion de 2 mg-1™" a las 24
horas. No obstante, al exponer nuevamente la cepa en estudio a una concentracion de 3
mg:I con las cinco vancomicinas solo indujo mutantes en Fada Pharma en un promedio
de 5,6 x 108 UFC-ml™*; pero al incrementar dicha concentracién (3 mg-1™) expuestas con
las cinco vancomicinas no se produjo ningan crecimiento, lo cual indic6 que a una
concentracién superior a 3 mg-1™ se inhibe el crecimiento y por lo tanto no genera
mutantes. Esta descrito que la cepa Stahylococcus con susceptibilidad disminuida a
vancomicina son meticilino resistente. Esta cepa ATCC 25923 es meticilino sensible. No
se hicieron pruebas de estos mutantes para verificar la estabilidad de los mutantes ni se

expusieron por mas de 360 generaciones.

Tabla 7. IPduccién de mutantes de la cepa S. aureus ATCC 25923 a una concentracién
de 2 mg-I

Vancomicinas Cepas UFC-ml™*
Behrens 9D10 2,8x10°
Vancocyn 9E1 -
Vancomax 9E2 -
Celovan 9E3 -
Fada Pharma 9E4 -
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Cuando aparece resistencia bacteriana por mutantes en un solo paso, la CMI aumenta
ligeramente, lo que hace que, dependiendo de la susceptibilidad inicial al antibidtico, la
bacteria cae 0 no en categoria de resistente. La induccion de mutantes se caracteriza por
un periodo de exposicién con un indculo elevado de la bacteria en cuestion (10%°
células), al antimicrobiano a una concentracion por debajo de la concentracion
preventiva de mutantes (PMC, por sus siglas en inglés) pero por encima de la CMI,
tedricamente en este periodo pueden aparecer bacterias resistentes al antibiotico, pero
obtener niveles superiores a PMC del farmaco seria fundamental durante el tratamiento,
para evitar la seleccion de cepas mutantes resistentes (Olofsson y Marcusson, 2006;
Firsov et al., 2006).

En la tabla 8 se reflejé un crecimiento bacteriano de S. aureus Mu50 a las 24 horas con
una concentracion de 10 mg-I* de las diferentes vancomicinas (genéricas y copias), lo
cual indica la induccion de mutantes de la cepa en estudio. Ademas, la cepa S. aureus
Mu50 también se expuso a concentraciones de 12, 14 y 16 mg-™, observandose
crecimiento en las diferentes concentraciones con las cinco vancomicinas. Sin embargo,
se observd que al aumentar las concentraciones disminuia el crecimiento de mutantes

expresados en UFC-ml™, lo cual es l6gico.

En un estudio realizado por Pfeltz et al. (2000) se evalu6 un total de doce cepas de S.
aureus que fueron sometidas a vancomicina para obtener mutantes intra-tratamiento;
seis cepas adquirieron el fenotipo esperado rapidamente, dos lentamente y cuatro
fracasaron en el desarrollo de las mutaciones para obtener el fenotipo SAIV. Las CMI de
las cepas SAIV estaban en un rango comprendido de 4 a 16 mg:1™ y fueron estables en
20 pasajes no selectivos. No hubo correlacion en la induccion de mutantes a
vancomicina con los fenotipos de resistencia a meticilina (heterogéneos vs.

homogéneos) ni la deficiencia autolitica.

Las cepas que fracasaron en la obtencion de mutantes fueron meticilino sensibles. Los

mutantes rapidos se obtuvieron en dos a cinco ciclos en una semana, los mutantes lentos
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en cinco ciclos en siete semanas o siete ciclos en 11 semanas, sin embargo, este estudio
difiere en cuanto a las cepas empleadas, ya que se utilizd una cepa sensible a
vancomicina (S. aureus ATCC 25923) y otra con sensibilidad disminuida a vancomicina
(S. aureus Mu50), observandose en la primera cepa la presencia de mutantes a una
concentracién de 2 mg-1™ para Behrens y a una concentracién 3 mg-1™ solo para Fada
Farma, pero al exponerla a una concentracién superior a 3 mg:I* no se observé la
presencia de mutantes y para la cepa Mu50 a concentraciones de vancomicina de 16
mg-I™. Otros investigadores han reportado mutantes pero con una exposicién mayor a la
presentada en este estudio y con cepas meticilino resistente. Al aplicar el Analisis de
Varianza Bidimencinal en la prueba de induccion de mutantes para la cepa S. aureus
Mu50 se determind que no hubo diferencias significativas (p>0,01), con un nivel de
confianza de 1% entre las cinco vancomicinas genéricas y copias empleadas con

respecto a la cepa antes mencionada.

Tabla 8. Induccion de mutantes de la cepa S. aureus Mu50 a una concentracion de 10
mg-I™.

Vancomicinas Cepas UFC-ml™
Behrens 10C7 4,9x10°
Vancocyn 10C8 1,7x10°®
Vancomax 10C9 6,0x10®
Celovan 10C10 8,6x107
Vanco de Fada Pharma 10D1 3,2x10°®

Los experimentos de tasas de mutaciones deben ser realizados con antibidticos que
ejerzan una presion selectiva que sea capaz de desarrollar mutaciones puntuales para
generar un mecanismo de resistencia, de lo contrario, no serdn efectivos para la
induccion de mutantes (Gillespie et al., 2003). Hay que tomar en cuenta tres factores
para el desarrollo de mutantes in vitro, como el nimero esperado de eventos
mutacionales, el numero de cultivos a ser examinados y el tamafio del indculo (Pope et
al., 2008).
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Los ensayos para la induccidon de mutantes en este estudio, pudieron haber fallado al no
haber tomado en cuenta mayor cantidad de cultivos paralelos, debido a las limitaciones
econdmicas actuales. Ya que mientras mayor sea el nimero de cultivos, mayor sera la
probabilidad de que las bacterias desarrollen células mutadas en presencia del
antibidtico; hay un estimado de 20 a 30 cultivos paralelos diarios para aumentar la
posibilidad de obtencion de mutantes in vitro (Asteris y Sarkar, 1996). Pero no basta
solo hacer muchos cultivos, sino cultivos grandes, pues mientras mas pequefios sean los
volimenes de los cultivos, menos nutrientes, y menos posibilidad de que aparezcan
mutantes (Crane et al., 1996.). Por otro lado, un pardmetro importante es el tamafio del
indculo, ya que, mientras menos cargado sea, menor riesgo de arrastrar con mutantes
previos al ensayo en evolucion. Y justamente, para asegurarse de que los mutantes que
aparezcan en los experimentos, no eran mutantes pre-existentes en el inoculo sino
desarrollados intra-exposicion de la bacteria al antibiético, se deben montar muchos
cultivos, para poder estimar la tasa de mutacion en todos los cultivos (Luria y Delbriick,
1943).

Cuando la tasa de mutacion de una bacteria es alta, no es necesario emplear volumenes
grandes de cultivo, ya que se van a obtener mutantes de todas formas, pero si la tasa de
mutacién es baja, mientras mayor sea el volumen del cultivo, mejor sera la evolucion de
la bacteria hacia la mutacion bajo la presion de seleccion del antibidtico (Pope et al.,
2008). Otro punto a tener en cuenta para la obtencidén de mutantes es la complejidad de
la mutacién alcanzada durante el ensayo, ya que si la mutacion implica el cambio de una
sola base, es mucho maés factible que ocurra, a que si se deben generar varias mutaciones
para poder obtener un mutante; los antibidticos que necesitan de una sola mutacién para
no ser efectivos son los betalactamicos, aminoglucosidos, quinolonas, ansamicinas,
pirazinamida e isoniazida (Gillespie et al., 2003). Lamentablemente, este no es el caso
con vancomicina; se necesitan muchas mutaciones para poder obtener mutantes con

sensibilidad disminuida a vancomicina.

Los modelos farmacodinamicos usan una concentracion para seleccionar mutantes, que

se ubique entre el valor de la CMI de la cepa sensible y la de la cepa resistente, pues se
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apoyan en la teoria de la ventana de seleccion de mutantes, ya que suponen que
concentraciones por debajo de ese limite (CMI cepa sensible), no seleccionaran
mutantes (Drlica y Zhao, 2007). Pero se ha demostrado que concentraciones bastante
distantes de la CMI de las cepas originales, son capaces de seleccionar bacterias

resistentes (Baquero et al., 1998).

Este concepto de concentracion de prevencion de mutantes es bueno cuando hay una
poblacién de 10 células en el medio de cultivo, ya que inhibe el crecimiento de
mutantes de un paso y alcanza la concentracion mas baja que impide el crecimiento de
colonias. Si la concentracién de antibidtico en el sitio de la infeccion, se mantuviera por
encima de dicha concentracion, no ocurririan mutantes intra-tratamiento (Karl, 2003).
Hay autores que sostienen que las mutaciones de Staphylococcus frente a vancomicina
pueden ser evitadas bajo este principio (Shoji et al., 2011). Sin embargo, varios articulos
demuestran que las mutaciones de un solo paso de Staphylococcus no originan cepas con
susceptibilidad disminuida a vancomicina o no sensibles (Zhao et al., 2012; Hope et al.,
2008; Biavasco et al., 2000).

Las infecciones con alta densidad bacteriana (abscesos y endocarditis de valvula nativa),
pueden no ser erradicadas por el indculo tan grande (efecto indculo), a menos que la
concentracion de vancomicina en el sitio de infeccion alcance la concentracion de
prevencion de mutantes y es muy dificil que eso pueda ser alcanzado que no sea en
suero, seleccionando mutantes, porque vancomicina penetra muy mal el sitio de
infeccion por el tamafio tan grande de la molécula, enfrentando a la bacteria a
concentraciones sub-6ptimas. Mutantes seleccionados con vancomicina, tuvieron CMI
de 2 mg-ml™ (cepas parenterales CMI 2 — 4 mg:ml™) y CMI de 4 mg-ml™* (cepas
parenterales CMI 1 — 5 mg-ml™). No obtuvieron mutantes con concentraciones mas altas
de la mitad de la concentracion de prevencion de mutantes (con diluciones dobles).
Todos los mutantes seleccionados permanecieron inmodificables después de cinco dias

consecutivos de pasajes en placas sin antibidtico (Li-Guang et al., 2013).

Hay estudios que han seleccionado cepas mutantes provenientes de Salmonella

typhimurim y E. coli empleando estreptomicina y ciprofloxacina, respectivamente. Con
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solo '/, de la CMI de estreptomicina en un periodo de 700 generaciones se obtuvieron
mutantes de Salmonella typhimurium. Pero en periodo menor (200 a 400 generaciones),
se comenzaron a aislar mutantes con concentraciones de 2 a 16 veces las CMI de las
cepas originales, y de 500 a 600 generaciones, mutantes tan resistentes que las CMI
superan las 24 y 32 veces la CMI original. Mientras que en cepas de E. coli expuestas a
ciprofloxacina, con concentraciones mucho mas pequefias a las empleadas con
Salmonella, de apenas */1o de la CMI, se detectaron en 500 generaciones subpoblaciones
de nuevos mutantes (0,1%) con bajo nivel de resistencia (Gullberg et al., 2011). El
efecto indculo aumenta la concentracion de prevencion de mutantes, asi como la CMI 'y
la curva de muerte (Udekwu et al., 2009). Mientras mayor sea la cantidad de bacterias
presentes, mayor sera la cantidad de precursores de péptidoglicano que quedara libre sin

unirse a moléculas de vancomicina y eso incrementa el riesgo de fracaso terapéutico.

Cualquier mutante espontaneo o célula resistente preexistente dentro de una poblacion,
sera seleccionada inoculdndola en medios enriquecidos con concentraciones de
antibidtico de la ventana de prevencion de mutantes (Firsov et al.,, 2003).
Desafortunadamente, las mutaciones presentes y la metodologia empleada no estiman
bien los puntos de corte de las cepas intermedias, pues no hay indicios de sensibilidad o
resistencia y se confunde la CMB (Gunnar et al., 2003; Mouton, 2002). El abuso de los
antibioticos, basado en una falsa CMB resulta en consecuencias indeseables, como la
toxicidad de la droga y la fuerte seleccion de bacterias resistentes intra-tratamiento
(Rang et al., 1999; Drlica, 2003).

Los modelos de experimentacion animal son las piezas fundamentales en las ciencias
médicas; ya que son utilizados para investigar y entender las causas, diagndsticos y
tratamiento de enfermedades que afectan al ser humano y desarrollar terapias efectivas
para su erradicacion. La evaluacién de modelos animales es un requisito basico como
paso previo al ensayo clinico; debido a que, la informacion aportada es esencial para la
eficacia y seguridad en el caso de medicamentos nuevos, (basicamente las propiedades

relacionadas con la farmacocinética y la farmacodindmia de la molécula en estudio) o
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sobre la pérdida de eficacia (von-Hoosier, 1999; Zufida et al., 2001). En el &mbito de las
enfermedades infecciosas estos estudios son relevantes debido al dinamismo intrinseco
de las bacterias que evoluionan constantemente generando cepas resistentes a la accién

de los antibioticos y por ende al fracaso terapéutico (Obrink y Rehbinder, 2000).

En los resultados del estudio de eficacia terapéutica de la endocarditis experimental
inducida en ratas con la cepa E. faecalis ATCC 29212, se pudo evidenciar que la rata
control, la cual fue sacrificada a las 48 horas de ser inoculada con 1,5 x 10® UFC-ml™ con
la cepa mencionada anteriormente, hubo crecimiento bacteriano de 1,8 x 10> UFC-g™* de

tejido cardiaco.

En cuanto a las cinco ratas restantes luego de las 48 horas de exposicién con la bacteria
antes mencionada, se les aplicaron cinco dias de tratamiento con vancomicinas genéricas
y copias (15 mg-kg™” cada 12 horas); al ser sacrificadas después de los cinco dias de
tratamiento, se determind que Behrens, Vancocyn y Celovan lograron eliminar la
endocarditis experimental al esterilizar el corazon, ya que no se evidencio presencia de
bacterias, mientras que con Vancomax y Fada Pharma se determind crecimiento
bacteriano con un promedio de 2,8 x 10*2 UFC-g™ y 4,2 x 10'° UFC-g™, respectivamente;
presentando solo Fada Pharma recuentos bacterianos inferiores a los encontrados en el
control. Pero se observaron recuentos bacterianos superiores al inéculo inicial (1,5 x 10°
UFC-mI™) que se utilizé para inducir la endocarditis experimental tanto para el control
como para las dos vancomicinas (Vancomax y Fada Pharma) que no lograron erradicar
dicha infeccion. No obstante, al efectuar curva de muerte con la cepa E. faecalis ATCC
29212 se evidencid un descenso de la poblacion bacteriana, in vitro al aplicar Vancomax

y Fada Pharma.

Fantin et al. (2001) quienes utilizaron una dosis estandar de vancomicina (50 mg-kg™)
demostrandose que el tratamiento no fue tan efectivo contra la cepa resistente BM4405
con fenotipo VanE que frente al control. Sin embargo, al aplicar la misma dosis de
vancomicina en las dos cepas BM4405-1 y JH2-2 sensibles a vancomicina produjo una
reduccién bacteriana de aproximadamente 2-logyo. El resultado obtenido en este estudio
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con Vancomax y Fada Pharma y una cepa sensible de E. faecalis in vitro parecido al
obtenido por Fantin et al. (2001) con cepas resistentes; fracaso terapéutico, totalmente

opuesto al observado in vitro (figura 12).

En este trabajo se emplearon in6culos de 1,5 x 10° UFC-mlI™ de la cepa de E. faecalis
ATCC 29212 (CMI vancomicina 4 pg-ml™) para inducir la endocarditis bacteriana en las
ratas y se observO que tres de cinco vancomicinas no originales, hubo erradicacion
bacteriana, a las ocho horas post-tratamiento. En otros estudios, el indculo de la cepa S.
aureus GRP-0057 fue menor (10" UFC-ml™) con una CMI a vancomicina de 0,5 mg:I" y
ninguna de las vancomicinas genéricas comercializadas en Colombia funcionaron in

vivo, a pesar de tener equivalencia farmacéutica (Rodriguez et al., 2009).

Dichas variaciones pudieran deberse a que ambos estudios utilizaron pardmetros
diferentes, lo que explicaria parte de las discrepancias en los resultados. Fantin et al.
(2001) en su estudio utilizé como modelo animal conejos blancos de Nueva Zelanda (2,0
a 2,5 kg), su via de inoculacion fue a través de una vena de la oreja por un catéter de
polietileno, sin embargo, en este estudio se utilizo la vena lateral de la cola en ratas
blancas Rattus norvegicus Sprague-Dawley (0,3 kg). No se realizé la aplicacion del
tratamiento via intravenosa en este estudio, como esta establecida su administracion en
humanos, debido a su dificil manipulacién, dicha dificultad se podria evitar anestesiando
las ratas. El analisis estadistico permitié apoyar la validez de los resultados obtenidos en
este estudio, ya que al aplicar la Prueba Q de Cochran se determino que hubo diferencias
significativas (Qo,01 =72,5), con un nivel de confianza 1% entre las cinco vancomicinas
que se utilizaron para tratar la endocarditis experimental, entre las que fracasaron con las

que no.

Se debe tener en cuenta que, el perfil farmacocinético de los antimicrobianos en los
animales de experimentacion a menudo, difiere notablemente con el ser humano, debido a
gue los antibidticos se eliminan mas rapido en los animales (Mizen y Woodnutt, 1988;
Zak y O’Reilly, 1991). Algunos autores han establecido pautas, en infecciones

experimentales en relacion a la dosificacion y eficacia para poder simular los parametros

53



farmacocinéticos en humanos. Generalmente, la dosis debe relacionarse con la
concentracion sérica y los intervalos de dosificacion de la vida media del antimicrobiano,
ya que la vida media del farmaco en animales es menor, porque su metabolismo es mayor,
dichos factores pueden afectar la farmacodinamia (Vogelman et al., 1988; Legget et al.,
1991).

Los pardmetros farmacocinéticos representan un factor determinante a la hora de valorar
su efectividad in vivo. En el caso de vancomicina, los efectos secundarios van a limitar
su margen terapéutico, adquiriendo mayor relevancia el estudio farmacodindmico para
tratar de predecir la eficacia terapéutica (Taccone et al., 2010; Taccone et al., 2011). En
pacientes criticos, la farmacocinética es muy diferente a la descrita en sujetos sanos
(Birkett, 2002; Moise-Broder et al., 2004; Nightingale et al.,, 2007) ya que las
condiciones fisiologicas en estado critico estan alteradas como consecuencia de
disfuncion orgéanica, interacciones entre fArmacos e intervenciones terapéuticas agresivas
(Giannoni, et al., 2006; Taccone et al., 2011).

Los pardmetros farmacocinéticos y farmacodindmicos, les van a permitir al personal
médico optimizar el modo de administracion de antimicrobianos en pacientes con ciertas
patologias; que puedan generar variaciones en el volumen extracelular, que causen
alteraciones en las concentraciones séricas o tisulares de los medicamentos; es decir, la
inadecuada dosificacion de la terapia antimicrobiana puede inducir al fracaso terapéutico
(Scaglione y Paraboni; 2008; Lortholary et al., 2008). Algunos investigadores han
demostrado que tanto en pacientes neutropénicos como en modelos animales se
reportaron bajas concentraciones séricas, tisulares y en liquidos corporales de
antimicrobianos, lo cual se asocia con niveles terapéuticos inadecuados y estos a su vez
provocan ineficacia en el tratamiento (Rolston, 2005). En el caso de los antibidticos
hidrofilicos entre ellos vancomicina, conlleva a un mayor riesgo de presentar variaciones
diarias en las concentraciones plasmaticas que pueden requerir el ajuste de dosis. De
hecho, los farmacos hidrofilicos presentan un volumen de distribucion limitado al
espacio extracelular y sus concentraciones plasmaticas e intersticiales pueden disminuir

notablemente (Vrhovac et al., 1995).
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En pacientes con insuficiencia renal es importante ajustar la dosis de vancomicina
debido a la relacion que se produce entre la toxicidad del antibiotico y la dosis
administrada, ya que 90% de vancomicina se elimina por los rifiones mediante filtracion
glomerular; debido a que, en este tipo de pacientes la eliminacion de vancomicina es
mas lenta que en individuos sanos, una dosis superior a la habitual puede provocar
nefrotoxicidad. Ademas, se ha demostrado que el desarrollo de nefrotoxicidad también
se produce en pacientes tratados con dosis > 4 g-dia™ con respecto a los que han recibido
dosis inferiores (Lodise et al., 2008). Por lo tanto, se deberia limitar el uso de dosis altas
de vancomicina al inicio del tratamiento y, 48-72 horas después, ajustar la dosis
siguiente si la CMI es < 1 mg:I™* o sustituir el antibiético por otro, en caso de que la CMI

sea> 1,5 mg-1™.

No obstante, deberia tenerse en cuenta la importancia de optimizar la eficacia del
tratamiento antimicrobiano ya que las primeras 24-48 horas son criticas, sobre todo en
pacientes con infecciones graves (Rybak et al., 2000; Lodise et al., 2003), como se ha
demostrado en un estudio realizado en UCI, en el cual 33% de los pacientes que
recibieron dosis habitual es de vancomicina, tenian valores de AUC4,/CMI inferiores a
las recomendadas para tratar la infeccion originada por S. aureus (Fernandez de Gatta et
al., 2007).

Los antibidticos son activos contra las bacterias cuando estan libres; no importa la
cantidad de antibidtico presente en el plasma, si esta unido a proteinas, no estard
disponible para unirse a las bacterias. Y eso esta estrechamente relacionado con la CMI
de la bacteria, si la concentracion de antibidtico libre en plasma, esta por debajo de la
bacteria en cuestion, no habra éxito terapéutico (Garrison et al., 1990). Un caso
relacionado en la literatura internacional, fue presentado con una cefalosporina, que in
vitro es altamente efectiva pero en endocarditis por S. aureus, no funciona (Chambers et
al., 1984). Vancomicina no siempre resulta en la erradicacion del microorganismo, aun

cuando se demuestre en el laboratorio su perfil de sensibilidad (Castellano et al., 2008).
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En contraste, en un estudio de pacientes con infeccidn respiratoria baja por S. aureus, la
respuesta clinica y bacterioldgica a la terapia con vancomicina estuvo correlacionada
con el valor de la razon AUC/CMI, pero ninguna relacion fue identificada entre el éxito
y el tiempo en el que las concentraciones fueron mayores a la CMI (Moise-Broder et al.,
2004). En otro estudio con bacteriemia por S. aureus con CMI de 0,25 a 1 mg:I™?,
ninguna relacion fue hallada entre el éxito terapéutico y el valor de la razon AUC/CMI
(Drew et al., 2004).

Cuando la tasa de accion bactericida de vancomicina aumenta, puede ocurrir el conteo
bacteriano residual mas bajo durante el intervalo de dosificacion, siempre y cuando los
niveles del antibidtico disminuyan tan bajo como la CMI; esto pudiera prolongar los
intervalos antes de que ocurra un recrecimiento significativo, y permita un intervalo de
dosificacion mas largo o méas corto, dependiendo de la eliminacién acelerada de la
bacteria en el sitio de infeccidn. Se sugiere la combinacion de antibidticos inhibidores de
pared conjuntamente con aminoglucosidos, para aumentar el efecto bactericida, ya que
vancomicina sola en Enterococcus tiene un efecto bactericida pobre, asi como los

aminoglucoésidos, pero combinados, potencian su efecto (Levison y Levison, 2009).

Otros estudios han demostrado que la combinacion de penicilina G sédica o ampicilina
mas estreptomicina no produce sinergismo contra las cepas de Enterococcus. Por lo que
la falta de sinergismo entre estos antimicrobianos se consider6 la causa del fracaso en el
tratamiento de endocarditis enterococica. Sin embargo, existen varios casos de
endocarditis enterococicas que fueron tratadas con éxito con penicilina o ampicilina mas
gentamicina en combinacién, confirmandose la eficacia de este régimen terapéutico
(Murray, 2000; Kak et al., 2000).

Los antibidticos genéricos pueden contener particulas contaminantes, que generan dafios
en la microcirculacion de los pacientes criticos, causando sindrome de disfuncién
multiorganica. La disfuncidon microcirculatoria, ocasionada por la isquemia, trae consigo
el deterioro del paciente y no es precisamente por fracaso de la accion del antibiotico
sobre el microorganismo (Kirkpatrick et al., 1996; Lehr et al., 2000; Peters et al., 2003;
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Ghanaati et al., 2009). Un estudio realizado con diferentes genéricos de cefotaxime,
demostré la presencia de particulas extrafias, retenidas sobre una membrana filtro. Estas
particulas contaminantes de los genéricos, son poblaciones heterogéneas que pueden ir
desde fibras alargadas a pequefias, densas o esféricas. La inyeccion intravenosa de esas
particulas comprometen la microcirculacion sanguinea, demostrado por analisis
histolégicos de los limenes de los capilares con particulas incrustadas (Lehr et al.,
2002). La eventual presencia de particulas contaminantes en los antibioticos genéricos es
un riesgo para la salud de los pacientes, pues puede ocasionar bloqueo mecéanico de la

microcirculacion.

Hay estudios de pacientes criticos con sindrome de disfuncion multiorganica con varios
grados de disfuncion microcirulatoria independientemente de eventos post-traumaticos,
0 post-infecciosos, entre otros (Lehr et al., 2000). La formacion de sales de los
medicamentos genera inestabilidad e impurezas (Meredith, 2009). Dentro de las
impurezas descritas en los viales de vancomicina, estan: acido pentanoico, (2RS)-2-acido
etilpentanoico, (2RS)-2-(1-metiletil) &cido pentanoico, 2,2-4cido dipropilpentanoico,
pentanamida (valeramida), 2-propilpentanamida, 2,2-dipropilpentanamida,
pentanenitrilo  (valeronitrilo), 2-propilpentanenitrilo, 2,2-dipropilpentanenitrilo, N-
demetilvancomicina B,  desamidovancomicina B,  aglucovancomicina B,
desvancosaminilvancomicina B, producto de procesos de degradacién o fermentacion de
las moléculas de vancomicina; ello se debe a la contaminacion ambiental por
microorganismos capaces de producir estos procesos en los medicamentos, razén por la
cual, se recomienda la deteccion de endotoxinas presentes en cada vial, la cual no debe
de pasar 0,25 Ul-mg™ (European pharmacopoeia 5.0. Vancomycin hydrochloride, 2005).
Hay estudios que dicen que la cantidad de impurezas presentes en vancomicina no debe

ser superiores a 4% (Harris et al., 1983).

Los productos de degradacion cristalina, ocurren por la desaminacion del aminoacido
asparagina de la estructura de vancomicina (Duquesne et al., 2007). Esta transformacién

se acelera en presencia de pH alcalinos y altas temperaturas, resultando en cambios de
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solubilidad de la molécula y por ende, su inter-relacion con los precursores del
péptidoglicano de las bacterias. La hipotesis es que, las impurezas actGan como
antagonistas, logrando afectar la potencia y eficacia del antibidtico (Selsted y Ouellette,
2005; De Smet y Contreras, 2005; Fischbach y Walsh. 2006).

Por otro lado, se ha descrito que el fracaso de tratamientos antibiéticos con genéricos,
debido a la biodisponibilidad en pacientes criticos, es un riesgo asociado a la
subdosificacion de los antibioticos que inducen resistencia bacteriana intratatamiento
(Pea y Viale, 2009), independientemente de los resultados in vitro de los laboratorios de
bacteriologia que comparan los genéricos con el innovador. Esto no ocurre con
vancomicina administrada intravenosa, 100% biodisponible. Al comparar varias
vancomicinas, que fueron similares con respecto a las CMI, y las CMB, los mutantes
resistentes desarrollados intratramiento, etc., encontraron equivalencia farmacéutica
(Diaz et al., 2011). Pero equivalencia farmacéutica (in vitro) no implica equivalencia
terapéutica (in vivo), como fue demostrado en un estudio realizado con varias
vancomicinas genéricas en Colombia, al tratar ratones neutropénicos infectados con
cepas de S. aureus (Vesga et al., 2010). No solo los genéricos de vancomicina no fueron
efectivos para combatir la infeccion en los ratones, sino que permitieron recuperar
subpoblaciones resistentes de S. aureus estando bajo terapia antibidtica (Rodriguez et
al., 2012).

La farmacopea europea, japonesa y americana, sugieren fuertemente la verificacion de
los genéricos con técnicas de membrana de filtro por microscopia optica, con el objetivo
de determinar la pureza de los medicamentos suministrados a los pacientes criticos, pero
dichas recomendaciones no son seguidas. Con este hecho tan simple, evitarian la compra
de medicamentos contaminados con particulas dafinas para la microcirculacion de los
pacientes criticos y asi eliminarlos de la lista de proveedores de los hospitales
(Kirkpatrick et al., 2013).

Vancomicina no registra fracasos terapéuticos solo con moléculas genéricas o copias;

hay publicaciones que demuestran que infecciones de endocarditis enterococica fracasan
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con terapias con este antibidtico glicopéptido. Vancomicina tiene una actividad
bactericida mucho menor que los agentes betalactdmicos por su pobre penetracion en los
tejidos infectados; vale la pena recordar que es una molécula voluminosa, que aunado al
estado de salud comprometido de algunos pacientes, son factores de riesgo para el
fracaso de estos tratamientos o tener respuestas lentas en la mejoria del paciente (Chuard
et al., 1993; Houlihan et al., 1997; Small y Chambers, 1990).

Por otro lado, los mecanismos de resistencia desarrollados por las bacterias, son otro
factor importante para el fracaso de los tratamientos con vancomicina, sin que la
molécula tenga implicaciones directas en la respuesta terapéutica. Esto ocurre con
bacterias como las cepas de S. aureus con sensibilidad disminuida a vancomicina
Ilamadas SAIV o SAIVh (por su heterogeneidad), e incluso las cepas de Enterococcus
que han adquirido operones de resistencia a los glicopéptidos, que expresan bajos
niveles de resistencia y no son detectados en el laboratorio de bacteriologia (Daum et al.,
1992; Hiramatsu, et al., 1997) Se desconocen las razones para explicar el indice
farmacodindmico méas bajo de la actividad de vancomicina, tanto en modelos
experimentales como en infecciones en paciente hospitalizados, pero no cabe duda, de
que la expresion heterogénea de los mecanismos de las cepas SAIV (SAIVh), juegan un

rol importante (Aeschlimann et al.,1999).

La patogénesis de Enterococcus estd asociada con la habilidad para expresar proteinas
de superficie las cuales le permiten colonizar y formar biopeliculas en el hosedero
humano, entre las cuales se citan citolisina, gelatinasa, serino-proteasa y la proteina
G1s24, especificas de E. faecalis (Gilmore et al., 1994; Singh et al,. 1998). Siendo la
proteina G1s24 la responsable de la virulencia de E. faecalis en el modelo de
endocarditis en ratas, aunque su funcion no esta del todo determinada (Nannini et al.,
2005). Otro factor importante es la presencia de pili en la superficie de los patdgenos
Gram positivos que ha sido un paso esencial para la compresion de la virulencia
bacteriana. Ya que en E. faecalis la presencia de pili han conducido a la formacion de
biopeliculas y son importantes en la patogénesis de endocarditis (Nallapareddy et al.,
2006).
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En cuanto a la formacion de biopelicula, cabe destacar que es un importante factor
patogénico en las infecciones enterococicas, y en este caso E. faecalis las produce, de
manera mas frecuente que E. faecium. Es por ello, que los Enterococcus inmersos en las
biopeliculas son mas resistentes a los antibioticos que aquellos que crecen libres en la
superficie. De hecho un estudio demostré que se requiere concentraciones més altas de
ampicilina, linezolid y vancomicina para inhibir las biopeliculas (Sandoe et al., 2006).
Se ha evidenciado que vancomicina o ampicilina en monoterapia fracasan
frecuentemente en la erradicacion de la bacteria que forman biopeliculas con bacteriemia

relacionada con catéteres, cuando se deja in situ (Sandoe et al., 2002).

En un modelo experimental de formacion de biopelicula sobre un catéter venoso central,
para comprobar la farmacodinamia de linezolid y vancomicina en Staphylococus y
Enterococcus se demost6 fallo microbiol6gico por la falta de actividad de linezolid y
vancomicina frente a los microorganismos integrados en biopeliculas (Wiederhold et al.,
2005). Los antibidticos que han demostrado mayor actividad frente a las biopeliculas son
daptomicina, quinupristin/dalfopristin y minociclina comparados con linezolid (Raad et
al., 2005). Asi mismo, hay que recordar que, la endocarditis es una infeccion basada en
biopelicula. Las comunidades bacterianas que crecen dentro de las biopeliculas, estan
protegidas por la matriz polimérica secretada por los microorganismos que la integran,
protegiéndolos de la accion de los antibidticos, respuesta inmune y sustancias
antisépticas (Quie et al., 1987; Stewart y Costerton, 2001).

Existen reportes controversiales de la farmacodinamia de vancomicina en modelos de
endocarditis experimental por S. aureus en conejos que predicen la erradicacion
bacteriana y el éxito clinico (Chambers y Kennedy, 1990) ademés de septicemia por S.
aureus (Harding et al., 2000). Estos estudios demostraron su accién tiempo-dependiente,
ya que la concentracion plasmatica de vancomicina libre es mayor que la CMI
terapéuticamente relevante. En el caso de vancomicina que es un antibidtico tiempo-
dependiente, requiere que la concentracion de farmaco libre alcanzado en el sitio de la
infeccion permanezca al menos 50% del intervalo de dosificacion por sobre la CMI, si
no, no habrqd éxito terapéutico y si se expondra la bacteria a concentraciones
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subihnibitorias, capaces de seleccionar mutantes intratratamiento (Quintiliani y
Quintiliani, 2008; Owens y Shorr, 2009).

A pesar de todos los avances tecnoldgicos en el diagnostico y en la cirugia de las
endocarditis, asi como en la disposicion de nuevas moléculas antibidticas para el
tratamiento de endocarditis enterococica, ha sido imposible modificar la tasa de muerte
de la misma, permaneciendo en 20% los Gltimos 30 afios (Ferndndez et al., 2007). Un
paciente de 84 afios de edad fue tratado por una endocarditis enterocdcica con
daptomicina y ceftriaxona, con dosis por encima de los limites establecidos en las guias.
El paciente no tenia co-morbilidades, no adquirié la cepa de E. faecium en un hospital, la
cepa no era multirrestistente y sin embargo el tratamiento no funciond, resultando en la
muerte del paciente (Piszczek et al., 2015). El éxito de la terapia de daptomicina con
betalactamico, se le adjudica a que los betalactdmicos (ampicilina y ceftaroline) pueden
alterar la carga de la superficie bacteriana tanto de Enterococcus spp. como
Staphylococcus spp., por lo tanto aumentan la habilidad de daptomicina de unirse y
mejorar la actividad bactericida (Sakoulas et al., 2012; Werth et al., 2013; Dhand et al.,
2011).

Entre las barreras para tratar endocarditis enteroc6cica se incluyen agentes sin actividad
bactericida demostrable y por consiguiente, falla en la cura microbioldgica (Baddour et
al., 2005), produccion de biopeliculas por Enterococcus (Mohamed y Huang, 2007), y
adquisicion de mecanismos de resistencia a los antibioticos mas empleados para su
erradicacion como ampicilina, penicilina y vancomicina (Biedenbach et al., 2004). La
endocarditis bacteriana es una infeccion producida principalmente por la disposicion de
la bacteria en biopelicula y esta demostrado mundialmente, que E. faecalis, produce de
26 a 100% de las endocarditis bajo este rearreglo bacteriano, y en Estados Unidos, 93%

de los casos, asi han sido reportados (Mohamed y Huang, 2007).

Por todo lo antes expuesto, la endocarditis enteroctcica debe ser tratada con una terapia
combinada, méas que monoterapia; hay que tener en cuenta que el tamafio de la molécula

de vancomicina es muy grande, por ello, su especificidad por las bacterias Gram
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positiva; y no por las Gram negativas, ya que el péptidoglicano esta protegido por una
membrana externa de lipopolisacarido impermeable a las moléculas vancomicina
(Quintiliani et al., 1995; Pootoolal et al., 2002) y que esto impide su paso a través de la
biopelicula. Enterococcus spp. es intrinsecamente resistente a varias familias de
antibioticos, lo cual dificulta un tratamiento exitoso en una infeccion causada por dicho

microorganismo (Geraci y Martin, 1954).

La interaccién y penetracion de los antibi6ticos con la sustancia polimérica extracelular
de las biopeliculas ha sido estudiada por varios investigadores, como por ejemplo, la
habilidad que tiene la biopelicula producida por S. epidermidis para esconder la
sensibilidad de B. subtillis frente a un gran nimero de antibioticos; lo curioso es que no
fueron afectados todos de igual manera, porque las ansamicinas, lincosaminas y
macrélidos no fueron afectados o muy poco, pero con glicopéptidos, fueron totalmente
inefectivos (Souli y Giamarellou, 1998). Un estudio demostr6 que la difusion de
ceftazidime, cefsulodine y piperacilina, aunada a los geles de alginato, (producida
natural o sintéticamente) fue mucho mayor en la matriz de la biopelicula que la

presentada por gentamicina y tobramicina en los geles (Gordon et al., 1988).

El salicilato de sodio tiene actividad antibacteriana, que potencia el efecto de algunos
antibidticos y no solo eso, sino que ademas inhibe la adherencia bacteriana, el
crecimiento y la formacion de biopelicula en cepas de S. epidermidis (Farber et al.,
1992; Muller et al., 1998). En experimentos in vitro, se demostro la efectividad de
salicilato de sodio asociado con vancomicina para inhibir >99.9% la formacién de
biopelicula en cepas de S. epidermidis en comparacién con el tratamiento de
vancomicina sola o salicilato de sodio solo; vale destacar que salicilato de sodio tuvo
mejor respuesta gque vancomicina sola (Polonio et al., 2001). Otros estudios han
demostrado el efecto limitado de vancomicina en la adherencia y formacion de
biopelicula (Carsenti-Etesse et al., 1993; Muller et al., 1998; Rupp et al., 1998). Se
pudiera comenzar a emplear salicilato de sodio en pacientes con dispositivos extrafos,

como catéteres, protesis, implantes, marcapasos, etc., para evitar la formacion de
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infecciones por biopeliculas, las cuales son de mal pronéstico por el dificil acceso de los

antibidticos al interior de la matriz del exopolisacarido.

El incremento en los costos de los medicamentos se ha convertido en un aspecto
transcendente en la politica sanitaria de muchos paises incluyendo Venezuela. Por lo que
se ha favorecido la presencia de medicamentos genéricos en el mercado farmacéutico
con el propésito de sustituir los medicamentos innovadores que tienen un costo elevado,
debido a esto, se han implementado diferentes medidas, como la sustitucion por

genéricos para optimizar los gastos farmacéuticos (Laosa et al., 2008).

Pero la gran diversidad de definiciones adoptadas por varios paises de America Latina y
el Caribe, genera confusiones a la hora de sustituir medicamentos genéricos por el
innovador, aun cuando ambos tengan el mismo principio activo (Homedes y Ugalde,
2005), y estas diferencias dificultan la caracterizacion y la comparacion de los diversos
mercados dentro de un mismo pais o de diferentes paises. Ademas, otros de los factores
que ha frenado el avance de los medicamentos genéricos es la falta de confianza que un
amplio porcentaje de médicos y de pacientes tienen en estos farmacos. Lo expresado
hasta ahora refuerza la necesidad de ajustar las definiciones de medicamentos genéricos
(OPS, 2006). De esta forma se recomienda mejorar no solo la aceptacion, sino también
la regulacion estricta de los requisitos de calidad y efectividad cuando se promueve el
reemplazo del medicamento prescrito por una alternativa de menor precio al publico en

general (Vacca et al., 2006).

A pesar de no haber trabajado con ratas neutropénicas, el exito del tratamiento con
vancomicinas genéricas (Behrens) y copias (Vancocyn, Celovan) obtenido en este
trabajo, no se debe a la respuesta inmune de las ratas, ya que hubo casos en los que las
vancomicinas no funcionaron (Vancomax y Fada Pharma). En varios estudios se ha
demostrado que aunque se trabajan con ratones neutropénicos, ninguna de las
vancomicinas genericas funcionan. Es el caso de vancomicinas genéricas gque eran

equivalentes farmacéuticamente, pero no terapéuticamente (Rodriguez et al., 2009).
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Llama la atencion que las vancomicinas provenientes de Argentina (Vancomax, copia y
Fada Pharma, genérico), no tuvieron efectividad in vivo, ninguna de las dos. Las que
fueron sintetizadas en India (Vancocyn y Celovan, ambas copias) y México (Behrens,
genérico) si fueron efectivas in vivo. Asi mismo, fueron las que presentaron menor
concentracion de antibidtico en el analisis cuantitativo realizado en EITF. Esto permite
sugerir a los centros de salud, abstenerse en la compra de medicamentos (genéricos y
copias) provenientes de Argentina, ya que su equivalencia farmacoldgica no garantizara
equivalencia terapéutica, trayendo consigo la muerte de los pacientes tratados con esas

vancomicinas.
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CONCLUSIONES

La coadministracion de vancomicina con otros medicamentos, produce alteraciones en el
pH e interacciones que afectan la farmacodinamia del antibidtico, generando fracaso

terapéutico.

No existe extrapolacion de los experimentos in vitro e in vivo por la variacion de la
matriz bioldgica, ya que in vitro, la vancomicina se encuentra reconstituida en agua y
expuesta la bacteria sola, mientras que in vivo, esta presente el suero y son muchos los
factores que entran en juego que no estan interfiriendo en la placa de Petri. Por otro lado,
in vitro, las células bacterianas estan libres mientras que en endocarditis, estan
organizadas dentro de biopeliculas, limitando el acceso del antibidtico a su sitio de

accion.

El fracaso de tratamientos con vancomicina después de un reporte de laboratorio con
CMI en rangos de sensibilidad, viene dado porque la CMI de la bacteria involucrada en

biopelicula es mucho mayor a la de la bacteria planctonica.

Los ensayos microbioldgicos solos, no fueron suficientes para determinar la efectividad
terapéutica de las vancomicinas (genéricas y copias) estudiadas, sino que se necesitaron
pruebas mas complejas, como los modelos animales experimentales asociados a los

microbioldgicos para medir su efectividad in vivo.

La potencia de las cinco vancomicinas estudiadas fue exactamente igual con las
diferentes cepas ATCC a pesar de variar la matriz biolégica con pH diferentes, lo cual
indica que existen otros factores que intervienen en la efectividad microbioldgica de

vancomicina.

La induccion de mutantes en este estudio no funciond con la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, ya que carece del determinante de la meticilino resistencia y esta
descrito que todas las cepas con mutaciones para generar cepas con sensibilidad

disminuida a vancomicina tienen esa caracteristica.
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El fracaso terapéutico de Vancomax y Fada Pharma en la endocarditis experimental, no
se debe a que falten moléculas de vancomicina para unirse al sitio blanco de la bacteria,

sino a cambios fisico-quimicos que interfieren con la farmacodinamia.
No se deben desterrar los antibioticos genéricos basados en la simple creencia de que

mas costoso es igual a mayor calidad, sino por la falta de erradicacion bacteriana o de la

cura bacterioldgica.
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RECOMENDACIONES

No emplear soluciones con pH alcalinos para reconstituir vancomicina porque tiene un

pH &cido y puede precipitar.

Seria conveniente determinar los espectros IR de las 5 vancomicinas genéricas y copias
con los precursores del péptidoglicano de la bacteria para verificar si se obtiene el

mismo espectro.

Es importante cuantificar de vancomicina por las técnicas CLAR y Resonancia
Magnética Nuclear (RMN).

Detectar las impurezas por cromatografia liquias de ultra alta resolucién-UV asociada a

un espectrometro de masa.
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En este estudio se planted caracterizar fisico-quimicamente y la efectividad
microbioldgica de vancomicinas genéricas (Behrens, Fada Pharma) y copias (Vancocyn,
Vancomax, Celovan). Para ello, se determin6 el pH de todas las vancomicinas en
soluciones, para estudiar la estabilidad de los antibidticos, reconstituidas en agua
destilada, agua desionizada, SSF 0,9%, cloruro de sodio 0,45% y Ringer lactato; ademas
de verificar las interacciones ionicas del agua destilada con las otras soluciones antes
mencionadas. A través de la espectroscopia de infrarrojo con Transformada de Fourier
se detectaron de 9 a 10 grupos funcionales de los 23 que contiene la molécula original,
siendo estos los mas importantes para que ocurran las interacciones farmacodinamicas.
Con el uso del Microscopio Electronico de Transmision se observaron diferentes
morfologias en los cinco antibioticos. Para determinar el perfil de susceptibilidad de las
cepas ATCC y otras cepas certificadas, se determiné la concentracion minima inhibitoria
de todas las cepas, por dos métodos; dilucion en agar y microdiluciéon en caldo a
diferentes concentraciones de vancomicina (0,5 hasta 128 pg-ml™) y se observé, que el
método de microdilucién es mas sensible y especifico que el de dilucién en agar. Se
determiné la potencia de las cinco vancomicinas mediante el analisis de bioensayo,
empleando varias matrices bioldgicas, observandose un comportamiento igual para las
tres cepas ATCC usadas, a pesar de variar las soluciones y el pH. En el estudio in vivo se
demostro la efectividad de tres vancomicinas (Behrens, Vancocyn y Celovan), para
erradicar la endocarditis experimental en ratas; al aplicar la prueba Q de de Cochran se
determind que hubo diferencias significativas (Qoo01 =72,5), con un nivel de confianza
1% entre las 5 vancomicinas que se utilizaron. Estos resultados demuestran la
efectividad (equivalencia terapéutica) de los medicamentos genéricos y copias, a pesar
de que en varias investigaciones se ha demostrado el fracaso de estos medicamentos.
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