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Resumen: El objetivo principal de este trabajo fue estudiar la efectividad in vitro de vancomicinas genéricas distribuidas en el territorio 
nacional. Se estudiaron cinco marcas de vancomicina (Behrens, Fada Pharma, Vancocin®, Vancomax®, Celovan®). Se determinaron las 
concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) por dos métodos así como la curva de muerte y se trataron de inducir mutantes. Se emplearon 
cepas certificadas de Staphylococcus (ATCC 25923, ATCC 29213, Mu50) y Enterococcus (ATCC 29212, V583) para todas las pruebas. Las 
CMI estuvieron dentro del rango teórico esperado de las cepas certificadas, excepto para E. faecalis ATCC 29212 que presentó una dilución 
por encima del valor teórico con Vancocin® por dilución en agar. Las bacterias presentaron el comportamiento esperado en la curva de 
muerte en presencia y ausencia de antibiótico, según sus perfiles de susceptibilidad. Se indujeron mutantes con la vancomicina Behrens y 
la cepa S. aureus ATCC 25923 a 2 mg/L y con todas las marcas de vancomicina con la cepa S. aureus Mu50 a 10 mg/L. En conclusión, las 
cinco marcas de vancomicina estudiadas presentan potencia microbiológica.
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In vitro effectiveness of generic vancomycin expended in Venezuela, on certified strains 
of Enterococcus and Staphylococcus

Abstract: The main objective of this work was to study the in vitro effectiveness of generic vancomycins distributed in the national territory. 
In this work we studied five vancomycin generics (Behrens, Fada Pharma, Vancocyn®, Vancomax® Celovan®). The minimum inhibitory 
concentrations (MIC) were determined by two methods, the curve of death and they were tried to induce mutants. Certified strains of 
Staphylococcus (ATCC 25923, ATCC 29213, Mu50) and Enterococcus (ATCC 29212, V583) were used for all tests. The MICs were within 
the expected theoretical range of the certified strains, except for E. faecalis ATCC 29212 that presented a dilution above the theoretical 
value with vancocyn by dilution in agar. Bacteria presented the expected behavior in the death curve in presence and absence of antibiotic, 
according to their susceptibility profiles. Mutants were induced with Behrens vancomycin and the S. aureus strain ATCC 25923 at 2 
mg/L and with all vancomycins with S. aureus strain Mu50 at 10 mg/L. In conclusion, the five generic vancomycins studied here, have 
microbiological potency.
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Introducción

Los laboratorios farmacéuticos invierten grandes 
cantidades de dinero en el desarrollo de medicamentos 
debido a la implementación de pruebas para comprobar 
su efectividad, estabilidad, estudios farmacocinéticos 
y farmacodinámicos en modelos experimentales. Una 
vez otorgada la certificación para su uso en humanos, el 

medicamento puede al fin salir a la venta. Por todas estas 
razones, cuando una droga nueva sale al mercado, su costo 
es elevado. Las patentes de los medicamentos varían de 
10 a 12 años, lo que significa que, durante ese período, no 
puede ser copiado, pero finalizado ese tiempo, cualquier 
laboratorio puede sintetizar esa molécula, a un costo mucho 
menor, debido a que no han invertido todo el dinero que 
invirtió el del laboratorio farmacéutico innovador [1].
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Cuando se emplean antibióticos genéricos, es necesario 
demostrar que la equivalencia farmacéutica (identidad del 
principio activo, potencia, pureza, uniformidad de conte-
nido, velocidad de disolución, etc.) se encuentra dentro de 
una escala aceptada respecto al innovador, para asumir la 
equivalencia terapéutica (bioequivalencia). Desde su apro-
bación por la Administración Federal de Alimentos y Dro-
gas (FDA, por sus siglas en inglés) en 1958, vancomicina 
se ha utilizado como un antibiótico eficaz frente a bacterias 
grampositivas y, sobre todo, frente a cepas de Staphylococ-
cus productoras de β-lactamasas; pero en el siglo pasado, el 
desarrollo de nuevos antibióticos, con menos efectos adver-
sos, limitó su uso. La aparición en 1980, de cepas de Sta-
phylococcus aureus meticilino-resistentes, Staphylococcus 
coagulasa-negativa y Enterococcus, favoreció nuevamente 
el uso de vancomicina [2]. 

Para obtener un resultado exitoso debe existir una 
interacción específica entre el fármaco, el agente 
patógeno, el lugar de infección y el hospedero, además 
de la concentración mínima inhibitoria (CMI) que, para 
vancomicina, varía en un amplio rango de 0,25 a >256 
µg/mL frente a diferentes patógenos. Los dos principios 
a considerar en la farmacodinamia son: el efecto post-
antibiótico (EPA) y el tiempo de relación entre muerte 
bacteriana y concentración del antibiótico. Debido a que 
vancomicina es un fármaco dependiente del tiempo, su EPA 
es de moderado a prolongado, por lo que pueden surgir cepas 
resistentes durante el tratamiento. Tanto la farmacocinética 
como la farmacodinamia buscan cuantificar la actividad in 
vivo y garantizar la eficacia terapéutica [3]. 

Este estudio fue diseñado para evaluar el efecto in vitro 
de cinco marcas diferentes de vancomicina por medio de las 
concentraciones mínimas inhibitorias, tanto en agar como 
en microdilución en caldo; así como determinar las curvas 
de muerte con cepas bacterianas certificadas y, por último, 
determinar si hay inducción de mutantes bajo diferentes 
perfiles de susceptibilidad. 

Materiales y métodos

Cepas de estudio: Las cepas bacterianas que se emplearon 
en esta investigación fueron: E. faecalis V583 (resistencia a 
vancomicina, fenotipo VanB, aislada de un hemocultivo en 
el hospital Barnes, en Saint Louis, Missouri, Estados Unidos 
en 1987), S. aureus Mu50 (susceptibilidad intermedia 
a vancomicina, aislada de secreción del esternón, de un 
paciente masculino de 4 meses, en el hospital universitario 
Juntendo, de Japón en 1996), además de las cepas de control 
de calidad, especificadas más adelante.

Antibióticos: Se probaron dos vancomicinas genéricas de 
semi-marca (Behrens, Fada Pharma) y tres genéricas de 
marca propia (Vancocyn®, Vancomax® y Celovan®) de 
diferentes casas comerciales, cuya presentación farmacéutica 
es vancomicina clorhidrato en polvo liofilizado.
CMI en agar: En placas de agar Müeller-Hinton (MH) 
suplementadas con diferentes concentraciones de 

vancomicina (0,5-128 µg/mL), se incubaron con inóculo de 
1,5x108 UFC/mL de las cepas E. faecalis (ATCC® 29212 y 
V583) y S. aureus (ATCC® 29213, ATCC® 25923 y Mu50), 
durante 24 horas a 35 °C. Los resultados se interpretaron 
siguiendo los criterios del manual M100-S25 [4].

CMI por microdilución en caldo: Se determinó la CMI 
en policubetas de plástico estériles de fondo redondo, con 
100 μL de caldo MH. Se realizaron diluciones seriadas 
1:20 a partir de las soluciones de trabajo de las diferentes 
vancomicinas de 2 µg/mL (128 a 0,5 µg/mL). Se añadieron 
5x104 UFC/mL de los inóculos de las cepas E. faecalis 
(ATCC® 29212, V583) y S. aureus (ATCC® 29213, 
ATCC® 25923 y Mu50). Todas las placas se incubaron a 
35 °C durante 24 horas, tras ese período los resultados se 
interpretaron siguiendo los criterios del manual M100-S25 
[4].

Curva de muerte: Se determinó mediante el método de 
Krogstad-Mollering [5], modificado en el Laboratorio de 
Resistencia Bacteriana del Instituto de Investigaciones 
en Biomedicina y Ciencias Aplicadas de la Universidad 
de Oriente (IIBCAUDO). Las concentraciones de los 
antibióticos se seleccionaron en función de la CMI de cada 
una de las cepas controles. Por cada cepa se colocaron dos 
tubos, uno sin antibiótico (control de crecimiento) y uno 
con antibiótico (control de disminución de la población). 
En caldo BHI se colocó un inóculo 0,5 McFarland de las 
cepas en estudio. Las concentraciones de las vancomicinas 
empleadas fueron 2 µg/mL para E. faecalis ATCC® 29212 
y 32 µg/mL para E. faecalis V583; 1 µg/mL para S. aureus 
ATCC® 29213 y S. aureus ATCC® 25923 y 4 µg/mL para 
S. aureus Mu50. Los tubos se incubaron a 35 °C en baño de 
María con agitación. Se midió la densidad óptica de cada 
cepa (con y sin antibiótico) por espectrofotometría en un 
espectrofotómetro JENWAY (modelo 6405-UV Visible), a 
una longitud de onda 600 nm a las 0, 1, 2, 3, 4 y 5 horas.

Inducción de mutantes con vancomicina: La inducción de 
mutantes se realizó por el método de Pfeltz con algunas 
modificaciones [6]. Las cepas de S. aureus ATCC® 25923 
y Mu50 fueron subcultivadas en 4 mL de caldo BHI con 
2 mg/L de vancomicina (con cada una de las marcas en 
estudio) en agitación (250 rpm) de 1 a 7 días a 35 °C hasta 
cuando se observó turbidez. Las colonias obtenidas fueron 
inoculadas en agar BHI con 2 mg/L de vancomicina (con 
la vancomicina que permitió el crecimiento). Se incubaron 
por 24 horas a 35 °C. Las colonias que crecieron en la placa, 
fueron subcultivadas en caldo BHI con una concentración 
mayor de vancomicina e incubadas de 1 a 7 días a 35 °C 
hasta cuando se observó turbidez. Los ciclos de cultivos 
en agar y en caldo fueron repetidos hasta alcanzar 16 
mg/L de vancomicina (con la marca que permitió el 
crecimiento) [6]. Se contó el número de colonias totales en 
los cuatro cuadrantes de cada placa, se calculó la media y se 
multiplicó por el factor de dilución; con estos resultados se 
determinaron las UFC/mL, utilizando la siguiente fórmula 
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Control de calidad: Las cepas utilizadas para el control 
de calidad fueron: S. aureus ATCC® 25923 (sensible 
a vancomicina, no productora de betalactamasa), 
Staphylococcus aureus ATCC® 29213 (sensible a 
vancomicina, productora de betalactamasa), y Enterococcus 
faecalis ATCC® 29212 (sensible a vancomicina), según las 
tablas 2C y 2D del manual M100-S25 del CLSI [4].

Análisis estadístico: Los resultados de esta investigación 
se presentan en figuras y tablas. Además se realizó un 
análisis estadístico no paramétrico (Análisis de Varianza 
Bidimensional) para verificar la existencia o no de 
diferencias significativas con un nivel de significancia de 
1% [8].

Resultados y discusión

Para elegir el tratamiento con vancomicina en infecciones 
producidas por cepas de Staphylococcus, hay que determinar 
la CMI porque no hay puntos de corte por el método de 
difusión en disco, en el manual M100-S18 del CLSI, desde 
el año 2008, cosa que no ocurre con Enterococcus. En este 
estudio se usaron cinco vancomicinas genéricas (Behrens, 
Celovan®, Fada Pharma, Vancocyn® y Vancomax®), frente 
a cinco cepas con diferentes niveles de susceptibilidad, 
expresadas en la tabla 1. Todas las vancomicinas presentaron 
los valores teóricos esperados, excepto Behrens y Celovan®, 
únicamente con la cepa E. faecalis ATCC 29212, la cual 
fue mucho más sensible (0,5 µg/mL) (Tabla 1), lo cual 
confirma la potencia microbiológica (grado de inhibición) 
de los antibióticos analizados. E. faecalis ATCC® 29212 
tuvo un valor de CMI (8 µg/mL) por dilución en agar para 
Vancocyn®, por encima del rango teórico (1–4 µg/mL). E. 
faecalis ATCC® 29212 presentó una dilución por debajo 
del rango establecido por el M100-S25 del CLSI, para la 
cepa certificada con las vancomicinas Behrens y Celovan®, 
en este estudio. La variación de una o dos diluciones por 

encima o por debajo del valor teórico de las CMI (según el 
manual M100-S25 de CLSI), no es significativo, por lo tanto, 
los resultados obtenidos en este trabajo no indican fracasos 
en las pruebas de laboratorio por el uso de vancomicinas 
genéricas. Al aplicar el Análisis de Varianza Bidimensional 
se determinó que no existen diferencias significativas 
(p>0,01) con intervalo de confianza de 1%, entre las cinco 
marcas de vancomicina utilizadas con respecto a las cinco 
cepas certificadas con los dos métodos usados; a pesar de 
ser el método de microdilución en caldo más sensible y 
específico que el otro.

Algunos investigadores sugieren que el método de 
elección debería ser el de microdilución en caldo, ya que 
se observan ligeros cambios con los otros métodos [9]. En 
un trabajo realizado en el Hospital Universitario “Antonio 
Patricio de Alcalá”, Cumaná, Estado Sucre, Venezuela, 
se determinó la CMI a vancomicina por los métodos de 
microdilución en caldo y dilución en agar, en 14 cepas de 
S. aureus aisladas en pacientes de UCI y hemodiálisis. Por 
el método de dilución en agar, 12 cepas presentaron una 
CMI de 1 µg/mL y una de 2 µg/mL; pero por el método 
de microdilución en caldo, 12 presentaron CMI de 2 µg/
mL y 2 cepas 4 µg/mL, demostrando que el método de 
microdilución en caldo es más sensible y específico que el 
de dilución en agar [10].

La curva de letalidad o muerte se emplea fundamental-
mente para el estudio de nuevos antibióticos y para determi-
nar el sinergismo o antagonismo de la combinación de dos 
o más sustancias administradas conjuntamente; además de 
suministrar una información dinámica de la actividad bacte-
ricida y sobre la relación entre la concentración de antibióti-
cos y su actividad microbicida [11,12]. Las diferentes mar-
cas de vancomicina produjeron un descenso de la población 
bacteriana de la cepa S. aureus ATCC® 25923 (sensible a 
glicopéptidos) en la primera hora del tiempo de exposición; 
con este ensayo se demostró la efectividad bacteriológica de 
las vancomicinas in vitro (Datos no mostrados). Con la cepa 
S. aureus ATCC® 29213, se observó un descenso o muerte 
de la población a la primera hora del tiempo de exposición 
con vancomicina, a excepción de Celovan® con la cual la 
inhibición bacteriana se visualizó desde el inicio de la expo-
sición con el antibiótico (Datos no mostrados). 

CMI en caldo (µg/mL)

Cepas Valor teórico Behrensf Vancocyn®g Vancomax®h Celovan®i Fada Pharmaj

S. aureus ATCC 29213 0,5-2 a 2 2 2 2 2

S. aureus Mu50 4-8 b 4 4 4 4 4

S. aureus ATCC 25923 1-2 c 1 1 1 1 2

E. faecalis ATCC 29212 1-4 d 0,5 1 1 0,5 1

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

Tabla 1. Concentración Mínima Inhibitoria por microdilución en caldo de cepas certificadas con las cinco vancomicinas genéricas en estudio.

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria; ATCC: American Type Culture Collection; a, c, d): origen del valor teórico de la cepa según CLSI; b) Hiramatsu 
et al., 1997; e) Courvalin, 2005, f) México, g) India, h) Argentina, i) India, j) Argentina.

[7]:
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Lankalapalli et al. [13] probaron vancomicinas 
genéricas y el innovador, utilizando la cepa S. aureus 
ATCC® 29213, encontrando que las concentraciones 
bactericidas y bacteriostáticas resultaron como se esperaba, 
evidenciándose que no hay diferencias in vitro entre los 
genéricos y el innovador ; al igual que lo observado en este 
trabajo. En la figura 1, se confirma la sensibilidad de la cepa 
E. faecalis ATCC® 29212 frente a las diferentes marcas 
de vancomicina en estudio, observándose disminución de 
la población bacteriana a la primera hora del tiempo de 
exposición. Con la vancomicina de Behrens, hubo efecto 
bactericida desde el inicio de exposición de la bacteria al 
antibiótico. Con respecto a la curva de muerte empleando 
las cepas S. aureus Mu50 (con susceptibilidad disminuida 
a vancomicina) y E. faecalis V583, se observó crecimiento 
exponencial similar cuando la bacteria se expuso a las 
vancomicinas genéricas (Figura 2) tanto en presencia como 
en ausencia de antibiótico; lo cual sugiere una expresión 
constitutiva del mecanismo de resistencia presente en esa 
cepa, ya que en ningún momento la población fue diezmada 
ante la presencia del antibiótico. El problema de la 
susceptibilidad disminuida a vancomicina, es que se generan 
subpoblaciones resistentes a bajo nivel en poblaciones 
totalmente sensibles; al eliminar la población sensible 
el paciente presentará una ligera mejoría, pero cuando la 
población resistente comience a crecer y a colonizar el 
espacio que antes estaba ocupado por la sensible tendrá 
recaídas en su evolución clínica.

En un trabajo realizado sobre la eficacia terapéutica 
de vancomicina frente a cepas S. aureus MR30 y MR33 
resistente y sensible a meticilina, para el tratamiento de 
neumonía experimental, la cepa MR30 permaneció estable 
a una concentración igual a su CMI; sin embargo, a 2x y 4x 

CMI mostraron una actividad bactericida entre las 8 y las 
24 horas [14]. Por el contrario, en este estudio, se produjo 
incremento de la población bacteriana a la primera hora de 
exposición con vancomicina (Figura 2).

Figura 1. Curvas de muerte de la cepa E. faecalis ATCC 29212 frente a 
vancomicinas genéricas (Behrens, Celovan®, Fada Pharma, Vancocyn® 
y Vancomax®).
A: Behrens, B: Vancocyn®, C: Vancomax®, D: Celovan®, E: Fada 
Pharma. ABS: Absorbancia, SA: Sin antibiótico, CA: Con antibiótico, h: 
hora.

Figura 2. Curvas de muerte de la cepa S. aureus Mu50 con resistencia 
intermedia frente a vancomicinas genéricas (Behrens, Celovan®, Fada 
Pharma, Vancocyn® y Vancomax®). 
A: Behrens, B: Vancocyn®, C: Vancomax®, D: Celovan®, E: Fada 
Pharma. ABS: Absorbancia, SA: Sin antibiótico, CA: Con antibiótico, h: 
hora.

Con respecto a la prueba de inducción de mutantes con 
las diferentes marcas de vancomicina, la única que indujo 
mutaciones fue la de Behrens, en la cepa S. aureus ATCC® 
25923 a una concentración de 2 mg/L a las 24 horas. No 
obstante, al exponer nuevamente la cepa en estudio a 
una concentración de 3 mg/L con las cinco marcas de 
vancomicina, solo la vancomicina Fada Pharma indujo 
mutantes en un promedio de 5,6 x 10-8 UFC/mL (Datos no 
mostrados). La inducción de mutantes se caracteriza por 
un período de exposición, con un inóculo elevado de la 
bacteria en cuestión (1010 células), al antimicrobiano a una 
concentración por debajo de la concentración preventiva 
de mutantes (PMC, por sus siglas en inglés) pero por 
encima de la CMI, teóricamente en este período pueden 
aparecer bacterias resistentes al antibiótico. Obtener niveles 
superiores a PMC del fármaco sería fundamental durante 
el tratamiento, para evitar la selección de cepas mutantes 
resistentes [15]. 

En la tabla 2 se muestra el crecimiento bacteriano de S. 
aureus Mu50 a las 24 horas con una concentración de 10 
mg/L de las diferentes marcas de vancomicina (Behrens, 
Celovan®, Fada Pharma, Vancocyn® y Vancomax®), lo 
cual indica la inducción de mutantes de la cepa en estudio. 
Además, la cepa S. aureus Mu50 también se expuso a 
concentraciones de 12, 14 y 16 mg/L de vancomicina, 
observándose crecimiento en las diferentes concentraciones 
con las cinco vancomicinas. Sin embargo, se observó que 
al aumentar las concentraciones de vancomicina disminuía 
el surgimiento de mutantes expresados en UFC/mL, lo cual 
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es lógico, a mayor concentración de antibiótico, menor 
probabilidad de supervivencia. En trabajo realizado por 
Pfeltz et al., se evaluó un total de doce cepas de S. aureus 
que fueron sometidas a vancomicina para obtener mutantes 
durante el tratamiento; seis cepas adquirieron el fenotipo 
esperado rápidamente, dos lentamente y cuatro fracasaron 
en el desarrollo de mutaciones para obtener el fenotipo 
VISA (susceptibilidad intermedia a vancomicina). Las CMI 
de las cepas VISA estaban en un rango comprendido de 4 
a 16 mg/L y no revirtieron su sensibilidad perdida en 20 
pasajes no selectivos [6]. La estabilidad de los mutantes 
aquí obtenidos no fue evaluada. Las cepas que fracasaron 
en la obtención de mutantes fueron sensibles a meticilina, 
igual a lo informado por Pfeltz [6]. Otros investigadores han 
reportado mutantes, pero con una exposición mayor a la 
presentada en este estudio y con cepas resistentes a meticilina 
[16]. Al aplicar el Análisis de Varianza Bidimensional en 
la prueba de inducción de mutantes para la cepa S. aureus 
Mu50 se determinó que no hubo diferencias significativas 
(p>0,01), con un intervalo de confianza de 1% entre las 
cinco vancomicinas (Behrens, Celovan®, Fada Pharma, 
Vancocyn® y Vancomax®), empleadas con respecto a 
la cepa antes mencionada. Los ensayos para la inducción 
de mutantes en este estudio, pudieron haber fallado al 
no haber tomado en cuenta mayor cantidad de cultivos 
paralelos, debido a las limitaciones económicas actuales. 
Ya que mientras mayor sea el número de cultivos, mayor 
será la probabilidad de que las bacterias desarrollen células 
mutadas en presencia del antibiótico; hay un estimado de 20 
a 30 cultivos paralelos diarios para aumentar la posibilidad 
de obtención de mutantes in vitro [17]. 

Conclusión

Se concluye que las cinco marcas de vancomicina 
estudiadas presentan potencia microbiológica frente a las 
cepas certificadas con las pruebas in vitro realizadas; sin 
embargo, se sugiere realizar ensayos clínicos con estas 
vancomicinas, porque la equivalencia farmacéutica no 
implica equivalencia terapéutica.
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