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R E S U M E N  
Bacillus clausii es una bacteria típica del suelo por ello puede servir como un 
bioindicador útil para estimar el impacto de los fármacos en la microbiota de suelos 
y para inferir la afectación a este ecosistema por contaminación con medicamentos 
desechados inapropiadamente. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad 
antibiótica residual de amikacinas en medicamentos caducos versus Bacillus clausii 
para conocer la permanencia de su bioactividad después de la fecha de caducidad; 
para ello, se midió la concentración mínima inhibitoria de amikacinas caducas por 
el método de dilución en microplacas empleando MTT como revelador del 
crecimiento; se observó que medicamentos de hasta 60 meses después de haber 
caducado mantienen una actividad antibiótica significativa versus B. clausii por lo 
cual aún afectan a la ecología microbiana de bacterias del suelo expuesto a este tipo 
de medicamentos. 
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A B S T R A C T 
Bacillus clausii is a typical soil bacteria, therefore it can serve as a useful bioindicator to estimate the impact of drugs on the 
soil microbiota and to infer the impact on this ecosystem due to contamination with inappropriately discarded drugs. The 
objective of this work was to evaluate the residual antibiotic activity of amikacins in expired medications versus Bacillus 
clausii to determine the permanence of its bioactivity after the expiration date; To this end, the minimum inhibitory 
concentration of expired amikacins was measured by the dilution method in microplates using MTT as a growth revealer; It 
was observed that medications up to 60 months after expiration maintain significant antibiotic activity versus B. clausii, which 
is why they still affect the microbial ecology of soil bacteria exposed to this type of medication. 
 
Keywords: Bacillus clausii, amikacin, residual antimicrobial activity  
 
 
I N T R O D U C C I Ó N 

La resistencia a los antibióticos es un problema de 
salud pública que se ha agravado principalmente 
por la contaminación del suelo y agua debido a una 
incorrecta disposición final de los mismos, 
proveniente de las industrias (ganadería, 
acuacultura o farmacéutica) o por verter fluidos 

biológicos de animales o humanos que reciben 
antibioticoterapia; esto ha ocasionado que los 
antibióticos sean considerados contaminantes 
emergentes que fomenta el desarrollo de 
resistencia por parte de los microorganismos 
expuestos como parte de su adaptación evolutiva 
[1,2]. Las bacterias patógenas para los seres 
humanos y animales se liberan constantemente al 
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medio ambiente a través de aguas residuales y así 
acceden al medio acuático; el agua representa tanto 
la forma de diseminación de los microorganismos 
resistentes como la ruta de introducción de los 
genes de resistencias a los ecosistemas bacterianos 
naturales y por ello las bacterias no patógenas 
pueden serir como reservorio de genes de 
resistencia [3-5]. 
 
La contaminación ambiental por antibióticos 
también afecta al suelo y pueden alterar el 
equilibrio ecológico pues las bacterias del suelo 
presentan una doble funcionalidad: ayudan en la 
inhibición de patógenos y favorecen el crecimiento 
de plantas; entre las bacterias de suelo destacan los 
géneros Pseudomonas y Bacillus [6,7]. El género 
Bacillus está constituido por bacterias de vida libre 
que son capaces de fijar nitrógeno atmosférico, 
además de poseer una diversidad funcional en la 
promoción del crecimiento de las plantas y el 
desarrollo de sus raíces así como favorecer una 
mayor absorción de agua y nutrientes; 
generalmente, las bacterias del género Bacillus 
están asociadas a las raíces de las plantas, es decir, 
son parte de la rizósfera [8,9]. Entre las bacterias 
del género Bacillus se encuentra B. clausii que es 
un microorganismo alcalifílico aislado del suelo 
que se emplea como probiótico en el medicamento 
enterogermina ® [10-12]; por ello puede usarse 
como un organismo de referencia para el estudio 
de cómo afectan los antibióticos a la ecología del 
suelo y representa una aproximación inicial a la 
ecofarmacovigilancia de los antibióticos, así el 
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la 
actividad antibiótica residual de amikacinas 
caducas versus B. clausii para conocer cómo afecta 
la fecha de caducidad a la actividad antibiótica y 
estimar el impacto que representa la 
contaminación ambiental por antibióticos caducos. 
 
 
M É T O D O L O G Í A 

Los medicamentos caducos fueron donados por el 
centro de información de medicamentos de la 
facultad de ciencias químico biológicas 
provenientes de sus campañas de colectas de 

medicamentos como medio de concientización y 
participación social en problemáticas actuales de 
salud ambiental; en el laboratorio de análisis de 
medicamentos, se seleccionó los medicamentos 
que contenían como único principio activo 
amikacina y se verificó que contuvieran dosis 
suficiente para realizar el análisis para determinar 
su concentración remanente y su actividad 
antibiótica residual, se registró el lote, dosis, 
fabricante y fecha de caducidad de los 
medicamentos. 
 
Para la determinación de la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) se usó la técnica de 
microdilución en placas de 96 pozos con capacidad 
de 300 mL cada pozo; primero, se colocó 50 mL 
de caldo de cultivo Miuller Hinton a doble 
concentración en cada pozo, posteriormente se 
mezcló con 50 mL de antibiótico para realizar una 
dilución seriada 1:2, se eliminó 50 mL de la mezcla 
en el último pozo para disponer del mismo 
volumen en todos los pozos; luego, se adicionó el 
inóculo correspondiente de Bacillus clausii de 
turbidez comparable al estándar 1.0 de Mc 
Farland, leída en un nefelómetro digital (106-108 
UFC/mL). Se incubó las microplacas durante 24 h 
a 37ºC y posteriormente se adicionó 10 mL de una 
solución de MTT (bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) al 0.25%, 
se incubó nuevamente a 37 ºC por 20 horas más. 
Terminado el tiempo de incubación se leyó 
visualmente los resultados determinándose el pozo 
con mayor dilución que inhibió el crecimiento 
bacteriano, es decir, el pozo con ausencia del vire 
del colorante. 
 
R E S U L T A D O S   Y   D I S C U S I Ó N 

En la Figura 1 se muestran las CMI obtenidas para 
las amikacinas caducas; en ella se puede observar 
que la actividad antibiótica de los medicamentos 
caducos muestra una tendencia inversamente 
proporcional al tiempo de caducidad, es decir, la 
actividad antibiótica disminuye (aumento de su 
CMI) proporcionalmente al tiempo de caducidad, 
las CMI se encontraron entre un mínimo de 40 
mg/L hasta un máximo de 500 mg/L. 
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Figura 1. Concentraciones mínimas inhibitorias de amikacina en medicamentos caducos vs Bacillus clausii 

(Fuente: elaboración propia) 
Figure 1. Minimum inhibitory concentrations of amikacin in expired medications vs Bacillus clausii  

(Source: own elaboration). 
 

En la Figura 2 se relaciona la concentración 
residual con la CMI del medicamento caduco, se 
puede observar que la forma que se adopta es 
similar a una curva dosis-respuesta; la correlación 
es mejor a menores valores de CMI debido a que 

por la naturaleza del método empleado es 
semicuantitativo con valores discretos y se hace 
más preciso a concentraciones más bajas 
(diluciones mayores) en comparación con valores 
más altos. 

 
Figura 2. Relación entre la concentración residual del principio activo y la CMI exhibida 

Figure 2. Relationship between the residual concentration of the active ingredient and the MIC displayed 
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Los antibióticos como contaminantes afectan 
gravemente la salud ambiental, entendida esta 
última como como el área de la salud pública 
encargada de evaluar los riesgos y daños a la salud 
producto de la degradación y contaminación 
ambiental, además de proponer y evaluar 
programas para su reducción; porque las bacterias 
están ampliamente distribuidas en suelo y aguas y 
por ello están constantemente en contacto con 
antibióticos quienes provocan una presión 
selectiva sobre las bacterias ambientales para 
generar resistencia [13,14]. 
 
Los antimicrobianos como la amikacina son 
agentes quimioterapéuticos de amplio uso tanto en 
humanos como en animales; el abuso de su empleo 
clínico y en industrias como la agricultura, 
acuacultura y ganadera impactan de manera 
negativa al fomenta la aparición de resistencia y su 
diseminación en el ambiente; por ello, es 
importante estudiar y evaluar su comportamiento 
aún después de caducos, no solamente para 
conocer cuánto tarda en descomponerse y la 
remanencia de su actividad antibiótica sino para 
establecer los fundamentos científicos que 
permitan disminuir su impacto ecológico al apoyar 
en la decisión de elegir la alternativa más oportuna 
de mitigación de los efectos de vertido de 
antimicrobianos al medio ambiente, investigar 
métodos de tratamiento de residuos más efectos y 
para conducir a la elaboración de políticas públicas 
más adecuadas y actuales [13-15]. 
 
Gran parte de los antibióticos se desechan de 
manera inadecuada, tanto directamente al botarlos 
a la basura municipal o en patios o a través del 
inodoro o desagüe donde contaminan el ambiente 
por medio de aguas residuales que eventualmente 
impactarán al suelo cuando tengan contacto con 
éste; esto afecta la ecología microbiana del suelo y 
agua con las posibles afectaciones en productores 
primarios y demás elementos del ecosistema 
[13,14]. Los resultados de la CMI en amikacina 
demuestran que la actividad del antibiótico se 
mantiene por largo tiempo, pues los medicamentos 
evaluados tienen hasta 5 años de caducidad y 

mantienen una acción antibiótica significativa, 
también se determinó que el principio activo 
residual a los 60 meses era superior al 55%; esto 
implica que desechar un medicamento al medio 
ambiente aunque esté caduco genera un impacto 
sobre los microoganismo y daña apreciablemente 
al medio ambiente [13,14]. 
 
La permanencia de una actividad antibiótica 
significativa aún después de cinco años de 
caducidad es de interés para la salud ambiental por 
el riesgo de afectación remanente al ecosistema, 
asimismo, en este trabajo solamente se monitoreó 
la acción de la amikacina como fármaco, es decir, 
como inhibidor del crecimiento bacteriano; pero 
cabe mencionar que como molécula química los 
cambios originados por la caducidad y exposición 
a diversos factores ambientales, principalmente a 
la luz y a la temperatura, pueden ocasionar un 
incremento en su toxicidad por lo que se 
recomienda continuar esta línea de investigación 
para aclarar si su ecotoxicidad disminuye o 
aumentan respecto al tiempo de caducidad y cómo 
se afecta con la luz y la temperatura [16-20]. 
 
C O N C L U S I Ó N 

La concentración mínima inhibitoria de amikacina 
versus Bacillus clausii aumenta de manera 
directamente proporcional al tiempo de caducidad 
y se observa una acción residual antibiótica 
significativa hasta 60 meses después de su 
vencimiento. 
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