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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas representan uno de los mayores flagelos de nuestra era.
Para combatirlas es preciso contar con un esquema farmacoterapeutico concretamente
establecido. En Peru se cuenta con los productos de marca comercial y genéricos
regulados por la Direccion General de Medicamentos, Insumos y Drogas (DIGEMID),
los cuales deben cumplir requisitos de calidad, seguridad y eficacia. El objetivo de la
presente investigacion consistio en comparar la potencia antibidtica entre los productos
genéricos y de marca comercial en base a Eritromicina etilsuccinato regulados por
DIGEMID. La metodologia consistio en emplear el método cilindro-placa con cultivos
microbioldgicos de la cepa Kocuria rhizophila ATCC 9341, relacionando el didmetro del
halo de inhibicion de crecimiento del microorganismo con la potencia antibidtica. Los
resultados indicaron que la potencia antibiotica de los medicamentos de marca es: 253.57
+ 13.95 mg/5mL, 244.55 £ 14.47 mg/5mL y 278.51 + 16.31 mg/5mL. Por su parte, la
potencia antibiodtica de los medicamentos genéricos es: 257.79 + 10.05 mg/5mL, 259.63
+ 12.75 mg/5mL y 253.31 + 11.64 mg/5mL. Se concluyé que no hay diferencia
significativa entre la potencia antibidtica de tres productos genéricos y tres productos de
marca comercial. Se concluy6 ademas que no hubo diferencia significativa al comparar
independientemente la potencia antibidtica de los productos genéricos y de marca
comercial con el valor teérico que ambos refieren, estando dentro del rango de 225-300
mg/5mL establecido por la USP-40.

Palabras clave: Eritromicina, Potencia Antibiotica, Kocuria rhizophila, Medicamento

Genérico, Medicamento Comercial.
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ABSTRACT

Infectious illnesses represent one of the major scourges of our era. To face them, counting
on a well-established pharmacotherapeutic scheme is precise. The brand and generic
products are accountable in Peru for such purposes, regulated by the General Direction
of Medicaments, Inputs and Drugs (DIGEMID), which should accomplish with quality,
safety and efficacy requirements. The objective of the present investigation consisted in
comparing the antibiotic power between generic and brand products based on
erythromycin ethylsuccinate, as well as to compare such profiles with the theoretical
value of antibiotic power using the cylinder-plate method with microbiological cultures
with the Kocuria rhizophila ATCC 9341 strain, relating the microorganism’s inhibition
halo diameter with the antibiotic power. Results showed that the antibiotic power of the
commercial medicaments is: 253.57 + 13.95 mg/5mL, 244.55 + 14.47 mg/5mL and
278.51 £ 16.31 mg/smL. On the other hand, the antibiotic power of the generic
medicaments is: 257.79 + 10.05 mg/5mL, 259.63 £ 12.75 mg/5mL and 253.31 + 11.64
mg/5mL. It was concluded that there is no significant difference between the antibiotic
power of three generic products and three brand products. It was also concluded that there
was no significant difference in comparing independently the antibiotic power of the
generic and brand products with the theoretical value that both refer, being inside the
range 225-300 mg/5mL as established by the USP-40.

Key words: Erythromycin, antibiotic power, Kocuria rhizophila, generic medicament,

commercial medicament.
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HIPOTESIS

Dado que la concentracion declarada de Eritromicina etilsuccinato de los medicamentos
comercializados en las diferentes cadenas de farmacia en la ciudad de Arequipa, de marca
comercial y genéricos, son regulados por DIGEMID; es posible que la potencia

antibidtica de estos no difiera entre si.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Valorar la potencia antibidtica de los productos de marca comercial y genéricos
conteniendo Eritromicina etilsuccinato 250 mg / 5mL regulados por DIGEMID.

Objetivos especificos

1. Determinar la potencia antibidtica de las muestras de Eritromicina etilsuccinato 250

mg /5 mL en suspension de medicamentos de marca comercial.

2. Determinar la potencia antibidtica de las muestras de Eritromicina etilsuccinato 250

mg /5 mL en suspension de medicamentos genéricos.

3. Comparar la potencia antibidtica de la Eritromicina etilsuccinato 250 mg / 5 mL en
medicamentos de marca comercial y genéricos, entre ellos y con respecto a su

concentracion declarada por el laboratorio.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
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1. ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Son enfermedades provocadas por un patdgeno que invade a un huésped. Dicho patégeno

puede ser un hongo, virus, parasito o bacteria. (-3l

1.1. INFECCIONES POR HONGOS

Las infecciones micéticas, producidas por hongos, suelen deberse en gran parte a las
toxinas producidas por ellos, por ejemplo Candida albicans produce una toxina peptidica
Ilamada candidalisina, que ocasiona infecciones en mucosas. Por otro lado, Candida y
Aspergillus en su mayoria desencadenan infecciones oportunistas, afectando a pacientes
en estado critico como lo son quienes acaban de recibir trasplantes de 6rganos. 461

1.2. INFECCIONES POR VIRUS

Las infecciones virales son ocasionadas por dos tipos de microorganismos: virus DNA y
retrovirus o virus RNA. Entre los virus DNA se encuentra el virus de la hepatitis B.
Asimismo, el virus de la hepatitis C y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
corresponden a retrovirus. La replicacion de los retrovirus requiere de una enzima que
transforme el material genético a DNA, llamada transcriptasa reversa. La respuesta a las
infecciones virales es mediada a través de los linfocitos asesinos naturales, mas conocido

por sus siglas en inglés Natural Killer (NK). [7-11]

1.3. INFECCIONES POR PARASITOS

Las infecciones parasitarias en su mayoria se producen por la ingesta de un alimento
contaminado. Los parésitos se clasifican en protozoos y helmintos, y estos ultimos a su
vez en nematodos, céstodos y trematodos. Al menos 400 especies de parasitos afectan la
salud humana, siendo alrededor de 90 de ellos responsables de altos indices de mortalidad.
Recientemente se han investigado productos naturales como la artemisina y la
avermectina para la terapia antiparasitaria. Se pronostica que para el afio 2050 se
eliminaria la tripanosomiasis africana humana, aunque algunas otras enfermedades como

la toxoplasmosis o la malaria adn persistirfan. [2-16]
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1.4. INFECCIONES POR BACTERIAS

Las infecciones bacterianas se originan por dos grupos de microorganismos: Bacterias
Grampositivas y Gramnegativas, clasificadas asi debido a su afinidad por el colorante
cristal violeta en la tincion de Gram. La mayor diferencia entre ambos grupos de bacterias
reside en que las Gramnegativas poseen una membrana celular interna y otra externa, y
entre ellas una pared celular delgada; mientras que en las Grampositivas solo existe una
membrana celular y una pared celular de mayor grosor. Existe un tercer grupo que, a pesar
de clasificarse como grampositivo, posee estructuras adicionales, por lo que se cataloga
a estos microorganismos como bacilos &cido-alcohol resistentes (BAAR). En la figura 1.1

se muestra la estructura celular de las bacterias Grampositivas y Gramnegativas. [17-21]

Gram positivo Gram negativo
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v
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Figura 1.1. Estructura celular de las bacterias Grampositivas y Gramnegativas [2%

1.4.1. BACTERIA Kocuria rhizophila

Kocuria rhizophila es una bacteria Grampositiva anteriormente conocida como
Micrococcus luteus, ya que recientes estudios moleculares han determinado
caracteristicas fenotipicas del microorganismo ATCC 9341, clasificandolo en el genus
Kocuria. Presenta una membrana celular y una pared celular como se muestra en la figura
1.1. Es un microorganismo de referencia para valoraciones microbioldgicas de
antibidticos segun la farmacopea britanica, europea y estadounidense. Su utilidad en
valoraciones bioldgicas no considera su prevalencia respecto a otros microorganismos en
hospitales u otros centros de salud, sino que ha sido particularmente estudiado en estos
ensayos, demostrando reproducibilidad, por consiguiente, aplicabilidad en diversos

centros de investigacion. Para su desarrollo se utiliza el medio para antibioticos 1y 11,
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provistos de extracto de carne, peptona y levadura; todos ellos suplen el requerimiento
proteico y de carbohidratos para asegurar la supervivencia y proliferacion del

microorganismo. [23-26]

Es un coco Grampositivo de la familia Micrococcaceae. Kocuria rhizophila, junto a sus
congéneres Kocuria kristinae y Kocuria marina toleran hasta 10% de cloruro de sodio en
un medio de cultivo. El pequefio tamafio genomico, la habilidad para desarrollarse
rapidamente y a una elevada densidad celular, y la robustez de las células a varias
condiciones de crecimiento permiten su uso en sistemas de bioconversion bacteriana

usando condiciones normalmente toxicas como el uso de solventes organicos. [27-29]
1.4.2. CEPAS CERTIFICADAS (ATCC)

Son materiales de referencia clasificados mediante analisis bioquimicos, morfologicos y

moleculares, y estos corresponden a cultivos puros de un tnico microorganismo. [30-31
2. ANTIINFECCIOSOS

La lista presentada a continuacion toma de referencia al Petitorio Nacional Unico de
Medicamentos Esenciales del Perti (PNUME). 32

2.1 ANTIHELMINTICOS

o Antihelminticos intestinales: Abendazol, Prazicuantel
o Antihelminticos contra los treméatodos: Triclabenzadol

2.2 ANTIFUNGICOS
o Amfotericina B
2.3 ANTIVIRALES

o Antiherpéticos: Aciclovir

o Antirretrovirales
o Inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa inversa: Zidovudina, Lamivudina
o Inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa: Efavirenz, Neviparina

o Inhibidores de la proteasa: Indinavir
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2.4 ANTIPROTOZOARIOS

o Amebicidas, giardicidas y tricomonicidas: Metronidazol, Diloxanida furoato

o Antileishmaniasicos: Antimoniato meglumina

o Antimalaricos: Artesunato, Quinina sulfato

o Antineumocistésicos y antitoxoplasmdsicos: Pirimetamina, Sulfametoxazol +
trimetoprima

o Antitripanosomiasicos: Benznidazol, Nifurtimox
2.5 ANTIBACTERIANOS

o Betalactdmicos
o Penicilinas: Amoxicilina, Dicloxacilina
o Cefalosporinas: Cefalexina, Cefazolina
o Carbapenems: Meropenem
o Otros antibacterianos
o Macrolidos y lincosamidas: Azitromicina, Eritromicina (como estearato o
etilsuccinato)
o Aminoglucésidos: Amikacina (como sulfato), Gentamicina (como sulfato)
o Sulfonamidas con diaminopirimidinas: Sulfametoxazol + trimetoprima
o Quinolonas: Ciprofloxacino (como lactato)
o Tetraciclinas: Doxiciclina
o Anfenicoles: Cloranfenicol
o Miscelanea: Furazolidona, Metronidazol, Nitrofurantoina
o Antileprosos: Clofazimina, Dapsona

o Antituberculosos: Etambutol Clorhidrato, Etionamida

3. FARMACOTERAPIA DE LAS INFECCIONES POR BACTERIAS

Dependiendo del estado de la enfermedad y del diagndstico de la misma, se clasifica a la

farmacoterapia de las infecciones en terapia empirica y terapia definitiva.
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3.1. TERAPIA EMPIRICA

Se prescribe cuando se desconoce el agente microbiano causante de la enfermedad, o
cuando el paciente se encuentra en estado critico; por ejemplo, durante una sepsis, es
decir, una infeccion generalizada, o bien contra una coinfeccion en una quimioterapia.
Los farmacos utilizados en terapia empirica son antibacterianos de amplio espectro como
los macrdlidos, las tetraciclinas y el cloranfenicol. “Amplio espectro” hace alusion a que
el grupo diana de microorganismos que pueden ser afectados por cierto farmaco no se
limita a los Grampositivos 0 Gramnegativos, sino a ambos. Aunque la desventaja de
utilizar antibidticos de tal potencia implica inespecificidad y posible resistencia
microbiana, por lo que es recomendable realizar el diagndstico microbiolégico con

prontitud para prescribir una terapia definitiva. [33-3°
3.2. TERAPIA DEFINITIVA

Es de eleccion tras realizar el diagnostico microbiolégico respectivo, determinandose el
género y especie del microorganismo que se encuentra infectando al huésped, asi como
realizdndose un antibiograma que ofrezca un panorama sobre los posibles farmacos
eficaces contra la infeccion, mejorando la especificidad del tratamiento y evitando

posibles efectos secundarios o reacciones adversas. [40-44]
3.3. ANTIBIOTICOS
3.3.1. DEFINICION

Comprenden moléculas producto de la sintesis quimica organica o aisladas a partir de un

microorganismo (por ejemplo la penicilina a partir del hongo Penicilium notatum).
3.3.2. CLASIFICACION

o Segun su estructura: B-lactdmicos (cefalotina, ampicilina), aminoglucdsidos
(gentamicina, amikacina), macrélidos (Eritromicina, azitromicina, roxitromicina,
claritromicina,  espiramicina, oleandomicina vy triacetiloleandomicina),
glucopéptidos (vancomicina, teicoplanina), entre otros.

o Segln su espectro: Espectro reducido (penicilina G), espectro amplio (macrolidos,
tetraciclinas y cloranfenicol) y espectro ampliado (amoxicilina, ampicilina,
ceftriaxona).

o Segun su efecto antimicrobiano: Bactericidas (penicilinas, cefalosporinas,
aminoglucoésidos) y bacteriostaticos (tetraciclinas, novobiocina, cloranfenicol).
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o Segln su mecanismo de accion: Inhibidores de la sintesis de la pared celular,
inhibidores de la sintesis proteica, inhibidores de la replicacion del &cido
desoxirribonucleico (ADN) o &cido ribonucleico (ARN), entre otros.

3.3.3. MACROLIDOS

Son macromoléculas cuyo mecanismo de accion antibidtica consiste en inhibir la
traduccion o sintesis proteica a nivel de la formacion de la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano. Dicho proceso se muestra en la figura 1.2. Dentro de este grupo se encuentra
la Eritromicina que a su vez se presenta en forma de sales etilsuccinato, estearato y

estolato. [45-48]

Sitio A

Cadena
polipéptica
“naciente” )

Sitio de

Macrolidos transferasa

Plantilla
de mRNA

Figura 1.2. Mecanismo de accion de los macrdlidos [°1

a. ERITROMICINA ETILSUCCINATO

Es el primer macrélido, descubierto en 1952 por J. M. McGuire y colaboradores,
encontrado en los productos metabolicos del hongo Streptomyces erytherus, formulado
en forma de sal (etilsuccinato) para mejorar su biodisponibilidad al ser méas estable que

en su forma idnica. Su estructura quimica se muestra en la figura 1.3. [50-52]

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ot DE SANTA MARIA

CH,

Figura 1.3. Estructura quimica de la Eritromicina etilsuccinato [5I

a.1. FARMACOCINETICA DE LA ERITROMICINA

Refiriéndose al proceso LADME (liberacion, absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion), la Eritromicina etilsuccinato en suspension ingresa al organismo ya disuelta,
por lo que la liberacién no es limitante respecto a la concentracion final de principio activo
en el sitio de accién. La absorciébn en formas farmacéuticas inyectables para
administracion intravenosa refiere una biodisponibilidad del 100%, pues el farmaco
ingresa directamente al torrente sanguineo (compartimiento central). A nivel de
distribucidn, se asume que la Eritromicina se une en un 90% a proteinas plasmaticas. La
Eritromicina sufre un proceso de metabolizacion hepéatica en un 10%, mientras que el 10-
15% de la misma es excretado en su forma farmacologicamente activa a través de los
rifiones. Por esta razdn, la vida media del farmaco en circulacion no se ve influenciado
drasticamente por variaciones en la funcion renal. Un estudio previo mostro que la vida
media de la Eritromicina incrementd de 1.5 horas a 5.8 horas en pacientes que presentaban
anuria (ausencia de orina). Otro estudio revel6 que en pacientes con uremia (insuficiencia

renal avanzada) la vida media de la Eritromicina solo aument 2.5 horas. [54-58]

En la Tabla 1.1 se compara la farmacocinética de la Eritromicina con otros farmacos del
grupo de los macrélidos recientemente sintetizados. [5°
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Tabla 1.1. Propiedades de algunos macrélidos comparados con la Eritromicina [5°

Macrolido

Alteracion quimica

Actividad in vitro (comparada
con la Eritromicina)

Farmacocinética

Roxitromicina

Diritromicina

Azitromicina

Claritromicina

Fluritromicina

Rokitamicina

Miokamicina

Anillo de 14 miembros,
derivado oxima C-9

Anillo de 14 miembros,
derivado oxazina C-11

Anillo de 15 miembros,
derivado amina
terciaria C-9

Anillo de 14 miembros,
derivado 6-O-metil

Anillo de 14 miembros,
derivado 8-fluoro

Anillo de 16 miembros,
derivado 3’ éster
Anillo de 16 miembros,
derivado 3’ éster

Comparable

Comparable

Mejorada contra bacterias
Grampositivas

Mejorada contra bacterias
Grampositivas y Legionella

spp.
Comparable

Mejorada contra Legionella y
Mycoplasma spp.
Mejorada contra Legionella y
Mycoplasma spp.

Altas concentraciones
pico en suero, vida
media de 12 horas

Administracion c/24h,

altas concentraciones

tisulares

Administracion c/24h,

altas concentraciones

tisulares

Niveles pico en plasma

mejorados comparados
con la Eritromicina

Vida media de 8h, altas
concentraciones
tisulares

Datos insuficientes

Datos no disponibles

a.2. INDICACIONES

La Eritromicina esta indicada principalmente en el tratamiento de:

o Acné vulgaris

o Chandroide producido por Haemophilus ducreyi

o Infecciones del tracto respiratorio incluyendo neumonia por Chlamydia trachomatis
en nifios y neonatos

o Uretritis gonocdcica

o Infecciones gastrointestinales

o Otitis media

o Infecciones de la piel

o Tetanos

o Granuloma inguinal. [44-48]
a.3. CONTRAINDICACIONES

Los pacientes con hipersensibilidad no deben recibir antibiticos macrélidos. Al
excretarse hepaticamente, estd contraindicada en pacientes con insuficiencia hepatica o

biliar. [54-58]
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a.4. RESISTENCIA BACTERIANA A LA ERITROMICINA

De acuerdo al mecanismo de accién descrito en el apartado 3.3.3, las modificaciones
metabolicas que pueden permitir a los microorganismos resistir a la accion de la
Eritromicina incluyen: Alteracion del sitio diana, modificacion del antibidtico y
alteracion del transporte del antibiotico. Se entiende por el sitio diana de la Eritromicina

a la subunidad 50S del ribosoma. [60-62]
a.5. PRECAUCIONES

Se debe usar con precaucion en pacientes con infecciones gastrointestinales, pues puede
haber una sobreinfeccion con Clostridium difficile, agente causante de la colitis

pseudomembranosa. [54-581
a.6. INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

La Eritromicina inhibe el metabolismo de diversos medicamentos, al interactuar en el
citocromo P450 donde son metabolizadas estas drogas. Puede aumentar los niveles
sanguineos de teofilina, warfarina, astemizol, terfenadina, bromocriptina, carbamazepina

y ciclosporina. Antagoniza los efectos de cloranfenicol y clindamicina. [54-58]
a.7. REACCIONES ADVERSAS

Estas son frecuentes y pueden ser graves. Se relacionan a elevadas dosis del farmaco, al
mecanismo de accion o su afinidad por determinados tejidos (diente, hueso, higado,

rifion). [54-58
- Fototoxicidad posiblemente debido a la acumulacién del farmaco en la piel. [54-58]

- Alteraciones hepéticas de diferente severidad, especialmente en pacientes con

insuficiencia renal. Agravan una insuficiencia renal preexistente. 5451

- A nivel de tejido 6seo y dientes: Se describen decoloracion e hipoplasia del esmalte
dentario y en prematuros depresion del crecimiento esquelético, probablemente debido a
la capacidad de las tetraciclinas de unirse al calcio. Por lo descrito no deben usarse en la
embarazada ni en el nifio hasta los 8 afios y porque ademas pueden causar catarata

congénita y sindrome de hipertension endocraneana en el nifio. (5458l

- Otros efectos adversos: reacciones de hipersensibilidad, son raras e incluyen: anafilaxia,
urticaria, edema periorbital, rash morbiliforme, eritema multiforme y en caso de infeccion
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por espiroquetas, reaccion de Jarisch Herxheimer; alteraciones gastrointestinales:
nduseas, vomitos, anorexia, diarrea, epigastralgia, ulceracion esofagica; Vvértigo;
sindrome seudolupico; discracias sanguineas; flebitis cuando se administra por via
intravenosa; sobreinfeccion por Candida spp. u otros microorganismos, colitis

pseudomembranosa. [54-58]
a.8. POSOLOGIA

En adultos se sugiere consumir un comprimido de 500mg cada 6 horas durante 7-14 dias,
0 su equivalente en la forma farmacéutica de suspensién oral. En nifios la dosis
recomendada es de 40-50 mg/kg/dia durante 5-14 dias. [>4-58]

a.9. TOXICIDAD

Al metabolizarse y excretarse a través del higado, la Eritromicina, especialmente en su
forma estolato, es referida como hepatotoxica. Se clasifica dentro de la categoria B de
riesgo en el embarazo, elevando las transaminasas (indicador de la funcién hepética) en

un 10%. [54-581
a.10. PRESENTACIONES

Segin el Petitorio Nacional Unico de Medicamentos Esenciales (PNUME) la
Eritromicina etilsuccinato se presenta en comprimidos de 500mg y suspension para

administracion oral de 250mg/5mL en 60mL. [32]
4, MEDICAMENTOS DE MARCA COMERCIAL Y GENERICOS

Tras la concesion de la patente a un producto farmacéutico innovador, el fabricante tiene
derecho por 20 afios a vender el medicamento o distribuirlo a través de contratos de
licencia mediante otros proveedores (medicamento de marca comercial). Después de ese
periodo, otras industrias pueden fabricar el mismo producto, aunque afiadiéndosele otros
excipientes generalmente mas econdmicos (medicamento genérico). Ambos productos
deben cumplir ciertos requisitos técnicos para su comercializacion, entre ellos, en el caso

de los antibidticos, una valoracion bioldgica segun lo dictan las farmacopeas. [63-64]

La Direccion General de Medicamentos, Insumos y Drogas (DIGEMID) evalta
estandares mediante una serie de pruebas criticas para el control de calidad de diversas

formas farmacéuticas, tanto de marca comercial como genérica, a mencionar:

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

o Liquidos orales / Polvos para suspensién oral: A 120 unidades analizar las
caracteristicas fisicas, pH, volumen, identificacion del principio activo, contenido de
principio activo, limite microbiano y valoracion bioldgica cuando corresponda. [6°]

o Tabletas, grageas y capsulas: A 200 unidades evaluar caracteristicas fisicas,
identificacion del principio activo, contenido del principio activo, disolucion y/o
desintegracion, valoracién microbioldgica cuando corresponda. [69]

o Liquidos para inyeccion / Soluciones de contraste: Evaluar caracteristicas fisicas,
identificacion del principio activo, pH, contenido del principio activo, esterilidad,
endotoxinas bacterianas y pirdgenos. (6%

o Tabletas de &acido folico y multivitaminicos: A 750 unidades estudiar las
caracteristicas fisicas, identificacion del principio activo, contenido del principio
activo, disolucion y/o desintegracion segin corresponda. [6°]

o Anticonceptivos orales que contienen hierro: A 840 unidades evaluar las
caracteristicas fisicas, identificacion del principio activo, contenido del principio
activo, disolucion y/o desintegracion segun corresponda. [6°]

o Tabletas vaginales: A 230 unidades evaluar caracteristicas fisicas, identificacion del
principio activo, contenido del principio activo, desintegracion (cuando

corresponda) y limite microbiano. [¢°]

5. VALORACION MICROBIOLOGICA DE ANTIBIOTICOS

Se fundamenta en el cultivo homogéneo de un microorganismo especifico, cuyo indculo
tiene una concentracion celular especifica, sobre un medio de cultivo especifico. Se
coloca en la placa de cultivo discos o cilindros impregnados con antibidtico y se observa
un halo de inhibicion cuyo didmetro depende de la potencia antibidtica. La relacion entre
la potencia antimicrobiana y el halo de inhibicién es de segundo orden, por lo que es
necesario transformar la potencia antibiética a unidades de logaritmo para ajustar los

datos a una regresion lineal. [66-68]
5.1. METODO CILINDRO-PLACA

Se fundamenta en la siembra homogénea de un microorganismo a lo largo de la superficie
del medio de cultivo, tras la cual se insertan cilindros conteniendo soluciones de
antibidticos o compuestos en investigacion. Tras la incubacion de las placas de cultivo se
compara el diametro de los halos producidos por la inhibicién del crecimiento
microbiano, relacionandose directamente con el potencial antimicrobiano. [66-68]

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

5.2. METODO TURBIDIMETRICO

Se basa en la siembra de un microorganismo en un recipiente con caldo de cultivo,
afiadiendole una alicuota de antibiotico en solucion. Tras la incubacion del
microorganismo se realiza un analisis espectrofotométrico comparando el grado de
turbidez del caldo de cultivo, el cual es inversamente proporcional al potencial

antimicrobiano. [66-68]
6. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

Se refiere a una técnica usada en analisis instrumental con el objetivo de determinar la
concentracion de un compuesto quimico que se encuentra disuelto en una solucion. Se
fundamenta en que las moléculas absorben radiacion electromagnética a diferente
longitud de onda. El haz de luz que pasa a través de la muestra puede ser monocromatico,
obteniéndose una lectura de absorbancia por analisis; o bien policromatico, generandose
maultiples lecturas de absorbancia en un rango de longitudes de onda por analisis, lo que

se conoce como arreglo de diodos. [68]
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIALES
1.1. MATERIAL BIOLOGICO

o Kocuria rhizophila ATCC 9341
1.2. MATERIAL DE VIDRIO

o Fiolas de 10mL, 25mL, 50mL y 100mL

o Frasco Roux (Frasco de vidrio aplanado con boca ancha)
o Frasco tapa rosca de 250mL

o Placas Petri de 90 x 20 mm

o TermoOmetro

o Tubos de ensayo de 16 x 150 mm
1.3. MATERIAL DE LABORATORIO

o Agar para antibioticos N°1 (Composicion en la Tabla anexa 1)

o Agar para antibioticos N°11 (Composicion en la Tabla anexa 2)

o Puntas plésticas calidad low retention

o Pinzas estériles

o Asa de siembra

o Cilindros esterilizados de acero quirargico, medidas especificadas en la Farmacopea
Vigente: diametro interno 6 £ 0.1 mm; didmetro externo de 8 + 0.1 mm vy altura de
10+ 0.1 mm

o Eritromicina etilsuccinato 250mg/5mL
1.4. EQUIPOS DE LABORATORIO

o Autoclave (All American)

o Balanza Analitica (Metler Toledo, XPE-105)

o Bafio de sonicacién (Memmert)

o Cabina de Bioseguridad (ESCO. LA2-4 A3)

o Estufa de Cultivo (Thelco)

o Micropipetas automaticas (Brand, Transferpette S)

o Vernier (Truper, CALDI-6MP)

o Espectrofotémetro UV-Visible (UVCARY 50)

o Pipetas volumétricas descartables de 1mL, 5mL, 10mL y 25mL
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1.5. REACTIVOS

o Etanol 70%

o Metanol (Q.P, Merck)

o Fosfato monobaésico de potasio (Q.P, Merck)

o Fosfato dibasico de potasio (Q.P, Merck)

o Hipoclorito de sodio 5% (Q.P, Merck)

o Solucion fisiologica salina esteril (cloruro de sodio 0.9%)
o Acido fosférico (Q.P, Merck)

o Hidroxido de potasio (Q.P, Merck)

o Estandar de Eritromicina base (Q.P, Merck)

o Agua purificada
2. METODOS

La metodologia utilizada para la determinacion de la potencia antibidtica de la

Eritromicina tiene como referencia a la farmacopea de los Estados Unidos USP 40. [5¢]

2.1. PREPARACION DEL INOCULO

Trabajar con la cepa Kocuria rhizophila ATCC 9341, a partir del segundo pasaje.
Suspender la cepa obtenida de un cultivo reciente en 3mL de solucion salina estéril.
Esparcir la suspension salina sobre la superficie de un frasco Roux que contenga 250mL
del medio Agar para antibidticos N°1 usando perlas de vidrio esterilizadas. Incubar luego

por 24 horas a una temperatura de 35°C en la estufa de incubacion (Thelco).

Pasado el tiempo de incubacion, recolectar el microorganismo del frasco Roux con
aproximadamente 50mL de solucion salina esteril. Pipetear y transferir la suspension a
un frasco de vidrio estéril. Diluir 150uL de la suspension en 10mL de solucién salina
estéril. Medir la absorbancia a 580nm usando el espectrofotémetro UV-Visible
(UVCARY 50). Los valores obtenidos deben ser transformados a transmitancia. El valor

deseado sera aproximadamente 25% de transmitancia.

Si el porcentaje de transmitancia de la dilucion esta por encima de 25%, usar el factor de
normalizacion, dividiendo entre 25 el porcentaje de transmitancia obtenida de la dilucion,

posteriormente multiplicar este cociente por la cantidad sugerida del indculo (1.5mL) para

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

obtener el volumen de suspensién de recoleccién que se requiere agregar a la capa

siembra.

Luego de haber calculado el volumen necesario se agregara el in6culo a 100mL de agar
para antibioticos N°11 enfriado a 45-50°C. Agitar la mezcla por rotacion suave sin crear
burbujas hasta obtener una suspension homogeénea.

2.2. PREPARACION DEL BUFFER O SOLUCION TAMPON

Un litro de Buffer 0.1M a pH 8 contiene 16.73g de fosfato dibasico de potasio y 0.523g
de fosfato monobasico de potasio, enrasar con agua purificada. Esterilizar en autoclave
(All American) a 121°C por 15 minutos y ajustar el pH a 8 £ 0.1 con &cido fosférico o

hidréxido de potasio.
2.3. PREPARACION DE LOS ESTANDARES Y MUESTRA PROBLEMA
2.3.1. ESTANDARES

Pesar el equivalente a 25mg del estandar de Eritromicina base y transferir a fiola de 25mL.
Adicionar 2.5mL de metanol, sonicar durante un minuto en el bafio de sonicacion
(Memmert), enrasar con Buffer pH 8 y homogenizar. La solucion obtenida contiene
1000ug/mL de Eritromicina (solucién A). Preparar las diluciones del estandar con Buffer
pH 8 como se muestra en la tabla 2.1 (Las soluciones S1, S2, S3, S4 y S5 son los

estandares a utilizar para el desarrollo del grafico de calibracion).

Tabla 2.1. Preparacion de estandares de Eritromicina

Volumen (mL) Buffer pH 8 Concentracion final Solucion
1(A) Fiolade 100 mL 10 pg/mL (B)
5(B) Fiola de 50 mL 1 pg/mL ©)
2.56 (C) Fiola de 10 mL 0.256 pg/mL S1
3.20(C)  Fiolade10 mL 0.320 pg/mL S2
4(C) Fiola de 10 mL 0.4 pg/mL S3
5(C) Fiolade 10 mL 0.5 pg/mL S4
6.25(C)  Fiolade 10 mL 0.625 pg/mL S5

(A): Solucién 1000 pg/mL. (B): Solucién 10 pg/mL. (C): Solucién 1 pg/mL
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2.3.2. MUESTRA PROBLEMA

Reconstituir los granulos para suspension, tomar el equivalente a 100mg de Eritromicina
(2mL) en una fiola de 100mL. Adicionar 50mL de metanol, sonicar durante 5 minutos,

dejar enfriar a temperatura ambiente por 15 minutos, enrasar con metanol y homogenizar.

La solucion obtenida contiene teéricamente 1000ug/mL de Eritromicina (Solucién D). A
partir de dicha solucion preparar diluciones de trabajo con buffer pH 8 como se muestra

en latabla 2.2. (La solucion M es la muestra a interpolar en el grafico de calibracion).

Tabla 2.2. Preparacion de diluciones de muestras de Eritromicina

Volumen (mL) Buffer pH 8 Concentracion final Solucién
1 (D) Fiola de 100 mL 10 pg/mL (E)
5 (E) Fiola de 50 mL 1 pg/mL (F)
4 (F) Fiola de 10 mL 0.4 ug/mL M

(D): Solucién 1000 pg/mL. (E): Solucion 10 pg/mL. (F): Solucién 1 pg/mL.
2.4. PREPARACION DE LAS PLACAS

Autoclavar (15 minutos a 121°C) el agar para antibiéticos N°11 y llevarlo a una
temperatura de 40-45°C. Dispensar 21mL de agar para antibioticos N°11 en tres placas
Petri (3 placas por cada concentracion del estandar y muestra problema). Dejar solidificar
y reposar por 30 minutos. Tomar 4mL del in6culo y agregar por superficie en cada una
de las placas, inclinando cada placa hacia adelante y hacia atras para esparcir
uniformemente al in6culo, sin formar burbujas. Dejar que la capa solidifique por 30

minutos.

Con la ayuda de una pinza estéril dejar caer equidistantemente 6 cilindros estériles de
acero inoxidable, seguidamente tapar las placas para evitar la contaminacion. Con ayuda
de una micropipeta automatica (Brand, Transferpette S), distribuir de manera intercalada
y dentro de los cilindros de acero inoxidable: 100uL de la dosis del estandar (S1, S2, S4
0 S5) o0 muestra problema segun sea el caso a evaluar, y el estdndar S3. Dejar reposar las
placas inoculadas por 1 hora para permitir la difusion sobre la capa de siembra. Incubar
las placas a 35°C durante 16-18 horas. Retirar los cilindros y medir el diametro del halo
de inhibicidn con el vernier (Truper, CALDI-6MP).
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3. ANALISIS ESTADISTICO

Se hace un analisis descriptivo con medidas de promedio y desviacion estandar para cada

uno de los productos en investigacion.

Se realiza un gréfico de calibracion con los estandares donde el halo de inhibicion
corresponde al eje de las ordenadas, mientras que el logaritmo de la concentracion de
Eritromicina corresponde al eje de las abscisas. Se interpola el halo de inhibicion de las
muestras con la ecuacion de la recta para determinar su potencia antibiotica y multiplicar

dicho valor por los factores de dilucion respectivos.

La comparacion entre la potencia antibiotica de los medicamentos de marca comercial y

genéricos fue realizada mediante un test t no pareado en el Software GraphPad Prism 6.

La comparacion de la potencia antibiotica de los medicamentos con el valor de referencia
fue realizada mediante el “test t de una muestra para verificar si los promedios de los
datos son significativamente diferentes respecto a un valor hipotético”. Se utiliza el

Software GraphPad Prism 6.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



REPOSITORIO DE 2R UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1. PREPARACION DEL INOCULO

El anélisis de la concentracion éptima de trabajo del in6culo de Kocuria rhizophila se
llevé a cabo mediante espectrofotometria UV-visible. Los reportes del analisis
espectrofotométrico se presentan en el Anexo 1. Una muestra del cultivo de Kocuria
rhizophila se ilustra en la Figura 3.1.

Figura 3.1. Cultivo de Kocuria rhizophila

Agnese y colaboradores reportaron absorbancias dptimas del inéculo de Micrococcus
luteus de 0.17, considerando una longitud de onda de 580nm. Asimismo, tal

consideracion fue tomada en un estudio realizado por Pérez y colaboradores. [6°-70]
2. POTENCIA ANTIBIOTICA
2.1. ESTANDARES DE ERITROMICINA

Se determind la potencia antibiotica del estandar de Eritromicina a concentraciones
establecidas segun la tabla 2.1, realizdndose en forma diaria. El arreglo experimental de

la preparacion de los estandares de Eritromicina se muestra en la Figura 3.2.

Figura 3.2. Arreglo experimental de la preparacion de estandares de Eritromicina
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El arreglo experimental de la adicion de cilindros conteniendo Eritromicina a las placas
con indculos de Kocuria rhizophila se muestra en la Figura 3.3.

Figura 3.3. Arreglo experimental de la adicién de cilindros con Eritromicina

Los halos de inhibicion de los estdndares de Eritromicina se determinaron en seis dias,
obteniéndose seis graficos de calibracion. De este modo se pudo analizar paralelamente
dos muestras problema en cada dia de analisis. Los valores de los halos de inhibicion
medidos por su diametro se presentan, segun el dia de analisis, en la Tabla 3.1, Tabla 3.2,
Tabla 3.3, Tabla 3.4, Tabla 3.5 y Tabla 3.6, respectivamente.

Tabla 3.1. Halos de los estandares del grafico de calibracion I (mm)
Placa sl s3 s2 s3 s4 s3 s5 s3
1539 16.39 16.1 1698 17.36 16.92 18.03 16.91
Placal 15.62 16.66 16.22 16.76 17.48 16.96 18.82 16.96
155 164 16.19 16.79 175 17.02 1831 17.09
1549 16.42 16.33 16.93 1797 17.16 18.44 16.96
Placa2 1554 16.7 16.21 16.98 18.03 174 1878 17.1
15.28 16.88 17.27 17.09 182 17.57 18.85 16.75
1546 16.66 17.04 16.92 1799 17.34 18.83 17.15
Placa 3 1541 16.61 16.54 17.25 17.42 18.07 1851 16.98
15.39 16.72 16.68 17.2 17.69 18.2 18.36 16.94
Promedio 1545 16.60 16.51 16.99 17.74 17.40 1855 16.98

Desviacion

0.10 0.17 041 0.17 031 047 029 0.12
estandar

Conjuntamente con el primer gréfico de calibracion se analiz6 una muestra generica y

una muestra de marca comercial, denominadas G1A, M1Ay M1C
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Tabla 3.2. Halos de los estandares del grafico de calibracion Il (mm)
Placa sl s3 s2 s3 s4 s3 s5 s3
1495 16.01 1552 16.62 16.94 16.63 17.72 16.61
Placal 14.26 1597 15.25 16.58 17.49 16.66 17.53 16.26
1499 157 1493 16.17 16.93 1656 1751 164
1498 16.55 15.77 16.24 1735 16.2 17.58 16.21
Placa 2 145 1576 15.7 16.39 16.66 16.55 17.39 16.08
1483 16.47 15.14 16.58 16,5 16.39 17.63 16.46
1494 1592 1551 16.32 17.24 16.32 1752 16.7
Placa 3 148 16.21 1499 16.69 16.82 16.05 1783 164
1488 16.51 14.86 15.67 16.65 16.07 17.91 16.87
Promedio 14.79 16.12 15.30 16.36 16.95 16.38 17.62 16.44

Desviacion
) 033 034 032 034 024 017 0.25
estandar

Conjuntamente con el segundo gréfico de calibracion se analizé una muestra genérica y

una muestra de marca comercial, denominadas G1B, M1B y G1C

Tabla 3.3. Halos de los estandares del gréafico de calibracion I (mm)
Placa sl s3 s2 s3 s4 s3 s5 s3
142 1595 1496 16.08 16.1 1599 16.63 16.01
Placa 1 13.8 1577 1455 16 16.18 1568 16.7 15.79
13.3 1544 1482 1585 16.36 16.03 16.79 15.85
13.93 15.65 1498 16.13 16.25 16.28 16.59 15.75
Placa2 13.68 1593 14.85 15.79 16.35 16.02 16.47 15.7
13.64 15.67 15.04 15.89 16.38 15.78 16.8 1581
13.96 15.88 1529 1597 16.2 157 17.13 16.16
Placa3 14.04 1595 15.14 1583 16.13 1599 17.2 16.04
1392 16 1458 1577 16.22 16.1 17.08 16.13
Promedio 13.83 15.80 1491 1592 16.24 1595 16.82 15.92

Desviacion

019 024 013 010 020 0.26 0.17
estandar

Conjuntamente con el tercer grafico de calibracion se analiz6 una muestra genérica y una

muestra de marca comercial, denominadas G2A, M2A y M2C.
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Tabla 3.4. Halos de los estandares del grafico de calibracion IV (mm)
Placa sl s3 s2 s3 s4 s3 s5 s3
1477 16.18 159 16.85 17.09 16.68 17.96 16.52
Placal 1483 16.21 15.72 16.8 17.19 16.59 17.64 16.16
1469 16.26 153 1586 17.39 16.75 17.87 16.22
15.08 16.35 1548 16.36 17.38 17 18.31 17.08
Placa2 1432 16.39 15.84 16.53 17.22 16.63 1797 17.1
15.21 16.21 15.63 16.65 17.45 16.97 18.1 16.75
1468 16.18 159 16.86 17.65 16.97 17.78 16.96
Placa3 1432 1597 15.62 16.64 17.22 17.17 17.7 16.7
1419 159 1546 165 17.13 16.58 18.03 16.81
Promedio 14.68 16.18 15.65 16.56 17.30 16.82 17.93 16.70

Desviacion
) 016 021 031 018 022 021 034
estandar

Conjuntamente con el cuarto gréfico de calibracion se analiz6 una muestra genérica 'y una

muestra de marca comercial, denominadas G2B, M2B y G2C.

Tabla 3.5. Halos de los estandares del gréafico de calibracion V (mm)
Placa sl s3 s2 s3 s4 s3 s5 s3
1489 16.33 1448 152 16.02 16.3 16.35 16.08
Placal 14.66 16.66 14.4 15.18 1553 15.62 16.3 15.07
1449 16.11 1445 1542 16.2 1558 16.98 15.83
1412 15.38 15.04 15.25 16.35 15.67 16.5 15
Placa2 1426 15.73 14.77 16 16.05 15.72 16.8 15.92
13.98 15.66 14.43 16.45 1598 15.86 15.49 15.36
1436 15.12 15.03 15.15 16.17 15.73 16.35 15.72
Placa3 1499 16.28 15.1 16.37 1594 1584 16 1542
13.1 1547 1418 15.77 16.18 1553 16.25 14.6
Promedio 14.32 15.86 14.65 15.64 16.05 15.76 16.34 15.44

Desviacion

057 051 034 052 023 023 043 049
estandar

Conjuntamente con el quinto grafico de calibracion se analiz una muestra genérica y una

muestra de marca comercial, denominadas G3A, M3A y M3C.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

Tabla 3.6. Halos de los estandares del grafico de calibracion VI (mm)
Placa sl s3 s2 s3 s4 s3 s5 s3
1446 1585 1563 16.72 16.45 16.21 176 16.22
Placal 1442 1598 15.25 16.22 16.51 16.31 17.27 15.97
143 1535 1551 16 16.82 16.08 17.38 16.05
148 16.72 1542 16.22 1643 16.46 1743 16.3
Placa2 1498 1645 154 161 1651 16 1753 16.07
1495 16.41 1508 155 16.74 16.25 17.3 15.98
1415 15.81 1599 16.16 16.38 1593 17.34 15.85
Placa3 1434 16.33 15.17 16.42 16.27 16.06 17.65 16.06
1464 16.13 1523 16.08 16.96 16.19 17.08 15.73
Promedio 14.56 16.11 1541 16.16 16.56 16.17 17.40 16.03

Desviacion

) 042 028 033 023 017 018 0.17
estandar

Conjuntamente con el sexto gréafico de calibracion se analizé una muestra genérica y una

muestra de marca comercial, denominadas G3B, M3B y G3C.

El didmetro promedio de los halos de inhibicién respecto a los estandares se muestra en
la Tabla 3.7. Se realiz6 un ajuste de datos de tipo logaritmico puesto que la relacion entre
la concentracion y el efecto estudiado es de segundo orden. De este modo se procederia

a realizar anélisis de regresion lineal con el ajuste matematico.

Tabla 3.7. Preparacion del gréfico de calibracion: Potencia antibiética (Halos en mm.)

Cc Cc Log Halo Halo Halo Halo Halo Halo
(ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) I 1 I v \ Vi
0.256 256 2.408 1545 1479 1383 1468 14.32 14.56
0.32 320 2.505 1651 1530 1491 1565 1465 1541
0.4 400 2.602 17.09 1629 16.03 16.61 15.67 16.16
0.5 500 2699 1774 1695 16.24 17.30 16.05 16.56

0.625 625 2.796 1855 17.62 16.82 17.93 16.34 17.40

A partir de los datos de la Tabla 3.8 se realizé el gréafico de calibracién presentado en la
Figura 3.4, cuya ecuacion de regresion lineal se utilizo para interpolar la potencia de
Eritromicina de las muestras G1A, M1A y M1C.
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Tabla 3.8. Datos del grafico de calibracion 1 (halos en milimetros)
Log (ng/mL) Halo |

2.408 15.45
2.505 16.51
2.602 17.09
2.699 17.74
2.796 18.55

19,00
18,00

17,00

16,00
y =7,6543x - 2,8497
15,00 R?=0,9899

14,00

Diametro del halo (mm)

13,00
2,3 2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9

Potencia antibidtica (Log ng/mL)

Figura 3.4. Gréfico de calibracion | de la potencia antibiética de Eritromicina

A partir de los datos de la Tabla 3.9 se realizo el grafico de calibracion presentado en la
Figura 3.5, cuya ecuacion de regresion lineal se utilizo para interpolar la potencia de
Eritromicina de las muestras G1B, M1B y G1C.

Tabla 3.9. Datos del grafico de calibracion 2 (halos en milimetros)
Log (ng/mL) Halo 11

2.408 14.79
2.505 15.30
2.602 16.29
2.699 16.95
2.796 17.62
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Figura 3.5. Gréafico de calibracion 11 de la potencia antibiotica de Eritromicina

A partir de los datos de la Tabla 3.10 se realizo el gréfico de calibracion presentado en la
Figura 3.6, cuya ecuacion de regresion lineal se utilizé para interpolar la potencia de
Eritromicina de las muestras G2A, M2A y M2C.

Tabla 3.10. Datos del gréafico de calibracién 3 (halos en milimetros)
Log (ng/mL)  Halo I

2.408 13.83
2.505 14.91
2.602 16.03
2.699 16.24
2.796 16.82

18,00
€
£ 17,00 ~
o
© 16,00
L
T y = 7,5442x - 4,064
T 15,00 2
o R?=0,9401
3
,E, 14,00 =
2

13,00

2,3 2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9

Potencia antibidtica (Log ng/mL)

Figura 3.6. Gréfico de calibracion Il de la potencia antibiotica de Eritromicina
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A partir de los datos de la Tabla 3.11 se realiz6 el gréafico de calibracion presentado en la
Figura 3.7, cuya ecuacion de regresion lineal se utilizo para interpolar la potencia de
Eritromicina de las muestras G2B, M2B y G2C.

Tabla 3.11. Datos del gréafico de calibracion 4 (halos en milimetros)
Log (hg/mL)  Halo IV

2.408 14.68
2.505 15.65
2.602 16.61
2.699 17.30
2.796 17.93

19,00
18,00
17,00

16,00

y = 8,4167x - 5,4665
R? = 0,9895

15,00

14,00

Diametro del halo (mm)

13,00
2,3 2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9

Potencia antibiética (Log ng/mL)

Figura 3.7. Gréfico de calibracion IV de la potencia antibidtica de Eritromicina

A partir de los datos de la Tabla 3.12 se realizo el gréafico de calibracion presentado en la
Figura 3.8, cuya ecuacion de regresion lineal se utilizo para interpolar la potencia de
Eritromicina de las muestras G3A, M3A y M3C.

Tabla 3.12. Datos del gréafico de calibracion 5 (halos en milimetros)
Log (ng/mL) Halo V

2.408 14.32
2.505 14.65
2.602 15.67
2.699 16.05
2.796 16.34
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Figura 3.8. Gréfico de calibracion V de la potencia antibidtica de Eritromicina
A partir de los datos de la Tabla 3.13 se realizo el gréfico de calibracion presentado en la

Figura 3.9, cuya ecuacion de regresion lineal se utilizé para interpolar la potencia de
Eritromicina de las muestras G2B, M2B y G2C.

Tabla 3.13. Datos del gréafico de calibracién 6 (halos en milimetros)
Log (ng/mL)  Halo VI

2.408 14.56
2.505 15.41
2.602 16.16
2.699 16.56
2.796 17.40

18,00
E 17,00
é 7
o
= 16,00
=
S 15,00 y = 7,0478x - 2,3208
= R?=0,9887
@ 14,00
E 7
N
0 13,00

2,3 2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9

Potencia antibidtica (Log ng/mL)

Figura 3.9. Gréfico de calibracién VI de la potencia antibidtica de Eritromicina
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2.2. ERITROMICINA DE MARCA COMERCIAL

Se determind el halo de inhibicion de las muestras de Eritromicina de marca comercial
(Tabla 3.14). Se utilizo la ecuacion de la recta del grafico de calibracidn correspondiente
a cada dia de andlisis para interpolar la potencia antibidtica de cada muestra. Dichos
valores se muestran en la Tabla 3.15 y Tabla 3.16.

Tabla 3.14. Halos de las muestras de Eritromicina etilsuccinato en mm (de marca comercial)
Placa M1A M1B M1C M2A M2B M2C M3A M3B M3C
16.95 16.16 17.12 149 165 15.72 159 1554 1592
Placa 1 16.99 16.14 17.04 15.27 16.42 1584 1553 16.2 15.88
16.89 16.61 17.08 15.36 16.03 15,52 15.38 16.54 15.84
17.69 16.19 1698 156 16.28 15.8 1581 16.81 15.59
Placa 2 17.72 16 16.97 151 15.94 15.74 16.55 16.02 15.60
17.65 1584 16.84 1564 16.76 15.77 16.14 15.71 1561
17.26 1582 17.21 151 16.53 15.59 15.67 16.21 15.68
Placa 3 172 1577 1729 15.05 16.73 1548 15.17 1591 15.76
1739 16.1 17.24 1551 16.28 1555 1565 16.27 15.79
Promedio 17.30 16.07 15.76 15.28 16.39 15,56 15.76 16.13 15.74

Desviacion

) 033 026 015 026 028 013 041 039 0.13
estandar

Tabla 3.15. Potencia antibidtica de Eritromicina etilsuccinato de marca comercial

Halo )

Potencia
Medicamento Cddigo  promedio
(Hg/mL)
(mm)

17.30 0.430

M1 16.07 0.385

17.09 0.402

15.28 0.367

De marca comercial M2 16.39 0.395

15.67 0.413

15.76 0.462

M3 16.13 0.416

15.74 0.459
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Tabla 3.16. Potencia antibi6tica de Eritromicina etilsuccinato de marca comercial (continuaciéon)

Potencia * Factor de diluciéon

Medicamento Cadigo (mg/5mL)
Por repeticion Promedio Desviacion estandar

268.49

M1 240.85 253.57 13.95
251.38
229.14

De marca comercial M2 246.68 244.55 14.47
257.84
288.77

M3 259.70 278.51 16.31
287.06

2.3. ERITROMICINA GENERICA

Se determind el halo de inhibicion de las muestras de Eritromicina genérica (Tabla 3.17).
Se utiliz6 la ecuacion de la recta del grafico de calibracion correspondiente a cada dia de
analisis para interpolar la potencia antibiotica de cada muestra. Dichos valores se
muestran en la Tabla 3.18 y Tabla 3.19.

Tabla 3.17. Halos de las muestras de Eritromicina etilsuccinato en mm (genérica)
Placa GlA G1B GIC G2A G2B G2C G3A G3B G3C
16.96 16.03 16.18 15.84 16.76 16.49 15.49 15.84 15.97

Placa 1 17.48 16.23 16.24 1597 16.89 16.39 15.73 16.1 16.08
17.21 16.29 16.15 15.76 16.36 16.5 15.27 1596 16.01

17.66 16.24 16.42 1596 16.78 16.35 16.45 15.78 15.88

Placa 2 1746 165 16.26 1580 16.44 16.34 1543 15.86 15.92
16.83 16.23 16.34 15.74 16.6 16.28 15.75 16.21 15.89

17.42 16.23 16.09 15.89 16.35 16.38 15.28 15.94 16.01

Placa3 1758 16.04 16.12 15.82 16.04 16.42 1531 15.93 16.04
17.24 16.21 16.13 1590 16.8 16.42 1535 16.08 16.07

Promedio 17.32 16.22 16.21 15.85 16.56 16.40 1556 15.97 15.99

Desviacion

028 014 011 008 028 007 038 0.14 0.08
estandar
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Tabla 3.18. Potencia antibidtica de Eritromicina etilsuccinato genérica

Halo
Potencia
Medicamento Cadigo promedio
(Hg/mL)
(mm)
17.32 0.431
Gl 16.22 0.404
16.21 0.403
15.85 0.437
Genérico G2 16.56 0.414
16.40 0.396
15.56 0.427
G3 15.97 0.393
15.99 0.396

Tabla 3.19. Potencia antibidtica de Eritromicina etilsuccinato genérica (continuacion)

Potencia * Factor de dilucion

Medicamento Caodigo (mg/5mL)
Por repeticion Promedio Desviacion estandar

269.39

Gl 252.29 257.79 10.05
251.69
272.87

Genérico G2 258.58 259.63 12.75
247.43
266.72

G3 245.85 253.31 11.64
247.37

En los apartados 2.4 y 2.5 se comparan e interpretan con mayor detalle los resultados de
la potencia antibiotica de las muestras analizadas de Eritromicina etilsuccinato, tanto de

marca comercial como genérica, haciendo uso de analisis estadistico.

2.4. ERITROMICINA DE MARCA COMERCIAL Y GENERICA

Los datos mostrados en la Tabla 3.16 y Tabla 3.19 fueron comparados entre si mediante

un test t no pareado en GraphPad Prism 6 y se ilustran en la Figura 3.10.
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Figura 3.10. Comparacion de la potencia antibidtica de la Eritromicina genérica y de
marca comercial. Los datos se presentan como el promedio de cada grupo + desviacion

estandar. ns: no significativo.

No existe diferencia significativa entre la potencia antibiética de las muestras de marca
comercial y genérica de Eritromicina, por lo que se concluye que los productos genéricos
estudiados cumplen con el requisito de poseer una potencia antibidtica equivalente al
producto innovador o de marca comercial.

Para generalizar esta conclusion se requieren mayores estudios, considerando entre las
variables a un mayor namero de muestras de laboratorios, otros medicamentos, ensayos
in vivo, correlaciones in vitro — in vivo y otras fuentes de comparacion ademas de la

potencia antibiotica.
2.5. POTENCIA TEORICA

Asimismo, se compar6 independientemente la potencia antibidtica de los productos de
marca comercial y genérica con el valor de referencia haciendo uso de los datos de la
Tabla 3.16 y Tabla 3.19. En este caso, al hacer diluciones de la muestra de tal modo que
la potencia final teorica seria 0.4ug/mL; este valor, multiplicado por los factores de
dilucion respectivos, resulta 250mg/5mL, siendo el valor a contrastarse mediante un test
t de una muestra. Tal comparacion se muestra en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. Comparacion de la potencia antibidtica de la Eritromicina genérica y de
marca comercial con el valor de referencia L = 250 mg /5 mL. Los datos se presentan

como el promedio de cada grupo + desviacion estandar. ns: no significativo.

No existe diferencia significativa entre la potencia antibiotica de las muestras de
Eritromicina etilsuccinato de marca comercial y genérica con su potencia tedrica de
250 mg /5 mL, por lo cual los medicamentos analizados se encuentran de acuerdo a los

estandares propuestos por la farmacopea estadounidense USP-40.

Se demuestra con la presente investigacion in vitro que la potencia antibiotica de la
eritromicina de marca comercial y genérica no difiere entre ambas, contrario a las
creencias de la poblacion que afirma no confiar en los medicamentos genéricos debido a
su reducido costo, alegando que podrian ocasionar efectos secundarios indeseables o no

ejercer su actividad farmacoldgica.

Se debe recalcar que la diferencia entre los resultados obtenidos, se debe a una serie de
variables que pueden ser del laboratorio productor, los diferentes lotes, los diferentes
origenes de materia prima, pérdida del principio activo al realizar las alicuotas, etc. Por
lo tanto, no se puede determinar especificamente cudl de los factores influye mas en cada
muestra, es por ello que la USP-40 establece un rango de aceptacion amplio para los
resultados de potencia antibidtica.
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Se determind la potencia antibiotica de las muestras de Eritromicina etilsuccinato, mas
no la concentracion de Eritromicina en los medicamentos estudiados, puesto que la
farmacopea estadounidense USP-40 hace énfasis en la evaluacion del efecto

farmacoldgico al realizar control de calidad de medicamentos.

En caso de haberse determinado Unicamente la concentracion de Eritromicina, haciendo
uso de un método de andlisis instrumental como por ejemplo por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC), se dejaria de considerar variables importantes en la actividad
bioldgica del medicamento, como el contenido de excipientes, que podrian influir en la

interaccion del farmaco con el microorganismo.

Ramos, K. determind la potencia antibiotica de eritromicina formulada como estearato en
medicamentos de marca comercial y genérica. Sus resultados indicaron que no hubo
diferencia significativa entre ambos, ademas de que se encontraron de acuerdo a lo
establecido por la farmacopea estadounidense USP-36, la cual indica que el rango
aceptable de potencia antibiotica debe hallarse entre 80 % y 125 %. En las muestras
analizadas el valor minimo obtenido fue 94.32 %, mientras que el valor maximo fue de
108.66 %. ["]

Chaar y colaboradores realizaron un estudio aleatorizado doble ciego para comparar la
administracion de suspensiones de antibidticos de marca comercial y genéricos en nifios.
Es tal la predisposicion de la poblacion a no recibir una farmacoterapia con medicamentos
genéricos que podria ocasionarse un efecto placebo, por lo que resulta critico en su

investigacion que existan condiciones experimentales como el doble ciego. ['2

Hassali y colaboradores revisaron 20 investigaciones sobre la percepcion de los
consumidores de medicamentos genericos, observandose una actitud positiva en el 40-
60% de los casos estudiados, aunque tal resultado no implica necesariamente que el

consumo de medicamentos genéricos tenga la preferencia. [7°]

Cameron y colaboradores realizaron un analisis de reduccion de costos, considerando un
hipotético escenario en que los paises en vias de desarrollo modifiquen sus esquemas
farmacoterapéuticos de medicamentos de marca comercial a sus equivalentes genéricos,
demostrando ser una fuente de ahorro para tales paises. [4]

El Centro Nacional de Documentacién e Informacion de Medicamentos del Peru reportd

en el afio 2013 que los medicamentos genéricos son tan efectivos como los de marca
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puesto que ambos son fabricados en base al mismo principio activo. Acoté la siguiente
frase de DIGEMID: “Pensar que los genéricos son malos por ser mas baratos es una
equivocacion”. Refirido que mas del 80% de medicamentos del pais son genéricos y son
regidos por exhaustivos controles de calidad de parte de laboratorios acreditados del

Ministerio de Salud. [73]
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CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS
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CONCLUSIONES

1. Se valord la potencia antibidtica de muestras de suspension de Eritromicina
etilsuccinato 250 mg/5mL de marca comercial y genérica, no habiendo diferencia
significativa entre ambas, y entre los productos farmacéuticos y el valor tedrico referido
por DIGEMID.

2. Se valor6 la potencia antibidtica de las muestras de suspensién de Eritromicina
etilsuccinato 250 mg/5mL de marca comercial mediante ensayos microbiolédgicos por el

método cilindro-placa, estando dentro de los valores aceptados por la USP-40.

3. Se valor6 la potencia antibidtica de las muestras de suspension de Eritromicina
etilsuccinato 250 mg/5mL generica mediante ensayos microbiologicos por el método

cilindro-placa, estando dentro de los valores aceptados por la USP-40.

4. Se comparo la potencia antibiotica entre medicamentos de marca comercial y genérica
conteniendo Eritromicina etilsuccinato 250 mg/5mL, no habiendo diferencia significativa
entre ambos tipos de productos farmacéuticos y entre los productos farmacéuticos y el

valor tedrico referido por DIGEMID.
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SUGERENCIAS

1. Comparar la potencia antimicrobiana de la Eritromicina en otras lineas de células

bacterianas.

2. Realizar estudios in vivo confirmando el potencial antimicrobiano de los productos de

marca comercial y genérica en base a Eritromicina etilsuccinato.

3. Proponer estudios de valoraciones microbiologicas como estandares de calidad para

bioequivalencia de productos farmaceuticos.
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Reporte de analisis espectrofotométrico: Concentracion del indculo de Kocuria rhizophila 1

22/01/2018 06:49:56 p.m. Pagina 1 de 1

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 22/01/2018 06:44:23 p.m.

Método

Nombre de Lote D:\Varian\Cary Winuv\Varian\Cary
Winuv\micro\potencia 2018\muestra Al.BCN

Aplicacién Concentracidén 3.00(339)

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 50
N°® Versidén Intrumento. 3.00
Long. Onda (nm) 580.0
Modo Ordenadas Abs

T. Med. (sec) 0.1000
Replicados 1

Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R? 0.95000
Unidades Concentracién g/L
Comentarios:

Informe Cero

Leer Abs nm

Cero (0.0561) 580.0
Analisis
Tiempo Coleccién 22/01/2018 06:44:28 p.m.

Muestra Concentracién F Lecturas

g/L

Muestral U 1.3174
Muestraz u 1.2588
Muestra3l U O 92131
Muestra4 U 0.8449
Muestras U 0.6891
Muestraé U 0.6332
Muestra? u 05933

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados
U = Sin calibrar o]
N = No usado en calibracién R

Fuera de rango
Lectura repetida
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Reporte de analisis espectrofotométrico: Concentracion del indculo de Kocuria rhizophila 2

23/01/2018 06:22:54 p.m. Pagina 1 de 1

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 23/01/2018 06:20:27 p.m.

Método

Nombre de Lote D:\Varian\Cary Winuv\Varian\Cary
Winuvi\micro\potencia 2018\muestra A2.BCN

Aplicacién Concentracién 3.00(339)

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 50
N° Versién Intrumento. 3.00
Long. Onda (nm) 580.0
Modo Ordenadas Abs

T. Med. (sec) 0.1000
Replicados 1

Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de pesoc y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R? 0.95000
Unidades Concentracién g/L
Comentarios:

Informe Cero

Leer Abs nm

Cero (0.0521) 580.0
Analisis
Tiempo Coleccién 23/01/2018 06:20:29 p.m.

Muestra Concentracién F Lecturas

g/L

Muestral u e S
Muestra2 u 0.6865
Muestra3 u 0.6774
Muestra4d u 0.6297
Muestras U 0.6292
Muestraé 1] 0.599%
Muestra? U 0.5964

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados

U = Sin calibrar o] Fuera de rango
N = No usado en calibracién R = Lectura repetida

n
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Reporte de analisis espectrofotométrico: Concentracion del indculo de Kocuria rhizophila 3

25/01/2018 07:51:50 p.m.

Hora Informe
Método
Nombre de Lote

Aplicacidn
Operador

Péagina 1 de 1

Informe Analisis Concentracion

25/01/2018 07:46:55 p.m.

D:\Varian\Cary Winuv\Varian\Cary
Winuv\micro\potencia 2018\MUESTRA C1.BCN
Concentracién 3.00(339)

Condiciones del Instrumento

Tiempo Coleccidn

Instrumento Cary 50
N° Versidén Intrumento. 3.00
Long. Onda (nm) 580.0
Modo Ordenadas Abs
T. Med. (sec) 0.1000
Replicados 1
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0.95000
Unidades Concentracién g/L
Comentarios:
Informe Cero
Leer Abs nm
Cero (0.0522) 580.0
Analisis

25/01/2018 07:46

:56 BEne

Secuencia lectura cancelada

Sin calibrar
No usado en calibracién

Iwon

N

Leyenda Marcas Resultados
U

Muestra Concentracidén F Lecturas
g/L

Muestral U 0.9214
Muestra2 U 0.8820
Muestra3 U 0.8544
Muestra4 U 0.7233
Muestra$s U 0.7281
Muestraé U 0.6430
Muestra?7 U 0.6538
Muestras U 0.6097
Muestrad U OS50S

o}
R

Fuera de rango
Lectura repetida
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26/01/2018 07:37:36 p.m. Pagina 1 de 1

Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 26/01/2018 07:01:48 p.m.

Método

Nombre de Lote D:\Varian\Cary Winuv\Varian\Cary
Winuvimicro\potencia 2018\MUESTRA C2.BCN

Aplicacidn Concentracién 3.00(338)

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 50
N° Versidén Intrumento. 3.00
Long. Onda (nm) 580.0
Modo Ordenadas Abs

T. Med. (sec) 0.1000
Replicados 1
Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R? 0.95000
Unidades Concentracidn g/L
Comentarios:

Informe Cero

Leer Abs nm

Cero (0.0619) 580.0
Analisis
Tiempo Coleccidn 26/01/2018 07:01:49 p.m.

Muestra Concentracidén F Lecturas

g/L

Muestral 8] 0.69581
Muestra2 u 0.5998
Muestra3l u 0.5975

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados
U = Sin calibrar o]

= Fuera de rango
N = No usado en calibracidén R

Lectura repetida
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Reporte de analisis espectrofotométrico: Concentracion del indculo de Kocuria rhizophila 5
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Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 29/01/2018 10:29:20 a.m.

Método

Nombre de Lote D:\Varian\Cary Winuv\Varian\Cary
Winuv\micro\potencia 2018\MUESTRA E1.BCN

Aplicacidén Concentracién 3.00(339)

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 50
N° Versién Intrumento. 3.00
Long. Onda (nm) 580.0
Modo Ordenadas Abs

T. Med. (sec) 0.1000
Replicados 1

Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso y volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R2 0.95000
Unidades Concentracién g/L
Comentarios:

Informe Cero

Leer Abs nm

Cero (0.0516) 580.0
Analisis
Tiempo Coleccién 29/01/2018 10:29:25 a.m.

Muestra Concentracién F Lecturas

g/L

Muestral U 0.7018
Muestraz U 0.5680
Muestra3l U 0.6276
Muestra4 U 0.6379
Muestras U 0.6383
Muestraé U 0.5925
Muestra?7 U 0.5949

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados

u Sin calibrar o}

= Fuera de rango
N = No usado en calibracién R

Lectura repetida

non
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Reporte de analisis espectrofotométrico: Concentracion del indculo de Kocuria rhizophila 6
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Informe Analisis Concentracion

Hora Informe 30/01/2018 11:07:04 a.m.

Método

Nombre de Lote D:\Varian\Cary Winuv\Varian\Cary
Winuv\micro\potencia 2018\MUESTRA E2.BCN

Aplicacién Concentracién 3.00(33%)

Operador

Condiciones del Instrumento

Instrumento Cary 50
N° Versién Intrumento. 3.00
Long. Onda (nm) 580.0
Modo Ordenadas Abs

T. Med. (sec) 0.1000
Replicados 1

Media Patrén/Muestra Apag.
Correcciones de peso ¥ volumen Apag.
Tipo Ajuste Lineal
Min R? 0.95000
Unidades Concentracién g/L
Comentarios:

Informe Cero

Leer Abs nm

Cerxo (0.0534) 580.0
Analisis
Tiempo Coleccidn 30/01/2018 11:07:08 a.m.

Muestra Concentracién F Lecturas
g/L

Muestral U 0.7576
Muestraz u 0.64413
Muestral u 0.66189
Muestrad U 0.6723
Muestras u 0.5697
Muestraé u 0.5%42

Secuencia lectura cancelada

Leyenda Marcas Resultados
U

Sin calibrar Q
No usado en calibracidén R

Fuera de rango
Lectura repetida

non

N
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ANEXO 11

Composicion de los medios de cultivo

Tabla anexa 1. Composicion del agar para antibidticos N°1

Componente Gramos por litro de medio
Extracto de carne 1.5
Extracto de levadura 3.0
Peptona de caseina 4.0
Peptona de carne 8.0
Glucosa 1.0
Agar agar 15.0

Agua destilada cs.p. 1L

Tabla anexa 2. Composicion del agar para antibiéticos N°11

Componente Gramos por litro de medio
Extracto de carne 1.5
Extracto de levadura 3.0
Peptona de caseina 4.0
Peptona de carne 8.0
Glucosa 1.0
Agar agar 15.0

Agua destilada csp.1L
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