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RESUMEN

La presente investigaciéon se baso en la ejecucion de una técnica de analisis
de control de calidad referido a la determinaciéon de la potencia antibiética por
turbidimetria de muestras comerciales y genéricas del antibidtico cloranfenicol
(capsulas 500 mg y suspension oral 250 mg/mL) expendidas en boticas y farmacias
de la ciudad del Cusco — 2012.

Especificamente se determiné y compardé la potencia antibiodtica de las
diversas muestras de cloranfenicol frente a un estandar secundario (cloranfenicol
98.45% Lote: CH11492). El estudio estuvo enmarcado en el tipo de investigacion
descriptivo, transversal, correlacional y prospectivo.

El método empleado fue el método turbidimétrico que se basa en la inhibicion
del crecimiento del microrganismo de prueba (Escherichia coli ATCC 10536) en una
solucién uniforme del antibiético en un medio fluido que favorecié su crecimiento en
ausencia del antibiético y fue adaptado de la Farmacopea de los Estados Unidos
vigente (USP-35/NF-30).

Para el cumplimiento de los objetivos planteados el analisis se desarrollé en
un ambiente adecuado y seguro. La potencia del antibiético en estudio se calculé
mediante la interpolacion de la recta estdndar obtenida por transformacién
logaritmica y ajustada por minimos cuadrados.

Como resultados de la valoracion se obtuvieron 103.54%, 114.94%, 95.41%
116.43% y 108.89% de potencia antibidtica para las muestras de capsulas y
104.14% y 116.77% de potencia antibitica para las muestras de suspensién oral.

En conclusion, al finalizar este estudio se lograron obtener resultados satisfactorios
y concordantes con las especificaciones del porcentaje de potencia antibitica de
cloranfenicol referidas en la Farmacopea mencionada, que indica que tanto para
capsulas como para suspension oral no debe ser menor que el 90% ni mayor que el
120%.

Palabras clave: Potencia anlibidtica. Método turbidimétrico. Cloranfenicol.
Escherichia coli ATCC 10536.



ABSTRACT

This research was based on performing the quality control of commercial and
generic samples of the antibiotic Chloramphenicol (500 mg capsules and oral
suspension 250 mg/mL) sold in drugstores and pharmacies of the Cusco city - 2012.

Specifically it was determined and compared the antibiotic potency of the
various samples of Chloramphenicol against a secondary standard (chloramphenicol
98.45% Lot. CH11492). The study was framed in a descriptive, cross, correlational

and prospective research type.

The method is based on the inhibition of growth of the test microorganism
(Escherichia coli ATCC 10536) in a uniform solution of the antibiotic in a fluid medium
which favors growth in the absence of antibiotic and was adapted from the current
American Pharmacopoeia (USP-35/NF-30).

To fulfill the objectives, the analysis was performed in a proper and safe
ambient. The potency of the antibiotic in study was calculated by the interpolation of
the standard line and logarithmic transformation obtained by least squares
adjustment.

As a results of the assessment were obtained 103.54%, 114.94%, 116.43%
95.41% 108.89% of antibiotic potency for capsules samples and 104.14% and
116.77% of antibiotic potency for oral suspension samples.

In conclusion, at the end of this study were obtained satisfactory and
consistent results which accorded with the percéntage of chloramphenicol antibiotic
potency referred in the Pharmacopoeia mentioned above, which indicates that for
both capsules and powder for suspension to be not less than 90% and nor more than
120%.

Keywords: Antibiotic potency. Turbidimetric method. Chloramphenicol. Escherichia
coli ATCC 10536.



INTRODUCCION

Los constantes avances de la medicina y la farmacologia han generado la
produccion a nivel industrial de una gran cantidad de los medicamentos que resultan
de inmensa utilidad, por ello, una de las caracteristicas mas importantes de toda
Industria Farmacéutica es avalar la calidad de sus productos, ya que de ésta
dependera tanto el prestigio como el desarrollo econémico y el crecimiento de la
misma (GENNARO, 2003).

Por lo cual, es de trascendental importancia garantizar la efectividad de todos
los medicamentos y ademas, en el caso de los antibiéticos verificar la actividad que
presentan ante los microorganismos que se pretenden combatir. Una forma de
verificar dicha actividad antimicrobiana es determinando {a potencia antibiética, que
puede ser demostrada mediante el efecto inhibitorio del crecimiento de un
microorganismo sensible a la sustancia en cuestiéon (QUEVEDO, 2004).

El antibiotico cloranfenicol es una droga bacteriostatica que es utilizada desde
1950 para combatir un amplio rango de infecciones microbianas y sigue siendo atil
en el tratamiento de fiebre tifoidea, meningitis e infecciones en el sistema nervioso
central, entre otras (GOMEZ-LUS, CALVO y PRIETO, 2008).

De otra parte, los medicamentos genéricos han creado una gran discusion en
torno a su competencia con los medicamentos comerciales. Al consumidor, (0 sea a
todos nosotros), nos llegan a través de los medios versiones muy distorsionadas
sobre los beneficios y las desventajas de la utilizaciéon de aquellos. En esto juega un
papel muy importante la desinformacion que existe sobre el tema (SANTORO, 2009)

Haciendo uso del método turbidimétrico establecido en la Farmacopea de los
Estados Unidos vigente (USP-35/NF-30)que consiste en la inhibicion del crecimiento
de un cultivo microbiano en una solucion uniforme del antibiético en un medio liquido
favorable para su rapido crecimiento en ausencia del antibiético, se determinara y
verificara que las muestras del antibidtico cloranfenicol empleadas en este estudio
cumplan con las especificaciones de calidad basicas en lo que respecta a potencia

antibiotica.



I. GENERALIDADES

1.1PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

Los antibiéticos son sustancias obtenidas a partir del metabolismo microbiano
para matar o inhibir el crecimiento de otros microorganismos, por ello constituyen un
bien esencial para el ser humano en la prevencién y cura de infecciones (MORA,
2007).

Entonces, es de trascendental importancia garantizar a la poblacién su
calidad y eficacia frente a los microorganismos que se pretenden combatir. Una de
las pruebas mas importantes para el control de calidad de antibiéticos consiste en la
determinacion de potencia antibidtica.

Como una de sus acciones de control y vigilancia sanitaria, la Direccion
General de Medicamentos, Insumos y Drogas (DIGEMID), identific6 lotes de
cloranfenicol que no se ajustan a las especificaciones técnicas autorizadas en
cuanto al contenido, el mismo que fue determinado por técnica cromatografica
(DIGEMID-MINSA, 2012).

En vista de esto surge la necesidad de realizar un analisis de control de
calidad respecto a la potencia antibidtica de este farmaco empleando un método de
valoracién microbiolégica establecido por la Farmacopea de los Estados Unidos
vigente, el cual no se encuentra muy difundido (Método Turbidimétrico).

Por lo cual, en este trabajo se busca determinar y comparar la potencia
antibiética de diversas muestras de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspensién
oral 250 mg/5mL) tanto comerciales como genéricas expedidas en la ciudad de
Cusco — 2012, frente a un estandar de referencia.



1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cumpliran con los parametros de potencia antibiética establecidos por la
Farmacopea de los Estados Unidos vigente (USP-35/NF-30) las muestras
comerciales y genéricas de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspension oral 250
mg/5mL), expendidas en boticas y farmacias de la ciudad de Cusco — 2012, frente a
un estandar secundario?

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar y comparar la potencia antibiética de muestras comerciales
y genéricas de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspension oral 250
mg/5mL) expendidas en boticas y farmacias de la ciudad de Cusco —
2012, frente a un estandar secundario.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar la potencia antibidtica de muestras comerciales y genéricas
de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspension oral 250 mg/5mL).

o Comparar la potencia antibiética de muestras comerciales y genéricas
de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspensién oral 250 mg/5mL)
frente a un estandar secundario.

1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La importancia de realizar este estudio radico en verificar y demostrar que la
potencia antibidtica de las muestras de cloranfenicol analizadas cumplan con las
especificaciones establecidas por la Farmacopea de los Estados Unidos vigente
(USP-35/NF-30) en cuanto a potencia antibiética se refiere, lo que a su vez implico
tener la dosis adecuada del principio activo y consiguientemente se obtuvo el efecto
terapéutico esperado, garantizandose de esta manera la eficacia del medicamento.
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En lo social, para todos los medicamentos, especialmente los antibiéticos, es
indispensable garantizar su eficacia y calidad, pues de lo contrario se pone en riesgo
la salud del paciente (MORA, 2007). Este estudio permitira brindar a los
prescriptores profesionales de la salud y consumidores en general, la confianza de
que el producto farmacéutico cloranfenicol que utilizan es eficaz y de calidad.

En lo econémico, se analizaron muestras de cloranfenicol tanto comerciales
como genéricas y se hizo la comparacion de los resultados con los valores
establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos vigente (USP-35/NF-30).

1.5 HIPOTESIS

Las muestras comerciales y genéricas de cloranfenicol (capsulas 500 mg y
suspension oral 250 mg/5mL) comercializadas en boticas y farmacias de la ciudad
de Cusco — 2012, cumplen con los parametros de potencia antibidtica establecidos
por la Farmacopea de los Estados Unidos vigente (USP-35/NF-30) frente a un

estandar secundario.



Il. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1 ANTECEDENTES
2.1.1 A NIVEL INTERNACIONAL

MORA MEZA, J. D. “IMPLEMENTACION Y DESARROLLO DE LA
TECNICA DE POTENCIA MICROBIOLOGICA DE ANTIBIOTICOS Y SU IMPACTO
EN LA EMPRESA CALOX DE COSTA RICA S.A.”. Instituto Tecnolégico de
Costa Rica Escuela de Biologia — 2007. Tesis para optar al Titulo de Ingenieria
en Biotecnologia. Cartago.

En este trabajo se estandarizé la metodologia para dicha prueba y analizar la
factibilidad de implementacion por parte de una industria farmacéutica, Calox de
Costa Rica, S.A. Para esto, se utilizd el método Cilindro-Placa basado en la
metodologia de la U.S. Pharmacopeia (USP). En este caso se pretendio estudiar la
actividad de gentamicina y neomicina en producto terminado y para este fin se usoé la

bacteria Staphylococcus epidermidis.

Como parte del procedimiento, un analisis estadistico comprob6 la validez de
los resultados y se determiné el porcentaje de potencia de la muestra mediante una
comparacion con un estandar de referencia de alta pureza. Para los productos con
neomicina fue posible obtener resuitados concluyentes que muestran que solo el
Calox-Dry estuvo fuera de la especificacion USP (80-125%). Para el producto con
gentamicina no se logré la estandarizacion de la metodologia dado la falta de
resultados, pese a la incorporacion de variables al procedimiento.

Finalmente se determindé que si bien la prueba no es complicada,
técnicamente el Laboratorio de Control de Calidad de la empresa no se encuentra en
condiciones 6ptimas para sustituir los envios a laboratorios externos, principaimente
por la falta de equipo adecuado para el montaje y evaluacién del ensayo. A pesar de
esto, el aspecto econémico es bastante favorable pues aunque en el trabajo no se
considera en costo por mano de obra la inversion inicial para la implantacién de la

prueba es facilmente recuperable en poco tiempo.



PEDRAZA ARIAS, P. N. Y CASTELLANOS RIVERA, H.J. “ESTUDIO
COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE DIFERENTES
PRESENTACIONES COMERCIALES DE ANTIBIOTICOS DE ADMINISTRACION
INTRAVENOSA A TRAVES DE METODOS IN VITRO”. Pontificia Universidad
Javeriana, Facultad de Ciencias, Carrera de Microbiologia Industrial y Carrera
de Bacteriologia. Tesis para optar al Titulo de Microbidloga y Bacteriologia —
2009. Bogota.

En este trabajo, se desarrollaron ensayos para la valoracién del antibidtico
Cefoperazona - Sulbactam a partir del método de difusibn en gel, donde se
establecié el microrganismo Bacillus subtilis ATCC 6633 como modelo experimental
para la ejecucion de los ensayos, teniendo en cuenta caracteristicas como tiempo de
incubacién, crecimiento del indculo, zona de inhibicibn como respuesta a

determinadas concentraciones del antibidtico.

A partir de la validacion de la metodologia y la realizaciéon de potencia relativa,
se realizé un estudio de comparacién de muestras de productos estandar USP,
genéricos y de marca, que dio como resultado que presentan la misma actividad
antimicrobiana mediante métodos in vitro y asi mismo se confirmé que son

bioequivalentes.

2.1.2 A NIVEL NACIONAL

MORALES, J. Y URQUIZO, S. “VALORACION DEL CLORANFENICOL Y
SUS ESTERES EN ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS”. Divisién de Control

Técnico del Instituto Nacional de Salud ~ 2012. Lima.

En la presente comunicaciéon se expusieron dos métodos utilizados para Ila
valoracion del cloranfenicol (CAF) y sus ésteres cuando ellos estan presentes en
especialidades farmacéuticas: uno el método espectrofotométrico, y otro el
microbioldgico de la Placa-disco-cultivo que requiere, para el caso de los ésteres,

hidrélisis previa de las sales.

Con ambos se obtuvieron resultados satisfactorios, teniendo el segundo, la
ventaja de hacer conocer, ademas de la concentracion, la actividad antimicrobiana



de los diversos compuestos, lo que no es posible precisar por el método

espectrofotométrico.

CARDENAS SIFUENTES, D.M. Y ASENCIOS JUAREZ D.G. “EVALUACION
DE UN METODO DE ENSAYO MICROBIOLOGICO PARA DETERMINAR LA
POTENCIA ANTIBIOTICA DE TILOSINA”. Universidad Nacional Mayor de San
Marcos Facultad de Farmacia y Bioquimica, Departamento Académico de
Microbiologia y Parasitologia Aplicada. Tesis para optar al Titulo Profesional
de Quimico Farmacéutico —~ 2008. Lima.

En el presente trabajo se determin6 experimentalmente la potencia antibiética
de la Tilosina tartrato, mediante una metodologia alternativa de valoracién

microbiolégica a la descrita en la USP 30.

El método “turbidimétrico” referido en la USP 30 para la valoracién de la
potencia antibidtica de Tilosina en las condiciones del laboratorio no fue el mas
optimo, debido a que mostré dificultad en su ejecuciéon y variabilidad en las

mediciones de las lecturas de las respuestas frente a un sistema bioldgico.

Por tanto, se evalué otras metodologias y parametros del ensayo hasta
encontrar un método y condiciones que ofrezcan a los laboratorios veterinarios una
opcion alternativa, sensible, especifica y reproducible para la valoraciéon de potencia

)
/

antibiética de Tilosina.

2.1.3 ANIVEL LOCAL

PAREJA AIVAR, L. “DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO
ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE GENTAMICINA EN UN PRODUCTO
FARMACEUTICO EN CREMA POR POTENCIA ANTIBIOTICA”. Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco, Departamento Académico de
Farmacia. Tesis para optar al Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico —
2012. Cusco.



Este esfudio se realizé con la finalidad de desarroifar y validar un método
analitico para la cuantificacion de gentamicina en un producto farmacéutico en
crema por potencia antibiotica.

Se realizaron ensayos en el laboratorio para obtener la curva patréon y
comparar con las muestras determinando asi las concentraciones respectivas,

utilizando soluciones estandar de gentamicina a diferentes concentraciones de las

cuales se obtuvo sus respectivas lecturas de halos de inhibicion para obtener la

Se logré determinar que el método es exacto, ya que los resultados obtenidos
nos dan un porcentaje de recuperacion del 100%, un sesgo de 0.19% interior al 3%,
homogeneidad de varianzas de 0.73 resultado mayor al 0.50 de la especificacion y
por ultimo obtenemos que el |-expernmental es menor al |-tablas, cumpliendo con

todos los parametros establecidos para determinar la exactitud del método.

Se consiguié desarrollar la técnica analitica para la cuantificaciéon de la
concentracion del principio activo gentamicina por el método de potencia antibidtica
en un producto farmacéutico bajo la forma de crema.

GARCIA PEEIA, Y.S. “ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO INVITRO DE AMOXICILINA DE NOMBRE GENERICO Y DE
MARCA COMERCIAL FRENTE A CEPAS DE Streptococcus pyogenes Y
Streptococcus pneumoniae ATCC Y AISLADAS DE PACIENTES”. Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco, Departamento Académico de
Farmacia. Tesis para optar al Titulo Profesional de Quimico Farmacéutico —
2006. Gusco.

Este estudio se realiz6 con la finalidad de comparar el efecto antibacteriano in
vivo producido por la Amoxicilina de nombre genérico y de marca comercial frente a

bacterias causantes de infecciones respiratorias.

El efecto antibacteriano se evalué por el método de difusién en placa en 42
cepas de Strepfococcus pyégenes y 07 cepas de Strepfococcus pneumoniae
aisladas de pacientes y en cepas de Streptococcus pyégenes ATCC 19615 y de



Streptococcus pneumoneae ATCC 49619 empleando como control el disco de
sensibilidad estandar.

Se selecciond para el estudio cuatro Amoxicilinas de marca comercial y cuatro

de nombre genérico.

Se concluyé que Amoxicilina de marca comercial y Amoxicilina genérica
presentan igual efecto antibacteriano en relacién al disco de sensibilidad estandar.

2.2 BASES TEORICO CIENTIFICAS
2.2.1 ADMINISTRACION DE LA CALIDAD EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

En la Industria Farmacéutica en general, la administracién de la calidad es un
aspecto de la funcién administrativa ligado a la ejecucion de las politicas de la
calidad de la empresa. -

Los elementos basicos de la administracion de la calidad son los siguientes:

» Sistema de calidad que comprende la estructura, procedimientos,
procesos y recursos.

= Garantia de la calidad, concepto que involucra las medidas que se
adoptan para asegurar que el producto satisface determinadas

condiciones de calidad.

Los conceptos de garantia de la calidad, Buenas Practicas de Manufactura,
Buenas Practicas de Laboratorio y Control de Calidad, constituyen aspectos de la
administracién de la calidad y se relacionan entre si (JURAN, 2004).

(VER ANEXO N 4).
2.2.1.1 BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA (BPM)

Dentro del concepto de garantia de la calidad, las Buenas Practicas de
Manufactura constituyen el factor que asegura que los productos se fabriquen en
forma uniforme y controlada, de acuerdo con las normas de calidad adecuadas al
uso que se pretende dar a los productos, y conforme a las condiciones exigidas para
su comercializacion (MINSA, 2009).



2.2.1.2 BUENAS PRACTICAS DE LABORATORIO (BPL)

Son normas y procedimientos de operacion oficiales considerados como
requerimientos minimos para promover la calidad e integridad de un producto. Las
Buenas Practicas de Laboratorio nacen de la necesidad de contar con datos
analiticos de confianza y un seguimiento de todo el proceso, para poder juzgar sobre
la seguridad de un producto. Las Buenas Practicas de Laboratorio, pretenden
promocionar la calidad y validez de los datos de los analisis (MINSA, 2009).

2.2.2 VALORACIONES MICROBIOLOGICAS

En la evaluacion de potencia y pureza para las sustancias antibidticas el
efecto medido es la inhibicion del crecimiento de una cepa apropiada de
microorganismos, o0 sea, la prevencién de ia multiplicacion de los microrganismos de
prueba. Los procedimientos empleados en el ensayo microbiano de los antibidticos
pueden dividirse en dos clasificaciones amplias; el método de cilindro-placa y el
método turbidimétrico (SNITKOFF, 2012).

Bajo las condiciones adecuadas, la actividad (potencia) de los antibidticos
puede demostrarse por su efecto inhibidor sobre los microrganismos. La reduccién
en la actividad antimicrobiana también revela cambios sutiles no comprobables
mediante métodos quimicos. En consecuencia, las valoraciones microbiolégicas o
bioldgicas siguen siendo, por lo general, el estandar para disipar dudas en cuanto a
la posible pérdida de actividad (MAY, GIBBS, KARREN, PRABHAKAR SHINDE, y
SULLIVAN, 2011).

Se utilizan dos métodos generales: la valoracién en cilindro-placa o "en placa"
y la valoracién turbidimétrica o "en tubo”. El primer método se basa en la difusion del
antibiético desde un cilindro vertical a través de una capa de agar solidificado en un
plato o placa de Petri hasta inhibir totalmente el crecimiento del microorganismo
afhadido, en un area circular o "zona de inhibicidon" en torno al cilindro que contiene'
una solucion del antibiético. EI método turbidimétrico se basa en la inhibicién del
crecimiento de un cultivo microbiano en una solucién uniforme del antibiético en un
medio liquido que promueva su rapido crecimiento en ausencia del antibiético (MAY,
GIBBS, KARREN, PRABHAKAR SHINDE, y SULLIVAN, 2011).
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2.2.2.1 METODO DE CILINDRO-PLACA

El ensayo de cilindro-placa para medir la potencia del antibidtico se basa en
la medicioén del diametro de zonas de inhibicion de crecimiento bacteriano que rodea
a cilindros que contienen distintas diluciones del compuesto de prueba, las cuales se
colocan sobre la superficie de un medio nutritivo solido inoculado previamente con
un cultivo de microorganismo adecuado. La inhibicién producida por el compuesto
de ensayo se compara con la producida por concentraciones conocidas de un
estandar conocido (SNITKOFF, 2012)

2.2.2.2 METODO TURBIDIMETRICO

El ensayo turbidimétrico de potencia antibiética (VER ANEXO N° 1) se basa“
en la inhibicién del crecimiento microbiano indicada por la mediciéon de la turbidez
(transmitancia) de suspensiones de un microorganismo apropiado en un medio
liquido al cual se le han agregado cantidades graduadas del compuesto a ensayar.
Los cambios de transmitancia producidos por el compuesto de prueba se comparan
con los producidos por los producidos por concentraciones conocidas del material de
referencia (SNITKOFF, 2012).

2.2.3 ANTIBIOTICOS

Se denomina antibidtico a cualquier sustancia quimica producida por un
microorganismo, utilizada para eliminar o inhibir el crecimiento de otros
microorganismos infecciosos. Una propiedad comun a todos los antibiéticos es la
toxicidad selectiva: presentan una toxicidad hacia los organismos invasores superior
a la que muestran frente a animales o seres humanos (GOMEZ-LUS M. L., CALVO
A.y PRIETO J.; 2008).

El termino antibiético, designa una preparaciéon medicinal que contiene una
cantidad importante de wuna sustancia quimica que es producida por un
microrganismo, o artificialmente por sintesis, y que tiene la capacidad de inhibir o
destruir microrganismos en solucion diluida (SNITKOFF, 2012).
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Los antibi6ticos difieren en cuanto a sus propiedades fisicas, quimicas y
farmacolégicas, su espectro antimicrobiano y mecanismo de accion (BRUNTON,
LAZO y PARKER, 2007).

2.2.3.1 CLASIFICACION

Los criterios de clasificacion son diversos, lo que origina varias claves que
han permitido agruparlos segtin la estructura quimica, el espectro de actividad, el
efecto antimicrobiano y el mecanismo de accion (GOMEZ-LUS M. L., CALVO A. y
PRIETO J.; 2008).

o Por su estructura:

- B- lactamicos

- Tetraciclinas

- Quinolonas

- Aminoglucosidos
- Glucopéptidos

- Macrobios, etc.

¢ Por su espectro de accion:

- Amplio espectro
- Menos amplio o intermedio
- Reducido

e Por su efecto antimicrobiano:

- Bacteriostatico: bloquean el desarrollo y la multiplicacion de las
bacterias pero no las lisan tiene efecto reversible.

- Bactericidas: generan muerte bacteriana produciendo un efecto
irreversible.
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Por su mecanismo de accidon:

- Inhibiciobn de la sintesis de la pared celular: son bactericidas,
generando la lisis de la célula el cual se puede dar en una de sus 4
etapas:

= Formacioén del precursor en el citoplasma

= Transporte del precursor a través de la membrana
» Transformacion del polimero lineal

= Transpeptidacion

- Alteracion de la funcién de la membrana celular:

= Polimixinas: se comportan como detergentes catiénicos
incrementando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica
generando la perdida de metabolitos esenciales.

= Polienos: Se fijan a la parte lipéfila de la membrana bacteriana
alterando su integridad e incluso inhiben la biosintesis de lipidos

de la membrana como el ergosterol.

- Inhibicién de la sintesis proteica: se puede dar en uno de los siguientes
procesos:

= |niciacién
= Elongacién

= Terminacion

- Inhibicién de sintesis o funcién de los acidos nucleicos: que se puede
dar por tres formas:

= Por interferencia en la replicaciéon del ADN
» [mpidiendo la transcripcion
= Por inhibicidén de sintesis de metabolitos esenciales
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2.2.3.2 FENICOLES

2.2.3.2.1 ORIGEN Y CARACTERISTICASQUIMICAS

La denominacion de fenicoles incluye tres farmacos, el cloranfenicol, el
tianfenicol y el florfenicol, derivados del acido dicloroacético (VER FIGURA N° 1). El
cloranfenicol posee un grupo nitro en posicién para del anillo bencénico; este.grupo
es sustituido por otro sulfometil en el tianfenicol; finalmente, manteniendo el grupo
sulfometil en posicion para del anillo bencénico pero introduciendo un atomo de fltor
en la funcion del alcohol primario terminal en el tianfenicol, surge el florfenicol (RIOS,
2004).

FIGURA N°1: Estructura quimica de los fenicoles.
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|1
O:N ~C.C..CH:0H
|1

HO H
Cloranfenical

H NH-_CO-CHCL:

S |
' |
HC~ SIT -C-I_C].CHzOH

(®) HO ™
Tianfenicol
0 ) H INH;CO_CHCL-
1 |
H:C-8< -C.C.CHF
| I
(&) HO H
Flotfenicol

FUENTE: Obtenido de “Biodisponibilidad y metabolismo de un derivado fluorado del tianfenicol en pollos Broiler”
(Rios, 2004).

Los tres antibiéticos: cloranfenicol, tianfenicol y florfenicol, en la actualidad se.
obtienen por sintesis quimica. Forman una familia de compuestos antimicrobianos
sintéticos de gran utilidad en el ftratamiento de infecciones bacterianas.
Caracterizados por su amplio espectro de acciéon y buena distribucién organica,
cada uno de ellos ha tenido una evolucion muy particular en lo que a su uso

terapéutico se refiere a lo largo del tiempo (RIOS, 2004)
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2.2.3.2.2 CLORANFENICOL

E! cloranfenicol es un antibiético producido por Strepfomyces venezuelae, un
microrganismo aislado por primera vez por Burkholder en 1947 de una muestra de
suelo tomada en Venezuela, se comprob6 que los filtrados de cultivos liquidos de los
microrganismos poseian marcada efectividad contra las bacterias Gram Negativas.
Bartz en 1948 aislé una sustancia antibiética cristalina a la que llamé cloromecetina
porque contenia cloro y se obtuvo de un actinomiceto. En 1948 el cloranfenicol se
producia en cantidades suficientes para su uso clinico general, luego se comprob6
que era util en el tratamiento de diversas infecciones. Sin embargo, la aparicion de
cepas ampicilinoresistentes y el mayor conocimiento de las bacterias anaerobias
aumento su uso (DIAZ, 2005).

Es una molécula con un nuicleo nitrobenceno, que se obtuvo por sintesis
como paranitrofenil-aminopropnediol. En un antimicrobiano bacteriostatico que
inhibe la sintesis proteica. Se fija de forma esteroespecifica a las subunidades
ribosémicas 508, impidiendo la transpeptidacion entre los aminoacidos de la cadena
peptidica. La resistencia al cloranfenicol estd mediada por la produccion de una
enzima cloranfenicol acetiltransferasa, que cataliza la adhesién de grupos acetilo a
la molécula del antibiético (GOMEZ-LUS M. L., CALVO A.y PRIETO J.; 2008).

El cloranfenicol cuya formula empirica es C,,H{,CLN,Os, posee un peso
molecular de 323,14. Es una molécula neutra, muy soluble en metanol, etanol,
butanol, etilacetato y acetona. Posee una solubilidad media en éter y es insoluble en
benceno y aceites vegetales. Presenta un sabor amargo, por ello en su
administracion oral, ademas de utilizarse su base libre, se utiliza esterificado en
forma de palmitato (éster de palmitato), profarmaco inactivo que enmascara su
--sabor. Para su administracion parenteral se utiliza su sal succinato (monosuccinato
sodico), éster hidrosoluble (RIOS, 2004).

MECANISMO DE ACCION

Las primeras investigaciones con el cloranfenicol sefalaron que su
mecanismo de accién se basa en una potente, aunque reversible, inhibicién de la

15



biosintesis de proteinas en los microrganismos actuando sobre el centro peptidil-
transferasa del ribosoma bacteriano (RiOS, 2004).

El cloranfenicol penetra faciimente en l1as ¢élulas bacterianas probablemente
por un mecanismo de difusién facilitada. ActGa principalmente ligandose
reversiblemente a la subunidad ribosomal50S, posee un espectro bastante amplio
de actividad antimicrobiana (DIAZ, 2005).

El cloranfenicol se une a la subunidad 50S y altera la fijacién del aminoacido
(situado al extremo del complejo aminoacil-ARNt) a su sitio correspondiente; como
consecuencia, la enzima petidiltransferasa no puede actuar sobre su sustrato (el
aminoacido citado) y se detiene la formacién del péptido. Esto se traduce en un
efecto bacteriostatico para muchos géimeéenes, aunque el cloranfenicol ejercé un
efecto bactericida frente a algunos patégenos especialmente sensibles como H.
influenzae, S. pneumoniae y N. meningitidis (GOMEZ-LUS M. L., CALVO A. y
PRIETO J.; 2008).

De este modo, y aunque aparentemente no hay alteracién de Ia union del
ARN de transferencia en el codén de reconocimiento de la subunidad 30S del
ribosoma bacteriano, los fenicoles, parecen impedir-la unién aminoacetil delf ARN de
transferencia al lugar de unién de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. La
consecuencia de esto es la ausencia de interaccién entre la peptidiltransferasa y su
sustrato aminoacidico, impidiéndose asi la formacion 10 del enlace peptidico y, por
tanto, la sintesis proteica de los microrganismos (RIOS, 2004).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro. Inhibe el crecimiento
bacteriano de una gran variedad de bacterias aerobias y anaerobias grampositibas y
gramnegativas, rickettsias, clamidias, bartonelas y espiroquetas. Este antibiético
conserva buena actividad frente a las salmonelas, incluida S. fyphi, a pesar de que
existen cepas resistentes., Los tres microorganismos que con mayor frecuencia
producen menigitis en la infancia (H. inluenzae, S. pheumoniae y N. meningitidis)
son muy sensibles al cloranfenicol. Asimismo, el cloranfenicol posee muy buena
actividad frente a las bacterias anaerobias, incluido Bacteroides fragilis (GOMEZ-
LUS M. L., CALVO A.y PRIETO J.; 2008).
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RESISTENCIA BACTERIANA

Las bacterias desarrollan resistencias al cloranfenicol y se vuelven
impermeables al farmaco o producen una enzima, la acetiltransferasa, que lo acetila
a un derivado inactivo (GOMEZ-LUS M. L., CALVO A. y PRIETO J.; 2008).

El mecanismo de resistencia bacteriana mas importante es la elaboracion de
enzimas inactivantes. Se trata de acetiltransferasas capaces de acetilar al
cloranfenicol utilizando como fuente la acetilcoenzima A y transformarlo en derivados
inactivos. Este mecanismo de resistencia es extracromosomico y esta mediado por
plasmidos constitutivos en el caso de algunos bacilos gramnegativos, e inducibles en
el de cocos grampositivos. Existe también resistencia cromosomica consistente en
impermeabilidad de la bacteria para el antibidtico (AZANZA, HONORATO, y
MEDIAVILLA; 2008).

Las bacterias con mayor tasa de resistencia pertenecen a la familia de bacilos
gramnegativos: Klebsiella, Enterobacter, Serralia y Pseudomona aeruginosa
(AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

FARMACOCINETICA

Puede administrarse por via oral, puesto que tras su absorcién alcanza
niveles plasmaticos adecuados. El cloranfenicol puede administrarse en forma de
esteropalmitato, profarmaco inactivo que sufre hidrélisis en el duodeno por accién de
la lipasa pancreatica, permitiendo la absorcién del antibidtico. Esta suele ser
completa, lo que justifica que los niveles conseguidos tras la administracion por esta
via sean iguales a los obtenidos tras administrar la misma dosis por via IV. La
absorcion de cloranfenicol no esterificado es también completa y puede superar a la
del esteropalmitato (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

La difusion de estos antibiéticos es muy elevada, alcanzando concentraciones
activas en casi todos los 6rganos y liquidos corporales, incluidos el LCR (60-80 % de
la concentracion plasmatica sin refacion ¢on la inflamacién meningea), el humor
acuoso, el tejido prostatico, la sangre fetal, etc. (AZANZA, HONORATO, vy
MEDIAVILLA; 2008).
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Se une a las proteinas plasmaticas en un 25-50 % y ain menos en pacientes
con cirrosis y en recién nacidos. Su alta liposolubilidad, escasa union a proteinas
plasmaticas y bajo peso molecular explican que los niveles conseguidos en el LCR
sean bastante mas altos que los que se consiguen con la mayoria de antibiéticos,
del 30-50 % de las concentraciones plasmaticas, aun sin inflamacién meningea;
ademas, este agente se acumula en el tejido encefalico, donde puede alcanzar
concentraciones muy superiores a las plasmaticas. También se consiguen
concentraciones terapéuticas en los liquidos pleural, ascitico y sinovial y, cuando se
administra por via topica, en el humor acuoso. El antibiético atraviesa la placenta y
accede a la circulacion fetal (GOMEZ-LUS M. L., CALVO A. y PRIETO J.; 2008).

Se elimina a través de metabolismo hepatico mediado por componentes del
sistema microsémico y, concretamente, mediante conjugacién con acido glucurénico
por la intervencion de la glucuroniltransferasa. Ademas sufre otras transformaciones:
nitrorreduccién, acetilacién, etc. Los metabolitos que carecen de actividad
antibacteriana son eliminados en parte por la bilis, sufriendo circulacion
enterohepatica que justifica su escasa eliminacion por las heces. La semivida es de
unas 4 horas en condiciones normales, sufriendo un notable incremento en
pacientes con insuficiencia hepatica funcional (neonatos) y organica (cirrosis)
(AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

La insuficiencia renal no modifica sustancialmente la semivida del
cloranfenicol, aunque ocasiona la acumulacién de sus metabolitos, que pueden
resultar téxicos (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

INDICACIONES TERAPEUTICAS

Actualmente, el cloranfenicol no constituye un tratamiento de eleccién para
ninguna infeccion especifica por sus problemas de toxicidad; sin embargo, su
actividad antimicrobiana y su excelente penetracion tisular lo mantienen ain como
agente de utilidad en terapéutica, aunque de segunda eleccién. Constituye una
alternativa valiosa en las siguientes indicaciones:(GOMEZ-LUS M. L., CALVO A. y

PRIETO J.; 2008).

18



1. Meningitis bacteriana. Es (til para el tratamiento de la meningitis en los
pacientes alérgicos a la penicilina cuando el cuadro esta producido por
neumococos resistentes a la penicilina y como alternativa oral cuando
el tratamiento parenteral es imposible.

2. Infecciones por anaerobios. Se utiliza como alternativa al metronidazol
y a la clindamicina en pacientes graves con focos abdominales de
infeccién (junto con un p-lactamico y un aminoglucésido).

3. Salmonelosis. Durante mucho tiempo ha sido el tratamiento de eleccion
de la fiebre tifoidea y en otros tipos de salmonelosis sistémicas.
Actualmente se prefieren otros agentes mas inocuos, como la
ampicilina, la amoxicilina y el cotrimoxazol. El cloranfenicol no debe
utilizarse en las gastroenteritis agudas por Salmonella (son infecciones
autolimitadas) ni en el estado de portador (se prefiere ampicilina o
cotrimoxazol).

4. Tratamiento alternativo a las tefraciclinas. En infecciones por
rickettsias, clamidias, en la fiebre recurrente y en la angiomatosis
bacilar. En el tratamiento de la tularemia puede asociarse al
tratamiento de elecciéon (estreptomicina) cuando la enfermedad se

expresa clinicamente con meningitis.

REACCIONES ADVERSAS

Tras un elevado entusiasmo surgido con el descubrimiento y desarrollo de
este agente antimicrobiano y los resultados clinicos obtenidos, en 1950 se
comenzaron a conocer diversos informes sobre su hematotoxicidad, detectandose
importantes discrasias sanguineas en la especie humana fueron dos los efectos
secundarios observados sobre las células de la médula 6sea (RIOS, 2004).

a) Depresion de la médula dsea dosis-dependiente. Esta reaccion esta
relacionada con el efecto inhibidor directo del antibiético sobre la sintesis
mitocondrial de proteinas. Se manifiesta por reticulocitopenia, anemia,
leucopenia o trombopenia, produciéndose un aumento en la concentracion
sérica de hierro y una disminucién de la incorporacioén de hierro radiactivo a
los hematies, lo que indica una reduccién en la sintesis de hemoglobina.
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Este tipo de toxicidad es extraordinariamente frecuente, aparece durante el
tratamiento, es dosis-dependiente y reversible al suspender la administracion
del antibiético. Se produce con mayor probabilidad con dosis de cloranfenicol
superiores a 4 g/dia o en pacientes en que se alcanza concentraciones
plasmaticas mayores de 25 pg/mL (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA;
2008).

b) El segundo tipo de toxicidad medular es una respuesta idiosincrasica que
con frecuencia se manifiesta en forma de aplasia medular que puede ser
mortal. Estudios epidemiologicos realizados en Estados Unidos reflejan un
caso de anemia aplasica por cada 25.000-40.000 pacientes tratados. La
depresion de fa médula 6sea puede ocurrir semanas 0 meses después de
haber finalizado el tratamiento o durante la administraciéon del antibiético, sin
que exista relacion con la dosis administrada. Aunque el mecanismo
responsable de la anemia aplasica no se conoce con exactitud, parece que es
distinto del que produce el cuadro de depresién medular dosis-dependiente.
Se han descrito casos de leucemia en pacientes que habian presentado
anemia aplasica tras la administracion de cloranfenicol (AZANZA,
HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

Puesto que la patogénesis de la toxicidad hematoldgica del cloranfenicol no
se conoce perfectamente todavia, se recomienda realizar hemogramas
semanalmente (2/semana) y suspender el tratamiento si el recuento de leucocitos
disminuye por debajo de 2.500/mm3 (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

La afectaciéon neurolégica puede producirse tras la administraciéon tépica o
sistémica. En el primer caso se han descrito alteraciones del Vlil par craneal, con
pérdida de audicion tras la instilacion de gotas éticas. En el segundo es tipica la
neuropatia Optica y periférica, que suele relacionarse directamente con la dosis
administrada (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

El sindrome gris del recién nacido supuso una auténtica epidemia en los afios
sesenta al estar muy extendido el uso de este antibiético en prematuros. El cuadro
clinico se caracteriza por cianosis, hipotensién, vomitos, distension abdominal y
shock con coloracion gris azulada de la piel; cursa con una elevadisima tasa de
fallecimiento (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

20



Este proceso se produce como consecuencia de que, en el higado del recién
nacido, no tiene lugar la conjugacién del farmaco con glucurénidos encontrandose
altos niveles de cloranfenicol sin conjugar (RIOS, 2004).

Esta toxicidad, junto con la disponibilidad de otros antibidticos, obliga a
contraindicar el uso de este farmaco durante el ultimo trimestre de embarazo, el
parto y el primer mes de vida. Si existiese indicacion exclusiva, no deberia superar la
dosis diaria de 25 mg/kg (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

Al igual que otros antibidticos, el cloranfenicol puede causar alteraciones
digestivas: anorexia, nauseas, vomitos, diarreas y dolor abdominal, siendo posible
también las sobreinfecciones micoticas y bacterianas. Los fenémenos alérgicos son
infrecuentes. EIl cloranfenicol produce efectos inmunodepresores, celulares vy
humorales, cuya frascendencia practica no se ha evaluado (AZANZA, HONORATO,
y MEDIAVILLA; 2008).

Las reacciones de hipersensibilidad son raras. También se han descrito
sangrados provocados por alteraciéon de la sintesis de vitamina K tras la
administracién prolongada (GOMEZ-LUS M. L., CALVO A. y PRIETO J.; 2008).

INTERACCIONES

Encontramos una primera forma de interaccion medicamentosa, que es la
derivada de la interaccion por el lugar de unién donde ejerce la inhibicién, es decir,
en las subunidades ribosémicas 30S y 50S, donde provoca la inhibicién de la
sintesis proteica. Sucede entre el cloranfenicol y otros antibiéticos bacteriostaticos
como los macrolidos. (eritromicina; espiramicina y tilosina), las tetraciclinas o las
lincosamidas (lincomicina y clindamicina). Este fen6meno aparece con mayor
gravedad en enfermos con defensas disminuidas (RIOS, 2004).

Puede reducir el aclaramiento con riesgo de intoxicaciéon si no se produce la
consiguiente reduccion posologica de tolbutamida, fenitoina, ciclofosfamida,
anticoagulantes orales y ciclosporina A. El paracetamol puede reducir el
metabolismo del cloranfenicol, mientras que los barbitiricos, la rifampicina y la
fenitoina pueden incrementarlo (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).
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Debido a su efecto bacteriostatico, el cloranfenicol antagoniza in vitro la
actividad de los p-lactamicos y de los aminoglucésidos. La significacion clinica de
este hallazgo es dudosa, pero conviene tener en cuenta esta interaccion cuando hay
que tratar a pacientes granulocitopénicos o con infecciones como la endocarditis
bacteriana, que requieren concentraciones bactericidas de farmacos (GOMEZ-LUS
M. L., CALVO A.y PRIETO J.; 2008).

Finalmente, al administrar de forma combinada cloranfenicol y rifampicina
(antibi6tico tuberculostatico), se prolonga la semivida de la rifampicina lo que
requiere un reajuste de la dosificacién (RIOS, 2004).

DOSIFICACION

Debe estar dirigida a conseguir unos niveles séricos estables, con maximos
entre 10 y 20 yg/mL y minimos entre 5 y 10 yg/mL; maximos superiores a 25 y
minimos superiores a 10 pg/mL pueden ocasionar toxicidad hematolégica. Como ya
se ha indicado, la variabilidad para una misma dosis puede ser muy grande en
recién nacidos, nifios pequefios, enfermos hepaticos, enfermos renales que reciban
succinato y pacientes que tomen otros farmacos que pueden originar interacciones;
en estos grupos se deben monitorizar los niveles plasmaticos (AZANZA,
HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

La dosis habitual de cloranfenicol en el aduito, oral e IV, es de 50 mg/kg/dia,
repartida en 4 dosis; en las meningitis, 100 mg/kg/dia en 4 dosis. En recién nacidos
menores de 2 semanas o de peso inferior a 2 kg se utiliza una dosis de 25 mg/kg/dia
cada 12 horas; en nifios de mas de 4 semanas, 50-75 mg/kg/dia repartidos en 4
dosis por via oral o IV (AZANZA, HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

2.3 MARCO CONCEPTUAL

2.3.1 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE

Es una técnica analitica que permite determinar la concentracion de un
compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones
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electromagneéticas y a su vez que la cantidad de la luz absorbida depende de forma
lineal de la concentracién. Para hacer este tipo de medidas se emplea un
espectrofotdbmetro en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que
pasa por una solucién y medir la cantidad de luz absorbida por [a misma (DIAZ,
2012).

2.3.2 POTENCIA VERDADERA

La real potencia del material y/o preparacion durante el tiempo del ensayo. En
la practica este valor puede ser nunca exactamente evaluado (CARDENAS, 2008).

2.3.3 POTENCIA ESTABLECIDA O POTENCIA DECLARADA

Esta es frecuentemente un valor nominal asignado a una preparacion de
formulaciéon conocida de la potencia de la materia prima o a granel. En caso de
material a granel o materia prima, este podria ser calculado de la data de ensayo
(CARDENAS, 2008).

2.3.4 POTENCIA ESTIMADA

La potencia declarada de la data de ensayo. Es un error referir como una
“mejor estimacion” (CARDENAS, 2008).

2.3.5 INTERVALO DE CONFIANZA

Hay limites para la potencia verdadera de las materias/preparaciones y son
calculadas en suposicion que no hay tendencia o parcialidad en el sistema de
ensayo. Ellos pueden ser calculados en algin nivel deseado de probabilidad. Un
nivel de 0.95 es aplicado. El concepto es que, si el ensayo puede ser repetido varias
veces, la verdadera potencia estaria dentro de los limites fiduciales en 95% de
valoraciéon. En algunas pruebas particulares, la verdadera potencia puede ser en
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cualquier lugar dentro de los limites fiduciales (y ocasionalmente fuera de éste). Y la
potencia estimada no es mejor medida que la potencia verdadera (CARDENAS,
2008).

2.3.6 USP

La Farmacopea de los Estados Unidos (The United States Pharmacopeia,
USP) es una autoridad no gubernamental que establece estandares publicos
oficiales para los medicamentos recetados y de venta libre, y otros productos para la
salud fabricados o vendidos en los Estados Unidos. USP también establece
estandares ampliamente reconocidos para ingredientes alimenticios y suplementos
dietéticos. USP fija estandares para la calidad, pureza, concentracion y consistencia
de esos productos esenciales para la salud publica. Los estandares de USP son
reconocidos y utilizados en mas de 130 paises en todo el mundo. Esos estandares
han ayudado a asegurar la salud publica en todo el mundo durante casi 200 afios
(LABOMERSA S.A., 2012).

2.3.7 ESTANDARES DE REFERENCIA

Los estandares de referencia USP oficiales son muestras con un gran nivel de
caracterizacion de medicamentos, excipientes, impurezas, productos de
degradacion, suplementos dietéticos, reactivos farmacopeicos y calibradores de
desempefio. Su uso es obligatorio en la realizacion de pruebas y valoraciones
USPNF (LABOMERSA S.A,, 2012).

2.3.8 PATRON PRIMARIO

Un patrén primario también llamado estandar primario es una sustancia
utilizada en quimica como referencia al momento de hacer una valoracién o
estandarizacion (GALANO y ROJAS, 2012).
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2.3.9 PATRON SECUNDARIO

El patrén secundario también es llamado estandar secundario y en el caso de
una titulacién suele ser titulante o valorante. Su nombre se debe a que en la mayoria
de los casos se necesita del patron primario para conocer su concentracion exacta
(GALANO y ROJAS, 2012).

2.3.10 MEDICAMENTO GENERICO

Es un producto farmacéutico que tiene el mismo principio activo, la misma
dosis, la misma forma farmacéutica y las mismas caracteristicas farmacocinéticas,
farmacodinamicas y farmacotécnicas que un medicamento que es utilizado como
referencia legal (UEMA, CORREA SALDE, y FONTANA, 2003).

2.3.10 MEDICAMENTO INNOVADOR (ORIGINAL)

Producto medicinal que contiene una nueva molécula, no comercializada
hasta ese momento y que ha pasado por todas las fases del desarrollo de un nuevo
producto y/o un nuevo principio activo (fases preclinicas y fases clinicas |, Il y lll). El
farmaco innovador, en ocasiones también denominado original, obtiene la patente de
producto mediante un proceso de investigacion que incluye sintesis gquimica,
desarrollo preclinico, galénico y clinico. La patente de un farmaco se solicita
tempranamente durante su desarrollo. Esta facilita la exclusividad de fabricacién y
comercializacion de la sustancia durante al menos 20 afios. Dentro de la etapa de
desarrollo clinico, se procede al estudio de sus caracteristicas farmacocinéticas, su
biodisponibilidad y la bioequivalencia entre distintas formulaciones, sus propiedades
farmacodinamicas, su eficacia terapéutica y su seguridad. Tras su comercializacién
se sumaran nuevos datos sobre su efectividad y efectos indeseables (UEMA,
CORREA SALDE, y FONTANA, 2003).
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2.3.11 MEDICAMENTO DE MARCA

Un medicamento de Marca es trabajado bajo un nombre comercial especifico
registrado por un laboratorio. En la mayor parte de los casos, los medicamentos de
Marca todavia estan con sus patentes registradas, significando esto que el
laboratorio es la fuente exclusiva del producto, pero en muchos paises -estas
patentes no tienen efecto y crean alternativas Genéricas para estos productos
(BLAZQUEZ, 2010).

2.3.12 CEPA

En microbiologia, conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo
patrimonio genético (MICROBIOLOGIA: GLOSARIO, 2012).

2.3.13 MICROORGANISMO

Organismos microscopicos pertenecientes por regla general a virus, bacterias,
algas, hongos o protozoos (MICROBIOLOGIA: GLOSARIO, 2012).

2.3.14 CEPAS CERTIFICADAS (ATCC)

Es un material biol6gico de referencia certificado. La coleccién certifica que se
suministra una determinada cepa, que es un cultivo puro, y que se han observado
las convenientes pruebas morfolégicas, bioquimicas y moleculares correspondientes
(MONTOYA, 2012)
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ill. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

MATERIAL DE BIOSEGURIDAD:

- Lentes.

- Guantes.

- Barbijos (mascarillas).

- Gorros.

- Protectores de calzado.
- Batas estériles.

MATERIAL BIOLOGICO:

- CEPA Escherichia coli ATCC 10536, material biolégico de referencia

certificado.

MATERIAL EN ESTUDIO:

- Muestras de cloranfenicol capsulas de 500 mg (3 genéricas y 2

comerciales) y
- Muestras de cloranfenicol suspension oral 250 mg/5mL (1 genérica y 1

comercial)

MATERIAL DE VIDRIO:

- Frasco de Cultivo Roux 1000 mL.
- Perlas de 4 — 6mm
- Placas Petri 90x60mm.
- Fiola de 25 mL.
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- Fiola de 50 mL.

- Fiola de 100 mL.

- Tubos de ensayo 16 x 150 mm.

- Tubos de ensayo 13 x 100 mm.

- Probeta de 500 mL.

- Probeta de 250 mL.

- Pipetas Volumétricas.

- Pipetas de 1mL

- Pipetas de 5mL

- Pipetas de 10mL

- Pipetas de 20 mL.

- Pipetas de 25 mL.

- Frascos con tapa rosca de 30 mL.
- Frascos con tapa rosca de 500 mL.
- Frascos con tapa rosca de 250 mL.

MATERIAL DE PLASTICO

- Puntas plasticas calidad low retention y de preferencia con filtro (tips
para pipeta automatica). '

- Propipeta (bomba de succién).

- Pizetas.

MATERIAL DE CULTIVO

- MEDIO DE CULTIVO SOLIDO: medio antibiético N° 1
- MEDIO DE CULTIVO LiQUIDO: medio antibiético N° 3.

REACTIVOS:

- Etanol Absoluto.
- Agua Purificada.
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Alcohol 70%.

Hipoclorito de Sodio al 0.1%
Formaldehido diluido (1:3)
Solucién Salina Fisiologica.

INSTRUMENTOS:

Micropipeta
o Alcance (capacidad): 100-1000 uL
o Error: £ 0.25%
Asa de siembra (asa bacteriologica).
Aguja de siembra.
Mechero Bunsen.

EQUIPOS:

Balanza Analitica
o Capacidad Maxima 310 g
o Legibilidad 0,001 g
Potenciémetro.
o Alcance de indicacion: -2 a 16 pH
o Divisién de escala: 0.01
o Presion de indicacion: +0.01
Incubadora
o Rango de trabajo: 10-100 °C
o Division de escala: 0.1 °C
o Selector: analogo/digital
o Temperatura de trabajo: 33 °C +2 °C
Estufa de esterilizacion.
o Rango de trabajo de ambiente hasta 220 °C y a 300 °C
o Sensibilidad de trabajo con controlador estandar +/- 5 °C
o Consumo: desde 0.8 kw/ h
o Potencia: 800 watt
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o Alimentacién 220 V / 50 Hz.
- Sonicador ultrasénico.
o Capacidad: 1.9 L.
o Tanque: 15.2x14.0x 10.1 cm
o Frecuencia: 47 kHz
- Autoclave.
o Volumen de camara: 19 litros.
o Tensién: 120/230 V
o Frecuencia: 50/60 Hz
o Potencia: 1400 W
o Corriente: 10.7/6 A
o Dimensiones generales: 508x362x550 mm
- Bafio Maria.
o Rango de trabajo: 20 - 90 °C
o Division de escala: 0.1 °C
o Selector: analogo/digital
o Temperatura de trabajo: 33 °C +1°C
- Espectrofotémetro UV-visible.
o Longitud de onda:
= Rango: 320 — 1000 nm
= Resolucién: 1 nm
» Precisién: £2 nm
» Anchura de banda: 8 nm
o Absorbancia:
» Rango: -0.300 a 1.999 A
= Resolucién: 0.001 A
- Cronometro digital.
o Alcance. 19 h, 59 min, 59 seg.
o Division de escala: 1 seg
o Exactitud: + 0.01 seg.

OTROS:

- Marcador indelebie.
- Gradillas de metal.
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- Parafilm.
- Cabina de Seguridad Biolégica Clase |1l

3.2 METODOLOGIA

Debido a la variabilidad entre valoraciones se realizaron tres determinaciones
independientes (en dias diferentes) tanto para las muestras de capsulas como para
las de suspension oral. Con esto se buscd obtener una estimacion confiable de la
potencia. Para cada determinacién independiente se prepararon inéculos, soluciones

madre y diluciones de prueba tanto del estandar como de las muestras.

Durante el analisis se emplearon instrumentos calibrados y materiales
certificados. Se tomaron las precauciones de bioseguridad adecuadas debido a que
en los procedimientos se utilizan cultivos vivos del microorganismo de prueba. De
igual modo, el material utilizado para almacenar y transferir microrganismos y
diluciones de prueba fue debidamente esterilizado y estuvo exento de residuos que
pudieran interferir en la valoracién. Es preciso indicar que el andlisis se desarroll6 en
un ambiente adecuado y seguro.

Realizando una regresion lineal no ponderada se pudo generar la linea de la curva
estandar. Se graficaron los valores de absorbancia obtenidos del analisis en funcién
del logaritmo decimal de los valores de concentracién de los estandares.

El porcentaje de potencia antibiética de las muestras problema se calculé primero
reemplazando sus valores de absorbancia en la ecuacién de la recta y luego
comparando las concentraciones obtenidas con el estandar 3.

3.2.1 NIVEL Y TIPO DE INVESTIGACION

El estudio es de tipo descriptivo, transversal, correlacional y prospectivo.

DESCRIPTIVO, se realizd un estudio observacional, en el cual no se
manipularon las variables.

TRANSVERSAL, las muestras se analizaron en un periodo de tiempo corto.

31



CORRELACIONAL, se midi6 la relacién que existe entre la concentracion de
las muestras y la inhibicién del crecimiento bacteriano.

PROSPECTIVO, por el tiempo de ocurrencia de los hechos.

3.2.3 VARIABLES: DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL

VARIABLES INTERVINIENTES
Concentracion de las muestras

Definicion Conceptual.- Cantidad de principio activo contenido en un
determinado peso o volumen. La concentracion de la sustancia
medicamentosa o principio activo se expres6 generalmente de las siguientes
formas: peso/peso, peso/volumen, dosis unitaria/volumen (AZANZA,
HONORATO, y MEDIAVILLA; 2008).

Definicion Operacional.-

¢ Naturaleza: Cuantitativa.

e Forma de Medicién: Directa.

e Escala de Medicién: De razon o proporcion.

¢ Instrumentos de Medicién: Balanza Analitica, Fiolas Volumétricas y
micropipetas.

¢ Procedimiento de Medicion: Para cada muestra se pes6 la cantidad
equivalente a 50mg de principio activo y se hicieron las diluciones
respectivas hasta llegar a una concentracién equivalente al estandar
$3=2,5 ng/mL.

e Indicadores: Cantidad de muestra equivalente a la mediana de la
concentracion (S3)/diluyente inicial y diluyente adicional.

o Expresion Final de la Variable:pg/mL.
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Porcentaje de potencia antibiética

Definicion Conceptual.- En la evaluacion de potencia y pureza para las
sustancias antibidticas el efecto medido fue la inhibicion del crecimiento de
una cepa apropiada de microrganismos, o sea, la prevencion de la
multiplicaciéon de los microrganismos de prueba la cual se expres6 en
porcentaje (SNITKOFF, 2012).

Definicion Operacional.-

¢ Naturaleza: Cuantitativa.

¢ Forma de Medicién: Indirecta

e Escala de Medicién: De razén o proporcion.

¢ Instrumento de Medicién: Espectrofotdmetro UV-Visible con filtro de
530 nm.

e Procedimiento de Mediciéon: Para cada muestra se realizaron las
lecturas de unidades de absorbancia a 530nm, se obtuvieron los
porcentajes de potencia empleando Regresiones Lineales.

e Indicadores: Grado de turbidez (crecimiento bacteriano) de las
muestras después del tratamiento.

¢ Expresion Final de la Variable: porcentaje de potencia antibiética.
Procedencia de las muestras
Laboratorios Farmaceéuticos de los cuales proceden las diferentes muestras.

Forma farmacéutica de las muestras

e Cloranfenicol (capsulas 500 mg).
¢ Cloranfenicol (suspension oral 250 mg/5mL).
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TABLA N° 1: Resumen de operacionalizacién de variables

cC o
'g .g Cantidad de principio activo contenido en un determinado peso o volumen. La
£ 8| concentracion de la sustancia medicamentosa o principio activo se expresé generalmente
" @ § | delas siguientes formas: peso/peso, peso/volumen, dosis unitaria/volumen.
s|90
pud
g
3 Naturaleza Cuantitativa.
E Forma de Medicién Directa.
8| _ | Escala de Medicién De razon o proporcién.
3 ‘E‘: Instrumentos de Medicién Bglanzg Analitica, Fiolas Volumétricas y
el 8 micropipetas.
:f-’_, § Para cada muestra se peso la cantidad
g -4 : equivalente a 50mg de principio activo y
s O | Procedimiento de Medicion se hicieron las diluciones respectivas
el § hasta |llegar a wuna concentracion
8 ] equivalente al estandar $3=2,5 ug/mL.
% Cantidad de muestra equivalente a la
. mediana de la concentracion
@ | Indicadores (S3)/diluyente inicial y diluyente adicional.
® Expresion Final de la Variable pg/mL

|u-" ]

E g §_ En la evaluacion de potencia y pureza para las sustancias antibiéticas el efecto medido

Z | o | £ § | fue la inhibicién del crecimiento de una cepa apropiada de microrganismos, o sea, la

E 2 | '@ § | prevencion de la multiplicacion de los microrganismos de prueba.

big|7c

= £ Naturaleza Cuantitativa.

@lg _Forma de Medicion Directa.

al E E Escala de Medicion De razén o proporcion.

< % S | Instrumento de Medicién Espectrofotometro UV-Visible con filtro de

£l 2| 9 530 nm.

g 8l @ Para cada muestra se realizaron las
o| & lecturas de unidades de absorbancia a
®| ¢ | Procedimiento de Medicién 530 nm, se obtuvieron los porcentajes de
S :g potencia empleando Regresiones
2l € Lineales.
el % Grado de turbidez  (crecimiento

Q | Indicadores bacteriano) de las muestras después del
tratamiento.
Expresion Final de la Variable Porcentaje de potencia antibiética.

PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Laboratorios Farmacéuticos de los cuales
proceden las diferentes muestras.

FORMA FARMACEUTICA DE LAS MUESTRAS

«Cloranfenico! (capsulas 500 mg).
*Cloranfenicol (suspension oral 250
mg/5mL).

FUENTE: Elaboracion propia.
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3.2.4 POBLACION Y MUESTRA
POBLACION

Se tomé como poblacion cloranfenicol capsulas de 500 mg cloranfenicol y
suspension oral 250 mg/5mL elaborados por los 9 Laboratorios Farmacéuticos que
se encuentran registrados en el OBSERVATORIO DE PRODUCTOS
FARMACEUTICOS de la DIGEMID y se expenden en el mercado farmacéutico
nacional (VER ANEXO N° 2).

MUESTRA

Se tomé cloranfenicol capsulas y suspension oral elaborados por los 5
Laboratorios Farmacéuticos que se encuentran registrados en el OBSERVATORIO
DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS de la DIGEMID y se expenden en el mercado
farmacéutico local (VER ANEXO N° 3).

Estos corresponden a 5 muestras de capsulas de 500 mg (3 genéricas y 2
comerciales) y 2 de suspensioén oral de 250 mg/5mL (1 genérica y 1 comerciales).

3.2.5 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluy6 una muestra de cada laboratorio registrado en el OBSERVATORIO
DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS de la DIGEMID comercializada en la

ciudad de Cusco.

Durante el analisis se emplearon muestras de cloranfenicol (capsulas 500 mg
y suspension oral 250 mg/5mL) con fecha de vencimiento correspondiente a

mayo y septiembre del 2014.
CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron todas las muestras de cloranfenicol de forma farmacéutica

distinta a la especificada anteriormente.
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Se excluyeron muestras de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspension oral
250 mg/5mL) con fechas de vencimiento posteriores a septiembre del 2014.

Se excluyeron muestras de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspensién oral
250 mg/5mL) de laboratorios que no estan contemplados en el
OBSERVATORIO DE PRODUCTOS FARMACEUTICOS de la DIGEMID
comercializados en la ciudad de Cusco.

3.2.6 TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS
PRIMERA FASE

* Recopilacion de datos bibliograficos.
e Desarrollo del método analitico para la determinacion de la potencia

antibiotica de las muestras de cloranfenicol.
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3.2.7 PROCEDIMIENTO

DETERMINACION DE POTENCIA ANTIBIOTICA
| VALORACION TURBIDIMETRIA

PREFARACIC O
SOLUCIOHES ESTAHDAR:

BREFSRACION O
MUESTRAS

E AREPARACION DELIHOC LY

b

\

SCHUCIOH, tMADRE disalver
255399mg de estindar
€ Jew anfénfwl 9 A%4E
aleohal » aforar 3 .
u.lz.temendo&e, wya
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ATCE 10526 e pradederd &

veconstituiv e lofilizade of eval
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e espedficade  KEQIC
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) t,).f 35°C durante 2dhes,
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CULTI nE TRABAICY
recystii Iy mue*tm dal

=

SOLLCH sﬂ St 114

mueitia de: Cloanfenical,
Iisadzer con aluchal 7 atorar

QILLICHGH DE BIUESTRS oy
5l deta soluodomadiede:
mueatna el oual seafora a Semt
e el diizenteadivonal faguas
abtavsndozeuna
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Lol el el solueidn

nvaddre: ¢ aforar 3 506 ml con
dilugente adicenal  faguat

nigroorzanismre our 3 ml de al;r-tenl'éljtlf-.-_ﬁf, o _,,“m CONCENTRAVDN stpuesta de 16
wlwgfon w@ling e cual serd cmesntradian-de 19 sind. 2L

expandide. sehre la superficie
de agar especificade o0 un
firascxy P vk oo apuda
thne; las de widiia & meubuar de
R2— 3870 durante 24w

)

Apartivdela dilwerédn del
estandar PRERARACION DE
| LOSESTAHOARES weprarar: wopargmal a2 la de T

SLUL fingmliaml de dicion | Soncemtie :'"‘f‘l';“ ;‘U&fc;};!g
b del estandar aforado con : IUESTRS

| asuaa 2omll

| 520 2 psinliSml de diluciin
| de) estandar aferade con

| azuaa 25mll

& pawr de fa dluoin de
muestia SEnerar una seluod

Beclectar of micrarganisme
ey SOmd de: wluidn saling
g auida de parlas de
il pipetear ¥ transferie
la soluciinr a un firaseo de
it esteril,

Para la  prepavactin  del
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sugeridda L7
L2LGG vl de: RIEQHCE &
ANTIBIOTICDS H°3 X1 eI €Uy
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dhsarlianeia nae menar de
%2 ua después de la
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b dducian del estindar aferade
| conragua a 2oml], )

FUENTE: Adaptado de USP-35 NF-30 (2012).
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N

ANALISIS: OBTENCION DE LA CURVA,
ESTANDAR Y DATOS DE LA MUESTRA

\.

agregarimb.delas dilucionesde. esténdares(S1, 8 83,

Distribuir tool. de pruehadel estandary muestralos r—«- 84, 885 en Ituhos cada,

lagdilucianes de

N, /T \I CURVAESTANDAR
DATQSDELA , . DistiibuirimL de, las:
NMUESTRA colacartubesengradilasy diluciones delos ‘

L

lasmuestras.en, | quesedistribuitan aleatoriaments. ung: dela;misma forma, |
trestubos cadauna, | enla. gradilla. sepiepararatubes
deellass | - contralcan el diluyente. J

J \c;leepme,hal {agua} Y,

~
3
| Bistribyic SmL de NQCULS imedie 'S
+micrarganisme.depiushaiencadaung .
delestubesy colecallasinmediatamente
aincubande; 3a,4 hrs. A 323,35 C en
hafiedeagua:, ]

4

Despuésdelaincubaciémagregara
cadatubed 5ml de formaldehide §
diluido. .
*Leersyu ahsothancigenunespectio. l
comunfilhe de530nm,é 580 nn, )*

FUENTE: Adaptado de USP-35 NF-30 (2012).

DONDE: AGUA: agua purificada. ALCOHOL.: etanol absoluto USP. FORMALDEHIDO DILUIDO: solucién de
formaldehido y agua (1:3).

3.2.8 TECNICAS PARA ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos se procesaron utilizando el Software Microsoft Office 2010
(Microsoft Word, Microsoft Excel y Microsoft PowerPoint). Posteriormente se
analizaron estadisticamente con el Software Statgraphics Centurion 16.1.15 (XV) en
espafiol.

38



IV. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

En este capitulo se detalla el andlisis de los datos obtenidos durante la
determinacién microbiolégica de potencia antibiética de muestras de cloranfenicol
(capsulas y suspension oral) por el método turbidimétrico. Asimismo se presentan
los resultados y la interpretacion de estos.

4.1 PARA CLORANFENICOL 500 mg (CAPSULAS)
4.1.1 DiA1
4.1.1.1 LECTURAS DE ABSORBANCIA OBTENIDAS LUEGO DEL ANALISIS

TABLA N° 2: Lecturas de absorbancia de los estandares correspondientes al Dia 1
de analisis de las muestras de capsulas.

. Concentracion oo far . . | Absorbancia|Desviacion
Estandar (pg/mL) Repeticion ‘Aihs’oﬁb"n‘;;l@ Promedio | Estandar

0.6706) 0.67080 |0.00052915
0.6714
0.6519
06525 .| 0.65317 [0.00170098

S1 1.600

Sy 2000 | 2 | 0652
10,6551
0.6358
06366 | 0.63643 |0.00056862
0.6369
0.6022 .
06006 | 0.60063 [0.00155027
05991
0.5643 -
 0.5664 0.56527 |0.00105987
- 05651
Donde: S1, Sz, S3, S4 y Ss: estandares empleados el Dia 1 de andlisis.
FUENTE: Resultados de la valoracion. Elaboracion propia.

S3 2.500

Sy 3.125

Ss 3.900

WIN| = [WIN[=2W|IN[=2]WIN|=]W[IN|—~

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 1 de
analisis obtenidas luego del enfrentamiento de los estandares (de concentracién
conocida) con el indculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la posterior inactivacion
del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada tratamiento se evalio por

triplicado.
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Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada uno de los estandares y su desviacién estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

Los valores de absorbancia de los estandares disminuyen a medida que la
concentracion de los mismos aumenta lo cual indica que existe una relacion inversa
entre Absorbancia y Concentracion. Este fendmeno se puede explicar porque a
mayor concentracion del antibiético la concentracion del microorganismo de prueba
disminuyd notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz absorbida luego
del tratamiento (Absorbancia).

TABLA N° 3: Lecturas de absorbancia obtenidas de las muestras problema
correspondientes al Dia 1 de analisis de las muestras de capsulas.

.. .. |Absorbancia | Desviacién
Absorbancia|’ o o odio | Estandar

Concentracion

Muestra | Repeticion
P (ug/mL)

=N

- 06221 | 0.62113 |0.00142244
- 0.6195

C,

— | 06069
—  0:6080 | 0.60917 |0.00302379
0.6126 _

C

06309
06315 | 063120 | 0.0003000
—- 0.6312

Cs

— _0:6060
06077 | 0.60630 |0.00127671
— 0.6052

Ca

06178
06129 | 061576 |0.00255969
3 —- | 0.6166

NI=WIN|=2WIN]=|WIN]=ajW]N

Cs

Donde: C4, C2, Ca, C4y Cs: Muestras problema empleadas el Dia 1 de andlisis.
FUENTE: Resultados de la valoracion. Elaboracion propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 1 de
andlisis obtenidas luego del enfrentamiento de las muestras problema (de
concentracion desconocida) con el inéculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la
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posterior inactivacion del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada

tratamiento se evaluo por triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada una de las muestras y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

Las lecturas de absorbancia obtenidos para cada muestra son distintos y dentro de
estas se observoé una relacion inversa entre Absorbancia y Concentraciéon. Este
fendmeno se puede explicar porque cada muestra tiene una procedencia distinta y
cada una de las muestras paso por distintos procesos de produccién como también
distintos controles de calidad.

4.1.1.2 DETERMINACION DE LA CURVA ESTANDAR

TABLA N° 4: Datos utilizados para generar la linea de la curva estandar
correspondiente al Dia 1 de analisis de las muestras de capsulas.

Estandar | Repeticion Concentracion Log10_Conc | Absorbancia
(pg/mL)
1 1.600 0.204119983 0.6704
S4 2 1.600 0.204119983 0.6706
3 1.600 0.204119983 0.6714
1 2.000 0.301029996 0.6519
S 2 2.000 0.301029996 0.6525
3 2.000 0.301029996 0.6551
1 2.500 0.397940009 0.6358
Ss 2 2.500 0.397940009 0.6366
3 2.500 0.397940009 0.6369
1 3.125 0.494850022 0.6022
S4 2 3.125 0.494850022 0.6006
3 3.125 0.494850022 0.5991
1 3.900 0.591064607 0.5643
Ss 2 3.900 0.591064607 0.5664
3 3.900 0.591064607 0.5651

Donde: S4, Sa, Ss, S4 ¥ Ss. estandares empleados el Dia 1 de andlisis.
FUENTE: Eiaboracioén propia.
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INTERPRETACION

La tabla nos muestra los datos empleados el Dia 1 de analisis para la generacién de
la curva estandar. Esta se obtuvo graficando los valores de absorbancia obtenidos
de los estandares en funcién del logaritmo decimal de sus concentraciones.

Determinacién de la Curva Estandar por reqresion simple: ABSORBANCIA vs.
LOG10 CONC

Variable dependiente: ABSORBANCIA
Variable independiente: LOG10_CONC

Lineal: Y = a + b*X

Coeficientes

. Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.733598 0.00593304 123.646 0.0000
Pendiente -0.272341 0.0141033 -19.3104 0.0000
FUENTE: Obtenido a partir de la regresion simple de los datos correspondiente al Dia 1 de analisis.
Analisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl| Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Modelo 0.0208372 1 0.0208372 372.89 | 0.0000
Residuo 0.000726437 13| 0.0000558798
Total (Corr.) 0.0215636 14

FUENTE: Obtenido a partir de la regresién simple de los datos correspondiente al Dia 1 de anélisis.

Coeficiente de Correlacion =-0.983012
R-cuadrada =96.6312 porciento

INTERPRETACION

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién
estadisticamente significativa entre ABSORBANCIA y LOG10_CONC con un
nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 96.6312% de la
variabilidad en ABSORBANCIA. El coeficiente de correlacién es igual a -0.983012,
indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables ABSORBANCIA y
LOG10_CONC. El error estandar del estimado indica que la desviacion estandar de
los residuos es 0.00747528.
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DISCUSION:

La absorbancia dependié del logaritmo decimal de la concentraciéon en un 98.30%.
Existe una relacién inversa entre las variables. A mayor concentracion del
antibiotico, la absorbancia leida sera menor.

GRAFICO N° 1: Del modelo ajustado correspondiente al Dia 1 de analisis de las
muestras de capsulas.
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o
o))
(¢}

ABSORBANCIA = 0.733598 - 0.272341*LOG10_CON
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FUENTE: Obtenido a partir de los datos mostrados en la TABLA N° 4 utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION

El grafico anterior corresponde a la curva estandar generada a partir de la regresion
simple de la absorbancia en funcion del logaritmo decimal de cada uno de los
estandares. Se puedo observar que la relacion entre la ABSORBANCIA y el
LOG10_CONC, es inversa. A mayor concentracion de los estandares, menor lectura

de absorbancia (evidencia la disminucién de la concentraciéon del in6culo).
DISCUSION:

La absorbancia dependié del logaritmo decimal de la concentraciéon en un 98.30%.
Existio una relacion inversa entre las variables. A mayor concentracion de los
estandares, menor lectura de absorbancia (evidencia la disminucién de Ia
concentracion del inéculo).



4.1.1.3 RESULTADOS DEL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA

TABLA N° 5: Resultados de concentracion y % de potencia antibidtica
correspondientes al Dia 1 de analisis de las muestras de capsulas.

. s Concentracion | % de potencia
Muestra | Repeticion (ng/mL) antigiética
1 2.574 L 10295
Ci 2 2.567 L 102.69
3 2.624 10497
1 2.919 | 11678
C, 2 2.892 . 1570
3 2782 |- 11128
1 2.383 f 95.33
Cs 2 2.371 . 9484
3 2.377 L. 95.09
1 2.942 L 117.67
Cs 2 2.900 11599
3 2.962 11847
1 2.662 . 10649
Cs 2 2.775 C 111.00
3 2.690 | 10758 .

Donde: C4, Cy, C3, Cay Cs: Muestras problema empleadas el Dia 1 de analisis.
FUENTE: Elaboraci6n propia.

INTERPRETACION:
La tabla anterior expone los resultados de concentracion de las muestras de
capsulas correspondientes al Dia 1 de analisis, los mismos que fueron calculados a

partir de la ecuacion de la linea de la curva estandar obtenida por regresion lineal.

El % de potencia antibiética de las muestras problema se determiné en funcion a la
mediana de la concentracién (estandar 3: Ss), cuya concentracion es conocida

(2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.
DISCUSION:

Los porcentajes de potencia antibiética de las muestras se encontraron dentro del
rango que especifica la USP-35/NF-30, la misma que indica que para el antibiético
cloranfenicol no debe ser menor que 90% ni mayor que 120%. Los valores obtenidos
no varian significativamente por dia debido a que la determinacion se llevé a cabo a

las mismas condiciones.



41.2DiA 2
4.1.2.1 LECTURAS DE ABSORBANCIA OBTENIDAS LUEGO DEL ANALISIS

TABLA N° 6: Lecturas de absorbancia obtenidas de los estandares
correspondientes al Dia 2 de analisis de las muestras de capsulas.

. Concentracion N \ .. | Absorbancia | Desviacion
Estandar (ng/mL) Repeticion |Abserbancia Promedio | Estandar

S4 1.600

(5\.3 001 | 070017 {0.00020817

S, 2.000 06698 | 0.66977 0.0020502

0.6481
06511__| 0.65053 | 0.0022053
06524

Ss3 2.500

0.6068 0.60697 |0.00056862
0.6076;
05895
05901 - -{ 0.58960 |0.00045826
05892
Donde: S4, Sz, S, S4 ¥ Ss: estandares empleados el Dia 2 de analisis.
FUENTE: Resultados de la valoracién. Elaboracién propia.

S4 3.125

Ss 3.900

WIN=|WIN|=[OIN=|WIN[=]|WIN] -

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 2 de
andlisis obtenidas luego del enfrentamiento de los estandares (de concentracion
conocida) con el in6culo (Escherichia coli ATCC 10536) y la posterior inactivacion
del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada tratamiento se evalio por

triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada uno de los estandares y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

Los valores de absorbancia de los estandares disminuyen a medida que la
concentracion de fos mismos aumenta lo cual indica que existe una relacion inversa
entre Absorbancia y Concentracion. Este fenémeno se pudo explicar porque a mayor
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concentracion del antibidtico la concentracion del microorganismo de prueba
disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz absorbida luego
del tratamiento (Absorbancia).

TABLA N° 7: Lecturas de absorbancia obtenidas de las muestras problema
correspondientes al Dia 2 de analisis de las muestras de capsulas.

Concentraciéni,. . .
Absorbancia

(pg/mL)

Absorbancia | Desviacion

Muestra | Repeticion Promedio Estandar

06397
— 06390 | 0.63850 [0.001513275
_0:6368

Ci

— | o625
06276 | 0.62517 |0.002615977
06224

C2

—  0:6476
06490 | 0.64890 |0.001252996
0.6501

Cs

06258
06231 | 062370 [0.001873499
— 0.6222

Cs

— 06306
~ 06313 | 063153 |0.001069268
— - 06327

Cs

XTI BN IR DI BN XY T S PR LY S PR Y e
]
]
1

Donde: C4, Cy, C3, C4y Cs: Muestras problema empleadas el Dia 2 de analisis.
FUENTE: Resultados de la valoracién. Elaboracién propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 2 de
andlisis obtenidas luego del enfrentamiento de las muestras problema (de
concentracion desconocida) con el inéculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la
posterior inactivacion del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada
tratamiento se evaltia por triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada una de las muestras y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

A medida que se incrementa la concentracion de los estandares, las lecturas de
absorbancia de los mismos disminuyen, lo cual indica que existe una relacién
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inversa entre Absorbancia y Concentracion. Este fenébmeno se pudo explicar porque
a mayor concentracion del antibiético la concentracion del microorganismo de
prueba disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz
absorbida luego del tratamiento (Absorbancia).

4.1.2.2 DETERMINACION DE LA CURVA ESTANDAR

TABLA N° 8: Datos utilizados para generar la linea de la curva estandar
correspondiente al Dia 2 de analisis de las muestras de capsulas.

Estandar | Repeticion Concentracion Log10_Conc | Absorbancia
(ug/mL)
1 1.600 0.204119983 0.7000
Sq 2 1.600 0.204119983 0.7001
3 1.600 0.204119983 0.7004
1 2.000 0.301029996 0.6677
Sz 2 2.000 0.301029996 0.6698
3 2.000 0.301029996 0.6718
1 2.500 0.397940009 0.6481
Ss3 2 2.500 0.397940009 0.6511
3 2.500 0.397940009 0.6524
1 3.125 0.494850022 0.6065
S4 2 3.125 0.494850022 0.6068
3 3.125 0.494850022 0.6076
1 3.900 0.591064607 0.5895
Ss 2 3.900 0.591064607 0.5901
3 3.900 0.591064607 0.5892

Donde: S4, Sz, S3, S4 ¥ Ss: estandares empleados el Dia 2 de analisis.
FUENTE: Elaboracion propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra los datos empleados el Dia 2 de analisis para la generacion de
la curva estandar. Esta se obtuvo graficando los valores de absorbancia obtenidos
de los estandares en funcién del logaritmo decimal de sus concentraciones.

Determinacion de la Curva Estandar por regresiéon simple: ABSORBANCIA vs.

LOG10 CONC

Variable dependiente: ABSORBANCIA
Variable independiente: LOG10_CONC

Lineal: Y =a + b*X
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Coeficientes

p Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.760133 0.00441001 172.365 0.0000
Pendiente -0.293429 0.010483 -27.9911 0.0000

FUENTE: Obtenido a partir de la regresién simple de los datos correspondiente al Dia 2 de analisis.

Analisis de Varianza

Fuente Ci‘;’:;gss Gl [{Cuadrado Medio| Razén-F Valor-P
Modelo 0.024189 1 0.024189 783.50 0.0000
Residuo 0.00040135 13 | 0.000030873

Total (Corr.) 0.0245904 14

FUENTE: Obtenido a partir de la regresién simple de los datos correspondiente al Dia 2 de analisis.

Coeficiente de Correlacién = -0.991806
R-cuadrada = 98.3679 porciento

INTERPRETACION

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién
estadisticamente significativa entre ABSORBANCIA y LOG10_CONC con un
nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 98.3679% de la
variabilidad en ABSORBANCIA. El coeficiente de correlacion es igual a -0.991806,
indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables ABSORBANCIA y
LOG10_CONC. El error estandar del estimado indica que la desviacion estandar de
los residuos es 0.00555635.

DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracion en un 99.18%.
Existe una relacion inversa entre las variables. A mayor concentracion del

antibidtico, la absorbancia leida sera menor.
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GRAFICO N° 2: Del modelo ajustado correspondiente al Dia 2 de analisis de las
muestras de capsulas.

ABSORBANCIA = 0.760133 - 0.293429*L.OG10_CONC
073 T T T T T_]

ABSORBANCIA
o o
e} o)) o
A 3 N
T i T
1 ! I

o
o]
-—
|
L

058 L1 ! 1 1 17
0.2 0.3 04 0.5 0.6
LOG10_CONC

FUENTE: Obtenido a partir de los datos mostrados en la TABLA N°8 utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION

El grafico anterior corresponde a la curva estandar generada a partir de la regresion
simple de la absorbancia en funcién del logaritmo decimal de cada uno de los
estandares. Se puede observar que la relacion entre la ABSORBANCIA y el
LOG10_CONC, es inversa. A mayor concentracion de los estandares, menor lectura
de absorbancia (evidencia la disminucién de la concentracién del inéculo).

DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracién en un 99.18%.
Existe una relacién inversa entre las variables. A mayor concentracion de los
estandares, menor lectura de absorbancia (evidencia la disminucién de la

concentracion del indculo).
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4.1.2.3 RESULTADOS DEL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA

TABLA N° 9: Resultados de concentracion y % de potencia antibiética
correspondientes al Dia 2 de analisis de las muestras de capsulas.

. Concentracion |_%, de potencia
Muestra | Repeticién (ugimL) o 'antigiéti_c'a» ~
1 2573  102.90
(o 2 2.587 i 10347
3 2.632 Y 10527
1 2.876 . 115.03"
C; 2 2.829 . 11315
3 2.947 11787
1 2.418 C 9672
Cs 2 2.391 | 9566,
3 2.371 . 9484
1 2.869 L 114.76
Cs 2 2.930 11722
3 2.951 11805
1 2.763 11052
Cs 2 2.748 . 109.91
3 2.718 108,71

Donde: C4, Cz, Ca, C4y Cs: Muestras problema empleadas el Dia 2 de analisis.
FUENTE: Elaboracién propia.

INTERPRETACION:

La tabla anterior expone los resuitados de concentracion de las muestras de
capsulas correspondientes al Dia 2 de analisis, los mismos que fueron calculados a
partir de la ecuacion de la linea de la curva estandar obtenida por regresién lineal.

El % de potencia antibidtica de las muestras problema se determiné en funcién a la
mediana de la concentracion (estandar 3: S3), cuya concentracion es conocida

(2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.

DISCUSION:

Los porcentajes de potencia antibiética de las muestras se encuentran dentro del
rango que especifica la USP-35/NF-30, la misma que indica que para el antibi6tico
cloranfenicol no debe ser menor que 90% ni mayor que 120%. Los valores obtenidos
no varian significativamente por dia debido a que la determinacién se llevé a cabo a

las mismas condiciones.
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41.3DIA3
4.1.3.1 LECTURAS DE ABSORBANCIA OBTENIDAS LUEGO DEL ANALISIS

TABLA N° 10: Lecturas de absorbancia obtenidas de los estandares
correspondientes al Dia 3 de analisis de las muestras de capsulas.

Absorbancia| Desviacion
Promedio Estandar

Estandar | °*°* 10N | Repeticién |Absorbancia

0.7137 .
0.7142 0.71427 |0.000602771
0.7149
06742
06678 | 0.66823 [0.005762233
0.6627
0.6497
0:6511 0.65113 |0.001450287
06526
0.6058
0.606/1 0.60717 | 0.00211266
0.6096

St 1.600

S; 2.000

Ss3 2.500

Sy 3.125

05993
0.5997 0.59973 |0.000450925
0.6002
Donde: S4, S, S3, Sa vy Ss: estandares empleados el Dia 3 de anélisis.
FUENTE: Resultados de la valoracién. Elaboracién propia.

Ss 3.900

WINI=2WIN=WIN|=2 W[N] W[N|=

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 3 de
analisis obtenidas luego del enfrentamiento de los estandares (de concentracién
conocida) con el inéculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la posterior inactivacién
del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada tratamiento se evalla por

triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada uno de los estandares y su desviaciéon estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

Los valores de absorbancia de los estandares disminuyen a medida que Ia
concentracion de los mismos aumenta lo cual indica que existe una relacion inversa
entre Absorbancia y Concentracién. Este fendmeno se puede explicar porque a
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mayor concentracion del antibiético la concentracion del microorganismo de prueba
disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz absorbida luego
del tratamiento (Absorbancia).

TABLA N° 11: Lecturas de absorbancia obtenidas de las muestras problema
correspondientes al Dia 3 de analisis de las muestras de capsulas.

Absorbancia, Absorbancia | Desviacion

Promedio Estandar

. . |Concentracion
Muestra | Repeticion

(ng/mL)
06411
0:6430 | 0.64400 |0.003508561

Cq

. 0.6479
| 06303
06315 | 0.63000 |0.001670329
06282

C2

o N dem,

06541 | 0.65420 0.0031
- 0.6573

Cs

— 06310

016305 | 0.62960 |0.002007486
— 0.6273

Cs

= | oess0
06393 | 0.63733 |0.002173323
- | 0.6377

Cs

QWIN|=|WIN|=2{WIN|=WIN|=]W[N]=
]
1

Donde: C4, Co, Cs, Csy Cs: Muestras problema empleadas el Dia 3 de andlisis.
FUENTE: Resultados de la valoracion. Elaboracién propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 3 de
analisis obtenidas luego del enfrentamiento de las muestras problema (de
concentracion desconocida) con el inéculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la
posterior inactivacién del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada

tratamiento se evalla por triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada una de las muestras y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

A medida que se incrementa la concentracién de los estandares, las lecturas de
absorbancia de los mismos disminuyen, lo cual indica que existe una relacién
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inversa entre Absorbancia y Concentracion. Este fendmeno se puede explicar
porque a mayor concentracion del antibiético la concentracion del microorganismo
de prueba disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz
absorbida luego del tratamiento (Absorbancia).

4.1.3.2 DETERMINACION DE LA CURVA ESTANDAR

TABLA N° 12: Datos utilizados para generar la linea de la curva estandar
correspondiente al Dia 3 de andlisis de las muestras de capsulas.

Estandar | Repeticion Concentracién Log10_Conc | Absorbancia
(pg/mlL)
1 1.600 0.204119983 0.7137
S4 2 1.600 0.204119983 0.7142
3 1.600 0.204119983 0.7149
1 2.000 0.301029996 0.6742
S, 2 2.000 0.301029996 0.6678
3 2.000 0.301029996 0.6627
1 2.500 0.397940009 '0.6497
S3 2 2.500 0.397940009 0.6511
3 2.500 0.397940009 0.6526
1 3.125 0.494850022 0.6058
S4 2 3.125 0.494850022 0.6061
3 3.125 0.494850022 0.6096
1 3.900 0.591064607 0.5993
Ss 2 3.900 0.591064607 0.5997
3 3.900 0.591064607 0.6002

Donde: Sy, S, S, Sa y Ss: estAndares empleados el Dia 3 de anélisis.
FUENTE: Elaboracion propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra los datos empleados el Dia 3 de analisis para la generacion de
la curva estandar. Esta se obtuvo graficando los valores de absorbancia obtenidos
de los estandares en funcion del logaritmo decimal de sus concentraciones.

Determinacion de la_Curva Estandar por regresién simple: ABSORBANCIA vs.

LOG10 CONC

Variable dependiente: ABSORBANCIA
Variable independiente: LOG10_CONC

Lineal: Y =a + b*X
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Coeficientes

. Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.767401 0.00774467 99.0877 0.0000
Pendiente -0.299886 0.0184097 -16.2895 0.0000

FUENTE: Obtenido a partir de la regresién simple de los datos correspondiente al Dia 3 de analisis.
Analisis de Varianza
Suma de . .
Fuente Cuadrados Gl |Cuadrado Medio| Razén-F Valor-P
Modelo 0.0252652 1 0.0252652 265.35 0.0000
Residuo 0.0012378 13 0.00009521 53
Total (Corr.) 0.026503 14 ]

FUENTE: Obtenido a partir de la regresion simple de los datos correspondiente al Dia 3 de andlisis.

Coeficiente de Correlacion = -0.976369

R-cuadrada = 95.3296 porciento
INTERPRETACION

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién
estadisticamente significativa entre ABSORBANCIA y LOG10_CONC con un

nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 95.3296% de la
variabilidad en ABSORBANCIA. El coeficiente de correlacion es igual a -0.976369,
indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables ABSORBANCIA y
LOG10_CONC. El error estandar del estimado indica que la desviacion estandar de
los residuos es 0.00975783.

DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracién en un 97.64%.
Existe una relacion inversa entre las variables. A mayor concentracion del

antibiotico, la absorbancia leida sera menor.
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GRAFICO N° 3: Del modelo ajustado correspondiente al Dia 3 de analisis.

ABSORBANCIA = 0.767401 - 0.299886*LOG10_CONC
0.74 T T T T T_]
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FUENTE: Obtenido a partir de los datos mostrados en la TABLA N° 12 utilizando el Software Statgraphics

Centurion 16.1.15 (XV). 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION

El gréafico anterior corresponde a la curva estandar generada a partir de la regresion
simple de la absorbancia en funcién del logaritmo decimal de cada uno de los
estandares. Se puede observar que la relacion entre la ABSORBANCIA y el
LOG10_CONC, es inversa. A mayor concentracién de los esténdares, menor lectura

de absorbancia (evidencia la disminucién de la concentracién del in6culo).
DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracion en un 97.64%.
Existe una relacion inversa entre las variables. A mayor concentracion de los
estandares, menor lectura de absorbancia (evidencia la disminucién de la

concentracién del inéculo).
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4.1.3.3 RESULTADOS DEL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA

TABLA N° 13: Resumen de los resultados de concentracion y % de potencia
antibiética correspondientes al Dia 3 de analisis de las muestras de capsulas.

.. | Concentracién | % de potencia
Muestra | Repeticion (ug/mL) g antigijética, ‘
1 2637 . 10549
o 2 2.599 10396
3 2.503 C100.12
1 2.865 L 11461
C. 2 2.839 . 11356,
3 2.912 . 11647
1 2.385 ' 09539
Cs 2 2.442 ' 97.69
3 2.329 . 93.15
1 2.850 113.99
Cs 2 2.861 H 11443
3 2.932 F 117.28
1 2.764 . 11055
Cs 2 2674 | 106.96
3 2.707 . 108.28

Donde: C4, Cyz, C3, C4y Cs: Muestras problema empleadas el Dia 3 de andlisis.

FUENTE: Elaboracion propia.

INTERPRETACION:

La tabla anterior expone los resultados de concentracion de las muestras de
capsulas correspondientes al Dia 3 de analisis, los mismos que fueron calculados a
partir de la ecuacion de la linea de la curva estandar obtenida por regresion lineal.

El % de potencia antibidtica de las muestras problema se determin6 en funcion a la
mediana de la concentracion (estandar 3: Sj), cuya concentracion es conocida

(2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.
DISCUSION:

Los porcentajes de potencia antibidtica de las muestras se encuentran dentro del
rango que especifica la USP-35/NF-30, la misma que indica que para el antibi6tico
cloranfenicol no debe ser menor que 90% ni mayor que 120%. Los valores obtenidos
no varian significativamente por dia debido a que la determinacién se lievo a cabo a

las mismas condiciones.
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4.1.4 ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS (DIA 1, DiA 2 Y DiA 3)

Para un estudio comparativo de los datos correspondientes a los tres dias de
analisis se procedié con el andlisis de varianza de varios factores para el % de
potencia antibiética (Prueba ANOVA Multifactorial).

Este analisis realiza varias pruebas y graficas para determinar qué factores tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre el % de potencia antibiética. También

evalta la significancia de las interacciones entre los factores.
ANOVA MULTIFACTORIAL - % DE POTENCIA ANTIBIOTICA
Variable dependiente: % de potencia antibiética

Factores:
MUESTRA
DIA

Numero de casos completos: 90 (30 por dia: 15 correspondientes a estandares y

15 a muestras problema).

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA

TABLA N° 14: Analisis de Varianza para % de potencia antibiética de las muestras
de capsulas evaluadas los dias 1,2y 3.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F| Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:MUESTRA 50853.8 9 156650.42 3351.21 {0.0000
B:DIA 2.49054 2 [1.24527 0.74 0.4821
INTERACCIONES

AB 10.0551 18 {0.558616 0.33 0.9942
RESIDUOS 101.165 60 [1.68609
TOTAL (CORREGIDO) [50967.5 89

FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias andlisis utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION Y ANALISIS

En la tabla anterior se observa la variacion de los resultados del % de potencia
antibiética tomando como efectos principales los factores MUESTRA y DIA.
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Puesto que el valor-P correspondiente al factor MUESTRA es menor que 0.05 se
concluye que existe una diferencia significativa entre las mismas con un 95.0% de
nivel de confianza, lo que indica que ninguna de las 5 muestras evaluadas es igual
que otra. Todas presentan un % de potencia antibiética diferente.

En el caso del factor DIA, no existe una variacién significativa ya que el valor-P es
mayor que 0.05. Esto indica que las condiciones de analisis por dia no afectaron en
gran medida los resultados obtenidos.

MEDIAS POR MINIMOS CUADRADOS PARA EL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA
CON INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95.0%

TABLA N° 15: Medias del % de potencia antibiética de las muestras de capsulas por

muestra.
. . Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior | Superior

1 9 64.0 0.432831 63.1342 64.8658
2 9 80.0 0.432831 79.1342 80.8658
3 9 100.0 0.432831 99.1342 100.866
4 9 125.0 0.432831 124.134 125.866
5 9 156.0 0.432831 155.134 156.866
6 9 + 103.536. | 0.432831 102.670 104.401
7 9 " 114.939 | 0.432831 114.073 | 115.805
8 9 . 95.4122 | 0.432831 94.5464 96.2780
9 9 - 116.429 | 0.432831 115.563 117.295
10 9 108.89 | 0.432831 108.024 109.756

Donde: Los niveies 6, 7, 8, 9 y 10 corresponden a las medias de! % de potencia antibiética de las muestras
problema de capsulas evaluadas los dias 1, 2 y 3. Los niveles anteriores corresponden a los estandares.
FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias analisis utilizando el Software STATGRAPHICS
CENTURION.

INTERPRETACION Y ANALISIS:

En la tabla anterior se consignan las medias, por cada nivel, de los 9 casos
correspondientes a los tres dias de analisis. Podemos observar que las medias del
% de potencia antibidtica de todas las muestras problema se encuentran dentro del
rango establecido en Farmacopea de los Estados Unidos vigente (USP-35/NF-30)
que considera que el antibiético cloranfenicol no debe poseer un % de potencia

antibiética menor de 90% ni mayor de 120%.

Asimismo se observa que ninguna de las 5 muestras evaluadas es igual que otra.
Todas presentan un % de potencia antibiética diferente.
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TABLA N° 16: Medias de % de potencia antibiética de las muestras de capsulas por

dia.
. . Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est Inferior | Superior
1 30 106.395 | 0.237071 105.92 106.869
2 30 106.636 | 0.237071 106.162 107.11
3 30 106.231 | 0.237071 105.757 106.705
MEDIA GLOBAL 90 106.421

Donde: 1, 2y 3 corresponden a cada uno de los dias de analisis.
FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias analisis utilizando el Software Statgraphics

Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION Y ANALISIS

Esta tabla muestra las medias de los 30 casos evaluados por dia de andélisis. No se

observa una variacion significativa por dia, lo cual indica que las muestras problema

fueron analizadas a las mismas condiciones. Se obtuvo una media global de
106.421%, la cual corresponde a los 90 casos evaluados incluidos estandares y

muestras problema.
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TABLA N° 17: Medias del % de potencia antibi6tica de muestras de capsulas por dia

y muestra.
| Nivel Casos Media Error Limi_te Limitg
Est. Inferior Superior
MUESTRA por DIA
1,1 3 64.0 0.749686 | 62.5004 65.4996
1,2 3 64.0 0.749686 | 62.5004 65.4996
1,3 3 64.0 0.749686 | 62.5004 65.4996
2,1 3 80.0 0.749686 | 78.5004 81.4996
2,2 3 80.0 0.749686 | 78.5004 81.4996
2,3 3 80.0 0.749686 | 78.5004 81.4996
3,1 3 100.0 0.749686 | 98.5004 101.5
3,2 3 100.0 0.749686 | 98.5004 101.5
3,3 3 100.0 0.749686 98.5004 101.5
41 3 125.0 0.749686 123.5 126.5
4,2 3 125.0 0.749686 123.5 126.5
43 3 125.0 0.749686 123.5 126.5
5,1 3 156.0 0.749686 154.5 157.5
52 3 156.0 0.749686 154.5 157.5
53 3 156.0 0.749686 154.5 157.5
6,1 3 103.537 | 0.749686 | 102.037 105.036
6,2 3 103.88 | 0.749686 102.38 105.38
6,3 3 103.19 | 0.749686 101.69 104.69
7,1 3 114.587 | 0.749686 | 113.087 116.086
7,2 3 115.35 | 0.749686 113.85 116.85
7,3 3 114.88 | 0.749686 113.38 116.38
8,1 3 95.0867 | 0.749686 | 93.5871 96.5863
8,2 3 95.74 0.749686 | 94.2404 97.2396
8,3 3 95.41 0.749686 | 93.9104 96.9096
9,1 3 117.377 | 0.749686 | 115.877 118.876
9,2 3 116.677 | 0.749686 115.177 118.176
.93 3 115.233 | 0.749686 | 113.734 116.733
10,1 3 108.36 | 0.749686 106.86 109.86
10,2 3 109.713 | 0.749686 108.214 111.213
10,3 3 108.597 | 0.749686 107.097 110.096

Donde: Los niveles 6, 7, 8, 9 y 10 corresponden a las medias del % de potencia antibidtica de las muestras
problema de capsulas evaluadas los dias 1, 2 y 3. Los niveles anteriores corresponden a los estandares.
FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias andlisis utilizando el Software Statgraphics

Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION Y ANALISIS

Esta tabla expone la media, del % de potencia antibiética de cada una de las

muestras por dia (tres repeticiones por dia).
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Se observa que la variacion de los resultados del % de potencia antibiética de las
muestras problema no es significativa por dia, sin embargo si por muestra.

Esto es porque las 5 muestras problema empleadas en el analisis de determinacion
de % de potencia antibiética son de diferente procedencia (L.aboratorio productor).

No hay una variacion significativa por dia ya que para cada dia de analisis las
condiciones tanto de preparacién de in6culo, estandares, muestras, etc. como de
analisis, se controlaron estrictamente.

GRAFICO N° 4: Medias del % de potencia antibidtica de muestras de capsulas por
dia y muestra.
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FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias de anélisis utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION Y ANALISIS

Las 3 lineas trazadas en la grafica representan cada uno de los dias de analisis. Se
puede observar que no hay una variacién significativa por dia.

Los resultados del % de potencia antibiética de las muestras problema varian
significativamente por muestra, ninguna tiene un resultado similar a otra, lo cual se
debe a que cada una de ellas es de distinta procedencia.
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GRAFICO N° 5: Medias del % de potencia antibi6tica de capsulas por muestra.
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FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias de andlisis utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION Y ANALISIS:

Esta grafica muestra la media de % de potencia antibiética para cada uno de los
niveles de muestra problema. Segln el grafico los resultados del % de potencia
antibiotica de las muestras varian significativamente por muestra analizada, pero
todas ellas se acercan al 100 % de potencia antibiética que corresponde a la

mediana de la concentracion con la que fueron comparadas.
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4.2 PARA CLORANFENICOL 250 mg/5mL (SUSPENSION ORAL)
4.2.1 DIA 1
4.2.1.1 LECTURAS DE ABSORBANCIA OBTENIDAS LUEGO DEL ANALISIS

TABLA N° 18: Lecturas de absorbancia de los estandares correspondientes al Dia 1
de analisis de las muestras de suspension oral.

. Concentracion ee ‘ . . | Absorbancia| Desviacion
Estandar Repeticion Ab,wljb, mgl,g; Promedio Estindar

(ng/mL)
1 06708
S 1.600 2 06712 | 0.67080 |0.000400000

S, 2.000 06515 | 065183 |0.001137248

Ss 2.500 06368 | 063713 |0.000351188

Sy 3.125

6004 | 0.60057 [0.000568624

Ss 3.900 0.5646; 0.56517 |[0.000513160

WINI=WINI=2TWINTWIN =W

Donde: S4, Sz, Ss, S4 ¥ Ss: estandares empleados el Dia 1 de andlisis.
FUENTE: Resultados de la valoracién. Elaboracién propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 1 de
andlisis obtenidas luego del enfrentamiento de los estandares (de concentracién
conocida) con el inéculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la posterior inactivacion
del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada tratamiento se evalGa por

triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada uno de los estandares y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

Los valores de absorbancia de los estandares disminuyen a medida que la
concentracién de los mismos aumenta lo cual indica que existe una relacion inversa
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entre Absorbancia y Concentracién. Este fenémeno se puede explicar porque a
mayor concentracion del antibiético la concentraciéon del microorganismo de prueba
disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz absorbida luego
del tratamiento (Absorbancia).

TABLA N° 19: Lecturas de absorbancia obtenidas de las muestras problema
correspondientes al Dia 1 de analisis de las muestras de suspensién oral.

Muestra | Repeticion Con(czlgi;:lon Absorbancia Agfg;?:(;'iz'a Dg:t"a,'ﬁgﬁ"
1 " 0.6208
Cq 2 — T 06212 | 0.62047 {0.000945163
3 06194
1 -— 0.6063
C; 2 —- 06083 | 0.60693 |0.001184624
3 06062

Donde: C4 y C2: Muestras problema empleadas el Dia 1 de andlisis.
FUENTE: Resultados de la valoracién. Elaboracién propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 1 de
analisis obtenidas luego del enfrentamiento de las muestras problema (de
concentracion desconocida) con el inéculo (Escherichia coli ATCC 10536) vy la
posterior inactivacion del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada
tratamiento se evalta por triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada una de las muestras y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

A medida que se incrementa la concentracion de los estandares, las lecturas de
absorbancia de los mismos disminuyen, lo cual indica que existe una relacién
inversa entre Absorbancia y Concentracion. Este fenémeno se pudo explicar porque
a mayor concentracion del antibidtico la concentracion del microorganismo de
prueba disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz
absorbida luego del tratamiento (Absorbancia).
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4.2.1.2 DETERMINACION DE LA CURVA ESTANDAR

TABLA N° 20: Datos utilizados para generar la linea de la curva estandar
correspondiente al Dia 1 de analisis de las muestras de suspension oral.

Estandar | Repeticion Co'};g;:i;:'o" Log10_Conc | Absorbancia
1 1.600 0.204119983 0.6708
Sy 2 1.600 0.204119983 0.6712
3 1.600 0.204119983 | 0.6704
1 2.000 0.301029996 0.6509
S, 2 2.000 0.301029996 0.6515
3 2.000 0.301029996 0.6531
1 2.500 0.397940009 0.6375
S; 2 2.500 0.397940009 0.6368
3 2.500 0.397940009 0.6371
1 3.125 0.494850022 0.6012
S, 2 3.125 0.494850022 0.6004
3 3.125 0.494850022 0.6001
1 3.900 0.591064607 0.5653
Ss 2 3.900 0.591064607 0.5646
3 3.900 0.591064607 0.5656

Donde: S4, Sz, S3, Sa4 y Ss: estandares empleados el Dia 1 de andlisis.
FUENTE: Elaboracion propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra los datos empleados el Dia 1 de andlisis para la generacién de
la curva estandar. Esta se obtuvo graficando los valores de absorbancia obtenidos
de los estandares en funcion del logaritmo decimal de sus concentraciones.

Determinacion de la Curva Estandar por regresion simple: ABSORBANCIA vs.
LOG10 CONC

Variable dependiente: ABSORBANCIA
Variable independiente: LOG10_CONC

Lineal: Y =a + b*X

Coeficientes

Estadistico

. Minimos Cuadrados Estandar
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.732999 0.00607335 120.691 0.0000
| _Pendiente -0.271238 0.0144369 -18.7879 0.0000

FUENTE: Obtenido a partir de la regresién simple de los datos correspondiente al Dia 1 de analisis.
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Analisis de Varianza

Suma de Gl

Fuente Cuadrados Cuadrado Medio| Razén-F Valor-P

Modelo 0.0206687 1 0.0206687 352.98 0.0000

Residuo 0.000761203 13 | 0.0000585541

Total (Corr.) 0.0214299 14

FUENTE: Obtenido a partir de la regresién simple de los datos correspondiente al Dia 1 de anélisis.

Coeficiente de Correlaciéon = -0.982079
R-cuadrada = 96.4479 porciento

INTERPRETACION

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion
estadisticamente significativa entre ABSORBANCIA y LOG10_CONC con un
nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 96.4479% de la
variabilidad en ABSORBANCIA. El coeficiente de correlacién es igual a -0.982079,
indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables ABSORBANCIA Y
LONG10_CONC. El error estandar del estimado indica que la desviacion estandar
de los residuos es 0.00765207.

DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracion en un 98.21%.
Existe una relacion inversa entre las variables. A mayor concentraciéon del
antibiético, la absorbancia leida sera menor.
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GRAFICO N° 6: Del modelo ajustado correspondiente al Dia 1 de analisis de las
muestras de suspension oral.
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FUENTE: Obtenido a partir de los datos mostrados en la TABLA N° 20 utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).
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INTERPRETACION

El grafico anterior corresponde a la curva estandar generada a partir de la regresion
simple de la absorbancia en funcién del logaritmo decimal de cada uno de los
estandares. Se puede observar que la relaciéon entre la ABSORBANCIA y el
LOG10_CONC, es inversa. A mayor concentracion de los estandares, menor lectura
de absorbancia (evidencia la disminucién de la concentracién del in6culo).

DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracion en un 98.21%.
Existe una relacién inversa entre las variables. A mayor concentracién de los
estandares, menor lectura de absorbancia (evidencia la disminucion de la

concentracioén del inéculo).
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4.2.1.3 RESULTADOS DEL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA

TABLA N° 21: Resumen de los resultados de concentracion y % de potencia
antibiética correspondientes al Dia 1 de analisis de las muestras de suspension oral.

. .. | Concentracién |- %, de potencia
Muestra | Repeticion %.de potencia,

(ng/mL) antibiética -

1 2.592
Cs 2 2584
3 2623 T 104.94
1 2932 1729
C, 2 2.883 | 11531
3 2.935 - 11738

Donde: C4, y C2: Muestras problema empleadas el Dia 1 de analisis.
FUENTE: Elaboracioén propia.

INTERPRETACION:

La tabla anterior expone los resultados de concentracion de las muestras de
suspension oral correspondientes al Dia 1 de andlisis, los mismos que fueron
calculados a partir de la ecuaciéon de la linea de la curva estandar obtenida por
regresion lineal.

El % de potencia antibiética de las muestras problema se determiné en funcién a la
mediana de la concentracion (estandar 3. S3), cuya concentracion es conocida

(2.500ng/mL) y corresponde a un 100% de potencia.
DISCUSION:

Los porcentajes de potencia antibidtica de las muestras se encuentran dentro del
rango que especifica la USP-35/NF-30, la misma que indica que para el antibi6tico
cloranfenicol no debe ser menor que 90% ni mayor que 120%. L.os valores obtenidos
no varian significativamente por dia debido a que la determinaci6n se llev6 a cabo a
las mismas condiciones.
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4.2.2 DiA 2
4.2.2.1 LECTURAS DE ABSORBANCIA OBTENIDAS LUEGO DEL ANALISIS

TABLA N° 22: Lecturas de absorbancia de los estandares correspondientes al Dia 2
de analisis de las muestras de suspension oral.

Absorbancia| Desviacién
Promedio Estandar

Estandar Concentracion Repeticion | Absorbancia

(pg/ml)
0.7003

0.7007 0.70063 |0.000305505
0.7009
0.6679
0.6689 0.66920 |0.001473092
0.6708
0.6514
0.6531 0.65163 0.00136504
0.6504
0.6060
0.6048 0.60583 |0.000960902
0.6067
0.5905
0.5911 0.59047 |0.000650641
0.5898

Donde: S4, S, S3, S4 ¥ Ss: estandares empleados el Dia 2 de anélisis.
FUENTE: Resultados de la valoracion. Elaboracion propia.

S1 1.600

S 2.000

S3 2.500

S4 3.125

Ss 3.900

WIN=WIN=WIN=2WIN=22WIN{=

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 2 de
analisis obtenidas luego del enfrentamiento de los estandares (de concentracion
conocida) con el indculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la posterior inactivacion
del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada tratamiento se evala por

triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada uno de los estandares y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

Los valores de absorbancia de los estandares disminuyen a medida que la
concentracion de los mismos aumenta lo cual indica que existe una relacion inversa
entre Absorbancia y Concentracion. Este fendmeno se puede explicar porque a
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mayor concentracion del antibiético la concentracion del microorganismo de prueba
disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz absorbida luego
del tratamiento (Absorbancia).

TABLA N° 23: Lecturas de absorbancia obtenidas de las muestras problema
correspondientes al Dia 2 de analisis de las muestras de suspension oral.

1 Ui 06379

Cs 2 Uiz 06385 | 0.63790 0.0006
3 Usis . 06373
1 U, 06244

C: 2 U,., | 06231 | 0.62390 0.0007
3 U, | 06242

Donde: C1y Cz: Muestras problema empleadas el Dfa 2 de andlisis.
FUENTE: Resultados de la valoracion. Elaboracién propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 2 de
analisis obtenidas luego del enfrentamiento de las muestras problema (de
concentracion desconocida) con el inéculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la
posterior inactivaciéon del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada

tratamiento se evalla por triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada una de las muestras y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy

significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

A medida que se incrementa la concentracion de los estandares, las lecturas de
absorbancia de los mismos disminuye, lo cual indica que existe una relacion inversa
entre Absorbancia y Concentracion. Este fenédmeno se puede explicar porque a
mayor concentracién del antibiético la concentracién del microorganismo de prueba
disminuira notablemente, 1o cual se evidencia con la cantidad de luz absorbida luego

del tratamiento (Absorbancia).
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4.2.2.2 DETERMINACION DE LA CURVA ESTANDAR

TABLA N° 24: Datos utilizados para generar la linea de la curva estandar
correspondiente al Dia 2 de andlisis de las muestras de suspension oral.

Estandar | Repeticion Concentracion Log10_Conc | Absorbancia
(pg/mL)
1 1.600 0.204119983 0.7003
S¥ 2 1.600 0.204119983 0.7007
3 1.600 0.204119983 0.7009
1 2.000 0.301029996 0.6679
S, 2 2.000 0.301029996 0.6689
3 2.000 0.301029996 0.6708
1 2.500 0.397940009 0.6514
S; 2 2.500 0.397940009 0.6531
3 2.500 0.397940009 0.6504
1 3.125 0.494850022 0.6060
S, 2 3.125 0.494850022 0.6048
3 3.125 0.494850022 0.6067
1 3.900 0.591064607 0.5905
Ss 2 3.900 0.591064607 0.5911
3 3.900 0.591064607 0.5898

Donde: S1, Sy, S3, S4y Ss: estandares empleados el Dia 2 de analisis.
FUENTE: Elaboracién propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra los datos empleados el Dia 2 de analisis para la generacion de
la curva estandar. Esta se obtuvo graficando los valores de absorbancia obtenidos
de los estandares en funcién del logaritmo decimal de sus concentraciones.

Determinacion de la Curva Estandar por regresion simple: ABSORBANCIA vs.

LOG10 CONC

Variable dependiente: ABSORBANCIA
Variable independiente: LOG10_CONC

Lineal: Y =a + b*X

Coeficientes

. Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.760186 0.00505479 150.389 0.0000
Pendiente -0.293193 0.0120157 -24.4009 0.0000

FUENTE: Obtenido a partir de la regresion simple de los datos correspondiente al Dia 2 de analisis.
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Analisis de Varianza

Suma de Gl

Fuente Cuadrados Cuadrado Medio| Razén-F Valor-P

Modelo 0.0241501 1 0.0241501 595.40 0.0000

Residuo 0.000527291 13 | 0.0000405608

Total (Corr.) 0.0246774 14

FUENTE: Obtenido a partir de la regresién simple de los datos correspondiente al Dia 2 de anélisis.

Coeficiente de Correlacion = -0.989259
R-cuadrada = 97.8633 porciento

INTERPRETACION

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relaciéon
estadisticamente significativa entre ABSORBANCIA y LOG10_CONC con un
nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 97.8633% de la
variabilidad en ABSORBANCIA. El coeficiente de correlacion es igual a -0.989259,
indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables ABSORBANCIA y
LOG10_CONC. El error estandar del estimado indica que la desviacién estandar de
los residuos es 0.00636874.

DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracién en un 98.91%.
Existe una relacion inversa entre las variables. A mayor concentracion del

antibiético, la absorbancia leida sera menor.
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GRAFICO N° 7: Del modelo ajustado correspondiente al Dia 2 de andlisis de las
muestras de suspension oral.
ABSORBANCIA = 0.760186 - 0.293193*LOG10_CONC
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FUENTE: Obtenido a partir de los datos mostrados en la TABLA N° 24 utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION

El grafico anterior corresponde a la curva estandar generada a partir de la regresion
simple de la absorbancia en funciéon del logaritmo decimal de cada uno de los
estandares. Se puede observar que la relacion entre la ABSORBANCIA y el
LOG10_CONC, es inversa. A mayor concentracion de los estandares, menor lectura

de absorbancia (evidencia la disminucion de la concentracion del inéculo).
DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracion en un 98.91%.
Existe una relacion inversa entre las variables. A mayor concentracién de los
estandares, menor lectura de absorbancia (evidencia la disminucién de Ia

concentracién del inéculo).
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4.2.2.3 RESULTADOS DEL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA

TABLA N° 25; Resultados de concentracion y % de potencia antibiética
correspondientes al Dia 2 de analisis de las muestras de suspension oral.

. g Concentracion | %, de potencia;
Muestra | Repeticién (ug/mL) . “)a'ntilgidtit;aj
1 2.573 . 10290
Cq 2 2 587 | 10347
3 2.632 | 10527
1 2.876 11503
C, 2 2.829 | 11315
3 2.947 L

Donde: C y C2: Muestras problema empleadas el Dia 2 de andlisis.
FUENTE: Elaboracion propia.

INTERPRETACION:

La tabla anterior expone los resultados de concentracién de las muestras de
suspension oral correspondientes al Dia 2 de analisis, los mismos que fueron
calculados a partir de la ecuaciéon de la linea de la curva estandar obtenida por

regresion lineal.

El % de potencia antibiética de las muestras problema se determiné en funcion a la
mediana de la concentracidon (estandar 3. S3), cuya concentracion es conocida

(2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.
DISCUSION:

Los porcentajes de potencia antibittica de las muestras se encuentran dentro del
rango que especifica la USP-35/NF-30, la misma que indica que para el antibiético
cloranfenicol no debe ser menor que 90% ni mayor que 120%. Los valores obtenidos
no varian significativamente por dia debido a que la determinacion se llevo a cabo a
las mismas condiciones.
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423DIA3
4.2.3.1 LECTURAS DE ABSORBANCIA OBTENIDAS LUEGO DEL ANALISIS

TABLA N° 26: Lecturas de absorbancia de los estandares correspondientes al Dia 3
de analisis de las muestras de suspension oral.

Absorbancia| Desviacion
Promedio Estandar

Estandar Concentracion Repeticion |Absorb

(ng/mL)
0.713%
0.7124 0.71327 |0.000776745
0.7139
06762
- 06672 | 0.66887 {0.006658328
0.6632
0.6499
0.650/1 0.65070 |0.001216553
06521
06055
0.6063 - 0.60647 |0.001059874
0.6076
0.5998
-0.5991) 0.59973 10.000602771
3 ~ 0.6003
Donde: Si, Sy, S3, Say Ss: estandares empleados el Dia 3 de andlisis.
FUENTE: Resuitados de la valoracién. Elaboracién propia.

ncia

Sy 1.600

S 2.000

S3 2.500

S 3.125

NI=WINI=WIN|=WIN(={WIN[=—

Ss 3.900

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 3 de
analisis obtenidas luego del enfrentamiento de los estandares (de concentracion
conocida) con el inéculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la posterior inactivacion
del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada tratamiento se evalia por

triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada uno de los estandares y su desviacion estandar respectiva, que no resulta muy
significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.

DISCUSION:

Los valores de absorbancia de los estandares disminuyen a medida que la
concentracion de los mismos aumenta lo cual indica que existe una relacion inversa
entre Absorbancia y Concentracion. Este fenémeno se puede explicar porque a

75



mayor concentracion del antibidtico la concentraciéon del microorganismo de prueba
disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz absorbida luego
del tratamiento (Absorbancia).

TABLA N° 27: Lecturas de absorbancia obtenidas de las muestras problema
correspondientes al Dia 3 de analisis de las muestras de suspension oral.

Muestra | Repeticion Con(ﬁ:,in:i;“on Absorbancia Agfg;?:‘;zla Desvlacién
1 ~ 0.6434
c, > 06421 | 064277 |0.000650641
3 06428
1 . 0.6266
C, 2 | 0:6271 0.62737  |0.000929157
3 06284

Donde: C4 y C,: Muestras problema empleadas en Dia 1 de analisis.
FUENTE: Resultados de la valoracién. Elaboracion propia.

INTERPRETACION

La tabla nos muestra las lecturas de absorbancia correspondientes al Dia 3 de
andlisis obtenidas luego del enfrentamiento de las muestras problema (de
concentracion desconocida) con el indculo (Escherichia coli ATCC 10536) y la
posterior inactivacion del microorganismo con Formaldehido diluido. Cada

tratamiento se evalta por triplicado.

Asimismo se pueden observar los promedios de las lecturas de absorbancia para
cada una de las muestras y su desviacién estandar respectiva, que no resulta muy

significativa ya que las absorbancias no varian notablemente en cada repeticion.
DISCUSION:

A medida que se incrementa la concentracion de los estandares, las lecturas de
absorbancia de los mismos disminuyen, lo cual indica que existe una relacién
inversa entre Absorbancia y Concentraciéon. Este fenémeno se puede explicar
porque a mayor concentracién del antibiético l1a concentracién del microorganismo
de prueba disminuira notablemente, lo cual se evidencia con la cantidad de luz
absorbida luego del tratamiento (Absorbancia).
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4.2.3.2 DETERMINACION DE LA CURVA ESTANDAR

TABLA N° 28: Datos utilizados para generar la linea de la curva estandar
correspondiente al Dia 3 de andlisis de las muestras de suspension oral.

Estandar | Repeticion COI'I(;ZI;;:'E;:IO" Log10_Conc | Absorbancia
1 1.600 0.204119983 0.7135
Sy 2 1.600 0.204119983 0.7124
3 1.600 0.204119983 0.7139
1 2.000 0.301029996 0.6762
S 2 2.000 0.301029996 0.6672
3 2.000 0.301029996 0.6632
1 2.500 ' 0.397940009 0.6499
Ss3 2 2.500 0.397940009 0.6501
3 2.500 0.397940009 0.6521
1 3.125 0.494850022 0.6055
Ss4 2 3.125 0.494850022 0.6063
3 3.125 0.494850022 0.6076
1 3.900 0.591064607 0.5998
Ss 2 3.900 0.591064607 0.5991
3 3.900 0.591064607 0.6003

Donde: S4, S2, S3, Ss4 ¥ Ss: estdndares empleados el Dia 3 de andlisis.

TULNT L. Liauoiacion piopia.
INTERPRETACION

La tabla nos muestra los datos empleados el Dia 3 de analisis para la generacion de
la curva estandar. Esta se obtuvo graficando los valores de absorbancia obtenidos
de lns estAndares en fiincidn del Ingaritmao decimal de sns concentracinnes

Determinacion de la Curva Estandar por regresiéon simple: ABSORBANCIA vs.

LOGT10_CONC

Variable dependiente: ABSORBANCIA
Variable independiente: LOG10_CONC

e

Lineai: ¥ = a + b*X

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.766828 0.00767983 99.8496 0.0000
' Pendiente | -0.299198 0.0182556 -16.3894 0.0000

FUENTE: Obtenido a partir de la regresién simple de los datos correspondiente al Dia 3 de anélisis.
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Anaiisis de Varianza

Fuente Cigg;gss Gl |Cuadrado Medio| Razén-F Valor-P
Modelo 0.0251495 1 0.0251495 268.61 0.0000
Residuo 0.00121716 13 1 0.0000936275

Total (Corr.) 0.0263666 14

FUENTE: Obtenido a partir de la regresion simple de los datos correspondiente al Dia 3 de andlisis.

Coeficiente de Correlacion = -0.976646
R-cuadrada = 95.3837 porciento

INTERPRETACION

estadisticamente significativa entfre ABSORBANCIA y LOG10_CONC con un

mhenl Aa Annfinmws Al AR NO/
TNYSI UT VUIAN LA UTE Uw.w /U,

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 95.3837% de la
variabilidad en ABSORBANCIA. El coeticiente de correlacion es igual a -0.976646,
indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables ABSORBANCIA y

s £y 4

LOG10_CUNG. El error estandar dei estimado indica que ia desviacion estandar de

los residuos es 0.00967613.

DISCUSION:

| a ahearhancia denande dal lnaaritma decimal de la concentracién en un 97 668%

Existe una relacion inversa entre las variables. A mayor concentracion del

AntihiAtAA 1o .ahearhannaia laida ceard mannar
R e I sty oA ARt el St TP It At an Tt et

/8




GRAFICO N° 8: Del modelo ajustado correspondiente al Dia 1 de analisis de las
muestras de suspension oral.

ABSORBANCIA = 0.766828 - 0.299198*LOG10_CONC
0.74 — T T T T_]

0.71 —

0.68 I- —

0.85 1

ABSORBANCIA

062 |- -

0.59 -, . : . ]
0.2 0.3 04 05 06
LOG10_CONC
FUENTE: Obtenido a partir de los datos mostrados en la TABLA N° 28 utilizando el Software Statgraphics

Centurion 16.1.15 (XV).

iINTERPRETACION

El grafico anterior corresponde a la curva estandar generada a partir de la regresion
simple de la absorbancia en funcién del logaritmo decimal de cada uno de los
estandares. Se puede observar que la relacién entre la ABSORBANCIA vy el

LOG10_CONC, es inversa. A mayor concentracioén de los estandares, menor lectura
0l
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DISCUSION:

La absorbancia depende del logaritmo decimal de la concentracion en un 97.66%.
Existe una relaciéon inversa entre las variables. A mayor concentracién de los
estandares, menor lectura de absorbancia (evidencia la disminucion de Ia

concentracién del inéculo).



4.2.3.3 RESULTADOS DEL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA

TABLA N° 29: Resultados de concentracion y % de potencia antibiética
correspondientes al Dia 3 de analisis de las muestras de suspension oral.

.. Concentracion
Muestra | Repeticién (ng/mL)

1 2.585

Cy 2 2.611
3 2.597 L
1 2.942

C. 2 2.930 7.2 7
3 2.901 e 116005 - -

Donde: C4, Co, Cs, C4y Cs: Muestras problema empleadas el Dia 3 de analisis.
FUENTE: Elaboracién propia.

INTERPRETACION:

La tabla anterior expone los resultados de concentracién de las muestras de
suspensiéon oral correspondientes al Dia 3 de analisis, los mismos que fueron
calculados a partir de la ecuacién de la linea de la curva estandar obtenida por

regresion lineal.

Ei % de potencia antibiotica de las muestras probiema se determiné en funcion a la
mediana de la concentracion (estandar 3: S3), cuya concentracion es conocida

(2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.
DISCUSION:

Los porcentajes de potencia antibiética de las muestras se encuentran dentro del
rango que especifica la USP-35/NF-30, la misma que indica que para el antibiético
cloranfenicol no debe ser menor que 90% ni mayor que 120%. Los valores obtenidos
no varian significativamente por dia debido a que la determinacion se llevé a cabo a
las mismas condiciones.
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4.2.4 ANALISIS COMPARATIVO DE DATOS (DIA 1, DIA 2 Y DiA 3)

Para un estudio comparativo de los datos correspondientes a los tres dias de

analisis se procedié con el analisis de varianza de varios factores para el % de
notencia antihistica (Prueba ANQVA: Multifactorial).

- e o & s s TR W

Este analisis realiza varias pruebas y graficas para determinar qué factores tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre el % de potencia antibiotica. También
evalua la significancia de las interacciones entre los factores.

ANOVA MULTIFACTORIAL - % DE POTENCIA ANTIBIOTICA

Variahle danendiente: % de notencia antibidtica

—— e wseri—is =

Factores:
MUESTRA
DIA

Namero de casos completos: 63 (21 por dia: 15 correspondientes a estandares y 6

a muestras problema).
ANALISIS DE VARIANZA PARA EL % DE POTENCIA ANTIBIéTICA

TABLA N° 30: Anilisis de Varianza para % de potencia antibidtica de las muestras
de suspension oral evaluadas los dias 1, 2 y 3.

Fuente Suma de Gij Cuadrado o on-+| vaior-F|
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:MUESTRA 49087.9 6 8181.32 46631.58( 0.0000
B:DIA - 0.0601524 2 L 0.0300762 | 0.17 | 0.8430
INTERACCIONES
AB 0.796914 12 0.0664095 0.38 0.9640
RESIDUOS 7.36873 42 0.175446
TOTAL (CORREGIDO) 49096.2 62

FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias andlisis utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION Y ANALISIS

En la tabla anterior se observa la variacion de los resultados del % de potencia
antibiética tomando como efectos principales los factores MUESTRA y DIA.
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Puesto que el valor-P correspondiente al factor MUES | RA es menor que U.U5 se
concluye que existe una diferencia significativa entre las mismas con un 95.0% de
nivel de contianza, lo que Indica que ninguna de las 5 muestras evaluadas es igual
que otra. Todas presentan un % de potencia antibidtica diferente.

En el caso del factor DIA, no existe una variacién significativa ya que el valor-P es
mayor que 0.05. Esto indica que las condiciones de analisis por dia no afectaron en
gran medida los resultados obtenidos.

MEDIAS POR MiNIMOS CUADRADOS PARA EL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA
CON INTERVALOS DE CONFIANZA DEL 95.0%

TABLA N° 31: Medias del % de potencia antibiotica de las muestras de suspension
oral por muestra.

. . Error Limite Limite
Nivel Casos Media Est. Inferior | Superior
MEDIA GLOBAL 63 106.558
1 9 64.0 0.139621 63.7182 64.2818
2 9 80.0 0.139621 79.7182 80.2818
3 9 100.0 0.139621 99.7182 100.282
4 9 125.0 0.139621 124.718 125.282
5 9 156.0 0.139621 155.718 156.282
6 9 ' 104.137 | 0.139621 103.855 104.418
7 9 . 116.767 .| 0.139621 116.485 117.048

Donde: Los niveles 6 y 7 corresponden a las medias del % de potencia antibiética de las muestras problema de
céapsulas evaluadas los dias 1, 2 y 3. Los niveles anteriores corresponden a los estandares.

FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias analisis utilizando el Software STATGRAPHICS
CENTURION.,

INTERPRETACION Y ANALISIS:

En la tabla anterior se consignan las medias, por cada nivel, de los 9 casos

correspondientes a los tres dias de analisis. Podemos observar que las medias del

i
quc cGhnsiaera q"“ &

antibiética menor de 90% ni mayor de 120%. Asimismo se observa que ninguna de

iab P4 llluUblldb UII /0 ge putenua dllllUIUllbd IgLIdl
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TABLA N” 3Z: Medias dei % de potencia antibiotica de ias muestras de suspension

oral por dia.
Nivel Casos Media Error Lmﬁ?é i.imit'_e
Est Inferior | Superior
1 .21 - 106.522 | 0.0914034 [ 106.338 106.707
2 21 106.598 | 0.0914034 | 106.413 106.782
3 21 106.553 | 0.0914034 | 106.368 106.737
MEDIA GLORBRAL 63 106.558

Donde: 1, 2 y 3 corresponden a cada uno de los dias de andlisis.
FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias andlisis utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV). ‘

INTERPRETACION Y ANALISIS

Cads b 2 A laik DA mmimnin musals
L O . [¥1 ] IGO Ll LGDUOD TV

or

5 bla mugstra las média
observa una variacién significativa por dia, lo cual indica que las muestras problema
[USION analicddds a 1S 1Tisiiids curidiciciies. Se obiuvs uiid medid ygiobdi dé
106.558%, la cual corresponde a los 63 casos evaluados incluidos estandares y
muesiras probiema.
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I ABLA N* 33: Niedias dei % de potencia anfibidiica de muesiras de suspension orai
por dia y muestra.

. - . Error Limite Liiiiité
Nivel Casos Media Est. Inferior | Superior
. MUESTRA por DIA | , . _,

1,1 3 64.0 0.241831 63.512 64.488
1,2 3 64.0 0.241831 63.512 64.488
13 3 64.0 0.241831 63.512 64 488
2,1 3 80.0 0.241831 79.512 80.488
2,2 3 80.0 0.241831 79.512 80.488
2,3 ¥ 8C& 0.241831 79.512 | 80488
3,1 3 100.0 0.241831 99.512 100.488
3,2 3 100.0 0.241831 99.512 100.488
3,3 3 100.0 0.241831 99.512 100.488
4,1 3 125.0 0.241831 124.512 125.488
4,2 3 125.0 0.241831 124.512 125.488
4,3 3 125.0 0.241831 124.512 125.488
5,1 3 156.0 0.241831 155.512 156.488
5.2 3 156.0 0.241831 155.512 156.488
5,3 3 156.0 0.241831 156.512 156.488
6,1 3 103.997 | 0.241831 103.509 104.485
6,2 3 104.517 | 0.241831 104.029 105.005
6,3 3 103.897 | 0.241831 103.409 104.385
7,1 3 116.660 | 0.241831 116.172 117.148
7,2 3 116.667 | 0.241831 116.179 117.155
7,3 3 116.973 | 0.241831 116.485 117.461

Donde: Los niveles 6 y 7 corresponden a las medias 'del % de potencia antibiética de las muesiras problema de
capsulas evaluadas los dias 1, 2 y 3. LOs niveles antenores corresponden a los estandares.

FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias anélisis utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION Y ANALISIS
Eatn dnkhia aumana bal saadiar Aol 07 da' ;atanmain sndibiltica da Aada’ srine; Ao las
Lola wauia CTANUIIC 1a 111IguIa, UCl /U Uc puldiuia arnuvivuva uc vaua ia uo 1ao

muestras por dia (tres repeticiones por dia).

Se observa que la variacion de ios resuitados del % de potencia antibiética de las
muestras probléma no es significativa por dia, sin embargo si por muestra. Esto es
porgque las 2 muestras problema empleadas en el analisis de determinacion de % de
potencia antibiética son de diferente procedencia (Laboratorio productor).

No hay una variacién significativa por dia ya que para cada dia de analisis las
condiciones tanto de preparacion de indculo, estandares, muestras, etc. como de

anaitsis, se controiaron estrictamente.




GRAFICO N° 9: Medias de muestras de suspensién oral por dia y muestra.
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FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de ios 3 dlas de analisis utiiizando el Sottware Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).

INTERPRETACION Y ANALISIS
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puede observar que no hay una variacién significativa por dia.

LOS resuitados ael Y% de polencia anupiotica e las muestras probiema vartan
significativamente por muestra, ninguna tiene un resultado similar a otra, lo cual se
debe a que cada una de eiias es de distinia procedencia.

GRAFICO N° 10: Muestras de suspension oral por muestra.
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FUENTE: Obtenido a partir del estudio comparativo de los 3 dias de andlisis utilizando el Software Statgraphics
Centurion 16.1.15 (XV).
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INTERPRETACION Y ANALISIS:

Csta grafica muestra la miedia de % de potencia antibidtica para cada uno de los

niveles de muestra problema. Segun el grafico los resultados del % de potencia

PURrRY e 2

aiitiviotica de ias it

usstras variaii significiiivaimernie por muesira anaiizada, pero
todas ellas se acercan al 100 % de potencia antibidtica que corresponde a la

mediana de ia concentracion con ia que fueron comparadas.
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USIONE
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CONC

Se iogré determinar y comparar ia potencia antibidtica de muesiras
comerciales y genéricas de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspension oral
950 mg/5mL) expendidas en boticas y farmacias de la ciudad de Cusco —
2012, frente a un estandar secundario.
Se determiné ia potencia antibiética de muestras comerciales y genéricas de
cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspension oral 250 mg/5mL) obteniéndose
ios siguientes resuitados:
Para capsulas 500 mg

» Muestra 1- Genérico 1: 103.536 % de potencia antibiofica.

=  Muestra 2- Comercial 1: 114.939% de potencia antibiética.

» Muestra 3- Comercial 2: 95.4122% de potencia antibidtica.

=  Muestra 4- Genérico 2: 116.429% de potencia antibiotica.

= Muestra 5- Genérico 3: 108.89% de potencia antibiotica.
Para suspensién oral 250 mg/5mL

» Muestra 1- Genérico: 104.137 % de potencia antibiética.

= Muestra 2- Comercial: 116.767% de potencia antibiética.
Se logré comparar la potencia antibiotica tanio de muestras comerciaies como
genéricas de cloranfenicol (capsulas 500 mg y suspension oral 250 mg/5mL)
frente a un estandar secundario, obteniéndose resultados satisfactorios que
se encuentran dentro del rango de porcentaje de potencia antibidtica
establecido en la Farmacopea de fos Estados Unidos vigente (USP-35/NF-
30).
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SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES

A LOS FUTUROS INVESTIGADORES

Respecto a la obtencion del inoculo:

Se recomienda preparar 200 mL del medio antibiético N° 1 en lugar de 250
mL para la obtencién del cultivo de trabajo en ei frasco Roux , de esa manera
se evitara que se derrame la suspension de la cepa cuando se realice la
cosecha de la misma con ia ayuda de las perlas de vidrio, de ia misma forma

se sugiere ajustar la concentracion del inoculo para cada analisis.
Respecto a la preparacion de las soluciones estandar y muestras:

Se realizaran los calculos previos para obtener de esa manera los estandares
con las diluciones adecuadas donde se debe considerar que la mediana de la
concentracion estandar que sera igual a la de la concentracién de trabajo que
se pide para la muestra en nuestro caso 2,5 ug/mL.

Hara homogenizar ia soiucidn madre dei estandar y ia muestra, antes de ser
aforada se recomienda someterla a sonicacion por aproximadamente 5
minutos o a agitacién constante como minimo por 15 minutos para una
liberacion completa del principio activo y se obtenga el efecto esperado
considerar que se debe someter a las mismas condiciones a fodas las
diluciones tanto estdndares como muestras para de esa manera obtener una
uniformidad y contiabiiidad en ios resuitados a obtenerse.

Para determinar la densidad de las suspensiones (muestras) se recomienda
mantener a estas a un temperatura entre los 12 y 15 °C para que al momento

de realizar el ensavo se obtenga el dato correcto el cual se realiza a una
temperatura de 20 °C, de la misma forma se debe de cerciorar de que no se

ayan formado burbujas y que ¢! picnémetro se encuentre exento de muestra.
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» Respecto al analisis:

Se recomienda trabajar en una gradilla cual sea transportable y adaptable a

las futuras condiciones de incubacion es decir que sea la adecuada y que
tolere’las’condiciones de incubacién a la cual seran sometidos todos los tubos

requeridos para el andlisis de la misma forma se recomienda colocar los tubos
indistintamente en cuanto a su distribucién para la incubagion.

En cuanto al control de la temperatura se recomienda usar un equipo
calificado y calibrado de manera apropiada para obtener rangos de
temperatura especificos se recomienda trabajar en un bafio de agua ya que la
capacidad termica del agua representa una ventaja sobre el aire caliente

circulante.

Despues de haberse conciuido el tiempo de incubacion de la muestra realizar
la inactivacion de una forma rapida con el formaldehido diluido para de esa
manera no generar alteraciones o datos falsos en el analisis ya que se
considera que todas las soluciones deben ser tratadas bajo las mismas

condiciones.
= Respecto a la lectura de datos:

La lectura de los datos se realizara a una absorbancia de 530 nm como nos
indica la USP para lo cual también se recomienda tener todo el material de
descarte y limpieza adecuados ya que se debe considerar que se esta
trabajando con Organismos VIVOS por lo que se debera tener a la mano
solucion de hipoclorito de sodio al 5% para los posibles derrames que se
podria originar considerando que se debe tener mucho cuidado en para de
esa manera evitar la contaminacion del area de trabajo y equipo.

A LOS DOCENTES DE LA CARRERA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

» Sugeriries que estimuien a ios estudiantes de ia Carrera Profesionai de
Farmacia y Bioquimica a realizar Proyectos de Investigacion que estén
relacionados con el Controi de Calidad de ia industria Farmacéutica.
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" lmplementér los laboratorios para que se puedan realizar una mayor variedad
de analisis en cuanto a control de calidad se refiere y de ese modo también
se pueda capacitar a los esfudiantes para su buen desempefio,
desenvolvimiento y dominio de técnicas de analisis.

» Se sugiere que se consideren las pruebas y valoraciones bioldgicas en la
sumilla de cursos relacionados al area de control de calidad y microbiologia.

o

A LOS ALUMNOS DE LA CARRERA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

» Sugerirles que realicen mas investigaciones respecto ai controi de caiidad
empleando el método turbidimétrico con otros antibiéticos.

* A quienes estén Iinteresados en desarroliar trabajos de investigacion sobre
Control de Calidad se les sugiere realicen sus practicas pre-profesionales en
industrias Farmacéuticas a fin de que amplien y adquieran conocimientos que
les sean dtiles en la posterior ejecucion de su tesis.
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ANEXO N°1:
ANTIBIOTICOS — VALORACIONES MICROBIOLOGICAS
INTRODUCCION E INFORMACION GENERAL

En las condiciones adecuadas, la actividad (potencia) de los antibiéticos puede
demostrarse por su efecto inhibidor sobre los microrganismos. La reduccién en la
actividad microbiana puede ser dificil de demostrar por métodos quimicos. La
valoracién microbiolégica es el método analitico estandar.

Se utilizan dos técnicas generales: la valoracién en cilindro-placa (o en placa) y la
valoracion turbidimétrica (o en tubo). La Tabla 1 lista todos los antibiéticos que
incluyen valoraciones microbiologicas y especifica el tipo de valoracion (cilindro-
placa o turbidimétrica).

Tabla 1

Amfotericina B Cilindro-placa
Bacitracina Cilindro-placa
Bleomicina Cilindro-placa
Capreomicina Turbidimétrica
Carbenicilina Cilindro-placa
Cloranfenicol Turbidimétrica
Clortetraciclina Turbidimétrica
Cloxacilina Cilindro-placa
Colistimetato Cilindro-placa
Colistina Cilindro-placa
Dihidroestreptomicina Cilindro-placa

Turbidimétrica
Eritromicina Cilindro-placa
Gentamicina Cilindro-placa
Gramicidina Turbidimétrica
Nafcilina Cilindro-placa
Natamicina Cilindro-placa
Neomicina Cilindro-placa

Turbidimétrica
Novobiocina Cilindro-placa
Nistatina Cilindro-placa
Oxitetraciclina Turbidimétrica
Paromomicina Cilindro-placa
Penicilina G Cilindro-placa
Polimixina B Cilindro-placa
Sisomicina Cilindro-placa
Tetraciclina Turbidimétrica
Tioestreptona Turbidimétrica
Troleandomicina Turbidimétrica
Tilosina Turbidimétrica
Vancomicina Cilindro-placa

[NOTA — Realizar todos los procedimientos descritos en las monografias asépticamente. Tomar las
precauciones de seguridad adecuadas al realizar estas valoraciones debido a las posibles alergias a los
farmacos y a que se usan cultivos vivos de organismos en los procedimientos.]



Valoracion en cilindro-placa: La valoracion en cilindro-placa se basa en la
difusion del antibidtico desde un cilindro vertical a través de una capa de agar
solidificado en un plato o placa de Petri. El crecimiento del microrganismo
especifico inoculado en el agar resulta inhibido en un area circular o zona en torno
al cilindro que contiene la solucién del antibiético.

Valoracioén turbidimétrica: La valoracion turbidimétrica se basa en la inhibicién
del crecimiento de un microrganismo en una solucién uniforme del antibiético en
un medio fluido que favorezca el crecimiento del microrganismo en ausencia del
antibiético.

Unidades y Estandares de Referencia: La potencia de los antibidticos se
designa en unidades (U) o en pg de actividad. En ambos casos, la unidad o pg de
actividad del antibiético se establece originalmente contra un Estandar Maestro
Federal de los Estados Unidos para el antibiotico en cuestion. El Estandar de
Referencia USP correspondiente se calibra en términos del estandar maestro.

En un principio se consideraba que un antibiético seleccionado como estandar de
referencia constaba en su totalidad de una sola entidad quimica y por lo tanto, se
le asignaba una potencia de 1000 ug/mg. En muchos de estos casos, a medida
que los métodos de fabricacion y purificacién para ciertos antibiéticos avanzaron
en su desarrollo, fue posible obtener antibiéticos con mas de 1000 pg de
actividad/mg. Tales antibidticos tenian una actividad equivalente a un namero
determinado de pug del estandar de referencia original. No obstante, la mayoria de
las veces, los ug de actividad son, numéricamente, exactamente equivalentes a
los ug (peso) de la sustancia pura. En ciertas ocasiones, como las citadas a
continuacion, los ug de actividad definidos en términos del estandar maestro
original equivalen a una unidad:

1. Cuando el antibiético se presenta como la base libre y en forma de sal y los pg
de actividad han sido definidos en términos de una de esas formas.

2. Cuando la sustancia antibiética consta de un nimero de componentes que son
quimicamente similares pero que difieren en actividad antibiética.

3. Cuando las potencias de una familia de antibidticos se expresan en términos de
un estandar de referencia que consta de un solo miembro de la familia el cual, no
obstante, puede ser por si mismo heterogéneo.

No se debe asumir que los ug de actividad corresponden a los ug (peso) de la
sustancia antibiética.



Aparato: El material de Ilaboratorio usado para almacenar y transferir
microrganismos Yy diluciones de prueba debe ser estéril y estar exento de residuos
que pudieran interferir en la valoracion (ver Limpieza de Material de Vidrio 1051).
Usar un método de esterilizacion validado tal como calor seco, vapor o irradiacion,
o usar material de laboratorio estéril y desechabie.

Control de temperatura: Se requiere control termostatico en varias etapas de una
valoracién microbiologica: durante el cultivo de un microrganismo y la preparacion
de su inéculo, asi como durante la incubacion en las valoraciones en placa y tubo.
Referirse a los requisitos especificos de temperatura provistos mas adelante para
cada tipo de valoracion.

Organismos de prueba: El organismo de prueba para cada antibiético se lista en
la Tabla 3 para la valoracién en cilindro-placa y en la Tabla 8 para la valoracion
turbidimétrica. Los organismos de prueba se especifican mediante su nimero de
identificacién en la American Type Culture Colection (Coleccion de Cultivos Tipo
de los EE.UU. o ATCC).

Para asegurar el desempefio aceptable de los organismos de prueba, estos deben
ser almacenados y conservados de manera apropiada. Se deben establecer las
condiciones de almacenamiento especificas durante la validacion o verificaciéon del
método. Desechar los cultivos si se observa un cambio en las caracteristicas del
organismo.

Almacenamiento prolongado: Para el almacenamiento prolongado, mantener los
organismos de prueba en una solucién de almacenamiento adecuada, tal como
suero fetal de ternero al 50% en caldo glicerol al 10-15% en caldo tripticasa de
soja (caldo digerido de caseina y soja), sangre de oveja desfibrinada o leche
descremada. Los cultivos que se van a almacenar durante periodos prolongados
se almacenan mejor en estado liofilizado; se prefieren temperaturas de -60° o
inferiores; son aceptables temperaturas inferiores a -20°.

Cultivos primarios: Preparar los cultivos primarios transfiriendo organismos de
prueba desde los viales de almacenamiento prolongado a medios apropiados e
incubando en condiciones de crecimiento adecuadas. Almacenar los cultivos
primarios a la temperatura apropiada, por lo general a 2°-8°, y desechar después
de tres semanas. Se puede usar el mismo cultivo primario para preparar los
cultivos de trabajo por un maximo de siete dias inicamente.

Cultivos de trabajo: Preparar los cultivos de trabajo transfiriendo el cultivo
primario a medios sélidos apropiados para obtener colonias aisladas. Incubar los
cultivos de trabajo en condiciones apropiadas para obtener un crecimiento



satisfactorio para preparaciéon de los in6culos de prueba. Preparar cultivos de
trabajo nuevos para cada dia de andlisis.

Crecimiento o desempefio no caracteristicos de un organismo de prueba:
Usar cultivos madre, cultivos primarios o cultivos de trabajo nuevos cuando un
organismo de prueba presente crecimiento o desempefio no caracteristicos.

Disefios de valoracion: Los disefios experimentales adecuados son clave para
incrementar la precisién y minimizar el sesgo. Controlar los parametros de
incubacion, la distribucién de temperaturas y el tiempo es critico para minimizar el
sesgo; esto se puede lograr acomodando las placas y gradillas, segtn se indica en
cada valoracion.

Valoracién en cilindro-placa: Las comparaciones se limitan a las relaciones
entre las mediciones del diametro de la zona dentro de las placas, sin tener en
cuenta la variacion entre placas. Las respuestas individuales de las placas se
normalizan basandose en el tamafio relativo de la zona del estandar comparado
con el tamarfio medio de la zona estandar en todas las placas.

Valoracidon turbidimétrica: Para evitar un sesgo sistematico, colocar
aleatoriamente tubos duplicados en gradillas separadas de manera que cada
gradilla contenga un conjunto completo de tratamientos. El propésito de esta
configuracion es minimizar la influencia de la distribucion de la temperatura sobre
las muestras duplicadas. La valoracién turbidimétrica, debido a la configuracion de
las muestras en las gradillas para tubos de ensayo, es sensible a ligeras
variaciones de temperatura. Asimismo, la influencia de la variacién de la
temperatura puede disminuir al asegurar un flujo de aire o la conveccién de calor
adecuados durante la incubacién. Se deben colocar por lo menos tres tubos para
cada concentracidn, muestra y estandar (un conjunto completo de muestras) en
una sola gradilla. Las comparaciones se limitan a las relaciones entre los valores
de turbidez observados dentro de las gradillas.

Consideraciones sobre potencia: Dentro de las restricciones citadas
anteriormente, el disefio de valoracién recomendado emplea una curva estandar
de cinco concentraciones y una sola concentracion de cada preparacidon muestra.

Para la valoracion cilindro-placa, cada placa incluye Gnicamente dos tratamientos,
el tratamiento de referencia (mediana de los niveles del estandar, es decir, S3) y
una de las otras cuatro concentraciones del estandar (S1, S2, S4 y S5) o la
muestra (U3). La concentraciéon de la muestra es una estimacion basada en la
concentracion deseada. La muestra se debe diluir para proporcionar una
concentracion nominal que se estima es equivalente a la mediana de la
concentracion de referencia del estandar (S3). El propésito de diluir a la mediana



de la concentracion de referencia es asegurar que el resultado de la muestra
caera dentro de la porcion lineal de la curva estandar. La prueba determina la
potencia relativa de U3 en funcién de la curva estandar. La muestra (U3) debe
tener una potencia relativa de aproximadamente 100%. La potencia final de la
muestra se obtiene multiplicando el resultado de U3 por el factor de dilucion.

Una valoracién debe considerarse preliminar si el valor de la potencia de la
muestra calculado es inferior al 80% o superior al 125%. En dicho caso, los
resultados sugieren que la concentraciébn de la muestra supuesta durante la
preparacion de la solucion madre de la muestra era incorrecta. Si esa fuera la
situacién, se puede ajustar la potencia supuesta de la muestra basandose en el
valor de potencia preliminar y repetir la valoracién. De otro modo, la potencia se
derivara de una porcién de la curva donde las respuestas del estdndar y la
muestra probablemente no seran paralelas.

Las determinaciones microbiolégicas de potencia estdn sujetas a variables
intervaloracion e intravaloracion, de modo tal que se requieren dos o mas
valoraciones independientes para obtener una estimacion confiable de la potencia
de una muestra determinada. Partiendo de soluciones madres y diluciones de
prueba tanto del estandar como de la muestra, preparadas por separado, llevar a
cavo otro dia valoraciones adicionales de una muestra determinada. La potencia
media debe incluir los resultados de todas las valoraciones independientes
vélidas. El nimero de valoraciones requerido para lograr una estimacion de
potencia confiable depende de la variabilidad de la valoracion y de la
incertidumbre maxima requerida para la estimacion de potencia. Esta Gltima se
evalia mediante la amplitud del intervalo de confianza (ver Calculos, Limites de
confianza y combinaciones de céalculos de valoracion). El resultado combinado de
una serie de valoraciones independientes mas pequenas a lo largo de varios dias
es una estimacion de potencia mas confiable que la obtenida de una sola
valoracién grande con el mismo nimero total de placas o tubos. Se debe tomar en
cuenta que las valoraciones adicionales o una menor variabilidad permiten que el
producto cumpla con intervalos de especificacidon mas estrechos. Al reducir la
variabilidad de las valoraciones se logra el limite de confianza requerido con
menos valoraciones.

METODO TURBIDIMETRICO

Control de temperatura: Usar un equipo calificado y calibrado de manera
apropiada para obtener los rangos de temperatura especificados en la Tabla 8.
[NOTA-EI control de la temperatura se puede lograr con circulacién de aire o agua.
La mayor capacidad térmica del agua representa cierta ventaja sobre el aire
circulante.] '



Espectrofotometro: La medicion de la absorbancia o transmitancia dentro de una
banda de frecuencia muy estrecha requiere de un espectrofotémetro adecuado en
el que se pueda variar o restringir la longitud de onda usando filtros de 580 nm o
530 nm. Como alternativa, se puede usar un espectrofotémetro con longitud de
onda variable y ajustar a una longitud de onda de 580 nm o 530 nm.

El instrumento se puede modificar de la siguiente manera:

1. Para que acepte el tubo en el que se lleva a cabo la incubaciéon (ver
Aparato a continuacion),

2. Para que acepte una celda modificada equipada con un drenaje que facilite
el cambio rapido del contenido.

3. Para que contenga una celda de flujo para un analisis de flujo continto.

Ajustar automaticamente el instrumento a cero con un caldo no inoculado
transparente, preparado segin las especificaciones de cada antibiético,
incluyendo la misma cantidad de dilucion de prueba (incluyendo formaldehido si se
especifica) que se encuentra en cada muestra.

Durante la preparaciéon de los in6culos se puede medir tanto la absorbancia como
la transmitancia.

Aparato: Tubos de ensayo de vidrio o plastico, p.ej., de 16 x 125 mm o de 18 x
150 mm. [NOTA-Usar tubos que tengan una longitud, diametro y espesor
relativamente uniformes y que estén exentos de defectos y rayaduras en la
superficie. En el espectrofotémetro, usar tubos idénticos exentos de defectos y
rayaduras. Limpiar los tubos minuciosamente para eliminar todos los residuos de
antibidtico y restos de soluciones de limpieza. Esterilizar los tubos antes de usar.]

Soluciones estandar: Para preparar una solucién madre, disolver una cantidad
del Estandar de Referencia USP de un antibiético determinado o todo el contenido
de un vial de Estandar de Referencia USP, cuando corresponda, en el disolvente
especificado en la Tabla 7 y diluir hasta la concentracién requerida. Almacenar a
2°-8° y usar dentro del periodo indicado. En el dia de la valoracién, preparar a
partir de la solucion madre cinco o mas diluciones de prueba, con un aumento de
concentracién entre diluciones sucesivas, por lo general, en una proporcién de
1:1,25. [NOTA-Puede ser necesario usar relaciones mas pequefas para
diluciones sucesivas de la solucién madre para la valoracion turbidimétrica.] Usar
el diluyente final especificado de manera tal que la mediana de los niveles del
estandar (S3) tenga la concentracién sugerida en la Tabla 7.

Soluciones muestra: Asignar una potencia supuesta por unidad de peso o
volumen a la muestra desconocida y, en el dia de la valoracién, preparar una



soluciébn madre de la misma manera que se especifica para el Estandar de
Referencia USP (Tabla7). Diluir la solucion madre de la muestra en el diluyente
final especificado a una concentracion nominal igual a la mediana de la
concentracion estandar (S3) segtin se especifica en la Tabla 7.

Tabla 7
Soluciéon Madre Dilucién de Prueba
Diluyent . Mediana de
Antibiético Disolven | Concentraci e Cgm;::(t‘:aecl ::r?t: Diluyent la
te Inicial 6n Inicial adicion na e Final | Concentraci
Final ode p a
al on (Sa3)
Capreomicina_ Agua - _ - 1 mg/mL 7dias | Agua 100 ug/mL
 Cloranfenicol | Alcohol 10 mg/mL Agua 1 mg/mL d?gs Agua 2,5 ug/mL
. Acido
:Iortetraclclm clorhidric - - 1 mg/mL 4 dias Agua 0,06 ug/mL
00,01 N
Dihidro- 30
estreptomicin Agua - - 1 mg/mL di Agua 30 ug/mL
a® ias
Gramicidina | Alcohol - ; tmgml | 0 | Alcohol | 0,04ug/mL
Neomicina™ B.3° - - 100 mg/mL d1i:s 1,0 ug/mL
. . Acido
;)xltetraclchn clorhidric - - 1 mg/mL 4dias | Agua 0,24 ug/mL
001N
Acido
Tetraciclina clorhidric - - 1 mg/mL 1 dia Agua 0,24 ug/mL
00,1N
Tioestreptona | _Dimetil - - (UL | miem | el | oen o
P sulfoxido i | sulféxido | ZS0ugim
Alcohol A El
Toleandomici | isopropili 3 ;
na co y agua - 1 mg/mL r:n;r: Agua 25 ug/mL
(4:1)
30 Metanol
Tilosina Metanol 10 mg/mL B.16° 1 mg/mL dias yB.3° 4 ug/mL
(1:1

¥ ug en esta columna se refiere a ug de actividad.

® Se puede usar la valoracién cilindro-placa como un procedimiento alternativo.

° La letra B se refiere a la solucion amortiguadora. Ver Medios’y Soluciones amortiguadoras para una
descripcion de cada soluciéon amortiguadora listada en esta tabla.

9 Diluir la solucién madre de 100 ug/mL con Solucién amortiguadora B.3 para obtener una solucién con una
concentracion equivalente a 25 ug/mL de neomicina. Agregar 1,39; 1,67, 2,00; 240 y 2,88 mL de esta
solucién a sendos matraces volumétricos de 50 mL de acido clorhidrico 0,01 N a cada matraz, diluir con
Solucién amortiguadora B.3 a volumen y mezclar para obtener soluciones con concentraciones de 0,69; 0,83;
1,0; 1.2 y 1,44 ug/mL de neomicina. Usar estas soluciones para preparar la linea de respuesta esténdar.

Inéculos: Suspender el organismo de prueba obtenido de un cultivo o cultivo
inclinado (slant) recientes en 3 mL de solucion salina SR estéril. Se pueden usar
perlas de vidrio para facilitar la suspension. Enterococcus hirae (ATCC 10541) y
Staphylococcus aureus (ATCC 9144) se cultivan en un medio liquido, no en agar.
Esparcir la suspension salina sobre la superficie de dos o mas placas de agar




(cubriendo toda la superficie) o sobre la superficie de un frasco Roux que
contenga 250 mL del medio especificado (ver la Tabla 8). Incubar durante el
tiempo y a la temperatura especificados en la Tabla 8, o hasta que el crecimiento
sea evidente.

Después de incubar, recolectar el organismo de las placas o frasco Roux con
aproximadamente 50 mL de solucion salina SR estéril, usando una varilla de vidrio
doblada en angulo estéril o perlas de virio estériles o perlas de virio estériles.
Pipetear y transferir la suspensién a un frasco de vidrio estéril. Esta es Ia
suspensién de recoleccion.

Determinar durante la verificacién del método la cantidad de suspension de
recoleccion que se usara como el inéculo, comenzando con el volumen sugerido
en la Tabla 8. Preparar también una S3 extra como una prueba de crecimiento.
Incubar las pruebas de ensayo durante los tiempos indicados en la Tabla 11.
Ajustar la cantidad de inéculo a diario, si fuera necesario, para obtener la relacion
de concentracién-respuesta 6ptima a partir del organismo de prueba en los tubos
de valoracién. Una vez completados los periodos de incubacion especificados, los
tubos que contienen la mediana de la concentracion del estandar deben presentar
los valores de absorbancia especificados en la Tabla 9. Determinar la duracién
exacta de la incubacion, observando el crecimiento en la concentracién de
referencia (mediana de la concentracion) del estandar (S3).

Tabla 8
. Niimero Condiciones de Incubacién Composit;.:l%r::zll:)genda del
Antibiético Organismo de prueba ATCC? it Temperatura S IP—— Cantidad
, ©) P (mL/100 mL)

Capreomicina Klebsiella pneumoniae 10031 1 36-37,5 16-24 h 3 0,05
Cloranfenicol Escherichia coli - 10536 K 32-35 24 h 3 0,7
Clortetraciclina | Staphylococcus aureus 29737 1 32-35 24h 3 0,1
Dihidro- . .
estreptomicina® Klebsiella pneumoniae 10031 1 36-37,5 16-24 h 3 0,1
Gramicidina Enterococcus hirae 10541 3 36-37,5 16-18 h 3 1,0
Neomicina™ Klebsielia pneumoniae 10031 1 36-37,5 16-24 h 39 2

. . Staphylococcus aureus .
Oxitetraciclina Staphylococcus aureus 29737 1 32-35 24h 3 0.1
Tetraciclina Staphylococcus aureus 29737 1 32-35 24 h 3 0,1
Tioestreptona Enterococcus hirae 10541 40 36-37,5 18-24 h 41 0,2
Toleandomicina | Klebsiella pneumoniae 10031 1 36-37,5 16-24 h 3 0,1
Tilosina Staphylococcus aureus 9144 3 35-39 16-18 h 39 2-3

“ American Type Culture Collection, 10801 University Voulevard, Manassas VA 20110-2209 ( http://www.atcc.org).

P Ver Medios y Soluciones, Medios.




Tabla 9

e Absorbancia,
Antibiético No menos de (u.a.)
Capreomicina 04
Clortetraciclina 0,35
Gramicidina 0,35
Tetraciclina 0,35
Todos los demés 0,3

Analisis: En el dia de la valoraciéon, preparar la concentracion necesaria de
antibidtico, diluyendo soluciones madre del estandar y de cada una de las
muestras, segun se especifica en Soluciones estandar y Soluciones muestra.
Preparar cinco niveles de prueba, cada uno por triplicado, del estandar (S1-S5) y
un solo nivel de prueba (U3), también por triplicado, de hasta 20 muestras
correspondientes a S3 (mediana de la concentracion) del estandar.

Tabla 10
s e Volumen de Dilucién | Volumen de Indculo
Antibiético de Prueba (mL) {mL)
Gramicidina 0,10 9.0
Tioestreptona 0,10 10,0
Tilosina 0,10 9,0
Todos los demas 1,0 9,0

Colocar los tubos en gradillas para tubos de ensayo u otro portador. Incluir en
cada gradilia 1-2 tubos de control que contengan 1 mL del medio de indculo (ver la
Tabla 8) pero sin antibiético. Agregar los volimenes de las diluciones de prueba
del estandar y de la muestra, segiin se indica en la Tabla 10. Distribuir
aleatoriamente un set completo, incluyendo los controles, en una gradilla para
tubos. Agregar el volumen de indculo especificado en la Tabla 10 a cada tubo en
la gradilla, uno por vez, y colocar la gradilla completada inmediatamente en una
incubadora o un bafio de agua mantenidos a la temperatura especificada en la
Tabla 8 y durante el tiempo especificado en la Tabla 11.

Tabla 11
Antibiético Tiempo dt:r:?cubacién
Capreomicina 34
Cloranfenicol ] 34
Cicloserina 34
Dihidroestreptomicina 3-4
Estreptomicina 34
Troleandomicina 34
Tilosina 3-5
Todos los demas 4-5




Después de la incubacion, inhibir inmediatamente el crecimiento del organismo,
agregando 0.5 mL de formaldehido diluido a cada tubo, excepto para tilosina. Para
tilosina, calentar la gradilla en un bafio de agua a 80°-90° durante 2-6 minutos o en
un bafio de vapor durante 5-10 minutos y llevar a temperatura ambiente. Leer la
absorbancia o la transmitancia a 530 6 580 nm, analizando una gradilla cada vez.

FUENTE: USP35-NF30 (2012).



ANEXO N° 2:

LABORATORIOS PRODUCTORES DE CLORANFENICOL CAPSULA 500 mg Y
SUSPENSION ORAL 250 mg/5mL A NIVEL NACIONAL

LABORATORIO | NOMBRE DEL FORMA A
PRODUCTOR | PRODUCTO | FARMACEUTICA | CONCENTRACION
CLORANFENICOL | Suspension Oral 250 mg/5mL
PORTUGAL
CLORANFENICOL Capsula 500 mg
INFARMASA CLOROMISAN Suspension Oral 250 mg/5mL
SANITAS
CLOROMISAN Capsula 500 mg
CLORANFENICOL Capsula 500 mg
QUILAB
CLORANFENICOL | Suspension Oral 250 mg/5mL
-MARFAN/ .
CORP. MEDCO CLORANFENICOL Cépsula 500 mg
MEDROCK CLORANFENICOL Capsula 500 mg
IFARPE QUEMICETINA Capsula 500 mg
G&R CLORANFENICOL Capsula 500 mg
FARMO .
ANDINA CLORANFENICOL Capsula 500 mg
PFIZER CHLOROMYCETIN Capsula 500 mg

FUENTE: Observatorio de Productos Farmacéuticos — MINSA, 2012.




ANEXO N°3:

LABORATORIOS PRODUCTORES DE CLORANFENICOL CAPSULAS 500 mg
Y SUSPENSION ORAL 250 mg/5mL EXPENDIDOS EN LA CIUDAD DE CUSCO

LABORATORIO | NOMBRE DEL FORMA 2
PRODUCTOR | PRODUCTO | FARMACEUTICA | CONCENTRACION
' CLORANFENICOL | Suspension Oral 250 mg/5mL
PORTUGAL
CLORANFENICOL Capsula 500 mg
INFARMASA CLOROMISAN Suspensioén Oral 250 mg/5mL
ANIT. '
S AS CLOROMISAN Capsula 500 mg
MARFAN/ .
CORP. MEDCO CLORANFENICOL Capsula 500 mg
MEDROCK .| CLORANFENICOL Capsula 500 mg
IFARPE QUEMICETINA Capsula 500 mg

FUENTE: Adaptado del observatorio de Productos Farmacéuticos — MINSA, 2012.




ANEXO N° 4:
CALIDAD DE LOS MEDICAMENTOS

LEY 29459: DE LOS PRODUCTOS FARMACEUTICOS, DISPOSITIVOS
MEDICOS Y PRODUCTOS SANITARIOS

PRINCIPIOS BASICOS:

Los procesos y actividades relacionados con los productos farmacéuticos,
dispositivos meédicos y productos sanitarios de uso en seres humanos, en cuanto
sea aplicable a cada caso, se sustentan en lo siguiente:

1.

Principio de seguridad: Garantia de que el producto a utilizar, en las
condiciones normales de uso y duracién de tratamiento, pueda ser utilizado
con los efectos previstos, sustentados en estudios preclinicos y clinicos, sin

presentar riesgo para la salud.

Principio de eficacia: Beneficio en el tratamiento, prevencién y diagnéstico
de las personas, expresado en el valor terapéutico y necesidad del
producto para preservar o mejorar la salud, que se encuentra sustentado
en estudios preclinicos y ensayos clinicos que se ajustan a exigencias
normativas y avances en el conocimiento.

Principio de calidad: Todo producto debe ser elaborado con rigurosas
exigencias de calidad, desde los ingredientes activos y excipientes, de una
composicion cualitativa y cuantitativa establecida, hasta envases
adecuados y una correcta Informacién, cumpliendo todos los requisitos
para el aseguramiento de la calidad.

Principio de racionalidad: Responsabilidad ética y de justicia en seleccionar
los productos apropiados, con criterios de efectividad, seguridad, necesidad
y costo. Los esfuerzos deben centrarse en el correcto uso del medicamento
apropiado en el paciente a dosis, tiempo y via de administracion
adecuados.

Principio de accesibilidad: La salud es considerada un derecho
fundamental de las personas. El acceso al cuidado de la salud Incluye el
acceso a productos farmacéuticos y dispositivos médicos. Constituye un
requisito para lograr este derecho: tener el producto disponible y asequible
en el lugar y momento en que sea requerido.

Principio de equidad: Es deber del Estado asegurar la accesibilidad
equitativa a los productos farmacéuticos y dispositivos médicos esenciales,
como bienes publicos de salud, en relacion con las necesidades de las
poblaciones y de las personas. Es objetivo de la salud publica reducir las
inequidades sociales en la situacion de salud, superando la exclusion
social. ‘



7. Principio de bien social: Proteger la salud publica es una funcion del
Estado, que involucra a los gobiernos y a la sociedad, vinculada a la
responsabilidad social de atender y transformar la salud desde la
perspectiva del interés colectivo de la poblacién. Los medicamentos y otros
productos regulados en la presente Ley son indispensables para el cuidado
de la salud de la poblacién y constituyen un bien social.

8. Principio de objetividad: En la ejecucién de todas las acciones y decisiones
tomadas por las personas Involucradas en los procesos regulados en la
presente Ley, sustentadas en Informacidén cientifica independiente y
objetiva.

9. Principio de transparencia: Garantiza el derecho de la poblaciéon a tener
informacidon sobre las acciones desarralladas por las personas
Involucradas en los procesos relacionados con los productos
farmacéuticos, dispositivos médicos y productos sanitarios, siempre que no
vulneren la intimidad de las personas ni el derecho de la propiedad
intelectual.

Estos principios sirven de criterio interpretativo para la actuacion de los
funcionarlos y dependencias responsables.

REGISTRO SANITARIO

El registro sanitario faculta a su titular para la fabricacién, la importacién, el
almacenamiento, la distribucidn, la comercializaciéon, la promocién, la
dispensacion, el expendio o el uso de dichos productos. Toda modificacién debe
igualmente constar en dicho registro. Se exceptlian de este requisito los productos
fabricados en el pais con fines exclusivos de exportacion.

El registro sanitario es temporal y renovable cada cinco anos.

La Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y
Productos Sanitarios (ANM) puede denegar, suspender, modificar o cancelar el
registro sanitario de los productos que no cumplen con las especificaciones
técnicas que amparan su otorgamiento u otras condiciones que establece el
Reglamento.

La expedicion del registro sanitario es una facultad exclusiva de la
Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y
Productos Sanitarios (ANM) y es Indelegable.

Asimismo, procede la suspension, la modificaciébn o la cancelacién del
registro sanitario cuando informaciones cientificas provenientes de la Organizacion



Mundial de la Salud (OMS) o de autoridades reguladoras de paises de alta
vigilancia sanitaria o de las acciones de control y vigilancia sanitaria o de
farmacovigilancla que se realicen en el pais determinen que el producto es
inseguro e ineficaz en su uso en los términos en que fue autorizado su registro.

Con la finalidad de realizar el control y vigilancia sanitaria de los productos,
la Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos vy
Productos Sanitarios (ANM) establece los mecanismos para ia actualizaciéon de la
vigencia del registro sanitario o certificado de registro sanitario en las condiciones
que sefala el Reglamento respectivo.

De la responsabilidad de la calidad de los productos farmacéuticos,
dispositivos médicos y productos sanitarios

La responsabilidad de la calidad de los productos farmacéuticos,
dispositivos médicos y productos sanitarios recae en la empresa fabricante si son
elaborados en el pais.

Tratandose de productos elaborados en el extranjero, la responsabilidad es
del Importador titular del registro sanitario o del certificado del registro sanitario,
segln corresponda.

Cuando se trate de establecimientos encargados de elaborar, almacenar o
distribuir productos por cuenta de terceras en el pais, ya sea en su totalidad o en
alguna de las etapas del proceso, la responsabilidad de la calidad del producto es
asumida solidariamente por estos y por la empresa titular del registro sanitario.

Los establecimientos publicos y privados de distribucién, dispensacion o
expendio de productos farmacéuticos, dispositivos médicos y productos sanitarios,
cada uno en el ambito de su competencia, estan obligados, bajo responsabilidad,
a conservar y vigilar el mantenimiento de su calidad hasta que sean recibidos por
los usuarios.

PUBLICACION DE ALERTAS

La Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y
Productos Sanitarios (ANM) asume la responsabilidad de emitir y publicar alertas
sobre productos farmacéuticos, dispositivos médicos y productos sanitarios, que
como resultado de las acciones de control y vigilancia sanitaria y de
farmacovigilancia nacionales e Internacionales, Impliquen un riesgo sanitario o una
infraccion a lo dispuesto en la presente Ley y su Reglamento.



Dicha autoridad difunde las alertas a nivel nacional y promueve que lleguen
oportunamente a todos y cada uno de los directamente Involucrados.

DEL CONTROL Y VIGILANCIA SANITARIA

La Autoridad Nacional de Salud (ANS), a propuesta de la Autoridad
Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y Productos
Sanitarios (ANM), es la encargada de normar el control y vigilancia sanitaria de
dichos productos, asi como de los establecimientos que fabrican, importan,
exportan, almacenan, comercializan, distribuyen, dispensan, expenden o0 usan
dichos productos.

El control y la vigilancia sanitaria de lo establecido en la presente Ley es
responsabilidad de los 6rganos desconcentrados de la Autoridad Nacional de
Salud (OD), la Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos
Médicos y Productos Sanitarios (ANM), las autoridades regionales de salud (ARS)
y las autoridades de productos farmacéuticos, dispositivos médicosy productos
sanitarios de nivel regional (ARM), seglin corresponda, los cuales pueden
convocar a las municipalidades y otras entidades publicas y privadas.

LAS ACCIONES DE CONTROL

El control de calidad del primer lote que ingrese al mercado, después de
una inscripcién o reinscripcion se realiza en el Centro Nacional de Control de
Calidad o laboratorio acreditado de la Red.

Para los otros lotes, el titular del registro sanitario puede optar por contar
con un laboratorio de control de calidad propio o contratado, ptblico o privado,
debiendo en cualquiera de los casos, este laboratorio estar acreditado por la
Autoridad Nacional de Salud (ANS) en Buenas Practicas de Laboratorio.

Adicionalmente, los érganos desconcentrados de la Autoridad Nacional de
Salud (OD), la Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos
Médicos y Productos Sanitarios (ANM), las autoridades regionales de salud (ARS)
y las autoridades de productos farmacéuticos, dispositivos médicos y productos
sanitarios de nivel regional (ARM) pueden efectuar el control y vigilancia sanitaria
mediante Inspecciones en los establecimientos que los fabrican, importan,
almacenan, distribuyen, comercializan, dispensan y expenden y, a través de la
ejecucién de analisis de muestras de productos pesquisados, en cualquiera de las
etapas de fabricacion, almacenamiento, distribucién y expendio, asi como de los



insumos, materia prima y materiales de envase y acondicionamiento empleados
en los procesos de produccién. Estos controles se realizan en el Centro Nacional
de Control de Calidad y laboratorios acreditados de la red nacional de laboratorios
oficiales de control de calidad.

Cuando alguna de las pruebas no pueda ser realizada por estos
laboratorios, el control de calidad puede ser realizado en laboratorios de control de
calidad extranjeros acreditados por su autoridad competente, a excepcién de
aquellos casos que sean sefalados en el Reglamento.

Asimismo, la Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos
Médicos y Productos Sanitarios (ANM) y las autoridades de productos
farmacéuticos, dispositivos médicos y productos sanitarios de nivel regional (ARM)
pueden realizar en los productos importados verificaciones o pesquisas en la zona
primaria aduanera, durante el reconocimiento fisico o después del levante
autorizado y en los almacenes aduaneros, previa autorizacion de la autoridad
aduanera en la forma y condiciones que lo establezca. Los almacenes aduaneros
para productos farmacéuticos, dispositivos médicos y productos sanitarios deben
estar acondicionados con Buenas Practicas de Al macen amiento, lo cual es
verificado por la Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos
Médicos y Productos Sanitarios (ANM).

L.a Autoridad Nacional de Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y
Productos Sanitarios (ANM) y las autoridades de productos farmacéuticos,
dispositivos médicos y productos sanitarios de nivel regional (ARM) verifican el
cumplimiento de lo dispuesto en la Ley y demas normas sanitarias vigentes, y
aplican las sanciones y medidas de seguridad que correspondan, sefialadas en el
Reglamento.

FUENTE: LEY 29459 (DIGEMID-MINSA).



ANEXO N°5:
ALERTAS DIGEMID CLORANFENICOL

ALERTA DIGEMID N°28-2004: lotes de productos farmacéuticos observados
por resultados criticos de control de calidad. Cloranfenicol 500 mg capsulas
Ensayo de Disolucion no Conforme (DIGEMID-MINSA, 2004).

ALERTA DIGEMID N°26-2007: falsificacion del producto farmacéutico
Quemicetina 500 mg capsula. El producto analizado no contiene Cloranfenicol.
No se ajusta a las especificaciones técnicas autorizadas en cuanto al envase
mediato y envase inmediato (DIGEMID-MINSA, 2007).

ALERTA DIGEMID N°66-2007: falsificacion del producto farmacéutico
Cloromisan 500 mg capsula. No se ajusta a las especificaciones técnicas
autorizadas en el Registro Sanitario (DIGEMID-MINSA, 2007).

ALERTA DIGEMID N°11-2009: falsificacion de productos farmacéuticos.
Chloromycetin 500mg capsula. No se ajusta a las especificaciones técnicas
autorizadas en el Registro Sanitario (DIGEMID-MINSA, 2009).

ALERTA DIGEMID N°26-2010: falsificacion de productos farmacéuticos.
Quemicetina 250 mg capsuia. No se ajusta a las especificaciones técnicas
autorizadas en el Registro Sanitario (DIGEMID-MINSA, 2010).

FUENTE: DIGEMID-MINSA.



ANEXO N° 6:
CONSTANCIA DE LABORATORIOS NATURGEN S.A.C.

Qas—kwf"qen

LABORATORIOS NATURALES Y GENERICOS ’ SAC.

CONSTANCIA

Par medio de la presente, hago camstar que lss SHs.: Eivia Shirey
Ceangui Huaman y Nieves Alejandra Cama Tiite, Bachilleres de fa Camera
Profesional de Famagia y Bioquimiea de ta Universidad Nacional de Sam Anferie
Abad del Cuseo; ieslizaron la paite experdmental de su Preyedie de investigacidn
inftulade: “DETERMINACIAN Y COMPARACION DE LA POTENCIA
ANTIBIOTICA, FREMTE A UN ESTANDAR SECUNDARIO, ORE
CLORANFENICOL (CARSULAS 500mg Y ROLVO RARA SUSRENSION
250mg/SmL) DE MUESTRAS ELEGIDAS AL AZAR ENTRE CQUERCIALES Y
GENERICQS, EXPENDIDQS EN BOTICAS Y FARMACIAS DE LA CIUDAD DE
GUSCO - 2012” en ef Area de Micrbiolegia (Area de Centiol de Calidad) de
Laberateries Natwrgen SAC.

Sz extiende la siguiente 2 seliciud de las interesadas pare los fines aque
Yeam par cenvenientes.

Arequinag, 22 de Mame def 2013,
Aentemente,

D, Fisedl:  Migudl'Grau-317 Garro'Colorade-Arequipa ‘Contral Teléfénica:{854) 251202 E-mal @ F Hitpif
Zonaindustiial -Rio'Seco - Mz A™-Lote 3 ~Cenro'Cdlorado - Arequipa




ANEXO N° 7:

CERTIFICADO DEL ESTANDAR SECUNDARIO DE

CLORANFENICOL
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O Microbiologics

ANEXO N° 8:
CERTIFICADO DE LA CEPA DE E. coli ATCC 10536.
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ANEXO N° 9:
CERTIFICADO DEL MEDIO ANTIBIOTICO N° 1

Certificate of Analysis

1.05272.0500 Antibiotic agar no. 1 for microbiology

Batch YM371772
Batch Values
Appearanee
cearndss clear
colpur yeowish-brown
pllwdue 23°Cy &5
Sehdification behaviour (2 brs., 40.7C) lignitd. inhomogencous
Bawh Vales
Growth(Rocuria rhizophila ATCC 9341) good
infibition zone diameterCephatotin 20 ug (Kocyria
rhizophita ATCE 9341) ) 30 mm
tnhibition zone diameter/Chiorumphenical 30 pg (Kocuria
thizophila ATCC 9341) 34 mm
{nhibition zone didmgrer!Penicillin G 0,01 (Kocurda rhizophila
ATCC 9341 ¥ mm
Inbibition zane ameter/Penicillin G 10 UAE (Kocwia
sliézophita ATCE 9341) 5 mm
Growth (Staphylacogens aureus ATCC 6338-P (WDEM
Q0D33 1 goud
tnhibition zone digmerer/Cephalotin 30 pg tSuphylococeus
amreus ATCC G38-P WDV G00330 i3 it
Inhtbition zone dameter Chloramphenicol 30 up
iStaphylococous atireus ATCC 6338-F WDUM 100233 +43 mn
Inbibition zone dimmeterPenjeiliin G-0.01 {Stuphylococcus
ddreug ATCCESIEF (WDOMGUO330Y 23 frein

Anhibition zone dismeterPenicillin G 1 Gk

{Staphviocorcns aurdus ATCC 65381 (WDCM 00311 2 mm
Lirowih
Bacitus sublilis ATCC 6633 {WDCM 00003 very gooid
Staphylochedus ¢piderpsidis ATCC 12228 TWDUNS
0030). good
Baciltus corens ATCC HH7ZRLWDOM 00001) very good

dncubition: 20 s 35°C:agrobic

Date of vetease (DDMMIYYYL 23.02.2042
Expivie denee IDDMAYYY Y J8.2017

Dr. Chistian Attt

responsible laboratery manager quabity cantrof

iy dhcrment-Bas been procdeecdoleoteanically and i valid withour aosignature

Horck KGaA, Frankfurter Strafle 260, 64283 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page f-of 1
EMD Millipore Corjrotation - A divislon of Merck' KG2A, Darmistadt, Germany

244 Concord Road, Bilterica, MA 01821, USA, Phione; (7613 533-6000

SAT TANGRIFICOLTONO000CI03 V' 982 Diute: 25 U112




ANEXO N° 10:
CERTIFICADO DEL MEDIO ANTIBIOTICO N° 3

LABORATORIOS CONDA, S.A. C/ La Forja, 9
PRONADISA ® 28850 Torrejon de Ardoz (Madrid)

QUALITY CONTROL CERTIFICATE

|

WMEDIUNM: ANTIBIOTIC MEDIUM N° 3 : . CAT N°: 1534

LOT-EXP: 009242/ 03-2014 ‘QC Date: 24-09-2010

We hereby certify that the above mentioned culture medium ‘has been approved by the Quality Control
Laboratory.

FORMULA IN gfi:

Gelatlin peptone......ccccoeececvineeecnnne S 5.0 Dipotassium phosphate .......ccceceiennenns 3.68
Sodium ChloNE ....ccvoveerencere e eeeen 3.5 Beel @XIract: ...ooovoeeeeecee e 1.5
Yeast exXtract: ... 1.5 Monopotassium phosphate:...................... 1.32

DIEXITOSE eteereeererereeecearreeraeesreentesaaeensaenens 1.0

PHYSICAL AND CHEMICAL TEST

ADPPEATANCE! coiivvvereveccaiinrnrreeereeaeeans fine powder SOIUBHIY: .o w/o rests
COlOr: e rherraneinanteereaeaan beiger  pH: ... Cenrreeetmeeteeteeneieeaaeereeeeteaeasesnrrenrranans 7.0

Color of the prepared medium: clear amber to medium,

MICROBIOLOGICAL TEST

The follo\wing results were obtained in the performance of the medium from type cultures after
incubation at a temperature of 35 + 2°C and observed after 24-48 hours.

Microorganisms Growth Inhibition zones
Staphyloceccus aureus ATCC 6538P Good. Kanamicine, Tetracicline
Microroccus liteus ATCC 9341 Good Erythromycin
Kilebsiella pneumonie ATCC 10031 -Good Streptomycin

The pH after preparing the medium and at room temperature: 7.0 + 0.1

J——

Laboratory result: Satisfactory % N
L > ")
T

—

e

Carmen Ramirez, QC Manager



ANEXO N° 11:
PROCEDIMIENTOS
3.2.7.1 MANEJO DE LA CEPA
» Tomar las precauciones respectivas para la manipulacion.

» Cada unidad plus Kwik- Stik contiene una bola liofilizada de
microorganismos; un reservorio de fluido hidratante y una muestra
inoculante, cada preparacion de los microorganismos liofilizados es el

segundo pasaje de un cultivo referencial.

» Cada unidad de plus Kwik-Stik debe conservarse de 2°C a 8°C, no se debe

abrir el empaque que lo contiene hasta el momento de su uso.

= Se procedera a abrir el empaque y sacar la unidad de plus Kwik-Stik. S
puede rasgar una porcion de la etiqueta del dispositivo para ser colocada

en las placas para su identificacion o escribir directamente en las placas.

=  Soltar el fluido hidratante rompiendo la ampolla presionando en la parte
alta; permitir que el fluido hidratante fluya a través del hisopo que se
encuentra internamente y presionar la pocién baja de la unidad que

contiene el pellet.

= Sostener el dispositivo verticaimente con el tapén hacia arriba, dar un golpe
en la parte baja del dispositivo para facilitar que fluya el medio.

=  Permitir que el pellet y el fluido se mezclen hasta que las particulas def

pellet estén uniformes y la suspensién tenga una apariencia homogénea.
* No destapar el dispositivo durante la hidratacion.
» |nmediatamente realizar el hisopado en Agar Antibiético N°1

* Incubar el medio inoculado a la temperatura de 30 a 32°C por un periodo de
24 horas.



= Seguidamente de la incubacion, seleccionar una colonia representativa.

(VER FIGURA N°2).

FIGURA N°1: Manejo de la Cepa.

@

FUENTE: Adaptado de “KWIK-STIK™ Plus Instructions for Use”.



3.2.7.2 PREPARACION DEL INOCULO

En este caso trabajaremos con la cepa tipo pellets segundo pasaje de
Escherichiacoli ATCC 10536.

En un frasco Roux con agar inclinado sembrar la cepa y dispersar el in6culo
con ayuda de perlas de vidrio estériles, luego incubar de 32 a 35 °C durante
24hrs.

El dia del ensayo cosechar con 50 mL de solucion fisiolégica estéril.
Pipetear y transferir la suspension a un frasco de vidrio estéril. Esta es la
suspension de recoleccién. |

Determinar durante la verificacién del método la cantidad de suspensién de
recoleccion que se usara como el inéculo, comenzando con 0.7 mL/100mL
de medio de cultivo (Medio Antibidtico N°3).

(VER FIGURA N °3).



FIGURA N° 2: Preparacion del Inéculo.
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FUENTE: Elaboracion propia.



3.2.7.3 PREPARACION DE LOS ESTANDARES

Pesar 25 mg del estandar de Cloranfenicol base y enrasar en fiola de 25 mL
con etanol, de esta solucién tomar una alicuota de 0,5 mL y enrasar en fiola
de 50mL con etanol, de esta Ultima solucién obtendremos cinco estandares

que se haran de la siguiente manera:

- 84: tomar una alicuota de 4 mL y enrasar con agua purificada en fiola
de 25 mL.

- 8,: tomar una alicuota de 5mL y enrasar con agua purificada en fiola
de 25 mL.

- 8;: tomar una alicuota de 6,25mL y enrasar con agua purificada en
fiola de 25 mL.

- 84 tomar una alicuota de 7,813mL y enrasar con agua purificada en
fiola de 25 mL.

- Ss: tomar una alicuota de 9,75 mL y enrasar con agua purificada en
fiola de 25 mL.

v' Siendo el S; nuestra muestra intermedia que equivale a una

concentracion de 2,5ug/mL.

(VER FIGURA N°4).



FIGURA N°3: Preparacion de los Estandares.

FUENTE: Elaboraciéon propia.

3.2.7.4 PREPARACION DE LA MUESTRA

CLORANFENICOL 500 mg (CAPSULAS)

» Pesar 10 capsulas, sacar el promedio y pesar el equivalente a 50
mg, enrasar en fiola de 50 mL con etanol, luego tomar una alicuota
de 2,56 mL y llevarla a volumen final con agua purificada en fiola de
50mL, finalmente tomar una alicuota de 6,25mL y enrasar en fiola de
25 mL con agua purificada, la solucién obtenida equivale a la dosis
intermedia del estandar 2,5ug/mL (VER FIGURA N°5).



FIGURA N°4: Preparacion de la muestra (CAPSULAS).
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FUENTE: Elaboracion propia.

CLORANFENICOL 250mg/5ml (SUSPENSION ORAL)

*» Primero se réconstituye el jarabe para luego hallar su densidad,
tomar el equivalente a 50 mg de principio activo y llevarlo a fiola de
50 mL con agua purificada, de esta solucién tomar una alicuota de
0.5 mL y enrasar en fiola de 50mL con etanol para finalmente tomar
una Ultima alicuota de 6,25 mL en fiola de 25 mL y enrasar con agua
purificada que equivale a la dosis intermedia del estandar 2,5 pg/mL.
(VER FIGURA N°6).



FIGURA N° 5: Preparacion de la muestra (SUSPENSION ORAL).
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FUENTE: Elaboracion propia.
3.2.7.5 ANALISIS

¢ Colocar los tubos en gradillas para tubos de ensayo. Incluir en cada gradilla
1-2 tubos de control que contengan 1 mL del medio de inéculo (Medio
Antibiético N° 3) pero sin antibiético. Agregar 1 mL de la dilucién de prueba
del estandar correspondiente y de la muestra.

o Distribuir aleatoriamente un set completo, incluyendo los controles, en una
gradilla para tubos. Agregar el 9 mL de inéculo a cada tubo en la gradilla,
uno por vez, y colocar la gradilla completada inmediatamente en un bafio
de agua mantenido a 32-35° de temperatura durante 3-4 horas.

e Después de la incubacidn, inhibir inmediatamente el crecimiento del
organismo, agregando 0.5 mL de formaldehido diluido a cada tubo.

e Leer la absorbancia a 530 nm analizando una gradilla cada vez.
FUENTE: ADAPTADO DE USP 35 NF30 (2012).



ANEXO N°12:

CALCULOS PARA LA DETERMINACION DEL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA
DE LAS MUESTRAS DE CAPSULAS 500 mg.

DIiA 1 DE ANALISIS

1. Determinaciéon de la Concentracion de las muestras problema

La concentracién de las muestras problema se calculé6 mediante la interpolacion
de la recta estandar o patrén obtenida por transformacién logaritmica y ajustada

por cuadrados minimos.
La ecuacion del modelo ajustado es:

ABSORBANCIA = 0.733598 - 0.272341*L0G10_CONC
Despejando la Concentracion (CONC) se tiene que:

0.272341*LOG10_CONC = 0.733598 - ABSORBANCIA

0.733598 — ABSORBANCIA

LOG10_CONC = 0.272341

0.733598 — ABSORBANCIA

CONC =10 0.272341

Asi, para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Concentracién
(Uy):

Absorbancia = 0.6218

0.733598 — 0.6218
U111 =10 0272341

U1-1 — 100.410576570

U1 = 2.574ug/mL



Apsorbancia = 0.6221
0.733598 — 0.6221
Ui2=10 oz272341

Utz = 100.409474—844

U1z = 2.567ug/mL

Absorbancia = 0.6195

0.733598 — 0.6195
Ui3 =10 o0z272341

Uiz = 100.419023136

U13 = 2.624ug/mL
Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de Concentracién (Uz):

Absorbancia = 0.6069

0.733598 —0.6069
Uz.1 =10 oz272341

Uz = 100.46529563

Uz-1 = 2.919ug/mL

Absorbancia = 0.6080

0.733598 - 0.6080
Uz.2 =10 o272341

U2-2 — 100.461255968

Uz2 = 2.892ug/mL

Absorbancia = 0.6126

9.733598 — 0.6126
Uz.3 =10 o0272341

Uzz=1 00.444362835

Uz = 2.782ug/mlL



Para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Concentracién (Us):

Absorbancia = 0.6309
0.733598 —0.6309

Uz1 =10 oz272341

Usq = 100377157547

Us.; = 2.383ug/mL

Absorbancia = 0.6315

0.733598 — 0.6315
Uz2=10 0272311

Usz = 100.374954095

Uszz = 2.371ug/mL

Absorbancia = 0.6312

0.733598 — 0.6312
Uz3 =10 0272341

Uzsz = 100.376055821

Us.3 = 2.377ug/mL
Para la muestra C4 se tendran los siguientes resultados de Concentracion (Ug):

Absorbancia = 0.6060

0.733598 —0.6060
Usg1 =10 0272341

U4‘-1 — 100.468600808

Us1 = 2.942ug/mL

Absorbancia = 0.6077

0.733598 — 0.6077
Usz =10 0272341

U4~2 = 100.462357694

Us2 = 2.900ug/mL



Absorbancia = 0.6052
0.733598 — 0.6052

Us3s =10 o2723:1

U4—3 = 100.471538744

Uss = 2.962ug/mL

Finalmente, para la muestra Cs se tendran los siguientes resultados de
Concentracion (Us):

Absorbancia = 0.6178

0.733598 —0.6178
Us.1 =10 0.272341

Uszq = 100.42526625

Us.1 = 2.662ug/mL

Absorbancia = 0.6129
0.733598 —- 0.6129

Us2 =10 o0272341

Usz = 100.443297833

Usz = 2.775ug/mL

Absorbancia = 0.6166

0.733598 — 0.6166
Us3z =10 o27z3:1

Us.3 = 100429673155

Us3 = 2.690ug/mL

2. Determinacion del % de Potencia Antibidtica de las muestras problema

El % de Potencia Antibidtica de las muestras problema se determiné en funcién a
la mediana de la concentracién (Estandar 3: S;3), cuya concentraciéon es

conocida (2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.



Asi, para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Potencia
Antibiética %P.A.(U):

%P.A.(Ur1) = 2574 x 2

%P.A.(U11) =102.95%

%P.A.(Ur2) = 2.567 X 2

%P.A.(U13) =102.69%

%P.A.(Ur-3) = 2.624 X %

%P.A.(U1-3) =104.97%

Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de Potencia Antibidtica
%P.A.(Uz)Z

%P.A.(Uz1) = 2919 X 7=

%P.A.(Uz-1) =116.78%

%P.A.(Uz2) = 2.892 X %

%P.A.(Uz2) =115.70%

%P.A.(Uz3) = 2.782 X ==

%P.A.(Uz:3) =111.28%

Para la muestra C; se tendran los siguientes resuitados de Potencia Antibidtica
%P.A.(U3):

%P.A.(Us1) = 2383 X =

%P.A.(Us.1) =95.33%

100

%P.A.(Usz-2) = 2.371 X Y

%P.A.(Us.2) =94.84%



%P.A.(Us3) = 2.377 X %59

%P.A.(Us3) =95.09%

Para la muestra C4 se tendran los siguientes resultados de Potencia Antibiética
%P.A.(Uy):

%P.A.(Us1) = 2.942 X 12—"5‘3

%P.A.(Us1) =117.67%

%P.A.(Usz) = 2.900 X 32953

%P.A.(Us2) =115.99%

%P.A.(Usg) = 2.962 X =

9%P.A.(Uss) =118.47%

Finalmente, para la muestra Cs se tendran los siguientes resuitados de Potencia
Antibiética %P.A.(Us):

%P.A.(Us1) = 2.662 X 2

%P.A.(Us.1) =106.49%

%P.A.(Us2) = 2.775 X 5=

%P.A.(Us-2) =111.01%

%P.A.(Us3) = 2.690 X -=

%P.A.(Us:3) =107.58%



DIA 2 DE ANALISIS

1. Determinacién de la Concentracién de las muestras problema

La concentracién de las muestras problema se calculé6 mediante la interpolacion
de la recta estandar o patron obtenida por transformacién logaritmica y ajustada

por cuadrados minimos.
La ecuacién del modelo ajustado es:

ABSORBANCIA = 0.760133 - 0.293429*.0G10_CONC
Despejando la Concentracion (CONC) se tiene que:

0.293429*L0OG10_CONC = 0.760133- ABSORBANCIA

0.760133 — ABSORBANCIA

LOG10_CONC = 0.293429

0.760133 — ABSORBANCIA

CONC =10 0.293429

Asi, para la muestra Cy se tendran los siguientes resuitados de Concentracién
(Uq):

Absorbancia = 0.6397

0.760133 — 0.6397
U1.1 =10 To.293429

Upa = 100.410361282

U141 = 2.573ug/mL

Absorbancia = 0.6390

0.760133 — 0.6390
U12=10 o293429

Upp = 100412747103

U1z = 2.587ug/mL



Absorbancia = 0.6368
0.760133 — 0.6368

Ui3=10 0293429

U1-3 —_ 100.420245399

U13 = 2.632ug/mL
Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de Concentracion (U.):

Absorbancia = 0.6255

0.760133 —0.6255
Uz1 =10 0293429

Uzg = 100.4»58759373

Uz.1 = 2.876ug/mL

Absorbancia = 0.6276

0.760133 — 0.6276
U22=10 o293429

Uzz = 100.451601909

Uz2 = 2.829ug/mL

Absorbancia = 0.6224

0.760133 — 0.6224
Uz3=10 o293429

Uy = 100469325153
Uz = 2.947ug/mL

Para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Concentracién (Us):

Absorbancia = 0.6476

0.760133 —0.6476
Us.1 = 10 0293429

Uza= 109383435583

Uz.1 = 2.418ug/mL



Absorbancia = 0.6490
0.760133 — 0.6490

Uz2 =10 o293420

Us.p = 1(0-37866394

Usz = 2.391ug/mL

Absorbancia = 0.6501

0.760133 ~ 0.6501
Uz3 =10 0293429

Uzs = 100.374914792

Us3 = 2.371ug/mL
Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de Concentracion (U,):

Absorbancia = 0.6258
0760133 ~0.6258

Ug1 =10  o293420

Ugr = 100.457736878

Us1 = 2.869ug/mL

Absorbancia = 0.6231

0.760133 — 0.6231
Usz =10 o.293429

Usz = 10466939332

Usz = 2.930ug/mL



Absorbancia = 0.6222

0.760133 — 0.6222
Ugsz =10 o.293429

Uss = 100470006817

Uss = 2.951ug/mL

Finalmente, para la muestra Cs se tendran los siguientes resultados de

Concentracion (Us):

Absorbancia = 0.6306

0.760133 —0.6306
Us1 =10 0.293429

Us.q = 10044137696

Us1 = 2.763ug/mL

Absorbancia = 0.6313

0.760133 — 0.6313
Us.2 = 10 o.293429

Us. = 100438991138
Us.2 = 2.748ug/mL

Absorbancia = 0.6327

0760133 — 0.6327
Usa =10 o.293429

U5_3 = 100.434219496

Us.3 = 2.718ug/mL

2. Determinacion del % de Potencia Antibidtica de las muestras problema

El % de Potencia Antibidtica de las muestras problema se determinara en funcion
a la mediana de la concentracidn (Estandar 3: S3), cuya concentraciéon es

conocida (2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.



Asi, para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Potencia
Antibiética %P.A. (Uq):

%P.A. (Ur1) = 2573 X 2=

%P.A. (U1.1) = 102.90%

%P.A. (Ur2) = 2.587 X 12%9

%P.A. (U13) =103.47%

%P.A. (U1:3) = 2.632 X 22

%P.A. (U13) = 105.27%
Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de Potencia Antibiética
%P.A.(Uy):

9%P.A.(Uz1) = 2.876 X 13"?"

%P.A.(Uz1) =115.03%

%P.A.(Uz2) = 2.829 X %

%P.A.(Uz2) =113.15%

%P.A.(Uz3) = 2.947 X =

%P.A.(Uz3) =117.87%

Para la muestra C3 se tendran los siguientes resultados de Potencia Antibidtica
%P.A.(U3):

%P.A.(Us1) = 2418 X 32

%P.A.(Us1) =96.72%

%P.A.(Us2) = 2.391 X 5=

%P.A.(Us.2) =95.66%



%P.A.(Us.3) = 2.371 X %

06P.A.(Us-3) =94.84%

Para la muestra C4 se tendran los siguientes resultados de Potencia Antibidtica
%P.A.(Us):

%P.A.(Us1) = 2.869 X -2

%P.A.(Us-1) =114.76%

%P.A.(Usz) = 2930 X =

%P.A.(Usz) =117.22%

%P.A.(Us3) = 2.951 X S=

%P.A.(Us3) =118.05%

Finalmente, para la muestra Cs se tendran los siguientes resultados de Potencia
Antibidtica %P.A.(Us):

%P.A.(Us1) = 2.763 X 5=

%P.A.(Us-1) =110.52%

%P.A(Us2) = 2.748 X =2

%P.A.(Us2) =109.91%

%P.A.(Us3) = 2.718 X 5=

%P.A.(Us.3) =108.71%



DIA 3 DE ANALISIS

1. Determinacion de la Concentracion de las muestras problema

La concentracién de las muestras problema se calculé mediante la interpolacion
de la recta estandar o patron obtenida por transformacién logaritmica y ajustada

por cuadrados minimos.
La ecuacion del modelo ajustado es:

ABSORBANCIA = 0.767401 - 0.299886*L0G10_CONC
Despejando la Concentracion (CONC) se tiene que:

0.299886*L0OG10_CONC = 0.767401 - ABSORBANCIA

0.767401 — ABSORBANCIA

LOG10_CONC =
0.299886

0.767401 — ABSORBANCIA

CONC =10 0.299886

Asi, para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Concentracion
(Un):

Absorbancia = 0.6411

0.767401 — 0.6411
U121 =10 o.299886

Ugg = 100.42114038

U11 = 2.637ug/mL

Absorbancia = 0.6430

0.767401 — 0.6430
Ui2=10 o.299886

Uyp = 100-414804935

U1z = 2.599ug/mL



Absorbancia = 0.6479

0.767401 — 0.6479
Ui3 =10 0299886

U1_3 — 100.398466155

U1z = 2.503ug/mL

Para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Concentracion (Us):

Absorbancia = 0.6303
0.767401 — 0.6303
Uzq =10 oz9988s
U2-1 — 100.457152384
Uz.1 = 2.865ug/mL
Absorbancia = 0.6315

0.767401 — 0.6315
Uz2 =10 o0.299886

Uz = 100.453151050

Uz.2 = 2.839ug/mL

Absorbancia = 0.6282

0.767401 — 0.6282
Uz3 =10 o0=299886

Uzz = 100464154718
Uz3 = 2.912ug/mL

Para la muestra C3 se tendran los siguientes resultados de Concentracion (Us):

Absorbancia = 0.6542
0.767401 — 0.6542

U3z.g = 10 o.z299886

Usq = 100377459153

Us.1 = 22.385ug/mL



Absorbancia = 0.6511

0.767401 — 0.6511
Us2 =10" o.299886

Us. = 100387795932

Uz2 = 2.442ug/mL

Absorbancia = 0.6573

0.767401 — 0.6573
Us3 =10 o0.z99886

U3 3= 100.367122374

Us.3 = 2.329ug/mL
Para la muestra C4 se tendran los siguientes resultados de Concentracién (Uy):

Absorbancia = 0.6310

0.767401 — 0.6310
Us1 =10 oz99886

U4_1 — 100.454—818273

Us1 = 2.850ug/mL

Absorbancia = 0.6305

0.767401 — 0.6305
Usgz =10  o0.299886

Usy = 100456485495

Us2 = 2.861ug/mL

Absorbancia = 0.6273

0.767401 — 0.6273
Us3 =10 o=299886

Uyg = 100467155719

Usz = 2.932ug/mL



Finalmente, para la muestra Cs se tendran los siguientes resultados de

Concentracion (Us):

Absorbancia = 0.6350

0.767401 — 0.6350
Us.1 =10  o.299886

Us.; = 100441480493

Us.1 = 2.764ug/mL

Absorbancia = 0.6393

0.767401 — 0.6393
Us2=10 0.299886

Us.p = 100427142381
Us.z = 2.674ug/mL

Absorbancia = 0.6377

0.767401 — 0.6377
Us.3 =10 o.299886

US 3= 100.432477492

Us.3 = 2.707 ug/mL

2. Determinacidén del % de Potencia Antibiética de las muestras problema

El % de Potencia Antibidtica de las muestras problema se determiné en funcion a

la mediana de la concentracion (Estandar 3: S3), cuya concentracién es conocida

(2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.

Asi, para la muestra C{ se tendran los siguientes resultados de Potencia
Antibiética %P.A. (U4):

%P.A. (Us1) = 2.637 X =2

%P.A. (U11) = 105.49%



%P.A. (Urz) = 2.599 X 22

%P.A. (U13) = 103.96%

%P.A. (Urs) = 2.503 X =

%P.A. (Ur-3) = 100.12%
Para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Potencia Antibibtica
%P.A.(Uyp):

%P.A.(Uz-1) = 2.865 X %

%P.A.(Uz1) =114.61%

%P.A.(U2-2) = 2.839 X %

%P.A.(Uzz) =113.56%

%P.A.(Uz3) = 2.912 X %’g"-

%P.A.(Uz3) =116.47%
Para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Potencia Antibi6tica
%P.A.(U3)I

%P.A.(Us.1) = 2.385 X lz‘l;l

%P.A.(Us-1) =95.39%

%P.A.(Us.2) = 2.442 X 1295‘1

%P.A.(U3-2) =97.69%

%P.A(Us3) = 2.329 X 3=

%P.A.(Us3) =93.15%



Para la muestra C4 se tendran los siguientes resultados de Potencia Antibidtica
%P.A.(U4)I

%P.A.(Us1) = 2.850 X =

%P.A.(Us1) =113.99%

%P.A.(Us2) = 2.861 X 2=

%P.A.(Usz) =114.43%

100

%P.A.(Uss) = 2.932 X =
%P.A.(Uss) =117.28

Finalmente, para la muestra Cs se tendran los siguientes resultados de Potencia

Antibiética %P.A.(Us):
%P.A.(Us1) = 2.764 X %
%P.A.(Us1) =110.55%

%P.A.(Usz) = 2.748 X =2

%P.A.(Us2) =106.96%

%P.A.(Us3) = 2.707 X 5=

%P.A.(Us3) =108.28%



ANEXO N° 13:

CALCULOS PARA LA DETERMINACION DEL % DE POTENCIA ANTIBIOTICA
DE LAS MUESTRAS DE SUSPENSION ORAL 250 mg/mL.

DIA 1 DE ANALISIS

1. Determinacién de la Concentracién de las muestras problema

La concentracion de las muestras problema se calculdé mediante la interpolacion
de la recta estandar o patron obtenida por transformacion logaritmica y ajustada

por cuadrados minimos.
La ecuacién del modelo ajustado es:

ABSORBANCIA = 0.732999 - 0.271238*L.0G10_CONC
Despejando la Concentracion (CONC) se tiene que:

0.271238*LOG10_CONC = 0.732999 - ABSORBANCIA

0.732999 — ABSORBANCIA

LOG10_CONC = 0.271238

0.732999 — ABSORBANCIA -

CONC=10 0.271238

Asi, para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Concentracién
(Uq):

Absorbancia = 0.6208

0.732999 — 0.6208
U141 =10 o.271238

U1_1 — 100.413716814

U1 = 2.592ug/mL



Absorbancia = 0.6212

0.732999 — 0.6212
Ui2=10 o271238

U1-2 - 100.412241888

U1z = 2.584ug/mL

Absorbancia = 0.6194

0.732999 — 0.6194
Ui3 =10 o271238

U; 3= 100.418879056

U1.3 = 2.623ug/mL
Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de Concentracion (U,):

Absorbancia = 0.6063

0.732999 — 0.6063
U2.1 =10 o0.271238

Uz.g = 100.467182891

Uz.14 = 2.932ug/mL

Absorbancia = 0.6083

0.732999 — 0.6083
Uz2=10 oz271238

Uy.p = 10045980826

Uz2 = 2.883ug/mL

Absorbancia = 0.6062

0.732999 — 0.6062
U233 =10 0271238

U2-3 _— 100.467551622

Uz3 = 2.935 ug/mL



2. Determinacion del % de Potencia Antibidtica de las muestras problema

El % de potencia antibidtica de las muestras problema se determiné en funcién a
la mediana de la concentracién (Estandar 3: S3), cuya concentracion es conocida

(2.500 pg/mL) y corresponde a un 100% de potencia.

Asi, para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de potencia antibidtica
%P.A.(U4):

%P.A.(U1-1) = 2.592 X 1;";"

%P.A.(U1-1) =103.70%

%P.A.(Ur2) = 2.584 X ==

%P.A.(U1.3) =103.35%

%P.A.(Ur.3) = 2.623 X -1;;"

%P.A.(U13) =104.94%
Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de potencia antibiotica
%P.A.(Uz)i

%P.A.(Uz) = 2.932 X %

%P.A.(Uz-1) =117.29%

%P.A.(Uz2-2) = 2.883 X -1595

%P.A.(Uz2) =115.31%

%P.A.(Uz.3) = 2.935 X %’g

%P.A.(Uz:3) =117.38%



DIiA 2 DE ANALISIS

1. Determinacion de la Concentracion de las muestras problema

La concentracidén de las muestras problema se calculé mediante la interpolacion
de la recta estandar o patrén obtenida por transformacion logaritmica y ajustada

por cuadrados minimos.
La ecuacién del modelo ajustado es:

ABSORBANCIA = 0.760186 - 0.293193*L.0G10_CONC
Despejando la Concentracion (CONC) se tiene que:

0.293193*L0OG10_CONC = 0.760186 - ABSORBANCIA

0.760186 — ABSORBANCIA

LOG10_CONC = 0.293193

0.760186 — ABSORBANCIA

CONC =10 0.293193

Asi, para la muestra Cy se tendran los siguientes resultados de Concentracion
(U4):

Absorbancia = 0.6379

0.760186 — 0.6379
U1-1 =10 0293193

Uyg = 100417121419

Us.1 = 2.613ug/mL

Absorbancia = 0.6385

0.760186 — 0.6385
Ui2=10 0293193

U1-2 — 100.415075034—

U2 = 2.601 ug/mL



Absorbancia = 0.6373

0.760186 — 0.6373
U3 =10 o293193

U1-3 - 100.419167804

U1z = 2.625ug/mL
Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de Concentracion (U.):

Absorbancia = 0.6244

0.760186 — 0.6244
Uz.1 =10 0293193

U2-1 —_ 100.463165075

Uz;;[ = 2.905ug/mL

Absorbancia = 0.6231

0.760186 — 0.6231
Uz2 =10 oz93193

UZ 9= 100.467598909

Uz2 = 2.935ug/mL

Absorbancia = 0.6242

0.760186 — 0.6242
Uz3 =10 0293193

UZ 3= 100.46384—7203

U2-3 = 2.910ug/mL

2. Determinacidon del % de Potencia Antibidtica de las muestras problema

El % de potencia antibiética de las muestras problema se determiné en funcién a
la mediana de la concentracion (Estandar 3: S3), cuya concentracion es conocida

(2.500pg/mL) y corresponde a un 100% de potencia.



Asi, para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de potencia antibiotica
%P.A. (Uy):

%P.A. (U1.1) = 2.613 X 12‘159
%P.A. (U1-1) = 104.52%

%P.A. (Ur2) = 2.601 x 121;’

%P.A. (U1-3) = 104.02%

%P.A. (Us3) = 2.625 X =2

%P.A. (U1-3) = 105.01%
Para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de potencia antibidtica
%P.A.(Uz):

%P.A.(Uz1) = 2.905 X 32‘-’52

%P.A.(Uz-1) =116.21%

%P.A.(Uz2) = 2.935 X 3=

%P.A.(Uz2) =117.40%

%P.A.(Uz3) = 2910 X =

%P.A.(U2:3) =116.39%



DIA 3 DE ANALISIS

1. Determinacion de la Concentracion de las muestras problema

La concentracién de las muestras problema se calculdé mediante la interpolacién
de la recta estandar o patrén obtenida por transformacion logaritmica y ajustada

por cuadrados minimos.
La ecuacion del modelo ajustado es:

ABSORBANCIA = 0.766828 - 0.299198*L0G10_CONC
Despejando la Concentracion (CONC) se tiene que:

0.299886*L0G10_CONC = 0.766828 - ABSORBANCIA

0.766828 — ABSORBANCIA

LOG10_CONC = 0.299886

0.766828 — ABSORBANCIA

CONC =10 0.299886

Asi, para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Concentracion
(Ua):

Absorbancia = 0.6434

0.766828 — 0.6434
U1.1 =10 o.z99886

Uy = 100412433155

U11 = 2.585ug/mL

Absorbancia = 0.6421

0.766828 — 0.6421
U122 =10 o.z99886

U1-2 — 100.416778075

U1z = 2.611ug/mL



Absorbancia = 0.6428

0.766828 — 0.6428
U1z =10 0299886

Uiz = 100.414438503

U1z = 2.597ug/mL
Para la muestra C; se tendran los siguientes resultados de Concentracion (U.):

Absorbancia = 0.6266

0.766828 — 0.6266
Uz.1 =10 0299886

Upg = 100468582888

U2-1 = 2.942ug/mL

Absorbancia = 0.6271

0.766828 — 0.6271
Uz22 =10 o0:z99886

Uy = 100466911765

Uz.2 = 2.930ug/mL

Absorbancia = 0.6284

0.766828 — 0.6284
Uz3=10 0299886

UZ 3= 100.462566845

Uz3 = 2.901ug/mL

2. Determinacion del % de Potencia Antibiética de las muestras problema

El % de potencia antibiética de las muestras problema se determiné en funcién a
la mediana de la concentracion (Estandar 3: S3), cuya concentracion es conocida

(2.500ug/mL) y corresponde a un 100% de potencia.



Asi, para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de potencia antibiotica
%P.A. (Uq):

%P.A. (U1.1) = 2.585 X -g%

%P.A. (U1-1) = 103.39%

%P.A. (Us2) = 2.611 X 7=

%P.A. (U13) = 104.43%

%P.A. (Ur3) = 2.597 X 1;"3‘3

%P.A. (U1.3) = 103.87%
Para la muestra C, se tendran los siguientes resultados de potencia antibiotica
%P.A.(U2):

%P.A.(Uz1) = 2.942 X —=

%P.A.(Uz.1) =117.66%

%P.A.(Uz2) = 2.930 X 12952

%P.A.(Uz22) =117.21%

%P.A.(Uz3) = 2.901 X 13‘?

%P.A.(Uz3) =116.05%



ANEXQ N°14:
FOTOGRAFIAS DE LAS PRUEBAS
FOTO N° 1: MUESTRAS DE CLORANFENICOL CAPSULAS 500 mg.
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FOTO N° 2: MUESTRAS -DE CLORANFENICOL SUSPENSION ORAL 250
mg/mL.
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FOTO N°3: ESTANDAR SECUNDARIO DE CLORANFENICOL 98.45%.

FOTO N°4: MEDIOS ANTIBIOTICOS EMPLEADOS PARA EL ANALISIS (1Y 3
RESPECTIVAMENTE).
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FOTO N° 5: CABINA DE BIOSEGURIDAD DONDE SE REALIZARON LOS
CULTIVOS Y LA OBTENCION DEL INOGCULO.
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FOTO N° 6;: ALGUNOS OTROS EQUIPOS UTILIZADOS DURANTE EL
ANALISIS




FOTO N° 7: PREPARACION DEL MEDIC ANTIBIOTICO N° 1 EN EL FRASCO
ROUX.

FOTO N° 8: SEMBRADO DE LA CEPA Escherichia coli ATCC 10536.
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FOTO N° 9: INCUBACION DE LA CEPA Escherichia coli ATCC.

ROUX.




FOTO N° 11: PREPARANDO EL MEDIO ANTIBIOTICO N° 3.




FOTO N° 13: PREPARANDO LOS ESTANDARES. HACIENDO LAS
DILUCIONES RESPECTIVAS.




FOTO N° 15: AGREGANDO 1 mL DE CADA DILUCION DE PRUEBA A CADA

TUBO.
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FOTO N° 16:-AGREGANDO 9 mL DE iNOCULO A CADA TUROQ QUE SE
INCUBARAN POR 24 HORAS DE 32 A 35 °C.




FOTO N° 17: FOTO N°: INACTIVANDO CADA UNO DE LOS TUBOS CON
FORMALDEHIDO.




FOTO N° 18: HACIENDO LA LECTURA DE ABSORBANCIA DE TODOS LOS-
TUBOS.




