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RESUMEN

El presente trabajo comprende una evaluacién de la potencia antibidtica de eritromicina en grinulos
y en suspension fabricadas por una misma casa farmacéutica a través del método de difusién en
agar con discos de papel filtro, al igual que establecer si la potencia antibidtica declarada en las

etiquetas del producto, cumple con las especificaciones de control de calidad.

En un total de 35 muestras analizadas, se utilizé el microorganismo Micrococcus luteus ATCC
9341 como microorganismo oficial designado por COGUANOR (Leyes guatemaltecas obligatorias)
NGO 6042 hl, asi como el C6digo de Regulaciones Federales de los Estados Unidos de MNorte
América, v se compard con los resultados obtenidos utilizando Bacillus subtilis ATCC 6633 como

microorganismo de prueba avalado por la Farmacopea Europea. Todas las muestras se hallaron
entre los limites permitidos tanto por el Cédigo de Regulaciones Federales de los Estados Unidos
de Norte América, como por la propuesta COGUANOR NGO 6042 hl, que va de 95% al 110%
de eritromicina. En conclusién, no existe diferencia significativa si se utiliza Micrococcus luteus,
ATCC 9341 o Bacillus subtilis ATCC 6633 en la determinacidn de la potencia antibidtica de
eritromicina por el método de difusién en agar, aunque resulté mis ficil de trabajar con este dltimo

debido a su resistencia, manejo, claridad en los halos producidos y mantenimiento de la cepa.
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INTRODUCCION

La eritromicina es considerada un antibidtico de amplio espectro, utilizado para atacar un gran

nimero de microorganismos, especialmente, aquellos que se reproduccn activamente (1,2).

Para determinar la cantidad de eritromicina presente en un medicamento, se hace necesario utilizar
métodos de laboratorio, los cuales miden la cantidad real de eritromicina presente en la droga (3-
5.

Existen métodos quimicos y microbioléigicos para medir la concentracién de eritromicina presente
en un firmaco. Entre los métodos microbiolégicos existentes se encuentran el turbidimétrico y el
de difusién de placa, siendo el Gltimo el aplicado por las Normas Guatemaltecas Obligatorias
(COGUANOR), el cual utiliza el microorganismo indicador Micrococcus lutens ATCC 9341,
referido por la Farmacopea Americana (6-8), el cual requiere de condiciones criticas en el manejo
del microorganismo. Por esta razén se pretende estandarizar el método Difusion en Agar usando
Bacillus subtilis (ATCC 6633) como microorganismo de prueba, un microorganismo no patdgeno
sumamente resistente a los efectos letales del calor, capaz de producir resultados estadisticamente
equivalentes de potencia antibiGtica, ademés establecer si los diferentes preparados de eritromicina
en grinulos y en suspensién a trabajar cumplen con los estdndares de potencia declarados en la

etiqueta del firmaco.
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ANTECEDENTES

Historia

El control oficial de los antibiGticos fue iniciado en los Estados Unidos por la Food and Drug
Administration (FDA) en el afio de 1938, controlindose los siguientes factores: Potencia,

demostracitn de no toxicidad y contenido de humedad (10).,

La Organizacidn Mundial de la Salud, publica periddicamente recomendaciones de estindares
internacionales para productos farmacéuticos a través de sistemas, como Farmacopea Internacional,
Criénicas de la Organizacién Mundial de 1a Salud, Informes Técnicos, Reuniones, Seminarios, etc.
(11-13).

En el afio 1976 fueron fijados los criterios analiticos para evaluar la calidad de los medicamentos,
segiin los cuales, las normas y valoraciones que mds utilidad tienen para la evaluacidn de la calidad
son la identidad, pureza, actividad y accién de los productos farmacéuticos y, segiin la naturaleza

del producto, pueden fundamentarse en reacciones quimicas, fisicas o bioldgicas (14).

En Guatemala en 1985 se emitié el Reglamento para el control de medicamentos, estupefacientes,
psicotrdpicos y productos de tocador e higiene personal, del hogar y establecimientos
farmacéuticos. En dicho documento se definié el concepto de control de calidad (Art. 5) como
el procedimiento que tiene por objeto asegurar en forma constante durante todo su proceso, la
elaboracion de lotes de productos conforme a las especificaciones de identidad, potencia, pureza

y demds requisitos establecidos en sus respectivas monografias (15).

Es también control de calidad el que se realiza, en cualquier momento, sobre el producto
terminado, para comprobar si mantiene sus caracterfsticas iniciales. Se seilala, asimismo, que la
responsabilidad de la calidad de los productos a que se refiere el presente reglamento, corresponde

a los fabricantes, importadores y distribuidores (Art. 116).

Existe un Departamento (gubernamental) de Control, encargado de la supervision, verificacion y
evaluacion de la calidad de los medicamentos, asi como de los establecimientos fabricantes o
distribuidores, en base al cumplimiento de las buenas pricticas de manufactura. Dicho
departamento cuenta con el apoyo del Laboratorio Oficial, Laboratorio Unificado de Control de
Alimentos y Medicamentos (LUCAM) de la Direccion General de Servicios de Salud.

Su accidn, sin embargo, se limita a las operaciones inherentes al registro de tales productos (16).
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Generalidades de los antibidticos

Antibigtico: Substancia producida por un microorganismo vivo, la cual en concentraciones bajas
mata o perjudica a otros microorganismos sin dafiar a su productor. Es un término que designa
a una droga que contiene una cantidad de substancia qufmica que es producida por un
microorganismo, sintesis quimica, y que en solucién diluida tiene la capacidad de inhibir o destruir

microorganismos (7,17).

Potencia antibidtica: Es el poder de un antibiGtico de inhibir el crecimiento bacteriano y es
directamente proporcional a Ia concentracién del mismo. La potencia se expresa en Unidades
Internacionales (UT) (7).

Eficacia de un antibidtico: Desde el punto de vista terapéutico, se demuestra por la inhibicidn que

efectia sobre un microorganismo especifico, bajo condiciones especiales (18,19).

La disminucién de la actividad antibacteriana se demuestra a través de medios de cultivo de
reconocida calidad en valoraciones microbioldgicas y las cepas de los microorganismos a utilizar
deben ser 100 por ciento puras. Como por ejemplo de American Type Culture Collection (ATCC)
{7.200.

Caracteristicas de la eritromicina.

La eritromicina fue descubierta en el afio 1952 por McGuire y colaboradores en los productos
metaboélicos de una cepa de Strepromyces erytheus, obtenida originalmente de una muestra de suelo
procedente del archipiélago Filipino (21-23).

La eritromicina es de color blanco, débilmente hidroscdpica, poco soluble en agua (solubilidad que
disminuye con la elevacién de la temperatura), pero de ficil solubilidad en alcohol, cloroformo y
éter, soluble en 4cido clorhidrico diluido y metanol. En solucidn dcida es inestable, pero es estable
por varias semanas en soluciones neutras refrigeradas a 4° C, ya que pierde su actividad

ripidamente a 20" C (8,22,23).
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La farmula de la eritromicina Cy; Hy NO,; muestra que es uno de los antibidticos macrdlidos,
llamados asi, por contener un anillo de lactona de muchos miembros al que se une uno o mis
desoxiaziicares. Se trata en realidad de glucdsidos, donde la lactona-aglucona estd unida a dos
aziicares, uno de los cuales es un aminoazicar. Ademds, el anillo posee uno o dos grupos
ceténicos (Figura 1) (10,21).

El nitrdgeno aminico hace a la eritromicina una base poco soluble en agua y de sabor amargo, por
ello se utiliza generalmente en la forma de los siguientes derivados: a) sales écidas, como el
lactobionato de eritromicina que es soluble en agua y conveniente para la administracidn oral por
ser pricticamente insipido; b) ésteres del grupo hidréxilo de la desosamina como el estolato de
eritromicina, administrado por via oral y el etil succinato de eritromicina por via parenteral y oral,

ambos insolubles en agua (Tabla 2) (10,22,24).

Actividad Antimicrobiana de la Eritromicina

La eritromicina puede ser bactericida o bacteriostitica, segiin el microorganismo y la concentracion

de la droga.

La actividad bactericida es méxima contra un pequeiio nimero de microorganismos de division
rapida, la cual aumenta marcadamente cuando el pH del medio es de 5.5 a 8.5 (8,22,24).

Actia especialmente sobre a) Cocos Gram positivo como Streplococcus neumoniae, pyogenes y
Staphylococcus aureus; b) Bacilos Gram positivo como Corynebacterium diphteriae, Bacillus
anthracis y el género Clostridium; ¢) Cocos Gram negativo como Neisseria meningitidis y
MNeisseria ponorrhoeae; d) Bacilos Gram negativo como Haemophilus influenzae; ¢) bacterias
filamentosas como Actinomyces israelii; f) espiroquetas como Treponema pallidum y protozoarios
como Entamoeba histolytica; g) las rickettsias que son poco susceptibles, algunos micoplasmas y
Chlamydia sp. Por estas razones la eritromicina es considerada un antibidtico de amplio espectro,
siendo efectivo especialmente sobre bacterias que se reproducen activamente (Tabla 1)
(1,2,10,22,25).

Mecanismos de Accidn

Los fArmacos antimicrobianos actdan en una de cuatro formas principales:
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= Inhibicion de las reacciones metabdlicas esenciales en el citoplasma del microorganismo.
Su toxicidad selectiva depende de la inhibicidn de una reaccidn esencial para el

microorganismo,

- Interferencia en la sintesis de la pared celular bacteriana, la cual se rompe haciendo que

la célula estalle en un medio ambiente hipoténico,

- Alteracién de la estructura de la membrana plasmética vecina a la superficie interna de

la pared celular.

- Trastornos de la sintesis de proteinas por: interferencia con la sintesis de ARN (dcido
ribonucléico) o comiinmente por la accion a nivel del ribosoma. Siendo esta Gltima la
forma utilizada por la eritromicina, que al unirse a la subunidad 508 del microorganismo
sensible, impide el proceso de translocacitn, es decir, el movimiento del ribosoma a lo
largo del dcido ribonucléico mensajero, accién necesaria para ¢l agregado del aminodcido
correcto a la cadena polipeptidica que formard la proteina. En esta forma se interrampe
la formacién de los polipéptidos proteinas esenciales para las funciones vitales de las
bacterias (23,26).

Farmacocinética

Ahsorcion:

La eritromicina se absorbe en el tracto intestinal, pero en forma de base es inactivada por la acidez
del jugo gdstrico, evitindose esta accidn por la administracion de la droga en una tableta con
cubierta entérica. Es preferible utilizar el estearato de eritromicina que no sufre alteracion en el
estomago e intestino (duodeno), liberando la base al hidrolizarse. Se recomienda utilizar el
estearato de eritromicina en forma de suspension para su administracion pedidtrica. Se aconseja
tomar la eritromicing en horas intermedias de las comidas, ya que los alimentos en el estdmago

demoran su absorcidn (1,23,28).
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3.6.3

Distribucion:

La eritromicina se difunde ripidamente penetrando en los 6rganos, particularmente el higado, bazo
y pulmén. Pasa rdpidamente a los liquidos pleural y peritoneal, pero poco al liquido
cefalorraquideo. Es capaz de cruzar la barrera placentaria, siendo uno de los pocos antibidticos
que llega a penetrar hasta el liquido prostitico. Con el estolato y el estearato se logran
concentraciones séricas de 5 a 15 ug/ml en un plazo de 1 a 4 horas después de administrar una
dosis de 500 mg. (21,28,29).

La concentracién en el liquido cefalorraquidec es aproximadamente 20 por ciento de Ia
concentracitn plasmdtica mientras que las concentraciones biliares son aproximadamente superiores
a las del plasma (30-32),

Solo del 5 al 12 por ciento de la eritromicina administrada por via oral es excretada en forma
activa por la orina, aungue la cifra aumenta hasta un 12 a 15 por ciento después de una dosis
administrada por via intravenosa. Cuando se administran dosis elevadas de eritromicina por via

oral, las heces pueden contener hasta 0.5 mg/g. (1,21).

El antibiGtico se concentra en el higado siendo la principal forma de excrecién por la bilis, que

puede contener hasta 250 ug/ml cuando las concentraciones plasméticas son muy altas (1).

La via media plasmitica de la eritromicina es de 1.6 horas aproximadamente (28).

Vias de Administracidn y Dosis:

a) Preparados orales: la eritromicina en forma de base, como el estearato de eritromicina,
¢l estolato de eritromicina y el etil succinato de eritromicina, se obtiene en una alta
variedad de preparaciones para su administracion oral (tabletas, tabletas masticables,
ciipsulas, suspensiones y gotas). La dosis habitual para adultos es de 1 a 2 gramos por
dia en tomas iguales a intervalos generalmente de 6 horas, segidn la naturaleza y severidad
de la infeccién. La dosis habitual para adultos es de 1 a 2 gramos por dia en tomas
iguales a intervalos generalmente de 6 horas, segin la naturaleza y severidad de la
infeccion, La dosis para nifios es de 30 a 50 mg/kg de peso al dia, dividiéndola en cuatro
porciones (21,24,28 33).
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3.7.2

h) Preparados intramusculares: la dosis habitual es de 0.5 a 1 gramo cada 6 horas durante
4 semanas, recomendindose poco por ser dolorosa y reservada para el tratamiento de

infecciones severas (1,24,28).

La eritromicina rara vez causa efectos secundarios severos. En las reacciones alérgicas
se presenta fiebre, eosinofilia y erupciones cutineas, que pueden aparecer solas o
combinadas y desaparecer al suspender el tratamiento. La hepatitis colestitica es el efecto
secundario més notable, se debe principalmente al estolato de eritromicina y pocas veces
a otros preparados (10,21).

Valoracion de la Eritromicina

La eritromicina se valora generalmente por métodos microbioldgicos, en los cuales existe una

comparacion contra la actividad antimicrobiana de un preparado patron (7,8,24).

Existe un estindar internacional de eritromicina base, siendo una unidad internacional la actividad
de 0.001053 mg. (eritromicina dihidratada), pero en la préctica la actividad de la droga se expresa
en peso (7).

Entre los métodos microbiolGgicos para determinar la potencia de eritromicina estin el de difusién

en placa y el turbidimétrico.

Método Turbdimétrico

El método turbidimétrico utiliza el microorganismo Staphvlococcus aureus y mide la luz
diseminada como decrecimiento de la luz transmitida a través de la solucién. La turbidez estd
regida por el crecimiento de la bacteria que depende de la concentracidn del antibidtico, a mayor
turbidez menor inhibicidn del microorganismo y viceversa. La turbidez se mide mediante un

espectrofotémetro,

Método de difusidn en Agar

Principio de difusién: Es la serie de eventos que pueden ocurrir cuando un antibidtico se difunde



a través de agar en el que existe presencia de células bacterianas capaces de reproducirse en ¢l

medio.

Leyes de difusién: La difusion es el proceso por el cual los movimientos al azar de las
moléculas transfieren la materia de una posicién a otra. Describen los cambios de
concentracién que se dan en el tiempo, en cada punto en el agar. Ciertas circunstancias
particulares pueden hacer inaplicables las leyes de difusién como son la precipitacién en
el medio v la evaporacion (38).

Leyes de crecimiento: Describen la frecuencia de produccién de células y constituyentes
celulares, deciden la frecuencia de formacidn de constituyentes que pueden combinarse
con antibidticos (receptores celulares) y describen la relacion entre célula y metabolismo
(3.

Zonas de inhibicién: La aplicacion de las leyes de difusion en zonas de inhibicidn
antibidtica se llevd a cabo por primera vez en el afio de 1946 por Cooper y Woodman y
consiste en la difusion del antibidtico, contenido en discos de papel filtro, a través de una
capa de agar solidificado que contiene el microorganismo. La zona de inhibicitn es el
4rea alrededor del disco donde se ha difondido la solucién del antibidtico, cuyo tamaiio
dependerd de la concentracidn de este Gltimo (36,38).

El método oficial de referencia tanto del Codigo de Regulaciones Federales de los Estados Unidos
de Norte América como de COGUANOR (Normas Guatemaltecas Obligatorias) para la

determinacion de potencia de eritromicina es por difusion en placa utilizando el microorganismo

Micrococcus luteus cepa ATCC 9341,

Caracteristicas Generales de los Microorganismos

Bacillus subtilis

Es un bacilo Gram positivo en forma de bast6n, raramente se presenta encadenado, (recto o casi

recto), de 0.3 a 2.2 por 1.2 a 7.0 um. Presenta un flagelo peritrico. Es aerobio o anaerobio

facultativo, catalasa positivo, oxidasa positivo o negativo, reductor de nitratos, metaboliza

9
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compuestos arométicos e hidroxiaromdticos, hemdlisis variable, rdpida digestion de la caseina. Es

formador de endosporas 0 mis comdnmente Ilamadas esporas (4,32).

La célula madre portadora de la endospora se llama esporangio (una por célula), y es de una
particularidad caracteristica del género Bacillus. Las endosporas bacterianas son estructuradas
redondas u ovales altamente refractarias, resistentes a los efectos letales del calor y sobreviven en
la naturaleza en estado de latencia por largos periodos, las endosporas se localizan en posicidn
central dentro del esporangio y &stas ya maduras pueden ser liberadas como resultado de lisis. La
formacidn de la endospora se ve afectada por factores como temperatura de crecimiento, pH del

medio, asreacidn, presencia de minerales, y presencia del carbono y nitrdgeno (4,38).

Las fases de formacién de endosporas incluyen:

Fase 0 Crecimiento de Ia célula vegetativa.

Fase [ Presentacion, en DNA (dcido desoxirribomucléico}, procede a la formacidn de un

filamento axial,

Fase II Septacion, separacion de los cromosomas, dando como resultado la formacidn

de una célula asimétrica.

Fase III Engolfamiento de la preespora, la membrana de la espora en desarrollo se separa

por completo de Ta membrana de la célula madre y rodea el protoplasto de la

espora.

Fase IV Se inicia la formacidn de la corteza.

Fase V Las cubiertas de las esporas son sintetizadas.

Fase VI Se da el desarrollo de la refractabilidad y resistencia al calor, y la maduracidn
de la espora.

Fase VII Lisis del esporangio y liberacién de la espora madura (4.38).

10
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La transformacidn de una endospora latente en una célula vegetativa usualmente involucra tres

procesos de secuencia que se conocen como activacidn, germinacitn y sobrecrecimiento (40).

La activacion es un proceso que se lleva a cabo en una endospora lista para germinar; y por lo
tanto, es el proceso responsable de la ruptura de la latencia. Mo se conoce un procedimiento
generalmente especifico para activar las endosporas. El método usualmente empleado es el
tratamiento de calor por espacio de 10 a 30 minutos, o por envejecimiento uniforme a bajas

emperaturas.

La germinacién es el cambio de una endospora del estado latente al metab6licamente activo. Los
cambios principales en esta etapa son: la despolarizacion y la excrecion de los constituyentes de
la espora acompaiiada por la pérdida de refractibilidad dptica, esto o la germinacidn pueden ser
iniciadas por ciertos aminodcidos, ribdsidos y azdcares.

Tras completarse la germinacifn, la joven célula vegetativa emerge, se alarga y divide (19,39).

El sobrecrecimiento se define como el desarrollo de una célula vegetativa a partir de una endospora

germinada.

Micrococcus Juteus

Es un coco Gram-positivo perteneciente al género Micrococcus, de forma esférica de 1.0a 2.0 um
de difimetro, se presenta en forma de racimos o paquetes, aerobio estricto, caracteristicamente se
divide en mds de un plano o irregularmente en forma de racimos, en paquetes tetraédricos o

cibicos, usualmente inmévil y no fermenta la glucosa (32,39).

El componente mds importante de su pared celular es una sustancia polimérica llamada
peptidoglucdn, la cual estd formada por aminodcidos, carbohidratos y lipidos que le proporcionan

la estructura rigida a la pared celular de la bacteria y que en gran medida determina su forma,

Las colonias en medio antibidtico 1 (Tabla 4), son amarillas, amarillo-verdosas o de color naranja,
algunos cultivos forman un pigmento violeta difuso en el centro en medio antibidtico 1. Crece en
cloruro de sodio al 5 por ciento, siendo su crecimiento dptimo a 30° C. no es patdgeno hacia
plantas y animales. Se presenta cominmente en la suciedad, basura, agua, piel del hombre y otros
animales (3,32).

11



JUSTIFICACIONES

Para evaluar la potencia antibiGtica de la eritromicina, la Farmacopea Americana establece la

utilizacion de Micrococcus Luteus (ATCC 9341) como microorganismo de referencia.

El mantenimiento de dicha cepa es sumamente dificil debido a los estrictos controles de humedad
y lemperatura que se requieren para su crecimiento, lo que a su vez puede disminuir la vida media

del microorganismo.

Los factores mencionados anteriormente establecen la necesidad de estudiar otros microorganismos
alternativos para la evaluacion de dicho antibidtico y cuyo empleo minimice las desventajas de

utilizar microorganismos exigentes.

Por esta razon se evaluard la utilizacion de Bacillus Subtilis (ATCC 6633) como una opcion. La
formacién de esporas hace de este microorganismo una cepa sumamente resistente a los efectos
letales del calor, por lo que puede sobrevivir en la naturaleza en estado de latencia por largos
periodos. Asi mismo su crecimiento masivo sobre agar facilita la formacion de halos de inhibicidn
bien definidos, y la capacidad de proporcionar igualdad de resultados estadisticamente equivalentes.
El uso de este microorganismo permitird establecer lineamientos propios adaptados a las

condiciones de nuestro pais, lo que repercutird en un mejor control y efectividad terapéutica.

12



OBJETIVOS

GENERAL:

Normar el uso de Bacillus subtilis ATCC 6633 como un microorganismo alternativo para medir

la potencia de eritromicina por COGUANOR (Normas Guatemaltecas Obligatorias).

ESPECIFICOS:

- Comprobar que la medicién de potencia antibidtica de eritromicina utilizando tanto

Bacillus subtilis como Micrococcus Juteus proporciona resultados andlogos.

- Demostrar por medio de un andlisis estadistico que el método microbiolGgico de Difusidon
en Agar utilizando Bacillus subtilis ATCC 6633 es preciso, exacto y especifico para

determinar la potencia antibiGtica de eritromicina en Guatemala.

- Comprobar si la concentracién de eritromicina indicadas en las etiquetas de los

medicamentos seleccionados para efectuar el presente trabajo, tanto en grinulos como en

suspensidn, es la correcta.
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HIPOTESIS
- La utilizacién de Bacillus subtilis ATCC 6633 provee resultados estadisticamente
equivalentes al empleo de Micrococcus lutens ATCC 9341 en la determinacion de la

potencia antibitica de eritromicina por el método de difusion en agar,

La concentracion real de eritromicina es menor que la indicada en las etiguetas del

medicamento comercial.
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7. MATERIALES Y METODOS

| Universo de trabajo

35 muestras a trabajar con cada uno de los microorganismos (Bacillus subtilis ATCC 6633 y

Micrococcus luteus ATCC 9341).

7.2 Medios
700 | Recursos humanos:
Autora: Lilian Elizabeth del Pilar Amiel Rodriguez.
Asesor: Licenciado Sergio Ivin Castillo Centeno.
Coasesoras: Licenciada Jaqueline Schaemaker
Licenciada Vivian Irene Gonzilez Lipez.
el Recursos fisicos:

Industria Farmacéutica ABROTT Laboratorios, S.A.

7.23 Recursos materiales:

7.2.3.1 Equipo:
- Incubadora bacterioldgica (con presicion de mds o menos 0.5° C).
- Espectrofotimetro con longitud de onda rango de 340 a 960 nm.
- Agitador,
- Bafio Maria.
- Contador de colonias.
- Autoclave.
- Mechero,

- Vernier.

15



7232

7.2.33

7.2.34

7.3

7.3.1

Material:

Pinzas,

Asa de cultivo.

Discos de papel filtro de 1/2 plg. de didmetro.
Cajas de petri de 20 x 100 nm.

Botellas Roux.

Balones aforados.

Medios de Cultivo {Anexo 1)

Medios de Indculo para suspensitn de esporas.
Caldo de Esporulacitn.

Medio Antibidtico No. 1.

Medio Antibidtico No. 5.

Medio Antibidtico No. 11.

Reactivos

Solucidn amortiguadora pH 8 de fosfato de potasio 0. 1M (solucidn disolventes).
Fosfato dibdsico de potasio.

Fosfato monobdsico de potasio,

Agua.

Metanol absoluto.

Solucidn salina estéril al 0.85 por ciento.

Eritromicina base (1 g eqivalente a 972 mg de eritromicina).

Metodologia

Preparacion del Estindar de Trabajo

A partir de la eritromicina base, se prepard una solucidn stock de eritromicina, con una
concentracién de 1000 mcg/ml utilizando metanol absoluto como solvente. Luego se prepard a
partir de ella, un estindar base de trabajo cuya concentracidn fue de 100 mcg/ml empleando buffer

de fosfatos pH 8 como solvente.
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732

7.3.2.1

73112

estdndares para preparar la curva estdndar, con concentraciones para el ensayo con Bacillus subtilis
de51 =1,5 =2,53=4,5 =8y 55 = 16 mcg/ml y 51 = 0.25, 52 = 0.5, 53 = 1.0, 54
=20y S35 = 4. mcg/ml para el ensayo con Micrococcus luteus (Tabla 3) (3,7).

Preparacidn de la suspensidn de trabajo de los microorganismos.

Ensayo con Micrococcus luteus (segin recomendaciones de COGUANOR)

Se resuspendid un liofilizado de la cepa ATCC 9341 con 1 ml de solucidn salina estéril y se
inpcularon varios tubos con medio antibidtico No. 1 en forma inclinada, incubando a una
temperatura entre 32-35 ° C. Se lavé el crecimiento del microorganismo en toda la superficie del
medio con 3 ml de solucidn salina fisiol6gica estéril. Se transfirié la suspension del lavado a una
botella Roux que contenia 250 ml. del medio antibidtico No. 1 (Tabla 4).

La botella debié moverse para permitir que la suspensién se pusiera en contacto con toda la
superficie del medio de cultivo. Se incubd entre 32 y 35° C por 24 horas.

Se agregaron 50 ml de solucién de cloruro de sodio al 0.85 por ciento estéril y unas perlas de
vidrio para lavar el crecimiento de la superficie del medio de cultivo. Esta suspension concentrada
debid pasarse a un frasco estéril de 300 ml y se almacend en refrigeracidn.

Se prepararon 10 ml de una suspensidn de la cepa a partir del concentrado, agregindole solucidn
salina hasta obtener una transmitancia de 25 por ciento mis menos 1 por ciento leida en el
espectrofotdmetro a 500 nm. Esta solucion se mantuvo estable por dos semanas, refrigerada,

Ensayo con Bacillus subtilis (segiin Farmacopea Europea)

Se reconstituyd el contenido de un cultive liofilizado de Bacillus subtilis en 1 ml. de solucién
salina. Se inocularon varios tubos conteniendo cada uno 10 ml de medio de indculo para
suspension de esporas en forma inclinada y se incubd por 24 horas a 37° C. Los cultivos pueden

ser mantenidos por un mes a 5° C (Tabla 4).

17



733.1

7332

Se suspendié un tubo inoculado con 2.5 ml de solucién salina y se transfirid a un Erlenmeyer
conteniendo 100 ml del medio de indeulo para suspension de esporas. Se incub6 24 horas a 32° C con
agitaci6n A 240 rpm hasta que la esporulacién [uera cvidente en un 90 por ciento bajo obscrvacion
microscopica. Se removieron las esporas por medio de centrifugacion y se resuspendieron en 4 ml de

agua destilada estéril.

Preparacion de la mucstra de ensayo

Tabletas. Se pes6 20 tabletas obteniéndose la masa promedio por tableta. Se tritur6 las mismas hasta
obtener un polvo fino, s¢ pes6 una cantidad cquivalente a 100 mg de eritromicina segin lo declarado

en la etigueta.

Gréinulos para suspension. Se disolvié el polvo en la cantidad especificada de agua destilada y sc tomd
una cantidad de la suspensioén preparada equivalente a 100 mg. de eritromicina, segln lo especilicado

en la eligueta.

En las dos presentaciones se procedid de la siguicnte [orma:

Se transfirieron los 100 mg. de eritromicina a un valor aforado de 100 ml. agregando 50 ml de metanol
absoluto y agitando por una hora, completando el volumen con metanol (se cfectué un filtrado en el
caso de las tabletas y de los grénulos para suspension) descartdndose los primeros 10 ml de la solucion
y se procedié a tomar una alicuota de 10 ml transfiriéndose a un valor aforado de 100 ml. completando

¢l volumen con buffer de fosfatos PH 8 para obtener una concentracién final de 1 mg/ml.

Ensayo con Bacillus subtilis
Se transfiricron 0.4 ml de la dilucién anterior de la muestra a un bal6n aforado de 100 ml y ajustar a

volumen con la solucién buffer de fosfatos pH 8. Esta lue la preparacion de la muestra de ensayo con

una concentracion de eritromicina igual a $3 4 meg/ml (Tabla 3).

18



7334 Ensayo con Micrococcus lutcus

734

734.1

73.4.2

Se transhirié (.1 ml. de la dilucién de 1 mg/ml a un balén alorado de 100 ml y se ajusté el volumen con
buffer de fosfato pH 8, obleniéndose una concentracién de eritromicina igual a 1 mcg/ml (Tabla 3).

Preparacion de Placas de Ensayo

En ambos casos se ulilizaron 3 cajas de petri para cada uno de los estdndares y 4 cajas de petri por

muesira.

Capa base: Se distribuyeron en cada una de las cajas de petri, 20 ml para Bacillus subtilis y 21 ml para

Micrococcus luteus de medio estéril correspondiente para cada ensayo (antibidtico No. 5 y No. 11

Bacillus subtilis y Micrococcus luteus, respectivamente), dejando enfriar con la tapadera enircabicrla
para cvitar la condensacién de agua (Tabla 4)

Micrococcus luteus

Capa inoculada:

Se inoculd el medio antibidtico No. 11, agregando 1.5 ml de la suspension de trabajo para cada 100 ml
de medio a una temperatura entre 48 a 50° C. Se agregaron 4 ml de esta suspension sobre la capa base
contenida en las cajas de petri, repartiéndose cuidadosamente por toda la superficic a mancra de

obtener una capa homogénea, la cual se dejé enlriar para cvilar la condensacion del agua.

Bacillus subtilis

Capa inoculada:
Se inoculé el medio antibidtico No. 5, agregando 1 ml de la suspension de esporas por cada 200 ml de
medio a una temperatura de 54° C. Se agregaron 5 ml de esta suspensién a la capa base siguicndo las

mismas precauciones que para Micrococcus lulcus y se incubd a 37° C. por 24 horas.
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Colocacion de los discos conteniendo los estdndares y la muestra (segin la recomendacion de
COGUANOR)

Se impregnaron con una micropipeta 80 ul de las soluciones estdndar en los discos de papel filtro
para la curva patrén y se colocaron en las placas de petri, y en las placas para la muestra se
colocaron en forma alterna dos discos con la solucién estdndar de referencia (4 mcg/ml para
Bacillus subtilis y 1 mcg/ml para Micrococcus luteus) y dos discos con la preparacion de la
muestra de ensayo (Figura 2). Se incubaron las cajas inoculadas con Bacillus subtilis a 37° C por
24 horas y las inoculadas con Micrococcus luteus a 32-35° por 24 horas (3, 7). Se prepararon
placas de petri en triplicado para cada concentracion de estndar y cuadruplicado para la muestra
{Figura 2},

7.4. Célculos
7.4.1 Curva estindar;
Se obtuvieron 12 zonas de inhibicién por cada uno de los diferentes estdndares y se midieron los

didmetros de las zonas de inhibicién de cada una de las diluciones de trabajo utilizando un vernier,

luego se calcularon los promedios de las lecturas obtenidas, donde:

Xa = Promedio de las lecturas del estindar 1
Xb = Promedio de las lecturas del estindar 2
Xc = Promedio de las lecturas del estindar 3
Xd = Promedio de las lecturas del estindar 4
Xe = Promedio de las lecturas del estindar 5

Luego se determinaron los puntos méximo y minimo para la mejor curva.

Punto minimo = 3¥a + 2¥Xb + Xc-Xe /5
IXe + 2Xd + Xc-Xa/l5

Punto méximo

Se construy® la curva en papel semilogaritmico con los puntos méximo y minimo correspondientes
a la menor y mayor concentracién de los estindares. Se colocé en la Y (ordenada) la
concentracion en mcg/ml y sobre la X (abcisa) el didimetro en mm de cada una de las

concentraciones de los estidndares.



7.4.12.

Th

Concentracion de la muestra:

Se obtuvieron & zonas de inhibicidn de la muestra, alternindose con 8 zonas del estindar medio
correspondiente a cada uno de los microorganismos, 4.0 mcg/ml para Bacillus subtilis y 1.0 mecg/ml para

Micrococeus luteus (Tabla 3, Figora 2).

Se promediaron las zonas de inhibicién de la muestra (Xm) y de la solucion de referencia presentes en las

mismas cajas de petri (Xom).

La muestra se corrigit (Xcm) sumando o restando el factor de correccitn (Fc), obtenido de la resta de los

promedios del estindar medio de la curva y del corrido con la muestra.

(Xc - Xm) = +/- Fc
Xem = Xm +/- Fc

El cilculo de la cantidad de eritromicina presente en la muestra se efectud de la siguiente manera:

Se buscd en la curva estindar la concentracion de la muestra correspondiente al valor corregido de la
misma. Se multiplicé por 100 y se dividi6 dentro de la concentracidn del estindar de referencia (1.0
meg/ml) para Micrococcus luteus y (4 mcg/ml) para Bacillus subtilis; obteniéndose asi ¢l porcentaje de
eritromicina con el cual se puede calcular la potencia real en la muestra (Tablas 5-10, Grifica 3-5).

Disefio de la investigacién
La investigacidn se bast en la comparacidn de la potencia antibidtica de la eritromicina por el método de

Difusién en Agar, utilizando Micrococcus luteus (ATCC 9341) y Bacillus subtilis (ATCC 6633) como

microorganismos indicadores de halos de inhibicidn.

Se utilizaron como pruebas estadisticas las siguientes: Método de la t pareada (en base a diferencias) (Tabla
11,12) vy Grifica de barras paralelas (40, 41) (Grificas 1, 2).
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RESULTADOS

Se utilizd el método de Difusidn en agar, el cual emplea Micrococcus luteus (ATCC 9341) como
microorganismo oficial designado por COGUANOR (Leyes Guatemaltecas Obligatorias) v se usd
Bacillus subtilis (ATCC 6633) como microorganismo de prueba bajo las mismas condiciones, Se
analizaron 35 muestras de eritromicina provenientes de una misma casa farmacéutica, de las cuales
22 indicaban la presentacién de 500 miligramos por tableta (mg/tab), 6 de 250 mg/5ml, 3 de 105.0
mg/g, 1 de 250.0 mg/tab, 2 de 64/mg/g y 1 de 100 mg/ml, utilizando ambos microorganismos,

Todas las etiquetas de eritromicina no importando la concentracion declarada en la etiqueta fueron

llevadas a una concentracidn final de 1 mg/ml.

Se prepararon los estindares de trabajo utillizando el estindar 3 (didmetro de 22 para Bacillug
subtilis ¥ 23 para Micrococcos lutens como pardmetro de comparacién con la muestra,

Los estindares para Bacillus subtilis presentaron mayor uniformidad en las lecturas de halos
producidos, siendo para el estindar 1 un didmetro promedio de 18 mm, estindar 2 de 20 mm,
estindar 3 de 22 mm, estindar 4 de 24 mm y estindar 5 de 26 mm.

En cuanto a los estindares de Micrococcus Juteus presentaron un diimetro un poco mayor
obteniéndose un diimetro promedio para el estindar 1 de 19 mm, estindar 2 de 21 mm, estindar
3 de 23 mm, estindar 4 de 25 mm, y estindar 5 de 27 mm.

Con la presentacion de 250 mg/5 ml fue necesario repetir los estindares y por consiguiente la
muestra, debido a que los halos de inhibicidn no estaban bien definidos atrasando con ello el

trabajo.

En la presentacién de 105.00 mg/gramo, se pudo observar que la concentracidn obtenida con el

microorganismo Bacillus subtilis ATCC 6633 fue mis grande que con Micrococcus Juteus (Tabla
7).

Existié mayor uniformidad en los resultados obtenidos con ambos microorganismos en 22 muestras
de las 35 trabajadas equivalentes a un 63 por ciento de la presentacitn en grianulos con la potencia
tedrica de 500 mg/tab. (Tabla 5).



Con el microorganismo Bacillus subtilis en el 100 por ciento de las muestras trabajadas, se obtuvieron halos
de inhibicién mas claros, mayor delimitacién en los mismos y uwna difusion uniforme del agente

antimicrobiano.

La inoculacidn de los discos impregnados con eritromicina se llevd a cabo segin las recomendaciones de

COGUANOR y Farmacopea Americana.

Fue posible la reutilizacidn de las cajas de petri en ambos ensayos, Gnicamente que sin mezclar las de
Bacillus subtilis con las de Micrococcus Iuteus utilizindose en méds ocasiones las trabajadas con Bacillus
subtilis, ya que presentaron menor contaminacion bacteriana,

El costo final por muestra fue de Q46.45 pero se redujo a Q28.24, debido a que algunos materiales (cajas
de petri y metanol) fueron reutilizados. Los costos del andlisis de eritromicina consignados en este estudio

estin sujetos a variaciones futuras, de acuerdo a los indices de inflacidn.

Se utilizaron como pruebas estadisticas Grifica de Barras paralelas y el Método de la T pareada. (40, 41)
(Gréfica 1, 2, Tabla 11, 12).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Respecto al método utilizado para determinar la potencia antibidtica de eritromicina con el
microorganismo oficial Micrococcus luteus ATCC 9341, se pudo comprobar que en el 100 por
ciento de las muestras trabajadas se obtuvo resultados similares con el microorganismo de prueba
Bacillus subtilis ATCC 6633.

Las muestras analizadas fueron tomadas al azar de los distintos lotes de produccion,
correspondiendo el mayor nidmero (63 por ciento, Tabla 5) a la presentacidon de 500 mg/tabl.,
debido a que en el tiempo de realizacidn del trabajo esta presentacién fue la més elaborada por
dicha casa fanmacéutica,

Con la presentacion de eritromicina igual a 250 mg/5 ml se efectud el ndmero méds grande de
repeticiones debido probablemente a una mala preparacién de la suspensitn introduciendo error
al agregar el agua destilada necesaria (se toma como base el limite superior de la etiqueta para
medir el volumen requerido de agua).

Para efectuar dichas repeticiones se tomaron nuevas muestras correspondientes al mismo lote de
produccion, volviéndose a preparar la suspensitn indicada, obteniéndose en esta lecturas
adecuadas.

Micrococcus luteus y Bacillus subtilis presentaron casi siempre un mismo crecimiento sobre el
medio de agar al enfrentarlos con el antibiGtico (eritromicina). Sin embargo, la presentacion de

la muestra de 105.0 mg/g no fue asi, ya que se observaron halos de inhibicidn mids grandes con
Bacillus subtilis, lo que dio una concentracion de eritromicina mayor. Esto es debido a la
naturaleza propia de los microorganismaos, los cuales en un momento dado pueden ser influenciados

por la temperatura y humedad.

Se observd una mayor contaminacion bacteriana en las cajas de petri trabajadas con Micrococcus
luteus debido probablemente a que el medio antibidtico No. 11 que es el indicado para el
crecimiento dptimo del microorganismo es més enriquecido (contenido de carbohidratos y

azicares), que el medio antibiGtico No. 5 utilizado para Bacillus Subtilis (Tabla 4).

Fue posible la reutillizacion de las cajas de petri de 5 a 6 veces con Bacillus subtilis v de 2 a 3
veces con Micrococcus Jutens, debido a que este dltimo presentd mds rdpidamente contaminacion
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bacteriana en las cajas teniendo que ser descartadas.

Se rebajaron los costos en la determinacién antibiGtica de eritromicina gracias a la reutilizacion de

las cajas de petri y a la recuperacion de metanol por destilacion.
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10.

CONCLUSIONES
No existe diferencia significativa entre el uso de Micrococcus luteus y Bacillus subtilis en la

determinacion de la potencia antibiética de la eritromicina por el método de difusién en Agar con
discos de papel filtro de 1/2 pulgada de didmetro.

Se comprobd que todas las muestras analizadas de eritromicina se encuentran dentro del rango de

potencia antibidtica exigido por COGUANOR.

Es posible reutilizar las cajas de petri en mayor nimero las trabajadas con Bacillus subtilis.
El trabajar con el microorganismo Bacillus subtilis economiza tiempo y dinero.

Debe de efeciuarse una revision de la norma de COGUANOR NGO 6042 hl. sobre el

microorganismo utilizado para la determinacion de potencia antibidtica de eritromicina.
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1.

RECOMENDACIONES

Preparar el estindar con sus respectivas diluciones cada vez que se realice la potencia

antibidtica de eritromicina, por cualquier método utilizado.

Evitar el retraso de la incubaci6n una vez realizada con inoculacién y colocacion de
discos, porque se presentarfa una pre-difusién antes de haber obtenido el crecimiento

dptimo.

Utilizar las mismas cajas de petri (desechables) en varios andlisis de potencia (se procede

a descartar con una espitula las dos capas de agar) para bajar costos.

Efectuar la recuperacién del metanol a través del método de destilacidn.

Sugerir a COGUANOR (Leyes Guatemaltecas Obligatorias) que incluya Bacillus subtilis
como un microorganismo alternativo para la determinacion de potencia antibidtica de

eritromicina.
Investigar si se han efectuado estudios similares al presente sobre la utilizacion de otros

microorganismos que no sea el designado por las leyes obligatorias, pero si avalado por

una farmacopea.
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Tabla No. 1

Aplicacién clinica de la eritromicina

MICROORGANISMO SENSIBILIDAD

COCOS GRAM POSITIVO (Aerobios)

- Staphylococcus aereus Cerca del 10% resistentes

- Swaphylococcus epidermides Cerca del 40% resistentes

- Streptococcus grupo A Rara vez resistente

- Streptococcus grupo B Rara vez resistente

- Streptococcus grupo C Rara vez resistente

- Streptococcus grupo D 50% enterococcus resistente
- Streptococcus grupo G Rara vez resistente

- Streptococcus neumoniae . Rara vez resistente

- Streptococcus viridans Cerca del 10% resistente.

COCOS GRAM POSITIVO (Anaerobios)

- Peptococcus sp. Cerca del 20% resistente
- Peptostreptococcus sp Cerca del 20% resistente

BACILOS GRAM POSITIVO (Aerobios)

- Bacillus anthracis Efectivo
- Corynebacterium diphteriae Droga de eleccion
- Corynebacteriym minutissimum Droga de eleccidn
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- Erysipelothrix musiopathiae
- Listeria monocytogenes

- Nocardia sp

BACILOS GRAM POSITIVO (Anaerobios)
- Clostridium perfringens
- Eubacterium sp

- Lactobacillos sp

Propionibacterium acnes

COCOS GRAM NEGATVO (Aerobios)

- Branhamella catarrhalis

- Messeria meningitidis

COCOS GRAM NEGATIVOS (Anaerobios)

- Veillonella sp

BACILOS GRAM NEGATIVO (Aerobios)

- Bordetella pertussis

- Brucella sp

- Calymatobacterium granulomatis

Droga de eleccidn
Efectivo

Variahle

Efectivo

Cerca del 25% resistente

Efectivo

Variable

Cerca del 10% resistente

Cerca del 10% resistente

Efectivo
Variable

Efectivo

Cerca del 10% resistente

Droga de Eleccién
Variable

Efectivo



- Haemophilus ducreyi Droga de eleccion

- Haemophilus influenzg Cerca del 40% resistente
- Lepionella sp Droga de eleccidn

BACILOS GRAM NEGATIVOS (Anaerobios)

- Bacteroides fragilig Cerca de 35% resistente
- Bacteroides melaninogenious Droga de eleccion

- Campylobacter fetus Cerca de 35% resistente
- Eikenella corrodens Cerca de 20% resistente
ESPIROQUETAS

- Borrelia burgdorferi Variable

- Treponema pallidum Efectiva

OTRAS BACTERIAS

- Chlamydia trachomatis Efectiva

- Mycobacterium sp Variable

- Mycoplasma pneumoniae Droga de eleccidn
- Rickettsia sp Variable

- Ureaplasma urealyticum Droga de eleccitn
Referencia: Brittain D. Erytromicin clinics of North America

Vol. 7 (6). 1987. 214 p. (p.1147-1150).
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Tabla No. 2

PREPARADOS DE LOS MACROLIDOS

PREFARADO

COMPOSICION

CARACTERES

FORMA
FARMACEUTICA
COMERCIAL

Eritromicina base

Estearato de eritromicina

Estolato de eritromicina
(propionil-lauril sulfa-to de
eritromicina.

Etil-succinato de

Lactobionato de
eritromicina

Fosfato de oleandomicing

Contiene no menos del 85% de la
droga

Conliene 50% de erilromicina
hase

Contiene 76.5% de
eritromicina base

Contiene 60% de eritromicina
base

Contienc 75.5% de olendomicina
base

Cristales o polvo blanco
ligeramente amarillento, ino-doro y
de sabor amargo. Muy poco
soluble en agua, soluble en alcohol

Polvos cristalinos blancos, inodoros
¥ pricticamente insolubles en agua.
Solubles en aleohol

Idem

Idem

Cristales o polvo blanco
ligeramente amarillento de olor
débil, soluble en agua y alcohol.

Polvo cristaline blance, inodoro,
sabor amargo, soluble en agua y
alcohol.

Tabletas con capa entérica de
250 mg.

Tabletas de 250 mg y 300
mg eritromicina base.

Cépsulas de 250 mg.
Tabletas de 500 mg.
Suspensidn de 125 y 250
mg/mi.

Suspension acuosa de 250 ¥
400 mg/5ml. Tabletas
masticables de 200 mg
(baze). Ampollas de | mi
conleniendo 100 mg
expresado en base (solucidn
en polietilen-glicol para
administracidén intramuscular,

Ampolla de | mg (base) para
disolver en agua (via
intravenosa).

Tabletas de 250 y 375 mg.
Jarabe 125 mg/5 ml.
Ampolla de 500 mg
(intravenosa).

Referencia;

1980. 1953 p. (p1502-1514, 1617-1623).
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Tabla No. 3

DILUCIONES DE LOS ESTANDARES PARA

MICROCOCCUS LUTEUS Y BACILLUS SUBTILIS
Y HALOS DE INHIBICION OBSERVADOS EN CADA UNO

ESTANDAR MICROCOCCUS LUTEUS (7.8) BACILLUS SUBTILIS (3.9)
meg/ml mm mcg/ml mm
S 0.25 19 | 18
5 0.5 21 2 20
Ss 1.0 23 4 22
B 2.0 25 ] 24
L 4.0 21 16 25
Referencia: - Abbot Laboratorios. Erytromicyn. Review of its properties and clinical

statu, Illinois, USA, 1989, 138 p. (p. 102-104).

- COGUANOR ed. Antibidticos. Determinacién de potencia para Eritro-
micina. Método microbiol6gico. Guatemala. Ministerio de Economia.
Comisién Guatemalteca de Normas, Doc. tec. U606042 hl, 1985. 9 p.

(p. 1-9).
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Tabla No. 4

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Medio Ingredientes Gramos Ml
InGiculo para suspensidn de Esporas Triptona bacto 3.00 g

Extracto de res 3.00 g

Extracto de levadura 1.00 g

D-glucosa 1.00 g

Agua 1000 ml
Caldo de Esporulacidn Peptona 1.00 g

Extracto de levadura 3.00 g

D-Glucosa 1.50 g

Cloruro de Manganeso 0.10 g

Agua 1000 ml
Medio Antibidtico No. 1 Extracto de carne 1.50 g

Extracto de levadura 3.00 g

Casitona 4.00 g

Peptona 6.00 g

Dextrosa 1.00 g

Agar 1500 g

Agua 1000 ml

pH 6.6 mis menos 1
Medio Antibidtico No. 5 Extracto de carne 1.50 g

Extracto de levadura 3.00 g

Peptona 6.00 g

Agar 15.00 g

Agua 1000 ml

pH 7.9 mis menos 1
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Medio Antibidtico No. 11 Extracto de carne

Extracto de levadura
Casitona

Peptona

Dextrosa

Agar

Agua

pH

1.50 g

3.00g

4,00 g

6.00 g

1.00 g

15.00 g

1000 ml

7.9 méds menos 0.05

Referencia:

Farmacopea Europea. Consejo de Europa. 2a. ed. Parte 1. Ministerio de Sanidad y Consumo.

Espafia. 1988 VIII-4P.

COGUANOR. ed. Antibidticos. Determinacién de potencia para eritromicina. Método
Microbioldgico para eritromicina. Guatemala: Ministerio de Economia. Comisidn Guatemalteca
de Normas, Doc. Tec. UGO6042 hl. 1985. 9p. (p. 1-9).
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Tabla No. 5
POTENCIA Y PORCENTAJE ENCONTRADOS DE ERITROMICINA
EN GRANULOS Y EN SUSPENSION

MICROCOCCUS LUTEUS BACILLUS SUBTILLIS
No. Muestra  Potencia encontrada % Potencia encontrada %
POTENCIA TEORICA 500 MG/TAB
1 481.25 96.25 483.75 96.75
2 504.65 100.93 503.75 100.75
3 512.50 102.50 511.25 102.25
4 481.25 96.25 480.25 96.05
5 492.50 08.50 490.25 08.05
6 490.25 98.05 491.00 98.20
7 490.25 08.05 494.25 08.85
8 520.00 104.00 521,75 104.35
9 505.00 101.00 502.25 100.45
10 506.00 101.20 507.25 101.45
11 506.50 101.30 508.75 101.75
12 476.50 95.30 478.00 95.60
13 512.50 102.50 516.75 103.35
14 496.00 99.20 493.75 08.75
15 494.00 08.80 493.00 08.60
16 492,50 98.50 493.75 98.75
17 506.25 101.25 506.25 101.25
18 487.50 97.50 485.50 97.10
19 527.50 105.50 524.50 104.90
20 500.25 100.05 498.75 09.75
21 508.50 101.70 508.75 101.75
22 521.25 104.25 520.75 104.15




Tabla No. 6
POTENCIA Y PORCENTAJE ENCONTRADOS DE ERITROMICINA
EN GRANULOS Y EN SUSPENSION

MICROCOCCUS LUTEUS BACILLUS SUBTILLIS

No. Muestra Potencia encontrada % Potencia encontrada %

POTENCIA TEORICA 250 MG/5 ML

23 246.25 98.75 240.00 96.00
24 251.25 100.50 255.00 102.00
25 268.75 107.50 246.25 98.50
26 253.75 101.50 102.25 235.62
27 240.63 96.25 237.50 95.00
28 247.50 99.00 250.00 100.00
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Tabla No. 7
POTENCIA Y PORCENTAJE ENCONTRADOS DE ERITROMICINA
EN GRANULOS Y EN SUSPENSION

MICROCOCCUS LUTEUS BACILLUS SUBTILLIS
MNo. Muestra Potencia encontrada % Potencia encontrada %
POTENCIA TEORICA 105.00 MG/GRAMO
29 102.90 98.00 110.25 105.00
30 105.53 100.50 108.15 103.00
31 103.95 99.00 105.00 100.00
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Tabla No. 8
POTENCIA Y PORCENTAIJE ENCONTRADOS DE ERITROMICINA
EN GRANULOS Y EN SUSPENSION

MICROCOCCUS LUTEUS BACILLUS SUBTILLIS
No. Muestra Potencia encontrada % Potencia encontrada T

POTENCIA TEORICA 250 MG/TABLETA

32 250.50 101.00 251.75 100.70




Tabla No. 9
POTENCIA Y PORCENTAJE ENCONTRADOS DE ERITROMICINA
EN GRANULOS Y EN SUSPENSION

MICROCOCCUS LUTEUS BACILLUS SUBTILLIS
No. Muesira Potencia encontrada % Potencia encontrada %
POTENCIA TEORICA 64.00 MG/GRAMO
33 63.68 99.50 63.87 0980
34 63.20 98.75 62.27 97.30




Tabla No. 10
POTENCIA Y PORCENTAJE ENCONTRADOS DE ERITROMICINA
EN GRANULOS Y EN SUSPENSION

MICROCOCCUS LUTEUS BACILLUS SUBTILLIS

No. Muestra Potencia encontrada % Potencia encontrada %

POTENCIA TEORICA 100 MG/ML

5 103.25 103.25 100.00 100.00




TABLA No 11

METODO DE LA T PAREADA,

POTENCIA TEORICA 500 Mg./TABLETA

[FOTENCIA DOE ERTTHOMICINA ___ [POTENCIA DE ERITROMICINA
UTILIZANDO BACILLUS SUBTILIS UTILIZANDO MICROCOCCUS
OTENCIA TEORICA: 500 Mg. POR  |LUTEUS. POTENC. TEORICA: DIFERENCIA.
ABLETA. 500 Mg [TABLETA.

a03.75 481.25 250

503.75 504.65 -0.90

511,25 512.50 -1.25

480.25 481.25 -1.00

490.25 492.50 225

491.00 490.25 0.75

494.25 490,25 4.00

521.75 520.00 1.75

502.25 505.00 275

507.25 506.00 1.25

508.75 506.50 225

478.00 476.50 : 1.50

516.75 512,50 425

493.75 496.00 225

493.00 494.00 -1.00

493.75 492.50 1.25

506.25 506.25 0.00

485.50 487.50 -2.00

524.50 527.50 -3.00

498,75 500.25 -1.50

508.75 508,50 0.25

520.75 521,25 -0.50

MEDIA 0.06

DESVIACION STANDARD 2.04

T PAREADA 0.14




ADEE ICI
UTILIZANDO BACILLUS SUD
POTENCIA TEORICA: 250 Mgi

TABLA No 12

METODO DE LA T PAREADA

POTENCIA TEORICA: 250 Mg./ML

OMICIN

SOTENCIA DI: LRIT,
UTILIZANDO MICROCOCCU
POTENCIA TEORICA:250 Mg./

DIFERENCIA.

246.25 240,000 6.25
251.25 255.00 -3.75
268.75 246.25 22.50
25375 235.62 -1.87
240.63 237.50 EA k)
247.50 250.00 -2.50
MEDIA. A.0906
DESVIACION STANDARID. #.499
TPAREADA (Wi




Figura No. 1

Férmula quimica de la eritromicina

HO

CHsz

Referencia:  The United States Pharmacopeia. 2d. st. revision. Official from Jamuary 1, 1985. Rockville Md:
United States Pharmacopeial Convention, 1984, LVII+1683p. (p.391-392, 1160-1164).



Figura No. 2
Colocacidn de los discos de papel filiro
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Referencia: COGUANOR. ed. Antibidticos. Determinacidn de potencia para eritromicina. Método
Microbioldgico para eritromicina, Guatemala: Ministerio de Economfa. Comisidn
Guatemalteca de Normas, Doc. Tec. NGO 6042 hl. 1985. 9p. (p. 1-9).

Abbot Laboratorios. Erytromicyn. Review of its properties and clinical statu. [linois, USA, 1989, 138
p. (p. 102-104).
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Griéfica No. 2
Barras paralelas
Potencia antibidtica
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Grifica No.3

MODELO DE HC.JA PARA LECTURA DE ESTANDARES
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Grifica No.5
MODELO DE GRAFICA OBTEMIDA CON BACILLUS SUBTILLS
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