Mayo 24 2006
Colegio Marymount
Métodos de Investigacion

Estudio comparativo de la eficacia microbiocida de ampicilina de
patente y una homologa genérica, en ratones

Ana Colmenero, Miriana Duran, Karla Méndez

Resumen

Se evduo la eficaciade ampicilina genéricay de patente, en la floranormal de
ratones de laboratorio. Se usaron dos tipos de medicamentos , € genérico en
este caso € Amsapen® y d de patente que fue Binotal®. Se administro via
intramuscular en dosis de 0.03/mgml de medicamento una vez a dia durante 5
dias, en 3 grupos de 3 ratones cada uno , machos 1CR de 3 meses de edad.
Diario se tomaron muestras de heces fecales, las cuales fueron diluidas con
aguasalinay se incubo una muestra de 50/// de esta suspension en una cgja de
petri, donde después de incubar por 12 horas a una temperatura de 37°
analizamos los resultados. Se hicieron cuatro replicas que nos ayudaron a
anadizar mgor los datos y obtener resultados mas confiables. Comparamos €
nimero de colonias en las cgjas de petri, donde cultivaremos heces fecales de
los ratones y asi poder ver cual es la diferencia entre un medicamento de
patente y uno genérico. Obtuvimos como resultado que los dos medicamentos
tuvieron la misma eficacia.

I ntroduccion

A pesar de su prestigio en el mercado y la gran diferencia en precios, |os medicamentos
genéricos, entre elos la ampiciling; supuestamente tienen la misma eficacia que un
medicamento de patente. Laampicilina es un antibiético similar ala penicilina usado paratratar
ciertas infecciones provocadas por las bacterias como la neumonia, bronquitis, y las infecciones
al oido, pulmén, pidl y vias urinarias. Por consiguiente, trataremos de demostrar que es un mito
gue los medicamentos genéricos no son igud de efectivos que los de patente, mediante €
experimento descrito a continuacion. Inyectaremos ampicilina a ratones para poder comparar
el nimero de colonias que observaremos en las cgjas de petri, donde cultivaremos heces fecaes
de los ratones. Una caracteristica importante de los ratones que usaremos consiste en gue no
sufren infecciones espontaneas por microorganismos propios de su flora norma. De esta
manera podremos observar e cambio que produce e medicamento en laflorade los ratones.

Antecedentes

La ampicilina es un antibiético betalactdmico de amplio espectro, efectivo contra
diversos microorganismos (Rossi, 2004). Los betalactamicos se unen por enlaces covalentes a



la membrana citoplasmética de las bacterias (Zamora Marin, et al, 1998). Se utiliza contra
diversas infecciones producidas por bacterias en pulmones, piel, oido y vias urinarias. Se puede
administrar via oral 0 via intravenosa, puede modificar la flora norma de algunos animales
como los ratones. Los ratones, a igua que otros organismos superiores, presentan una flora
nativa constituida por bacterias, hongos, virusy parasitos que no necesariamente producen una
enfermedad (Rossi, 2004). Esta flora norma de microorganismos puede establecer una relacion
de comensa o simbionte con & hospedero, e incluso ser benéficos, tal es e caso de bacterias
intestinales que producen vitamina K y vitamina Bn o de otros elementos de la floray fauna
nativa que permiten un desarrollo adecuado del sistema inmune. Los ratones son mamiferos
roedores del orden Rodentia, dd género Mus y especie musculus con especies y lineas
genéticamente definidas, poseen una microflora'y micro fauna autoctona bien definida.  Los
animales de laboratorio empleados en experimentacion deben estar libres de pat6genos
especificos y presentan una gran diversidad de microorganismos en su floranormal. Es por esto
gue los ratones congtituyen un buen modelo experimenta. Para cultivar la flora de los ratones,
usaremos un medio de cultivo de Luria(LB), d cual estaformado por 10 mg/ml de peptona, 15
mg/ml de agar, 5 mg/ml de NaCl y 5 mg/ml de extracto de levadura

Hipotesis
L os antibiéticos genéricos como la ampicilina, no presentan diferencias en la eficiencia
bactericida con respecto a sus homologos farmacéuticos de patentes.

Objetivo General

Evauar laeficiencia de 2 presentaciones de un antibiético de amplio espectro de accion,
sobre las colonias bactericidas constitutivas de ratones de laboratorio y asi poder comparar la
actividad microbicida de la ampicilina en dos presentaciones, de patente farmacéutica y de
marca genérica, sobre laflora bacteriana constitutiva de ratones ICR.

M etodologia

Este proyecto se reaizd en las instalaciones de Bioterio del Ingtituto de Biotecnologia de la
UNAM. Se utilizaron machos ICR de 2 meses de edad que fueron sometidos a tratamiento con
antibiotico.

Se utiliz6 ampicilina pediétrica administrada por via intramuscular a dosis especificas
de 0.1 mi de medicamento cada 3 horas, 3 veces a diadurante 10 dias.

Se hicieron 3 grupos de 8 ratones cada unos. Uno fue € grupo control que no recibio
antibidtico, @ segundo recibird ampicilina de marca de patente y € tercero ampicilinade marca
genérica, alas mismas dosis.

Los animales fueron aojados en grupos de 4 en cgas de policarbonato con cama,
aimentacion y bebederos estériles y recibieron e tratamiento durante dos semanas. Se evalud
la presencia de microorganismos mediante la formacion de colonias microbianas en cgas con
medio de cultivo especifico, cada tercer dia. Se analizara la eficiencia bactericida del
antibidtico en cada grupo. Como se producira estrés a los ratones a los que se les administrara
el medicamento, a los ratones del grupo de control se les inyectara agua para tener € mismo
efecto de estrés.

Diario se tomaron muestras de heces fecales, 50 ul fueron diluidas con disolventes lipidieos y
se implanto una muestra de 2 mi de esta suspension en una cga de petri. Este procedimiento se
le aplicé alos 3 grupos de ratones e inoculamos 2 muestras diferentes de heces por cada grupo



para tener mayor punto de comparacion. Diariamente observaremos € nimero de colonias que
se reprodujeron en las cgjas de petri de cada grupo de ratones.

Con estos datos, se hizo un estudio comparativo de la presencia de microorganismos
mediante la formacién de colonias bacterianas en cgas de petri con medio de cultivo
especifico.

Material

0 Ratones machos ICR de 2 meses de edad.

o Ampicilinatrihidratada: Amsapen(marca genérica) en ampolletas de agua inyectable de
250 mg y Binotal de Bayer(maica de patente) 250 mg para administrar por via
intravenosa.

0 Unidades de dojamiento para los animales, las cuales estan constituidas por:

o0 Cga de policarbonato, cama de materia inerte, rgilla de acero inoxidable, tapa de
policarbonato con micro aidador y bebederos de policarbonato con pipeta de acero
inoxidable. Todo € materia de cama se esterilizay se cambiatotalmente cada semana

o Alimentacién de los animales, que consiste en aguay pellets de alimento, especia para
roedores esterilizados.

S —
Raton macho ICR antes de ser inyectado.

Resultados y Discusiones

Contamos € numero de colonias que crecieron en las cgas petri (como lo muestra la
Fig. 1), esos nimeros fueron [o que usamos como muestras. Con las muestras que obtuvimos de
nuestros experimentos sacamos un promedio de cada grupo considerando los 5 dias que les
aplicamos medicamento alos ratones.
(Fig. 2, 3y 4). Después sacamos la desviacion esténdar y le aplicamos una prueba t a los
resultados. De acuerdo a estas pruebas estadisticas pudimos observar que € efecto que se
produjo en la flora en € grupo 1 (d que le aplicamos Binotal) y 2 (d que le aplicamos
AMSAPEN) de los ratones fue € de reducir lafloranormal de estos en las mismas cantidades, y
el grupo 3 (de control) tuvo una flora constante y no disminuyo. Gracias a esto comprobamos
nuestra hipétesis, pues comprobamos que la €eficacia de ampicilina de patente y ampicilina
smilar fue lamisma en los grupos de ratones alos cuales se les aplicd € medicamento.

Las colonias que obtuvimos de las replicas 2 y 3 tuvieron patrones muy parecidas (fig.
day 4b ) . El nimero de colonias fue disminuyendo constantemente en e medicamento
genérico (fig. 5y 6) asi como en € de patente (fig. 7y 8).



fueron disminuyendo en € transcurso de los cinco
dias.

_ ' Fig. 4 a Las colonias producidas por las muestras
' i de heces fecales de los ratones inyectados con €
. medicamento Binotal (medicamento de patente)

Fig4b Las colonias producidas por las
muestras de heces fecdes de los ratones
inyectados con e medicamento Amsapen
(genérico) tuvieron un cambio muy
parecido.

FIG.l. Colonias producidas por las heces fecales de los ratones del grupo control
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Fig.2 Resultados del primer experimento.
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Fig. 5/Fig. 6 Disminucion de colonias desde el primer dia hasta el ultimo dia de aplicacion

de Amsapen en los grupos Ay B.
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Fig. 7 / Fig. 8 6 Disminucion de colonias desde el primer dia hasta el ultimo dia de
aplicacion Binotal en los grupos Ay B.

Al recopilar los datos de todas las réplicas sacamos un promedio de todos los dias, por
medicamento, (fig. 9) esto demuestra que realmente es significativa la diferencia que existe en
la eficacia de un medicamento de patente y uno genérico. Gracias a los andlisis anteriores
pudimos darnos cuenta de que esto tiene un 95% de credibilidad.

Binotal Amsapen
Dia serie A Serie B Serie A Serie B
0 314 320 310 300
1 6 17 15 12
2 24 28.7 11 10
3 11 4 0 0
4 35 33 12 8

Con estos resultados pudimos observar que & numero de colonia mientras € medicamento ha
gdo administrado empiezaa disminuir en los dos medicamentos y en las dos series, A y B.
Para analizar mas detalladamente los resultados sacamos & promedio de estos y obtuvimos que
el grupo del Binotal obtuvo un promedio de 78.58 UFC/ 50 ul y € grupo de amsapen 71.96
UFC/ 50 ul.
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Fig. 9 Evaluacion de los promedios de colonias microbianas, durante la aplicacién delos
medicamentos por un periodo de 5 dias.



PRUEBA

ESTADISTICA:

Xbinotal: 78.58 Xamsapen: 71.98

SA: 132.414 SA: 120.30

Sebinotal: 132.414/2.23 Seamapen: 120.30/2.23

59.3 53.9
Prueba estadistica:
= 7858 +- 59.3 =71.98+- 539
Margen de error
=19.28 = 125.29
= 137.88 = 17.63
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Fig. 10. Colonias producidas por las muestras de heces fecales de ratones del inyectados por los diferentes
medicamentos durante los diferentes en cinco dias.

* El grupo control no redujo en ningin momento su flora normal, siempre estuvo
alrededor de las 300 colonias, como los ratones normalmente tienen. Este dato no es
relevante para definir la eficacia de los medicamentos pero ayuda a tener un punto de
referencia.



Conclusiones Con edta gréfica (fig.
10) podemos ver que los dos medicamentos aplicados, € genérico (Amsapen) y € de patente (
Binotal) tuvieron cambios muy parecidos. Los dos medicamentos disminuyeron € nimero de
colonias en la flora norma de los ratones. Los promedios de todas la réplicas estan
representados en esta gréfica muestran 1o que tratamos de comprobar. Con la prueba estadistica
y € margen de error deducimos que, ya que estas se traslapan, no hay diferenciaentre ellas.

L ogramos comprobar nuestra hipétesis. que los medicamentos genéricos (en este caso la
ampicilina) tiene la misma eficacia que un medicamento de patente, logrando disminuir la
flora bactericida de los ratones.
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