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L—INTRODUCCION.

El advenimiento de los antibidticos como agentes tera-
péuticos eficaces frente a numerosas enfermedades, durante la
década del 40, promovié un gran impulso al desarrollo de la in-
dustria Quimico-farmacéutica, que primeramente manifestado
en Estados Unidos, se generalizé en las naciones mas importan-
tes del mundo en un breve lapsc.

Hasta entonces los antibiéticos fueron conocidos sola-
mente de extractos crizdos o iiquidos fermentados por biosinte-
sis de microorganismos; mds raramente de extractos de los mis-

mos microorganisimos.

Los antibiéticos son conocidos si no en forma pura, si
por sus efectos desde hace muchos afios: pero sélo recientemen-
te asumen la posicion dominante en Medicina Clinica y en la in-
dustria farmacéutica.

El antagonismo bioldgico entre microorganismos, fué des-
crito por primera vez, a2 mediados del siglo XIX, como resultado
de los estudios de Pasteur y Jouvert en 1877.

Anios mas tarde, Tyndall, 1881, describe cédmo soluciones
turbias por el crecimiento de bacterias, eran clarificadas cuando
especies de Penicillium crecian simultaneamente sobre la super-
ficie del liquido. Cornil y Babes, en 1885 establecieron que: “si
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el estudio de antagonismo mutuo entre bacterias, fuera io sufi-

ria probablementie se podria tratar por otra bacteria”. En este
mismo arfio, Castani fué el primero que intenté utilizar este fe-
némeno para el tratamiento de algunas enfermedades infeccio-
sas.

Las primeras técnicas para el estudio y aislamiento de
microorganismos, se debe a Garré, en 1887 (método de las es-
trias alternas y de las estrias cruzadas).

También en 1887, Emmerich realizé los primeros estudios
experimentales del antagonismo microbiano en animales de la-
boratorio. También introdujo la piocianasa en medicina, con la
esperanza de lograr el control de la difteria.

En 1889, Villemin introdujo el término ‘“‘antibiosis™.

En 1912 se publicé un trabajo para emplear el “‘principio
soluble’” contenido en el filtrado de un cultivo en caldo, de B.
Mesentericus, en el control de la tuberculosis experimental.

Dubos, en 1939, demuestra que de los cultivos en medio
liquido de Bacillus brevis, se obtenia en forma cristalina un prin-
cipio activo llamado tirotricina, compuesto de gramidicina y ti-
rocidina; podia emplearse en el tratamiento de algunas infeccio-
nes; su empleo en terapéutica quedo limitado a causa de sus pro-
piedades téxicas.

En 1929, Fleming descubrié que en caldo de cultivo de
Penicillium notatum, existia un principio activo con manifiesto
antagonismo bacteriano, al cual llamdé penicilina. Fleming y sus
colaboradores, utilizaron esta substancia durante diez afios para
el aislamiento y diferenciaciéon de bacterias y raras veces para
curar heridas por aplicaciones tépicas.
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Este descubrimiento dié lugar a que en Oxford, en 1940,
Chain, Florey y colaboradores, lograran la obtencién de la peni-
cilina en mayor proporcién y la utilizaran en terapéutica. Pos-
teriormente con la ayuda econdémica de Inglaterra y Estados
Unidos, se logré la produccién de la penicilina en escala indus-
trial y su implantacién en terapéutica.

Waksman y colaboradores, en 1944, publicaron sus inves-
tigaciones sobre actynomices antagonistas, obteniendo primero
la actinomicina y luego la estreptomicina, la neomicina y la can-
dicidina.

Entre 1946 y 1853, se han descubierto y producido rapi-
damente en gran escala, los llamados antibi6ticos de amplio es-
pectro: cloranfenicol, clorotetraciclina, oxitetraciclina, tetraci-
clina, etc.

Las substancias aisladas y estudiadas con propiedades
antibidticas, posiblemente van mas alla de las 4,000 que Welch
indica; de éstas, la mayoria han sido eliminadas por toxicas y
otras por poseer escasa actividad antibiética.

ANTIBIOTICOS.—E1 término antibidtico se aplica, por
lo general, al producto gquimico metabdlico de un microorganis-
mo que en cantidades extremadamente pequefias tiene la pro-
piedad de inhibir o destruir a otros microorganismacs.

A las substancias antimicrobianas elaboradas por plan-
tas superiores y que también tienen esta propiedad, se les desig-
na como fitoncidas. Otro concepto, es no establecer esta dife-
rencia respecto al origen, sino aplicar el términoe antibiotico a
las substancias que tengan la propiedad de inhibir microorganis-
mos en dosis muy pequeiias, independientemente de que proce-
dan de microorganismos, plantas superiores o animales.
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El término antibiético se aplica a las substancias, produ-
cidas por microorganismos, que son bacteriostaticas, fungistati-
cas, bactericidas o fungicidas; esto es, que detieren ei crecimien-
to de las bacterias y de los hongos, o los matan. L.a mayoria de
estas substancias son también té6xicas para formas de vida mas
elevadas y sélo unas cuantas substancias son eficaces para pro-
teger a los animales contra los microorganismos patégenos.

Los antibidticos se caracterizan por la especificidad de
su accion. Sélo algunos impiden el desarrollo de gran ntmero
de especies bacterianas, y aun son menos las que actuan contra
los hongos superiores. Una clasificacién de la accién antibiéti-
ca se basa en el método de tinsion de Gram.

IL.as bacterias Gram-positivas son, por lo general, las mas
resistentes. Sin embargo, hay muchas excepciones y, a pesar de
su uso general, puede dudarse de la importancia de esta clasifi-

cacion.

LLa facultad de un microorganismo para producir uno o
mas antibioéticos, es un cariacter de cepa mas que de especie;
ciertas cepas de un organismo dado elaboran determinado anti-
biético y otras no pueden hacerlo; algunas cepas sintetizan un

antibidtico; por ejemplo: algunas cepas de Streptomyces griseus
forman estreptomicina; otr=- prcducen griseina, estrepticina o
candicidina; y las hay incapaces de producir ningiin antibiético.
El mismo cultivo puede producir mas de una substancia activa.
La misma cepa de Streptomyces fradiae, por ejemplo, produce
un agente antibacteriano, la neomicina, y un agente antifungal,
por diferentes cepas en mas de una forma; asi la estreptomicina
v la manosidoestreptomicina son producidas ambas, por el

Streptomyces griseus.
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MODO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS.—El me-
canismo de accion de los antibidticos sobre las células micro-
bianas, todavia no se conoce con certeza.

Cuando los antibioticos intervienen en una o mas reaccio-
nes metabdlicas de la célula, alterando el metabolismo, se les
considera como bioguirmmicamente activos. Cuando destruyen la
integridad estructural de la célula, se les designa como superfi-
cie activos. Sin embargo, puede haber agentes que actien pri-
mero por accion fisica v después por mecanismos bioquimicos.

Pueden impedir la sintesis de algin metabolito esencial
para la célula bacteriana, como por ejemplo: algiin factor de
crecimientc. Algunos pueden alterar el funcionamiento y utili-
zacién del hierro en sistemas enzimaticos que lo contengan.

Desde el punto de vista clinico, es posible que cada agen-
te pueda exhibir un numero de reacciones que alteran o blo-
quean alguna fase esencial en el metabolismo patégeno sin afec-
tar, en forma apreciable, los tejidos y funciones del huésped,
contribuyendo de este modo a la eficiencia terapéutica.

Waksman resume en los siguientes puntos el modo de
accion de los antibiéticos:

1).—Xos antibicdticos interfieren con algunos de los pro-
cesos metabdlicos de la célula microbiana, al substituir a algi-
nas de las substancias gue estdn relacionadas estructuralmente
con los materiales nutritivos normales de la célula y pueden
ejercer, de esta manera, un efecto inhibidor especifico. Estas
substancias son tomadas por la célula y bloquean los procesos
naturales del crecimiento. »

2).—Los antibicticos afectan a las células al interferir con
la utilizacion de algunos de los productos intermediavios de!



metabolismo. La estreptomicina, por ejemplo, tiene la capacidad
de bloguear el metabolismo de ciertos nucledétidos de las bacte-

rias.

3).—Ciertos antibi6ticos interfieren con varios sistemas
enzim&ticos, especialmente los relacionados con mecanismos
respiratorios celulares. Estas enzimas se relacionan no solamen-
te con la toma de oxigeno y produccién de dcido por las célu-
las, sino también con la sintesis de metabolitos esenciales y
coenzimas. La fosforilacién que acomparfia a la oxidacion de la
glucosa, es otro ejemplo de mecanismo enzimatico que puede ser
inhibido por los antibiéticos.

4)—Un antibidtico puede impedir la sintesis de algin
metabolito esencial para la célula bacteriana. Por ejemplo, la
produccién y utilizacién de un factor de crecimiento.

5).—Un antibidético puede combinarse con un grupc sul-
fhidrilo esencial para la multiplicaciéon celular.

6).—Puede mostrar interferencia con la utilizacién del
hierro o el funcionamiento de sistemas enzimaticos que lo con-
tengan.

7).—El antibiético puede actuar como detergente y afec-
tar la tension superficial de las células bacteriamnas.

8).—La actividad de un antibiético puede ser una fun-
cion con grupos sulfhidrilos o con substancias que contengan di-
la microbiana, adsorcién por varios sistemas enzimaticos, reac-
cién con grupos sulfhidrilos o con substancias que contengan di-

cho grupo.

9).—La prolongacion de la fase “lag’, la reduccién de la
intensidad del crecimiento, la disminucion de la fase estaciona-
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las bacierias, son otras tan-
o de accién de los antibi6ti-

1oarta Aa

ria y la aceleraci6én de la muerte de
tas explicaciones para el mecanism
COoS.

Los factores que pueden afectar la actividad antimicro-
biana de una substancia particular, pueden ser: pH del medio,
estabilidad, grado de solubilidad, poder de penetracién, natura-
leza quimica, etc., del agente quimioterapico; actividad metabd-
lica del organismo; desarrollo de barreras que obstaculicen el
contacto directo del antibidtico y del organismo patdégeno; si-
tuacién o localizacion de éste ultimo; presencia de substancias
interferentes que pueden inactivar a los antibiéticos; concentra-

ci6én del antibiético.

Muchas de estas explicaciones son, en realidad, simples
especulaciones sin base experimental. Otros mecanismos, en
cambio, han sido probados por lo menos en alguna de sus fases;
pero no siempre se ha aclarado si la accién antimicrobiana es
efecto directo de uno solo de estos factores o de la accién com-
binada de varios factores que actian simultaneamente.

Los antibi6ticos, ademas de emplearse como agentes qui-
mioterdpicos, tienen otras aplicaciones en el campo de nutriolo-
gia veterinaria, bacteriologia industrial y fitopatologia.

TETRACICLINAS.—Esta familia de antibiéticos produ-
cida por cierta especie de Streptomyces se puede representar

por la estructura general:

(CHg),

OH
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Ajigunos miembros de esta familia se exponen en Ia ta-
bla siguiente:

Compuesto R1 Ro R3
5-Oxitetraciclina H CH OH
Tetraciclina H CHs CH
7-Clorotetraciclina Cl1 CH 3 H

OXITETRACICLINA.—Este antibidtico es la terramicina
producida por Streptomyces Rimosus.

Propiedades fisico quimicas:—ILa oxitetraciclina es una

substancia cristalina de color amarillo.

La oxitetraciclina es anfétera y soluble en soluciones tan-
to acidas como béasicas. Para su aplicacion clinica se emplea la
forma anfétera, el clorhidrato y las sales calcicas de oxitetraci-
clina.

La oxitetraciclina no pierde potencia si se calienta duran-
te cuatro dias a 100°C.

Propiedades microbiolégicas:—La oxitetraciclina es el
antibiotico que posee el mas extenso espectro antimicrobiano
comprobado clinicamente. Es efectivo contra bacterias y cocos
gram-positivos y gram-negativos, tanto aerobios como anaero-
bios; Mycobacterium Tuberculosis; Actinomyces, las Ricketsias,
las espirocguetas y ciertos virus, protozoarios y parasitos.

TETRACICLINA.—Este antibiético es producido por
Streptomyces Viridifaciens.

Propiedades fisico quimicas:—Es soluble en agua, mode-
radamente soluble en metanol y etanol; insoluble en éter y en
solventes organicos.
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Se le conoce también con los nombres de ciclomicina,
bristaciciina, houstaciciina, omegamicina, tetradecina, purocicli-
na.

Propiedades microbiol6gicas:—Tiene un amplio espectro,
con un rango similar al de la oxitetraciclina.

TRIACETILOLEANDOMICINA —Este antibiético es
producido por Streptomyces Antibioticus.

Quimicamente representa una variante de la oleandomi-
cina, en el que el hidrégeno de los oxidrilos (-OH) es remplaza-
do por grupos acetilo (CHzCO-).

Al convertir la oleandomicina en triacetiloleandomicina
(TAO), aumenta la estabilidad y disminuye la solubilidad en el
agua.

L.a substitucion de los hidrégenos de los grupos oxidrilo
en la oleandomicina, por otros grupos, da como resultado va-
rios compuestos, tales como tripropianoleandomicina (TPO);
tributiriloleandomicina (TBO); diacetiloleandomicina (2-3 DAO),
(1-3 DAO), (1-2 DAO) y la monoacetiloleandomicina (3 MAO;
2 MAO; 1 MAO).

La estructura quimica general de estos compuestos es la
siguiente:

B{CHx ) CHy
ORy Ry
OR



2-3 1-3 1-2 3 2 1

] DAO MAO MAO MAO TPO TBG
R1 H- Ac— H- Ac- Ac- H- H- Ac- Pr- Bu-
_ RrR2 H- Ac- Ac- H- Ac- H- Ac- H- Pr- Bu-
R3 H- Ac- Ac- Ac- H- Ac- H- H- Pr- Bu-

Ac: CH3CO-
Pr: CH3CHo-CO-

Bu: CH3-CHg-CH o-CO-

En general, los grupos acetilo son introducidos de acuer-
do a las relativas reactividades: R, > Rg> Rj

Los diferentes compuestos tienen variados espectros an-
timicrobianos.

Propiedades fisico gquimicas:—La oleandomicina es un
compuesto basico cristalino, blanco, es muy poco soluble en
agua, pero se disuelve en la mayoria de los solventes orgéanicos
comunes. Los compuestos cristalizados de soluciones acuosas
de metanol o soluciones acuosas de acetona, libres de solvente,
funden a una temperatura de 1107C. con descomposicion.

La oleandomicina es soluble en medios acidos y forma
sales cristalinas con los metaies y dcidos orgéanicos.

NEOMICINA.—La neomicina es producida por Strepto-
myces fradiae y otras especies de Streptomyces. La cepa origi-
nal de S. fradiae, aislada por Wakerman y Lechevalies en 1948,

produce dos substancias isémeras: la neomicina B y la neomici-
na C.

1
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En la neomicina comercial probablemente predomina la
neomicina B, ordinariamente en forma de sulfato, polvo blanco

amorfo. Las sales inorgdnicas de neomicina no han sido aiin

cristalizadas.

La férmula de Ia neomicina as:

H2NH2

OH
HO
2

2

Propiedades fisico quimicas:~—Es un antibiético basico so-
luble en el agua, insoluble en los disolventes organicos, excepto

en el metanol.

Es moderadamente estable en pH de 2.0 a 9.0.

Propiedades microbiolSgicas:—La neomicina es activa
contra las bacterias gram-positivas, gram-negativas y &acido-re-
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sistentes. También es activa contra ciertcs protozoarios; pero
no ataca a las ricketsias, los hongos ni los virus.

Las cepas sensibles a la neomicina no desarrollan pronta-
mente resistencia al antibiético.

CONTROL DE LOS ANTIBIOTICOS.
Para el corntrol de los antibioticos son cuatro las pruebas
que generalmente se efectian:
i.—Potencia.
2.—Esterilidad.

3.—Toxicidad.

4.—Presencia de pirégenos.
I.a potencia de los antibiéticos puede determinarse por:

I..—Métodos fisicoquimicos.

II.—Meétodos microbinlégicos.

Entre los primeros se tienen las técnicas por cromato-
grafia, espectrofotometria, fluorometria y técnicas generales.

Entre los segundos se encuentran técnicas por dilucién,
en medios liquidos y en medios sélidos; por difusion, entre los
que podemos citar el de las copas o cilindros, el de la difusion
vertical, el de los discos de papel; por respuesta metabdlica y
rpor turbidimetria.

IMPORTANCIA DEL CONTRCL MICROBIOLOGICO
DE LLOS ANTIBIOTICOS.—Cada una de las etapas en los pro-
cesos de elaboracion de los antibidticos, requieren un control y
una valoracién de ellos. Otro aspecto desde el cual la valoracién
de los antibioticos es de aplicacién continua, es el estudio far-
macolégico de estas substancias para poder establecer los ni-
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veles hematicos conseguidos con determinadas dosificaciones, o
a las cifras alcanzadas en la excrecién de las mismas. La elec-
cién de la terapia antimicrobiana mids adecuada ante un agente
infeccioso aislado, suele realizarse por una wvaloracién semi-
cuantitativa por algunos de los procedimientos microbiolégicos

que existen,

“El interés biolégico que suscitan los antibioticos, se debe
a la inhibicién o muerte de los microorganismos afectados, tan-
to in-vivo como in-vitro, por lo que resulta fundamental esta-
blecer relaciones sencillas entre tales propiedades y la canti-
dad presente en las muestras a dosificar. Como caracteristicu
notoria esta el hecho de que su accién se hace sentir en canti-
dades infimas que raramente los procedimientos fisico-quimicos
pueden intentar competir en scnsibilidad.

Una limitacién de indole general que afecta a estos mé-

todos es su falta de especificidad, yva que numerosos agentes

inhibitorics pueden producir efectos similares sobre un micro-

organismo dado.
Los métodos turbidimétricos se basan en la valoracion

de la turbiedad desarrollada por el germen de prueba en pre-
sencia de una determinada concentracién del antibiético, en tu-

bos con medio liquido de cultivo.

En este trabajo se exponen los resultados obtenidos, ¢n
la determinacién de la potencia, por métodos microbiolégicos
turbidimétricos, de los siguientes antibiédticos: Oxitetraciclina,

Tetraciclina, Oleandomicina y Neomicina.

El control de estos antibidticos se refiere a su valoraciéon
en productos farmacéuticos, todos ellos de los Laboratorios
PFIZER.

Las técnicas desarrolladas en los métodos que se expo-
nen, presentan varias similitudes entre si, resultando faciles de
efectuar y, ademas, proporcionan resultados satisfactorios.
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H MATERIALES ¥ METODOS
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II.—MIATERIALES Y METODOS.

MEDIOS DE CULTIVO:

Medio de cultivo soélido (A):

Este medio tiene la siguiente composicion:

Polipeptona 5.0 g/ litro.
Extracto de carne 3.0
Agar 15.0

pH 6.8

Medio de cultivo sdélido (B):

Este medio tiene la siguiente composicion:

Peptona 6.0 g/ litro.
Tripticasa 4.0
Extracto de levadura 3.0
Extracto de carne 1.5
Glucosa 1.0
Agar 15.0

pH 6.6
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Medio de cultivo liquido:

Este medio tiene la siguiente composicion:

Peptona 5.0 g/ litro.
Extracto de levadura 1.5
Extracto de carne 1.5

Cloruro de sodio 3.5
Glucosa 1.0

Fosfato dibasico de potasio 1.32
Fosfato monobasico de potasio 368

pH 7.0

SOLUCIONES BUFFER:

Solucion buffer 1:
Fosfato monobasico de potasio 4.5 g
Agua destilada 1 litro.
pH 4.5
Solucién buffer 2:
Fosfato dibasico de potasio 17.0 g/ litro.
Fosfato monobasico de potasio 0.5
pH 8.0

GERMENES DE PRUEBA:

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031.
M. pyogenes, var. aureus ATCC 6835.
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DETERMINACION DE LA POTENCIA DE
OXITETRACICLINA (TERRAMICINA).

TECNICA.—Preparaciéon del indculo de prueba.—Se
transfiere el cultivo de una cepa de Klebsiella pneumoniae
ATCC 10031 a una botella Roux que contenga 100 m!. de medio
de cultivo soélido (A), estéril; se incuba durante 16 horas a una
temperatura de 37°C. Después de este periodo de incubacién
una vez desarrollado ¢l germen, se lava, con 20 ml. de solucién
salina fisiolégica, estéril, el cultivo de la botella Roux, suspen-
diéndolo en un matraz que contenga 150 ml. de soluciéon salina
fisiologica estéril. Esta suspensiéon concentrada se diluye con
agua destilada estéril, ajustando tal suspension a que dé una
transmision de luz de 4095 a una longitud de onda de G50 mi-
crones, en un espectrofotocolorimetro “Spectronic 207,

Preparacién de la solucidon patron.—Se diszuelve la canti-
dad necesaria de oxitetraciclina, de potencia conocida, en aci-
do clorhidrico 0.2 N, para tener una solucién patron con una
concentracién de terramicina de 2.5 microgramos por milimetro.

Serie patron.—En tubos de ensayo de 13 x 100 mm esté-
riles, se ponen en series de cuatro tubos, 0.20, 0.18, 0.14, 0.10 y
0.06 ml. de solucidn patrén que equivalen a 0.500, 9.450, 0.350,
0.250 y 0.150 mcg. respectivamente.

Preparacion de la solucidn de las muestras incognitas.—

Se disuelven las muestras en acido clorhidrico 0.2 N, efectuan-
do las diluciones necesarias hasta obtener una concentracion
de 2.5 mcg / ml.

Serie incognita.—En series de ocho tubos se colocan 0.14

y 0.10 ml. de la solucién incdgnita.
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A cada una de estas series de tubos se les pone, por me-
dio de una pipeta automatica, 7 ml. de medio de cultivo liquido
estérii y que na sido previamente inoculado, agregando 3 mil.
de indculo por cada 100 ml. de medio. Una vez llenos todos los
tubos se incuban durante 3 horas en bafio de agua, a una tem-
peratura constante de 37°C.

Una vez transcurrido este periodo de incubacién, a cada
tubo se le pone una gota de solucién de formol (1 : 3), para evi-
tar que el germen siga proliferando.

La turbiedad producida por la mayor o menor prolifera-
cion del germen, de acuerdo con las diferentes concentraciones
del antibidtico, se mide en el ““Spectronic 20”°. Por medio de un
blanco (7 ml. de medio de cultivo liquido inoculado, pero sin
proliferacién del microorganismo), se ajusta el aparato a 100%
de transmision de luza a una longitud de onda de 400 micrones;
se procede a hacer las lecturas de todas las series de tubos con
la diferente turbiedad desarrollada.

Calculo de la potencia.——Con las lecturas obtenidas de la

serie patréon, se traza en papel milimétrico una curva de refe-
rencia; y de las lecturas obtenidas de la serie incégnita se esti-
ma la potencia de las muestras por analizar. Para efectuar los
calculos se aplica la férmula general:

microgramos x dilucién : potencia

muestra x alicuota

La manera de colocar las series: patrén e incégnita, en
los tubos, se muestra en el diagrama:
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Serie incdgnita. Serie patrén
0.20 0.18 0.14 0.10 0.06 0.14 0.14 0.10 0.10

DETERMINACION DE LA POTENCIA DE TETRACICLINA.

Para efectuar esta valoracién se sigue Ia misma técnica
gue para la determinacidén de terramicina, con la tnica variante
de que tanto la solucién patrén como las soluciones incégnitas
se hacen con soluci6én buffer (1) que tenga un pH de 4.5.

Para obtener el valor de la potencia de tetraciclina en las
muestras analizadas, se procede como en el caso de la terrami-
cina, de acuerdo con las lecturas obtenidas en la escala del apa-
rato para medir la turbiedad; se traza en papel milimétrico la
curva de referencia; con los valores obtenidos de la serie in-
cégnita v efectuando los calculos correspondientes, aplicando 1a

féormula general para el caso, se procede a estimar la potencia
de las muestras analizadas.

DETERMINACION DE LA POTENCIA DE
TRIACETILOLEANDOMICINA.

Para efectuar esta determinacion, se sigue la misma téc-
nica que en las determinaciones descritas anteriormente.
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La solucion patron y las soluciones incdgnitas, se disuel-
ven en una solucién de alcohol isopropilico al 8095, para tener

una solucién cen una concentracidn del antibidtico de 260 mcg./

ml.

Serie patrén.—En tubos de 13 x 100 mm. estériles, en se-
ries de cuatro tubos, se colocan 0.20, 0.17, 0.15, 0.10 y 0.05 ml.
de la solucién patrén, que corresponden a 40, 34, 30, 20 y 10
mcg. respectivamente.

Serie incdégnita.—En series de ocho tubos se colocan 0.15
v 0.10 ml. de la solucién incégnita.

L.os siguientes pasos para obtener la potencia de las
muestras analizadas, son los mismos que en los casos de la te-
rramicina y la tetraciclina. Se efecttian los calculos correspon-
dientes aplicando la formula general.

DETERMINACION DE LA POTENCIA DE NEOMICINA.

TECNICA.—Preparacion  del inéculo de prueba.—Se
transfiere el cultivo de una cepa de M. pyogenes var. aureus
ATCC 6835, a una botella Roux que contenga 100 ml. de medio de
cultivo solido (B) estéril; se incuba durante 16 horas a una tem-
peratura de 37°C. Después se lava con 20 ml. de solucién sa-
lina fisiolégica estéril y se suspenden en 150 mil. de solucion sa-
Iina fisiolégica estéril y se suspende en 150 ml. de solucion sa-
con agua destilada estéril, ajustandola a que dé una transmision
de luz de 4093 a una longitud de onda de 650 micrones.

Preparacién de la solucién patron.—Se hace una solu-

cién patron de sulfato de neomicina de potencia conocida, disol-
viéndolo en solucion buffer No. 2, para tener una solucién de

una concentracién de 25 meg./ ml del antibistico.

Preparacion de la solucidén de las muestras incégnitas.—

La solucién se prepara a una concentracion de 25 microgramos
por mililitro, disolviendo las muestras en solucién buffer No. 2.
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Serie patron.—Se prepara poniendo en series de cuatro
tubos, estériles, 0.20, 0.18, 0.14, 0.10 y 0.06 ml. de la solucién
patrén, los cuales equivalen a 5.0, 4.5, 3.5, 2.5 y 1.5 mcg., respec-
tivamente.

Seric incdgnita.—En series de ocho tubos se colocan 0.14

y 0.10 ml. de la solucién incdégnita.

Las series de tubos se llenan con 7 ml. de medio de cul-
tivo liquido previamente inoculado, agregando 3 ml. de inéculo
por cada 100 ml. de medio. Se incuban durante 4 horas a una
temperatura de 37°C. Una vez transcurrido este periodo, se si-
guen los mismos pasos ya descritos con anterioridad en las
otras determinaciones para estimar la potencia de las muestras
analizadas.
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Il REULTADOS Y DISCUSION
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IIL.—RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos en la determinacién de la po-
tencia de los antibiéticos mencionados, se exponen a continua-
cioén, asi como las tablas y graficas correspondientes a cada uno.

I.as valoraciones se efectuaron en productos farmacéuti-
de los labouratorios Pfizer de México.

Mmnog

cos v materias primas
en las con-

I.os resultados obtenidos por estas técnicas,
diciones especificadas y fijas, proporcionan resultados satisfac-

torios.

Estos métodos son faciles de efectuar. La técnica a seguir
es la misma para todos, con algunas variantes tales como: mi-
croorganismo de prueba; variaciones en las concentraciones de
la serie patron y de las series incégnitas; tiempo de incubacién.
La temperatura 6ptima para el desarrollo de los gérmenes de

prueba, es la misma en todos los casos.

Para hacer las respectivas soluciones de las muestras
analizadas, se toma en cuenta la presentacién farmacéutica de
los productos, ya sean: polvos, soluciones, suspensiones, etc.
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TABLA Nv. l.—Lectura de la transmision de luz, de la
distinta turkiedad desarrollada por K1. pneumonine, en la de-
terminacion de terramicina.

ml. 00.20 00.18 00.14 00.16 00.06

mcg. 00.50 00.45 00.35 00.25 00.15
86.00 82.00 68.00 55.00 44.00
Serie 86.00 80.00 68.00 57.00 45.00
patron 86.00 80.00 69.00 57.00 44.00
86.00 79.00 69.00 56.00 43.00
Promedio 86.00 80.25 68.50 56.25 44.00
ml. 00.14 00.14 00.10 00.10
69.00 71.00 57.00 56.00
71.00 71.00 58.00 58.00
70.00 69.00 58.00 57.00 a
71.00 72.00 58.00 58.00
Promedio 70.25 70.75 57.75 56.25
ml. 00.14 00.14 00.10 00.10
73.00 74.00 58.00 59.00
74.00 72.00 59.00 61.00 b
73.00 73.00 59.00 58.00
73.00 73.00 58.00 59.00
Promedio 73.25 73.25 58.50 59.25
ml. 00.14 00.i4 00.10 00.10
65.00 64.00 54.00 54.00
65.00 66.00 54.00 55.00 c
66.00 65.00 54.00 55.00
o 66.00 = 65.00 54.00.. .55.00
Promedio 65.50 65.00 54.00 54.75
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TABLA No. 2.—I.ecturas de la transmisién de luz, de la
dictinta turbiedad desarrollada por K1l. pneumoniae, en la de-

terminacién de tetraciclina.

ml. 00.20 00.18 00.14 00.10 00.06
mcg. 00.50 00.45 00.35 00.25 00.15

81.00 77.00 67.00 59.00 49.00
Serie 82.00 76.00 67.00 59.00 49.00
patrén 81.00 79.00 67.00 58.00 49.00

83.00 76.00 67.00 60.00 49.00
Promedio 81.75 77.00 67.00 59.00 49.00
ml. 00.14 00.14 00.10 00.10

G67.00 66.00 59.00 58.00

69.00 67.00 59.00 59.00 a

67.00 G8.00 58.00 59.00

67.00 67.00 58.00 59.00
Promedio 67.50 67.00 58.50 58.75
ml. 00.14 00.14 00.10 00.10

6G.00 67.00 58.00 58.00

66.00 65.00 58.00 56.00 b

66.00 66.00 57.00 56.00

66G.00 67.00 58.00 57.00
Promedio 66.00 66.25 57.75 56.75




TABLA No. 3.—Lecturas de la transmision de Iuz, de la
distinta turbiedad desarrollada por K1. pneumoniae, en la de-
terminacién de triacetiloleandomicina.

™l 00.20 00.17 00.15 00.10 00.05
mcg. 40.00 34.00° 30.00 20.00 10.00

73.00 66.00 58.00 49.00 37.00
Serie 71.00 63.00 58.00 49.00 38.00
patrén 70.00 86.00 59.00 50.00 37.00

‘71.00 63.00 59.00 50.00 37.00
Promedio 71.25 64.50 58.50 a5 50 37.25
ml. 0015 00.15 T 00.10 60.10"

61.00 61.00 53.00 53.00

61.00 G0.00 53.00 54.00 a

60.00 6890.00 51.00 52.00

63.00 60.00 52.00 54.06
Prormedio 61.75 60.25 52.25 53750
i, 00.15 00.15 00.10 00.10

65.00 67.00 55.00 57.00

65.00 66.00 57.00 57.00

65.00 66.00 56.00 57.00 )

65.00 67.00 56.60 58.00
Promedio 65.00 66.50 56.00 57.25
ml. T 0015 6G.15 00.10 60.10

61.60 63.00 51.00 51.00

62.00 63.00 52.00 51.00 c

61.00 63.00 53.00 51.00

61.00 63.00 51.00 51.00
Promedio 6125 63.00 51.75 51.00



TABLA No. 4.—Lecturas de la transmisién de luz, de la
distinta turbiedad desarrollada por M. pyogenes var. aureus, en

la determinacién de Neomicina.

mi. 00.20 00.18 00.14 00.10 00.06
mcg. 5.00 4.5 3.5 2.5 1.5
86.00 83.00 75.00 68.00 60.00
88.00 82.00 76.00 65.00 G0.00
86.00 82.00 74.00 65.00 60.00
85.60 84.00 75.00 67.00 60.00
Promedio 87.25 382.75 75.00 66.25 G0.00
mi. 00.14 00.14 00.10 00.10
74.00 73.00 67.00 66.00
75.00 75.00 69.00 66.00
74.00 77.00 67.00 65.00
78.00 77.00 67.00 65.00
T Promedio 75.50 75.50 67.50 65.50
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TABLA No. 5.—Resultados obtenidos en la valoracién de los antibiéticc

Producto Terramicina Tetraciclina Triacetiloleand
P. E. P. T. P. E. P. T. P. E.

Terramicina '

Intravenosa 185.0 mg/g 179.0 mg/g

Terramicina

Intramuscular

Preconstituida 55.0 mg/ml 55.0 mg/mil

Terramicina

Jarabe 28.6 mg/mil 27.6 mg/ml

Tetraciclina

N.S. 954.0 mg/g 975.0 mg/g

Sigmamicina .

TAO Jarabe 23.9 mg/mi 23.5 mg/ml

9.9 mg/mi
Sigmamicina
TAO Capsulas 286.8 mg/g
TAO N. S. « 9290 mg/g
D¥iapec
Potencia Encontrada: P. E.
Potencia Tebrica: P. T.
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No. 5.—Resultados obtenidos en la valoracién de los antibiéticos.

Tetraciclina

P. E.

0 mg/g

0 mg/ml

6 mg/ml
954.0 mg/g
23.9 mg/mil

P.T.

975.0 mg/g

23.5 mg/ml
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Triacetiloleandomicina

P.E.

9.9 mg/ml

286.8 mg/g

929.0 mg/g

P. T.

8.3 mg/ml

275.0 mg/g

800.0 mg/g

Neomicina

P. E.

8 mg/ml

P. T.

7.6 mg/ml
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IV.—RESUMEN Y CONCLUSIONES.

L.os métodos microbiolégicos turbidimétricos, consisten
esencialmente en preparar una serie de tubos con medio de cul-
tivo liquido que contengan, ademas, una diferente concentra-
cién del antibi6tico por determinar (patrén de referencia). Las
muestras se diluyen de tal modo, que su concentracion produz-

ca una turbiedad semejante a la de los valores centrales de la
serie patron.

£l medio de cultivo se inocula en masa. con el germen de
prueba adecuado, antes de ser repartido en los tubos que va
contengan las soluciones del antibidtico; v se incuban en un
bano de agua a una temperatura optima (377C.). que permite,
en el término de unas cuantas horas, (3 a 4). observar una gra-
dacién en las turbiedades que puede ser medida mediante un
aparato adecuado. A donde hayv mayor cantidad de antibiético,
el germen es mas inhibido y la turbiedad menor. Donde hav me-
nor concentracion del antibictico, el microorganismo prolifera
acentuadamente, por lo que Ia turbiedad registrada es mayor.

Una vez transcurrido el periodo de incubacién, se mide
1n turbiedad producida y con estos valores se traza en papel mi-
limétrico una curva patrén, colocando en la absisa las distintas
concentraciones de la serie de referencia y en la ordenada los
valores obtenidos por la turbiedad producida por el germen de
prueba. Las lecturas de la turbiedad de las muestras analizadas
se relacionan con la curva de referencia. Se efectvian los célcu-

los correspondientes, para obtener el vaior de la potencia del
antibiético analizado.
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Antb.

T™M

TAO

NM

TABLA No. 6.—Resumen de las técnicas empleadas.

Germen de
prueba

K1l. pneumoniae.

L]

Staph. aureus.

TM: Terramicina.

TTS: Tetraciclina.

conc. de la Tempe-

sol. patrén ratura

mcg/ml.

2.5
200
25

TAQ: Triacetiloleandomicina.

NM: Neomicina.
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CONCLUSIONES.

La técnica expuesta para la determinacién de terramici-
na, tetraciclina y triacetiloleandomicina, es la que proporciona
resultados madas. exactos, debido a que los valores de la turbiedad
producida por el microorganismo de prueba, al ser inhibida su
proliferacion por el antibiotico, son proporcionales a las distin-
tas concentraciones de la serie de referencia.

En tanto, en la técnica para fa determinaciéon de neomi-
cina, los valores de la turbiedad desarroilada por el microorga-
nismo de prueba, presentan intervalos muy pequeifios entre si,
aun cuando las corncentraciones de la serie patrén estén en in-
tervalos relativamente mayores, ocasionando, por lo tanto, una
menor exactitud en los resultados.

En estos métodos, factores tales como: temperatura y

tiempo de incubacién; pH del medio de cultivo; condiciones de
limpieza y esterilidad en que se efectiia el trabajo; etc., pueden
hacer variar los resultados obtenidos, por 1o que es imprescin-
dible efectuar, al mismo tiempo y en idénticas condiciones, la

ey Pl o ol o
las muestras.

serie patrén vy las

Dentro de los procedimientos biolégicos, los métodos tur-
bidimétricos permiten alcanzar mayor exactitud y reproducibili-
dad en los resultados, siempre gque se opere en condiciones es-

pecificadas y fijas.

Son los métodos mas sensibles que permiten determinar
la potencia, utilizando cantidades muy pequefas del antibiético.

79



Con esta técnica el pericdo de incubacién es muy breve,
en contraposicién con otros meétodos biol6gicos en que, por lo
menos. hav auie esperar de un dia a otro para poder obtener los

resultados.

. Presentan la desventaja de asumir mucho trabajo, a cau-
sa de la manipulacidon de gran nimero de tubos y que exige que
se lleve a cabo en condiciones de gran limpieza y que sean esté-

riles.
Los métodos turbidimétricos no pueden emplearse si se

trata de analizar los antibiéticos en soluciones muy turbias o
que estén contaminadas con algitin microorganismo. Aunque un

fuerte in6culo con el organismo de prueha y lo breve del perio-
do de incubacién, disminuye mucho los riesgos de interfe-

rencias bacterianas indeseables.
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