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"DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD O DE LA DEGRADACION,

DE
ANTIMICROBIANOS PREVIAMENTE DILUIDOS Y LIOFILIZADOS"

I. INTRODUCCION

La respuesta de susceptibilidad o resistencia, que manifiestan las
bacterias en el medio ambiente tienc una gran importancia a nivel hos-
pitalario, ya que los microorganismos patdgenos modifican constantemen
te su respuesta a los antimicrobianos existentes, originando de esta

manera un serio problema terapéutico.

Esta situacién ha motivado a los investigadores para la bisqueda
de métodos, cada vez mas precisos y précticos, con los que se pueda de
terminar la susceptibilidad de las bacterias a los antimicrobianos

(antibiograma), purebas de rutina, muy solicitadas en el laboratorio

clinico.

En la préactica médica, tratar una infeccidén con el antimicrobiano

adecuado, una vez gue se ha establecido el diagnéstico etialégico del
padecimignto, requiere de la informacidén adecuada del antibiograma.~
Los métodos mas frecuentemente utilizados, son los cualitativos, sen
cillos y econﬁmicos, perv que generalmente no proporcionan datos con
fiables para establecer el tratamiento correcto al padecimiento ipfeg
cioso; por otra parte, aquellos procedimientos con los cuales se ob-
tienen resultados cuantitativos, que correlacionan adecuadamente con

los datos farmacolégicos de las sustancias antimicrobianas, son de eje



cucidén laboriosa y cara.

Con el propdsito.de solucionar los inconvenientes de los mé&todos de
antibiogramas mencionados, el personal médico y técnico del Departamento
de Bacteriologia,/del Hospital General de México dependiente de la_Secrg
taria de Salud, en su Area de antimicrobianos, propuso un nuevo ﬁétodo
de antibiograma que, ademds de ofrecer informacidén cuantitaiva, se adap-

taria a las necesidades del laboratorio clinico.

En todo nuevo sistema, como el propuesto por el depar£amento antes
citado, es obligado controlar la actividad antimicrobiana presente en
_el producto final, auxilidndose de un método bioldgico qyé permita com-
probar si el material liofilizado del nuevo antibiograma es adecuado pa
ra las fuﬁciones a las que se destinaria, siendo este el motivo princi-

pal de realizar el presente trabajo.de tesis.



II. ANTECEDENTES

A continuacién, se menciona una breve descripcidn de los principa-

les métodos de antibiograma:

1.— ANTIBIOGRAMA DE DIFUSION.

En esta prueba se utilizan cajas de petri conteniendo un medio de
cultivo de agar nutritivo en cuya superficie se distribuye uniformemen
te, con una asa de alambre o con un hisopo, el microorganismo que pre-
viamente ha sido identificado por reacciones bioquimicas y serolégicas.
Una vez efectuado este procedimiento se colocan, sobre di;ha superficie,
discos de papel absorbente que han sido impregnados con algin antimicro

biano de concentracidén conocida.

La base de este método es la difusién del antimicrobiano, a partir

del disco, en forma centrifuga en la gelosa adyacente.

las cajas se incuban a 37°C, durante 24 horas. Los resultados se
obtienen al medir, en milimetros, la zona de inhibicién del desarrollo
bacteriano alrededor de cada disco utilizado (si la bacteria se inhibid
frente a la droga), calificando al microorganismo como sensible, mediana
mente sensible o resistente, segin sea el tamafio de los halos encontra—

dos con cada antimicrobiano probado. (1,2,14}. .

Las ventajas que proporciona este método son: material fécil de pre
parar, requiere de poco personal calificado y es de bajo costo, por lo
mismo es el mds empleado en los exémenes de rutina del laboratorio cli-

nico.

Las desventajas que presenta y por lo cual es considerado como  un



método cualitativo, se debe a que no hay un control en la cantidad de
bacterias inoculadas y los discos empleados suelen en ocasiones, no

contener la concentracidén indicada por los fabricantes (17).

2.~ ANTIBIOGRAMA DE DILUCION SERIADA EN TUBO.
Este se realiza en medio de cultivo liquido, preparando tubos que
contienen un volumen constante de caldo nutritivo y concentraciones co

nocidas de antimicrobiano.

Aislado e identificado previamente el germen problema, se prepara
un indculo en caldo nutritivo, se lleva a incubacidn durante 4 horas a
37°C resultando una cantidad de bacterias de 1 x 109/m1..aprdximadameg
te, se hacen las diluciones necesarias de este indculo inicial y se iné
cula en cada tubo con caldo nutritivo una cantidad aproximada de 1 x 106
UFC (Unidades Formadoras de Colonias). Después de 18 horas se efectua
la lectura, tomando en cuenta la turbidez del medio de cultivo, lo que
indica si existe o no desarrollo bacteriano. {2)

Los resultados se expresan en términos de concentracidn inhibitoria
minima (C.I.M.), en microgramos por mililitro, que es la minima concen-—

P

tracidén de la droga que inhibié el microorganismo en estudio.

Las ventajas que presenta este antibiograma y por lo cual se consi
dera como un método cuantitativo, es el manejo de un indculo controlado,
la cantidad de antimicrobiano conocida y la informacidén de los resulta-

dos en términos de C.I.M., proporcionando al médico orientacidn sobre

el comportamiento bacteriano a los antimicrobianos existentes.



3.~ ANTIBIOGRAMA DE DILUCION SERIADA EN PLACA DE AGAR.
Este sistema es similar al anterior; en &1, la droga, en concentra-
ciones conocidas, se mezcla con el agar nutritivo.

Identificados adecuadamente los gérmenes de estudio, se preparan
los inéculos de cada uno y cuando se han soiidifiqado las placas se ino-—
culan, con el inoculador mecénico, 1 x 1O6 UFC aproximadamente. En ca-
da placa es posible probar un gran nimero de cepas, que ya inoculadas se
mantienen en la estufa a 37°C durante 18 horas.

La lectura se hace observando si hay desarrollo de colonias del mi-.
croorganismo en el sitio inoculado y los resultados se expresan en C.I.
M. mcg/ml. (2,11,50)

En este método de antibiograma se controla aproximadamente la can-—
tidad de microorganismos, las concentraciones de los antimicrobianos y
ademds proporciona al médico informacién cuantitativa de la accidén de
la droga sobre el microorganismo.

Las desventajas de este procedimiento son: la compleja y laboriosa
preparacién de material por personal calificado, lo que eleva considera

blemente sus costos.

4,— ANTIBIOGRAMA DE SZYBALSKI.

Es un método ingenioso en el que se logran concentraciones decrecien
tes dé antimicrobiano, en la misma caja, al difundirse el antimicrobiano
de una capa superior hacia una capa inferior.

Los aislamientos bacterianos identificados y purificados, a los cua
les se les desea practicar el estudio, se estandarizan hasta tener una

cantidad aproximada de 1 x 108 UFC {Unidades Formadoras de Colinias) por



milimetro, con pinceles delgados y previamente esterilizados ( se utiliza
uno nor cada aislamiento), se siembran los microorganismos en linea recta,
en la misma direccidn del eradiente de concentracidu

establecido. Se in-

cuban lus placas a temperatura de 37°C durante 18 horas.

Si existe nresencia de desarrollo bacteriano a todo lo largo de la

linea inoculada podremes inferir, aproximadamente, las concentraciones

que impiden su desarrollo. (2,45).

La ventaia de este antibiograma es que utiliza poco personal califi-
cado y material para la exploracién de un gran nimero de gérmenes.

La desventaja que presenta como auxiliar para el clinico en el tra—
tamiento terapéutico adecuado, es la informacidén de la tendencia a la

‘'suscentibilidad" o "resistencia' bacteriana.

S5.— METCODO DE ANTIBIOGRAMA DE BAUER Y KYRBI.

Este método es semejante al de discos, s6lo que la metodologia reco-
mendada requiere dec 1z estandarizacidn de todos los procedimientos que

se emplean. Los datos que aporta este sistema han sido correlacionados con

métodos mas precisos, como el de Ailucidn seriada en caldo nutritivo.

La lectura se efectiia midiendo en miliretros los halos de inhibicién
en torno a cada disco y los resultados se comparan con la tabla recomen-

dada per los autores, calificando a la bacteria como, sensible, con suscep

tibilidad intermedia o como resistente, a los antimicrobianos empleados.

(2,4,5)

Este procedimiento es de bajo costo, ya que reguiere de poco mate-

rizl, minimo personal calificedoe y tiempo de elaboracidn.
El inconveniente que presenta es que sSoleémente puede aplicarse 2 lom

bacilos Gram—negativosaerobios y a las micrococaceas. (51)



* I1X.— OBJETIVOS

Con el propésito de reducir los inconvenientes de los métodos de
antibiograma empleados en el laboratorio de rutina del medio hospita-
lario y presentar una informacidén adecuada sobre respuestas de suscepti-
bilidad bacteriana al médico, la presente investigacién tiene como ob-
jetivos:

1.~ El desarrollo de un método bioldgico que sea eficaz para deter
minar cuantitativamente la actividad o degradacién de los antimicrobia-
nos pertenecientes al grupo de los beta lactamicos: Ampicilina, Dicloxa-~
cilina, Cefaloridina, Cafalotina y Peniciliﬁa. Sometiendo los resulta-

dos al andlisis estadistico, para verificar su validez

2.— Determinar si la actividad de los antimicrobianos, previamen—

te diluidos y liofilizados, se conserva o se degrada.



IV.— DIAGRAMA DEL METODO.

PROCEDTMIENTO EXPERIMENTAL.

A.— Péimera Fas E*pefiméntal'

‘Desarrollo-'de ‘un-método bio

lééiéof(bqrva de Referencia)

\J,’ V \J‘/ \Jl»
Seleccidén de las Bisqueda del micro-
concentraciones organismo de prueba
del antimicrobia
no.

v

Verificacién y Reproducibilidad
del mé&todo bioldgico con andli-

sis estadistico.

B.- Segunda Fase Experimental:
Cuantificacidn de antimicro
biano en el material liofi-—

lizado.




V.— MATERIALES Y METODOS

A.~ Primera Fase Experimental: tiene como objetivo, el desarrollo
de un método bioldgico (Curva de Referencia), que servird para cuanti-
ficar la actividad antimicrobiana (27,49).

En el disefio del método biolégico empleado para meair la concentra-—
cidn de antimicrobiano, se utiliza una cepa de clasificacidén internacio-—

nal de la "American Type Culture Collection' (Bacillus subtilis — ATCC-

6633)(3), germen susceptible a los antimicrobianos en estudio.
Los antimicrobianos probados pertenecen al grupo de los beta lacta-
micos: Ampicilina, Dicloxacilina, Cefaloridina, Cefalotina ¥y Penicilina.
Las concentraciones de los Farmacos elegidas para el procedimiento
de curva de referencia fueron: 4.0, 2.0, 1.0, 0.5 y 0.25 mecg/ml. Con
el fin de estandarizar el sistema estas concentraciones fueron las mis

mas para todas las drogas mencionadas.

En términos generales, en el desarrollo del método bioldgico lla-
mado curva de referencia, sé¢ utiliza une base de medio de cultivo s61i
do (Antibiotic Medium No. 2, Difco, pH 6.6) en una caja de petri de

20 x 100 mm.

Se colocan, sobre la superficie del medio de cultivo un grupo de
cilindros a los cuales se adiciona 0.8 ml. de antimicrobianoc de concen
tracién conocida, cuyos calculos de diluciones y concentraciones se en
cuentran en la Tabla 1; en el caso de la penicilina para transformar
U/ml.'a mcg/ml., se utilizé la constante de transformacién (X), que co

rresponde a 620 mg = 1000 U.I. de penicilina bencilica sédica. Se in-



SQLUCTIONES ESTANDAR:

Sol. Madre (S.M)....

Sol. T.ieiiienennnsnen

TABLA 1

20 mg. de "Antimicrobiano*.

1600!mcg/ml.w

sélVente" +100 meg/ml. |

1.0 ml. de'Sol. I

Sel., IT....... [
9.0 ml. de Solvente = 10 mcg/ml.
CONCENTRACIONES DE CURVA ESTANDAR;
Solucidn Procedimiento Concentracidn

en mcg/ml.

(08 )iteanronedencnnnns

(B Jevermanncenneananns

5

mi. de Sol. II

ml. de solvente 4.0
ml. de Sol.( 1 )

ml. de solvente 2.0
ml. de Sol.{ 2 )

ml. de solvente 1.0
ml. de Sol.( 3 )

ml. de solvente 0.5
ml, de Sol. ( 4 )

ml. de solvente 0.25

* Se utilizaron las sales

tencia biolégica.

**Se empled como solvente

.y esterilizada.

del antimicrobiano tomando en cuenta su po-

de todos los antimicrobianos agua destilada
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cubaron las cajas a 37°C. El antimicrobiano contenido—eh los cilindros
difunde en la gelosa y la presencia de la droga en torno al cilindro de
termina las zonas (halos) de inhibicién del germeﬁqde prueba.

Desarrollo’ del Método Biolégico:

Seleccién del microorganismo de prueba. Se utilizd Bacillus subtilis

ATCC-6633, estandarizando el indculo de la suspensidén de esporas al 85%

de transmitancia en un fotocolorimetro.Anexo A)

Preparacion de las Placas de Gelosa

Se colocan en una mesa calibrada (Fig. 1), cajas de petri con 10 ml
de medio de cultivo esterilizado (primera capa base); por este procedi-
miento se nivela la superficie de la caja, dejando solidificar las pla-

cas durante 30 minutos.

Fig. 1 Mesa calibrada utilizada en la preparacién
. de las placas de petri.
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En seguida se coloca la segunda capa de gelosa a la cual se le agre
g6 el microorganismo de prueba (segunda capa de gelosa inoculada), el
medio de cultivo se mantiene a 48°C antes de inocular los gérmenes. Es-
ta temperatura no es necesaria para las esporas bacterianas, ya que és—

tas nos permiten trabajarlas a mayor temperatura.

La gelosa inoculada se prepard con espbras del bacilo, agregando el
volumen necesario de la suspensidn de esporas en 100 ml. de gelosa (Anti

biotic Medium No. 2) para obtener el 85% de transmitancia.

Se colocaron sobre la primera capa base, 6 ml. de gelosa inoculada
repartiendo uniformemente por movimiento de rotacidn hasta cubrir total
mente la capa anterior. Este material se conserva en refrigeracién,
hasta el momento de usarse, que no debe exceder a las 24 horas de su

preparacion.

Seleccién de los halos adecuados de inhibicidn.
Se tomaron en cuenta solamente halos nitidos; los poco definidos,

festonados o dobles se eliminaron del sistema Fig. 2

Construccidn del Sistema de Curva de Refecrencia.

Se utilizaron series de cinco cajas de petri, con medio de cultivo
base y gelosa inoculada para cada una de las concentraciones de la cur—
va. Se colocaron sobre la segunda capa de gelosa inoculada y solidifi-—
cada,- tres cilindros de acero inoxidable (Fisher Scientific Co. Peny—
cilinder, No. de Catalogo 7-907-5), en uno de ellos se adicioné 0.8 ml.
de antimicrobiano de concentracidn conocida y en los dos cilindros res-—

tantes, se colocé 0.8 ml. de concentracion de 1.0 mcg/ml., Esta concen



rig.

2

A’ B G D

Los halos de inhibicidén de las cajas de Petri A, C,
D, fueron eliminados por no reunir las caracteris-
ticas requeridas para el experimento, los halos de

inhibicidn de la caja B fueron los utilizados.
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tracién intermedia en el sistema nos marca' el punto de referencia llama

do (P.R.), Fig. 3.

Posteriormente se.cubrieron las cajas con rodelas de papel filtro
(cuya funcién fue absorber el agua de condensacidn), colocando finalmen
te la tapa de la caja de petri. Se incubaron las-placas en la estufa
a 37°C durante 16 horas, realizando posteriormente la lectura de los da

tos obtenidos.

Lectura e interpretacién. Después del tiempo de incubacidn se reti
raron los cilindros de las placas de petri y con la ilumipacién de un
cuenta colonias (Darkfiel Quebec, modelo 3330), se midié con un vernier,
el.diémetro.de los halos formados, expresando los resultados en milime
tros y anotandolos en tablas especialmente disefiadas para este experi-

* mento.

. Para cada una de las concentraciones de la curva de referencia se

A‘ob?uvieron cinco valores y cuarenta para los puntos de referencia (P.R.)

por ejemplo: Ampieilina — Tabhla 2.

Correccidn de los valores. Para efectuar la correccidn del sistema,
se obtuvo la suma total y promedio de los valores del P.R., comparando
este con el P.R. promedio en;;ntr@do en cada una de las pruebas de las
concentraciones conocidas. Si se encontrd diferencia (Positiva o Negati
ya), gse hizo la correccidén al valor promedio de cada concentracidén cohg
cida., Por ejemplo en el caso de la ampicilina:

Promedio total de los valores de P.R. ..ievennnnnacnnn ceeensaesa.16.28 mm.

Promedio de los valores de P.R. de las

pruebas realizadas con la Concentracién de 0.25 mcg/ml. ..¢.ve..-.16.25 mm.

a
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Sistema de Curva de Referencia

Fig. 3

Concentracién 0.25 mcg/ml

Observaciones:

( ] Concentracién conocida
P.R. Punto de referencia (1.0 mcg/ml)

Esta serie de 5 cajas se repite para cada una de las cohcentqg
ciones conocidas.



Lectura de los valores de lacurva de referencia y correccién del Sistema
Antimicrobiano: Ampicilina

Tabla: 2

P.R 0.25 P.R. 0.5 P.R 2.0 P.R 4.0
16.0 120 17.0 150 16.0 - 16.0 ; R
. . . 21.0 3ai2brc-e ng
17.0 17.0 16.0 16.0 g A ’
17.0 12.0 16.0 . 16.0 16.0 0.5 : B | -
. 15.0 18.5 . . U 3e 1 _
P.A, e= 20.88 P.A.= 22t 2d v c - a-20.73
16.0 16.0 16.0 16.0 5
16:0 13.0 195 14.% 160 19.0 16.0 21.0
16.0 16.0 17.0 16.0
16.0. 13.0 17,0 15.0 £.0 18.5 120 21.5
16.0 17.0 16.0 17.0 Suma total del P.R = 651.5
* Promedio total del P.R = 16.28
16.0 17.0
16.0 13.0 165 15.0 19.0 21.0
16.5 16.0 16.Q 1 0
Suma 16.25 63 164 74,5 161 92.5 1564, 105
Promedio 16.25 12.6 16.4 14.9 16.1 18.5 16.4 21.0
Correccid +0.03 12.63 || -0.12 1a.98 +0.18 18.68 -0.12 20.8¢ }
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Valor promedio de esta concentracidn «..ceesesceccccasscecncessal2.60 mm.
Factor de COrreCCiSn .eeeeeeeeoseaosoeersacsanacssccssasonneest 0.03
Valor corregido de la prueba de 0.25 meg/ml ...vievensiacneneessl2,.63 mm.

Los datos experimentales y las correcciones a cada uno de los valores
promedio de las concentraciones empleadas para ampicilina se pueden ob-

servar en la Tabla 2.

Trazo de la Curva de Referencia. Con los valores corregidos de to
dos los valores obtenidos de las pruebas realizadas a las concentracio-
nes conocidas y los puntos de referencia del sistema, se trazé la linea
de los datos experimentales, con cinco puntos, empleando para ello papel
semilogaritmico de dos ciclos, anotando en el eje de las abcisas, las
lecturas de los halos de inhibicidn expresadas en‘milimetros y en el eje

de las ordenadas, la concentracién del antimicrobiano en mcg/ml.

Trazo y Correccién de los valores experimentales. Con el objeto
de obtener una linea recta, sSe emplearon las siguientes férmulas:
a) Punto Bajo de la linea (P.B.)
3a + 2b + c -

e
P.B. = 5

b) Punto Alto de la linea (P.A.)

3¢ + 2d + ¢ ~- a

P.A. = 5

Siendo el significado de las literales el siguiente:

1)
W

El valor de la concentracidén de 0.25 mcg/ml.
b = E1 valor de la concentracién de 0.5 meg/ml.
c = E1 wvalor de la concentracién intermedio (P.R.) de 1.0 mcg/ml

d = El ‘valor de la concentracién de 2.0 mcg/ml.



e = El1 valor para la mdxima concentracién empleada, 4.0 mcg/ml.

Conocidos los valores para cada una de las literales, se sustituyen
en las ecuaciones de punto alto y punto bajo, haciendo el trazo corres-

pondiente. ejem. Ampiéilina — Gréafica 1.

Se construyeron siete curvas de referencia para cada antimicrobia-

no seleccionado, de acuerdo al tamafio minimo de muestra.

e

La verificaciénfj>reproductibi1idad del m2todo bioldgico se hizo
con el analisis estadisticg, comparando el métbdo de punto alto y punto
bajo, con el método de minimos cuadrados y banderas de dispersién, cdg

sultar Apendice B (47, 49).

B.; Segunda Fase Experimental:

El material previamente preparédo por el Departamento de Investiga
cién Médica consistia, en un medio de cultiyo con concentraciones cono—
cidas de antimicrobianos liofilizados, una maxima que correspondia a la
del nivel hemdtico Sptimo del farmaco cuando es administrado en el humano:
a dosis terapéuticas y una minima presente en la sangre, al final de su

periodo -de actividad.

Este sistema se fundamentd en el método de dilucidén seriada en tubo,

ya descrito.

Para determinar la actividad presente de los antimicrobianos en es-—
te material liofilizado y rehidratado, se realizaron las siguientes prue

bas experimentales:

Se construyeron curvas de referencia para cada uno de los antimicro

bianos seleccionados para el estudio, teniendo como base las concentra-



Concentracién del Antimicrobiano en mcg/ml

0.25

A I 1 1 1 2.

2 1 1

12

13 14 15 16 17 18

Halo de inhibicidn en

Grafica 1. Curva de Referencia

Cepa de prueba Bacillus subtilis

Linea de datos experimentales — -

Linea de datos corregidos

19 20 21
mm.

de Ampicilina

22

23



ciones probadas en la primera fase experimental y la cepa probada de

Bacillus subtilis ATCC-6633.

Se colocaron 0.8 ml. de material liofilizado 9 rehidratado (Tabla 3)
en los cilindros de acero inoxidable de las placas de petri que previamen
te se habian preparado y se corrid cufva de referencia.

Se sometieron a temperatura de 37°C, durante 18 horas, se retiraron
los cilindros y se hizo la lectura, midiendo con el vernier el diametro
de los halos de inhibicidn.

Estos resultados fueron sumados, promediados y corregidos con los
de la curva de referencia y representados en una grafica en papel semilo-
garitmico de dos ciclos en la que se interpolaron sobre la curva de refe-~
rencia, mm contra mcg/ml para obtener la concentracién real del problema
liofilizado y rehidratado, por ejemplo Ampicilina - Tabla 4, Gréfica 2.

Al material liofilizado se le practicaron pruebas de esterilidad
para buscar posibles contaminantes.

La seleccidn de los frascos ampula con material liofilizado a los
cuales se les practico cuancificaqién de antimicrobianc sc hizo por nime—
ros aleatorios (12,31) y se tomaron siete con la maxima concentracién y
siete con la minima concentracién de antimicrobiano, se rehidrataron con
el volumen original y a partir de este material se hicieron diluciones o
reconcentraciones. Un ejemplo de como se procesaron estas muestras pro-

blema lo encontramos en la Tabla 5.

Una vez probadas las muestras problema en el sistema de curva de re-—
ferencia, se hizo la lectura de los halos de inhibicién que pudiera ser

interpolada en el sistema para cuantificar su actividad Tabla No. 6.



TABLA 3

Material en el que se verificé la actividad de

antimicrobiano
Material Liofilizado Concentracién Concentracidn
: : Maxima Minima
AMPICILINA 5.0 mcg/ml. 0.5 mcg/ml.
CEFALORIDINA 30.0 meg/ml. 0.5 mcg/ml.
CEFALOTINA 30.0 mcg/ml. 0.5 mcg/ml.
DIDLOXACILINA 5.0 mcg/ml. 0.5 .mcg/ml.
PENICILINA 2.0 mecg/mi. 0.5 mcg/ml.

Observaciones:

Se utilizdé solucidn salina esterilizada para rehidratar el material
licfilizado.

Las concentraciones de los antimicrobianos se eligieron de acuerdo a
los niveles heméaticos.

Estas concentracionesg de las drogas se encontraban en el material ah—
tes de la liofilizacidn.



Suma

Promedio

Correccidn

Lectura de los valores y Curva de Referencia del Problema Liofilizado

Antimicrobiano: Ampicilina
Tabla: _ 4 .
P.R 0.25 P.L. P.R. 0.5 P.1 _P.R 2.0 P.L P.R 4.0 P.L
15.5 17.5 17.5 15.5 No
15.5 12.0 5.5 15.0 | 14.5 9.5 16.5 17.5 15.0 16.0 21.5 fletectabld
16.0 17.5 17.0 17.0
16.0 12.5 5.0 17.0 | 15.0 9.5 15.5 17.0 15,0 16.5 20.0 v
16,5 iG.5 5.5 17 8
17.0 12.0 5.5 16.5 1 15.0 9.0 17.0 18.0 14.0 17.8 20,5 "
15.0 15.0 15.0 17.5
17.5 13.0 5.5 17.0 | 15.0 9.5 17.5 18.5 14.5 17.5 21.0 v
15.5 17.5 15.5 15.5
12.0 5.0 16.0 | 14.0 10.0 5.5 | 18,0 14.5 16.0 | 20.8 "
159.5 61.5 | 26.5 165.5 | 73.5 47.5 {162.5 89.0 73.0 [l166.5 [103.5 »
15.95| 12.3 5.3 16.55| 14.7 9.5 16.5 17.8 14.6 16.65 | 20.7 v
+0.40| 12.7 5.7 -0.20] 14.5 9.3 ~0.15 [ 17.7 14.5 -0.30{ 20.4 "

P.B, 8= 12.7 P.B= 23 DFC .. 1p.61
- S

b= 14.5
e= 16.3
a= 17.7

P.A, e= 20.4 p.hi"%ﬂii‘ 20.13

Suma total del P.R. = 654
Praredio total del P.R = 16.35

Correccién del P.L = 0.53
Maxima concentracidn



Concentracién del Antimicrobiano en weg/ml

1 L 2 L L 1 1 1 1
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Halo de inhibicién en mm.
Griafica 2, Curva de Rleferencia de Ampicilina

Cepa de prueba Bacillus subtilis
===1o-US subtilis

Linea de datos experimentales

Linea de datos corregidos

Lectura del Problema Liofilizado (P.L.)



TABLA 5

DILUCIONES DEL MATERIAL PROBLEMA LIOFILIZADO CONTENIDO EN LOS FRASCOS

AMPULA — Ampicilina -

Mé&xima concentracion marcada: 5.0 mcg/ml.

Concentraciones elegidas para titulacidn;

FRASCO AMPULA CON: SOLVENTE
la. 25 mcg—Antiﬁicrobiano 5 ml.
2a., 3 ml. de la (1a) 3 ml.
3a. 3 ml. de la (2a) 3 ml,

Minima concentracién marcada: 0.5 mcg/ml.

Concentraciones elegidas para titulacidn;

FRASCOS AMPULA CON: SOLVENTE

la. 2.5 mcg-Antimicrobiano 2 ml.

2a. 0.5 mcg/mi

[y
)
=

El solvente utilizado para rehidratar los

fue: Agua salina esterilizada.

5.0, 2.5, 1.25 mcg/ml

CONCENTRACION REHIDRATADA
5.0 mcg/ml
2.5 mcg/ml

1.25 meg/ml

2.50, 1.25 mcg/ml.

CONCENTRACION REHIDRATADA

1.25 meg/ml.

2.5 meg/ml

antimicrobianos liofilizados



TABLA 6

ACTIVIDAD DETECTADA DEL MATERIAL PROBLEMA LIOFILIZADO

AMPICILINA
No. DE ENSAYOS MAXIMA CONCENTRACION MINIMA CONCENTRACION
(5.0 mcg/ml) (0.5 meg/ml.)
1 0.53 No - detectable
2 0.41 Neo - detectable
3 0.53 No -~ detectable
a - 0.62 ) No - detectable
s 0.57 No - detectable
6, 0.84 No - detectable
7 0.26 No - detectable
X 0.53
Concentracidn Maxima 5.0 mcg/mi = 10% de actividad antimlcro-—

biana encontrada.

Concentracién Minima 0.5 mcg/ml. = No detectable.




VI. RESULTADOS
A Primera fase experimental:

El desarrollo dél método biolégico (curva de referencia), para cada
unco de los antimicrobianos que se utilizaron en este trabajo experimental,
mostré reproducibilidad para determinar la conservacidn de la actividad
en concentraciones conocidas de estas sustancias.

En las tablas 7,8,9,10 y 11, encontramos los valores promedic de
cada una de las curvas de referencia de los antimicrobianos probados en
el estudio. Se puede apreciar el comportamiento de las pruebas experi-
mentales y los datos obtenidos, haciendo los trazos correspondientes en
las graficas 3,4,5.6 y.7, se realizardn las correcciones al sistema por
medio de las ecuaciones de punto altc y punto bajo, trazando la linea de
regresidén en cada uno de los casos.

Utilizando el método de Minimoé‘cuadrados, se obtuvieron los resul-
tados que encontramos en las Tablas 12, 13, 14, 15 y 16. El trazo co-
rrespondiente a los valores ajustados tedricamente por este método se
hizo en papel semilogaritmico de dos ciclos. Graficas 8, 9, 10, 11 y 12.
Al hacer la correlacién de los dos métodos mencionados encontramos simi-
litud entre los valores experimentales y los tedricos de los modelos ma
tematicos empleados, estos resultados fueron corroborados mediante la
férmula de banderas de dispersidn (Apendice-B), y no se representaron en
la grafica por tener una variacidn del orden de centécimas.

Las diferencias encontradas entre los resultados experimentales y
los valores tedricos, derivados de las correcciones con las ecuaciones
de punto alto y punto bajo, fueron analizados estadisticamente por la

2 . < : . :
prueba de X, encontrando también en este caso que las diferencias no son

significativas:



Lectura de los valores de las Curvas dec Referencia y correcciones

ANTIMICROBIANO: Ampicilina Fase Experimental A
TABLA No. _7
1 2 3 4 5 6 7 8 9
v —
X1 X2 X3 Xa X5 *s. Xy X
conc. mm.
0.25 15.2 12.6 14.0 16;2 14.0 14.4 14.5 14.4
0.5 17.6 14.9 16.0 18.0 ’ 15.8 16.3 15.9 16.4
1.0 20.1 16.7 17.8 20.5 18.2 17.6 18.0 18.4
2.0 22.0 18.5 19.1 22.8 20.2 21.1 21.0 20.7
4.0 23.7 21.0 21l.4 24.8 21.8 23.8 22.7 22.7
METODO DE PUNTO BAJO Y PUNTO ALTO:
1. Con las columnas 1 y 9, se grafican’
datos experimentales. P.B. 3a_+ 22 * . € = 14.3
2. Con las columnas 1 y 9, se grafican
recta por método de punto bajo y P.A. 3e _+ 2: + C a._ 22.7

punto alto.




Concentracién del Antimicrobiano en meg/ml

0.25

1 L I . 1 i I I S

14

is 16 17 8 19 20 21 22 23
Halo de inhibicién en mm.

Grafica 3, Curva de Referencia de Ampicilina
Cepa de prueba Bacillus subtilis
Linea de datos experimentales — -~ — — -~ — = =

Linea de datos corregidos
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Lectura de los valores de las Curvas de Referencia y correcciones

ANTIMICROBIANO: Cefaloridina Fase Experimental A
TABLA No. 8
1 2 3 4 S 6 7 8 9
X, X, Xy X, Xg Xg X, X
conc. mm.
0.25 15.87 14.80 17.43 13.23 14.85 14.92 12.28 14.76
0.5 18.82 -28.80 20.11 15.03 17.85 17.92 14.23 17.44
1.0 21.62 21.60 22.81 17.58 19.95 20.82 16.93 20.18
2.0 25.07 24.78 26.13 19.98 23.05 23.02 19.98 23.14
4.0 27.92 27.80 28.31 22.93 25.45 26.22 22.18 25.83
METODO DE PUNTO BAJO Y PUNTO ALTO:
1. Con las columnas 1 y 9, se grafican
. datos .experimentales. P.B. 3a_+ 22 . C = €= 14.7
2. Con las columnas 1 y 9, se grafican
recta por método de punto bajo y B.A Be 4+ 2d 4+ ¢ - a- 2.0
.A. 5

punto alto.




Concentracién del Antimicrobiano en meg/ml

0.25¢1

1 Il 1 1 V] L 1 1 L 1 1

14

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Halo de inhibicién en mm.

Gréifica 4. Curva de Referencia de Cefaloridina

Cepa de prueba Bacillus subtilis

Linea de datos experimentales — — - — — — —~ — —~

Linea de datos corregidos
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Luciura de los valores de las Curvas de Referencia y correcciones

ANTIMICROBIANOQ: Cefalotina Fase Experimental A
TABLA NuG. 9 .
1 2 3 4 53 6 7 8 9
Y X X o

2 X3 X4 x5 X6 x7 X
conc. mm.
0.25 17.07 17.70 15.35 16.81 16.65 17.31 15.70 16.65
0.5 19.37 20.00 18.05 18.86 19.65 20.16 18.60 19.30
1.0 21.97 22.90 22.50 22.71 22.35 22.96 22.70 22.58
2.0 25.77 27.10 26.60 26.19 25.05 24.96 26.80 26.06
4.0 29.97 30.00 29.80 31.31 27.65 28.76 29.90 .. 29.48

METODO DE PUNTO BAJO Y PUNTO ALTO:

1. Con las columnas 1 y 9, se grafican
s 3a
datos experimentales. = 5

2. Con las columnas 1 y 9, se grafican
recta por método de punto bajo y 3e + 2d + c© - a= 27.7
punto alto. 5




Concentracién del Antimicrobiano en mcg/ml

0.25

1 1 A 1 i i I 1 1 1 ] I -1

15 16 17 18 19 © 20 21 22 23 24 25 26 27
Halo de inhibicidn en mm.

Grafica 5. Curva de Referencia de Cefalotina
Cepa de prueba Bacillus subtilis

Linea de datos experimentales — - — - - — — —
Linea de datos corregidos
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Lectura de los valores de las Curvas de Referenciaz y ccrreccienes

ANTIMICROBIAND: Dicloxacilina Fase Experimental A
TABLA No. 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 T
v -
X X2 R X4 X5 Xs X5 X
conc. mm.
0.25 9.1 11.6 9.4 10.8 9.5 8.8 11.0 10.0
0.5 11.5 15.2 12.1 13.1 12.1 11.8 14.3 12.9
1.0 14.6 17.7 14.7 16.1 15.8 15.0 17.4 15.9
2.0 17.5 21.2 17.1 18.0 17.3 17.3 20.5 18.4
4.0 20.0 24.0 20.1 20.4 19.0 .19.5 23.2 20.9
METODO DE PUNTO BAJO Y PUNTO ALTO:
1. Con las columnas 1 y 9, se grafican _
datos experimentales. P.B. 3a__+ 22 * c £= 10.2
2., Con las columnas 1 y 9, se grafican
recta por método de punto bajo y P.A 3e + 2d 4+ ¢ -~- a_ p1.1

punto alto.




Concentracién del Antimicrobiano en mcg/ml

1 A 1 1 N L 1 1 . e

12 13 p .} 15 16 17 i8 19 20 21

Halo de inhibicién en mm.

Grafica 6. Curva de Referencia de Dicloxacilina
Cepa de prueba Bacillus subtilis
Linea de datos experimentales -~ — - = - = - — — -

Linea de datos corregidos
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Lectura de los valores de las Curvas

de Referencia y correcciones

ANTIMICROBIANO: Penicilina Fase Experimental A
TABLA No. 11
1 2 3 4 5 6 7 8 9
v =
X, X, Xg Xg X, X
conc. mm.
0.25 9.9 10.0 1404 14.5. 18.0 22.3 20.9 15.7
0.5 11.9 11.5 16.4 16.0 19.5 24.0 22.5 17.4
1.0 13.2 12.7 17.3 17.0 21.9 26.0 24.7 18.0
2.0 14.8 14.3 19.0 19.0 23.8 27.6 26.2 20.7
4.0 16.4 15.5 20.6 20.6 26.3 29.0 27.7 22.3
METODO DE PUNTO BAJO Y PUNTO ALTO:
1. Con las columnas 1 y 9, se grafican
.datos experimentales. pP.B. = 38 % 22 S = e 15,7
2. Con las columnas 1 y 9, se grafican
recta por método de punto bajo y P.A 3e  + 2d _+ ¢ - a 22.3

punto alto.




Concentracién del Antimicrobiano en mcg/ml

F
2.0k
1.04
0.5 L
0.25 |.

1 1 1 1 — 1 1 2 2 1 1 —1

18 16 17 i8 19 20 21 22 23 24 25 26

Halo de inhibicién en mm.

Grafica 7. Curva de Referencia de Penicilina
Cepa de prueba Bacillus subtilis
Linea de datos experimentales — - — — = = — -

Linea de datos corregidos



Método de Minimos Cuadrados
Antimicrobiano: Ampicilina

Tabla No. 12 .

i X; Y, XY X xi Y, xf R x‘il Y

1 0.25 2.867 0.6675 0.0625 cv>.1ésgv 0.0156 0.0039 2.627

2 0.5 2.80 1.4000 0.25 0.7 0.125 vo.oszs 2.768

3 1.0 2.91 2.91 1.0 2.91 1.0 1.0 2.885

4 2.0 3.03 6.06 4.04 12.12 8.0 16.0 3.052

5 a.0 3.12 12.48 16.0 49.92 64 256.0 3.122
Z 7.75 14.53 23.5175 | 21.3125 |65.8169 73.1406 | 273.0664




H

X5
1 1 ' =, 1 i
0.25 0.5 1.0 2.0 4.0
Grafica  B. Ampicilina

Método de Minimos Cuadrados



Método de Minimos Cuadrados

Antimicrobiano: cefalorijdina

Tabla No. 13
i Xy ¥, XY, xf X7 Y, xf‘ k: y;
1 0.25 2.69 0.6725 0.0625 0.1681 0.0156 0.0039 2.74
2 0.5 2.86 1.43 0.25 0.715 0.125 0.0625 2.82
3 1.0 3.00 3.0 1.0 3.0 1.0 1.0 2.97
a 2.0 3.14 6.28 4.0 12.56 8.0 16.0 3.17
5 4.0 3.25 13.0 16.0 52.0 64.0 256.0 3.25

Z 7.75 14.94 24.3825 21.3125 68.4431 73.1406 273.0664




i - A

0.5 1.0 2.0

Gréfica 9. Cefaloridina

Método de Minimos Cuadrados



Método de Minimos Cuadrados
Antimicrobiano: Cefalotina

Tabla No. 14

i X ' X, ¥, xf kxiz ¥, x? x: Y;

1 0.25 2.77 0.6925 0.0625 | 0.1731 | 0.0186 0.0039 2.80

2 0.5 2.91 1.455 0.25 0.7275 | 0.125 0.0625 . 2.88

3 1.0 3.06 3.06 1 1.0 3.06 1.0 1.0 3.03

a 2.0 3.21 6.42 4.0 12.84 8.0 16.0 3.24

5 a0 3.32 13.28 16.0 53.12 64.0 256.0 3.32
Z 7.75 15.27 24.9075 21.3125{ 69.9206 | 73.1406 | 273.0664




xi
I ' 1 . 1 —
0.25 0.5 1.0 . 2.0 4.0

Gréafica 10. Cefalotina

Método de Minimos Cuadrados



Método dec Minimos Cuadrados

Antimicrobiano: Dicloxacilina

_’Eabla No. _ 15
i )(i Yi X.‘[i Xi2 Xi2 Yi X:i.3 X: Y;
1 0.25 2.30 0.575 ‘'0.062% 0.1437 0.0156 0.0039 2.38
2 0.5 2.56 1.28 0.25 0.64 0.125 0.0625 ' 2.50
3 1.0 2.77 2.77 1.0 2.77 1.0 1.0 2.70
4 2.0 2.91 5.82 4.0 11.64 8.0 16.0 2.97
5 4.0 3.04 12.16 16.0 48.64 64.0 256.0 3.03

Z 7.75 13.58 72.605 21.3125 63.8337 73.1406 273.0664




Y3

X5
i 1 1 - 1 '
0.25 0.5 1.0 2.0 3.0

Gralica 11. Dicloxaciliina

Método.de Minimos Cuadrados




Método de Minimos Cuadrados
Antimicrobianc: penicilina

Tabla No. is

i X, 'A XY, xf xiE Y, xf x4 Yi'

1 0.25 2.75 0.6875 0.0625 0.1719 0.0156 0.0039 2.78

2 0.5 2.86 1.43 0.325 .I 0.715 0.125 0.0625 2.83

3 1.0 2.94 2.94 1.0 2.94 1.0 1.0 2.92

4 2.0 3.03 6.06 4.0 12.12 8.0 16.0 3.05

5 4.0 3.10 12.4 16.0 49.6 64.0 256.0 ©3.10
Z 7.75 14.68 23.5175 | 21.3125 | 65.5469 73.1406 }273.0664




2.0

Grafica 12. Penicilina
Método de-Minimos Cuadrados




Antimicrobiano Grados de Confianza
Ampicilina | 0.999%
Cefaloridina 0.99895
Cefalotina 0.9995
Dicloxacilina ‘ 0.999§
Penicilina 0.§993

B  Segunda fase experimental
Se practicaron siete ensayos a cada uno de los cinco antimicrobia-
nos seleccionados, tanto en su concentracién méxima como en la minima
¥y los valores promedio de la actividad encontrada, asi como el porcen—

taje de la degradacidn para cada concentracidén se encuentran en la Ta-

bla 17.



TABLA 17

Actividad Antimicrobiana de Beta Lactdmicos Liofilizados

Antimicrobiano Concentracién X Actividad % de Degra Concentracidn X Actividad % de Degra
Max. (mcg/ml) encontrada dacién Min. (meg/ml) encontrada dacidn
(meg/ml) . : (meg/ml)"
No
Ampicilina 5.0 0.53 . 90 0.5 detectable ?
Dicloxacilina 5.0 2.43 51.4 - 0.5 L .0.14 72
Cefaloridina 2.76 .. .90.8"
Cefalotina N
#Penicilina o

* = U/ml.
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VII. DISCUSION

Analizando los resultados obtenidbs. se puede deéir que el método
bioldgico empleado, llamado c;rv; de,refébenéié} es. de utilidad para cuan
tificar la actividad antimicrobiaha,‘siémeerylédandb se controlen las va
riables“de estudio para cada prueba «éxpef§Men£ai, coﬁ'el disefio adecuado -
del modelc propuesto. ‘ o

él fundamento de lo mencionado'enAei parrafobanterior. se apoya en
el largo tiempo de entrenamiento &evun équipé numeroso de personal técni
co y médico que colabord en la aplicacidn correcta de los ensayos expe-—
rimentales reali%ados para cada antimicrobiano, asi como gl manejo del ma-
yor nimero de muestras que proporcionaron datos suficientes, en cada pro
cedimiento, para tener representatividad estadistica.

En este procedimiento biolégico, de gran utilidad para la realiza-
cién de investigaciones farmacolégicas, es recoﬁendable emplear estudios
estadigticos comparativos, que apoyen la eficiencia y reproductibilidad
del sistema.

La adopéién del método matematico de minimos cuadrados, puede apo-
yar al sistema de ecuaciones de punto alto y punto bajo y la prueba de
X2, nos proporcioné los grados de confianza y el buen comportamiento del
sistema. Sin embargo en el caso del método de minimos cuadrados, para
obtener su maxima utilidad y beneficio en la aplicacién a la investiga-
cidén de los sistemas bioléSgicos, se requiere de amplios conocimientos
matemdticos y estadisticos, lo cual no es comin que el profesionista‘del
campo.médico biolégico los adquiera en su entrenamiento de pregrado, por
lo que es recomendable tener asesoramiento del departamento de estadisti-

ca o preparar al equipo de trabajo responsable de estos ensayos bioldgi-




cos, para adquirir los conocimientos necesarios.

En la segunda fase experimental, al cuantificar la actividad antimi-
crobiana, esta se encontrd muy disminuida o en algunos casos no se detee—
t6, quizas debido a un mal manejo en el procedimiento de liofilizacidn y
a un inadecuado control de calidad de cada un9 de los componentes conte-—
'nidPS'en los frascos &ampula, por.lo que sé recomienda tomar en cuenta es-—
tas variabies para futuras investigaciones.

Eé conveniente poner especial atencién en el comportamiento de los
antimicrobianos del grupo de los beta lacté@micos, los que al hidratarse
presentan mayores niveles de degradacién molecular en mas corto tiempo.
(22,23,25,26)

Esta pudo ser otra de las probables fallas del procedimiento, ya
q;e el trabajo previoc referia, que habian hidrétado y mezclado con el cal-
do nutritivo el antimicrobiano, antés de someterld al proceso de liofili-
zacidén, ademds desconociendo los tiempos transcurridos entre cada proce-
dimienﬁo.A
) La degradacidén que presentaron los cinco beta lactamicos; Ampicilina,
cefalotina, cefaloridina, dicloxacilinz y penicilina, en sus liofilizados
que indicaban tener las maximas concentraciones elegidas de antimicrobia-
no, fue de mas del 50%. Esto no es posible afirmarlo en el grupo de las
minimas conceptraciones indicadas en el experimento, ya que con el méto-
do biolégico empleado no se pudo detectar actividad en el caso de Ampi-
cilina, por lo que ademés se proﬁbne disefiar un sistema de curva de re-
feren;ia para detectar bajas concentraciones de antimicrobiano. (16)

Seria interesante continuar con la tarea de implementar nuevos siste

mas de antibiogramas, que superen las desventajas de los conocidos actual



—_ 22 -

mente y que sean de utilidad como pruebas de susceptibilidad en el labora

torio clinico de rutina, ya que el informe de dichas pruebas,

un eslabdn importante entre el médico y el paciente para enumerar las

representa

drogas de eleccidén e instalar el tratamiento correcto.
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VIII. CONCLUSXONES

Es necesario la aplicacidn de un sistema bioldégico para pruebas de
susceptibilidad in vitro, que determine el comportamiento de un microor-
ganismo patdgeno frente a los antimicrobianos, para obtener informacién
signifigapiva en el establecimiento de una terapeitica raciﬁnal y resolu-
tiva. -

“ E1 manejo técnico de los elementos .de los sistemas empleados en am-—
bas fases experimentales es sencillo, f&cil y aunque de costo moderado,
accesible a cualquier centro de investigacidén microbiolégica y cuyo valor
maximo es el de servir como control de calidad.

El método de punto alto y punto bajo, es practicamente el mas utili
zado en la investigacién farmacoldégica, ya que tiene validez estadistica,
ademés de sencillez en la elaboracidn de la grafica, que no requiere de
conocimientos matemdticos profundos para obtenerla.

El método de minimos cuadrados es mas preciso que el anterior debi-
do a un mayor grado de confiabilidad, pero también requiere de una comple
ja elaboracidén matemitica, sin embargo para su aplicacidn es necesaria
la preparacién matematica de las personas que realicen los experimentos.

El método de X2 confirma la confiabilidad del sistema de curva de
referencia y la validez del analisis estadistico de los dos métodos ya
mencionados.

El método bioldgico empleado, cumplié las funciones para el objeti-
vo marcado y es reproducible y pstadisticamente significativo.

La liofilizacidén del material bioldgico para pruebas de susceptibi-
lidad in vitro, en este caso no reunidé la caracteristica deseada (activl

dad antimicrobiana), requisito indispensable para aplicarse como prueba
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de susceptibilidad (antibiograma) en el laboratorio de rutina del medio

hospitalario.



IX. RESUMEN

En la primera fase experimental se hace la descripcidén de un método
bioldgico (curva de referencia), que sea valido para determinar la acti-
vidad antimicrobiana, presente en muestras problema de material liofili-
zado (medio dercultivo nutritivo para bacteriaé y antimicrpbiano del~gr5'
po de los beta lactamicos en concentracioneé conocidas. El1 método»utiii—
za un medio de cultivo sélido inoculado con un gefmen de susceptibilidad
probada y cantidades conocidas, seleccionadas para cada uno de los siguien
tes antimicrobiancos: Ampicilina, cefaloridina, cefalotina, dicloxacilina y
penicilina.

Se comprobd la reproducibilidad del sistema, aplicando el concepto
estadistico que se refiere al minimo nimero de muestra representativa,
preparando en este caso siete curvas de referencia para cada farmaco, so
metienao los datos experimentales ai andlisis estadistico. Para ello se
emplearon los métodos de punto bajo y punto altg, método de minimos cua
drados y banderas de dispersién, asi como la prueba de X2 demostréandose
la validez y confiabilidad del procedimiento biolégico para los objeti-
vos propuestos.

Apoyandose en la fase anterior, en la segunda fase experimental, se
construyeron curvas de referencia para cada antimicrobiano mencionado,
en las cuales se hicieron las lecturas de las muestras problema del mate-
rial liofilizado, el cual contenia dos concentraciones; una méxima y una
minim?, en relacién a la mayor y menor concentracidn de la droga, alcan-—
zada en sangre, posterior a la administracién de una dosis terapéutica.

Se determind la actividad o la degradacidén que se presentd en cada

antimicrobiano probado, encontrando un elevado porcentaje de la inactiva



- 26 -

cidén de las drogas, por lo cual este método de antibiograma de dilucién
en tubo modificado, no reunid las caracteristicas adecuadas para aplicar
lo como prueba de susceptibilidad bacteriana, en la rutina delAlaborato—

rio clinico.
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X. ANEXO A

Previa identificacidn y verificag?ép de la ﬁureza'del Bacillus subti-
lis, se inocularon con concentradbIbacteriano,Ados cajas de petri con me
dioc nutritivo (Antibioﬁic.Mgdiém:N;}_i Difcoj; maﬁfeniendolas a 37°C dﬁj

'fante 24 horaéﬂi .

Al cultivo de las eajas de petfi se le aplicaron 10 ml. de solucidn
salina esterilizada, procurando recéger Ig mayor Eantidad de células posi
bles preparéndose una suspensioén bacteriana, qué se repartid uniformeheg
te en la superficie del medio de culfivo de las botellas de Roux, coa
300 ml. del mismo medio;ae cﬁltiv;.

Las botgllas se mantuviéron a 37°C durante una semana para inducir
la esporulacién. El cultivo se cosechd de las botellas de Roux con 30
ml. de ‘agua dest;lada'estérilizada,'pasando la suspensidn a tubos con ta
pén de rosca esterilizados; estos se colocaron en un bafic de agua a tem—
peratura de 65°C durante 30 minutos, se centri}ugaron a 3000 rpm. duran
terls minutoé, se ¥limind ei sobrenadante, y se le agregd nuevamente,
agua esterilizada; los tubas se agitaron y se colocaron nuevausiite a 65°C
el proceso de calentamiento y de lavado se hizo tres veces y después sola
mente se centrifugd y elimind el sobrenadante, restituyendo el agua las
veces que fuera necesario, hasta observar que quedara completamente limpio.

. Obteniendo el concentrado de esporas, se conservd en refrigeracién a tempe

ratura de 4 - 8°C para su uso posterior.

ANEXO B Estadistica
La estadistica es una herramienta que puede ayudar a planear la ob-

tencidén de informacidn sobre ciertos fendmenos, a sistematizarla y anali
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zarla, asi como hacer inferencias y obtener conclusiones sobre los fenéme-
nos.

Para utilizar la herramienta estadistica es indispensable poder ca-
lificar los objetos de nuesfro estudio en distintas categorias con res-—
pecto a las caracteristicas de interés, permitiéndonos hacer una medi-

cién de estas caracteristicas.

Interpolacién de Datos.

Una vez obtenidos los datos experimentales es necesario saber cual
es la relacidén funcional matematica que existe entre ellos. Para ello
se recurre a los criterios de interpolacidén de datos.

En forma general

ellos son:

Dada una funcidn f que toma valores reales, Gefinida en I = [a,b),
se puede determinar un polinomio de grado:ﬁ que interpola a f en los
puntos Xi, i = 0,1,... n con Xi eI es decir, se considera que la forma

funcional es un polinomic de grado i} , ésto es /9 (Xi)= f(xi),i=0,1,2,..R

‘por lo que, F (X) se puede expresar como:

. = C P
La) F =0 6 G ec @, (0 e | B )+ 0B (0
S
x
1) F(x)= 2o # (0 para # (x), i= 1,...,k dadas
3= J J J

Se puede representar este criterio de interpolacidn mediante la si-

guiente gréafica:
Y.

ol

o

[O)
EY ] P

x
[
N
w

»
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Ahora bien, en los datos experimentales se encuentra que estén rela

cionados mediante la siguiente expresidn

donde: x Concentracidn de antimicrobianoc en mcg/ml.

A x Diferencia entre los valores de concentracidn consecutiva

A y Diferencia entre los valores de antimicrobiano en milimetros.

lo cual nos conduce a la expresidn funcional matemdtica de los datos ex~

perimentales que es:

3.a) F (x)

]
<
Lt}
o

]

3.b) F (x) = 1lny = X2 + C

De esta forma obtenemos que la. grafica de esta ecuacidn debe ser

parédbola, cuya expresidn general es:

4) F (x) = C, + C_X + C_X°

una

Si la caracteristica de un fendmeno se evalda mediante métodos expe-

rimentales es muy factible que los valores obtenidos estén afectados por

los diversos factores (variables) que alteran las condiciones en que se

‘desarrolla un experimento, es decir, que existan errores en las medicio

nes por lo cual se requiere de métodos matematicos que nos ayuden a eli

minar’'la influencia, que tales errores, ejerzan en los resultados.

Uno de esos métodos matemdticos, es conocido con el nombre de Méto

do de Minimos Cuadrados; consiste en encontrar los valores tedricos de las

constantes C o0

1’ c 03 de la ecuacién (6) tomando en consideracidn todos
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y cada uno de los valores de las variables consideradas.

Para ello se debe de resolver el sistema de ecuaciones 51gu1ente'

N
NC +(): X,)¢C +(): Xy Xy =T ¥y
=1 =1 i=1

N N -

N .
2 y 3 :
La) T =5 Xx;¥
ea) (E) X )C + z1 1 0€ ¥ G2 X300 = Fy Tite

N N )
2 N 3 N _ 4 _ 2
(i_ElXi )C1 + (121 Xi )C2 + (iElXi )C3 = i£1 Xi Yi
donde, en este sistema de ecuaciones se esta sustituyendo; Lnyi por

yi para facilitar su expresidn.

La solucién del sistema de ecuaciones anterior puede realizarse por
varios métodos, por ejemplo el Método de Sustitucidn, el de Igualacidn,
el de Reduccién, el de Determinantes, etc., sin embargo, por cualquiera
de estos métodos se obtiene que los valores de las constantes Cl,»C v

2
C, son respectivamente:

3
5.5.) € = —- {-Yi[(_xi 2oy g Dy Moy y g Ve D
3
—(= YCe, )1
X%

1 3
5.c.) ¢, = —— {4 N[(e Y, D-(= Y=, )
2 A { C .95 Mghas & b A )

4 2 2 2 3 : 2
[C ) ( )-(Ex )(CX Y+, (= )(5]( )—(= )(i.x b}
=y TR g Y0 Ry TR YT Ry XY Ky 3
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1
5.d.) c, = —— {N[( 2) (e, 2, )-(= 3)(5:){ )1 -
34 TR i Pl ) 3¥y

s, [(£, )(e, 2, X-(x, 3)( )1 2[ (e, )¢C )=(x_ 2 )( )1
PR A i A & By, +1"xi "xi "xiyi "'xi v,

donde ‘el significado dé:

S.e.) A =N [(:Xiz)(zxiA).-<=X13)(exi3)]-zxi[(:xi) (zxia)-'(txf)‘(zxiz)] +

- 2
(5,2 [mg ) (my 3=y 2 ey 2)) o
Una vez que conocemos los valores de las constantes Cl' 02 insr

los ‘sustituimos por cada valor de Xi encontrade para determinar é1‘vé1or

de ¥y correspondiente en la férmula siguiente: T L

+ C x2

6) y;=C, + C X4 3%

1 2

Al graficar los valores de x y y, encontramos una parébola, que se

dice estid ajustada tedricamente.

Banderas de Dispersién

A menudo en los experimentos ocurre ‘que las condiciones en que se
realizan, suelen ser distintas de las lLedricamente planteadas o bien que
el conjunto de errores introducidos en el mismo durante su desarrollo,
como los procedimientos de medicién, fallas de los aparatos empleados,
etc. provoquen que, a pesar de un ajuste teérico de los valores obteni-
dos mediante métodos, como el de Minimos cuadrados, no se encuentren den
tro de la curva teérica obtenida. Este comportamiento se debe conside-
rar désde el punto de vista estadistico, el cual nos dice que los valo-
res obtenidos en la ecuacidén de una variable tienen una distribucidén alea
toria y por lo tanto debemos tomar en cuenta el grado de dispersién en que

se encuentran dichos valores.
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Esto se puede realizar considerando que cada y:.L obtenida se encuen-

tra dentro del intervalo (yi -s, y. + S ) , €l cual nos permite determinar

1
con un grado de certeza elevado, las variaciones que pueden tener los va
lores desde el punto de vista estadistico. Y a la longitud del intervalo

de variacidén de cada y £ se le denomina Bandera de Dispersidn.
i

Lo anterior se puede representar graficamente en la siguiente figu-

303

204
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