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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 tiene una gran importancia a nivel hos­

pitalario, ya que los microorganismos patógenos modifican constanteme~ 

te su respuesta a los antimicrobianos existentes, originando de esta 

manera un serio problema terapéutico. 

Esta situación ha motivado a los investigadores para la búsqueda 

de métodos, cada vez más precisos y prácticos, con los que se pueda de 

terminar la susceptibilidad de las bacterias a los antimicrobianos 

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

e] ínico. 

En la práctica médica, tratar una infección con el antimicrobiano 

adecuado, una vez que se ha estableéido el diagnóstico etialógico del 

padecimiento, requiere de la información adecuada del antibiograma. 

Los métodos mas frecuentemente utilizados, son los cualitativos, se~ 

cillas y económicos, per0 que generalmente no proporcionan datos co~ 

fiables para establecer el tratamiento correcto al padecimiento i_nfe.=. 

cioso; por otra parte, aquellos procedimientos con los cuales se ob­

tienen resultados cuantitativos, que correlacionan adecuadamente con 

los datos farmacológicos de las sustancias antimicrobianas, son de ej~ 
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cución laboriosa y cara. 

Con el propósito.de solucionar los inconvenientes de los métbdos de 

antibiogramas mencionados, el personal médico y técnico del Departamento 

de Bacteriología, del Hospital General de México depen?iente de la Seer~ 

taría de Salud, en su área de antimicrobianos, propuso un nuevo método 

tle antibiograma que, además de ofrecer información cuantitaiva, se adap­

taría a las necesidades del laboratorio clínico. 

En todo nuevo sistema, como el propuesto por el departamento antes 

citado, es obligado controlar la actividad B!1timicrobiana presente en 

el producto final, auxiliándose de un método biológico que permita com­

probar si el material liofilizado del nuevo antibiograma es adecuado p~ 

ra las funciones a las que se destinaría, siendo este el motivo princ1-

pa1 de realizar el presente trabajo.de tesis. 
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II. ANTECEDENTES 

A continuación, se menciona una breve descripción de los principa­

les mé~odos 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 bioquímicas y serológicas. 

Una vez efectuado este procedimiento se colocan, sobre dicha superficie, 

discos de papel absorbente que han sido impregnados con algún antimicr~ 

biano de concentración conocida. 

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

del disco, en forma centrífuga en la gelosa adyacente. 

Las cajas se incuban a 37ºC, durante 24 horas. Los resultados se 

obtienen al medir, en milímetros, la zona de inhibición del desarrollo 

bacteriano alrededor de cada disco utilizado (si la bacteria se inhibió 

frente a la droga), calificando al microorganismo como sensible, median~ 

mente sensible o resistente, según sea el tamaño de los halos encontra­

dos con cada antimicrobiano probado. {1,2,14). 

Las ventajas que proporciona este método son: material fácil de pr!::_ 

parar, requiere de poco personal calificado y es de bajo costo, por lo 

mismo es el más empleado en los exámenes de rutina del laboratorio clí­

nico. 

Las desventajas que presenta y por lo cual es considerado como un 
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método cualitativo, se debe a que no hay un control en la cantidad de 

bacterias inoculadas y los di~cos empleados suelen en ocasiones, po 

contener la concentración indicada por los fabricantes (17)ª 

2.- ANTIBIOGRAMA DE DILUCION SERIADA EN TUBO. 

Este se realiza en medio de cultivo líquido, preparando tubos que 

contienen un volumen constante de caldo nutritivo y concentraciones co 

nacidas de antimicrobiano. 

Aislado e identificado previamente el germen problema, se prepara 

un inóculo en caldo nutritivo, se lleva a incubación durañte 4 horas a 

37°C resultando una cantidad de bacterias de l x 109 /ml .. aproximadame~ 

te, se hacen las diluciones necesarias de este inóculo inicial y se in~ 

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 dt:!~etr-rollo Lac teriano. ( 2) 

Los resultados se expresan en términos de concentración inhibitoria 

mínima (C.I.M.), en microgramos por mililitro, que es la mínima caneen-

tración de la droga que inhibió el microorganismo en estudio. 

Las ventajas que presenta este antibiograma y por lo cual se cons! 

dera como un método cuantitativo, es el manejo de un inóculo controlado, 

la cantidad de antimicrobiano conocida y la información de los resulta-

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

el comportamiento bacteriano a los antimicrobianos existentes. 
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3.- ANTIBIOGRAMA DE DILUCION SERIADA EN PLACA DE AGAR. 

Este sistema es similar al anterior; en él, la droga, en concentra­

ciones conocidas, se mezcla con el agar nutritivo. 

Identificados adecuadamente los gérmenes de estudio, se preparan 

los inóculos de cada uno y cuando se han solidific;,ado las placas se ino­

culan, con el inoculador mecánico, 1 x 106 UFC aproximadamente. En ca­

da placa es posible probar un gran número de cepas, que ya inoculadas se 

mantienen en la estu~a a 37ºC durRnte 18 horas. 

La lectura se hace observando si hay desarrollo de colonias del mi-. 

croorganismo en el sitio inoculado y los resultados se ~xPresan en C.I. 

M. mcg/m1. (2,11,50) 

En este método de antibiograma se controla aproximadamente la can-

tidad de microorganismos, las concentraciones de los antimicrobianos y 

además proporciona al médico información cuantitativa de la acción de 

la droga sobre el microorganismo. 

Las desventajas de este procedimiento son: la compleja y laboriosa 

preparación de material por personal calificado, lo que eleva conttlder~ 

blemente sus costos. 

4.- ANTIBIOGRAMA DE SZYBALSKI. 

Es un método ingenioso en el que se logran concentrac~ones decrecie~ 

tes de antimicrobiano 1 en la misma caja, al difundirse el antimicrobiano 

de un~ capa superior hacia una capa inferior. 

Los aislamientos bacterianos identificados y purificados, a los cu~ 

les se les desea practicar el estudio, se estandarizan hasta tener una 

cantidad aproximada de l x io6 UFC (Unidades Formadoras de Colinias) por 
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milimetro, con pin-::eles delgados y previamente esterilj zados ( se utiliza 

uno por cada aislamiento), se .siembran los microorganismos en línea recta, 

en la misma dirección del PradientP de concentració11 establecido. Se in-

cuban las plac~s a temperatura de 37ºC durante 18 horas. 

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

línea inoculada podremcs inferir, aproximadamente, las concentraciones 

que imniden su deRarrollo. {2,45). 

La ventaia de este antibiograma es que utiliza poco personal califi-

cado y material para la exploración de un P-ran ntime,~o dP. gérmenes. 

La desventaja que presenta como auxiliar para el clínico en el tra-

tamiento terapéutico adecuado, es la informa~ión de la tendencia a la 

11suRcentibilidad11 o ''resistencia" bacteriana. 

5.- METODO DE ANTIBIOSRAMA DE BAUER Y KYRBI. 

Este .método es semejante al de discos, sólo que la metodología reco­

mendada re4ui€rc de ia es~~ndarización de todos los procedimientos que 

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

métodos más precisos, como el de dilución sP.riada en r.aldo nutritivo. 

La lectura se efectúa midiendo en rnilír1et:ros los halos de inhi.bicién 

en torno a cada disco y los resultados se comparan cc:r. la tabla recomen-

dada por los autores, calificando a la bacteria como, ~ensible, con susceE. 

tibilidad intermedia o como resistente, a los antimicrobianos empleados. 

(2,4,5) 

Este procedimiento es de bajo costo 1 ya que requiere de poco matE:-· 

r:aJ, mínimo personal calif'j<·f-·clo y tiempo de elaboración. 

El inconveniente que preGenta es que sale.mente puede aplicarse a loe; 

bacilos Graffi-negativosaerobios y a las micrococaceas. (51) 
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III.- OBJETIVOS 

Con el propósito de reducir los inconvenientes de los métodos de 

antibiograma empleados en el laboratorio de rutina del medio hospita­

lario y presentar una información adecuada sobre respuestas de suscepti­

bilidad bacteriana al médico, la presente investigación tiene como ob­

jetivos: 

1.- El desarrollo de un método biológico que sea eficaz para dete~ 

minar cuantitativamente la actividad o degradación de los antimicrobia­

nos pertenecientes al grupo de los beta lactámicos: Ampicilina, Dicloxa­

cilina, Cefaloridina, Cafalotina y Penicilina. Sometiendó los resulta­

dos al análisis estadístico, para verificar su validez 

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

te diluidos y liofilizados, se conserva o se degrada. 
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IV.- DIAGRAMA DEL METODO. 

PflOCEDIMIEN'I'.0 EXPERIMENTAL 

A.- e~tme~a·.: Fai:ie·. · .. Experimental - · .. , .. ·-:"'.· .'..'' 

O~~·a;·r~-]_.¡~:- d.-~ un rñétodo bi.e_ 

lógi~o. (i::~rva de Referencia) 

Selección de las Búsqueda del micro-

concentraciones organismo de prueba 

del antimicrobi~ 

no. 

1 

Verificación y Reproducibilidad 

del método biológico con análi-

sis estadístico. 

B.- Segunda Fase Experimental: 

Cuantificación de antimicr.e_ 

biano en el material liofi-

lizado. 
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V.- MATERIALES Y METODOS 

A.- Primera Fa~e Experimental: tiene como objetivo, el desarrollo 

de un m&todo biológico (Curva de Referencia), que servirá para cuanti­

ficar la actividad antimicrobiana (27,49). 

En el diseño del método biológico empleado para meair la concentra­

ción de antimicrobiano, se utiliza una cepa de clasificación internacio­

nal de la "American Type Culture Collection 11 (Bacillus subtilis - ATCC-

6633) (3), germen susceptible a los antimicrobianos en estudio. 

Los antimicrobianos probados pertenecen al grupo de los beta lactá­

micos: Ampicilina, Dicloxa:::ilina, Ceraloridina, Cefalotina y Penicilina. 

Las concentraciones de los Fármacos elegidas para el procedimiento 

de curva de referencia fueron: 4.0, 2.0, 1.0, 0.5 y 0.25 mcg/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 biológico lla-

mado curva de referencla, se utili=~ un~ base a~ medio de cultivo sóli 

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 antimicrobiano de canee~ 

tración conocida, cuyos cálculos de diluciones y concentraciones se e~ 

cuentran en la Tabla l; en el caso de la penicilina para transformar 

U/ml. a mcg/ml., se utilizó la constante de transformación (_K), que e~ 

rresponde a 620 mg = 1000 U.I. de penicilina bencílica sódica. Se in-



TABLA 1 

SOLUCIONES ESTANDAR: 

So1. Madre (S.M) •••• 20 mg. de Antimicrobiano* 

20 ml. de so1 vente**. 

Sol. I. ............. 1.0 m1. de fo;M) 

9. 1 ml.. de so1 vente 

So1. II •••....•••••• 1.0 ml. de Sol. I 

9.0 ml. de Solvente 

CONCENTRACIONES DE CURVA ESTANDAR; 

Solución Procedimiento 

( 1 ) .................. 4 ml. de Sol. II 

6 ml. de solvente 

( 2 ) ................... 5 ml. de Sol. ( 1 ) 

5 ml. de solvente 

( 3 ) ....... ·._, ........... 5 ml. de Sol. ( 2 ) 

5 ml. de solvente 

( 4 ) .................. 5 ml. de Sol. ( 3 ) 

5 ml. de solvente 

( 5 ) .................. 5 ml. de Sol. ( 4 

5 ml. de solvente 

1000.mcg/ml. 

100 mcg/m1. 

10 mcg/ml. 

Concentración 
en mcg/ml. 

4.0 

2.0 

1.0 

0.5 

0.25 

* Se utilizaron las sales del antimicrobiano tomando en cuenta su 
tencia biológica. 

po-

**Se empleó como solvente de todos los antimicrobianos agua destilada 
. Y esterilizada . 
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cubaron las cajas a 37°C. El antimicrobiano contenido en los cilindros 

difunde en la gelosa y la pre~encia de la droga en torno al cilindro de 

termina las zonas (halos) de inhibición del germen ·ae prueba. 

Desarrollo' del Método Biológico: 

Selección del microorganismo de prueba. Se utilizó Bacillus subtilis 

ATCC-6633, estandarizando el inóculo de la suspensión de esporas ·al 85% 

de transmitancia en un fotocolorímetro.(Anexo A) 

Preparacion de las ~lacas de Celosa 

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 preparación 
de las placas de petri. 
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En seguida se coloca la Segunda capa de gelosa a la cual se le agr~ 

gó el microorganismo de prueba (segunda capa de gelosa inoculada), el 

medio de cultivo se mantiene a 48ºC antes de inocular ~os 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 preparó con esporas del bacilo, agregando el 

volumen necesario de la suspensión de esporas en 100 ml. de gelosa (Ant.!_ 

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 rotación hasta cubrir total 

mente la capa anterior. Este material se conserva en refrigeración, 

hasta el momento de usarse, que no debe exceder a las 24 horas de su 

preparación. 

Selección de los halos adecuados de inhibición. 

Se tomaron en cuenta solamente nalos nítidos; los poc0 <le.flnidos, 

festonados o dobles se eliminaron del sistema Fig. 2 

Construcción del Sistema de Curva de Referencia. 

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 Ca. Peny­

cilinder, No. de Catálogo 7-907-5), en uno de ellos se adicionó 0.8 ml. 

de antimicrobiano de concentración conocida y en los dos cilindros res­

tantes, se ~alocó 0.8 ml. de concentración de 1.0 mcg/ml. Esta caneen 
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A' B e D 

Íi
0ig. 2 Los halos de inhibición de las cajas de Petri A, C, 

D, fueron eliminados por no reunir las caracterís­

ticas requeridas para el experimento, los halos de 

inhibición de la caja B fueron los utilizados. 
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tración intermedia en el sistema nos marca el punto de referencia llam~ 

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

Posteriormente se cubrieron las cajas con rodelas de papel filtro 

(cuya función fue absorber el agua de .condensación) , c9locando finalme!!. 

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 d~ 

tos obtenidOs. 

Lectura e interpretación. Después del tiempo de incubación se reti 

raron los cilindros de las placas de petri y con la iluminación de un 

cuenta colonias (Darkfiel Quebec, modelo 3330), se midió_ con un vernier, 

el diámetro.de los halos formados, expresando los resultados en milíme 

tras y anotándolos en tablas especialmente diseñadas para este experi-

... mento. 

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

·ab;uvieron cinco valo~es y cuarenta para los puntos de referencia (P.R.) 

por ejempl~: Ampicili.na - TAhlR 2. 

Corrección de 1os v~pres. Para efectuar la corrección del sistema, 

se obtuvo la suma total y promedio de los valores del P.R., comparando 

este con el P.R. promedio encontr~do en cada una de las pruebas de las 

concentraciones conocidas. Si se encontró diferencia (Positiva o Negat! 

ya), se hizo la corrección al valor promedio de cada concentración con~ 

cida •. Por ejemplo en el caso de la ampicilina: 

Promedio total de los valores de P.R .•••••••••••••.••••••.••.•.• 16.28 mm. 

Promedio de los valores de P.R. de las 

pruebas realizadas con la Concentración de 0.25 mcg/ml •••••••••• 16.25 mm. 

··\ 
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Sistema de Curva de Referencia 

Fig. 3 

Concentración 0.25 mcg/ml 

Observaciones: 

( ) Concentración conocida 
P.R. Punto de referencia (l.O mcg/ml) 

Esta serie de 5 cajas se repite para cada una de las concent~~ 
cienes conocidas. 



Lectura de ios valores de la curva de ref~ncia y correcci6n del Sistema 

Antimicrobiano: ~m_eicilina 

Tabla: 2 

P.R 0.25 P.íl. 0.5 P.R 2.0 P.R 4.0 

lú.O 17.0 16.0 16.0 
12.0 15.0 17.5 21.0 

P.B;7' 3a + 2b + e - e=l2.57 P.B, a= 12.63 
17.0 17.0 16.0 16.0 b= 14.78 5 

C= 16;28 
17.0 16.0 16.0 16.0 d= ·18.68 

12.0 15.0 H3. 5 20.5 3e + 2d + e - a-20.73 
15,n lfLO lG.O 16.0 P.A, e= 20.88 P.A.= 

5 

16.0 15.5 Hi.O ''- n 13.0 14.5 19.0 21.0 

16.0 16.0 17.0 ''- n 

16.0 7 n '" n 
•~ n 

13.0 15.0 ll3.5 21.5 

16.0 17.0 
'" n 

•7 n Suma total del P.R = 651.5 

lfi.O '~.<; 16.0 •7 n Promedio total del P.R = 16.28 
13.0 15.0 19.0 21.0 

'" k '~ n '~ n 07 n 

Suma 16.25 63 164 7 .5 ''- nn n "" •ne 

Promedio lú.25 12.G 16.4 14.9 16.1. 18.5 lG.4 21 .o 

Correcció +0.03 12.63 -0.12 14.78 +0.10 18.68 -0.12 20.0C 1 



- 15 -

Valor promedio de esta concentración •••.••••••.•••.••..•••••.• 12.60 mm. 

Factor de corrección ......... . : .................................. + a·. 03 

Valor corregido de la prueba de 0.25 mcg/ml ••.•.•••••••.••.••• 12.63 mm. 

Los datos experimentales y las correcciones a cada uno de los valores 

promedio de 1as concen.traciones empleadas para ampicilina se pueden ob-

servar en la Tabla 2. 

Trazo de la Curva de Referencia. Con los valores corregidos de t~ 

dos los valores obtenidos de las pruebas realizadas a las concentracio-

nes conocidas y los puntos de referencia del sistema, se trazó la línea 

de los datos experimentales, con cinco puntos, empleando para ello papel 

semilogarítmico de dos ciclos, anotando en el eje de las abcisas, las 

lecturas de los halos de inhibición expresadas en milímetros y en el eje 

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

Trazo y Corrección de los valores experimentales. Con el objeto 

de obtener una línea recta, se emplearon las siguientes fórmulas: 

a) Punto Bajo de la línea (P.E.) 

P.B. = 3a + 2b + e - e 
5 

b) Punto Alto de la línea (P.A.) 

Siendo 

a El. 

b El. 

P.A. = 3e + 2d + e - a 
5 

el significado de las literales el 

valor de la concentración de 0.25 

valor de la concentración de 0.5 

siguiente: 

mcg/ml. 

mcg/ml. 

e El valor de la concentración intermedio (P.R.) de 

d El ·valor de la concentración de 2.0 mcg/ml. 

1.0 mcg/ml 
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e = El valor para la máxima concentración 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. AmpiCilina - Gráfica l. 

Se construyeron siete curvas de referencia para cada antimicrobia­

no seleccionado, de acuerdo al tamaño mínimo de muestra. 

La verificación :·;/ '. reproductibilidad del m.o§todo biológico se hizo 

con el análisis estadÍ.stict;:t, comparando el método de punto al to y punto 

bajo, con el método de mínimos cuadrádos y banderas de diSpersión, co_!!. 

sultar Apendice ~ (47, 49). 

B.- Segunda Fase Experimental: 

El material previamente preparado por el Departamento de Investig~ 

ción Médica consistía, en un medio de cultivo con cOñcentraciones cono­

cidas de antimicrobianos liofilizados, una máxima que correspondía a la 

del nivel hemático óptimo del fármaco cuando es administrado en el humano 

a dosis terapéuticas y una mínima presente en la sangre, al final de su 

período ·de actividad. 

Este sistema se í'undamentó en el método de dilución seriada en tubo, 

ya descrito. 

Para determinar la actividad presente de los antimicrobianos en es­

te material liofilizado y rehidratado, se realizaron las siguientes pru~ 

bas experimentales: 

Se construyeron curvas de referencia para cada uno de los antimicro 

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



4.0 

2.0 

1.0 

0.5 

0.25 PB 

12 13 14 15 17 18 19 20 

Ha1o de inhibición en 

GráCica 1. Curva de Referencia de Ampici1ina 

Cepa de prueba Bacillus subtilis 
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cienes probadas en la primera fase experimental y la cepa probada de 

Bacillus subtilis ATCC-6633. 

Se colocaron 0.8 ml. de material lio~ilizado y rehidratado (Tabla 3) 

en los cilindros de acero inoxidable de las placas de petri que previame~ 

te se habían preparado y se corrió curva 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 diámetro 

de los halos de inhibición. 

Estos resultados fueron sumados, promediados y corregidos con los 

de la curva de referencia y representados en una gráfica ~n papel semilo­

garítmico de dos ciclos en la que se interpolaron sobre la curva de refe­

rencia, mm contra mcg/ml para obtener la concentración real del problema 

liofilizado y rehidratado, por ejemplo Ampicilina - Tabla 4, Gráfica 2. 

Al material liofilizado se le Practicaron pruebas de esterilidad 

para buscar posibles contaminantes. 

La selección de los frascos ámpula con material liofilizado a los 

cuales se les practicó cuantir-icacióu Ut:: a.n.timicrobi.anc :;e hizo por núme-

ros aleatorios (12,31) y se tomaron siete con la máxima concentración y 

siete con la mínima concentración 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. 

µna vez probadas las muestras problema en el sistema de curva de re­

ferencia, se hizo la lectura de los halos de inhibición que pudiera ser 

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



TABLA 3 

Materia1 en e1 que se verificó 1a actividad de 

antimicrobiano 

Material Liofilizado Concentración Concentración 
Máxima Mínima 

AMPICILINA 5.0 mcg/ml. 0.5 mcg/ml. 

CEFALORIDINA 30.0 mcg/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 mcg/ml. 0.5 mcg/ml. 

Observaciones: 

Se utilizó solución salina esterilizada para rehidratar el material 
liofilizAño. 

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

Estas concentraciones de las drogas se encontraban en el material an­
tes de la liofilización. 



Lectura de l.oB valores y curva de Re:ferencia de1 Problema Lio:fi1izado 

Antimicrobiano: AmEicilina 

Tabl.a: 4 - rréxina míniJm 
P.R 0.25 P.L. P.R. 0.5 D 1 D D o n º· p " 

n n' 

~ 17.5 17.5 15.5 No ,_.__ 
P.B= 3a + a:> +e -e-P.B, a= 12.7 12.61 

15.5 12.0 5.5 15.0 14.5 9.5 lG.5 17.5 15.o lG.O 21.5 Jetec-1< b= 14.5 5 

e= 16.3 
-2..§..:.2._ 17.5 17.0 17.0 d= 17.7 

P.A= 3e, + 2ct + e - So:: 2).13 
16.0 12.5 5.0 17.0 15.0 9.5 15.5 17.0 '"·n '"·" on n P.A, e= a:>.4 

5 

~ lG.S ...J..5...5.._ ., " 

17.0 l?J1 <; ' '" r. 15.0 9.0 17.0 18.0 14.0 17.5 on « 

~ 15.0 ...!2::.Q_ ~ 
SUra t.otal del P.R. = 654 

17.5 13.0 5.5 17.0 15.0 9.5 17.5 18.5 14.5 17.5 º1.0 
Praredio total del P.R = 16.35 

~ 17.5 15.5 
'" <; 

CorTeCcié.n del P.L = 0.53 
"n "' n 5 n '"·º , n rn n r. r. R n , r. 

'" n 
?n r. M3xitra ccn:::entracién 

Suma 159.5 61.5 26.5 165.5 73.5 47.5 162.5 89.0 73.0 166.5 103.5 

Promedio 15.95 12.3 5.3 16.55 14.7 9.5 16.5 17 .8 14.6 16.65 20.7 

Corrección +0.40 12.7 5.7 -0.20 14.5 9.3 -0.15 17.7 14.5 -0.30 20.4 
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TABLA 5 

DILUCIONES DEL MATERIAL PROBLEMA LIOFil,IZADO CONTENIDO EN LOS FRASCOS 

AMPULA - Ampicilina 

Máxima concentracion marcada: 5.0 mcg/ml. 

Concentraciones elegidas para titulación; 5.0, 2.5, 1.25 mcg/ml 

FRASCO AMPULA CON: 

la. 25 mcg-Antimicrobiano 

2a. 3 ml. de la (la) 

3a. 3 ml. de la (2a) 

SOLVENTE 

5 ml. 

3 ml. 

3 ml. 

Mínima concentración marcada: o.s mcg/ml. 

CONCENTRACION REHIDRATADA 

5.0 mcg/ml 

2.5 mcg/ml 

1.25 mcg/ml 

Concentraciones elegidas para titulación; 2.50, 1.25 mcg/ml. 

FRASCOS AMPULA CON: 

la. 2.5 mcg-Antimicrobiano 

2a. 0.5 mcg/m.l 

SOLVENTE 

2 ml. 

1 rnl. 

CONCENTRACION REHIDRATADA 

l. 25 mcg/ml. 

2.5 mcg/ml 

El solvente utilizado para rehidratar los antimicrobianos liofilizados 

fue: Agua salina esterilizada. 



TABLA 6 

ACTIVIDAD DETECTADA DEL MATERIAL PROBLEMA LIOFILIZADO 

No. DE ENSAYOS 

1 

2 

3 

4 

5 

6_ 

7, 

:X 

AMPICILINA 

MAXIMA CONCENTRACION 

(5.0 mcg/ml) 

0.53 

0.41 

0.53 

0.62 

0.57 

0.84 

0.26 

0.53 

MINIMA CONCENTRACION 

(0.5 mcg/ml.) 

No - detectable 

No - detectable 

No - detectable 

No - detectable 

No - detectable 

No - detectable 

No - detectable 

Concentración Máxima 5.0 mcg/ml 10% de actividad anl;.lmlcJ:'O­

biana encontrada. 

Concentración Mínima 0.5 mcg/ml. No detectable. 
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VI. RESULTADOS 

A Primera fase experimenta~: 

El desarrollo del método biológico (curva de referencia), para cada 

uno de los antimicrobianos que se utilizaron en este trabajo experimental, 

mostró,reproducibilidad para determinar la conservación de la actividad 

en concentraciones conocidas de estas sustancias. 

En las tablas 7 1 8,9,10 y 11, encontramos los valores promedio 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 gráficas 3,4,5,6 y 7, se realizarán las correcciones al sistema por 

medio de las ecuaciones de punto alto y punto bajo, trazando la línea de 

regresión e~ cada uno de los casos. 

Utilizando el método de Mínimos' cuadrados, se obtuvieron los resul-

tados que encontramos en las Tablas 12, 13, 14, 15 y 16. El trazo ca-

rrespondiente a los valores ajustados teóricamente por este método se 

hizo en papel semilogarítmico de dos ciclos. Gráficas 8, 9, 10, 11 y 12. 

Al hacer la correlación de los dos métodos mencionados encontramos simi-

litud entre los valores experimentales y los teóricos de los modelos m~ 

temáticos empleados, estos resultados fueron corroborados mediante la 

fórmula de banderas de dispersión (Apendice-B), y no se representaron en 

la gráfica por tener Una variación del orden de centécimas. 

Las diferencias encontradas entre los resultados experimentales y 

los valores teóricos, derivados de las correcciones con las ecuaciones 

de punto alto y punto bajo, fueron analizados estadísticamente por la 

prueba de x2 , encontrando también en este caso que las diferencias no son 

significativas: 



Lectura de los valores de l~s Curi."'a.G de Rc:ferencia y correcciones 

ANTIMICROBIANO: Ampicilina 

TABLA No. 7 

1 2 3 

y x1 x2 
conc. mm. 

0.25 15.2 12.6 

0.5 17.6 14.9 

1.0 20.1 16.7 

2.0 22.0 18.5 

4.0 23.7 21.0 

4 

x3 

14.0 

16.0 

17.8 

19.1 

21.4 

METODO DE PUNTO BAJO Y PUNTO ALTO: 

l. Con las columnas 1 y 9, se grafican 
datos experimentales. 

2. Con las columnas 1 y 9, se grafican 
recta por método de punto bajo y 
punto alto. 

Fase Experimental A 

5 6 7 8 9 

x4 x5 x6 x7 x 

16.2 14.0 14.4 14.5 14.4 

18.0 15.8 16.3 15.9 16.4 

20.5 18.2 17.6 18.0 18.4 

22.8 20.2 21.1 21.0 20.7 

24.8 21.8 23.8 22.7 22.7 

3a 2b P.B. + + e e= 14.3 
5 

P.A. 
3e + 2d + e a 22.7 

5 
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Lectura de los valores de las Curvas de Rererencia y correcciones 

ANTIMICROBIANO: Cefaloridin~ Fase Experimental A 
TABLA No. 8 --

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

y xi x2 x3 x4 x5 x6 x7 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 
1 

METODO DE PUNTO BAJO Y PUNTO ALTO: 

l. Con las columnas 1 y 9, se graf'ican 
3a 2b . datos experimentales. P.B • ± ± e e 14.7 

5 

2. Con las columná.s 1 y 9, se graf'ican 
recta por método de punto bajo y 

P.A. 3e + 2d + e ª- 26.0 
punto alto. 5 
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L:Jc"i..ura de los valores de las Curvas de Referencia y correcciones 

AN'¡:IMICROBIANO: Cefalotina Fase Experimental A 

TABLA , ... u. 9 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

y x1 x2 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: 

l. Con las columnas 1 y 9, se grafican 
datos experimentales .. P.B. 3a + 2b e e_ 15.6 

5 

2. Con las columnas l y 9, se graf'ican 
recta por método de punto bajo y 3e + 2d + e ª= 27.7 
punto alto. 

P.A. 
5 
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Lectura de 1os va1ores de 1~s Curvas de Referencia y correcci~nes 

ANTIMICROBIJINO: Dicloxacilina Fase Experimenta1 A 

TABLA No. 10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

y x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x .. 
conc. mm. 

0.25 9.1 11.6 9.4 10.8 9.5 8.8 ll.O 10.0 

0.5 11.5 15.2 12-1 13.l 12.l 11.8 14.3 12.9 

1.0 14.6 17.7 14.7 16.l 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: 

l. Con las columnas l y 9, se grafican 3a 2b datos experimentales. P.B. + + e e_ 10.2 
5 

2. Con las columnas ·1 y 9, se graf'ican 
recta por método de punto bajo y P.A. 3e + 2d + e ª- 21.l 
punto alto. 5 
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Lectura de 1os va1ores de las Curvas de Referencia y correcciones 

ANTIMICROBIANO: Penicilina Fase Experimental A 

TABLA No. 11 

l. 2 3 4 5 6 7 B 9 

y xi x2 x3 x4 x5 x6 x7 
-
X 

conc. mm. 

0.25 9.9 l.O.O l.4.4 l.4.5 l.B.O 22.3 20.9 15.7 

0.5 ll..9 ll..5 l.6.4 l.6.0 19.5 24.0 22.5 17.4 

.... 1 

l..O 13.2 12.7 l.7.3 17.0 21..9 26.0 24.7 19.0 

2.0 14.8 14.3 19.0 l.9.0 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: 

l.. Con las columnas l. y 9, se grafican 
.datos experimentales. P.B. 3a + 2b + e e l.5.7 

5 

2. Con las columnas 1 y 9. se grafican 
recta por método de punto bajo y P.A. 3e + 2d + e a 22.3 punto alto. 5 
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Método de Mínimos .cuadrados 

Antimicrobiano: Ampicilina 

Tabla No. 12 

i X. Y. X.Y. X~ ;2 Y. X~ X~ y! 
l. l. l. l. 1 i l. l. l. l. 

1 0.25 2.67 0.5575 0.0625 0.1669 0.0156 0.0039 2.627 

2 0.5 2.80 1.4000 0.25 0.7 0.125 0.0625 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 4.0 3.12 12.48 16.0 49.92 64 256.0 3.122 

2 7.75 14.53 23.5175 21.3125 65.8169 73.1406 273.0664 
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Método de Mínimos Cuadrados 

Antimicrobiano: Cefaloridina 

Tabla No. 13 

i X. Y. XiYi x2 x2 X~ ~~ ' Y. Y. 
l. l. l. 1 l. l. l. l. 

l 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 

4 2.0 3.14 6.28 4.0 12.56 B.O 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 
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Método de Mínimos .cuadrados 

Antimicrobiano: Cefalotina 

Tabla No. ___!_1_ 

i X. Y. XiYi X~ X~ Y. X~ x".1 v'. l. 1 l. 1 1 1 l. 1 

1 0.25 2.77 0.6925 0.0625 0.1731 0.0156 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 1.0 3.06 1.0 1.0 3.03 

4 2.0 3.21 6.42 4.0 12.84 B.O 16.0 3.24 

5 4.0 3.32 13.28 16.0 53.12 64.0 256.0 3.32 

¿ 7.75 15.27 24.9075 21.3125 69.9206 73.1406 273.0664 
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Método de Mínimos .Cuadrados 

Antimicrobiano: Dicloxacilina 

Tab1a No. ---13.._ 

x2 X~ X~ x4 ' i X. Y. XiYi Y. yi 1 1 1 1 1 1 1 

l 0.25 2.30 0.575 ·0.0525 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 l 
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Método de Mínimos .Cuadrados 

Antimicrobiano: Penicilina 

Tabla No. ~ 

i X. Y. X.Y. X~ X~ yi X~ X~ y'. 
l. l. 1 1 l. 1 l. 1 1 

l 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 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 B.O 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 
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Antimicrobiano 

Ampicilina 

Cefaloridina 

Cefalotina 

Dicloxacilina 

Penicilina 

B ~ Segunda f'ase experimental 

Grados de Confianza 

0.9995 

0.9995 

0.9995 

0.9996 

0.9993 

Se practicaron siete ensayos a cada uno de los cinco antimicrobia­

nos seleccionados, tanto en su concentración máxima como en la mínima 

y los valores promedio de la actividad encontrada, así como el porcen­

taje de la degradación para cada concentración se encuentran en la Ta­

bla 17. 



TABLA 17 

Actividad Antimicrobiana de Beta Lactámicos Liofilizados 

Antimicrobiano Concentración X Actividad % de De gr a Concentración x Actividad % de De gr a 
Máx. (mcg/ml) encontrada dación - Mín .. (mcg/ml) encontraqa dación -

(me /ml) (me /ml) · 

No 
Ampicilina 5.0 0.53 90 0.5 detectable ? 

Dicloxacilina 5.0 2.43 51.4 0.5 0.14 72 

Cefaloridina 30.0 2.76 90.8 0.5 0.37 26 

Cefalotina 30.0 3.45 . 80;5 0.5 ·'32 

*Penicilina 0.27: 86.5 0.5 88 

U/ml. 
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VII. DISCUSION 

Analizando los resultados obtenidos, se pu~de decir que el método 

biológico empleado, llamado curva de referencia, es de utilidad para cua~ 

tificar la actividad antimicrobiaOa, siempre y cuand'o se controlen las v~ 

riables de estudio para cada prueba ~~·p·e~~i~e~tal, ca~· el diseño adecuado 

del modelo propuesto. 

El fundamento de lo mencionado en.el parrafo anterior, se apoya en 

el largo tiempo de entrenamiento de un equipo numeroso de persona~ técn! 

ca y médico que colaboró en la aplicación correcta de los ensayos expe-

rimentales realizados para cada antimicrobiano, así como 71 manejo del ma­

yor número de muestras que proporcionaron datos suficientes, en cada pr~ 

cedimiento, para tener representatiyidad estadística. 

En este procedimiento biológico, de gran utilidad para la realiza-

ción de investigaciones farmacológicas, es recomendable emplear estudios 

estadísticos comparativos, que apoyen la eficiencia y reproductibilidad 

del sistema. 

La adopción del método matemático de mínimos cuadrados, puede apo-

yar al sistema de ecuaciones de punto alto y punto bajo y la prueba de 

x2 , nos proporcionó los grados de confianza y el buen comportamiento del 

sistema. Sin embargo en el caso del método de mínimos cuadrados, para 

obtener su máxima utilidad y beneficio en la aplicación a la investiga-

ción de los sistemas biológicos, se requiere de amplios conocimientos 

matemáticas y estadísticos, lo cual no es común que el profesianista del 

campo médico biológico los adquiera en su entrenamiento de pregrado, por 

lo que es recomendable tener asesoramiento del departamento de estadísti-

ca o preparar al equipo de trabajo responsable de estos ensayos biológi-
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cos, para adquirir los conocimientos necesarios. 

En la segunda fase experimental, al cuantificar la actividad antimi­

crobiana, esta se encontró muy disminuida o en algunos casos no se detec­

tó, quizas debido a un mal manejo_ en el procedimiento de liofilización y 

a un inadecuado control de calidad de cada uno de los componentes conte­

nidos en los frascos ámPula, por lo que se recomienda tomar en cuenta es­

tas variables para futura~ investigaciones. 

Es conveniente poner especial atención en el comportamiento de los 

antimicrobianos del grupo de los beta lactámicos, los que al· hidratarse 

presentan mayores niveles de degradación molecular en más.corto tiempo. 

(22,23,25,26) 

Esta pudo ser otra de las probables fallas del procedimiento, ya 

que el trabajo previo refería, que habían hidratado y mezclado con el cal­

do nutritivo el antimicrobiano, antes de someterlo al proceso de liofili­

zación, además desconociendo los tiempos transcurridos entre cada proce­

dimiento. 

La degradación que presentaron los cinco beta lactámicos; Ampicilina, 

cefaloti.na, cef'aloridina, <llcloxacilino. y penici l i n:::l: en sus liofilizados 

que indicaban tener las máximas concentraciones elegidas de antimicrobia­

no, fue de más del 50%. Esto no es posible afirmarlo en el grupo de las 

mínimas concentraciones indicadas en el experimento, ya que con el méto­

do biológico empleado no se pudo detectar actividad en el caso de Ampi­

cilina, por lo que además se proPOne diseñar un sistema de curva de re­

ferencia para detectar bajas concentraciones de antimicrobiano. (16) 

Sería interesante continuar con la tarea de implementar nuevos sist~ 

mas de antibiogramas, que superen las desventajas de las· conocidos actual 
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mente y que sean de utilidad como pruebas de susceptibilidad en el labor~ 

torio clínico de rutina, ya que el informe de dichas pruebas, representa 

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

drogas de elección e instalar el tratamiento correcto. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Es necesario la aplicación de un sistema biológico para pruebas de 

susceptibilidad in vitre, que determine el comportamiento de un microor­

ganismo patógeno fre~te a los antimicrobianos, para obtener informaci~n 

significativa en el establecimiento de una terapeútica racional y resolu­

tiva. 

El manejo técnico de los elementos.de los sistemas empleados en am-

bas fases experimentales es sencillo, fácil y aunque de costo moderado, 

accesible a cualquier centro de investigación microbiológica y cuyo valor 

máximo es el de servir como control de calid~dª 

El método de punto alto y punto bajo, es prácticamente el más utili 

zado en la investigación farmacológ~ca, ya que tiene validez estadística, 

además de sencillez en la elaboración de la gráfica, que no requiere de 

conocimientos matemáticos profundos para obtenerla. 

El método de mínimos cuadrados es más preciso que el anterior debi­

do a un mayor grado de confiabilidad, pero también requiere de una compl~ 

ja elaboración matemática, sin embargo para su aplicación es necesaria 

la preparación matemática de las personas que realicen los experimentos. 

El método de x2 confirma la confiabilidad del sistema de curva de 

referencia y la validez del análisis estadístico de los dos métodos ya 

mencionados. 

El método biológico empleado, cumplió las funciones para el objeti­

vo marcado y es reproducible y __estadísticamente significativo. 

La liofilización del material biológico para pruebas de susceptibi­

lidad in vitre, en este caso no reunió la característica deseada (activ.!_ 

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

hospitalario. 
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IX. RESUMEN 

En la primera fase exper~mental se ·hace la descripción de un método 

biológico (curva de referencia), que sea válido para determinar la acti-

vidad antimi.crobiana, presente en muestras problema de material liofili-

zado (medio de cultivo nutritivo para bacterias y antimicr.obiano del· gr~ 

po de los beta lactámicos en concentraciones conocidas. El método utili-

za un medio de cultivo sólido inoculado con un germen de susceptibilidad 

probada y cantidades conocidas, seleccionadas para cada uno de los siguie!! 

tes an timicrobianoG: Ampici 1 ina, cef'alorid:ina. cefalotina, dicloxacilina y 

penicilina. 

Se comprobó la reproducibilidad del sistema, aplicando el concepto 

estadístico que se refiere al mínimo número de muestra representativa, 

preparando en este caso siete curvas de referencia para cada fármaco, s~ 

metiendo los datos experimentales al análisis estadístico. Para ello se 

emplearon los métodos de punto bajo y punto alto, método de mínimos cu~ 

drados y banderas de dispersión, as{ como la· prueba de x 2 demostrándose 

la validez y confiabilidad del procedimiento biológico para los objeti-

vos propuestos. 

Apoyándose 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 contenía dos concentraciones; una máxima y una 

mínima, en relación a la mayor y menor concentración de la droga, alean-

zada en sangre, posterior a la administración de una dosis terapéutica. 

Se determinó la actividad o la degradación que se presentó en cada 

antimicrobiano probado, encontrando un elevado porcentaje de la inactiv~ 
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ción de las drogas, por lo cual este método de antibiograma de dilución 

en tubo modificado, no reunió las características adecuadas para aplicaE 

lo como prueba de susceptibilidad bacteriana, en la rutina del laborato­

rio clínico. 
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X. ANEXO A 

Previa identificació~ y verificas~ón de la pureza del Bacillus subti­

lis, se inocularon con concentrado bacteriano, dos cajas de petri con m~ 

dio nutrí tivo (Antibiotic .M~~·dium 'No. l Difco), marltenieridolas a 37ºC du­

rant_e 24 horas·-.~ 

Al cultivo de las C?jas de petri se le aplicaron 10 ml. de solución 

salina esterilizada, procurando recoger 11i mayor cantidad ae cé,lulas pos.!, 

bles preparándose una suspensión bacteriana! que se repartió uniformeffie~ 

te en la superficie del medio de cultivo de las botellas de Roux, con 

300 ml. del mismo medio"de cultivo. 

Las botella~ se mantuvieron a 37°C durante una semana para inducir 

la esporulación. El cultivo se cosechó de las botellas de Roux con 30 

ml. de ·agua dest~lada ·esterilizada, pasando la suspensión a tubos con t~ 

pón de rosca esterilizados; estos se colocaron en un baño de agua a tem­

peratura de 65ºC durante ~O minutos, se centrifugaron a 3000 rpm. duran 

te 15 minutos, se ~liminó el sobrenadante, y se le agregó nuevamente, 

agua esterilizada; los tubas se agitaron y se colocaron nut.:::vé1111rante a 5co,-. 

el p~oceso de calentamiento y de lavado se hizo tres veces y después sol~ 

mente se centrifugó y eliminó el sobrenadante, restituyendo el agua las 

veces que fuera necesario, hasta observar que quedara completamente limpio. 

~ Obteniendo el concentrado de esporas, se conservó en refrigeración a temp~ 

ratura de 4 - BºC para su uso posterior. 

ANEXO B Estadística 

La estadística es una herramienta que puede ayudar a planear la ob­

tención de información sobre ciertos fenómenos, a sistematizarla y anali 
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zarla, así como hacer inferencias y obtener conclusiones sobre los fenóme-

nos. 

Para utilizar la herramienta estadística es indispensable poder ca-

lilicar los objetos de nuestro estudio en distintas categorías con res-

pecto a las características de interés, permitiéndonos hacer una medí-

ción de estas características. 

Interpolación de Datos. 

Una vez obtenidos los datos experimentales es necesario saber cual 

es la relación funcional matemática que existe entre ellos. Para ello 

se recurre a los criterios de interpolación de datos. ~n forma general 

ellos son: 

Dada una función f que toma valores reales, definida en I = (a,b) 1 

se puede determinar un polinomio de grado~ que interpola a f en los 

puntos Xi, i =.0,1, ••• ~ con Xi eres decir, se considera que la forma 

funcional es un polinomio de grado Y¡, ésto es f:J (Xi)= f(xi),i=0,1,2, •• n 
por lo que, F (x) se puede expresar como: 

ó 

k 

1. b. ) F ( x) = ¿ CJ. f J. ( x) para f J. ( x) , j = 1, ••• , k dadas 
j-1 

Se puede representar este criterio de interpolación mediante la si-

guiente gráfica: 

y 

x1 x2xa 

Y. 
1 

i 

X. 
1 

N-2 
N-1 

' 
y F(x) 

:N 
F(xi) i 

N~rl,_ ~ X 
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Ahora bien, en los datos experimentales se encuentra que están rela 

cionados mediante la siguient~ expresión: 

2) !!.L 2 
..4 X X 

donde: x Concentración de antimicrobiano en mcg/ml. 

~ x Diferencia entre los valores de concentración consecutiva 

A y Diferencia entre los valores de antimiCrobiano en milímetros. 

lo cual nos conduce a la expresión funcional matemática de los datos ex-

perimentales que es: 

3.a) F (x) =y 

ó 

x2 
+ e 

e 

3.b) F (x) = lny = x 2 
+ e 

De esta forma obtenemos que la.gráfica de esta ecuación debe ser una 

parábola, cuya expresión general es: 

~ttcdc de ~í~imc~ Cuadrados. 

Si la característica de un fenómeno se evalúa 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 medici~ 

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

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

Uno de esos métodos matemáticos, es conocido con el nombre de Mét~ 

do de Mínimos Cuadrados; consiste en encontrar los valores teóricos de las 

constantes G1 , c2 , c3 de la ecuación (6) tomando en consideración todos 
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y cada uno de los valores de las variables consideradas. 

Para ello se deb~ de 
N N X 

NC
1

+(E X1 )C2+(E i )C3 i=l i=l 

reso·lver 
N 

= E yi 
i=l 

el sistema de ecuaciones siguiente: 

N· 
E X.Yi 
i=l l. 

donde, en este sistema de ecuaciones se está susti~uyendo; Lnyi por 

yi para facilitar su expresión. 

La solución del sistema de ecuaciones anterior puede realizarse por 

varios métodos, por ejemplo el Métoc'lo de Sustitucióri 1 el de Igualación, 

el de Reducción, el de Determinantes, etc., sin embargo, por cualquiera 

de estos métodos se obtiene que los valores de las constantes c
1

, c
2 

y 

c
3 

son respectivamente: 

s.c.) c2 
1 
6 

4 2 2 2 3 2) "'x [ (Ey ) <ex )-(E.. Y ) <~ ) ]+.Ex [ <i:y ) <-s: )-<.-.x Y ) <~ ) 
i i i xi i i i i i i i i 
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5.d.) _l_ f !; N[(~ 2)(Ex 2y )-(Ex 3)(~ y)) -
i i i i i i 

~x [(rx ><rx 2Y )-("'x 3){Ey >l-f-Ex 2r<sx ><"'x Y >-<ax2 ><Ey )J 
i i i i i i i i i i i i 

donde el signi>icado de: 

5.e.) t; 

<rx 2) [(Ex ) <ex 3)-(.:x 2) (ex 2) J 
i i i i i 

Una vez que conocemos los valores de las constantes c
1

, c
2 

y'C
3

,-

las ·sustituimos por cada valor de xi encontrado para determinar ei valor 

de yi correspondiente en la fórmula siguiente: 

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

dice está ajustada teóricamente. 

Banderas de Dispersión 

A menudo en los experimentos ocurre ·que las condiciones en que se 

rculizo.n, ~uclen ser distintas de::: l&::; l:.t:órlca.mt:nte planteadas o bien que 

el conjunto de errores introducidos en el mismo durante su desarrollo, 

como los procedimientos de medición, fallas de los aparatos empleados, 

etc .. provoquen que, a pesar de un ajuste teórico de los valores ob-teni-

dos mediante métodos, como el de Mínimos cuadrados, no se encuentren de~ 

tro ·de la curva teórica obtenida. Este comportamiento se debe conside-

rar désde el punto de vista estadístico, el cual nos dice que los vale-

res obtenidos en la ecuación de una variable tienen una distribución ale~ 

toria y por lo tanto debemos tomar en cuenta el grado de dispersión en que 

se encuentran dichos valores. 
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Esto se puede realizar considerando que cada yi obtenida se encuen­

tra dentro del intervalo (y i -s, y i + s ) , el cual nos permite determinar 

con un grado de certeza elevado, las variaciones que pueden tener los v~ 

lores deSde el punto de vista estadístico. Y a la longitud del intervalo 

de variación de cada y. se le denomina Bandera de Di.spersión. 
l. 

L~ anterior se puede representar gráficamente en la sigu.ient~ fi~u-

ra: 

l. 4 
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