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CAPI1ULO I 

JNTOOOOCCIOO: OBJETIVO DEL TRABAJO 
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INfiI>OOCC ION 

La presente tésis tiene coJtP objeto fundamental proponer un anteproyecto de lll)ne_ 

gra:!ía de "Gramicidina" para ser incluída en la Fannacopea Nacional de los Esta

dos Unidos Mexicanos. 

Lo anterior atiende a que la Gramic:idina se usa en México en diferentes formas 

farmacmticas, tales COl!l> soluciones nasales, soluciones oftálmicas, soluciones 

6ti•;as, cremas, ungüentos y tabletas, fabricados en los diferentes laboratorios 

del país; así misnp los niveles de producci6n de 1981-1982 fue de millones de 

mi.Jades en diferentes fonnas farmacruticas equivalentes a un total de ciento se 

senta y siete millones de pesos. 

El desarrollo de este trabajo se bas6 en un estudio de la literatura incluyendo 

diferentes fannacopeas y las experiencias tenidas en la valoraci6n microbiol6gi

ca que presentaba variaciones estadísticamente significativas, tal coioo falta de 

linearidad en las gr4ficas de concentraci6n Vs. respuesta biol6gica. 

Los Étodos reportados hasta la fecha son turbidim6tricos y debido a que genera! 

..,te estos son afectados por residuos de solventes orgmicos (Kavanah) nos pod! 

ms explicar que en parte la va1'iaci6n significativa encontrada, es debida a que 

la Gramicidina por ser insoluble en agua se recomienda extraer con solventes or-

14nicos para realizar su análisis (S); por tal llX>tivo en este trabajo experimen

tal se adopt6 un ~todo ntlcrobio16gico por difusi6n en placa utilizando un mftodo 

de ~omparaci6n de 2 + 2 dosis can una relaci6n de concentraciones de 1:5 ya que 

con fste diferencial pudi.,s encontrar una correlaci6n lineal en las respuestas 

a la• CClllCentraciones máximas y mÚl:imas. Este sistema de conparaci6n (2 + 2 dosis) 

fue seleccionado por tener la ventaja de su gran sensibilidad, rapidez, reprodu· 

cibilidal, precisi6n y exactitud. 



CAPITIJLO 11 

GENERALIDADES 
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!!.l:lTORIA 

René Dubos naci6 en Saint-Brice Francia en 1901, estudi6 Química de los Suelos y 

Agronomía en París. En 1924, fue a Estados Unidos de América y en 1927 obtuvo su 

doctorado en Fisiología en la Universidaido Rutgers y trabaj6 durante varios anos 

en el Instituto Rockefeller. 

f.n 1!)38 ~s tuvo la idea .de utilizar las bacterias del suelo para destruir las 

bact·~rias que producen enfermedades en los vegetales o en los mismos suelos. 

Usando una t&nica propia, aisl6 de un suelo experimental preparado en un pantáno 

Hri>:rado, un bacilo espor6geno gram (+) Bacilo brevis y obsenó que pudo destru

ir al Pn~oco. M'5 tarde logr6 aislar la sustancia activa que produjo el efec

to y la llm tirotricina. En 1939 obtuvo dos subproductos de la tirotricina a 

los cuales Uam6 gruicidina y tirocidina. 

La aruicidina es un polip~tido neutro, que sienpre se encuentra mezclado con la 

tiro:idina (poli~ptido alcalino) y que juntos fonnan la tirotricina, La gramici

dina c:anstituye un 20\ en peso de la tirotricina y el 80\ lo integra la tirocidi-

na. 

Son IU)' activos contra llicroor¡anis111>s graq:iositivos y gr111111egativos, pero tambi~n 

IClll alt1111ente t6xicos. Este Ólti111> factor ha sido en parte disminuido por los far

•duticos, con la adici6n de f onnaldehido. 

Adems el descubrimiento de,rubos fue fWtdamental para la historia de los antibi6-

ticos ya que fueron los primeros antibi6ticos que no provienen de un hongo. 

Los descubri.Jllientos de Dubos despertaron el inter~s de Florey y sus colaboradores 

para contillllr las investigaciones y lograr algunos descubrimientos en bacteriol2 

1fa. 

·' . 
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Regocijándose acerca del fcn6meno natural, Dubos escribi6 un libro titulado 

111-:omres, Medicina y Medio Alrt>iente". 

La palabra antibiótico significa "anti-vida", sin embargo estas substancias pre

vienen la salud, y la humilde bacteria o el insignificante hongo, transfonnan el 

lllldo. 

USOS TERAPElITICOS 

La toxicidad sistémica de la Granicidina limita su uso clínico. 

El antibiótico ha sido enpleado en tratamiento de 6lceras superficiales, heridas, 

pioden1>s e infecciones de los ojos, nariz y garganta. 

Tiene actividad bacteriana y bacteriostática contra Gam (+). Aplicada sobre la 

piel o en los ojos, es 4til en el tratamiento de infecciones produciendo una baja 

sensibilizaci6n, t6picamente ha sido usada al O.OS t. 

Se usa para aplicación local .en el tratamiento de queratoconjmtivitis, ocasional 

IL'llte es usada para tratamientos locales en infecciones de la boca y garganta, en 

heridas, quemaduras, especialmente cuando esta presente el Streptococcus pidsenes. 

N.TIVIDAD AVl'DIICR:OBIANA 

l.:1 Grmnicidina tiene efecto bactericida para ll'llChos microorganismos, por ejl!llplo: 

1.:1 Gramicidina es particulannente activa contra bacterias Gra11 (+) (PneWllX:oco, 

S~reptococo, Stafilococo, Bacilo de la Difteria, Bacilo csponilado aeróbico, etc.) 

La Grlllicidina se caracteriza por el espectro antes mencionado, ad~s de inhibir 

elpmos Bacillus Gram (-). La Gramicidina es dos veces m.1s activa que la tiroci

dina, contra bacterias sensibles a ambos agentes. 
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MECANIS\IO DE ACCION 

La Gramicidina actúa a través de una funci6n bioenergética alterando la célula 

bacteriana. Inhibe la fosforilaci6n oxidativa con una fuerte esti111Jlaci6n de con

Sllm) de oxígeno en Estafilococo aureus y decrece rápidamente la respiraci6n con 

una concomitante uni6n de aminoácidos en el medio en el cual el microorganisroo se 

desarrolla (Carter and 1-t: Carty, 1966). 

~S INDESEABLES 

La t•>Xic:idad de la tirotric:ina se atribuye principalmente a la acción de la tiro· 

cidina. La Gramicidina y tiroc:idina son potentes agentes hemHticos, por lo que 

el antibi6tico no debe ser administrado por ninguna n.ita que pueda pennitir la e~ 

erada al torrente sanguíneo¡ cuando se usa apropiadamente en aplicaciones locales. 

las preparaciones de tirotricina no producen efectos indeseables. La cicatrización 

de l~siones superficiales no se retrasa y las reacciones de hipersensibilidad son 

pr4cticamente desconocidas, en al¡unas ocasiones, se produce hem6lisis cuando la 

tirotric:ina es aplicada en intervenciones quirórgic:as recientes o heridas trau-'t! 

cas. 

Las suspensiones de este antibiótico no deben usarse para irrigaciones paranasales 

y sobre todo cuando est4n nuy próximos a los espacios subaranoideos porque se co

rre peligro de producir una menin¡itis fatal. Otras conplicaciones serias son la 

asnorda y paronosmia probablenmte debido al dafto que le ocasionan a las termina· 

cion·:s nerviosas irunediataamte des¡n1's de una aplicación tópica, por ejeq>lo: en 

los senos paranasales. 

La G1rimicidina no es adecuada para administraci6n sistémica, se usa para aplica

cim local, ya que es al tamcnte tóxiéa por aplicación intravenosa y causa daflo dl. 

lata:\do el hígado y los rillones, es tambi~ tóxica a los eritrocitos e inhibe el 
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crecimiento en cultivo de tejidos (Godman & Gilman). 

PREPARACIONES, VIAS DE ADMINISfRACION Y OOSIFICACION 

La Gramicidina no actúa por vfa oral y, no puede ser administrada parcnteralmcn

te se enplea t6picamente en soluci6n o en ungOentos puede también colocarse en 

las cavidades del cuerpo, sie~re y cuando no haya co111.micaci6n directa con el 

torrente sanguíneo, no debe aplicarse en irrigación de fístulas o heridas. 

Las preparaciones de Gramicidina son en aerosol, en solución alcohólica y en un

allentos. 

~ormalmerite la C?Jlcentraci6n del antibiótico es de 0.5 mg/ml. 6 0.5 mg/g. canti

c~es mayores pueden ser irritantes. 

Una diluci6n apropiada de soluciones comerciales (25 mg/ml), puede hacerse con 

•aua destilada estéril (no con soluci6n de cloniro de sodio) y fonna una suspen

si6n coloidal que debe ser preparada diariamente. 

., 
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CAPinJLO 11 I 

JJllatTANCIA EOXJ.IICA 
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La inportancia econ6mica de la Gramicidina puede apreciarse en las tablas 1 y 2 

de éste capítulo donde se describen las diferentes preparaciones farmacéuticas pr2 

ducidas por cinco diferentes laboratorios los cuales representan un total de ven

tas de 2'233 300 unidades equivalentes a $177'163 159.00 millones de pesos en ven-

tas. 

Esta materia prima es ÍJlll<lrtada de IAlblin Irlanda, y es la mezcla de cuatro conpo

nentes: Gramicidina A, B, e y D, cada una contiene 87.5, 7.1, S.1, o.3 l respecti

va11ente. 

TABLA No. 1 

La siguiente tabla 1111estra los diferentes medicamentos que contienen Gramicidina 

la preparaci6n farmacéutica, cantidad de Gramicidina y el laboratorio que la fa

brica. 

NOMBRE PRS>ARAOO FARM.ACB!fICXl ccrJCIM'RACION PIOlOC'IUR 

llal'AAS!l·N SUSP. NASAL (16 1111) 0.10 av/ml IRISA 

Blal'AR.91-0 SUSP. ORAL (10 1111) 0.10 a.i/ml IRJSA 

<1tANAfE.t ·NASAL SJL. NASAL (15 1111) o.os n¡/ml !i>PHIA 

QtANIOOIN mN 
IENZOCAINA PASl'ILLAS (20 ) 0.25 q/past. SJ}IBB 

GRANBJDIN 
UtnJOO'O ~cmno (14.Sg) 0.25 nw/1 SJJIBB 

GMma>IN NASAi. 
C/FENILEFIUNA SOLOCIOS (lS 1111) o.os qi/1111 ~188 

mAO>IB CllBfA (30 1 ) o.ozs ~/ml SJJIBB 

NB>sroA.IN-0 SOUJCION (10 ml) o.ozs •llRI •• 9"El..CDtE 

POUXDJ Of"l'el> SOLUCI~ (10 ml) .o.ozs ~/1111 mf IA 

SULm:D SOUJCION (10 •l) o.ozs mg/ml atIOPlfARMA 
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TABLA No. 2 

Rela·:i6n de las ventas correspondientes a 1982. Peri6do conprendidc• de septiem • 

bre Je 1981 a agosto de 1982. 

-
NOMBRE IMIWES VIH>~ r.ANl'IDAD VEN>IDA EN $ 

-

arar~ - N 42 800 2'000 ººº·ºº 
11ar.wm - o 157 300 7'000 000.00 

GIANAffX ·NASAL 33 400 1'000 159.00 

QWBl>IN CXJ4 
IEN20CAINA 3'733 000 119'000 000.00 

GIWBl>IN UNllENlU 31 3'00 774 000.00 

' 
~IN NA.W. 
C/f!NILEf1UNA 19 800 1'319 000.00 

111WJJilB 93 100 6'000 000.00 

~OSIGIN - O 117 900 s•ooo 000.00 

. P«.OSPatlN .. D f 27 700 35'000 000.00 

'IOTAL i!¡~.~gg IZZ!IH.U1,gg 



r.API1ULO IV 

PARTE EXPERIMENTAL: Material y Métodos, Resultados y 

Conclusicnes. 

r 
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El ensayo blol6glco por el método de análisis de 2 + 2 dosis 

está basado en 1 a ap 1 i cae 1 ón de dos concen trae i enes de 1 estándar 

una concentracl6n alta y una concentración baja y una concentra

ción alta y una concentrac:i6n baja del problema. De donde se 

obtendrán los halos de inhibición cuyo diámetro será proporcional 

1 la conc:entrac:lón del antibiótico, 

La relación de las dosis sucesivas del problema y del estándar 

deben ser Iguales, asfmlsmo serán Iguales el nOmero de observa· 

clones en cada dosis para las dos preparaciones, En este m6todo 

se utilizan 4 cajas de petrl pira cada problema en I• primera 

Hrle de cajas se aplican ·4 dosis de estlndar (2 altas y 2 bajas) 

y las 2 concentraciones del problema (la concentr1clan alta y baja) 

En la segunda serle de cajas se aplican de forma Inversa, de esta 

form1 obtendremos 6 resultados para cada una de las concentraciones.· 



- 16 -

VALORACION DE LA ACTIVIDAD MlffiOBIOLOGIC'.A DE ANfIBIOTICOS 

La eficacia de los antibióticos desde el punto de vista terapéutico, se deD11estra 

por su acción adversa indirecta o directamente sobre microorganiSlllls específicos, 

bajo condiciones especiales. 

Los cad>ios sutiles debido a la dis111inuci6n de la actividad antimicrobiana aún no 

se puede demstrar por canbios químicos, pero sí JE(iiante valoraciones microbiol~ 

alcas. 

Dentro de los métodos microbiol6¡icos existen dos sistemas 'de mediciones de la r~ 

111:idn dosis Vs. respuesta IUll!liamente difundidos a saber: 

J.· Sistemas de difusi6n en medio de agar, los cuales 

se basan en la inhibiCi6n del desarrollo bacteria 

no a dos concentracimes conocidas. 

JI.· Siste1111 turbidimétrico o de tubo basado en la in

hibicidn de la proliferaci6n bacteriana ante un 

a¡ente antilllicrobiano, característico a diferen

tes concentraciones dentro de tm interv41o cono· 

cido, 
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Al hacer la aplicaci6n del método microbiol6gico de 2+ 2 dosis, para la valoraci6n 

de actividad antibi6tica de Gramicidina en un l.Ulg(iento se tuvieron problemas con 

los tamafios de los halos de inhibici6n de las dosis altas y bajas; éstos eran lll1)' 

pequeños y no se encontr6 correlación entre la dosis y la res¡lJcsta obtenida, por 

lo que se tuvo que desarrollar un rwevo método, tomando en cuenta que la difusi6n 

de la Gramicidina a través del agar no era 111.1}' buena debido a que el solvente em

pleatlo en la preparaci6n de las soluciones no era el adecuado. 

Se ir.ici6 un nuevo estudio de solventes para la Gramicidina, que fueran miscibles 

cat d agua, ya que el medio de cultivo va disuelto en agua y por lo tanto se fa

wreda la penetraci6n del solvente y al miSllll tieq><> la del antibi6tico. Con es

te cubio en el Étodo le si¡uieron los que a continuaci6n se ennumeran: 

1).- La selecci6n del microor¡aniSID que presentara mayor sensibilidad a la Gram! 

cidina y que no fuera inhibido su desarrollo por el disolvente. 

2). - La selecci6n de las concentracimes alta y baja de Grlmicidina con las cua

l• 11 tuviera tma solucidn adecuada para que las diferencias en los tamftos 

de los halos de inhibici6n de las dos dosis no se sobrepusierm, fueran con! 

tirites y representativas. 

3). • Se estwiaron diferentes diluciones del llicTOOrganism para saber cual nos 

proporcicnar{a halos de inhibicidn definidos y de aw:jor tuafto. 

4).· Tambim se probaron diferentes vol..-nes de mdio para la capa base y la ca

pa con in6culo con los cuales se obtuvieran mejores halos de inhibici6n. 

5) •• El pff del nedio tabim se 1Diific6 para la obtenci6n de mejores resultados. 

· Para la evaluac:i6n te c:ldl m> de los pad•tros mencionados se utiliíd Gramidd! 
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na calidad N.F. y, una vez que se desarroll6 el método se hicieron determinacio

nes con lllilteria pr:illla adicionando el placebo y al final se detennin6 la Gramici

dina en un ungUento. 

Los principios activos de la foruulaci6n eran: 

Excipientes: 

Un esteroide de acción antiinflamatoria 

Nis ta tina 

Neomicina 

Gramicidina 

Carbonato de propileno 

Propilen¡l iicol 

Cera de abejas 

Petrolato blanco 

, . 
.. :· 

Los fa:tores que se manejaron y que nos sil'Vieron de herramientas clave para ef'd! 

1arrollo del 1116todo lllicrobiol6¡ico para la valoración de la actividad de Gramicid! 

m fueron: entre otros, su solubilidad, la sensibilidad del microorganism de Ptu! 

ba y el pH del medio,en base a los cuales se hizo la determinaci6n de los siguien

tes par4metros indispensables para dicha cuantificación: 

a) Concentraci6n del microor¡anisllD de prueba 

b) Relación de concentraciones alta y baja capaz 
de medir la diferencia de respuesta. 

e) Grosor de"la capa base 

d) Grosor de la capa inoculada. 
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DETER~llNACION DE LA SOLUBILIDAD DE GRAMICIDINA 

Se determin6 la solubilidad de la Gramicidina en diferentes mezclas de agua con 

diferentes solventes orgánicos, ya que se asume que el agua puede facilitar la di· 

fusi6n del antibi6tico en el medio de cultivo y así poder tener la formaci6n de 

los halos de inhibici6n del microorganismo por el antibi6tico. 

Las nezclas utilizadas fueron las siguientes: 

Etanol - Agua 

Propilen¡licol ·Etanol ·A&ua 

Propilen¡licol • Agua 

Propilen¡licol-Isopropanol·A¡ua 

Dimtilsulf6xido·A¡ua 

Dimetilsulf6xido·A¡ua 

(1:1) 

(4:1:4) 

(2 :1) 

(1:1:3) 

(1:1) 

(4:1) 

La mezcla en denle se obtuvo mejor solubilidad fue la de di1Etilsulf6xido·Agua 

(4:1). 
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EQUIPO 

PERroRAOOR DE }ijAA 

F.SPF.CrnOIGllITRO UNIOOI SP • 800 

INWBAJ:Qt<\ A 37 ! 0.5 ºC. 

JERI~ ffA\IIL1UN DE 100 MICltOLI'ffiOS DE CAPACIDAD 

QJENTA WlilUAS QUEBEC- CXXJNTf.R 

AGITAOOR WPER - MIXTER (W·LINE INSf.) 

Alll'OCLAVE 

VERNIER 

W/IS PETRI DE ZO x 100 nm. 

ESIUFA 

CMANA DE FWJO LAMINAR 

LIEDIOS DE QJLTIVO 

UACTIVOS 

EIO DE QJLTIVO PARA ANALISIS DE ANl'IBIOTIWS No. 1 

IJC'l'OMCILOS • CALOO A.O.A.e. 

IOSFATO DIMSICO DE POTASIO R.A. 

JUSFATO ~reo DE POTASIO R.A. 

t1JlllOO DE &>DIO R.A. 

Hl~XIIJO DE SIXJIO R.A. 

SILFA'tO DE sa>IO R.A. 

CUR>rollD R.A. 

HEXAM> R.A. 



;''·; 

• 21 -

TETRACIDRURO DE CARBONO R.A. 

Kn'ANOL R.A. 

l'ROPILENGLICOL R.A • 

.ACETONA R.A. 

EI'ANOL R.A. 

ISOPROPAOOL R.A. 

D:DETIL SlJLRlXIIXJ R.A. 

s:>WCION SALINA. AL 0.9° ' ESTERIAL 

s:>LOCl<Jl JL Z\ DE Hlll«lXIID DE SJDIO 

S>LUCION AJ. 10 \ DE CI.DRlRJ DE SODIO. 

La seleccidn se hizo de acuerdo a la sensibilidad que presentaron varias cepas 

de aicrooraaniaDs frente a la Gnaicidina. Se determin6 en base a la formci6n y 

'tllllll'.o de los halos de inhibicidn. 

1). • PREPARICICN DEL MICJmRGANIOO 

a).· Se resemraron los microor¡aniS11>s de proeba w día antes del ensayo 

en lll tubo que contenía medio de cultivo apropiado para el creciaien 

to de los msn>s. 

b).- Se inaa.116 cada l!Edio de cultivo, manteniendo a 4a•c con alda 

amo de los llic1"001'¡anisms c:onespondientes. Este es el medio de 

cultbo inoculado. 
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Los llicroorganisnt>s probados fueron: 

Stafilococcus ~ ATCC 6538 

Streptococcus faecalis ATCC 14506 
ATCC 10541 y ATCC 8043. 

Dacillus - subtilli~ATCC 6633 

Escherichia ~li ATCC 435Z 

11.· PREPARACION DE LAS CAJAS 

Se prepararon series por triplicado para cada microorganislll) de pnJeba de las 

tuales cada una de las cajas se utiliz6 para probar las siguientes t&:nicas: 

Caja 1 - Tknica de perforac:idn en agar 

Caja Z - T&:nica de cilindro placa 

f.aja 3 - Tknica de sensidiscos 

a).• sé esterilizatc111 18 cajas petri de Vidrio de 100 X 20 1111. por Calor seco 

• 110• e durante dos horas. 

b).· Se distibuyeron unifo111C111ente sobre las cajas. Zl ml. de medio de culti

w para antibi6tico No, 1 pr.:parado según i.ndicac:iones y se dej6 solidi· 

ficar, 
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e).- 5qbre la capa basal anterior de cada caja se agregaron 4 ml. de medio 

de cultivo inoculado con el microorganisro correspondiente ~· ~· 

St. faecalis, !!· substillis, g. coli, manteniendo a 48ºC, distribuyén· 

dolos uniformemente en toda la superficie, y se dejaron solidificar. 

d).- Se perfor6 el agar (la capa base y la capa inoculada) en 6 de las 18 

cajas en otras seis cajas se colocaron los cilindros, y en las seis 

restantes se colocaron los sensidiscos inpregnados en la soluci6n de 

Gramicidina. 

e).- Se llenaron las perforaciones y los cilindros con las solU1;iones de 

Graaicidina coan la nuestra la figura No. 1 

FIGJRA No. 1 
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f).- Se incubaron las placas a 37° e durante 16 a 18 horas. 

g).- Al cabo de este lapso de incubaci6n se evaluaron los halos de 

inhibición que fonnaron los microorganism:Js. 

TABLA - 3 

RESULTADOS 

M:MBRE DEL MICROOlGA"JISl-D TECNICA DE LA PREPARACION DE LA PLACA 
DE PRUEBA PERR>RACION CILINDRO SENSIDISCO 

Stadilococcus aureus 
+ + • 

A'Jl:C 6538 - - -

Streptococcus faecalis 
+ + + 

ATCC 14506 - -

Streptococc:us faecal is 
+ + • 

A'ltC 10541 . -
!!=reptococc:us faecal is 

+ + + 
JCCX. 1043 -
lacillus subtillis 

+ + + 
ATCX: 6633 . . -
Eteherichia coli - -- . . . 
~rcx: 43SZ 
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FJl donde: 

+ • SI presenta halos de inhibici6n bien definidos 

. • m presenta halos de inhibici6n 

+ • • presenta halos de inhibici6n pequefios y no bien definidos. 

El 1icroorganisro que foriOO los halos de inhibici6n más claros y con tma zona de 

inhibiciln de dos terceras partes ms grandes que la zona de perforaci6n de medio 

fue el Streptococcus faecalis ATCC 8043 y tani>ién se observ6 que las cajas pre· 

paradas con la técnica de perforacidn en agar tuvieron halos de inhibici6n mejor 

definidos por lo que se concluy6 que esta técnica en la que se tenía una mejor d.! 
fusi6n de la Gramicidina en el medio de cultivo era la más adecuada para las eva· 

luciones posteriores. 

DETERMINACICIJ DE LA CDNCENTRACION OPTIMA DEL MICROORGANISf.D DE PRUEBA 

La c:mcentraci6n 6ptim de la suspensi6n del aic:roor¡anis., de prueba se determi· 

n6 de la mnera si¡uiente: 

Se prepararon series de c:mtro diferentes concentraciones del lfticroorg! 

nino. 

l). • Preporac:i6n del 11ic:roor¡ani1111> (§!,. faecalis ATCC 8043) 

E1 llicrooraanism de p~ba debe conservarse a s•c, o resnbrarlo cada semaM 
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esa tubos de ensayo conteniendo 10 ml de medio de cultivo Bacto·Lactobacilli 

BrJth líJIC., esterilizado. 

Resiembra - Hacer la resiembra un día antes de que se vaya a usar el microorga
nismo. 

a). Agitar el tubo que contiene la suspensión del mjcroorganisllWJ, 

b). fJ\ condiciones asépticas pasar una azada <le la suspensi6n del 
microorganisnD al tubo que contiene 10 ml. de medio Bacto
Lactobacilli Broth ftlJAC.. 

e). Incubar a 37° C, durante 16 a 18 horas. 

d). Después de este tienpo de incubaci6n, diluir c~n soluci6n S_! 

lina, 1 ml. de la suspensi6n de microorganisJOOs activados de 
acuerdo a la tabla 4 

e). Leer al espectrofotometro a 650 nm. y registrar los valores de 
absorbancia, usando conx> blanco las diluciones correspondientes, 

. sustituyendo el ml de la suspensión del microorganislll), por 
1 ml de caldo de Bacto·Lactobacilli /l/JAC, previamen~e esteril.!. 
zado. 

TABLA • 4 

PREPARACION DE LA CONCE.\1'RACION OPTIMA DEL Mirn<mGANI~D. 

D:WCIC?XES SJSPENSIC?\ DEL &JL. SALINA VALORES DE ABSORBANCIA 
MICROORGA.'\ISM) ESTffi I L (~U,) OBTENIOOS A 650 run. 

(ML) 

A 1 14 .s 0.143 
B 1 11.5 0.170 

e 1 9.0 0.220 

D l 6.0 o.zsz 
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II. - PREPARACION DE LA.5 CAJAS 

Se prepararon 40 cajas <le petri de la misma manera como se hizo en la selef_ 

ci6n del microorganismo de prueba, utilizando la técnica Je perforaci6n en 

a¡ar. 

Se llenaron las perforaciones con 100 mcl de las soluciones de Gramicidina 

de 10 m:g/ml y 25 n:g/ml, siguiendo el orden que indica la figura: 2 

FIGURA - 2 

en donde CA• concentración alta y Cs • concentraci6n baja. 

f).- Tapar las cajas e incubarlas a 3iºC, durante 16 a 18 horas. 

g).- ~ledir los halos de inhibición. 

' ' ,~, 
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RESULTADOS 

Se obtuviertnlZO valores de halos de inhibici6n de la concentraci6n alta y 120 

valores de la concentraci6n baja. 

Se calcularon los valores promedio para cada diluci6n. 

TABLA .... S 

-~IAS DE LOS DIAMETROS DE LAS ZONAS DE INHIBICION OBTENIOOS CON DIFERENTES C~ 

CIM'RACIONES DEL MICROORGANIS.D • 
. ·, 

DILUCION PIOIEDIO DE HALOS DE 
IN-IIBICION PARA: DIFFRF.NCIA 

c:oNC. ALTA CONC. BAJA ( 11111 ) 
2511'Cg/ml lOnK:g/ml 

A (0.143) 19.17 11111 17.7411111 1.43 

B (0.170) 20.62 lllll 18.80 mm 1.82 

e co.220) 20.05 nm 18.65 11111 1.40 

D (0.282) 20.57 nm 18 .62 11111 1.95 

A pesar de que la diferencia no fue la mayor se sclcccion6 la dilusi6n "A" por 

f'l'esentar los halos mejC1r definidos para las valoraciones de Gramicidin..1. 
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DET1ill1INACION DEL PH - OPTOO 

1. - Se prepar6 el microorganisoo de prueba de la misma manera que en la determl 

naci6n de la concentraci6n 6ptima del microorganismo de pnieba. 

2. • Preparaci6n de los Medios: 

Conposici6n del Medio: 

Extracto de catne 

Extracto de levadura 

Casi tona 

Peptma 

Dextrosa 

.Agar 

Clpa Basal: 

l.S g 

3.0 g 

4.0 g 

6.0 g 

1.0 g 

15.0 g 

a).- Se pesarun por duplicado 6.1 g de medio cultivo para antibi6ticos No. 1 

b). - Se rehidrataroncon poreiones de 200 ml. de agua destilada fría. 

e),- Se calentaron a ebullici6n para disolverlos conpletamente. 

d).- Se ajust6 uno de los medios de cultivo a un pH de 7,0 y el otro se dej"6 
+ al pH del medio (6.6 - 0.1). 

e). - Se esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a una atm6sfera de pr! 

1i6n y 121• c. 

f) .- Se prepararon las cajas con este medio de cultivo. 
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Capa con In6culo: 

a) se pesaron por duplicado 3.05 g de medio de cultivo para antibi6ti· 

cos No. 1 en tul matraz erlenmeyer de 250 ml. 

b) Se rehidrataron en con 100 ml. de agua destilada fría. 

e) Se calentaron a ebullici6n para disolver el medio completamente. 

d) Se ajust6 el iredio a pH 7 .o y el otro se dej6 !gual (pH 6.6) y se 
esterilizaron. 

e) Se inocularon con dos ml. de la solución preparada con microorgani! 
mo. 

f) Se distribuyeron sobre la capa basal 4 ml. de este medio y se deja· 
ron solidificar. 

g) Se hicieron seis perforaciones en cada una de las cajas. 

II t.· PREPARAClON DE LA SOLUCIO~ DE GRAMICIDINA 

a).- Se pesaron S mg. de Gramicidina y se pasaron a un matraz wlumétri 
co de 10 ml.. 

b).· Se disolvieron en dimctilsulf6xido·agua (80/20) y se aforaron. 

e).· De esta soluci6n se mi<llcron 0.5 ml. y se transfirieron a \l'l •· 

tra: volunétric:o de 10 ml., se disolvieron y se aforaron con di· 

111etilsulf6xido·agua (80/20). Concentraci6n finul 25 ncg/ml. 

r 
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d).- Se aplicaron 100 mc:l. de esta soluci6n a cada una de las perfor! 
cienes, col!D en los casos anteriores. 

e).- Se incubaron las placas a 37ºC, durante 16 a 18 horas. 

f).- Se midieron los halos de inhibici6n. 

PRCMSDIOS DE LOS HALOS DE IM-IIBICION DE CADA UNA DE LAS CAJAS EXPRESAOOS EN ~f.1. 

TABLA - 6 

CAJA No. PIOIEDIOS DE WS HALOS DE INHIBICION eJ ( M-1 ) 

pH 6.6 pH 7.0 

1 18.20 19.40 

z 18.25 19.30 

J 11.32 19,45 

4 18.35 19.55 

s 17 .98 19.80 

6 18.50 19.97 

7 18.41 19,50 

8 18.38 19.50 

Se c•btuvieron dirunetros de inhibici6n m4s grandes en el medio que tenía pH de 

1.0. 
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GROSJR DE LA CAPA CON INOCULO Y DE LA CAPA BASAL 

Con el objeto de afinar un poco más la técnica se probaron algunas variantes en 

el grosor de la capa basal y de la capa con incolulo. 

1. - PREPARACION DE LAS OOAS 

a).- Se esterilizaron nueve cajas de petri. 

b).- Se distribuy6 unifonnemente sobre las cajas 25 ml.,de medio de cultivo 
preparado según las indicaciones y se dej6 solidificar. 

Capa con Inoculo 

e).- Se pesaron 3.05 g. de medio de cultivo para análisis de antibi6ticos No.l 

d).- Se rehidrataron con 100 ml. de agua destilada fría. 

e).- Se calentaron a ebullici6n hasta disolverlo. 

f) .- Se ajust6 el pH a 7 .O y se esteriliz6. 

1).- Se inoculo con 2 ml. de la suspensi6n del microorganisl!D. 

h).- Se agregaron sobre la capa basal 3.S, 4 y S ml. del medio de cultivo 
inoculado previamente con ~~rcptococcus faecalis ATCC 8043 y se distri
buy6 unifonnemente en tocf¡, la superficie y se Jej6 solidificar. 
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i). - Se hicieron seis perforaciones de la capa inoculada y la capa base en ca
da una de las cajas. 

Cambios en la Capa Basal 

a).- Se prepararon cajas de petri-de vidrio previamente esterilizadas y se 
les adicion6 23, 24 y 25 ml. de medio de cultivo para análisis de ant.!_ 

bi6ticos No. 1 a tres cajas para cada volumen de capa basal, y se dej~ 
ron solidificar. 

b).- Se agregaron sobre cada una de las cajas con la capa basal, 4 ml. de 
llledio de cultivo previ~nte inoculado con~ faecalis ATCC 8043, y se 
distribuyeron uniformemente en toda la superficie y se dejaron solidif.!_ 
car. 

e).- Se hicieron las perforaciones en las cajas. 

III. - SE PREPARO LA SOWCION DE GIWIICIDINA A LA CONCENTRACION DE 25 t.CG/ML. 

RES.ILTAOOS 

1).- r:n las cajas, en las cuales se variaron las capas basales no se observ6 

cambio alguno en el desarrollo del microorganisnw:i o en los halos de in

hibici6n. 

2).- En cantio al hacer las variaciones en los volumenes de la capa con inoculo 

se obtuvieron halos de inhibici6n no definidos o demasiado pequef\os, y en 

las cajas que contenían 4 mi. de roodio inoeulado se observaron zonas de 

inhibici6n de tanaf\o adecuado, 
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SELECCION DE LAS CONCENTRACIO.\l:S Al.TA Y Bi\JA DE GRAMICIDINA 

Para encontrar las concentraciones de Gramicidina alta y baja más adecuadas, con 

las cuales se tendrían diferencias significativas en los tamaños de los diámetros 

de las zonas de inhibici6n, se prepararon soluciones con las siguientes concent~ 

ci~es de Gramicidina 5, 10, 15, 20 y 25 a::g/ml. 

Se prepararon las cajas con los medios base e incoculado de la manera descrita él!! 

tedonnente. 

l.· PREPARACION DE LAS SlLUCIONES DE GRAMICIDINA 

a) •• Se pesaron 5 .O mg. de Gramicidina y se pasaron a un matnz volumétrico 

de 100 ml. 

b).· Se disolvieron en dimetilsulf6xido·agua (80/20) y se aforar<Xt al volunen. 

e).· De esta soluci6n se efectuaroo las siguientes diluciones. 

TABLA - 7 

SJLOCION DE Al.roro ~ lltS) OONCFNl'RACIOO 
GRN-IICIDINA 80/20 OBTENIDA 
(SOO s¡/1111) ( ml ) (n:g / 111) 

0.1 10 5 

o.z 10 10 

0.3 10 15 

0.4 10 %0 

o.s 10 zs 
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d). · Se aplicaron 100 m:l. de cada una de las concentraciones de la soluci6n de 

Gramicidina para cada caja. como indica la figura, y se taparon las cajas 

cuidadosmoonte. 

La perforación No. 6 se llen6 con DMSO-Agua (80/20) COllXl blanco. 

FillJRA No. 3 

e). - Se incubaron las placas a 3¡ec durante 16 a 18 horas. 

l).- Se midieron los diúetros de las zonas de inhibicidn. 

1).- Se sumaron los IS datos obtenidos para cada concentraci6n y se calcularon las 

91dias aritm6ticas. 

h),·· Se graficaron los resultados obtenidos fonnando una línea recta. 

(Giifica No. 4) 

IESILTAOOS 

aJmll'lW:I<W DE GRAMICIDINA 
e p.r;¡;¡ "" > 

s 
10 

. 15 

zo 
zs 

TAll.A • 8 

PJOE>IO DE LOS DJN.EroS DE 
LOS HALOS DE INUBICICJJ {l-f.I) 

16.93 
17.92 
18.51 
11.91 
19.30 

De denle se c:ansider6 que la diferencia de 2.,37 1111, correspondiente a 111 concen· 

tncione1 de S y 25 11:¡/"1, era la lllb adecuada. 
;\: 
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FACTORF.S SELECCIONAOOS PARA EL METOOO M.ICROBIOLOGICO DE 2 + 2 OOSIS PARA LA 

VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GRAMICIDINA. 

l.· El sistema de solventes que facilit6 la uifusi6n de la Gramicidina fue: 

Dimetilsulf6xido-Agua (80/20). 

2.- El microorganismo de prueba más sensible a la Gramicidina y que presentó 

mejores halos de inhibici6n fue: Streptococcus faecalis ATCC 8043. 

3. · La técnica de perforaci6n también facilitó la difusi6n del antibi6tico for 

lllllndo halos de inhibici6n definidos y de tamafto adecuado. 

4. - La concentración 6ptima del microorganisroo de prueba fue por cada 100 ml. 

de medio de cultivo 2 ml. de una suspensi6n del microorganisioo, diluida 1 

en 14.5 ml. de solución salina, ajustando a una densidad 6ptica de 0.143 ! 

0.005 a una longitud de onda de 650 IUll. 

s.- Las concentraciones alta y baja del antibiótico fueron de 5 y 25 ncg/ml. 

6. - El ¡rosar de la capa base no afectó el tamaño del halo de inhibición. En 

clllbio el grosor de la capa con inoculo qued6 establecida en 4 ml. 

7 .- El pH que favoreci6 el ta1111fto de la zona de inhibición fue de 7 .O. 
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Una vez definidas todas las variantes se volvi6 a probar el método con materia 

prima para lo cual se prepararon cajas de petri de acuerdo al método desarroll~ 

do y se hicieron recobros utilizando materia prima de Gramicidina, en cinco di

ferentes concentraciones 5, 10, 15, 20 y 25 mcg/ml. de donde se obtuvieron 50 

resultados para cada una de las concentraciones (gráfica No. 1 ) • Haciendo una 

c01rq:>araci6n de las medidas de los halos de inhibici6n para cada concentraci6n 

Tabla 9 con los medias de la tabla 8 , estos son bastantes similares por 

lo •.1ue se demuestra que hay reproducibilidad en el método. 
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TABI.\ - 9 
RESULTAOO DE 5 CDN<:a'I'RACICNES DE GRAMICIDINA CGO MATERIA PRIMA 

No. DE e O H e E N T R A e I o N E s 
:.tJES1"RA s 111:g/ml 1 O ncg/1111 15 n:g/ml 20 ncg/ml ZS ncg/ml 

DIAMETRO DiflMETRO DIA.\Elll.O DWIETRO DI»ERD 
EN P.f.I. EN Mol. EN ~f.!. EN ,.f.!, EN !41. 

1 16.90 17.80 18.35 18.75 19.15 
z 16.90 17.80 18.35 18.75 19.15 
3 16.90 17.80 18.32 18.75 19.15 
4 16.90 17.80 18.32 18.75 19.20 
s 16.93 17.94 18.32 18.85 19.10 
6 16,93 17.94 18.25 18.85 19.10 
7 16,93 17.90 18.25 18.81 19.10 
1 16.94 17.90 18.ZS 18.81 19.10 
9 16.94 17.82 18.45 18.81 19.16 

10 16.93 17.82 18.45 18. 76 19.ZO 
11 16.93 17.82 18.37 18.76 19.00 
12 16.90 17.91 18.49 U.76 19.00 
13 16.90 1'1.91 '18.31 18.83 19.00 
J4 16.90 17.96 18.38 j 18.83 19.00 
15 16.90 17.96 18.38 18.83 19.04 
16 16,95 17.96 18.50 18.80 19.02 
17 16,95 17.96 11.SO 18.80 . 19,02 
18 16.95 17.86 18.42 18.80 19.20 
19 16.95 17.87 18.30 18.79 19.10 
zo 16.95 17.87 18.42 18.79 19.10 
%1 16.87 17.89 18.48 18.79 19.10 zz 16.87 17.89 11.48 18.80 19.10 
%3 16.87 17.90 18.48 18.85 19.0S 
24 16.85 17.90 18,55 18'.85 19.0S 
%5 16.85 17.85 18.55 18.85 19.05 
%6 16,85 17.85 18.42 18.85 19.02 
11 16.85 17.85 18.24 18.84 19.ZO 
%1 16.93 17.85 18.24 18.84 19.ZO 
29 16.90 17.94 18.35 18.84 19.20 so 16.92 17.94 18.35 11.80 19.08 
31 16.9Z 17.94 18.35 11.80 19.08 
l2 16.92 17.94 }8.36 18.80 19.08 
33 16,87 17.86 18.40 18.80 19.10 
34 16,87 17.91 18.40 18.81 19.10 
JS 16.87 17.91 18.40 18.81 19.10 
36 16.90 17.87 11.40 18.80 19.10 

" 16.90 17.87 18.42 18.80 19.0S 
38 16.90 17.16 11.39 18.80 19.0S 
39 16.90 17.16 18.39 11.79 19.05 

'° ·16.86 17.19 11.39 18,79 19.00 
CI 16.86 17.19 11,55 11.77 19.00 
C2 16.16 17.12 11.ss 11.83 11.00 
43 16.86 17.IZ ll.SS 11.75 19.20 
44 16.11 17.16 11.42 11.75 lt.U 
4S 16.U 17.16 JI.SO 11.77 lt.10 
46 16.11 17.90 11.so 11.77 Jt.10 
47 16.14 17.90 SI.SI Jl.77 lt.10 • 16.94 17.11 11.JI 11.10 J!l.10 • 16.90 17.H ll.31 11.IO 19.lS 
50 JI.to 17.U ll.40 11'.IO lt.15 
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&..s desviaciones estándar y los valores de los medias para cada concentracl6n son: 

TABLA 10 

:CONCEHTRAC ION r x 
5 mcg/ml 0.3146 16.90 

10 mcg/ml 0.046 17.88 
15 mcg/ml 0.0841 18,40 
20 mcg/ml 0.0312 18.80 
25 mcg/ml 0.0635 19, 1 o 

Como se observan son muy pequenos lo cual nos demuestra que el método es vil Ido. 
El factor de correlación es de 0.967, y nos dice que los resultados presentan una 
llnearldad adecuada. 

El Intervalo de confianza es: 

pua 5 mcg/ml IC9S% • 0.3146 x 2.01 • 0.08943 
So 

16,90 + 0,08943 limites 16.989 - 16.810 

pua 10 mcg/ml 1c95% • 0.046 X 2.01 • 0.013076 
so 

17.88 + Q,013076 líml tes 17,893 - 17.867 

para 15 mcg/ml 1c95% • 0.0841 X 2.01 • 0.02391 
so 

18.40 ? 0.02391 ; lfmltes 18,lt24 - 18.376 
para 20 mcg/ml 1c,5% • 0.0)12 X 2.01 • 0.00687 

50 
18,80 t 0,00887 lfmltes 18,801 • 18.791 

para 25 mcg/ml 1c95% • 0.0635 X 2.01 • 0.01805 
So 

19.10 + - 0,01805 ; lfmltes 19. '18 - 19.082 

U f~tor de.student para lt9 grados de libertad a O.OS de ptobabllldad •• 2,01 
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Paru c11111pl i1· con uno ,i... Jos r>l•}t·thos al J1;·!wrrol l;ir <'1 p1~todo 111it.:rohiol61'.Íi'o, ln 

vaJor¡K·;.:.: ... e la pot<.11da w1tii;J.'.°tica Je· 1;,i (;r¡µnkidina 111 u11 Lm¡;iknto, !;l' CÍl'l."tuó 

el análisis ,,n el pr..i:lucto nhtci:icndo SU rnlorcs par;i k concmtracj(in lw.ia 

( S ll'Cg/inl ) y 50 valcro;; parn 1a conccntr:.ici6n ult¡1 25 rcg/ml. 

Ho. DB ESrANDAH f:STll.\11,\R UNGlílHIU IJNC :UEtm> 
~ 5 MCt:/Mt zs ,.r.cm. .Llrri'.~ !:5 f.K:r./f.U. 

1 16.88 19.15 16. ~7 19.15 
2 16.80 19.20 16 •. :S2 18.95 
3 16.80 19.20 16. 16 18.95 
4 ·16.80 19.20 16 .. 17 18.95 
s 16.65 19.20 16.111 18.80 
6 16.65 19.15 16.•il 19.20 
7 16.65 19.15 16.ti3 19.40 
11 16.65 19.22 lf.60 19.15 
9 16.Sl 19.22 16.oO 19.15 

10 16.51 19.22 16.111 19.05 
11 16.55 19.JO 16.112 18.98 
12 16.55 19,10 16.112 19.41 
13 16,45 19.15 16.liO is.es 
14 16.45 19,25 ?6.ll3 18.98 
15 16.45 19.2'; 16. i8 18.98 
16 16.48 19.25 16.79 19.20 
17 16.48 19,25 16.80 19,70 
11 16.48 19.15 16.79 19.20 
lll 16.60 19.15 16.83 18.!:0 
20 16.60 19.15 16.85 18.95 
21 16.66 l!I. 20 16.83 18.90 
2Z 16.66 19.20 16.82 19.43 
2! 16.66 19.20 16.eZ 19.41 
24 16.70 19.20 16.85 19.45 
25 16.70 18,95 16.84 19.45 
26 16.70 1!1,95 16.64 19.15 
27 16.65 18.95 16.61 19.15 
zn 16.45 19.10 16.63 18.85 
29 16.45 19.10 16.46 18.95 
30 16.45 19.10 16.47 18,!.0 
31 16.SS 19.10 16.82 19.43 
32 16.SS 19.17 16.W 19.40 
33 16.SS 19.17 16.80 19.15 
34 16.55 19.17 16.$5 19.l~ 
35 16.60 10.25 16.S5 19.-10 
S6 16.60 19.25 lf.S5 19.40 
S7 16.60 19.25 1<:.SS 18.80 
sa 16.60 Jll,95 1(,. 78 1Ul5 
S9 16 • .Sl !11.95 16.78 19.40 
40 16.51 1t.\l5 16,80 111.85 
41 16.51 19.15 16.ao 18.98 
42 ' 16.50 19.15 J6,;30 19.45 
43 16.Sil 19.20 16,·16 111.95 
44 16,58 19.20 ,lú.Jlj 111.95 
45 u .• ss 19.20 l6.1H 111.95 
46 16.58 19.22 16.111 JS.98 
4" J6.it! 19.2? lf.. 7'i 18.98 
48 16,71 HU:.i 16.::o 19.45 
4!• J6.72 rn.2s 1G.~O 19,20 
SIJ 16. ?l . : .1. lS, 16,:D 19.45 
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ValJres estadísticos tle las SO lecturas <le Jos halos d~ inhibici6n desarrollados 

al analizai· el ung(lento, 

TABLA 12 

<DNCEN'ijiACION MEl]IA r IC9S\ IE :JRA\UCIDINA X LIMITES ERROR 
-

s -.:g/ml 16.5116 0.10679 0.0303 16.703·16.566 0.015 
STD -

zs a:g/111 19.159 0.0199 o.ozss 19 .114 ·19. llS 0.01Z7 
STD 

S si/al 
\lflOento 16.717 0.1345 o.o:saz 16.755·16.679 0.019 

zs a:¡/al 
0.2137 \m&Oeftto 19.1Z6 0.0607 19.l8H9.065 0.030Z 
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RESULTAOOS 

, , . .l.· Si graf icamos los resultados obtenidos para el ungüento sobre la Hnea obteni 
,¡ .' -

da de la gráfica de las cinco concentraciones demateria prima de Gramicidina, ve-

, ros que estos quedan exactamente en la recta por lo que concluíioos que es 1i -

neal. 

Z.·: La evaluaci6n estadística del método microbiol6gico de 2 + 2 dosis a través 

.. . de los resultados nos indica que: 
¡¡,·, f 

TABLA Jl 

CXN:ENTRACICMS MATERIA PRIMA UNGUENTO 

.ca I ~l. ~ IC 95\ mROR a- IC 95\ ERR<Jl 

s 0.3146 0.08943 0.0445 0.1345 0.0382 0.019 

zs 0.0635 0.01805 0.00898 0.2137 0.0607 0.0302 
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También se hicieron recobros con 375 ncg y 275 rocg de materia prima de gramicidina 

con el mism:> fin de verificar la reproducibilidad del método. Con los valores obt~ 

nidos se evaluo estadísticamente el método . 

KXJ DE GRAMICIDINA 
NlREGAOOS 

375 

375 

375 

375 

375 

375 

375 

375 

375 

375 

275 

275 

275 

275 

.. , 

TABLA - 14 

PCG DE GRAMICIDINA 
REO.JPERADO 

375.0 

378. 7 

364.0 

390.S 

376.8 

374.6 

3}1.2 

371.2 

386.0 

375.7 

262.8 

270.7 

269.7 

279.0 

\ DE 
REaJPERACION 

100.00 

101.00 

97.00 

104.00 

100.48 

99.89 

99.00 

99.00 

103.00 

100.19 

95.56 

98.44 

98.07 

101.00 
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En cion<le: 
- 2 X = 99.76 y (X) = 9 952.06 

y la desviaci6n estándar es: 

G'-. 2.21 

El interválo <le confianza de la media al 95% de probabilidad .es: 

IC 95 \ • r x factor de t • 2.21 x 2.16 

IC 95' • 2.21 X 2.16 
3.74 

• 1.28 

Nota: El factor de t para 14 es de 2.16 {en tablas t 0•475• Z.16) 

por lo tanto el ""todo es v4lido. 

(t) • i -A 
e ---

! 

X 

i 2 • n [ x2 - ( ;¡ i2J ñ-T n 

., 
[ 13¡JSB • 9 952.06] ...... 14 

n 
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'Sz • I.o77 [9 956.29 - 9 952.06 J 

~z .. 4 .556 

s = Vs 

45' • i/ 4. 556 

S' • 2.l:S 

~ 

1 

X 
• s¡Vrl 

r • 2.13 / li4 
X 

• Z.13 / 3.74 

• O.SI 

(t) • 99.76·100 • 0.47 
e o.SI 

Si t de n.&estrases MAYOR que t de tablas RECliAZAR. 

• ~ • !:l.! • l.:l! • 0.6 
{f.í 3.7 

99. 76 t 1.21 lillites de 101.04 • 98.48 

f.xistiri el 9St de probabilidad que un resultado sea verdadero si cae dentro de C! 
tos lhtites. 
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Otras c:ancentnciones a los que se trabajó para verificar con el método fueron a 

Saca/al c:mo dosis baja y 15 iocg/ml cono dosis alta. 

Los resultldos deruestran que el tamafio de los halos se cooserva en la misma pr2 

po~idn que cuando se hicieron detenninaciones con las 5 dosis (5, 10, 15, 20 y 

25 llCa/111). (Ver tabla anexa). 

Los valores para la media y la desviaci6n esdndar son: 

TABLA 15 

V.AIDRF.S PRO BUM\ ESfANDAR PROBLIM\ ESTANDAR 
ESl'ADISl'ICDS BAJO BAJO ALTO ALTO 

i 16.19 16.16 18.15 18.20 

r 0.0282 0.0115 0.0115 0.0100 

Los valores de las desviaciones estMdar son 11.1)' pequeftos por lo que se confimw. 

la validez del m6todo. 

TABLA 16 

ltiult8do de SO medias de los halos de inhibici6n de problenB y est'1\dar. 

PIOEDIO DE LOS HALOS P'IDE>JO DE LOS HALOS DE DJffREM:IAS fNI'RE 
IE l~lllCION DEL PRQ. INUBICION DEL ESTANDAR EL EsrAN>AR Y EL 
UI.\ EN NI. ~NI. PROIUM\ EN *· 

PA 11.15 EA 18.20 o.os 

•• 16,19 EB 16.16 0.03 
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En donde: 

PA s Problema Alto 

PB ~ Problema Bajo 

EA • Esdndar Alto 

Ea m Estándar Bajo 

Las diferencias en el tamatio de los halos entre esdndar alto y estándar bajo y 

problellll alto y problema bajo son: 

Los valores que se obtuvieron para las dos concentraciones son constantes y se 

1antiene la unifoniidad en los resultados. 
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TABLA - 17 

RESULTAOO DE Sil LECIURAS PARA ESTANDAR Y PROBLe>IA (UNGUWl'O} EN LAS CONCENI'RACIONES 

DE S y 15 ~CG/ML 

PROBL~ ESTANDAR PROBLIMA ESfANDAR 
l!AJO (t-t-0 wo {1>1\1} ALTO (M-0 ALTO (~f.!) 

16.20 16.17 18.13 18.21 
16.15 16.16 18.14 18.21 
16.25 16.17 18.14 18.21 
16.18 16.16 18.17 18.20 
16.19 16.15 18.15 18.20 
16.20 16.15 18.15 18.20 
16.16 16.15 18,15 18.18 
16.22 16.14 18.15 ·18.18 
16.19 16.14 18,15 18.18 
16.19 16.16 18.15 18.21 
16.20 16.16 18.14 11.21 
16.18 16.16 18.17 18.21 
16.16 16.16 18.13 18.19 
16.22 16.14 18.13 18.19 
16.18 16.17 18.15 18.20 
16.20 16.16 18.15 18.20 
16.15 16.16 18.16 18 .20 
16.25 16.15 Jl.16 18.20 
16.17 16.17 18.17' 18.20 
16.21 16.14 11.17 18.20 
16.17 16.14 18.17 18.19 
16.17 16.15 18.14 18.19 
16.18 16.17 11.14 11.19 
16.18 16.15 18.15 18.19 
16.20 16.17 18.15 11.20 
16.20 16.17 18.15 11.21 
16.21 16.16 18.15 18.11 
16.21 16.16 11.13 11.18 
16.25 16.16 11.16 ll.20 
16.25 16.16 11.14 11.19 
16.25 16.16 JI.IS 11.20 
16.25 16.14 11.15 11.20 
16.19 16,15 18.15 11.20 
16.17 16.17 11.14 11.11 
16.21 16.16 11.14 Jl.1~ 
16.19 16.17 18.14 Jl.21 
16.19 16.15 18.14 11.21 
16.17 16.16 11.15 11.20 
16.20 16.16 11.15 11.21 
16.17 11.16 18.15 11.20 
16.ll 16.16 11.15 11.21 
11.21 16.16 11.17 11.21 
16.20 11.11 18.17 11.20 
16.20 16.17 11.14 11.20 
16.20 16.17 u.u 11.21 
11.20 11.17 11,14 Jl.21 
16.16 16.14 11.16 11.20 
16.16 16.14 11.16 11,ZO 
16.16 16.14 •11.16 11.20 
16.16 ••. 1, 11.16 11.20 
16.1' 11.11 Jl,16 11.zo 



1 

a 

• 
f 

• 
r 

• 

' 

1 

IM,.CA Ne.a 

¡! 
¡f 

1 

ltlH • 11.ttll • 11.IO 

'" ...... 
lt•L a ti.ti? 
PL • 11. 11 • lt.10 

p 
/ 

/ ... 
/,. 

¡f 

/ 
/ 

DIPl"lllCIA 

'"" - .... 
PL • lf•L ª 

'"" •IHL a 
p - ,, • 

0.0481 
O.OH 

1.0411 .... 
.. .. -·---··-·'í·t-·•·· ---.. ------ --·11···---·-10· ..... ______ _ . .. 



- 51 -

RESUMEN 

La aplicaci6n del método microbiol6gico de 2 + 2 dosis de difusi6n en placa por 

perforaci6n para la cuantificaci6n de Gramicidina en ungüento, se basa en una se· 

rie de extracciones para la separaci6n de ésta de los demás conq>onentes activos y 

excipientes de la for1111laci6n. 

Po:iterionnente se evaporan los sol ventes de extracci6n y se. hace la recuperaci6n 

en el disolvente para la aplicaci6n de la Gramicidina en las perforaciones efec· 

tu1das en el medio de cultivo de cada caja de petri, con el cual se obtuvo una 

buena difusi6n del antibi6tico a través del agar, logrando así la inhibici6n del 

desarrollo de los microorganiSJOOs, marcando las zonas de no crecimiento para la 

cuanti!icaci6n de la potencia del antibi6tico. 

Con los resultados obtenidos de las medias de las zonas de inhibici6n se hicieron 

las evaluaciones estadísticas. 

Ast miSlll> se hizo una extensa recopilaci6n de datos te6ricos y prácticos de las 

propiedades físicas, qu!micas, fisicoquímicas y biol6gicas de la Gramicidina pa

ra la monografía. 



Wl1UU> V 

NJldAF1A (JJE SE PIOl(N! PJ.RA LA FJWIMIFP.A 

M:IOW. DE WS ESl'Alm LNIOOS ~ICNCS. 
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alAMICIDINA 

La Gramicidina es una sustancia antibacteriana producida por el crecimiento de 

Bacillus brevis Dubos (Fam. Bacillaceae). Puede obtenerse a partir de la Tiro

tricina. 

La Gramicidina tiene \Ula potencia de no menos de 900 mcg. de actividad por rng. 

a).- Nont>res Químicos y Sin6niioos 

Gramicidina D, (Dubos) 

Gramicidina s. (Soviética) 

Gramicidina c. (Soviética) 

b).- Fdl'll'l.lla Desarrollada 

Gramicidina o. (Dubos) - Lienal 

flJ>·Val·Gly·Ala-Leu-Ala-Val-Val-Val-
(L) (L) (D) (L) (D) (L) (D) 
• • • • • • • 

Gl ... icidinas S 6 C (Sovi,tica) : Ciclicas . 

............. 
1 

~ ,,.. ..... --< 

[ Tlp-Leu] 
(L) (D) 
• 

...... -
G

/ ' ,..._ . .,_ 
... t"-9' ... 
I \ ¡ .. - 1 -, -o--... ,···~· 'lr9"¡~ ............ . 
~ ..... ,...., 
l 
__ .... • 

l. 

3:: ..... 
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e).~ FÓI111.lla Condensada 

d). · Peso Molecular 

Gramicidina Soviética: 1 141.49 

Gramicidina Dubos alrededor de 2000 

e).· Descripci6n 

l'ulvo cristalino, blanco o casi blanco, inodoro. 

f).. Solubilidad 

Soluble en alcohol e insoluble en agua. 

¡).- Fnsayos de Identidad 

La absorbencia de ma solucidn l en ZO de Gruúcidina en alcohol 

detel'llinada en tna celda de 1 ca. a una longitud de onda de 440 'JI' 
usll\do 111 espec:trofot&netro apropildo, no excede de 0.096. 

Fo1118Ci6n de clorhidrato de Gramicidina.-

lecristaliza en !01111 de priSllilS en etano1·4cido clorhtdrico di

lufdo. Este se descc:11pane a z77• - z1a•c y tiene una rotaci6n ds! 
tica de ["":/ z~ - z9g• a \.111 conc:entracidn de 0.43 a/100 1111. 

en etan:il al 701 es libremente soluble en alcohol, li¡eramente 

solwle en acetona, prkticlente insoluble en ap, 6cidos y 41 • 

calb. 
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h).- P6rdida al secado 

Jtll MAS DE 3 % 

Transferir alrededor de 100 mg. de la muestra en un pesafiltro secado y pe

sado previamente •. Secar en una estufa a vacio inclinando a un lado la tapa

dera del pesafiltros durante el peri6do de secado. Secar a una tenperatura 

de 60° y a una presi6n de S 11111. de mercurio durante un tiempo no menor a 

tres horas. Al final del peri6do de secado, reenplazar el vaci6 de la estu

fa con aire seco pasado a través de un agente secante ~ales corro ácido sul

fúrico o silica gel. Colocar la tapadera en su lugar y poner el pesafiltro 

en \ll desecador sobre un agente desecante tales c'9J pent6xido de f6sforo 

o sllica ¡el, dejar enfriar a tenperatura ambiente y volver a pesar, calcu

lar el poTCentaje de p~rdida: 

i).- Retfduo de I¡nici6n 

N> HU DE 1.0 % 

J).· Punto de Fusi6n 

z29• - 230• e de5p1.1,s de haber sido secada. 

k). - Prueba de Se¡uridad 

1. • Ani11111l de Prueba 

UHr ratones albinos que no hayan sido usados previaante y llllfttenidos 
a lN dieta controlada de cmida y ap. 
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El dfo de la prueba usar aquellos ratones que tengan un peso no menor de 18 g 

y no mayor de 25 g. furante la prueba cada grupo de ratones a los que se les 

ha administrado la llllestra deberán ser colocados en una caja con las instala· 

ciones necesarios y recibirán comida y agua, el medio runbiente deberá mantener 

se a tma teuq:ieratura constante en cualquier época del afio. 

2).- Preparación y administración de las soluciones. 

Diluente: Cioma de acacia.· 

Disolver lOg. de gcna de acacia en aproximadaJ!llnte 50 m1. de agua destila· 

da. Dejar reposar toda la noche a teq>eratura alli>iente y diluir • 100 ml. 

cm qua destilada. Filtrar a través de al¡od(m. Alnacenar en refri¡era

ddn. 

Preparar la mestra utilizando el diluente nmcionado para tener una con· 

eentraci6n final de 5 m¡/ml. 

3).· Procedimiento 

Usar jeringas de vidrio y a¡ujas estlriles No.26 y 11 pulg. de lon¡itud. A 

c:ada uno de S ratones adainistrar intraperitonealmente O.S 111. de la solu· 

cidn. 

4) • • Eva1uaci6n 

Obterve 101 ratcms por 48 horas, si nin¡Ún animal 111ere en el periddo de 

obHn"aci6n_ el •tibidtico pasa la prueba de seauridad. Si lllO o idJ ani~ 
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11ales 1111ercn el período de observaci6n repetir la prueba una o más veces usando 

para cada prueba S ratones que no se han usado previamente, con un peso de 20 g 

( ! 0.5 g). Si el número total de animales 11Uertos incluyendo la prueba original 

no excede el 10% se considera que el antibi6tico pasa la prueba de seguridad, 

METOOO MICROBIOLOGICO PARA LA DETEru.lINACION DE LA ACTIVIDAD DE GIWIICIDINA POR 

2 + 2 OOSIS 

Preparaci6n de la ílllestra patr6n de Gramicidina 

Pesar con exactitud aproximadamente 62.5 ~· de Grwnicidina en un matraz volumé

t1ico de 100 mJ, disolver en dimetilsulf6xido y aforar (concentraci6n 0.625 Jff,/ 

111) De esta solución medir 1 ml. y transferirlo a tm 111atraz volumétrico de 25 ml 

aforar con una mezcla de dimetilsulf6xido-agua (4:1). Esta soluci6n corresponde 

a la dosis alta _de la solución patr6n (concentración 25 ncg/ml). Medir 2 ml de 

le solución anterior y llevarlos a un matraz volum6trico de 10 ml. aforar con la 

mezcla, ésta soluci6n corresponde a la dosis baja de la solución patrón (concen

tración 5 nx:g/ml). 

f!·eparaci6n del microorganisroo de prueba: 

Cc•nservar el microorganisrro de prueba (Estreptococcus faccalis ATCC 8043) a s• C 

o reseni>rándolo cada semana en tubos de ensayo conteniendo 10 ml. de medio de 

cultivo Bacto Lactobacilli Broth NJN:.. Seni>rar una azada en un tubo con inóculo 

rc.oeiente e incubar a 37º e de 12 a 18 horas aproximadamente. 

Colocar 18 ml, de soluci6n salina estéril al 0.9\ en un mtraz erlemeyer de 125 

•'. .• estéril, adicionar 3 ml. de la suspensidn del 111icroorganism de prueba y aju! 
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tara una densidad 6ptica a 0.143~ O.OS, a l.Ula longitud de onda de 650 run. con

tra un blanco preparado de igual fonna que el inoculo, usando el medio de culti

vo en lugar de la suspensi6n del microorganismo. Con esta suspensi6n inocular a 

una concentración de 2%, el medio de cultivo Antibi6tic ~leditu11 No. 1, esteriliz~ 

do y enfriado a 48° C, manteniéndolo a esta tenperatura para evitar que solidifi 

que. 

Preparación de las Cajas 

Uti:.izar 4 cajas para cada problema. 

1). ·· Esterilizaci6n de las cajas de petri: 

Esterilizar por calor seco a 180° e durante dos horas, 10 cajas petri de Vi 
drio. 

2).- Preparaci6n de las cajas con los medios de cultivo: 

a.- Distribuir uniformemente sobre cada una de las cajas 25 ml. de medio de 

cultivo para antibi6tico No. 1, preparado y esterilizado de acuerdo a 

las indicaciones, esperar a """ solidifique. 

b.· Agregar sobre el medio de cultivo ya solidificado 4 ml. de medio de cu! 

tivo para antibi6ticos No. 1 a 48° , previamente esterilizado e inocul! 

do can Estreptococcus faecalis ATCC 8043, coi.> se indic6 anterionnente; 

distribuyéndolos mifonnemente en toda la superficie, dejar que solidi

fique. Es inportante que la capa inoculada se deje reposar durante 20 

ainutos para que solidifi"1e, ya que de esto depende el que obtengaioos 

perforaciones con bordes bien contorneados. 

c.· Una vez que ha solidificado el medio inoculado se procede a hacer sei~ 

perforaciones de la capa base r la capa inoculada, en cada a.na de las 

cajas con un perforador de agar de tal manera que cada perforaci6n se 
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encuentre a interválos de 60° formando un hexágono regular, cuidando que queden 

perfectamente contorneados los bordes. 

d.- Llenar las perforaciones ccn 100 ioc:l de las concentraciones altas y bajas de 

las soluciones problema y patr6n de Gramicidina con lllla microjeringa 

Hamilton's de acuerdo a la siguiente figura. 

e.- Tapar las cajas de petri y llevar las placas a la estufa de incubaci6n, evitar 

cualquier derrame de la soluci6n, ya que puede originar zonas de respuesta 

irregular. 

f.· Incubar las placas durante 16 a 18 horas a 37°C. 

FIGURA - 4 

~. b, 1 - concentraci6n baja de la soluci6n patr6n ( S 111:g/llll) 

e. d, 4 - concentraci6n alta de la soluci6n patr6n (25 n.:g/1111) 

e• 2, 3 • concentraci6n baja de la soluci6n problema 

r. 5, 6 ·concentración alta de' la soluci6n problema 

Ef ectt11r los c'lculos en base a las siguientes f6n11Jlas para el nftodo de Z • Z 

de: sis. 
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A = (Sa + Sb) - (Pa + Pb) 

B .. (Sa -r Pa) - (Sb + Pb) 

En d-:mde: 

Sb • Diámetro pro~dio de las zonas de inhibici6n correspondientes a las dosis 

menor de la soluci6n patr6n. 

Sa • Diámetro promedio de las zonas de inhibici6n correspondientes a las dosis 

mayor de la solución patr6n. 

Pb • Di'-etro pronedio de las z<Xtas de inhJbici6n correspondiente a la dosis 

amor de la soluci6n problema. 

Pa • Di'-etro promedio de las zonas de inhibici6n correspondiente a la dosis 

myor de la soluci6n problem. 

Nota: f.n el caso en que la sim de los proniedios de las zonas de inhibici6n del 

problema sea menor que la del patr6n, se im•ierten los términos de la 

ec:uaci6n para que "A" tenga un valor positivo. 

Des~•s de obtener el valor de A y 8, determinar la relaci6n de actividades (R) 

con la siauiente f6raJla: 



R "' Antilog. de JI! 

M = Log D x (,VB) 

En donde: 

Log 5 = 0.699 

Por lo tanto 

~I • A/B 
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Lo Dosis alta del patron 
g Dosis baja del patron 

M • 0.699 (A/B) 

Los •icrogramos de Gramicidina por gra!ll) de ungüento se calculan de la siguiente 

•mera: 

n:g/g = R x¿ x F 

Donde e • Dosis nayor de la soluci6n patr6n en ncg/ml 

F • Factor de dilución ccrres¡x.'l'ldiente a la dosis 

111yor de la soluci6n proble~. 

1'111 • Peso de la 1111estra expresado en gramos. 

l'étta; Cuando los promedio de las ze11as de inhibici6n del problena sean lllellóres 

que 101 del patr6n, es decir 01ando se inviertan los t6nninot de Ja eaJ! 

ci&i para obtener un valor positivo de A, deber' usarse el reciproco (1/R 

de la relaci6n de acth·i<laJes en la dlt.iJlll f61'1!llla). 
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Uso~. 

Se usa en el tratamiento de Úlceras superficiales, en infecciones de los ojos, 

nariz y garganta. 

Dosis Usual 

F.n :;oluci6n al O .OS % 

F.rm~se y Almacenamiento 

Cons~rvese en frascos bien cerrados. 
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CONCLUSIONES 

Se desarrol16 un método microbiol6gico de 2 + 2 dosis de difusi6n en placa usando 

la técnica de perforación de agar, y se adapt6 el método para la valoraci6n de la 

actividad de Gramicidina en materia prima y en un ungOcnto polifármaco. 

La evaluación estadística de los resultados obtenidos al aplicar el método desarr~ 

!lado indica que es preciso, exacto y confiable, por lo que se recomienda su apl,! 

caci6n. 

Pt1ra darle sensibilidad al método se buscaron las condiciones 6ptimas de pH, con

centraci6n del microorganism::>, volumen del medio de cultivo, el solvente m4s ade

cuado para favorecer la difusi6n del antibi6tico en el agar, y la selectividad se 

obtuw al hacer la separacién de los excipientes y activos que pudieran interferir 

en la valoración. 

La elecd6n del disolvente { D M S O - ftG.JA ) para la Garamicina favoreci6 la difu

a:dn de 6sta a trav~s del agar por la t6cnica de perforaci6n elegida, facilitando 

la penetraci6n del antibi6tico evitando el desarrollo del microorganismo. Las con

Ct11traciones de S y 25 ne¡. de Gramicidina por ml, elegidas para la dosis alta y 

baja respectivanente presentaron valores de los halos de inhibici6n de diferentes 

medidas, mnteniendo en todos Ios datos diferencias considerables )' constantes, 

s:lendo ""s sencillos y pr,cticos que el turbidimétrico rec::omendado en los libros 

o::'iciales. 
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St: recomienda su inclusi6n en la Fan113copca Nacional de los Estados Unidos Me:d

canos, para la detcnninaci6n de la actividad antibi6tica de la materia prima de 

Gramicidina ya que el método propuesto present6 reproducibilidad y exactidud en 

los resultados obtenidos en todos los casos en que se analiz6 el antibi6tico. 

Se desarro116 el misllll método en un imgilento de Gramicidina, extrayendo los ex

tractos y aplicándolos a cajas preparadas como se describe en el método, no ob

teniéndose respuestas por parte del microorganismo. Podemos concluir que la ex

trac:ci6n propuesta es efectiva para la separación de cualquier substancia que 

iud:lera interferir. 
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