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INTRODUCCION: OBJETIVO DEL TRABAJO



INTRODUCCION

La presente tésis tiene como objeto fundamental proponer un anteproyecto de mono
grafia de "Gramicidina" para ser inclufda en la Farmacopea Nacional de los Esta-

dos Unidos Mexicanos.

Lo anterior atiende a que la Gramicidina se usa en México en diferentes formas
famacéuticas, tales como soluciones nasales, soluciones oft4lmicas, soluciones
6ticas, cremas, unglientos y tabletas, fabricados en los diferentes laboratorios
del pafs; asi mismo los niveles de produccién de 1981-1982 fue de millones de
widades en diferentes formas farmacéuticas equivalentes a un total de ciento se

senta y siete millones de pesos.

El desarrollo de este trabajo se basé en un estudio de la literatura incluyendo
difsrentes farmacopeas y las experiencias tenidas en la valoracién microbiolégi-
ca que presentaba variaciones estadfsticamente significativas, tal como falta de

' linearidad en las gréficas de concentracién Vs. respuesta biolégica.

Los métodos reportados hasta la fecha son turbidimétricos y debido a que general
mente estos son afectados por residuos de solventes orgénicos (Kavanah) nos pode
s explicar que en parte la variacién significativa encontrada, es debida a que
la Gramicidina por ser insoluble en agua se recomienda extraer con solventes or-
ginicos para realizar su anilisis (5); por tal motivo en este trabajo experimen-
tal se adopté un método microbiolégico por difusién en placa utilizando un método
de .comaraci6n de 2 + 2 dosis con una relacién de concentraciones de 1:5 ya que
con éste diferencial pudimos encontrar una correlacién lineal en las respuestas

a las concentraciones miximas y mfnimas. Este sistema de comparacién (2 + 2 dosis)
fue ‘seleccionado por tener la ventaja de su gran sensibilidad, rapxdez, reprodu-

' cibilidld, precisién y exactitud.




CAPITULO II

GENERALIDADES



HISTORIA

René Dubos nacié en Saint-Brice Francia en 1901, estudié Quimica de los Suelos y
Agronomfa en Paris. En 1924, fue a Estados Unidos de América y en 1927 obtuvo su
doctorado en Fisiologfa en la Unjversidadde Rutgers y trabajé durante varios afios

en elr ihstituto Rockefeller.

En 1938 Dubos tuvo la idea de utilizar las bacterias del suelo para destruir las
bacterias que producen enfermedades en los vegetales o en los mismos suelos.
Usando una técnica propia, aislé de un suelo cxperimental preparado en un panténo

sembrado, un bacilo esporbgeno gram (+) Bacilo brevis y observé que pudo destru-

" ir al Pneumococo. Mis tarde logré aislar la sustancia activa que produjo el efec-
to ¥ la 11amb tirotricina. En 1939 obtuvo dos subproductos de la tirotricina a

los cuales llam$ gramicidina y tirocidina.

La gramicidina es un polipéptido neutro, que siempre se encuentra mezclado con la
tirocidina (polipéptido alcalino) y que juntos forman la tirotricina, La gramici-
dina constituye un 20% en peso de la tirotricina y el 80% lo integra la tirocidi-
M.

Son auy activos contra microorganismos grampositivos y gramegativos, pero también
~ son altamente téxicos. Este Gltimo factor ha sido en parte disminuido por los far-

‘uc&xticos. con la adicién de formaldehido.

Ademds el descubrimiento de Dubos fue fundamental para la historia de los antibi6-

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

Los descubrimientos de Dubos despertaron el interés de Florey y sus colaboradores

para continuar las investigaciones y lograr algunos descubrimientos en bacteriolo

;ia.v- |




Regocijéndose acerca del fenfmeno natural, Dubos escribif un libro titulado

'Yombres, Medicina y Medio Ambiente".

Lz palabra antibi6tico significa “anti-vida", sin embargo estas substancias pre-
vienen la salud, y 1a humilde bacteria o el insignificante hongo, transforman el

mmdo.

USDS TERAPEUTICOS

La toxicidad sistémica de la Gramicidina limita su uso clinico.
El antibi6tico ha sido empleado en tratamiento de (lceras superficiales, heridas,

piodermos e infecciones de los ojos, nariz y garganta.

Tiene actividad bacteriana y bacteriostitica contra Gam (+). Aplicada sobre la
piel o en los ojos, es (itil en el tratamiento de infecciones produciendo una baja

sensibilizacién, tépicamente ha sido usada al 0.0S5 $.

Se usa para aplicacién local en el tratamiento de queratoconjumtivitis, ocasional
mente es usada para tratamientos locales en infecciones de la boca y garganta, en

" heridas, quemaduras, especialmnté cuando esta presente el Strqitococcus giégenes.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La Gramicidina tiene efecto bactericida para michos microorganismos, por ejemplo:
La Gramicidina es particulammente activa contra bacterias Gram (+) (Pneumococo,

‘Streptococo, Stafilococo, Bacilo de la Difteria, Bacilo esporulado aerdbico, etc.)

La Cramicidina se caracteriza por el espectro antes mencionado, ademds de imhibir
slpunos Bacillus Gram (-). La Gramicidina es dos veces mis activa que la tiroci-

dina, contra bacterias sensibles a ambos agentes.




MECANISMO DE ACCION

La Gramicidina actda a través de una funcién bioenergética alterando 1a célula
bacteriana. Inhibe la fosforilacién oxidativa con una fuerte estimulacién de con-

sumo de oxfgeno en Estafilococo aureus y decrece ripidamente la respiracién con

wna concomitante unién de amino4cidos en el medio en el cual el microorganismo se

desarrolla (Carter and Mc Carty, 1966).

EFECTOS INDESEABLES

la toxicidad de la tirotricina se atribuye principalmente a la accién de 1a tiro-
cidina. La Gramicidina y tirocidina son potentes agentes hemol{ticos, por lo que
el antibi6tico no debe ser administrado por ninguna ruta que pueda permitir la en
trada al torrente sanguineo; cuando se usa apropiadamente en aplicaciones locales
las preparaciones de tirotricina no producen efectos indeseables. La cicatrizacién /
de lasiones superficiales no se retrasa y las reacciones de hipersensibilidad son
.précticamente desconocidas, en algunas ocasiones, se produce hemSlisis cuando la
tirotricina es aplicada en intervenciones quirfirgicas recientes o heridas traumdti

Cas.

Las suspensiones de este antibiftico no deben usarse para irrigaciones paranasales
y sobre todo cuando estén muy préximos a los espacios subaranoideos porque se co-
rre peligro de producir una meningitis fatal. Otras complicaciones serias son la

asnomia y paronosmia probablemente debido al daflo que le ocasionan a las termina-
cionas nerviosas inmediatamente después de una aplicacibén tépica, por ejemplo: en

los senos paranasales.

La Garimicidina no es adecuada para administracién sistémica, se usa para aplica-
cién local, ya que es altamente téxica por aphcncidn mtravenosa y causa dafo di

lataxo el higado y los rincnes, es tunbxén téxica a los eritrocitos e inhibe el
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crecimiento en cultivo de tejidos (Godman § Gilman).

PREPARACIONES, VIAS DE ADMINISTRACION Y DOSIFICACION

La Gramicidina no act@ia por via oral y, no puede ser administrada parenteralmen-
te se emplea tépicamente en solucién o en ungillentos puede también colocarse en
las cavidades del cuerpo, siempre y cuando no haya commicacién directa con el

torrente sanguineo, no debe aplicarse en irrigacién de fistulas o heridas,

Las preparaciones de Gramicidina son en aerosol, en solucién alcohblica y en un-
glentos.

Normalmente la concentracién del antibibtico es de 0.5 mg/ml. 6 0.5 mg/g. canti-
c¢ades mayores pueden ser irritantes.

Una diiucién apropiada de soluciones comerciales (25 mg/ml). puede hacerse con

agua destilada estéril (no con solucién de cloruro de sodio) y forma una suspen-

sibn coloidal que debe ser preparada diariamente.




CAPITULO IIl

IMPORTANCIA ECONOMICA
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La importancia econémica de la Gramicidina puede apreciarse en las tablas 1y 2
de éste capf{tulo donde se describen las diferentes preparaciones farmacéuticas pro
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 importada de Dublin Irlanda, y es la mezcla de cuatro compo-
nentes: Gramicidina A, B, C y D, cada una contiene 87.5, 7.1, 5.1, 0.3 § respecti-

vanente.

La siguiente tabla muestra los diferentes medicamentos que contienen Gramicidina

1a preparacién farmacéutica, cantidad de Gramicidina y el laboratorio que la fa-

brica.

NOMBRE PREPARADO FARMACEUTICO CONCENTRACION |  PRODUCTOR
BIOTARSON-N SUSP. NASAL (16 ml) 0.10 rg/ml TRUSA
BIOTARSON-O SUSP. ORAL (10 ml) 0.10 mg/ml IRUSA
GRANAFEX-NASAL | SOL. NASAL (15 m1) 0.05 mg/nl SOPHIA
GRANBODIN CON |
BENZOCAINA PASTILLAS (20 ) 0.25 mg/past. | SQUIBB
GRANEODIN '
UNGUENTO UNGUENTO  (14.5g) 0.25 mg/g SQUIBB
GRANEODIN NASAL |
C/FENILERRINA | SOLUCION (15 ml) 0.05 mg/ml SQIBS
A | REMA (G0g) 0.025 mg/ml SQUIBB
NEOSPORIN-O SOLUCION  (10m) | 0.025 mg/ml | B. WELCOME
POLIXIN OFTEVO | SOLUCION (10 nl) 0.025 mg/ml | SOPMIA
SN SOUCION  (10m1) | 0,025 mg/ml | CRIOPARMA|
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TABRLA No. 2

Relazién de las ventas correspondientes a 1982. Periédo comprendide de septiem -

bre de 1981 a agosto de 1982.

NOMBRE . UNIDADES VENDIDAS CANTIDAD VENDIDA EN §
BIOTARSON - N 42 800 2'000 000.00
BIOTARSON - 0 157 300 71000 000.00
GRARAFEX -NASAL 33 400 1'000 159.00
CRANECDIN (08 - '
BENZOCATNA 31733 000 119'000 000.00
GRANEODIN UNGUENTO 38300 774 000.00
' GRANEODIN NASAL ’ }
C/FENILERRINA 89 800 1'389 000.00
KENACOMB 93 100 6000 000.00
NEOSPORIY - 0 117 900 $'000 000.00

 NEGSPORIN - D 927 706‘ 35000 000.00
TOTAL i:ﬂl-iﬂﬂ 122:163.452.00




CAPITULO IV

PARTE EXPERIMENTAL: Material y Métodos, Resultados y

Conclusiones.
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El ensayo biolégico por el método de andlisis de 2 + 2 dosis

estd basado en la aplicacidn de dos concentraciones del estindar
una concentraclisn alta y una concentracidén baja y una concentra-
cidn alta y una concentracién baja del problema. De donde se
obtendrdn los halos de inhibicidén cuyo di&metro ser§ proporcional

8 la concentracién del antibiético,

La relacidn de las dosis sucesivas del problema y del estdndar
deben ser iguales, asfmismo serdn iguales el hﬁmero de observa-
clones en cada dosis para las dos preparaciones, En este método

se utilizan 4 cajas de petrl para cada problema en la primera
serie de cajas se aplican 4 dosis de esténdar (2 altas y 2 bajas)

y las 2 concentraciones del problema (la concentracién alta y Baja)
En la segunda serie de cajas se aplican de forma inversa, de esta '

forma obtendremos 6 resultados para cada una de las concentraciones,’
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VALORACION DE LA ACTIVIDAD MICROBIOLOGICA DE ANTIBIOTICOS

La eficacia de los antibibticos desde el punto de vista terapéutico, se demuestra
por su accién adversa indirecta o directamente sobre microorganismos especificos,

bajo condiciones especiales.

Los cambios sutiles debido a la disminucién de 1a actividad antimicrobiana adn no
se puede demostrar por cambios qufmicos, pero s{ mediante valoraciones microbiol$

gicas.

Dentro de los métodos microbiolégicos existen dos sistemas de mediciones de la re

lacibn dosis Vs. respuesta ampliamente difundidos a saber:

1.- Sistemas de difusién en medio de agar, los cuales
se basan en la inhibicidm del desarrollo bacteria

no a dos concentraciones conocidas.

11.- Sistema turbidimétrico o de tubo basado en la in-
hibicién de 1la proliferacién bacteriana ante un
agente antimicrobiano, caracter{stico a diferen-

tes concentraciones dentro de un intervélo cono-

cido,
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Al hacer la aplicacidn del método microbiolégico de 2+ 2 dosis, para la valoracién
de actividad antibi6tica de Gramicidina en un ungilento se tuvieron problemas con
los tamafios de los halos de inhibicién de las dosis altas y bajas; éstos eran muy
pequefios y no se encontrd correlacién entre la dosis y la respucsta obtenida, por
1o que se tuvo que desarrollar un nuevo método, tomando en cuenta que la difusién
de la Gramicidina a través del agar no era my buena debido a que el solvente em-

pleaco en la preparacién de las soluciones no era el adecuado.

Se iricié un nuevo estudio de solventes para la Gramicidina, que fueran miscibles
con ¢l agua, ya que el medio de cultivo va disuelto en agua y por lo tanto se fa-
vorecfa la penetracién del solvente y al mismo tiempo la del antibiético. Con es-

te cambio en el método le siguieron los que a continuacién se ennumeran:

1).- La seleccién del microorganismo que presentara mayor sensibilidad a la Grami = -
cidina y que no fuera inhibido su desarrollo por el disolvente.

2).- La seleccifn de las concentraciones alta y bsja de Gramicidina con las cua-
les se tuviera uns solucién adecuada para que las diferencias en los tamafios
de los halos de inhibicién de las dos dosis no se sobrepusieran, fueran cons

tantes y representativas.

3).- Se estudiaron diferentes diluciones del microorganismo para saber cual nos

proporcionarfa halos de inhibicibn definidos y de mejor tamafio.

4).- Tﬂién se probaron diferentes volumenes de medio para la capi base y la ca-
pa con indculo con los cuales se obtuvieran mejores halos de inhibicién.

5).- E1 pH del medio también se modificé para la obtencién de mejores resultados.

v

Parala evaluscién de cada wo de los parémetros mencionados se utilizé Gramicidi
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na calidad N.F. y, una vez que se desarrollé el método se hicieron determinacio-
nes con materia prima adicionando el placebo y al final se determiné la Gramici-

dina en un ungtiento.

Los principios actives de la formulacién eran:

Un esteroide de accién antiinflamatoria
Nistatina
Neomicina
Gramicidina
Excipientes: ‘
Catbonato de propileno
Propilengliicol
Cera de abejas

Petrolato blanco

-Los factores que Se manejaron y que nos sirvierdn de herrmnieritas clave para efédg
uﬂ'dllo del método microbiolégico para la valoracién de la actividad de Granidd_i_
ns fueron: entre otros, su solubilidad, 1a sensibilidad del microorganismo de prue
ba y el pH del medio,en base a los cuales se hizo la determinacibn de los siguien- -

tes parfmetros indispensables para dicha cuantificacién:

a) Concentracién del microorganismo de prueba

b) Relacién de concentraciomes alta y baja capaz
de medir 1a diferencia de respuesta.

c) Grosor de“la capa base

d) Grosor de la capa inoculada.
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DETERMINACION DE LA SOLUBILIDAD DE GRAMICIDINA

Se determiné la solubilidad de la Gramicidina en diferentes mezclas de agua con
diferentes solventes orgénicos, ya que se asume que el agua puede facilitar la di-
fusifn del antibi6tico en el medio de cultivo y asi poder tener la formacién de

los halos de inhibicién del microorganismo por el antibiético.

Las nezclas utilizadas fuerom las siguientes:

Etanol - Agua ‘ (1:1)
Propilenglicol -Etanol -Agua (4:1:4)
Propilenglicol - Agua .(2:1)
 Propilenglicol -Isopropanol -Agua (1:1:3)
Dimetilsulféxido-Agua | (1:1)
Dimetilsulféxido-Agua _ (4:1)

La mezcla en donde se obtuvo mejor solubilidad fue la de dimetilsulféxido-Agua

(4:1).
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EQUIPO

PERFORADOR DE AGAR

ESPECTROROMETRO UNICAM SP - 800
INCUBADORA A 37 ° 0.5 °C.

JERINGA HAMILTON DE 100 MICROLITROS DE CAPACIDAD
CUENTA COLONIAS QUEBEC- COUNTER
AGITADOR SUPER - MIXTER (LAB-LINE INST.)
AUTOCLAVE

VERNIER

CAJAS PETRI DE 20 x 100 m.

ESTUFA

CHPANA DE FULIO LAMINAR

MEDIOS DE QULTIVO

_ MEDIO DE CULTIVO PARA ANALISIS DE ANTIBIOTICOS No. 1 -
" LACTOBACILOS - CALDO A.0.A.C. e

FOSFATO DIBASICO DE POTASIO R.A.
FOSFATO MINOBASICO DE POTASIO R.A.
CLORURO DE SODIO R.A.
 HIDROXIDO DE S0DI0 R.A.
SULFATO DE S0DIO R.A.
 CLORRORID R.A.
S
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TETRACIORURO DE CARBONO R.A.

METANOL R.A.

PROPILENGLICOL R.A.

ACETONA R.A.

ETANOL R.A.

ISOPROPANOL R.A.

DIMETIL SULROXIDO R.A.

SOLUCIGN SALINA AL 0.9° % ESTERIAL
- SOLUCION AL 2% DE HIDROXIDO DE SODIO
SOLUCION AL 10 % DE CLORURO DE SODIO.

 SELECCION DEL MICROORGANISMO DE PRUEBA

- La seleccién se hizo de acuerdo a la sensibilidad que presentaron varias cepas
. de licroorgmisms frente a la Gramicidina. Se determind en base a la formacién y
" tamato de los halos de inhibicién.

" 1).- PREPARACION DEL MICROORGANISMD

8).- Se resembraron los microorganismos de prucba un dfa antes del ensayo
en tubo que conten(a medio de cultivo apropiado para el crecinen

to de los aismos.

b).- Se inoculé cada medio de cultivo, manteniendo a 48°C con cada
- uno de los microorganismos correspondxentes. Este es el medio de
cuuivo mocuudo.
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Los microorganismos probados fueron:

Stafilococcus aureus ATCC 6538

Streptococcus faecalis ATCC 14506
ATCC 10541 y ATCC 8043.

Bacillus - subtillis ATCC 6633

Escherjchija coli ATCC 4352

I1.- PREPARACION DE LAS CAJAS

Se prepararon series por triplicado para cada microorganismo de prueba de las

cuales cada una de las cajas se utilizé para probar las siguientes técnicas:

Caja 1 - Ténica de perforacién en agar
Caja 2 - Técnica de cilindro placa

Caja 3 - Técnica de sensidiscos

a).- Se esterilizaron 18 cajas petri de vidrio de 100 x 20 mm. por calor seco

a 180° € durante dos horas.

b).- Se distibuyeron uniformcmente sobre las cajas, 21 ml, de medio de culti-
o para antibiético Mo, 1 proparado segln indicaciones y se dejé solidi-

ficar,
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¢).- Sobre la capa basal anterior de cada caja se agregaron 4 ml. de medio
de cultivo inoculado con el microorganismo correspondiente S. aureus,

St. faecalis, B. substillis, E. coli, manteniendo a 48°C, distribuyén-

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

d).- Se perforb el agar (la capa base y 1a 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 impregnados en la solucién de

Gramicidina.

¢).- Se llenaron las perforaciones y los cilindros con las soluciones de

Gramicidina como la muestra la figura No. 1

FIGURA No. 1
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f).- Se incubaron las placas a 37° C durante 16 a 18 horas,

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

inhibicién que formaron los microorganismos.

TABLA - 3

RESULTADOS

NCMBRE: DEL MICROORGANISMD TECNICA DE LA PREPARACION DE LA PLACA
DE_PRUEBA PERFORACION CILINDRO SENSIDISCO
Stadilococcus aureus
+ + +
ATCC 6538 .
Streptococcus faecalis
+ +
ATCC ™ 14506 .
Streptococcus faecalis
+ ¢ L)
ARC 10541 .
Streptococcus faecalis :
. + L L ]
KXC 8043 .
| Bacillus subtillis
+ + L 2
| ATCC 6633 .
Excherichia coli
ATCC 4352
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En donde:

+ = S] presenta halos de inhibicién bien definidos

= NO presenta halos de inhibicién

(R

- presenta halos de inhibicién pequefios y no bien definidos.

El xicroorganismo que formd los halos de inhibicién mds claros y con una zona de
jnhibicién de dos terceras partes ofs grandes que la zona de perforaciém de medio
fue el Streptococcus faecalis ATCC 8043 y también se observé que las cajas pre-

paradas con la técnica de perforacién en agar tuvieron halos de inhibicién mejor
definidos por lo que se concluyé que esta técnica en la que se tenfa una mejor di
fusién de la Gramicidina en el medio de cultivo era la mis adecuada para las eva-

" Juciones posteriores.

~ DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DEL MICROORGANISMD DE PRUEBA

La concentracién éptima de 1a suspensién del microorganismo de prueba se determi-

nd de la manera siguiente:

‘Se prepsraron series de cuatro diferentes concentraciones del microorga

nisso.

" 1).- Preparacién del microorganismo (St. faecalis ATCC 8043)

B nicroorganim de prjxeba debe conservarse s S‘C; ‘o’reséfﬂ;rz_iflo cada semma
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en tubos de ensayo conteniendo 10 ml de medio de cultive Bacto-Lactobacilli
Broth AOAC, esterilizado.

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

a). Agitar el tubo que contiene la suspensién del microorganismo.

b). En condiciones asépticas pasar una azada de la suspensién del
microorganismo al tube que contiene 10 ml, de medio Bacto-
Lactobacilli Broth AQAC.

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

d). Después de este tiempo de incubacifn, diluir con solucién sa
lina, 1 ml. de la suspensién de microorganismos activados de
acuerdo a la tabla 4

e). Leer al espectrofotometrc a 650 nm, y registrar los valores de
absorbancia, usando como blanco las diluciones correspondientes,
. sustituyendo el ml de la suspensién del microorganismo, por
‘1 ml de caldo de Bacto-Lactobacilli AQAC, previamente esterili
zado,

TABLA - 4

PREPARACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DEL MICROORGANISMO.

D-LUCIONES SJSPFNSIG\: DEL SOL. SALINA VALORES DE ABSORBANCIA
MICR(();)&S}A.\ISBD ESTERIL (ML) | OBTENIDOS A 650 nm.
A 1 14.5 0.143
B 1 11.5 0.170
¢ 1 9.0 0.220
D 1 6.0 0.282
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II.- PREPARACION DE LAS CAJAS

Se prepararon 40 cajas de petri de la misma manera como se hizo en la selec

cién del microorganismo de prueba, utilizando la técnica de perforacién en

agar,

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

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

FIGUIRA - 2

‘en donde C At concentracién alta y Cp * concentracién baja.

f).- Tapar las cajas e incubarlas a 37°C, durante 16 a 18 horas,

.§).- Medir los halos de inhibicién,




-~ 28 =

RESULTADOS

Se obtuvierm120 valores de halos de inhibicién de la concentracién alta y 120

valores de la concentracién baja,
Se calcularon los valores promedio para cada dilucién.
TABLA ~ 5

MEDIAS DE LOS DIAMETROS DE LAS ZONAS DE INHIBICION OBTENIDOS CON DIFERENTES CON
CENTRACIONES DEL MICROORGANISMD.

PROMEDIO DE HALOS DE
DILUCION INAIBICION PARA: DIFERENCIA
CONC. ALTA CONC. BAJA ( ™)
25mcg/ml 10mcg/ml
A (0.143) 19.17 mn 17.74 m 1.43
B (0.170) 20.62 mm 18.80 ym 1.82
C (0.220) 20.05 mn 18.65 mm 1.40
D (0.282) 20.57 m © 18.62 mm : 1.95

A pesar de que la diferencia no fue la mayor se scleccion6 la dilusién A" por

presentar los halos mejor definidos para las valoraciones de Gramicidina.
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DETERMINACION DEL PH - OPTIMD

1.- Se prepard el microorganismo de prueba de la misma manera que en la determi

nacién de la concentracién éptima del microorganismo de prueba.

2.- Preparacién de los Medios:

Composicién del Medio:

Extracto de camne ' 1.5¢g
Extracto de levadura 3.0¢g
Casitona 4.0 g
Peptona : ' 6.0 g
Dextrosa - 10g
Agar ' 15.0g

Cnpa Basal:

a).- Se pesaron por duplicado 6.1 g de medio cultivo para antibi6ticos No. 1
b).- Se rehidrataronconporciones de 200 ml. de agua destilada frfa.

¢).~ Se calentaron a ebullicién para disolverlos completamente.

d).- Se ajustd uno de los medios de cultivo a un pH de 7.0 y el otro se dej6
al pH del medio (6.6 * 0.1).

¢).- Se esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a una atmésfera de pre
sibn y 121° C.

f) .- Se prepararon las cajas con este medio”dre‘gplt‘iyo_.
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Capa con Inéculo:

a) se pesaron por duplicado 3,05 g de medio de cultivo para antibibti-

cos No. 1 en un matraz erlenmeyer de 250 ml.
b) Se rchidrataron en con 100 ml. de agua destilada fria.
¢) Se calentaron a ebullicién para disolver el medio completamente.

d) Se ajustd el medio a pl 7.0 y ¢l otro se dejé igual (pH 6.6) y se
esterilizaron.

e) Se inocularon con dos ml. de la solucifn preparada con microorganis
o 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.

III.- PREPARACION DE LA SOLUCION DE GRAMICIDINA

a).- Se pesaron 5 mg. de Gramicidina y se pasaron a un matraz volumétri
to de 10 ml.

b).- Se disolvieron en dimctilsulféxido-agua (80/20) y se aforarom,

¢).- De esta solucibn se midicron 0.5 ml, y se transfirieron a un ma-
traz volumétrico de 10 ml., se disolvieron y se aforaron con di-
metilsul £6xido-agua (80/20). Concentracién final 25 mcg/ml.
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d).- Se aplicaron 100 mcl. de esta solucién a cada una de las perfora
ciones, como en los casos anteriores.

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

f).- Se midieron los halos de inhibicién,

RESULTADOS

PROMEDIOS DE LOS HALOS DE INHIBICION DE CADA UNA DE LAS CAJAS EXPRESADOS EN MMV,

TABLA - 6
CAIA Now PROMEDIOS DE LOS HALOS DE INHIBICION EN ( MM )

pH 6.6 pH 7.0
1 18.20 19.40
2 18.25 19.30
3 18.32 19.45
a 18.35 | 19.55
5 17.98 . 19.80
6 18.50 19.97
7 18.41 ' 19,50
8 18.38 19,50

Se cbtuvieron difmetros de inhibicién mds grandes en el medio que tenfa pH de
7.0.
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GROSOR DE LA CAPA CON INOCULO Y DE LA CAPA BASAL

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

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

1.- PREPARACION DE LAS CAJAS

a).- Se esterilizaron nueve cajas de petri.

b).- Se distribuyé uniformemente sobre las cajas 25 ml. de medio de cultivo
preparado segln las indicaciones y se dejé solidificar.

Capa con Inoculo

c).- Se pesaron 3.05 g. de medio de cultivo para anflisis de ant_ibiéti;os No.l
d).- Se rehidrataron con 100 ml. de agua destilada fria.

¢).- Se calentaron a ebullicién hasta disolverlof

f).- Se ajusté el pH a 7.0 y se es‘terilizé.

g) .- Se inoculo con 2 ml. de la suspensién del microorganismo.

h).- Se agregaron sobre 1a capa basal 3.5, 4 ¥ 5 ml. del medio de cultivo
' _inoculado previamente con Streptococcus faecalis ATCC 8043 y se distri-
“buyé uniformemente en todr la superficie y se dejé solidificar.
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" 1).- Se hicieron seis perforaciones de la capa inoculada y 1a capa base en ca-
da una de las cajas.

Cambios en la Capa Basal

a).- Se prepararon cajuas de petri.de vidrio previamente esterilizadas y se
les adicion§ 23, 24 y 25 ml. de medio de cultivo para anilisis de anti
biéticos No. 1 a tres cajas para cada volumen de capa basal, y se deja
ron solidifijcar.

b).- Se agregaron sobre cada una de las cajas con la capa basal, 4 ml. de
medio de cultivo previamente inoculado con St, faecalis ATCC 8043, y se
distribuyeron uniformemente en toda la superficie y se dejaron solidifi
car.

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

11I.- SE PREPARO LA SOLUCION DE GRAMICIDINA A LA CONCENTRACION DE 25 MCG/ML.

RESULTADOS

1).- In las cajas, en las cuales se variaron las capas basales no se observé
cambio alguno en el desarrollo del microorganismo o en los halos de in-
hibicién.

2).- En cambio al hacer las variaciones en los volumenes de la capa con inoculo
se obtuvieron halos de inhibicién no definidos o demasiado pequefios, y en

- las cajas que conteninp 4 ml. de medio inoculado se observaron zonas de

inhibicién de tamafio adecuado,
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SELECCION DE LAS CONCENTRACIONES ALTA Y BAJA DE GRAMICIDINA

Para encontrar las concentraciones de Gramicidina alta y baja mis adecuadas, con
las cuales se tendrian diferencias significativas en los tamafios de los didmetros
de las zonas de inhibicifn, se prepararon soluciones con las siguientes concentra

cimes de Gramicidina 5, 10, 15, 20 y 25 mcg/ml.

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

teriormente.

1.~ PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE GRAMICIDINA

a).- Se pesaron 5.0 mg. de Gramicidina y se pasaron a un matraz volumétrico

de 100 ml,
b).- Se disolvieron en dimetilsul féxido-agua (80/20) y se aforaron al volumen.

¢).- De esta solucién se efectuaron las siguientes diluciones.

TAMA - 7

S)MLUCION DE ALFORD CON DMSO CONCENTRACION
GRAMICIDINA 80/20 OBTENIDA
(500 mcg/ml) (m ) (mcg / ml)

0.1 10 5

0.2 10 10

0.3 10 | 15

0.4 10 20

0.5 B woo B




- 35 -

d).- Se aplicaron 100 mcl. de cada una de las concentraciones de la solucién de
"Gramicidina para cada caja, como indica la figura, y se taparon las cajas
cuidadosamente.

La perforacién No. 6 se 1lendé con DMSO-Agua (80/20) como blanco.

&)
@.@

@

FIGURA No. 3

€).- Se incubaron las placas a 37°C durante 16 a 18 horas.

£).- Se midieron los didmetros de las zonas de inhibicién.

2).- Se swmaron los 15 datos obtenidos ‘para cada concentracién y se calcularon las
medias aritméticas.

h).- Se graficaron los resultados obtenidos formando una 1{nea recta.
(Grkfica No. 4)

RESULTADOS
TABIA - 8
CONCENTRACION DE GRAMICIDINA : PROMEDIO DE LOS DIAMETROS DE
( MG/ ML) LOS HALOS DE INHIBICION (M)
5 11693
10 17.92
15 ' ‘ : 1.5
20 , ~ 18.98
25 19,30

De donde se comxderé que la diforencia de 2,37 m, correspondiente a ln concen- N
tmionesdeSyszc/al era ladsadecuada '
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FACTORES SELECCIONADOS PARA EL METODO MICROBIOLOGICO DE 2 + 2 DOSIS PARA LA

VALORACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GRAMICIDINA.

1.- El sistema de solventes que facilitd la difusién de la Gramicidina fue:

Dimetilsulféxido-Agua (80/20).

2.~ El microorganismo de prueba mis sensible a la Gramicidina y que presentd

mejores halos de inhibicidn fue: Streptococcus faecalis ATCC 8043,

3.- La técnica de perforacién también facilité la difusién del antibibtico for
| mando halos de inhibicién definidos y de tamafio adecuado,

4.- La concentracifén 6ptima del microorganismo de prueba fue por cada 100 ml.
de medio de cultivo 2 ml. de uma suspensi&t del microorganismo, dilufda 1
en 14.5 ml. de solucién salina, ajustando a una densidad 6ptica de 0,143 t,
0.005 a una longitud de onda de 650 nm.

5.- Las concentraciones alta y baja del antibi6tico fueron de 5 y 25 mcg/ml.

6.- El grosor de la capa base no afect$ el tamafio del halo de inhibicibn. En

cambio el grosor de la capa con inoculo quedd establecida en 4 ml.

7.- El pH que favorecié el tamaflo de la zona de inhibicién fue de 7.0.
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Una vez definidas todas las variantes se volvié a probar el método con materia
prima para lo cual se prepararon cajas de petri de acuerdo al método desarrolla
do y se hicieron recobros utilizando materia prima de Gramicidina, en cinco di-
ferentes concentraciones 5, 10, 15, 20 y 25 mcg/mi. de donde se obtuvieron S0
resultados para cada una de las concentraciones (grdfica No. 1). Haciendo una
comparacién de las medidas de los halos de inhibicién para cada concentracién
Tabla 9 con los medias de la tabla 8 , estos son bastantes similares por

1o que se demuestra que hay reproducibilidad en el método.
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TABIA - 9
RESULTADO DE 5 CDNCEI\mRAMICIDINA COMO MATERIA PRIMA

No. DB
MUESTRA

|
HOWa 0N b

od prd fmh Yt ok Sb Dk
DG PNNSAN

CONCENTRACIONTES

S mcg/ml 10 mcg/ml 15 mcg/ml 20 mcg/m} 25 mcg/ml
DIAMETRO DIAMETRO DIAMETRO DIAMETRO DIAMETRO
EN M. EN MM, EN M. EN MM, EN MM,
16.90 17.80 18.35 18.75 . 19.15
16.90 17.80 18.35 18.75 19.18
16.90 17.80 18.32 18.75 19.15
16.90 17.80 18.32 18.75 19.20
16,93 17.94 18.32 18.85 19.10
16,93 17.94 18.25 18.85 19.10
16,93 17.90 18.25 18.81 19.10
16.94 17.90 18,25 18.81 19.10
16.94 17.82 18,45 18.81 19.16
16.93 17.82 18.45 18.76 19.20
16.93 17.82 18.37 18.76 19.00
16.90 17.91 18.49 18.76 19.00
16.90 17.91 "18.38 18.83 19.00
16,90 17.96 18.38 ; 18.83 19.00
16,90 17.96 18.38 18.83 19.04
16,95 17.96 18.50 18.80 19.02
16,95 17.96 18.50 18.80 1 19.02
16,95 17.86 18.42 18.80 19.20
16,95 17.87 18.30 18.79 19.10 .
16.95 17.87 18.42 18.79 19.10
16.87 17.89 18.48 18.79 19.10
16.87 17.89 18,48 18.80 19.10
16.87 17.90 18.48 18.85 19.05
16,85 17.90 18,55 18.85 19.05
16.85 17.85 18.55 18.85 19.05
16.85 17.25 18.42 18,85 19.02
16.85 © 17.85 18.24 18.84 19.20
16.93 17.85 18.24 18.84 19.20
16.90 17.94 18.35 18.84 19.20
16.92 17.94 18.35 18.80 19.08
16,92 < 17.94 18.35 18.80 19.08
16.92 17.94 18.36 18.80 19.08
16.87 17.86 18.40 18.80 19.10
16.87 17.91 18.40 18.81 19.10
16.87 17.91 18.40 18,81 19.10
16.90 17.87 18.40 18.50 19.10
16.90 17.87 18.42 18.80 19.05
16.90 17.86 18.39 18.80 19.05
16.90 17.86 18.39 18.79 19.0%
+16.86 17.89 18,39 18,79 19.00
16.86 17.89 18.5% 18.77 19.00
16.86 17.82 18.55 18,83 19.00
16.86 17.82 18.5% 18,78 19.10
16.88 17.86 18,42 18,75 19.1%
16.88 17.06 -38.50 18.77 19.10
16.88 17.90 18.50 18.77 19,10
10094 17.90 15.38 18.77 19.10
16.94 17.88 10.38 18.%0 19.10
16.90 17.88 18.38 18.80 19.1%
16.90 17.08 10,40 19.15

18.80
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ORAPICA Neo. |

GRAFICA OE LAS MEDIOAS DE 80 RESULTADOS DE GRAMICIOINA MATERIA
PRIMA + LACERO. EN 8 CONCENTRACIONES ( 8 MCO/ML = 10.00 MW, IOMCA/ML =
I7.88 MM, IS MCO/ML 2 18.40 MM, 20MCG/ ML= 18.60 MM, 28 MCO/ML2 (0.10MM)

&
e
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Las desviaciones estdndar y los valores de los medias para cada concentracién son:

TABLA 10
CONCENTRACION | @ ¥
5 meg/ml 0.3146 16.90
10 mcg/ml 0,046 17.88
15 meg/ml 0.0841 18,40
20 mcg/ml 0.0312 18,80
25 mcg/ml 0.0635 19.10

Como se observan son muy pequeiios lo cual nos demuestra que el método es v&!ido.
El Factor de correlacidn es de 0.967, y nos dice que los resultados presentan una
linearidad adecuada.

E! intervalo de confianza es:

para 5 mcg/ml ICgsz = 0.3146 x 2.01 = 0,08943

16.90 + 0,68943 : 1mites 16.989 - 16;9)0‘;

para 10 mcg/ml  IC

= 0,046 X 2,01 = 0,013076

17.88

14

0.013076 ; 1imites 17.893 -~ 17.867

para 15 meg/ml IC

- 0,0841 X 2.01 = 0,02391
95% ———
18.40 t 0.02391 ; Tmites 18,424 - 18.376
para 20 meg/ml  IC = 0,0312 X 2,01 =  0,00887 : '
95% gy
18,80 + 0,00887 ; limites 18,801 - 18,791

blra 25 mog/ml icgsx = 0,0635 x 2,01 = 0,01805
, 50

19,10 . + 0.01805 ; 1Tmites 19,118 - 19,082
El fector de student para 49 gradés de libertad a 0,05 de probabilidnd‘os 2,01



Paru cuinplir con nio do Jos oh_h-tiva.\; 4&111 Tesarrollar ol método microbiolépico, lu
valoracida ae 12 potencia antipidtica de 'u Gramiciding on un ungiiento, se efectub
el andlisis un el producto obteizicndo S0 valores para le concentracifn buja

{ 5 wcg/ml ) y 50 valeros para la concentrucin alta 25 rcg/ml.

No, DE ESTANDAR ESTANDAR UNGUITO UNGUENTO
MJESTPA 5_MCG/ML 25 MG/ 5 MOC,ML 25 MCG/M
1 16.88 19.15 16.7 19.15
2 16.80 19.20 16. 52 18.95
3 16.80 19.20 16.16 18.95
4 16.80 19.20 16.47 18.95
5 16,65 19.20 16.61 18.80
6 16,65 19.15 16,4l 19,20
7 16.65 19.15 16,63 19.40
8 16.65 19,22 1€.50 19.15
9 16,51 19,22 16.00 19.15
10 16,51 19,22 16.61 19.05
11 16.55 19.10 16,42 18.98
12 16.55 19.10 16.32 19.41
13 16,45 19.15 16,40 18.85
14 16.45 19,25 16,43 . 18.98
15 16.45 19.2 16.78 , 18.98
16 16,48 19.25 16.79 19.20
17 16.48 19,25 16.80 19,20
18 16.48 19.15 16.79 - 19.20
19 16.60 19.15  16.83 18.50
20 16.60 19,15 16,85 18.95

. 21 16.66 19.20 16.83 18.90
22 16.66 19.20 16.82 19.43
28 16.66 19.20 16.82 1¢.41
2 16.70 19.20 * 16,85 19.45
25 16.70 18,95 16.84 19.45
2% 16.70 18,95 16.84 19.15
27 16.65 18.95 16,61 19.15
1645 19.10 16.53 18.85
29 16.45 19.10 16.46 : 18.95
30 16.45 19.10 16.47 18.50
31 16,55 19.10 16.82 19.43
32 16.55 19.17 16,80 19.40
33 16.55 19.17 16.30 19.15
M 16,55 19.17 16.85 19.3¢
35 16,60 19.25 16.85 19.40
3% 16.60 19.25 16.85 19,40
3 16.60 19.25 1€.85 18.80
58 16.60 © 18,95 16.78 18.95
39 16.51 18.95 . 16,78 19.40
40 16.51 1%.95 16,20 18.85
a 16.51 19.15 16.30 18,98
@ 16.50 19.15 16,30 19.45
43 16.50 19,20 16,16 18.95
“ 16.58 19.20 16,16 18.95
a5 158 19,20 16,551 18.95
46 15.58 19.22 16,78 18,98
¢ 16.7¢ 19,2) 16,73 18.98
4§ 16,71 19.25 16,50 19,45
q¢ .72 19,25 1650 19,20
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Valores estad{sticos de las 50 lecturas dc los halos de inhibicién desarrollados

al analizar el ungtiento,

TABLA 12
CONCENGRACION MEDIA o« I
DE SRAMICIDINA x a5% LIMITES ERROR
5 mcg/ml 16.596 0.10679 0.0303 16.703-16.566 0.015
m .
2s ;%/-1 19.159 0.0899 0.0255 19.184-19.133 0.0127
§ xg/ml :
~ unglento 16.717 0.1345 0.0382 16.755-16.679 ‘ 0.019 -
1 2% xg/ul ‘ ‘ ' B
ungliento 19.126 - 0.21%7 0.0607 19.187-19.065 0.0302
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RESULTADOS

... 1.~ Si graficamos los resultados obtenidos para el ungliento sobre la 1fnea obteni
. . '... dade lagrdfica de lascinco concentraciones demateria prima de Gramicidina, ve-

. mos que estos quedan exactamente en la recta por lo que conclufmos que es 1i-

neal.

R 2Nl " evaluacifn estadistica del método microbioldégico de 2 + 2 dosis a través

. tndos pen - de los resultados nos indica que:

TABLA |3

. Toe |y | CONCENTRACIONES | MATERIA PRIMA UNGUENTO
Lo MG / M 6~ | IC95% | ERRR | €~ IC 95% | ERROR
ISR S 0.3146 | 0.08943 ; 0.0445 ; 0.1345 | 0.0382 0.019

0,063 25 0.0635| 0.01805 | 0.00898f 0.2137 } 0.0607 0.0302
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También se hicieron recobros con 375 mcg y 275 mcg de materia prima de gramicidina
con el mismo fin de verificar la reproducibilidad del método, Con los valores obte

nidos se evaluo estadfsticamente el método.

TABLA - 14
MCG DE GRAMICIDINA MCG DE GRAMICIDINA v IE
AGREGADOS RECUPERADO RECUPERACION
375 375.0 100,00
375 378.7 101,00
375 364.0 | 97,00
375 o ©390.5 104.00
375 o 37.8 0 100.08
375 i | 3.6 99,89
5. : 32 ' 99,00
375 371.2 99.00
375 386.0 103.00
s 375.7 100,19
275 | 262.8 95.56
275 270.7 98.44
I 269.7 | 98.07

s | 80 101,00
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En donde:

X =99.76 y ()% = 9 952.06
y la desviacién estindar es:

o= 2.21

El intervilo de confianza de 1a media al 95% de probabilidad es:

1C = & x factor de t = 2,21 x 2,16

/n V14

95 %

IC 95§ 2.21 x 2.16 = 1,28

Nota: E1 factor de t para 14 es de 2.16 (en tablas to.475" 2.16)
por lo tanto el método es vilido,

), =% _-A

1

X

i )
e 53 -(x)
n-1 n

2214 [ 13038 - 0952.06]
¥ o
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= 1.077 [_9 956,29 - 9 952.06]

w)
u

4.556

n)
n
3

tn)
]
hat
wn
wn
&

w)

§_ = 2.13//18

I

« 213 /374

= 0.51

S5i t de muestrases MAYOR que t de tablas RECHAZAR.

- ﬁ?~ = 2,21 = 2,21 = 0.6

—— pm———

403 J
' 99.76 ¢+ 1. 2& limites de 101.04 - 98.48

Elistiri el 95% de probabilidad que un resultado sea verdadero si cae dentro de es
tos linites.
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Otras concentraciones a 10s que se trabajé para verificar con el método fueron a
S g/ml como dosis baja y 15 mcg/ml como dosis alta.

Los resultados demuestran que el tamafio de los halos se conserva en la misma pro
porcién que cuando se hicieron determinaciones con las 5 dosis (5, 10, 15, 20 y
25 xcg/ml). (Ver tabla anexa).

Los valores para la media y la desviacién esténdar son:

TABLA 15
VALORES PROBLEMA ESTANDAR PROBLEMA ESTANDAR
ESTADISTICOS BAJO BAJO ALTO ALTO
 { 16.19 16.16 18.15 18.20
o 0.0282 0.0115 0.0115 0.0100

Los valores de las desviaciones estédndar son muy pequefios por 10 que se confimma
1a validez del método.

TMBLA L6

Resultado de 50 medias de 10s halos de inhibicién de problems y esténdar.

PROMEDIO DE LOS HALOS PROMEDIO DE LOS HALOS DE DIFERENCIAS ENTRE
DE_INHIBICION DEL PRO INIBICION DEL ESTANDAR EL ESTANDAR Y EL
BLBW EN M. = EN MY, PROBLEMA EN M.
Py 18,15 E, 18.20 0.05
Hoe By 1616 S 0.03
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En donde:
P, = Problema Alto

P, = Problema Bajo

A = Esténdar Alto

Ey = Esténdar Bajo
Las diferencias en el tamafio de los halos entre estfndar alto y esténdar bajo y
problema alto y problema bajo son:

P, - P = 2,04 mm,

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

mantiene la uniformidad en los resultados.
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TABLA - 17

RESULTADO DE 51) LECTURAS PARA ESTANDAR Y PROBLEMA (UNGUENTO) EN LAS CONCENTRACIONES
' DE 5 y 15 MCG/ML

PROBLEMA ESTANDAR PROBLIMA ESTANDAR
BAJO (M) BAJO (MM ALTO (M) ALTO (M)
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 18.21
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 18.16 - 18.20
16.17 16.17 18.17° . 18.20
16.21 16.14- 18.17 18.20
16.17 16.14 18.17 18.19
16.17 16.15 18.14 18,19
16.18 16.17 18.14 18,19
16,18 16,15 . 18,15 18.19
16.20 16.17 18.15 18.20
16.20 , 16.17 18.15 18.21
16.21 16.16 18.15 ‘ 18.18
16.21 16.16 - 18.13. 18.18
- 16.25 16.16 18.16 18.20
16.25 16.16 18.14 18.19
16.25 -16.16 18.15 18.20
16.25 16.14 18.15 18.20
16.19 16,15 18.15 18.20
16.17 16.17 18.14 15.18
16.21 36,16 18.14 18.18
16.19 16.17 18.14 18.21
16.19 16.15 18,14 18.21
. 16.17 16.16 18,15 18.20
16.20 16.16 18.15 18.21
16.17 . 16.16 18.15 18.20
16.18 16.16 18.15 18.21
16.21. 16.16 18.17 18.21
16.20 16.17 18.17 18.20
16.20 16.17 18.14 18.20
16.20 16,17 1.4 18.21
16.20 " 16.17 18,14 18.21
16.16 . 16.14 18.16 18.20
_16.16 ‘ 16.14 . 18.16 18.20
16.16 -16.14 ‘18,16 -18,20
16.16 16.14 S 18.16 - 18.20

16.16 - 1818 R TR T 10.20
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RESUMEN

la aplicacién del método microbiolégico de 2 + 2 dosis de difusién en placa por
perforacién para la cuantificacién de Gramicidina en ungilento, se basa en una se-
rie de extracciones para la separacién de ésta de los demds componentes activos y

excipientes de la formlacién.

Posteriormente se evaporan los solventes de extraccién y se.hace la recuperacién
en el disolvente para la aplicacién de la Gramicidina en las perforaciones efec-
tuidas en el medio de cultivo de cada caja de petri, con el cual se obtuvo una

buena difusién del antibidtico a través del agar, logrando as{ la inhibicién del
desarrollo de los microorganismos, marcando las zonas de no crecimiento para la

cuantificacién de la potencia del antibibtico.

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

las evaluaciones estad{sticas.

Asi mismo se hizo una extensa recopilacién de datos tedricos y pricticos de las
propiedades fisicas, quimicas, fisicoquimicas y biolégicas de la Gramicidina pa-

ra Ia monografia.



CAPITULO V

- MONOGRAFIA (QUE SE PROPONE PARA LA FARMACDPEA
MACIONAL DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANDS.
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GRAMICIDINA

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 una potencia de no menos de 900 mcg. de actividad por mg.

a).- Nombres Quimicos y Sinénimos

Gramicidina D, (Dubos)
Gramicidina S, (Soviética)

Gramicidina C, (Soviética)

b).- Férmula Desarrollada

Gramicidina D, (Dubos) - Lienal

HOD-Val -Gly-Ala-Leu-Ala-Val-Val -Val - [Trp-Leu] - Trp-NiCH1, Q1,0
(U (L) () (L) (D) (L) (D) (L) (O (L)
= [ ] = = 3 L} = a .3 L )

Cramicidinas S 6 C (Soviética) : Ciclicas.
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¢).~ Formula Condensada

¢

60 H

92 N

12 ©

10

d).- Peso Molecular

Gramicidina Soviética: 1 141.49

Gramicidina Dubos : alrededor de 2000

e).- Descripcién

Polvo cristalino, blanco o ¢asi blanco, inodoro.

f).- Solubilidad

Soluble en alcohol e insoluble en agua.

8) .- Ensayos de Identidad

La absorbencia de uma solucién 1 en 20 de Gramicidina en alcohol
determinada en una celda de 1 cm. a una longitud de onda de 440 9"
usando un espectrofotémetro apropisdo, no excede de 0.096.

Formacifn de clorhidrato de Gramicidina.-

Recristaliza en form de prismas en etanol-fcido clorhfdrico di-
lufdo. Este se descompone a 277° - 278°C y tiene una rotacién &p
ticade [ec/?) - 209° a una concentracién de 0.43 /100 ml.

en etanol al 70% es libremente soluble en alcohol, ligeramente
soluble cn acetona, précticamente insoluble en agua, &cidos Y 41-

- calis.
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h).- Pérdida al secado

NOMASDE 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 periddo de secado. Secar a una tenperatura
de 60° y a una presién de 5 mn. de mercurio durante un tiempo no menor a

tres horas. Al final del perifdo de secado, reemplazar el vacié de la estu-
fa con aire seco pasado a través de un agente secante tales como 4cido sul-
fGrico o silica gel. Colocar la tapadera en su lugar y poner el pesafiltro
en un desecador sobre un agente desecante tales como pentéxido de fésforo

o sflica gel, dejar enfriar a temperatura ambiente y volver a pesar, calcu-

lar el porcentaje de pérdida.'

i) .- Resfduo de Ignicién

NO MAS DE 1.0 §

3).- Runto de Fusién

229° - 230* C después de haber sido secada.

k).- Pruebs de Seguridad

1.- Animal de Prueba

Usar ratones albinos que no havan sido usados prévimhte y niﬁtenidob
a una dieta controlada de comida y agua.
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El dia de la prueba usar aquellos ratones que tengan un peso no menor de 18 g

y no mayor de 25 g, Durante 1a prueba cada grupo de ratones a los que se les

ha administrado la muestra deberfn ser colocados en una caja con las instala-

ciones necesarios y recibirdn comida y agua, el medio ambiente deberd mantener

s¢ a una temperatura constante en cualquier época del afio.

2).-

3).-

4).-

Preparacién y administracién de las soluciones.

Diluente: Goma de acacia.-

Disolver 10g, de goma de acacia en aproximadamente 50 ml. de agua destila-_
da. Dejar reposar toda la noche a temperatura ambiente y diluir a 100 ml,
con agua destilada. Filtrar a través de algodén. Almacenar en refrigera-
cifn.

Preparar la muestra utilizando el diluente mencionado para tener una con-

centracién final de 5 mg/ml. ‘

Procedimiento

Usar jeringas de vidrio y agujas estériles No.26 y 1} pulg. de longitud. A
cada uno de 5 ratones administrar intraperitonealmente 0.5 ml. de la solu-
cién.

Evaluacién

Observe los ratones por 48 horas, si ningln animal muere en el periddo de

‘observacién, el antibiético pasa 1a prueba de seguridad. Si wo o mis ani-
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males mieren el perfodo de observacién repetir la prueba una o mis veces usando
para cada rpmeba S ratones que no se han usado previamente, con un pesoc de 20 g
( to.s g). Si el nimero total de animales muertos incluyendo la prueba original

no excede el 103 se considera que el antibiético pasa la prueba de seguridad,

METODO MICROBIOLOGICO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GRAMICIDINA POR

2 + 2 DOSIS

Preparacién de la muestra patrén de Gramicidina

Pesar con exactitud aproximadamente 62.5 mg. de Gramicidine; en un matraz volumé-
trico de 100 m}. disolver en dimetilsulféxido y aforar (concentracién 0.62571:3/

ml) De esta solucién medir 1 ml. y transferirlo a un matraz volumétrico de 25 ml
- aforar con una mezcla de dimetilsulféxido-agua (4:1). Esta solucién corresponde
a la dosis alta de la solucién patrén (céncentracidn 25 m:g/mi). Medir 2 ml de

1z solucién anterior y llevarlos a un matraz volumétrico de 10 ml. aforar con la
mezcla, ésta solucién corresponde a la dosis baja de la solucién patrén (concen-

tracién § mcg/ml).

Preparacién del microorganismo de prueba:

Censervar el microorganismo de prucba (Estreptococcus faccalis ATCC 8043) a 5° C
o resembrindolo cada semana en tubos de ensayo conteniendo 10 ml. de medio de
cultivo Bacto Lactobacilli Broth AOAC. Sembrar una azada en un tubo con inoculo

reciente e incubar a 37° C de 12 a 18 horas aproximadamente.

Colocar 18 ml, de solucidn salina estéril al 0.9% en un matraz erlemeyer de 125

m.. estéril, adicionar 3 ml. de la suspensién del microorganismo de prueba y ajus
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tar a una densidad éptica a 0.1433 0.05, a una longitud de onda de 650 nm. con-
tra un blanco preparado de igual forma que el inoculo, usando el medio de culti-
vo en lugar de la suspensién del microorganismo. Con esta suspensién inocular a
una concentracién de 2%, el medio de cultivo Antibiétic Medium No. 1, esteriliza
do y enfriado a 48° C, manteniéndolo a esta temperatura para evitar que solidifi

que.

Preparacién de las Cajas

Util.izar 4 cajas para cada problema.

1).- Esterilizacién de las cajas de petri:

Esterilizar por calor seco a 180° C durante dos horas, 10 cajas petri de vi

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

a.- Distribuir uniformemente sobre cada una de las cajas 25 ml. de medio de
cultivo para antibiético No. 1, preparado y esterilizado de acuerdo a

las indicaciones, esperar a que solidifique.

b.- Agregar sobre el medio de cultivo ya solidificado 4 ml. de medio de cul
tivo para antibi6ticos No. 1 a 48° , previamente esterilizado e inocula

do con Estreptococcus faecalis ATCC 8043, como se indicé anteriormente;

distribuyéndolos uniformemente en toda la superficie, dejar que solidi-
fique. Es importante que la capa inoculada se deje reposar durante 20
minutos para que solidifique, ya que de esto depende el que obtengamos

perforaciones con bordes bien contorneados.

c.- Una vez que ha solidificado el medio inoculado se procede a hacer seis
perforaciones de la capa base y la capa inoculada, en cada una de las

cajas con un perforador de agar de tal manera que cada perforacibn se
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encuentre a intervdlos de 60° formando un hexdgono regular, cuidando que queden

perfectamente contorneados los bordes,

d.~ Llenar las perforaciones ccn 100 mcl de las concentraciones altas y bajas de
las soluciones problema y patrén de Gramicidina con una microjeringa

Hamilton's de acuerdo a la siguiente figura,

€.~ Tapar las cajas de petri y llevar las placas a la estufa de incubacién, evitar
cualquier derrame de la solucibén, ya que puede originar zonas de respuesta

irregular.

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

o\ (0%
| Q@@ - @@@

FIGURA - 4

a, b, 1 - concentracién baja de la solucién patrén ( 5 mcg/ml)
e, d, 4 - concentracién alta de la solucién patrén (25 mcg/ml)
C» 2; 3 - concentracifn baja de la solucién problema

f, 5, 6 - concentracién alta de'la solucién problema

Efectuar los célculos en base a las siguientes férmulas para el método de 2 + 2
dcsis.
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A= {Sa + 8b) -~ (Pa + Pb)
B= (Sa +Pa) - (Sb + Pb)
En dande:

Sb = Difmetro promedio de las zonas de inhibicibn correspondientes a las dosis

menor de la solucién patrén.

Sa = Didmetro promedio de las zonas de inhibicién correspondientes a las dosis

/

mayor de la solucién patrén.

Pb = Didmetro promedio de las zonas de inhibicién correspondiente a la dosis

menor de 1a solucién problema.

Pa = Didmetro promedio de las zonas de inhibicién correspondiente a la dosis

mayor de la solucién problema.

*~ Nota: En el caso en que 1a suma de los promedios de las zonas de inhibicidn del

problema sea menor que la del patrfn, se invierten los términos de la

ecuacién para que "A" tenga un valor positivo,

Después de obtener el valor de A y B, determinar la relacibn de actividades (R)

con la siguiente férmula:
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R = Antilog, de M

M= log D x (A/B)

Dosis alta del patron

En donde: M=A/B Log Dos:s baja del patron

Log 5 = 0.699

Por lo tanto M = 0.699 (A/B)

Los microgramos de Gramicidina por gramo de ungiento se calculan de la siguiente

minera:
/g = RECXF
Donde : C = Dosis mayor de la solucién patrén en mcg/ml

F = Factor de dilucién ccrrespundiente a 1a dosis

myor de 1a solucién problem:.

Pm » Peso de 1a muestra expresado en gramos,

Nota; Cuando los promedio de las zanas de inhibicién del problema sean menores
" que los del patrén, es decir cuando se inviertan los términos de la ecua
cibn para obtcner un valor positivo de A, deberd usarse el recfproco (1/R

de 1a relacién de actividades en 1a Gitima férmula).
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Usios.

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

nariz y garganta.

Dosis Usual

En solucién al 0.05 &%

Enveise y Almacenamiento

Consérvese en frascos bien cerrados.
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CONCLUSIONES

Se desarrollé un método microbiolégico de 2 + 2 dosis de difusién en placa usando
la técnica de perforacién de agar, y se adapt6 el método para la valoracibn de Ia

actividad de Gramicidina en materia prima y en un ungllento poliférmace.

La evaluacién estadfstica de los resultados obtenides al aplicar el método desarro

1lado indica que es preciso, exacto y confiable, por lo que se recomienda su apli

cacidn,

Para darle sensibilidad al método se buscaron las condiciones éptimas de pH, con-
centracién del microorganismo, volumen del medio de cultivo, el solvente més ade-
cuado para favorecer la difusién del antibiético en el agar, y la selectividad se
obtﬁvo al hacer la separacifn de los excipientes y activos que pudieran interferir

en 1a valoracién.

La eleccién del disolvente ( DM S O - AGUA ) para 1a Garamicina favorecié la difu-
s:6n de &sta a través del agar por la técnica de perforacibn elegida, facilitando
1a benetracién del antibibtico evitando el desarrollo del microorganismo. Las con-
centraciones de 5 y 25 mcg. de Gramicidina por ml, elegidas para la dosis alta y
buja respectivamente presentaron valores de los halos de inhibicién de diferentes
sndidas, manteniendo en todos los datos diferencias considerables y constantes,

siendo mks sencillos y pricticos que el turbidimétrico recomendado en los 1ibros

oiciales,
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Se recomienda su inclusién en la Farmacopea Nacional de los Estados Unidos Mexi-
canos, para la determinacién de la actividad antibibtica de la materia prima de
Gramicidina ya que el método propuesto presentd reproducibilidad y exactidud en

los resultados obtenidos en todos los casos en que se analizé el antibibtico.

Se desarrolld el mismo método en un ungliento de Gramicidina, extrayendo los ex-
tractos y aplicdndolos a cajas preparadas como se describe en el método, no ob-
teniéndose respuestas por parte del microorganismo. Podemos concluir que la ex-
traccién propuesta es efectiva para la separacién de cualquier substancia que

pudiera interferir.
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