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I. INTRODUCCION.

Hoy en dfa uno de los principales objetivos de Ta industria
farmacéutica es el desarrollo de nuevos y mis eficaces medicamen-
tos para su empleo en l1a practica médica. Para tratar de alcanzar
este objetivo se invierten cuantiosos recursos, tanto en estudios
de formulacién como en el desarrollo de métodos analiticos adecua-
dos que permitan la cuantificacidon del principio activo en el pro-
ducto.

Siempre que un medicamento va a lanzarse al mercado es indis-
pensable ademds de verificar propiedades caracteristicas de la for
ma farmacéutica, hacer un andlisis cuantitativo del principio ac-
tivo con el fin de poder asegurar la eficacia y seguridad del me~
dicamento.

Dependiendo de su fundamento, los métodos de andlisis cuanti-
tativos pueden ser de distintos tipos, tales como métodos qufmicos,
fisicoquimicos y microbioldgicos. Los métodos microbioldgicos pue-
den ser de 2 tipos, dependiendo de su fundamento; cilindro placa y
turbidimétricos; y son usados para la cuantificacién de antibigti-
cos y vitaminas., Estos métodos se sabe que son muy sensibles y son
influenciados por numerosas variables, la bibliografija disponible

no informa acerca de la forma para poder evaluar dicha influencia.

OBJETIVO DEL TRABAJO

E1 objetivo de este trabajo fue estudiar cuidadosamente las

variables que ejercen influencia en un método microbiolégico tur-



bidimétrico, refiriéndose estas variables a: 1a concentracién de

la suspensién microbiana, el tiempo de crecimiento en el medio 17-

quido previo al andlisis, la duracién del periodo de incubacién,

el tiempo de previa resiembra, la influencia de residuos orgénicos
e inorgdnicos, 1a elecci6n del disolvente, etc.

En base al estudio de variables anterior, s; desarrolls un mé-
todo analitico turbidimétrico que permitiera cuantificar clorhidra-
to de oxitetraciclina tanto materia prima como forma farmacéutica
s6lida de uso veterinario. El método desarrollado fue validado
para lo cual se realizaron numerosas determinaciones cuantitati-
vas del antibiftico cuyos resultados fueron analizados mediante
técnicas estadisticas adecuadas.

Considerando que todos los métodos microbioldgicos existentes
para la cuantificacidn de tetraciclinas son inespecificos en la
determinacién de &stas cuando estdn presentes sus productos de
degradacidn, se hizo el estudio del comportamiento del método ana-
1itico turbidimétrico en la determinacidn del clorhidrato de oxite-
traciclina cuando ademds de &ste, se encuentran presentes posibles

productos originados en la descomposicifn de Ta molécula.



I1. GENERALIDADES.

11.1 FARMACO.

Los antibidticos son metabolitos microbiancs obtenidos en forma
natural o semisintética a partir generalmente de cultivos de.hongos.
Son compuestos que inhiben o retardan el crecimiento de una pobla-
cién microbiana sea bacteriana o fungal. Se clasifican en diferen-
tes grupos de acuerdo a su estructura quimica; a uno de éstos perte-

“nece el clorhidrato de oxitetraciclina, sobre el cual se hace una
revisi6n de sus propiedades fisicas, quimicas, farmacoldgicas y
toxicolfgicas para, en base a éstas, desarrollar un método analiti-
co microbiolégico que permita su cuantificacién en un producto ve-

terinario.

11.1.A HISTORIA.

En 1929, a partir de) descubrimiento de la penicilina, se
inicié la bdsqueda de nuevas sustancias con actividad antimicro-
biana; en 1948 (2) se encontrf un nuevo antibi6tico: 1la clortetra-
ciclina, Ta cual pertenece a una nueva familia de antibiGticos:
las tetraciclinas. En 1950 se conocid la oxitetraciclina (Figura 1)

que fue aislada del actinomiceto Streptomyces rimosus por Finlay y

cotaboradores (3), y en ese mismo afio Sobin y col. de la compaiiia

Pfizer obtuvieron la patente correspondiente al proceso de su pro-
duccidn (3). El clorhidrato de oxitetraciclina (Figura 2) se empe-
26 a utilizar en la terapéutica como una alternativa para incremen-

tar 1a solubilidad de la oxitetraciclina en disolventes acuosos y



poder formular soluciones para administracidn parenteral.

En este trabajo se hace 1a revisién de las propiedades del
clorhidrato de oxitetraciclina (forma presente en el medicamento)
y de la oxitetraciclina base porque, ain cuando las propiedades
fisicas, quimicas, fisicoquimicas de ambos compuestos son diferen-
tes, cuando la sal se encuentra en solucidn o bien, en el organis-
mo humano o animal, ocurre una hidrélisis en la molécula liberdndo-
se oxitetraciclina base que es la responsable de la accién farmaco-

A]égica antibigtica.

OH
CORC -
CONH
61

Figura No. 1. Férmula desarrollada de Oxitetracilina base.
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Figura No. 2. Férmula desarroilada del clorhidrato de oxitetraci-

clina.

11.1.B PROPIEDADES.
11.1.B.a OXITETRACICLINA BASE.

NOMBRE QUIMICO.

2-Naftacén carboxamida, 4-(dimetilamino)-1,4,4a,5,5a,6,11,
12a~octahidro-3,5,6,10,12,12a-hexahidroxi-6-meti1-1,11-dioxo- [ 45-
(4a,%3a, 5, 5aa, 68, 12aa) ]dihidrato.

SINONIMOS.

Terramicina (Pfizer), Abbocin, Berkmicén, Ciinimicina, Glomi-
cina, Hidroxitetraciclina, Oxaciclina, Oxalets, Oxiddn, 0x1‘m1‘c1"na,

Oxipdn, Oxitetraciclina, Oxitetracid, Riomicina, Stevacin, Terra-



fungine, Terraject, Tetramel, Tetré&n, Vandarcin y Vendracin (3).

FORMULA CONDENSADA:
CoptagNaOg. 2 Hy0

FORMULA DESARROLLADA:
Figura No. 1.

 PESO MOLECULAR:
496.47

DESCRIPCION:

Es un polvo cristalino, amarillo naranja, inodoro y con un
sabor muy amargo. Es estable al aire pero se oscurece al ser ex-

puesto a la luz.

SOLUBILIDAD:

Una parte de oxitetraciclina base es soluble en: (2) (3).
- 2000 partes de agua.
-1la 16 partes de HC1 3N.
'-‘1 a 10 partes de NaOH 1 N
- 100 partes de etanol

- 10 a 31 partes de propilenglicol.

Es prdcticamente insoluble en &ter y cloroformo.



ESPECTRO DE ABSORCION.

La oxitetraciclina base disuelta en una solucién reguladora
de fosfatos 0.1 M presenta 3 mdximos de absorcidn (3) a 249 nm,

E1* son 2.38, 2.51 y 2.48,

276 nm y 353 nm cuyos valores de log 1 em

respectivamente.

Utilizando como disolvente una mezcla etanol.HCl presenta 2
méximos de abosrci6n {4) a 267 nm y 357 nm, siendo sus respectivos
valores de log € 4.32 y 4.10.

E1 espectro de absorcién de una solucidn de oxitetraciclina
base en una mezcla etanol-NaOH muestra 3 maximos de absorcidn (4)
a 245 nm, 266 nm y 380 nm con valores de log € de 4.20, 4.14 y 4.16

respectivamente.

CONSTANTES DE ACIDEZ.

La oxitetraciclina base tiene 3 grupos ionizables, 2 grupos
&cidos, cuyos valores de - log de la constante de acidez (pkA) son

pkA,=3.5, pkA,=7.6 y un grupo bdsico cuyo pkA es 9.2 (4},
2 1

TEMPERATURA DE FUSION.

Se descompone sin fundir a 180°C (2).

ROTACION OPTICA.
Las soluciones de oxitetraciclina base poseen la propiedad
de desviar .el rayo de luz polarizada en diferentes disolventes de-

- pendiendo de éstos, el valor de rotacibn 6ptica (3) (4).



disolventes mmd%émnaﬁmdﬁw|ul%
HCI G.1 N - 19.6
NaOH 0.1 N - 2.1
Metanol + 26.5

ESPECTRO INFRARROJO

Espectro anexo.

11.1.8.b CLORHIDRATO DE OXITETRACICLINA.

NOMBRE QUIMICO

2-Naftacencarboxamida 4~(dimetilamino)-1,4,4a,5,5a,6,11,12a,
octahidro 3,5,6,10,12,12a-hexahidroxi-6-met11—1,ll—dioxo-[ 45-(4a,
4aa,5a,5a0,68,12aa) Jclorhidrato.

SINONIMOS .

Arcospectrén, Bio-micén, Geomicina, Gynamousse, Imperacin,
Macocfn, Macodin, Oxricetin, Oxlopar, Oxibiociclina, Oxibiotic,

Oxiciclina, Oxiject, Stecsolin y Tetratablinen (3).

FORMULA CONDENSADA:
ooty 0g. HCY

FORMULA DESARROLLADA:
Figura Mo, 2
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OMLEULR
496,90

DESCRIPCION.
Es un polvo cristalino amarillo, higroscépico, con sabor
amargo. Un gramo de oxitetraciclina base equivale a 1.08 gramos de

clorhidrato de oxitetraciclina (1)}(5).

SOLUBILIDAD.

Una parte de clorhidrato de oxitetraciclina es soluble en: (2)(3)
- 1 parte de agua

- 45 partes de metanol

- 45 partes de etanol

- 10 a 30 partes de propilenglicol

Es practicamente insoluble en éter y cloroformo.

ESPECTRO DE ABSORCION.
Las soluciones de clorhidrato de oxitetraciclina en HC1

0.1 N presentan un médximo de absorcidn a 353 nm (3).

pH
Una solucidn acuosa al 1% de clorhidrato de oxitetraciclina

tiene un pH aproximadamente de 2.5 (1).

CONSTANTES DE ACIDEZ

Los valores de - log de las constantes de acidez del clorhi-



oAt O '
tany . T, A rhe O TCHH w2t
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drato de oxitetraciclina en solucién acuosa son 3.49, 7.55 y 9.24

respectivamente (4).

ROTACION OPTICA
Las soluciones de clorhidrato de oxitetraciclina en HCI
0.1 N desvian el haz de luz polarizada, su valor de rotacidn 6pti-

ca especifica a 25°C es [a ]2~ 196.6° (3).

. TEMPERATURA DE FUSION

Se descompone sin fundir a temperaturas mayores a 180°C.

ESPECTRO INFRARROJO

Espectro anexo.

I1.1.C ESTABILIDAD.

La oxitetraciclina base y su clorhidrato son estables duran-
te dos afios a temperatura ambiente protegidos de la humedad; sin
embargo son muy sensibles a degradarse cuando se exponen directa-
mente a ta Juz, cuando se somete a temperaturas altas, o bien en
solucién. Cuando la sal se disuelve en agua, la solucidn resultan-
te tiende a enturbiarse debido a una hidrélisis en el clorhidrato
en que se libera oxitetraciclina base. Su almacenamiento durante
largos periodos a temperatura ambiente o superiores provoca que la
oxitetraciclina base o su clorhidrato se degraden.

Entre los productos de degradacidn conocidos existen 2,
que se sabe (2) poseen actividad téxica (toxicidad); la anhidrooxi-

tetraciclina y la epianhidrooxitetraciclina (esquema 2).
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Todas las tetraciclinas poseen una gran capacidad de formacidn
de complejos estables con cationes metdlicos divalentes y trivalen-
tes (2). Esta formacién de complejos conduce a una pérdida de ac~-
tividad biolégica; 1o cual se presenta cuando se administra por vfa
oral debido a que el complejo formado en el tracto gastrointestinal
no es absorbible. También se forman complejos estables con compues-
tos como fenoles, &cidos benzoicos, urea, dcidos nucleicos, vitamina
812' etc. (8).

Se han reportado incompatibilidades quimicas entre la oxi-
tetraciclina y varios compuestos. Dicha incompatibilidad se mani-
fiesta en una pérdida de propiedades quimicas, biolégicas y farma-
coldgicas. Algunos de los compuestos incompatibles son: cloruro
de sodio, gluconato de calcio, hidroxizina, tartrato de metarami-
nol, succinato sédico de metilprednisolona, proclorperazina, tio-

pentona s6dica, etc. (5).

I1.1.D VIAS DE DEGRADACION.

AGn cuando no estd establecida la ruta de degradacidn natu-
ral de la oxitetraciclina, se conocen algunos de Tos productos de
su degradacién los cuales se producen dependiendo de las condicio-

nes a que se somete la molécula.

I1.1.D.a DEGRADACION CON FORMACION DE EPIMERDS.

La oxitetraciclina como todas las tetraciclinas son sus-

ceptibles a reacciones de epimerizaci6n en el carbono 4 (Figura 1)

[t
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originando una nueva serie de compuestos, las 4-epitetraciclinas
1lamadas también cuatrimicinas. La reaccibn de epimerizacidn se
1eva a cabo en una variedad de sistemas de disolventes en un in-
tervalo de pH entre 2 y 6, la velocidad de reaccitn se incrementa
en presencia de ciertos aniones tales como fosfato, citrato y ace-
tato (6). También se ve afectada por cationes polivalentes y

urea (7).

Mc Cormick y col (6) reportanlun método de epimerizacidn
de oxitetraciclina utilizando como disolvente una mezcla de:
tetrahidrofurano, dimetilformamida y fosfato monobdsico de sodio
1 MpH =5.3a 25° C durante 20 horas, obteniendo un 38% de 4-
epioxitetraciclina. En dcido acdtico glacial a 25°C durante 20
horas se obtiene un 27% del compuesto epimero.

La reaccidn de epimerizacion se muestra en el esquema No. 1.

CH3 CH3
N o M
OH _ CHs
“m i, “@
OH OH OH OH
oxitetraciclina epioxitetraciclina
Caalaghy0g Caatipghy0g

Esquema No. 1. Esquema que muestra la degradacidn de oxitetraciclina con
formacion de epimeros.
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Condiciones de reaccifn:
1, THF-DMFA-NazHPO4 20 horas 25°C,
2. Acido acético glacial 20 horas 25°C.

Esquema No. 1. Esquema que muestra la degradacidn de oxitetracicli-
na con formaci6n de epfmeros.

En comparacién con la oxitetraciclina, la epioxitetracicli-
na tiene (6) (Tabla No. 1) mayor absorbancia en la regidon del es-
pectro UV entre 250 y 300 nm, mayor estabilidad en soluciones acuo-
sas alcalinas y dcidas, menor poder rotatorio Gptico, mayor solubi-
lidad en agua, mayor tendencia a asociarse con fases acuosas en sis-
temas de separacién por particidén y menor actividad antimicrobiana

"in vitro" contra Staphylococcus aureus.

11.1,0.b DEGRADACION EN MEDIO ACIDO.

La oxitetraciclina sometida a la accién quimica de dcidos

fuertes se degrada de acuerdo al esquema No. 2.

CHQ /CH3 CH\"N,CH3
oz
OH
9e4rs O‘@
CONH, ONH,
OR O OH 0 OH CH 0 O
Oxitetraciclina Anhidrooxitetraciclina
C22M24M209 Ca2M22M,08

Esquema No. 2. Serie de degradacién de ox1tetrac1c11na en
medio dcido.



Tabla No., 1. Tabla de propiedades fisicoquimicas

de oxitetraciclina y de sus productes de degradacién.

COMPUESTO FORMULA TEMP. DE ‘ROTACION OPTICA ESPECTRO DE ABSORCION
CONDENSADA DESCOMP.(°C) |« lgﬁ DISOLVENTE A MAX (nm) log ¢ DISOLVENTE
Oxitetraciclina Coptlogha0q 180 - 196.6 HC1 0.1 N 249 * 2,38 Disol, regu-
- 241 NaOH 0.1 M 276 * 2.51 tadora de
+ 26,5 Metanol 353 *2.48 fosfatos
267 4,32 Etanol.HC1
357 4,10
245 4.20 Etanol .NaOH
266 4,14
380 4,16
Clorhidrato de oxite- Coptpgh,0g. HCY 180 - 196 HC) 0.1 N 353 - HCY 0.1 N
traciclina
Eploxitetraciclina CaotlaghyOg 163-164 ~ 253 HCY 3 N 215 4.09 H,S0, 0.1 N
253 4,15
toers 4,08
358 4,09
Anhidrooxitetraciclina CZZHZZNZOB 180-190 + 62 Metanol,Dio- 271 4.56 Etanol.HC1
xano 425 3.80
a-Apooxitetraciclina C22H22N208 190-200 - 45 Dimetil for- 250 4.717 Etanol HCY
mamida 377 3.87
8-Apooxitetraciclina CZZHZZNZOB 195-205 - 28 Etanol 249 4.78 Etano].HC1
375 4,00

1%

*Se refiere al log Elcm

‘91



Tabla No. 1, Tabla de propiedades fisicoquimicas

de oxitetraciciina y de sus productos de degradacién.

(Continuacién).
COMPUESTO FORMULA TEMP. DE ROTACION OPTICA ‘ESPECTRO DE ABSORCION
CONDENSADA  DESCOMP.(°C) "Fo125  "prsoLvente A MAX (nm) Tog ¢ DISOLVENTE
Terrin6lido (:12H15N08 210-225 - 16 Metanol ,HC1 249 4.75 Etanol . HC1
360 4,08
Descarboximidoterri- 619H14O7 215-250 wmmm msemeee 247 4.70 Etanol.HCY
né1ido 375 4,00
Terranaftol C1aH1004 172-173 meme emmmeen 232 4.79 Etanol
Acido terranaftéico C12M160% 233-235 mmme emmeeen 236 4,60 Etanol.HCl
310 3.76
343 3.71
Acido {sodescarboxi- C12H1204 111-112 L 225 4,04 Etanol.HC1
terracinéico 319 3,56
237 4,34 Etanol,NaOH
262 3.94
363 3.96
Desdimetilamino oxi- CmeNO9 216-217 - 137 Metanol 261 4,25 Etanol.HCY
tetraciclina - 47 Acetona 363 4,17
Desoxi desdimetilamino C20H19N08 180-181 + 112 Acetona 263 4.31 Etanol.HC1
oxitetraciclina 320 4,22
Isodesoxi desdimetil- c20H17N08 210-220 - 3 Acetona 242 4.16 Etanol.HCY
amine oxitetraciclina 256 4.14

as
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Esquema No. 2. Serie de degradacién de oxitetraciclina en medio

dcide (Continuacién).

De acuerdo 2 1a serle de degradacién en medio &cido, el
primer compuesto formado es la anhidrooxitetraciclina, una sus-

tancia muy 14bi1 que en condiciones Scidas se convierte muy fi-



cilmente a una mezcla de 2 compuestos: 1las a y 8 apooxitetraci-
clinas, las que a su vez se interconvierten muy faciimente entre
sT en medio dcido o bdsico. Estos estereoisémeros tienen propieda
des fisicoquimicas y quimicas muy simijares, tales como espectros
de absorcion de luz UV, técnicas de valoracién, etc. ademds que su
transformacién a terrindlidos ocurre bajo condiciones quimicas si-
milares, y aunque poseen la misma estructura desarrollada difieren
en la orientacién del sistema enol-dicarbonilico y del grupo ami-

da (4) (Figuras 3 y 4).

cﬂé ﬁ/CHB CH3 /CH3

OH ; C H ¢ M
0 |
H . O\H

Figuras 3 y 4. Formas estereoisoméricas que presenta la apooxi-
tetraciclina.

I1.1.D.c DEGRADACION EN MEDIO BASICO.

La oxitetraciclina también es susceptible a degradarse
cuando se somete a la accién de las bases. Los dlcalis acuosos

provocan la formacidn de la mezcla racémica de un compuesto: el
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anaoz
COOH

Acido terranaftofco
C12M1%
Esquema No. 3. Serie de degradacibén de oxitetraciclina en medio
bésico.



acido terracinoico (4) (Esquema No. 3).

Cuando la oxitetraciclina se somete a la acci6n de los al-
calis acuosos en presencia de zinc metdlico se forman 2 compuestos:
el metilftalido y el terranaftol (4). Sometiendo este Gltimo a fu-
sidn alcalina se obtiene el &cido terranaftdico (4).

Fundiendo directamente la oxitetraciclina con bases fuertes
como NaQH o KOH se obtienen como productos de la reaccidn: dcido
acético, dcido succinico, &cido salicilico, dcido m-hidroxibenzoico

y dcido 6-acetil salicilico (4).

11.1.D.d DEGRADACION REDUCTIVA.

La oxitetraciclina puede ser objeto de reacciones de re-
duccibn con agentes adecuados, en que se logra eliminar el grupo
dimetilamino y, dependiendo de las condiciones de la reaccifn, uno
de los grupos hidroxilo.

Mezclando oxitetraciclina con polvo de zinc y &cido acé-
tico glacial a 30°C durante 8 horas, se obtiene un compuesto: el
desdimetilamino-oxitetraciclina. Bajo las mismas condiciones pero
durante 4 dias, se obtiene el desoxi-desdimetilamino oxitetracicli-
na. Este compuesto en condiciones alcalinas da origen a otro: el

jsodesoxi-desdimetilamino-oxitetraciclina (4).

21,
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1sodesoxi-desdimetilamino-oxitetraciclina
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Esquema No. 4. Vfa de degradacién de oxitetraciclina cuando Esta
se somete a l1a accibn de agentes reductores,
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11.1.E FARMACOLOGIA.

"I1.1.E.a INDICACIONES.

Las tetraciclinas son antibidticos muy empleados en la préc
tica médica, especiaimente para casos de infecciones causadas por
bacterias Gram positivas. Se ha visto que este tipo de bacterias
son mds susceptibles a 1a accidn antibidtica de las tetraciclinas
que las Gram negativas, pero su uso se ha restringido debido a que
presenta problemas de resistencia de los microorganismos al farmaco

.y a la existencia de agentes antimicrobianos mis eficaces.

Particularmente la oxitetraciclina es muy utilizada para

tratar jnfecciones causadas por Staphylococcus aureus. También se

han reportado casos de uso en leptospirosis, acné, toxoplasmosis,
tracoma, infecciones del tracto urinario y vaginitis causada por
Gardnella vaginalis. Asi mismo se usa para tratar pacientes, como
antibidtico de eleccibn, que son hipersensibles a Ta penicilina (5).
ta oxitetraciclina se prescribe para administracién oral y
parenteral, debiendo evitarse la administracién topica excepto pa-
ra uso oftdImico ya que existe un alto riesgo de hipersensibiliza-

cién al farmaco (10).
La dosis recomendada (10)es:

ORAL ADULTOS: 200 a 500 mg cada 6 horas, ORAL INFANTIL {(nifios ma-
yores de 8 afos) de 6.25 a 12,5 mg por Kg de peso corporal, cada

6 horas. Por via INTRAMUSCULAR ADULTOS 100 mg cada 8 horas, 150 mg
cada 12 horas o hasta 250 mg una vez al dia, INTRAMUSCULAR INFANTIL
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(para nifios mayores de 8 afios) de 5 a 8.3 mg por Kg de peso cada 8
horas; o bien 7.5 a 12.5 mg por Kg de peso cada 12 horas. La dosis
d-aria mdxima no debe exceder 250 mg.

E1 uso de oxitetraciclina o de clorhidrato de oxitetracicli-
na en la prictica métida acarrea ventajas y desventajas con respecto
al uso de otras tetraciclinas. E1 factor mds importante es la sus-
ceptibilidad o sensibilidad del agente infeccioso a la accidn de la
oxitetraciclina. Como se menciond anteriormente, existen casos como

"infecciones oftdlmicas causadas por Staphylococcus aureus, infeccio-

nes vaginales causadas por G. vaginalis en que particularmente se
recomienda el uso de oxitetraciclina (5).

La oxitetraciclina puede administrarse por via oral o paren-
teral, la eleccidn depende de varios factores inherentes a la via
de administracién tales como tiempo de accifn, naturaleza de la
infeccién, etc. La intencidn de usar 1a sal es con el fin de in-
crementar 1a solubilidad en agua principalmente cuando se requiere

de soluciones acuosas inyectables.

I1.1.E.b MECANISMO DE ACCION.

Los antibiéticos pertenecientes a la familia de las te-
traciclinas son agentes cuya accidn bacteriostética puede ser expli
cada en funcién de una interferencia en la biosintesis de proteinas
en los ribosomas bacterianos, por lo que para poder ejercer su ac-
cidn, es necesario penetrar a la célula y para €sto se han propues-

to 2 mecanismos (9).
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El antibi6tico atraviesa primero la pared celular mediante
un transporte pasive, es decir sin gasto de energia, y después la
membrana celular por medio de un transportador requiriendo de un
gasto de energfa y por consiguiente de un transporte activo. Una
vez dentro, el antibiftico se sitda en el ribosoma e impide la unidn
del RNAt (RNA de transferencia) ligado al aminodcido (amino-acil-
RNAt) al sitio aceptor del complejo RNAm (RNA mensajero) ribosoma,
conduciendo a una inhibicidn en la capacidad bacteriana de biosin-

tetizar sus propias proteinas, evitando la reproduccidn celular.

IT.1.E.c FARMACOCINETICA.

La ABSORCION tanto de la oxitetraciclina como de su clorhi
drato cuando se administran por via oral ocurre en el tracto gastro-
intestinal, principalmente en el estémago y duodeno. Esta absorcidn
alin cuando es adecuada porque permite alcanzar niveles plasmiticos
terapéuticos, es incompleta (9), se absorbe un 58% (10), recomenddn-
dose que cuando se administren tetraciclinas por via oral se ingie-
ran con agua suficiente para evitar ulceracién en el es6fago y dis-
minuir la irritacitn gastrointestinal. Ademds estos farmacos prefe-
rentemente deben administrarse cuando el estémago esté vacio (1 hora
antes o 2 después de los alimentos) para obtener concentraciones
plasmiticas 6ptimas (10).

ET volumen de DISTRIBUCION de los fdrmacos es de 0.9 a 1.9
litros por Kg de peso, difunde libremente hacia la mayoria de los

tejidos, fluidos y cavidades, tendiendo a localizarse en huesos,
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higado, bazo, tumores y dientes. Atraviesan la barrera placenta-
ria y entre 20 y 40% se une a proteinas (10).

E1 TIEMPO DE VIDA MEDIA es de 6 a 10 horas en el caso de pa-
cientes normales y de 47 a 66 horas en e} caso de pacientes anfri-
cos (10).

La EXCRECION ocurre por via renal mediante filtracidn glome-
rular, Se informa que también se excreta por via fecal y en el ca-

so de madres lactantes, en leche materna (10).

IT.1.E.d INTERACCIONES CON OTROS FARMACOS.

Existe informacidon bibliogréfica (10) que afirma que la
oxitetraciclina interacciona "in vivo" con otros fdrmacos, algunos
de éstos son:

1. Férmacos conteniendo iones metdlicos, tales como aminosalicila-
to de calcio, gluconato de calcio, lactato de calcio, salicila-
to de colina, salicilato de magnesio, farmacos con hierro, etc.
La administracidn simultdnea de este tipo de fdrmacos y de oxi-
tetraciclina, conduce a la formacidn de complejos no absorbibles
en el tracto gastrointestinal, por lo que el efecto farmacols-
gico no se presenta puesto que el fdrmaco estd ausente en la
sangre.

2, Férmacos antidcidos. Los farmacos antidcides, hidrdxidos de
aluminio y magnesio principalmente, ademds de formar complejos
no absorbibles ocasionan un aumento del pH gdstrico provocando
asi, una disminucién en la velocidad y cantidad de farmaco ab-

sorbido.
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3. Metoxifluorano. El uso concurrente de éste y oxitetraciclina

incfementa el potencial de nefrotoxicidad de esta dltima.

4. Penicilinas. Cuando se administran penicilinas concomitantemente
con antibidticos de efecto bacteriostdtico, como es el caso
de tetraciclinas, ocurre una interaccidn entre ambos provocan-
do una interferencia en el efecto bactericida de las penicili-
nas por lo que se recomienda evitar la administraci6n simultd-
nea de estos tipos de antibidticos.

>5. Bicarbonato de sodio. Este compuesto al igual que los fdrmacos
antidcidos, probocan un aumento del pH gastrointestinal con la

consecuente disminucién de la absorcidn oxitetraciclina.

II.1.F TOXICIDAD.

En la seccién correspondiente a estabilidad se menciond que
existen 2 productos de degradacion de oxitetraciclina con actividad
téxica potencial, la Anhidrooxitetraciclina y la Epianhidrooxitetra-
ciclina. Estos compuestos producen efectos tdxicos con sintomato-
logia similar a la que se presenta en el sindrome de Fanconi:
glicosuria, aminoaciduria, acidosis, nauseas, etc y se presenta
cuando se ingiere oxitetraciclina ya degradada (2).

Para evitar complicaciones téxicas en el uso de medicamen-
tos conteniendo oxitetraciclina deben considerarse las siguientes
precauciones (10):

1. Sensibilidad cruzada. Pacientes hipersensibies a alguna de las

tetraciclinas pueden presentar hipersensibilidad a otros miem-
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bros de las tetraciclinas.

Embarazo. Las tetraciclinas atraviesan la placenta, por lo
que su uso no se recomienda durante la G1tima mitad del emba-
razo, Durante la etapa de gestacidn las tetraciclinas tien-
den a depositarse en huesos, provocando una inhibici6n en el
crecimiento esquelético del feto.

Madres lactantes. Las tetraciclinas se excretan en Teche ma-
terna y aunque forman complejos con calcio, no se recomienda
su uso durante la etapa de lactancia debido a la posibilidad
de causar decoloracién permanente en los dientes, inhibicidn
del crecimiento esquelético en nifios, reacciones de fotosen-
sibilidad y lcera bucal.

Pediatrfa. En nifios menores de 8 afios las tetraciclinas pue-
den causar Tos mismos problemas mencionados en el punto ante-
rior, por lo que su usc en nifios, se recomienda solo cuando

no se pueden utilizar otros antibi6ticos.

I1.1.G METODOS ANALITICOS.

Para la determinacién de oxitetraciclina y de clorhidrato

de oxitetraciclina en productos farmacéuticos se han desarrollado

numerosos métodos analiticos que permiten una cuantificacitn ade-

cuada del farmaco. Algunos son microbioldégicos en los que utili-

zan microorganismos susceptibles a dicho antibidtico.

Existen otros métodos de andlisis que involucrc. reaccio-

nes quimicas de valoracién en todas sus variantes: dcido-base,
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redox, de formacién de complejos, de precipitacién, etc; Otros se
fundamentan en la determinacién directa de algunas caracterfsticas
moleculares por medio de instrumentos, por ejemplo espectrofotome-
tria ultravioleta, espectroscopia infrarroja, etc. Existen también
métodos que se fundamentan en métodos fisicoquimicos de separacibn
por ejemplo cromatografia en sus distintos tipos, y algunos mds
combinan la deteccidn instrumental con reacciones quimicas y/o mé-
todos cromatogrdficos, por ejemplo espectrofotometria visible, cro-
.matograﬁ'a de gases, cromatograffa de 1iquidos de alta resolucidn,
etc.

En comparacion con Tos métodos microbiolégicos, Tos métodos
basados en la medicidn de propiedades molecutares quimics y fisico-
quimicas tienen la ventaja de ser mis sencillos siempre que se cuen
ten con las condiciones y equipo necesario, son mis rdpidos, requie
ren de menor cuidado del analista, pero son menos sensibles y sin
modificaciones especiales, son inespecificos; ésto como resultado
de que las propiedades a medir, pueden ser enmascaradas por la pre-

sencia de excipientes y/o productos de degradacién.

1I.1.G.a METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS.

Los métodos espectrofotométricos para la determinacidn de
oxitetraciclina y su clorhidrato se fundamentan en la medicidn de
1a absorcisn de luz ultravioleta por la molécula misma, o de luz
visible en complejos coloridos formados por el antibidtico y algin

otro reactivo,



30.

Directamente es posible determinar oxitetracy 1'na o su clor
hidrato en soluciones de etanol.HCl, etanol.NaOH o en solucién re-
guladora de fosfatos 0.1 M, pH = 4.5 considerando los minimos de
absorcidn de sus espectros correspondientes.

Hughes y Wilson {7) reportan 1a determinacidn espectrofoto-
métrica a 490 nm de un complejo color naranja-café, formado entre
la oxitetraciclina y el cloruro férrico, al igual que la determina-
cién de un complejo formado por la oxitetraciclina y soluciones
de cerio. Aln cuando los autores no informan acerca de la interfe-
rencia de productos de degradacidn, Bailey (13) informa que es un
método no especifico y que impurezas estructuralmente similares in-
terfieren en Ta determinacion.

Los métodos espectrofotométricos en general tienen 1a venta-
ja de ser rdpidos y sencillos, pero en el caso particular de oxite-
traciclina tienen la desventaja de ser inespecificos, es decir no
detectan impurezas estructuralmente similares ni productos de de-

gradacién (7).

I1.1.6.b METODQS FLUOROMETRICOS.

Todas las tetraciclinas tienen la propiedad de formar que-
latos muy estables con cationes, especialmente Tos divalentes como
magnesio, calcio, zinc y bario. Esta propiedad provoca que las te-
traciclinas incrementen su fluorescencia inherente logrando asi uti-
lizar la fluorometria como una técnica de andlisis de tetraciclinas,

tanto cualitativo como cuantitativo.



Hughes y Wilson (7) informan acerca de un método de an&li-
sis fluorométrico cuantitativ de oxitetraciclina en que la determi-
nacibn se hace después de una serie de extracciones sucesivas for-
mando un complejo con cloruro de magnesio. La concentracién de
oxitetraciclina en 1a solucidn muestra es proporcional a la dife-
rencia de fluorescencia entre el quelato Mg. oxitetraciclina y el
compuestos 1ibre MgC'I2 1iberado por la adicidn de EDTA a la solu-
cibn.

' En el caso particular de l1a determinacién de oxitetraci-
clina los métodos fluorométricos tienen la desventaja de ser ines-
pecificos; por eso se han disefiado métodos anaifticos que combinan
algin método de separacidn, por ejemplo cromatografia en capa fina,

¢on el andlisis fluorométrico.

1I.1.G.c METODOS CROMATOGRAFICOS.

Ragazzi y Veronese (14) emplean la combinaci6n de métodos
descrita en el punto anterior para separar y cuantificar oxitetra-
ciclina, tetraciclina y algunos productos de degradacidn de ésta
y consiste en disolver la muestra en metanol; se utilizan placas
para cromatograffa cubiertas con celulosa microcristalina, como
eluentes se emplean soluciones acuosas de sales de: cloruro de
calcfo, cloruro de bario, cloruro de aluminioc y cloruro de zinc.
Después de eluir las placas se determina la fluorescencia de cada
uno de los complejos formados una vez separados. Este método sepa-

ra oxitetraciclina, tetraciclina y anhidrooxitetraciclina pero tie-

31
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ne la desventaja de que la separacién de epfmeros no es adecuada.

Alvarez y Col. (15) describen un método de separacidn y cuan
tificacién de tetraciclina y de sus productos de degradacién por
cromatografia en capa fina utilizando gel de sflice tipo Kieselguhr
impregnada con soluciones acuosas de EDTA ajustadas a 2 diferentes
valores de pH. Se utilizan dos sistemas de eluentes dependiendo
del pH de la solucidn de EDTA; cuando el pH de la solucién es 7.5,
el eluente es una mezcla agua-acetona (1:10). Después se hace la
.determinacién espectrofotométrica a 430 nm. Este método tiene ven-
tajas tales como: permite detectar tetraciclinas sin degradar has-
ta un 0,5% y hasta 0.1% de los productos de degradaci6én en presen-
cia de las moléculas sin degradar. E1 método tiene el inconvenien-
te de que previo al andlisis el gel de silice requiere de varios
lavados con HC1 para dejarlo libre de calcio y hierro. Este pro-
ceso es tedioso y requiere de experiencia considerable por parte
del analista para cbtener el soporte 1ibre de icnes, con algunos
Totes quizd mal lavados, es muy posible obtener separaciones no
muy bien definidas o muy coleadas.

Gyanchandani y Col. (16) separan e identifican oxitetra-
ciclina en presencia de otras tetraciclinas y algunos productos
de degradaci6én de la tetraciclina mediante cromatografia en capa
fina.

Este método emplea gel de silice tipo Kieselguhr suspen-
dido en solucifn acuosa 0.1 M de EDTA y polietilenglicol 400 ai
20% en giicerina y como disolventes, metiletilcetona saturada

con solucién reguladora de Mc Ilvaine pH = 4.7, o bien una mez-



cla de diclorometano - formiato de etilo-etanol (9:9:2). Este mé-
todo tiene la ventaja de que el gel de silice no requiere previo
tratamiento aunado a que la preparacidn de las placas con polieti-
lenglicol 400 en glicerina les proporciona un contenide de humedad
tal, que una vez preparadas las placas pueden guardarse hasta 4
semanas antes de usarse, Este método no informa acerca de la se-
paracidn de los productos de degradacién de la oxitetraciclina,

Szab6 y Col. (17) describen un método cromatogrifico en
.capa fina para la separacién y cuantificacion de oxitetraciclina,
uno de los isdmeros de la apooxitetraciclina y otras tetraciclinas,
empleando placas para cromatografia previamente tratadas con una
solucién metanélica de etilenglicol al 20%. Las placas se recu-
bren con celulosa microcristalina suspendida en una mezcla de so-
Jucidn acuosa de dcido citrico 0.1 M y fosfato dibdsico de sodio
0.2 M eluyéndolas con acetato de etilo saturado con agua. Los
cromatogramas se revelan con una mezcla {1:1) de cloruro de mag-
nesio 0.2 M en agua-etanol al 95¢ y después de 5 minutos con tri-
etanol amina al 10% v/v en metanol. Este método es muy ripido y
muy sencillo, permite separar oxitetraciclina y uno de sus produc~-
tos de degradacién, pero no proporciona informacitn acerca de 1la
separacin de 1os otros productos de degradacidn.

Por medio de cromatograffa en gel, Ragazzi y Veronese (18)
reportan la separacidn de: oxitetraciclina, tetraciclina, epite-
traciclina, anhidrotetraciclina, epianhidrotetraciclina y otra;

tetraciclinas empleando columnas de geles de dextrdn Sephadex y

33.
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de poliacrilamida Biogel P. Lla columna se eluye con dcido acético
0.1 M, las fracciones se recolectan y se determina su absorcidn
respectiva por espectrofotometrfa UV, Este método separa oxite-
traciclina, tetraciclina, y algunos productos de degradacién de
ésta, pero tiene la desventaja que los materiales soporte son muy
caros ademds que requiere experiencia del analista debido a que el
método no es sencillo de realizar.

Sina y Col. (19} describen un método de separacidn de oxi~
tetraciclina y sus productos de degradacién: anhidrooxitetraciclina,
apooxitetraciclina y terrin6lidos. E1 método consiste en cromato-
grafia en papel, en que éste se impregna previamente con solucidn
reguladora de Mc Ilvaine pH = 5 conteniendo 10% de urea. EI1 cro-
matograma se eluye con una mezcla (1:1:1) de piridina, acetato de
etilo y cloroformo, saturado con urea y se revela observando el
papel con luz UV después de exponerlo a vapores de amonfaco de 5
a 15 segundos. El método tiene la ventaja que separa la oxitetra-
ciclina y algunos de sus productos de degradacién, pero asi mismo
tiene la desventaja de que no separa epimeros.

Bailey (13) describe un método de separacién de oxitetra-
ciclina de todos sus productos de degradacidn mediante cromatogra-
fia de 1iquidos de particidn en columna, seguida de una determina-
cidn cuantitativa espectrofotométrica. La fase estacionaria utili-
zada es una solucién reguladora de fosfato de potasio pH = 3.3 uni-
da a celita 545 tratada con dcido, y la fase movil es una mezcla

(67.5-32.5) de acetato de etilo:n-hexano. Se redne el volumen
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elufdo entre 150 y 250 m. La epioxitetraciclina y demds 1mpurezas
eluyen después de 500 m1, Ain cuando el autor informa que no

hay interferencia en el andlisis, exis=en inf rmes (20) de que

muy posiblemente se formen productos de degradacién durante la
elucién de la columna. Este método al igual que el reportado por
Alvarez (15) tiene la desventaja que el soporte la celita, debe
tratarse con HC1 para eliminar los iones, con los posibies errores
ya mencionados.

‘ Se han reportado diversos métodos por cromatografia de 11-
quidos de alta resolucidn (CLAR) para la separacién y cuantifica-
cidn simulténea de oxitetraciclina, de sus productos de degradacién
y algunas impurezas.

Mack y Ashworth (21) describen un método por CLAR para se-
parar y cuantificar oxitetraciclina, tetraciclina, algunos de los
productos de degradacidn de ésta y otras tetraciclinas empleando
una columna de octadecilsilano y como fase mévil una mezcla de iso-
propanol, dietanolamina, solucidn de dcido fosfdrico al 85% y EDTA
tetraaménico. E1 m&todo tiene la ventaja de permitir un anélisis
rdpido pero con la desventaja que uno de los componentes, el EDTA
tetraaménico no es disponible comercialmente, por lo que es necesa-
rio prepararlo en el laboratorio con los problemas que é&sto acarrea.
E1 métode no informa acerca de la separacion y cuantificacidn de los
productos de degradacién de la oxitetraciclina.

Mourot y Col. {22) desarrollan un método cromatogrdfico de 11-

quidos de par idnico en fase reversa para la separacidn y cuantifi-
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cacidn de oxitetraciclina de cada uno de sus productos de descompo-
sicién, utilizando una columna Lichrosorb RP-8, como fase movil un
gradiente lineal que va de (92:8) de solucion acuosa de hidrdgeno
sulfato de tetrabutilamonio pH = 2.6, acetonitrilo, hasta alcanzar
finalmente una proporcidn de (80:20). La muestra se disuelve en
dimetiliformamida y 1a deteccidn se hace a 275 nm. Este método per-
mite 1a separacidn y determinacién -de oxitetraciclina y de todos y
cada uno de sus productos de degradacién, pero tiene la desventaja
' que el pH dcido de T1a fase mbvil disminuye considerablemente la
eficiencia y el tiempo de vida Gtil de 1a columna.

Athanikar y Col. {23) describen un método por CLAR de separa-
cifn y cuantificacién de oxitetraciclinas y otras tetraciclinas
empleando una columna (:18 y una mequa (75:25) de solucién regula-
dora de fosfatos pH = 6.7, 0.2 M, acetonitrilo como fase mévii.
Este método es muy sencillo pero la alta concentracion de sales en
1a fase movil puede causar problemas de obstruccién en Tas bombas
del aparato que impulsa la fase mvil a través de la columna.

La cromatografia de gases es una técnica analitica muy atil.
Para anaiizar por esta técnica un compuesto, éste debe ser volé-
til y estable a altas temperaturas. Considerando lo anterior y
las propiedades fisicoquimicas de la oxitetraciclina no es posible
desarrollar métodos analiticos por cromatografia de gases, por lo
que es necesario preparar derivados del antibidtico que sean vold-
tiles y termoestables.

Harshall y Thomas (7) describen.un método de separacién y
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cuantificacién de tetraciclinas por cromatografia de gases en que
previo al andlisis se forman trimetilsilil derivados. Encontraron
que la separacidn en columnas SE-30 estuvo restringido a solo cier-
tas tetraciclinas y no fue posible encontrar las condiciones adecua-
das para el andlisis de tetraciclinas de usc comiin,

Tsuji y Roberston (24) desarrollan un método por cromatogra-
fia de gases para el andlisis de trimetilsilil derivados de oxite-
tracilinas y otras tetracicliinas. Los autores mencionan que las

‘condiciones de las reacciones de derivaci6n, provocan que las mues-

tras se degraden parcialmente.

II.1.6.d VOLUMETRIA.

Yokohama y Chaten (7) describen un método analftico para
la valoracidn dcido-base ho acuosa de tetraciclinas., La muestra se
disuelve en una mezcla de nitrometano, dcido frmico y benceno y se
valora con una solucién de dcido percidrico en dioxano, utilizando
como indicador del punto de equivalencia una mezcla de azul de me-
tileno y rojo qujna]dine. Esta reaccién es inespecffica en la de-
terminaci6n de oxitetraciclina, es decir no diferencia otras tetra-
ciclinas, productos de degradacidn o impurezas estructuralmente si-

milares.

I1.1.G.e POLARIMETRIA.

Existe poca informacién sobre métodos de andlisis de oxite-

traciclina baséndose en sus propiedades de rotacifn Gptica. Mitscher



38.

y Col. (7) informan que los métodos polarimétricos tienen gran sensi-
bilidad y que pueden emplearse como técnicas analiticas para la de-
terminacidn de tetraciclinas y sus productos de degradacién, en com-

binacién con alguna técnica de separacidn.
11.2 METODO MICROBIOLOGICO.

11.2.A INTRODUCCION.

Entre los métodos analiticos de uso comin, estdn los microbio-
16gicos que son muy utilizados hoy en dia para el andlisis cuantita-
tivo de antibi6ticos y vitaminas presentes en muestras biolégicas,

productos farmacéuticos, etc.

Los métodos microbioldgicos conocidos son:
a) Cilindro placa o difusion en agar, y
b} turbidimétricos.

El primero se fundamenta en la medida de la inhibicidn cay
sada por un antibiético sobre el crecimiento de un microorganismo
sensible al antibidtico cuando se mantiene en un medio de cultivo y
bajo condiciones adecuadas. tos turbidimétricos se fundamentan en
la medicién de la turbidez producida por las células microbianas en’
suspensién después de la interacci6n con el antibidtico a analizar. .

Los métodos turbidimétricos en comparacidn con los métodos
cilindro placa, son mis sensibles‘y mis exac,;tos (26), pero son mis
laboriosos, requieren de mayor tiempo de andlisis y mayor atencifn

del analista. Para el andlisis de clorhidrato de oxitétracich‘na [+]
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de oxitetraciclina base existen métodos de ambos tipos, el de cilin-
dro placa utiliza como microorganismo de prueba Bacillus cereus
(variante mycoides) ATCC 11778 (11) o Bacillus pumilus NCTC 8241 (12),
y los turbidimétricos utilizan Staphylococcus aureus ATCC 6538-P (1).

Aiin cuando existen ambos métodos se sabe que el andlisis de oxitetra-
ciclina y de tetraciclinas en general, el método turbidimétrico es
mds sensible y se obtienen resultados mds exactos y precisos. EIl

método empleado en el presente trabajo es un método turbidimétrico.

I1.2.B FUNDAMENTO Y DESCRIPCION.

11.2.B.a FUNDAMENTO.

E1 andlisis microbioclégico de un antibiético se fundamenta

en los siguientes puntos (25):

1. Una comparacidn cuantitativa del efecto inhibidor que ejerce una
muestra problema del antibiético y un estdndar de referencia df mis
mo, sobre un microorganismo susceptible al antibi6tico, cuando se
cultiva en un medio y condiciones adecuadas para su crecimiento.

2. La medida del efecto inhibidor del antibiético sobre 1a multi-
plicacidn y crecimiento del microorganismo de prueba, y

3. la existencia de algln tipo de relacion cuantitativa entre 1a
respuesta observada y 1a concentracién de antibidtico utilizada
tanto para la muestra problema como para el estindar.

Independientemente del mecanismo de accidn especifico de
cada familia de antibidticos, el efecto inhibidor de un antibidtico

sobre un microorganismo susceptible, puede explicarse en funcién de
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4 mecanismos:

a) un aumento del tiempo de degradacién del microorganismo.

b) aumento de la fase lag.

¢} disminucién de una fracci6n del nimero de células presentes.

d) 1a combinacién de algunas de las anteriores.

I1.2.B.b DESCRIPCION.

E1 método 1lamado 5 + 1, consiste en la medicidn y compa-
racion del efecto inhibidor que ejerce una solucidn diluida proble-
ma de concentracidn desconocida de antibidtico, con respecto al
ejercido por una serie de 5 soluciones diluidas de antibiotico es-
tdndar con concentraciones conocidas y diferentes dispuestas pro-
gresivamente en un intervalo {curva estdndar) sobre el crecimiento
de un microorganismo susceptible, suspendido en un medio de cultive
en cantidades conocidas, después de un periodo de incubacidn a una
temperatura y durante un periodo determinado. La determinaci6n del
nimero de células microbianas presentes en el medio de cultivo des-
pués de la interaccidn antibidtico-microorganismo, se logra midien-
do Ta turbidez del medio (porcentaje de transmitancia) producida
por las células suspendidas en &1, con respecto a la turbidez que
tiene una muestra que contiene solo diluente y medio de cultivo sin
haber sido inoculado {tubo blanco).

La concentracién desconocida de anbibiftico presente en la
soluci6n problema se determina interpolando el valor de % de trans-

mitancia promedio correspondiente, en una relacidn matemitica res-
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puesta-dosis que se obtiene entre los valores promedio del % de
transmitancia (respuesta) de cada una de las soluciones correspon-
dientes a la curva estidndar y sus respectivas concentraciones (do-
sis). Conociendo la concentracidn de antibidtico en 1a solucién
problema, es posible, considerando sus factores de dilucién, cono-

cer la cantidad de antibiético presente en la muestra analizada.

11.2.C ESTUDIC DE VARIABLES.

Los métodos microbiol6gicos son muy sensibles y se ven in-
fluenciados de manera importante por numerosos factores (25)(26)
mismos que deben ser considerados siempre que se esté trabajando
con este tipo de métodos. Estos factores pueden ser clasificades
en los que modifican la accidén biolégica del antibiftico,y los que
influyen en el crecimiento del microorganismo en el medio de culti-
vo durante el andlisis. Entre Tos primeros estdn:

a) Intervalo de concentraciones de las soluciones estdndar.

b} Presencia de sustancias inhibidoras.

¢) La solubilidad en el disolvente.

d) La estabilidad del antibiético en el disolvente durante el and-

lisis.

Los que afectan el crecimiento del microorganismo son:

a) La concentracitn de la suspensi6n microbiana en el medio.
b} La fase de crecimiento del microorganismo.

¢) La temperatura de incubacién.

d) La duracidn del perfodo de incubacién.



42.

La bibliograffa disponible no informa acerca del mecanismo

por el cual influye, ni los métodos para evaluar dicha influencia.

I1.2.C.a INTERVALO DE CONCENTRACIONES DE LAS SOLUCIONES ESTANDAR.

Para estudiar y desarrollar métodos microbiolégicos tur-
bidimétricos de andlisis del tipo 5 + 1, una de las primeras etapas
consiste en la determinacidn de las concentraciones de las solucio-
nes de antibi6tico tanto estdndar como problema, de manera que per-
mitan una cuantificacién adecuada del mismo, para lo cual debe con-
siderarse 1o siguiente:

Los resultados obtenidos después de la interaccifn anti-
biético-microorganismo pueden expresarse cuantitativamente relacio-
nando matemitica y gradficamente Ta concentracién (dosis) del anti-
bitico y el crecimiento del microorganismo en el medio de cultive
(turbidez, % de transmitancia), es decir, mediante una relacién
dosis respuesta. Una grifica de esta relacién se muestra en la

Figura No. 5 (25).
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Respuesta

T T T T T » Conc. de .
a b c d e antibiético {dosis)

Figura No. 5. Relacidn dosis-respuesta obtenida en el andlisis
turbidimétrico de Estreptomicina utilizando K.
pneumoniae como microorganismo de prueba.

El criterio de eleccién del intervalo de concentraciones
més adecuado de antibidtico, se basa en la relacidn dosis respues-
ta obtenida para el antibidtico que permita obtener una relacidn
Tineal entre las variables, es decir el intervalo entre los puntos
a y d, ya que asi se expresa de mejor manera la dependencia cuan-
titativa de Ta respuesta con respecto a 1a dosis del antibiético
utilizado ‘en el andlisis. Para el andlisis microbiol6gico de oxi-
tetraciclina y de clorhidrato de oxitetraciclina, la USP (1) reco-

mienda que Ja dosis media del intervalo de soluciones sea igual a
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0.24 mcg/ml.

11.2.C.b PRESENCIA DE SUSTANCIAS _NHIBIDORAS.

Los antibi6ticos y vitam nas son moléculas con una gran
susceptibilidad de que su estructura quimica se altere debido a la
presencia de sustancias o particulas extraiias tales como cationes,
anfones, metales pesados e impurezas en general. Particulamente
1a oxitetraciclina al igual que todas las tetraciclinas tienen la
propiedad de formar complejos muy estables con los cationes, prin-
cipalmente los divalentes y trivalentes conduciendo a una pérdida
de actividad quimica, bioldgica y farmacolégica (2) pudiendo pro-

venir dichas impurezas del agua de Tavado.

11.2.C.c ESTABILIDAD DEL ANTIBIQGTICO.

Ademds de la presencia de las sustancias inhibidoras, es
preciso considerar 1a estabilidad inherente a la molécula a lo lar-
go de todo el an&lisis. Para ésto es necesario evitar factores ta-
les como luz, temperatura y todas aquellas manipulaciones que puedan
conducir a una alteracidén quimica de 1a molé&cula. Se recomienda

proteger el material de la luz.

11.2.C.d SOLUBILIDAD DEL ANTIBIOTICO.

Las técnicas microbiolégicas de an&lisis requieren de can-
tidades de antibiético muy pequefas para su andlisis. Para alcanzar

tales concentraciones es necesario hacer diluciones sucesivas de la
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muestra utilizando un diluente adecuado. La eleccidn del disolven-
te debe considerar:
a) La estabilidad del antibidtico en el diluente a lo largo de todo

el andlisis.

b) La ausencia de efecto algunc sobre el crecimiento del microorga-
nismo en el medio de cultivo.
c) La solubilidad del antibidtico en el disolvente y diluente.

Considrando que la muestra va a ser diluida, la solubilidad

" del antibidtico juega un papel de suma importancia puesto que las
alicuotas tomadas para las distintas diluciones deben ser represen-
tativas de Ta solucidn total. Esto se logra dnicamente con solucio-
" nes totalmente homogéneas en las que la muestra debe estar totalmen-

te disuelta.

11.2.C.e CONCENTRACION DE LA SUSPENSION MICROBIANA.

En un andlisis microbioldgico el crecimiento del microor-
ganismo en el medio de cultivo cuando interacciona con el antibifti-
co depende de muchos factores, entre éstos y muy relacionados entre
s estdn: la concentracidn de la suspensidn microbiana, el tiempo
de incubacifn, nutrientes, pH, etc.

Poblaciones microbianas con concentraciones bajas son muy
facilmente controladas por el antibiGtico de manera que &ste no per-
mite un crecimiento adecuado; ésto se refiere a que el nimero de cé-
1ulas microbianas es aproximadamente el mismo en cada uno de los

puntos de la curva estdndar originando en la relacién dosis respues-
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ta una curva con pendiente tendiente a cero. Con poblaciones alta-
mente concentradas la fraccién de c8lulas microbianas destruidas no
es apreciable debido al gran niimero de éstas aunado a que el tiempo
de vida de 1a poblacidn se reduce notablemente debido a que los nu-

trientes en el medio se agotan rdpidamente

11.2.C.f FASE DE CRECIMIENTO.

La vida de una célula microbiana al igual que la de todos
los seres estd regida por cambios fisioldgicos que permiten la des-
cripcidn del ciclo vital de acuerdo a ciertas etapas. E1 desarrollo
de un cultivo bacteriano en un medio apropiado puede explicarse tam-

bien en funcién de etapas o fases {Figura No. 6) (27).

Crecimiento
microbiano

tiempo
Figura No. 6. Curva tfpica de crecimiento que describe las etapas
de desarrollo de una poblacidn microbiana. A) Fase
lag o de retardo, B) Fase logaritmica o exponencial
C) Fase estacionaria y D) Fase de declinacifn o muerte.
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En el caso particular del andlisis microbioldgico turbidimé-
trico de oxitetraciclina en que se utiliza S. aureus como microor-
ganismo de prueba, la influencia de la fase de crecimiento puede
explicarse considerando que para que el antibidtico pueda ejercer
su accién bacteriostdtica, es necesario que penetre a la célula
bacteriana (mecanismo de accién). Para que &sto ocurra de manera
Gptima el microorganismo debe estar en fase logaritmica ya que a
partir del momento en que la célula se encuentra en fase estaciona-
ria, los nutrientes esenciales empiezan a agotarse provocando en
la célula una reaccidn de supervivencia consistente en un aumento
del grosor de la pared celular, este engrosamiento dificulta y blo-
quea 1a entrada del antibigtico a la célula alterando la accién y
bor ende modificando la respuesta. Aunado a 1o anterior, es menes-
ter evitar que el cultivo microbiano se encuentre en transicidn de
fases, ya que entonces las células no tienen las mismas caracteris-
ticas estructurales y fisioldgicas, 1o que conduce a Una accidn an-

tibiGtica no uniforme con los consiguientes resultados errdneos.

11.2.C.g DURACION DEL PERIODO DE INCUBACION.

La duracidn del periodo de incubacidén es otro factor que
debe ser considerado y estudiado en el desarrollo de métodos ana-
1iticos microbioldgicos turbidimétricos.

Los perfodos de incubacidn cortos no son suficientes para
que el microorganismo alcance a superar la fase de adaptacién al

medio de cultivo; ésto trae como consecuencia la obtencidn de rela-
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ciones gréficas dosis respuesta cbn curvas de crecimiento cuyas pen-
dientes tienden a cero pueéto que el crecimiento en todas las mues-
tras es casi nulo. Los perfodos prolongados no son adecuados pues-
to que al haber contacto entre el antibitico y Ta suspensidn mi-
crobiana durante un tiempo mds largo, el antibidtico se agota como
consecuencia de una unién irreversible de éste al ribosoma celular
provocando que el nimero de células presentes no dependa de la can-
tidad de antibidtico presente, es decir que después de un periodo

largo, el crecimiento microbiano es uniforme en todas las muestras.

11.2.C.h TEMPERATURA DE INCUBACION.

E1 metabolismo bacteriano al igual que el de todos los
organismos se 1leva a cabo mediante compiejos sistemas bioquimicos
tales como enzimas, vitaminas, etc., que dependen en gran medida de
la temperatura. Minimos cambios en ésta, originan cambios bioqui-
micos que se manifiestan en alteraciones en la velocidad con que se
realizan las funciones metab6licas o bien, pueden ser tan graves
que causan 1a muerte del organisme. En el caso de bacterias, la
temperatura dptima de crecimiento varia de acuerdo al género pudien-
do ser clasificados en psicréfilos, meséfilos y termdfilos (27).

Ain para una misma especie microbiana, la velocidad de re-
produccién varia notablemente con cambios pequefios de temperatura.
Garrett y Wright (25) demostraron claramente 1a importancia del

efecto de 1a temperatura utilizando cultivos de Escherichia coli

con 2 tubos inoculados con el mismo nimero de células (No) pero
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incubados durante 20 minutos a 37 y 38°C respectivamente. Estos

arrojaron Tos resultados en Ta Tabla No. 2.

Tabla No. 2. Resultados obtenidos en el experimento para probar la
influencia de la temperatura en el crecimiento de una
poblacidn bacteriana (25).

Nimero de cé&lulas en el tubo,

Tiempo de incubacién después de la incubacién a
{horas)
37°C 38°C
3 178 Ho 221 No
4 1005 No 1342 No

De acuerdo a estos resultados, diferencias de 1°C provocan
que la velocidad de reproduccion de uncultivo microbiano varie en
gran medida. Esto puede observarse en la diferencia en el nimero
de células presentes en ambos tubos al final del periodo de incuba-
cidn puesto que aunque ambos fueron inoculados con el mismo nimero
la temperatura provoca diferencias en Ta velocidad de reproduccién
y por ende en el nimero de células al final del periodo.

Cuando se realizan andlisis turbidimétricos, la incubacién
del microorganismo se 1leva a cabo colocando los tubos de ensayo
conteniendo al antibiético y al microorganismo en bafios de agua con

temperatura perfectamente controlada y enteramente homogénea. Oi-
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ferencias de por ejerplo 0.2°C podrian causar una diferencia en la

poblacién microbiana -ue conducirian a resultados que naturalmente

no serfan vdlidos para el andlisis puesto que la velocidad de cre-
cimiento no seria uniforme ocasionando que el nimero de células
presentes en los tubos.después de la interaccidn sea incongruente
con respecto al obtenido en los tubos que estuvieron a diferente
temperatura. Para evitar toda posible fuente de error debido a una
falta de homogeneidad en 1a temperatura del bafio deben considerarse

procedimientos prdcticos tales como {25):

1. Aplicacidn del medio de cultivo a los tubos y distribucidén alea-
toria de &stos, tanto los correspondientes al estdndar como al
problema.

2. El uso de medio de cultive inoculados frfos {agitados antes de
ser colocados en los tubos) de manera que el crecimiento inicie
hasta que Jos tubos hayan sido colocados en el bafio de agua para
ser incubados. )

3. E1 wuso de tubos de forma y grosor uniforme de manera que la
transferencia de calor sea uniforme en todos los tubos.

4. Usar un bafio de agua con un sistema de agitacidn tal que permita
que la temperatura sea homogénea y exacta en todo el bafio o in-

cubadora.

11.2.0 METODOS REPORTADOS.

Para el anilisis de muestras farmacéuticas conteniendo oxite-

traciclina o clorhidrato de oxitetraciclina, la USP (1) describe un
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método turbidimétrico que uti1liza Staphylococcus aureus como microor-

ganismo de prueba. La Farmacopea Britdnica describe 2 métodos en que

ut1lizan Bacillus pumilus {12) y Bacillus cereus (variante mycoides)

(11) como microorganismo de prueba.
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IIT. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

El presente trabajo consistid en el estudio de un método mi~
crobioldgico turbidimétrico para en base a dicho estudio, desarrollar
una técnica de andlisis cuantitativo de clorhidrato de oxitetraci-
clina. E] método microbiolégico turbidimétrico general se describe

a continuacidn.

II1.1 METODO TURBIDIMETRICO GENERAL,

IIT.1.A REACTIVOS Y EQUIPO.

- Espectrofotdmetro con capacidad de deteccion a longitud de onda

visible.

Tina con termostato,

Clorhidrato de oxitetraciclina estdndar de referencia.
~ Solucibn acuosa de formaldehido al 12%.

- Medio para Antibifticos No. 1.

Medio para Antibidticos No. 3.

I11.1.B PROCEDIMIENTO.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES ESTANDAR.

Preparar una solucién patron disolviendo una cantidad de
clorhidrato de oxitetraciclina estdndar de referencia exactamente
pesada en HC1 0.1 N para tener una concentracién final de 1 mg
por ml. Mantener en refrigeraci6n pudiendo utilizarse esta solu-

cién en un periodo de 4 dias (1). El dfa del andlisis, preparar
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a partir de 1a soluci6n patrén 5 o mis soluciones dilufdas del mis-
mo, dispuestas en un intervalo, con una concentracién media de

0.3 microgramos por mililitro, utilizando agua como diluente.

PREPARACION DE LA SOLUCION PROBLEMA.

Preparar una solucidn patrdn problema utilizando HC) 0.1 N
como disolvente; a partir de ésta preparar una solucion dilufda del
problema con una concentracidn 1o mds cercana posible a la dosis

media de las soluciones estdndar utilizando agua como diluente,

PREPARACION DEL INOCULO.

Previo al andlisis inocular con una cepa de Staghx]ococcus.
aureus ATCC 6538-P, un tubo de ensayo conteniendo Medio para Anti-
bidtices No. 1. Distribuir el indculo sobre la superficie de agar
e incubar a 37°C durante aproximadamente 24 horas. Después de es-
te periodo de tiempo preparar una suspension reuniendo el crecimien
to bacteriano en 50 m1 de Solucidn Salina Isotdnica Estéril (SSIE).
AT momento del andlisis diluir una porcién de la suspensién adicio-
nando SSIE y ajustar la transmitancia de la suspensidn a 25% a 580 nm
contra un blanco constituido por SSIE. Con la suspensién asi ajus-
tada, ajustar la concentracion del medio de prueba agregando 0.1 m]

de ta suspension por cada 100 ml de medioc.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

E1 dfa del andlisis afiadir 1 m? de cada una de las solucio~

nes diluidas tanto de estdndar como de problema, a series de 3 tubos
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cada una. Incluir 1 o 2 tubos blanco, los cuales tienen dnicamente
diluente sin antibi6tico y 1 o 2 tubos testigo que contengan dilue-
te sin antibidtico y medio de cultivo inoculado. Agregar 9 ml de
medio de prueba sin inocular a cada tubo blanco y aleatoriamente
adicionar 9 ml de medic de prueba inoculade a los tubos conteniendo
las soluciones estdndar y problema, mezclar e incubar a 37°C duran-
te 2-3 horas. Agregar a cada tubo 0.5 ml de una solucién dilufda
de formaldehido al 12%, mezclar vigorosamente y determinar espec-
trofotométricamente a 530 nm la turbidez de la suspensién (medida
como porcentaje de transmitancia) de cada muestra, compardndola

con la turbidez del tubo blance.

I1r.2 ESTUDIO DE VARIABLES.

E1 desarrollo experimental se inicié con un estudio de
las variables que ejercen influencia en un método turbidimétrico,
utilizéndose para ello un método turbidimétrico particular basado
en el método general. Este método particular se describe a con-

tinuacién.



Esquema No. 5

55,

METODO MICROBIOLOGICO TURBIDIMETRICO

DIAGRAMA

/\

T

/\

Resiembra

S. aureus ATCC 6538-P
(Medio de resiembra)

H, Antibifticos No. 1

Inoculacion
{1 azada)

Incubacidén a 37°C

Medio 1iquido de previo
crecimiento

(M. Antibidticos Ho. 3)

Ajuste de concentracidn

nidiendo espectrofotomé-

tricamente la turbidez
de la suspensién.

Medio de prueba

(M. Antibidticos No. 3)

U Ul

VARIABLES A ESTUDIAR

Tiempo de crecimiento en el
medio de resiembra.

Tiempo de crecimiento en el
Medio 1fiquido previo al ana-
lisis.

Concentraci6n de la suspen-
sién microbiana en el medio
de prueba.

Preparacion - Estudio de

de solucio- la solubili-

nes diluidas dad del anti-
biético en

el disolvente

- Influencia de la presen-
cia de residuos orgdnicos
en el material.
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Incubacién a 37°C

Detencidn del crecimiento y determinacién
espectrofotométrica a 530 nm, de la turbi-
dez de la suspensidn.

Determinacién cuantitativa mediante la re-
lacion dosis-respuesta.

Esquema No. 5. Mé&todo Microbioldgico turbidimétrico (continuacidn).

IT11.2.A DESCRIPCION DE LAS VARIABLES EN ESTUDIO.

- TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE RESIEMBRA.

Se refiere al nimero de dias anteriores a la inoculacién
del medio 1fquido de previo crecimiento (Esquema No. 5) en que se
debe resembrar el microorganismo de prueba con el objeto de tener

células jovenes.

- TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO LIQUIDO DE PREVIO CRECIMIENTO.
Es el nimero de dias anteriores al andlisis en que se debe

inocular el medio 1iquido a partir del cultivo resembrado con el

objeto de homogenizar las células y adaptarlas a un medio de rdpido

crecimiento.

~ CONCENTRACION DE LA SUSPENSION MICROBIANA EN EL MEDIO DE PRUEBA.
Se refiere al nimero de c&lulas microbianas presentes en
el medio de prueba durante la interacci6n con las soluciones diluf-

das del antibiético, es decir la turbidez del medio de prueba medi-
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da espectrofotometr ca ente a 650 nm como ¥ de transmitancia.

- ESTUDIO DE LA SOLUBILIDAD DEL A TIBIOTICO EN EL DISOLVENTE.
-Se refiere a la influencia del disolvente utilizado en la

solubilidad y estabilidad de la oxitetraciclina como clorhidrato.

- INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE RESIDUOS CONTAMINANTES EN EL MATE-
TIAL UTILIZADO.
Es el estudio de la posible interferencia en el desarrollo
del andlisis de residuos presentes en el material utilizado prove-
nientes del agua y detergente utilizados, y la manera de eliminar

dichos residuos.

- TIEMPO DE INCUBACION.

Es la duracion del periodo en que se mantiene en incuba-
cion la suspensidn microbiana en contacto con las distintas solucio-
nes diluidas del antibidtico a analizar.

La temperatura a la cual se mantuvo en incubacidn el micro-
organismo también es de suma importancia pero se mantuvo constante

en 37°C durante todo el estudio.

111.2.B ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE LA SUSPEN-
SION MICROBIANA, TIEMPO DE INCUBACION Y TIEMPO DE CRECI-
MIENTO EN EL MEDIO LIQUIDO PREVIO AL ANALISIS.

I11.2.B.a ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LAS VARIABLES.

De acuerdo a la bibliografia disponible (25(26) se sabe
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que estas variables dependen entre si en gran medida por lo que pa-
ra la primera fase del estudio se realizd un experimento que permi-
tiera observar el comportamiento de cada una de ellas cuando varian
las otras. E1 experimento se realizé de acuerdo a la Tabla No. 3.
Las letras representan los distintos experimentos realizados.

El estudio se realizdé efectuando determinaciones analiticas
de clorhidrato de oxitetraciclina materia prima siguiendo el método
turbidimétrico modificado antes descrito.

‘ Para estudiar la influencia de la concentracién de la sus-
pensién microbiana se utilizaron medios de prueba ajustados espec-
trofotométricamente a 650 nm, a partir de medios 1iquidos con pre-
vio crecimiento, a 3 diferentes valores de concentracién de células
microbianas medida como porciento de transmitancia, las cuales fue-

ron 85, 92 y 98 respectivamente.

Concentracién  Tiempo de cre Tiempo de incubacidn
de 1a suspen- cimiento en el
si6n microbia  medio 1iquido (horas)
na (% de T) previo al ana-
lisis (dfas) 1:00 2:30 1:00 2:30
A J A J'
85 4 B K B! K
7 c L c L'
1 D M D' M!
92 4 E N E* N'
7 F R F!' fi'
1 G 0 G 0’
98 4 H P F p'
1 Q II Ql

Tabla No. 3. Diagrama de los experimentos realizados en el estudio
de la interaccitn de las variables.
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Con el fin de estudiar la influencia en el andlisis de los
diferentes tiempos de previo crecimento en el medio liquido, se
elabord un calendario de andlisis y conforme a éste, los medios de
cultivo fueron inoculados 1, 4 o 7 dias dependiendo del caso (Tabla
No. 3) antes de las fechas de los andlisis, a partir de los cultivos
de S. aureus resembrados previamente.

Para evaluar los resultados a los diferentes tiempos de 1n-
cubacidn, los tubos de ensayo conteniendo 1a suspensién microbiana y
al antibidtico fueron muestreados 1:00 y 2:30 horas después de per-
manecer en incubacién a 37°C y se determind la turbidez de cada
muestra a 530 nm contra un blanco constituide por diluente y medio
de cultivo sin haber sido inoculado.

Para tratar de disminuir la influencia de factores externos
todos los experimentos se realizaron por duplicado (experimentos
representados por letras) y el orden seguido en su realizacién fue
aleatorio.

En andlisis microbioldgicos en general, el crecimiento mi-
crobiano se evalda cuantitativamente (25)(26) mediante relaciones
matemdticas y graficas entre la dosis (concentracidn de antibig-
tico) y la respuesta {crecimiento bacteriano durante la interaccién),
en el caso particular de métodos turbidimétricos, la respuesta se
refiere a la turbidez de 1a suspensién microbiana medida como por-
ciento de transmitancia, en el caso particular de clorhidrato de
oxitetraciclina a una longitud de onda de 530 nm.

Con el objeto de visualizar y estudiar de manera dptima el



60.

comportamiento del crecimiento microbiano a 1o largo de la interac-
cién, en este trabajo el andlisis de resultados se hizo en base a
relaciones respuesta dosis. En el establecimiento de las condicio-
nes metodoldgicas Gptimas de las variables en estudio, se conside-
raron los siguientes criterios:
a) Tipo y forma de la relaci6n dosis-respuesta.
E1 tipo y forma de Ta curva de la relacidn dosis respuesta depen-
de de manera muy importante de la cantidad de células microbia-
nas presentes en el medio de cultivo y de la duracidn del tiem-
po de incubacidn (I1.2.C.e y 11.2.C.qg).
b) Pendiente de las curvas dosis-respuesta.
¢) Dispersitn entre resultados correspondientes al mismo tratamien-
to.

Representa el grado de dispersifn de los resultados de ca-
da una de las muestras correspondientes a cada una de tas solucio-
nes de la curva estdndar, con respecto al valor promedio de cada
una de dichas soluciones estdndar en un tratamiento dado, y se re-
presenta grdficamente por los valores de porciento de transmitancia
de cada una de las muestras, es decir los puntos trazados alrededor
de las 1ineas en las grdficas.

Los resultados obtenidos se evaluaron matemdtica y grifi-
camente de acuerdo a las relaciones dosis respuesta antes descritas.
Los resultados de cada experimento se graficaron y se determind la
pendiente de cada una de las lineas obtenidas (Tabla No. 4). tLa

Tp-T
pendiente se calculd como m = 'Iflifl' donde T es transmitancia y



C la concentracién expresada en mcg/ml.
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Tabla No. 4. Tabla que muestra los valores de las pendientes de las
curvas dosis respuesta de los resultados obtenidos en
los distintos experimentos.

Concentracidn

Tiempo de cre
de la suspen-

cimiento en

Tiempo

de incubacidn

sién microbia el medio 1iqui {horas)
na (¥ de T) do previo al
analisis (dias) 1:00 2:30 1:00 2:30
1 0.21 0.48 0.27 0.49
85 4 0.04 0.31 0.07 0.33
7 0.04 0.24 0.02 0.31
1 0.19 0.48 0.18 0.46
92 4 0.09 0.37 0.03 0.37
7 0.09 0.19 0.14 0.18
1 0.03 0.12 0.08 0.18
98 4 0.02 0.21 0.02 0.24
7 0.02 0.16 0.03 0.19

En el trazo de las graficas se

consideraron constantes dos

de las variables para observar el comportamiento de éstas cuando va-

rid una tercera. En las grdficas 1, 2 y 3 se considerd como varia-

ble el tiempo (dias) de crecimiento en el medio liquido previo al

andlisis manteniendo constantes en cada grdfica la concentracién

de la suspensién microbiana (turbidez del medio de prucba) en 85%

92% y 98% de transmitancia respectivamente y el tiempo de incuba-
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cién en una hora.

Las grdficas 7, 8 y 9 sirvieron para estudiar el efecto de
ta variaci6n de la cantidad de células microbianas (concentracién)
sobre las constantes tiempo de incubacidn, 1 hora y el tiempo de
crecimiento en el medio 1iquido previo al andlisis, correspondiente
a cada grafica 1, 4 y 7 dias respectivamente.

En las gréficas 4, 5 y 6 se consideraron las mismas cons-
tantes.y variables que en las grdficas 1, 2 y 3 variando finicamente
el valor del tiempo de incubacién siendo de 2.30 horas en el caso
de las gréficas 4, 5y 6. Igualmente ocurrif en el caso de las grd
ficas 10, 11 y 12 con relacibn a las grdficas 7, 8 y 9, es decir se
conservan las constantes y variables de estas Gltimas variando dni-

camente el tiempo de incubacién de 1:00 a 2:30 horas.

OBSERVACIONES CONSIDERANDO LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LA
SUSPENSION MICROBIANA EN EL MEDIO DE PRUEBA, SOBRE EL TIEMPQ DE
CRECIMIENTO EN EL MEDIO LIQUIDO PREVIO AL ANALISIS.

TIEMPO DE INCUBACION 1:00 HORA.

Pe acuerdo a las grdficas dosis respuesta de los resulta-
dos obtenidos, se observd que el crecimiento microbiano no fue abun
dante (grdficas 1, 2 y 3) en las muestras especialmente en los ca-
s0s en que se utilizaron medios de prueba con 7 dfas de crecimiento;
el crecimiento fue mayor en los experimentos en que la concentracidn
fue mayor. También se observd un efecto antibidtico uniforme, es

decir, no hubieron cambios significativos en el niimero de células
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microbianas presentes en muestras conteniendo concentraciones di-
ferentes de antibidtico, ésto es, la pendiente de las curvas obte-
nidas fue muy pequefia casi cero (Tabla No. 4). La pendiente se
modificé ligeramente dGnicamente en los casos de experimentos rea-
Tizados con cultivos con un dia de crecimiento en el medio 1iquido
(Tabla No. 4). En el caso de la concentracién 98% de transmitancia
(Gréfica No. 3) 1as curvas mostraron pendientes muy pequefas.

Con el mismo tiempo de crecimiento previo pero con mayores concen-
traciones, aumenté la pendiente de las curvas {grificas 1, 2,

Tabla No. 4}.

También se observd que en los casos en que se utilizd el
valor mds alto de concgptracién microbiana (Grdfica No. 1) las 1i-
neas correspondientes al mismo experimento se comportaron de manera
muy parecida, es decir se agruparon mejor de acuerdo a los dias de
previo crecimiento en el medio 1iquido.

La dispersion entre resultados correspondientes al mismo
experimento no se vi6é afectada ni por el tiempo de previo creci-
miento, ni por los distintos niveles de concentracién utilizades
aunado a que dicha dispersidon permaneci6é homogénea a 1o largo de

las 5 distintas concentraciones de antibi6tico.

TIEMPO DE INCUBACION 2:30 HORAS.

Al aumentar el tiempo de incubacién del microorganismo en
el medio de prueba se observé que en todos los casos aumentd la
cantidad de crecimiento microbiano con relacién al obtenido con

un tiempo de incubacidn de 1:00 hora. Los experimentos en que el



medio de prueba alcanzé mayor turbidez (menor porciento de transmi-
tancia) fueron aquellos casos correspondientes a andlisis realiza-
dos con medios de cultivo con un dia previo de crecimiento (Grafi-
cas 4, 5 y 6) ademds, dicha turbidez aument6 conforme aumentd la
concentracién de la suspension microbiana (Grdfica No. 4).

La pendiente de las curvas en todos los casos se incremen-
t6é cuando fue mayor la concentracién de la suspensién microbiana
(Tabla No. 4) siendo ésta mayor en el caso en que la concentracién
inicial del medio de prueba se ajusté a 85% de transmitancia. Se
observ6 que al aumentar 1a concentracién de Ta suspensién microbia-
na, las 1ineas correspondientes a tratamientos idénticos tuvieron
comportamientos similares, es decir se agruparon mejor de acuerdo -
al tiempo de crecimiento en el medio 17quido de previo crecimiento
(Gréfica No. 4).

La dispersidn de resultados correspondiente al mismo tra-
tamiento no se vié afectado ni por el tiempo de incubacién ni por
los distintos niveles de concentracién, ademds la dispersi6n perma-
necié sin cambio a lo largo de las 5 concentraciones de antibigti-
co utilizadas.’

Las pendientes de todas las curvas aumentaron confo;me se
incrementd el tiempo de incubacién de 1:00 hora a 2:30 horas (Tabla

'No. 4) 1o cual pudo explicarse considerando que en los casos en que
el cultivo microbiano estuvo en incubacidn a 37°C durante ﬂqa hora,
Ta célula microbiana estuvo en fase de adaptacidn al medio'de prue-

_ bar(I1.2.C.£) por 1o que el crecimiento fue aproximadamente el mis-

67.
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mo en todos los tubos conteniendo 1as muestras de antibiético, e
independiente de la cantidad presente en dichas muestras. Después
de 2:30 horas, el microorganismo ya adaptado fue capaz de crecer
en las distintas muestras en relacién a la cantidad de antibidtico
presente en ellas lo que origind el aumento tan marcado en los va-

Tores obtenidos de sus pendientes.

OBSERVACIONES CONSIDERANDO EL TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO
LIQUIDO PREVIO AL ANALISIS SOBRE LA CONCENTRACION . DE LA SUSPEN-
SION MICROBIANA EN EL MEDIO DE PRUEBA.

TIEMPQ DE INCUBACION 1:00 HORA.

La cantidad de crecimiento microbiano en las muestras se
vié modificado al variar el tiempo de previo crecimiento. De acuer
do a las gréficas 7, 8 y 9 fue posible observar que al utilizar
medios de prueba con concentraciones iniciales de células microbia-
nas iguales, se obtuvo un crecimiento mds abundante al disminuir
el tiempo de crecimiento previo, alcanzédndose el médximo, con un dia
de previo crecimiento (Grafica No. 7).

La forma y el grado de inclinacidn de las curvas obtenidas
en cada experimento también se vieron afectadas por el tiempo de
previo crecimiento. La pendiente de todas las curvas se incremen-
taron conforme disminuyd el tiempo de previo crecimiento (Tabla No.
4). El grado de aumento de las pendientes de las curvas correspon-
dientes a medios de prueba con concentraciones iguales dependi§ del
tiempo de previo crecimiento. Con medios de 7 dfas, el grado de

aumento fue menor que en el caso 4 dfas y €stos a su vez menores
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que en el caso de un dia (Tabla No. 4, Graficas 7, 8 y 9).

Se observd que cuando aumentd el tiempo de previa resiem-
bra las 1ineas obtenidas al graficar los resultados de Tos experi-
mentos no mostraron comportamientos definidos dependientes de las
distintas concentraciones de las suspensiones microbianas utiliza-
das, es decir 1ineas correspondientes a experimentos diferentes, se
sobrepusieron unas a otras, obteniéndose la mejor separacidn de 11-
neas cuando se trabajaron medios con un dfa de crecimiento en el

medio 1iquido previo al andlisis.

TIEMPO DE INCUBACION 2:30 HORAS.

75,

Al igual que el caso en que el tiempo de incubacién fue de

una hora, con 2:30 horas el crecimiento microbiano en las muestras
estuvo en funcidn del tiempo de crecimiento en el medic 1fquido
previo al andlisis (Gréficas 10, 11 y 12). Dicho crecimiento en

el medio de prueba aumentd conforme disminuyd el tiempo de previo
crecimiento logrdndose el mayor crecimiento con el medio con un dfa
de crecimiento en el medio 1fquido previo al andlisis.

La pendiente de Tas curvas obtenidas en los experimentos
mostraron aumentos cuando disminuyd el tiempo de previo crecimien-
to (Tabla No. 4, Graficas 10, 11 y 12) y el grado de aumento de las
pendientes de las curvas estuvo en funcifn del tiempo de crecimien-
to en el medio 1fquido previo al andlisis, obteniéndose el mayor
aumento con el menor tiempo de crecimiento previo, es decir con un
dia.

Las curvas obtenidas no mostraron comportamientos defini-
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dos con 7 dias de previo crecimiento, mientras que con un dia se
agruparon de mejor manera en funcién de los distintos niveles de
concentracion microbiana.

Al aumentar el tiempo de incubacién y comparar los resul-
tados las lineas mostraron aumentos en el valor de sus pendientes
(Tabla No. 4) explicdndose &sto debido a que en periodos de incu-
bacibn de una hora, el microorganismo aiin estd en fase de adapta-
cién al medic de prueba, mientras que con 2;30 horas después de
iniciarse el perfodo de incubacion el microorganismo ya estd adap-
tado y entonces su crecimiento depende directamente de la cantidad
de antibiético presente en las muestras definiéndose asi de mejor
manera las 17neas de crecimiento.

La dispersidn entre resultados correspondientes al mismo
experimento permanecié sin cambie al variar 1a concentracion de 1a
suspensidn microbiana, el tiempo de incubacién y el tiempo de pre-
vio crecimiento. Asi mismo la dispersidn permanecié homogénea a
1o largo de las 5 concentraciones de antibidtico utilizadas.

En base a la evaluacion matemdtica del crecimiento micro-
biano a través de las relaciones dosis respuesta de los resultados
obtenidos experimentalmente, en este trabajo la eleccién de las
condiciones experimentales mds adecuadas se hizo en base al valor
de 1a pendiente de las curvas. Considerando ésto, el experimento
ideal es aquel en que la pendiente de las 1ineas obtenidas sea lo
mds cercana a uno puesto que asf, cambios en una de las variables

se manifestardn en aproximadamente igual proporcidn en la otra va-
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riable,

111.2.8.b DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE LA SUSPEN-
SION MICROBIANA EN EL MEDIQ DE PRUEBA.

La serie anterior de experimentos permiti6 observar y
evaluar el comportamiento de las variables estudiadas. Se utili-
zaron varios pardmetros de referencia siendo el mds importante el
valor de la pendiente de la curva.

Los resultados del experimento anterior permitieron te-
ner una idea general del comportamiento de las variables de manera
que el experimento en el cual Tas curvas obtenidas tuvieron mayor
pendiente (.48, .49) fue con el menor tiempo de previc crecimiento
(1 dia), con la mayor concentracidn de células microbianas en el
medio de prueba (85% de transmitancia) y con un tiempo de incuba-
cibn de 2:30 horas. En base a ésto, se hizo otra serie de experi-
mentos para estudiar que pasaba al aumentar la concentraci6n de cé-
1uias en el medio de prueba, puesto que el estudio anterior mostrd
que de esta manera podia mejorarse el valor de la pendiente.

Se estudiaron 3 diferentes valores de concentracién micro-
biana medidas como porciento de transmitancia las cuales fueron
85%, 75% y 65% respectivamente, wanteniendo constantes el tiempo de
incubacidn en 2:30 horas y el tiempo de previo crecimiento en un
dia. Todos los experimentos fueron realizados por duplicado con
el objeto de disminuir 1a influencia de factores externr.., ademds

el orden seguido para efectuar los experimentos fue aleatorio. Las



pendientes de las curvas obtenidas en las relaciones dosis respues-
ta se muestran en la Tabla No. 5.

Los resultados de porciento de transmitancia se grafica-
ron (Grdfica No. 13) y se pudo observar que las curvas de creci-
miento se definieron mejor conforme disminuyd la concentracidn de
la suspension microbiana, es decir a 85% de transmitancia. La pen-
diente de las curvas (Tabla No. 5) disminuyé cuando aumenté 1a con-
centracién de la suspensidn obteniéndose los mayores valores de
pendiente con los medios cuya turbidez fue 85% de transmitancia
(Tabla No. 5).

Este experimento en combinacifn con los anteriores sirvie-
ron para concluir que la concentracion microbiana Gptima del medio
AE prueba es decir, que el andlisis se debe realizar ajustando el
medio de prueba espectrofotométricamente a una longitud de onda de

650 nm a un valor de transmitancia del 85%.

Tabla No. 5. Valores de pendientes de las curvas dosis-respuesta
de los resultados en la determinacidn de la concen-
tracién microbiana éptima.

Concentracidn de la

suspensidn microbia- Pendiente de las curvas
na (% de T)
85 0.38 0.39
75 0.22 0.22

65 0.18 0.21 .
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I11.2.8.c DETERMINACION DEL TIEMPO DE INCUBACION OPTIMO.

Después de haber determinado la concentraci6n de la sus
pensién microbiana 6ptima en el medio de prueba, se hizo otra se-
rie de experimentos para estudiar la influencia en 12 curva de cre
cimiento, de otros valores de tiempo de incubacidn manteniendo cons
tantes las variables ya estudiadas, para determinar cual es el tiem
po Gptimo de incubacidén del medio de prueba.

Se estudiaron 3 diferentes tiempos de incubacién ios cua-

les fueron 2:00, 2:30 y 4:00 horas respectivamente siguiendo el mé-

83.

todo microbiolégico en estudio. Con el fin de disminuir la influen

cia de factores externos, los experimentos se efectuaron por dupli-
cado y el orden seguido en su realizacidn fue aleatorio. Las pen-
dientes de las curvas dosis respuesta de los resultados experimen-

tales se muestran en la Tabla No. 6.

Tabla Mo. 6. Valores de pendientes de las curvas dosis respuesta
de Tos resultados del estudio de determinacidn del
tiempo de incubacidn 6ptimo.

Tiempo de incuba-

cifn {(horas) Pendiente de las curvas

2:00 0.31 0.33
2:30 0.41 0.38
4:00 0.41 0.38
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Los resultados se graficaron (Grdfica No. 14) y de acuer-
do a &sta se pudo observar que Tas pendientes de las curvas de cre-
cimiento aumentaron cuando el tiempo de incubacion aumentd de 2:00 a
2:30 pero se mantuvieron invariables cuando el tiempo aumenté a
4:00 horas (Tabla No. 6) y se selecciond el tiempo 2:30 debido a
que siendo iguales los resultados a las 2:30 y 4:00 horas, no tie-
ne caso esperar a las 4:00 horas.

La dispersién entre resultados correspondientes al mismo
experimento no se vid afectada por la duracién del perfodo de incu-
bacién. Dicha dispersidn fue homogénea a lo largo de las 5 distin-
tas concentraciones de las soluciones estdndar. Esta dispersion
se representd en la grdfica por los valores de porciento de trans-
mitancia de cada una de las muestras {puntos) dibujados alrededor
de Tas curvas.

Después de todos los experimentos se concluyd que las va-
raibles quedaron establecidas de 1a siguiente manera:

Ajustar la turbidez del medio de prueba espectrofotomé-
tricamente a una longitud de onda de 650 nm a 85% de transmitan-
cia a partir de un medic de cultivo 1iquido con un dfa de previo
crecimiento. Incubar las muestras a 37°C durante un periodo de

2:30 horas.

I11.2.C ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL TIEMPO DE CRECIMIENTO DEL
MICROORGANISMO EN EL MEDIO DE RESIEMBRA.

A To largo de todo el estudio anterior se utilizé un cul-
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tivo microbiano con un dia de crecimiento en el medio de resiembra.
Una vez establecidas las variabies anteriores se procedid a estu-
diar 1a influencia del tiempo de crecimiento en el medio de resiem
bra en el método turbidimétrico. E1 tiempo de crecimiento en el
medio de resiembra se refiere al tiempo que transcurre entre la
resiembra de 1a cepa microbiana y la inoculaci6n del medio 11qui-
do de previo crecimiento con la cepa resembrada anferiormente, 0
bien al tiempo previo a la inoculacidn del medio 1iquido de previo
crecimiento en que se debe resembrar el microorganismo a un medio
de cultivo sélido (Esquema No. 5).

Para este estudio se realizaron diversos experimentos con-
sistentes en determinaciones analiticas de clorhidrato de oxitetra-
ciclina materia prima siguiendo la técnica turbidimétrica en estu-
dio utilizando cultivos microbianos con tiempos de crecimiento en
el medio de resiembra diferentes, los cuales fueron 9 horas, 1, 2

y 4 dias respectivamente. Las determinaciones analfticas se hicieron

Tiempo de previa re
siembra

Resiembra
Incubar a 37°C
—_—_— —_—— ey
Medio No. 1 Medio de resiembra

S. aureus Hedio 1iquido
de previo cre-
cimiento

Esquema No. 5. Diagrama que muestra el significado del tiempo de

. crecimiento en el medio de resiembra considerando
Ta técnica microbioldgica turbidimétrica utilizada.
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por duplicado y los resultados se muestran en la Tabla No. 7 y se
refieren al porciento de transmitancia de cada muestra de cada una
de 1as soluciones estdndar (método 5+ 1) despuds.de la interaccién

con la suspensidn bacteriana.

Tabla No. 7. Resultados (% de T) de cada una de las soluciones
estdndar de los experimentos del estudio de la in-
fluencia del tiempo de previo crecimiento.

TIEMPQ DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE PREVIA RESIEMBRA: 9 HORAS

SOLUCION ESTANDAR A{%T) B(%T) C(%T) D(%T) E(%T)
32.3 35.7 40.4 30.1 47.6
33.0 32.0 34.8 36.4 46.5
29.8 36.3 35.3 33.7 39.0
25.1 30.1 38.4 40.0 42.4

PROMEDIO 30.05 33.52 37.22 35.05 43.87

DESV. ESTANDAR 3.574 2,971 2.649 4.189 3.946

"TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE PREVIA RESIEMBRA: 9 HORAS

SOLUCION ESTANDAR A(%T) B(%T) C{%T) D(%T) E(%T)
29.7 32.6 37.4 40.0 47.4
29.8 34.0 40.8 40.3 45.2
36.4 28.2 32.6 45.6 46.9
24.2 37.5 33.0 37.4 37.0

PROMEDIO 30.02 33.07 35.95 40.82 44,12

DESV. ESTANDAR 4.991 3.84 3.896 3.439 4,752



Tabla No. 7. Resultados (% de T) de cada una de las soluciones es-
tindar de los experimentos del estudio de la influen-
cia del tiempo de previo crecimiento.

TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE PREVIA RESIEMBRA: 1 DIA

SOLUCION ESTANDAR A(%T) B(%T) c(%T) D(%T) E(%T)
30.2 32.4 35.7 39.2 43.6
30.6 33.0 35.8 39.5 43.2
30.0 32.6 36.2 39.0 42.9
30.4 32.8 36.0 39.4 43.1

PROMEDIO 30.3 32.7 35.9 39.2 43.1

DESV. ESTANDAR 0.258 0.365 0.222 0.223 0.294

TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE PREVIA RESIEMBRA: 1 DIA
SOLUCION ESTANDAR A(%T) B(%T) C{%T) D(%T) E(%T)
33.4 34.2 36.5 38.9 41.0
32.9 3%.0 36.8 39.4 41.2
32.9 4.3 37.2 39.6 41.5
33.0 34.6 37.0 39.0 41.0
PROMEDIO 33.05 3.3 36.9 39.2 41.2
DESV. ESTANDAR 0.238 0.260 0.298 0.33 0.236
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Tabla No. 7. Resultados (% de T) de cada una de las soluciones
estindar de los experimentos del estudio de 1a influen

cia del tiempo de previo crecimiento (Continuacién}.

TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE RESIEMBRA: 2 DIAS

SOLUCTON ESTANDAR A(2T) B(%T) c{%T) D(%T) E(%T)
32.3 36.2 40.2 43.3 47.4
40.2 37.7 41.0 41.0 42.8
31.3 34.4 43.3 41.3 39.8
27.7 29.8 32.9 37.7 48.0
PROMEDIO 32.87 34,52 39.35 40.82 44.5
DESY. ESTANDAR 5.268 3.427 4,496 2.322 3.97

TIEMPQ DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE RESIEMBRA: 2 DIAS

SOLUCION ESTANDAR A(%T) B(%T) c(zr1) D(%T) E(%T)
27.8 39.8 48.5 46.2 48.5
31.4 40.5 40.4 47.7 49.7
33.8 3.1 36.5 36.3 50.9
25.6 30.6 44.7 41.4 45.8

PROMEDIO 29,66 36.0 42.52 42.9 48.72

DESV. ESTANDAR 3.656 4.908 5,204 5.155 2.182
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Tabla No. 7. Resultados (% de T) de cada una de las soluciones
estdndar de los experimentos del estudio de la in-
fluencia del tiempo de previo crecimiento (Continuacién).

TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE RESIEMBRA: 4 DIAS

SOLUCION ESTANDAR  A(¥T)  B(%T)  C(3T)  D(2T)  E(3T)
35.4 39.7 436 458  48.0
37.4  40.8  45.4  48.8  46.1
35.4 33,5  40.2  49.4  40.7
32.9 32,6  37.4 402 43.3

PROMEDIO 35.27  36.55 41.65  46.05  44.52

DESV. ESTANDAR 1.843 4,197  3.542  4.206 3.198

TIEMPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO DE RESIEMBRA: 4 DIAS

SOLUCTON ESTANDAR A(%T) B(4T) C(%T) D(%T) E(2T)
32.1 34.1 30.9 44.2 46.1
29.3 33.8 30.3 47.1 47.1
35.4 40.7 36.8 39.7 38.4
32.2 38.7 40.4 36.8 43.4

PROMEDIO 32.25 36.82 34.6 41.95 43.75

DESV. ESTANDAR 2.493 3.421 4.648 4.589 3.894

Los resultados obtenidos en andlisis efectuados con cul-
tivos microbianos con 9 horas, 2 y 4 dfas de crecimiento en el me-

dio de res.iembra se encontraron muy dispersos (Tabla No. 7) y mos-



traron una gran dispersién entre los correspondientes a una misma
solucién’ de antibi6tico estdndar encontrdndose variaciones hasta
de 10 porciento de transmitancia entre ellos. Se determiné la des
viacibn estdndar (Tabla No. 7) de cada grupo de resultados 1o que
apoyd numéricamente 1o antes explicado sobre la gran dispersidn de
Tos resultados.
Los resultados de andlisis efectuados con cultivos micro-

_ bianos con un dia de crecimiento en el medio de resiembra estuvie-
ron poco dispersos (Tabla No. 7) encontrdndose variaciones de

+ 0.7% de transmitancia entre diferentes muestras correspondientes
a una misma solucién estdndar.

Los resultados se explicaron en funcidn de las diferentes
étapas de crecimiento de un cultivo microbiano (I12.C.g). La 6pti-
ma entrada del antibidtico a la c&lula ocurre en fase logaritmica
que es una de las primeras fases del cultivo microbiano en el me-
dio. Un cultivo de 9 horas posiblemente estuvo en fase de retardo
o en transicidn de fases, mientras que cultivos de 2 y 4 dias se
encontraron en fases posteriores a 1a logarftmica, probablemente
estacioﬁaria y de decaimiento respectivamente.

En base a 1os experimentos anteriores se concluyé que pa-
ra obtener resultados con el minimo de dispersidn se debe utilizar

un cultivo microbiano con un dfa de previa resiembra.

II1,2.D ESTUDIO DE LA INTERFERENCIA DE RESIDUOS CONTAMINANTES.

La oxitetraciclina y su clorhidrato son susceptibles a
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formar complejos con residuos orgdnicos e inorginicos conduciendo
a una pérdida de actividad biolégica (2); pudiendo provenir dichos
residuos del detergente o del agua de lavado.

Para estudiar la influencia de los residuos presentes se
hicieron series de andlisis siguiendo el modelo que se observa en

el Esquema No, 6.

15%
Diluciones utilizando ///’/’///"
~——=*  como diluentes solucio-
nes de EDTA 0.01M, al
70%
Material tratado Material enjuagado Material tratado
drésticamente con normalmente con agua con solucién acuo-
agua corriente y corriente sa 0.01 M de EDTA

agua deionizada

Esquema No. 6. Esquema que muestra Tos experimentos realizados pa-
ra estudiar 1a influencia de los residuos contami-
nantes presentes en el material.
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ET desarrollo del experimento consistid en analizar micro-
biol6gicamente muestras de clorhidrato de oxitetraciclina utili-
zando material tratado de 3 distintas maneras y los diluentes ya
mencionados. Con este objetivo se preparé una solucidon inicial
del antibidtico en HC1 0.1 N con una concentracidn aproximada de
1 mg/ml y de ésta, se tomaron las alicuotas correspondientes a los
distintos experimentos. En un mismo dfa se realizaron los 5 expe-
rimentos, mismos que fueron realizados en 3 ocasiones manteniendo
constantes las variables ya estudiadas.

Considerando las propiedades complejantes del EDTA y para
tratar de eliminar las interferencias debidas a residuos organicos
e inorgdnicos se hizo una serie de determinaciones analiticas de
clorhidrato de oxitetraciclina materia prima en que el material
utilizado se tratd previamente con solucién acuosa de EDTA 0.01 M
aunado a ésto, se hicieron series adicionales de determinaciones
en las que se incorpord EDTA al diluente empledndose para este fin
soluciones acuosas 0.01 M de EDTA al 15 y 70% (Esquema No. 6).

Los resultados se evaluaron como porciento de transmitan-
cia de las nuestras. En Ta Tabla No. 8 se muestran los valores
promedio del % de transmitancia de 1as muestras correspondientes a

la curva estandar de referencia de cada grupo de experimentos.
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Tablia No. 8.

Valores promedio de 1os resultados (% de T) obteni-
dos con cada una de las soluciones estdndar de los

experimentos.

Soluciones estindar de referencia

A

56.01
56,12
55.75

8

59.85
58.04
56.97

c

62.15
62.60
61.30

64.23
65,57
64.54

66.02
66 .85
65.72

Se compararon los resultados promedio de andlisis reali-

zados utilizando material tratado drdsticamente con agua corriente

y agua deionizada, material enjuagado normalmente con agua corrien

te y material tratado con solucién de EDTA 0.01 M (Tabla No. 89) y

se observd que no hubo diferencia significativa entre los valores

promedio obtenidos en los distintos grupos de andlisis. Se deter-

minaron y compararon los valores de desviacidn estandar de cada gru-

po de experimentos y se observé que los resultados tuvieron menor

dispersién en el caso de los andlisis realizados con material tra-

tado drdsticamente.
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Tab a No. 9. Tabla que muestra los resultados promedio (% de trans
mitancia) y sus valores de desviacidn estdndar en el
experimento para el estudio de la influencia de re-
siduos contaminantes en el material.

Material Material Material Diluentes
tratado enjuagado  tratado Soluciones de EDTA
drasti- normal- con solu  0.01 Men agua al
camente mente cién 0.01M  15% 70%
de EDTA
62.42 61.67 62.13 64.17 73.15
61.85 61.37 62.87 64.12 73.52
62.02 61.55 62.55 64.80 74.00
Promedio 62.09 61.53 62.51 64,36 73.55

Desv. st 0.362 0.668 0.730 0.755 0.665

Cuando se utilizaron como diluentes soluciones 0.01 M de
EDTA en agua al 15% y 70% se observé una ligera disminucidn del
crecimiento microbiano con altas concentraciones de EDTA (menor
turbidez, mayor transmitancia) (Tabla No. 9) lo cual indicé que el
EDTA tuvo efecto inhibidor del crecimiento microbiano en el medio
de cultivo durante el andlisis.

Se concluydé que los valores promedio de los resultados
obtenidos en las determinaciones analiticas de clorhidrato de oxi-
tetraciclina no son influenciados por la presencia de residuos,
pera si en cuanto a la dispersién (desviacién estdndar) de los re-

sultados de cada una de las muestras; dicha dispersidn se Togrd mi-
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nimizar utilizando material enjuagado drdsticamente con agua corrien

te y agua deionizada.

II1.2.E ESTUDIO DE LA SOLUBILIDAD DEL CLORHIDRATO DE OXITETRACI-
CLINA EN LA ELECCION DEL DISOLVENTE.

Para analizar un antibiético por métodos microbioldgicos,
es necesario preparar soluciones diluidas del medio, para lo cual
se requieren disolventes en los cuales el antibi6tico de interés
sea totalmente soluble {I1.2.C.d).

Con el fin de seleccionar el disolvente mds adecuado se es
tudiaron 3 disolventes Tos cuales fueron agua defonizada estéril,
HC1 0.1 N y solucidn reguladora de fosfatos 0.1 M pH = 4.5 USP XXI
esta solucidn se selecciond debido a que el clorhidrato de. oxite--
traciclina alcanza su mayor gstabi]idad en solucién acuosa a pH
4.5. Se utilizaron 5 soluciones diluidas de antibiético estdndar
de refercncia y una solucién diluida del problema (método 5 + 1)
por cada disolvente estudiado y los experimentos se efectuaron 3
veces.

Se determind la potencia bioldgica del clorhidrato de oxi~
tetraciclina promediando los resultados (% de transmitancia) de las
muestras correspondientes a las soluciones problema e interpoléndo-
Tos en una relacidn matemdtica lineal entre la dosis y la respuesta
de Yas muestras. Los resultados de potencia bioldgica de clorhidrg
to de oxitetraciclina se muestran en la Tabla No. 10.

Los resultados de andlisis utilizando so]ucién‘reguladora
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de fosfatos 0.1 M, pH = 4.5, y agua deionizada mostraron una gran

Tabla No. 10. Resultados (potencia bioldgica) obtenidos en el es-
tudio de la eleccidn del isolvente mds adecuado.

Disolventes utilizados

Andlisis Sol. regulado- Agua de‘onizada
ra de fosfatos estéril HC1 0.1 N
pH = 4.5, 0.1 M

1 92.33 85.14 98.61
2 86.52 96.43 99,99
3 95.75 88.62 98.11

aispers16n entre ellos mientras que cuando se utilizdé HC1 0.1 N 1a
dispersidn de 1os resultados se redujo en gran medida. Se pens6
que este problema se debid a que Yas soluciones que se formaron al
disolverlo no fueron siempre homogéneas provocando que las cantida-
des de antibiotico en las alicuotas no fueran siempre iguales,

por o que las cantidades cuantificadas en forma de su potencia
biolbgica mostraran esa gran dispersidon. Cuando se utilizd HCl

0.1 N se superd el problema.

E1 fenémeno pudo ser explicado en térmings de 1a velocidad
de disolucidn ésto es, que cuando se utilizé solucién reguladora
de fos?atos y agua dejonizada, el tiempo empleado fue insuficien-
te para alcanzar d{solver el antibiftico puesto que se disuelve

lentamente. Este problema se superd al utilizar HCY 0.1 N en que



1a disolucidn fue mas rdpida 1o que permitid tener alicuotas homo-
géneas.

Se concluyé que una de las causas de la dispersién de 1os
resultados (potencia bioldgica de clorhidrato de oxitetraciclina)
fue la velocidad de disolucidn del antibiético en el disolvente y

este prablema se superd al disolver 1a muestra con HC1 0.1 N.

111.3 ESPECIFICIDAD.

Todo método analitico debe ser especifico en l1a determina-
cién del principio activo cuando estdn presentes los excipientes
utilizados en la formulacidn y/o los productos de degradacidn de
la molécula.

Para probar la especificidad del método al principio acti-
vo cuando estdn presentes excipientes se efectuaron determinaciones
analiticas de una formulacién de uso-veterinario y placebos de oxi-
tetraciclina siguiendo el método estudiado. Los resultados prome-
dio (¥ de T) de cada caso se muestran en la Tabla No. 10. Las de-

terminaciones se hicieron por duplicado.

Tabla No. 10, Tabla que muestra los resultados de los experimentos
realizados para probar la especificidad del método
al principio activo en presencia de excipientes.

Soluciones estindar Forma
(% de transmitancia) Farma- Placebo
A B % D E céutica
42,07 45,84 49.07 52.15 54.16 50.47 21.48

40.85 42.23 45.62 47.94 50,84 47.82 20.06
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Los resultados se expresaron como promedio de los valores
de % de transmitancia y no como potencia bioldgica. Los experimen-
tos mostraron que no hubo interferencia de los excipientes en las
determinaciones ya que en el caso de las formulaciones placebo el
crecimiento microbiano fue superior al correspondiente a las otras
muestras, o cual demostrd que no hubo detencién alguna del crect-
miento del microorganismo en el medio de cultivo.

Se concluyd que el método analitico estudiado es especifi-
co en la determinacidn del principio activo cuando estan presentes

los excipientes de una formulacién de uso veterinario.

111.4 VALIDACION.

E1 método resultante de la optimizacidn de las variables
estudiadas fue validado, efectudndose 25 determinaciones analfticas
para asegurar mediante pruebas estadisticas, su exactitud, lineari-
dad y precision. Se prepararon 5 lotes de muestras placebo a las
que se les agregd el 50%, 65%, 85%, 1007 y 130% respectivamente

de clorhidrato de oxitetraciciina. Los resultados se muestran a

continuacidn:

mg adicionados mg recobrados % de recobro
5.00 5.32 106.40
5.00 5.17 103.40
5.00 4,81 %6.30

5.00 4.79 95.80
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mg adicionados
5.00
6.50
6.50
6.50
6.50
6.50
8.50
8.50
8.50
8.50
8.50
10.00
10.00
10,00
10.00
10.00
13.00
'13.00
13.00
13.00 .
13.00

mg recobrados
4,98
6.10
6.63
6.41
6.26
6.50
8.46
8.92
8,24
8.34
8.50
9.86
9.81
9.60
10.39
10.32
12.82
13.18
13.06
13.47
13.46

100.

% de recobro
99.60
93.85

102.06
98.61
96.31

100.00
99.53

104.94
96.94
98.12

100.00
98.60 "
98.11

96.00
103.9b

103.20
98.61

101.38

100.46

103.61

103.55
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I11.4.A° EXACTITUD.

Se determinaron los pardmetros caracteristicos consideran-

do los porcentajes de recobro y son los siguientes:

Media X =99.95
Varianza 52 = 10.782
Desviacidn estandar s = 3.283
Error estdndar EE = 0.7269
Hip6tesis

Ho: w = wo

Ha: wu # wo; wo = 100%

Nivel de significancia o = 0.05

Estadigrafo de contraste. Comparacitn de las medias de 2
poblaciones mediante 1a prueba t de Student.

tca1c = - 0,3852

%24 g1* a: 0.05 = 2-064
Considerando que:
- 2.064 (- 0.3852 <2.064 se acepta Ho probindose de esta ma-
nera la exactitud del método con un nivel de significancia de 0.05%.
Intervalo de confianza IC = 99.95 + 1.50

Limites de confianza LC = (98.45, 101.45)

111.4.8 LINEARIDAD.

Con el objeto de probar 1a 1inearidad del método se deter-

minaron los siguientes parametros.
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Ordenada de origen A = - 0,2215
Pendiente B = 1,0275

Pa)
Error tipico de Est. S y/x = 0,2582

Inferencias acerca de A
Hipotesis

Ho: A = Ao

Ha: A # Ao; Ao =0
Nivel de significancia « = 0.05

Estadigrafo de contraste: comparacién de las medias de 2

poblaciones mediante la prueba t de Student. '
- 1.3076

tcalc -

23 1, o = 0.05 = 2.069

Considerando que:

- 2.069 { 1,3076 €2.069, se acepta Ho.
Intervalo de confianza IC = - 0.2215 + 0.3452°
Limites de confianza LC = (- 0.5667, 0.1237)

Inferencias acerca de B
Hip6tesis

Ho: B = Bo

Ha: B # Bo; Bo = 1

Nivel de significancia a: 0.05

Estadigrafo de contraste: comparacién de las .edias de 2

pbb]aciones mediante 1a pruebé‘de t Student.



(mg recuperados}

r = 0.9962

r? = 0,925

Ecuaci6n de 1a ifnea

ajustada: § = - 0,2215 - 1,027

Grafica No. 15.

¥ L) 1 1 T ) 1 1 1 L] L) T 1 g
5 10 , (mg.anadidos)
Grifica de la linearidad correspondiente a los resultados

de validaci6n del método analftico para la cuantificacién
de clorhidrato de tetraciclina.
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teare = 1.4802

£23 g1, a: 0.05 = 2-069
Considerando que:

- 2,069 ¢1.4842 < 2.069, se acepta Ho.

Intervalo de confianza IC = 1.0275 + 0.0381

Limites de confianza LC = (0.9894, 1.0656)

Ecuacidn de la 1inea recta ajustada /y\= - 0.2215 + 1.0275x
Coeficiente de correlacidn r = 0.9962

Coeficiente de determinacién r2= 0.9924

I11.4,C REPETIBILIDAD.

Con base a los porcentajes de recobro se hizo una prueba
estadfstica para evaluar la repetibilidad del método. Se determi-
naron los siguientes pardmetros:

Varianza s2 = 10.782

Desviacién estdndar s = 3.283

Nivel de significancia a: 0.05
Hipdtesis

Ho: o2 < go?

Ha o2 > 0o?; oo? (5)2

Estadigrafo de contraste

o cale = 12.6819

2 24 g1, u: 0,05 = 36-415

104,
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Considerando que:
xzca'lc xztab se acepta Ho probindose de esta manera la repetibi-
lidad del método.

Limites de confianza LC = (2.838, 5.056)

I11.4.0 REPRODUCIBILIDAD.

Se evalud la reproducibilidad del método considerando los
dias de and1isis como factor aleatorio. Se hicieron 6 determina-
ciones analiticas diferentes; los resultados se muestran en la

Tabla No. 11 y se refieren a ¥ de recobro.

Tabla No. 11. Resultados de las determinaciones analiticas de
clorhidrato de oxitetraciclina (mg recobrados)
realizados en 2 dias diferentes.

Analisis dias
1 2
1 95.74 {mg) 96.37 (mg)
2 102.06 99.99

3 103.59 100.10




Tabla No. 12. Andlisis de varianza de los resultados obtenidos en
la evaluaci6n de la reproducibilidad.

ANADEVA
. Grados de Suma de Cuadrado
Andlisis libertad cuadrados medio F
Dia 1 4,5808 4,5808 0.3712
Error 4 43,6450 10,9112
Inferencias
Hipbtesis
Ho: Fca1c Ftab.u: 0.05 existe efecto por dia
- Ha: Fca1c Ftab,u: 0.05 M0 existe efecto por dfa
Fca]c = 0.3712
Ftab a: 0.05 = 7-7086

Considerando que Ftab > Foater S concluye que no hubo

cal
efecto por el dfa del andlisis. Esto significa que los resultados
no se vieron influenciados por efectuar las determinaciones en dfas

diferentes.

I11.5 ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DEL METODO ANALITICO MICROBIO-
L.OGICO EN LA DETERMINACION DE CLORHIDRATO DE OXITETRACI-
CLINA DURANTE EL PROCESO DE SU DEGRADACION.
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I11.5.A ESTUDIO PRELIMINAR. ANALISIS DE MUESTRAS MONTADAS EN
ESTABILIDAD ACELERADA.

Después del estudio de las variables gque influyen en el
método analitico turbidimétrico, se procedid a estudiar el compor-
tamiento de dicho método en la determinacidn cuantitativa de clor-
hidrato de oxitetraciclina cuando ademds de éste estén presentes
productos originados en la descomposicién quimica del antibiético.
Para ésto se analizaron de acuerdo al método en estudio, muestras
conteniendo ciorhidrato de oxitetraciclina como principio activo
pertenecientes a un mismo lote que habian estado durante 2 afios a
temperatura ambiente, 45°C y 60°C y cuyos reportes iniciales de
potencia bioldgica fueron en todos Tos casos 100%, realizando las
determinaciones analiticas por triplicado. En base a 1a observa-
cién de las propiedades fisicas de las muestras se supuso que 1as
muestras estaban ya en proceso de degradaci6én tanto quimica como
fisica. A partir de los resultados obtenidos se determindé la poten

cia biolégica de las muestras (Tabla No. 13).
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Tabla 13. Resultados {potencia bjolégica) de los andlisis efectua-
dos a muestras conteniendo clorhidrato de oxitetraci-
clina montadas en condiciones de estabilidad.

Condiciones a las que se mantuvieron

Andliss las muestras
T. ambiente 45°C 60°C
1 120.12 107.88 98.46
2 122.90 110.85 94.49
3 118.45 105.91 96.09
Promedio 120.52 108.21 96.35

La velocidad del proceso de degradacién de la molécula
causada por la temperatura dependif directamente de ésta. De acuer
do a los resultados obtenidos y considerando que el tiempo de al-
macenamiento en condiciones de estabilidad fue el mismo para todas
las muestras, se considerd que Tas diferentes condiciones de tem-
peratura a las que se mantuvieron las muestras fueron las variables
que marcaron las distintas etapas del proceso de degradacign de la
molécula; ésto es que a medida que la temperatura a la cual se man-
tuvieron las moléculas aumentd, la velocidad de degradacidn aumentd,
por la que las muestras mantenidas a 60°C estaban en una fase de de-
gradacién mis avanzada que Tas otras y las muestras a temperatura
ambiente fueron las que estaban menos degradadas. Por tanto se

pensd que la formacion de los compuestos con potencia biolégica ma-
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yor a 100 (muestras a temperatura ambiente) ocurrié en una de las
primeras fases de la degradacidn y que conforme avanzé la descom-
posicién los productos muy activos formados anteriormente, se des-
compusieron dando lugar a otros con menor potencia bioldgica
(muestras a 60°C).

En base a los datos anteriores se cree que en el proceso
degradativo de clorhidrato de oxitetraciclina los primeros produc-
tos de descomposicidn formados fueron biolégicamente mds activos
que el antibiStico sin degradar y esta actividad biol6gica de Tos
productos originados en la descomposicidn disminuys conforme avan-

z8 dicho proceso.

111.5.8B ESTUDIO DEL METODO ANALITICO TURBIDIMETRICO. ANALISIS
DE MUESTRAS DE CLORHIDRATO DE OXITETRACICLINA EN DIFEREN-
TES ETAPAS DEL PROCESO DE DEGRADACION.

Se hizo un experimento que consistid en analizar muestras
conteniendo clorhidrato de oxitetraciclina en diferentes etapas del
proceso de degradacion. Con este fin se prepararon varios lotes de
muestras del antibidtico materia prima y en una forma farmacéutica,
y se mantuvieron a 70°C durante distintos periodos de tiempo (Tabla
No. 14). Al final de estos periodos, 1as muestras se analizaron
siguiendo el método analitico en estudio, y se determind la poten-
cia biolégica, mismas que se encuentran en 1a Tabla No. 14, Llas
determinaciones analiticas se realizaron por duplicado utilizando

diferentes muestras montadas bajo condiciones idénticas. Los valo-
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res de potencia biolégica se graficaron {Grdfica No. 16) y se ob-
servé un comportumiento de potencia bioldgica similar entre el clor
hidrato de oxitetraciclina materia prima y forma farmacéutica a lo
largo del experimento excepto con las muestras correspondientes a
uno y dos dfas, en qg:e la potencia bioldgica del antibidtico pre-
sente en la forma farmacéutica fue ligeramente menor aproximadamen-
te 3 y 8% respectivamente, que la correspondiente a materia prima
(Grafica No. 16}.

Los resultados de potencia bioldgica del antibiético du-
rante el proceso de su degradacidn fueron desconcertantes ya que
no se observd que siguiera algiin modelo de degradacidn, sino que
se observaron aumentos y decrementos alternados de potencia bio-
16gica 1o cual podria indicar quizd que durante la degradacién
aparecieron compuestos con quizd mayor actividad biolGgica a los
5 dias y que posiblemente se degradaron éstos a los 7 dias a com-
puestos probablemente menos activos. Aunado a ésto, se determi-
naron los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica
(RMN Hl) de las muestras de clorhidrato de oxitetraciclina mate-
ria prima correspondientes al tiempo inicial, 2 y 5 dias (espec-
tros anexos). Los espectros de las muestras correspondientes al
tiempo inicial y 2 dias resultaron exactamente idénticos lo cual
indicé que la molécula no sufrid cambio en su estructura entre el
inicio del experimento y 2 dias después. En el espectro de 1a
muestra correspondiente a los 5 dias se observé la aparicidn de

una seflal que a través del estudio espectroscdpico correspondien-



Tabla No. 14, Tabla de resultados (potencia biol6gica) de los andlisis efectuados a muestras de clorhidrato de
oxitetraciclina materia prima y forma farmacéutica, que se mantuvieron a 70°C.

MUESTRAS TIEMPO QUE PERMANECIERON LAS MUESTRAS A  70°C
ANALISIS nicial 3 hrs 6 hrs | 12 hrs 1 dfa 2 dfas| 3 dfasj 5 dfas| 7 dfas | 10 dfas
1 {e0.42 | 83.06 | 61.15 | 75.8¢ | 83.02 | 83.28 | 8252 | s4.64 | 72.02 | 78.10
2
. & 2 |e7.52 | 86.74 | 81.23 | 80.00 | 80.43 | 79.20 | 79.98 | 86.53 | 74.57 | 77.07
= "
= 't
Eg Promedio|88.98 | 84.89 | 81.19 ) 77,92 | 81.71 | 81.24 | 81.27 | 85.58 | 73.71 77.58
z
9
Z s
e B 1 |87.12 | 83.63 | 82.00 | 76.43 | 76.07 | 73.06 | 81.45 | 87.98 | 73.60 | 76.42
o W
o
g £
s E 2 |85.82 | B82.69 | 85.18 | 75.61 | 80.43 | 73,16 | 82.7 | 80.10 | 70.52 | 79.88
T 4
B
S E  promedio|86.50 | 83.16 | 83.69 | 76.02 | 78.25 | 73.10 | s1.81 | s4.01 | 72.06 | 78.15
(&) uw

Tt
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Resultados {potencia biolégica) de los andlisis
de clorhidrato de oxitetraciclina materia prima
y forma farmacéutica,durante el proceso de su
degradacifn a 70° C
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te indic6 la ausencia del grupo hidroxilo en posicién 5 (Figura
No, 2). Esto indicé la aparicidn de un compuesto que no se repor

ta como producto de descomposicién: la tetraciclina.
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. RESULTADOS FINALES.

Después de haber efectuado el estudio de variables, el mé

todo quedd establecido de la siguiente manera:

V.1 METODO ANALITICO.

IV.1.A  EQUIPO Y REACTIVOS.

- Espectrofotémetro Beckman DU-8 UV Visible o equivalente.
"« Agitador mecdnico Super mixer Lab line Inst.

- Tina con termostato.

- Aparato de ultrasonido.

- Clorhidrato de oxitetracilina estdndar de referencia.

r

Soluci6n acuosa de formaldehido al 12%.

- Medio para Antibiéticos No. 1.

Medio para Antibi6ticos No. 3.

Usar medio para Antibi6ticos No. 1 para mantener al micro
organismo de prueba y el Medio para Antibidticos No. 3 como medio

11quido de previo crecimiento y como medio de prueba.

IV.1.8 PROCEDIMIENTO.

Previo al andlisis todo el material a utilizar debe ser
enjuagado dristicamente tanto con agua corriente como con agua
deionizada, por 1o menos 10 veces con cada una. Proteger el ma-

terial de l1a luz.
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PREPARACION DE LAS SOLUCIONES CORRESPONDIENTES A LA CURVA ESTAN-
DAR.

En un matraz volumétrico de 50 ml pesar exactamente alre-
dedor de 10 mg de clorhidrato de oxitetraciclina estdndar de refe-
rencia,disolver con solucién 0.1 N de HC1, 1levar a volumen con
esta solucién, transferir una alicuota de 1 m! a un matraz volu-
métrico de 200 m1, 1levar a volumen con agua deionizada estéril,
mezclar y transferir a matraces volumétricos de 10 ml, alfcuotas
de 1, 2, 3, 4 y 5 m) respectivamente, 1levar al aforo con agua
deionizada estéril. Las concentraciones finales son: 0.1, 0.2,
0.3, 0.4 y 0.5 microgramos por mitilitro respectivamente corres-

pondientes a los puntos A, B, C, D y E de la curva estdndar.

PREPARACION DE LA SOLUCION PROBLEMA.

Pesar exactamente una cantidad equivalente a 10 mg de
clorhidrato de oxitetraciclina en un matraz volumétrico de 50 ml,
disolver con solucidén 0.1 N de HC1 y 1levar a volumen con la mis-
ma solucibn, de ésta transferir una alicuota de 1 ml a un matraz
volumétrico de 200 mi, 1levar a volumen con agua defonizada esté-
ril. Mezclar y transferir una alfcuota de 3 m! a un matraz volu-
métrico de 10 ml, 1levar al aforo con agua deionizada estéril y

mezclar, Concentracign final 0.3 microgramos por mililitro.

PREPARACION DE MICROORGANISMO DE PRUEBA.

El microorganismo de prueba Staphylococcus aureus ATCC

6538-P se mantiene a 5°C resembrdndolo cada 2 semanas. Dos dias



antes del andlisis, resembrar el microorganismo en tubos inclinados
conteniendo Medio para Antibiéticos No. 1 e incubar a 37°C, 24
horas después inocular 50 m1 de Medio Antibiéticos No. 3 (Medio
1iquido de previo crecimiento) con el cultivo microbiano resem-
brado 24 horas antes.

El dia del andlisis ajustar la concentracién de un volu-
men de Medio No. 3 (Medio de prueba) a 85% de transmitancia con
1a suspensidn microbiana en el Medio 1iquido previo crecimiento
contra un blanco constituido por Medio No. 3 estéril. El ajuste

se hace a 650 nm.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Dividir los tubos de ensayo en series de 4 tubos cada una,
colocar 1 ml de la solucidn correspondiente a cada punto del estdn-
dar y del problema en cada serie de tubos. En 3 tubos diferentes,
colocar 1 m} de agua deionizada estéril, 2 tubos blancos y un tubo
testigo. Agregar 9 ml de Medio de prueba sin inocular a cada tubo
blanco y aleatoriamente adiconar 9 ml de Medio de prueba inoculado
a los tubos conteniendo las soluciones problema y estdndar, mezclar
vigorosamente e incubar a 37°C durante 2:30 horas. Al final de es-
te tiempo colocar 1os tubos en un bafio con agua helada y agregar a
cada tubo 1 ml de solucidn acuosa de formaldehido al 12%. Mezclar
vigorosamente y determinar espectrofotométricamente a 530 nm 1a
turbidez de la suspensidn medida como % de transmitancia en cada

tubo, compardndolas con la turbidez del tube blanco.

118.



IV.1.C  CALCULOS.

Promediar los valores de % de transmitancia de cada pun-
to de 1a curva estindar y del problema e interpolar éste en una
relacién matemdtica lineal ajustada por el método de minimos cua-
dratos, entre los valores promedio de % de transmitancia de cada
punto de la curva estdndar y el logaritmo de la concentracidn de
cada una de dichas soluciones. Calcular el antilogaritmo del va-
Tor de 1a concentracidn obtenida en 1a interpolacién y para cono-
cer el % de oxitetraciclina clorhidrato presente en la muestra
utilizar la siguiente relacidn:

Conc , _10 , 200 , 50 , 100 , 1

3 1 W 1000 %

donde:
Conc se refiere al antilogaritmo del valor obtenido en la inter-
polacidn (meg/ml)

W es el peso de la muestra (mg)

% es el porcentaje tedrico de oxitetraciclina como clorhidrato

en Ta formulacién.
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V. CONCLUSIOHES.

Se concluye que:

- De acuerdo al estudio de variables efectuado, la concentra
cion de la suspension microbiana en el medio de prueba, el tiempo
de crecimiento en el medio 1iquido previo al an&lisis y el tiempo
de incubacion del medio de prueba, interaccionaron en gran medida
modificando las relaciones grdficas dosis respuesta de los resul-
tados obtenidos.

- Se observd que al realizar el andlisis con concentraciones
bajas de células microbianas en el medio de prueba, las curvas de
las relaciones dosis respuesta no estuvieron definidas, ademds
presentaron pendientes muy pequefias debido A que la poblacidn fue
controlada muy ficilmente por el antibigtico. Dicha pendiente
aumentd conforme aumentd la concentracion de la suspensidn micro-
biana hasta un nivel de 85% de transmitancia, pero al sequir au-
mentande la concentracidn, se observd que la pendiente de las cur-
vas disminuyd.

- Las curvas dosis respuesta se definieron mejor conforme
disminuyd el tiempo de previo crecimiento. La pendiente aumentd
conforme disminuyd el tiempo de previo crecimiento del microorga-
nismo en el medio liquido debido a que cultivos microbianos con mds
de un dia de previo crecimiento, se encontraron posiblemente en
fases de crecimiento estacionaria y/o de decaimiento.

- E1 tiempo de incubaci6n también fue un factor influyente

en la forma de la relacidn dosis respuesta. Las relaciones obte-
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nidas una hora después de iniciar el periodo no estuvieron bien defini
das debido a que probableménte el microorganismo estaba tadavia en
fase de adaptacion al medio de prueba, por To que las mejores re-
laciones se obtuvieron 2.30 horas después de haber iniciado el pe-
riodo de incubacién.

- La dispersidn entre resultacos correspondientes al mismo
tratamiento no se vig afectada por los cambios de las diferentes
variables.

- Las condiciones metodolggicas del estudio de variables
quedaron establecidas de la siéuiente manera:

La concentracién de células microbianas (furbidez) del medio
de prueba debe ajustarse espectrofotométricamente a 650 nm a 85%

de transmitancia a partir de un cultivo de S. aureus ATCC 6533-P

con un dia de previo crecimiento en el medio liquido, e incubar
tas muestras durante un periodo de 2:30 horas a 37°C.

- E1 medio de cultivo liquido de previo crecimiento debe ser
inoculado con un cultivo microbiano de 24 horas de crecimiento en
el medio de resfembra. Cultives mds jovenes o mis viejos se encon
traron posiblemente en fases de crecimiento diferentes o quizd,
en transicion de fases, dificultando la entrada del antibidtico a
la célula debida a cambios fisioldgicos en ésta, 1o que origind
que las células microbianas no tuvieran las mismas caracteristicas
morfolégicas obteniéndose asi, resultados erréneos debido a que la
entrada del antibiético a las células no ocurrid de mancra homo~

génea,
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- lones metdlicos, aniones, particulas provenientes del agua
de lavado o del detergente, no interfirieron en la determinacién
analitica de clorhidrato de oxitetraciclina pero si
influenciaron en la dispersidn de los resultados. Soluciones
acuosas de EDTA en concentraciones altas ejercieron un efecto
inhibidor del crecimiento bacteriano. Para eliminar la influencia
en la dispersidn de dichos fones y particulas, el material se tra-
t6 dristicamente con agua corriente y agua deionizada por lo menos
10 veces con cada una, para asegurar la ausencia de las partfculas
contaminantes.

- EY clorhidrato de oxitetraciclina presenté probliemas en
1a velocidad de disolucidn en solucidén reguladora de fosfatos pH =
4.5 0.1 M y en agua deionizada, arrojando resultados muy variables.
Cuando se utilizd HC1 0.1 N como disolvente la velocidad de diso-
lucidn se incrementd, 1o que condujo a la obtencién de resultados
con un minimo de dispersin.

- E1 método estudiado resulté especifico eb 1a determinaci6n
de clorhidrato de oxitetraciclina cuando estdn presentes excipien-
tes de una forma farmacéutica ya que no se observd la interferen-
cia de &stos en las determinaciones analiticas.

- E1 método microbioldégico turbidimétrico estudiado en este
trabajo resultd no especifico en 1a determinacién del antibidtico
cuando estdn presentes productos originados en su descomposicidn
confirmando la informacién bibliogrdfica a este respecto (26).

Esto se observd al analizar muestras de clorhidrato de oxitetra-



riglina mantenidas bajo condiciones de estabilidad y observar la
interferencia de los productos de descomposicidn en los resultados,
mostrando en la mayoria de los casos una actividad bioldgica mayor
al 100%.

- En la certificacion de la funcionalidad del método analf-
tico fueron analizados 5 diferentes lotes de muestras placebo a las
que se les adicionaron diferentes cantidades de clorhidrato de oxi-
tetraciclina correspondientes al 50%, 65%, 85%, 100% y 130%. Con
un nivel de significancia del 5%, el método resulto ser exacto,
Tineal y preciso, considerando en la reproducibilidad Gnicamente
los dias en que se realizaron los andlisis como factor oleatorio.

- Se analizaron muestras de clorhidrato de oxitetraciclina
materia prima y en una forma farmacéutica, en diferentes etapas
del proceso de degradacién acelerada (muestras a temperatura am-
biente a 45°C y a 60°C). Se supuso que los productos formados en
las primeras fases del proceso fueron los mis activos bioldgicamen-
te. Conforme avanz§ la degradacién, la actividad bioldgica dismi-
nuy6. En un estudfo del proceso degradativo, se analizaron mues-
tras del antibiético que habfan estado a 70°C durante distintos
periodos de tiempo y se observé un comportamiento del proceso que
no pudo ser explicado, mediante espectroscopfa de RMN H1 se deter-

mino 1a formacién de un compuesto, la tetraciclina.
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