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.. INTRODUCE ION

€1’ presente X trabaijo describe:’los :principales  aspectos
asociados. a la.determinacian de la pétencia de''la ampicilia,
presentando una estructura que permite réViéar su contenido

con fines did3ctices v/o profesionales.



.caracteristicas microbioldgicas

potencia ’de’ laviampicilina

implicados,




1. ANTECEDENTES

Imicrocotos. pueden. diferenciarse en tlfe -

"sobre las siguientes bases:

a)Produccidn anaerobia de acido a partir de glucosa.
b)Producciéon . de Aacido, & partir de glicerol y en
presencia de 0.4 microgramos de eritromicina por mililitro.
\

Ambas pruebas son positivas para la mayoria de los estafilo-

cocos y negativas para los micrococos (4,5).



que varia

irregulares,

txam;na v bxotina (68),

Entre’

nado de’ 7.5 % de clcruru'

de sodio, el agar‘nxtrOQEnn snorqanx:o (6) y el FTO de Curry

y Boravian. S:n embarqo. industria farmaeceutica, el

medio con . el que mg"s; ;le rela:xona es el agar sovya

tr;ptxcasexna (7). una vez uue se han inocwlado las placas,
éstas se 1nCJban B 37 qradns :entiqradns durante 24 h y en
aerobiosas cnmun. lyarque T se trata de una bacteria aerobia
estricta (&6).: Las cnlpn*a?’ ae M, luteus son convexas., con
bordes regulares y’pfe;éntan . un’ pigmento que puede ser
am#}il]b.VQErdé'7&h§?ii]ento'6:ﬁaranja.—aunque algunas cepas
lo . producen de color viﬁfeta; Cabe semdalar que dicho
pigmento es un carotenoide. (&) :

E)l empieo de reacciones bioquimicas puede considerarse un
recurso altamente confiable en su identificacion (tabla 1)
por 1o cual a8 continuaciétn se describen las oprincipales

caracteristicos de las pruebas involucradas (8).




Prueba C TR “Resultado

Catalasa - .

Hidrolisis de la esculina -

Hidrélisis de 1a gelatina ) +
Movilidad e
Oxidasa *
Oxidacién +

Fermentacion S A -

Reducidn de nitratos Lo -




en . 1a - mayoria “del.las
facultativas que :uniiénen sistema de_ .

“hei ’qﬁgbteiﬁa' ‘clasificada

’&é'n;pfogepa se‘fn}mér
cnmo{‘ desila; desccmposi#ionr
@er06§:é:de— ﬁcﬁhulgi ‘éé t??iSQ;
ﬁéra:lésf»ﬁaéger; € te For. gilé,g,la_

catalasa descompone nidrégens, redituando

agua y oxigerno. .

Reactivos:

ambar, para evitar  su
Amortiguador de fosfatos pg‘7.
fostato monopotasico anhidro
fu;fatu dxs;dxco ahgi&rbﬁjriﬁ

agua destilada

Preparacidn: Agregar  las sales a un pegueio volumen de agua
destilada thervida vy enfriada. previamente) en un matraz
volumétrico de un litros diselver por agitacidn vy agregar

agua destilada hervida c.b.p. 1 Oud ml,



- Tecnica:

“pueden

éanie1

Método ‘en medios sélidos

Agregar’ directamel te g e péra*idn—de'hidragenn al: 3% ra:

un.ccul tivo, pliro deiagar.en.pico de: ,t,llaﬂuta,, La prueba no debe -

realizarse en cultivos obtenidos . en agar sangre,

Interpretacion:

Prueba positiva: formacion ipmediata de burbuiaé.‘fééxlhentE'

detectables,

Prueba negativa: ~no hay ‘de. burbujas, dado’:

que no se genera oxigeno.. 7 3



Prueba de la hidrélisis de es:iﬁxnﬁ 7(8). ,'

La  esculina es un glﬁ&osido i'a"cetayl_,derivado' de

mnnnsagéridns simples;: i Que’,

hidrolizada-por 1o

para ‘tormar-un-complejo ne

HMediaos y Reactivos:

Medio de esculina con. bilis

peptona - NN

extracto de carne o . 40'q
bilis de buey 19

esculina ‘ . ig

citrato de hierro 0.5 g

agar. - i ,,‘ - et S 157g tme S =
agua destilads 1 ond . ml.,

Preparacion. Meczclar y disolver los reactivos repartiendo en

mm con S5 ml cada uno y esterilizar a 121

tubos de 1l& »
gragos centigrados, 15 )b, durante 19 minutos. Enfriar

inclinendo los tubos.



Teécnica:

Inocular el  medio’con’ un-“cultiva: pura,

gotasa. la sﬁperfi:xe del ,pxcnrt':—dé‘ flauta

Pasteur;:después, ‘incubara 35 grédné"cevr\'i:iigfadns‘”dufante"43,

Interpretacion:

S$i hay presencia de' un color negro o castafo ascuro en el
pico .de flauta, lra prueba es'positiva. Si despues de 72 i-\ de
incubacion no se ha - producido ennegrecimiento del " medio ‘la

prueba es negativa.

Prueba. de hidrolisis de la gelatina (8)

Las proteinas sOoNn moléculés demasjado grandes para penetrar
en la célula bacteriama; por tanto, para que esta las
utilice, antes debe hidrolizarlas. Algunas bacterias
producen enzimas proteocliticas que hidroliran a la gelatina,
proteina compleias derivada del col&geno natural. Si se
incorpora la gelatina a un med:io de cultivo puede detectarse
la produccion de estas enzimas. QuE S CoNOCen Ccomo

gelatinasas.



Medios y Reactivas:

Medio de gelatina‘nut‘ri‘tiva

extracto de carne 7 i 3a
neptuﬁa : ] 5 g
gelatina . ;f e g ' : 120 g
agua Vdreétil:.laqa, . 1000 ml1

Lavgelau‘:l%e': rs:er dgli'a ' reposar’ en el agua 15-30 ‘minutas:
después se calienta hasta hervir (52 grados centigrados)
para que se ‘disuelva: se agregan el extracto de carne y la
peptona, se vuelve a calentar a ebullicidn y se reparte en
tubos de 12 'x 75 mm  antes de la esterilizacion a 15 " 1b

durante 15 minutas.

Técnica:z

Se siembra el tubé,,,,pog,,,p}:aguga;ﬁc;bri sun:

indculo abundante,
hasta 2 a 2.% cm de profundidad. : Incubar: a - 35 grados

centigrados durante 24 h a.l14.dias.

Interpretacidn:

Para efectuar la interpretacion, se colocan los tubos en el
refrigerador o ar baRo de hielo durante un periodo
aproximado de 2 hs para determinar si se ha producido o no

la hidreolisas.



La  prueba se  considera positiva’ si’el medie . ha perdido. su

consistencia solida, .

Prueba de Movilidad ‘3?;,
Esia bruéBa buedé efectuarse de . diversas maneras: ya sea
directamente al microscopio mediante tinciones flagelares o
en medios tales como el agar semisalido de SiIM. La primera
se recomienda cuando las reacciones resulten débiles o
dudosas, en cuyo caso se sugiere la técnica de Leifson por

su facil realizacion -ésta se mencicnard mds adelante-.

Los flagelos bacterianos se tifen con soluciones alcoholicas
de colorantes como la pararrosanilina que precipitan al
evaporarse el solvente. Puede wutilizarse fucsina bdsica
(acetato de pararrosanilina) y ademds dAcido tanico como
mordiente. Para la visualizacion de la bacteria, tambien
puede aplicsrse un colorante de contraste (azul de

metileno).

Reactivos:

Fucsine basica &l 1.2% en etanol al %6 %.
Acido tanico al 3% en agua. ARadir fenol 1:2,000 para

conservarlo durante el almacenamiento.

11



" Cloruro de”

Se mezclan ‘soluciones:en;volumenes ‘x‘g‘l_.ae\es y su pH

1nmediatamente Ys Si se desea

[ conservar. 18 E almacena a - -temperatura

& 'amh.ienk.e el

cierre hermeético.:-

Se preparaiiunaisdspensidn ‘bacteriana en agua’ €en un cultivo

joven: (24 48 - h)~obtenxdn'ﬁ en 'medios.libres de hidratos de
carbono, pues 1os :pH. acidos  -inhiben " ia formacion de

flagelos,

Se colocan’ dos gotas de suspension en el extremo de  un
portaobjetos lavado con 4cido (HC1 al 30% en alcgohol etilico
de 96 grados) y se dejan secar al aire. Posteriormente, el
portaob)etos se coloca en un plano inclinado, se cubre con
una pelicula fina de colorante vy se deja durante 5 a 19
minutos para que se evapore el alcohel. Cuando se forma un
precipitado, se enjuaga el portaobjetos con agua destilada y

se deja secar al aire,

Interpretacion:

12



Se observa al microscopio con el objetivo de inmersitn: los

flagelos . se observan de un calnr" rojo’a neg'v;a-azuladu.

‘aerobios

Jratandose de  microorganismos inoiise

recomienda ‘el agar- semisélid bacterias

fermentadoras, .debido : ..a dué'

primeros solamente

desarrollan en lagrsun'eflficrie 'Sin e@bargﬁ. ?.uandq seemplea’

este ' medio, :vla picadur;a debe efectuarse abarcandolos 4 mm
superiores y la ' Yectura se. realiza durante las 4 a-& h
siguientes, va qQue muchas cepas moviles —aerobios estrictos—

selo exhiben tempranamente una  tenue turbidez que tiende . a

desaparecer mediante inmcubacién prolongada .

Prueba de la oxidasa (8).

La enzima citocromo oxidasa es una hemoproteina presente en
microorganismos aerobios y facultativos, que permite a
eéstos utilizar el oxigeno como aceptor final de electrones
en la cadena respiratoria. El objetivo de esta pruebs
consiste en determipar si1 dicha enzima es capaz de habilitar
a las aminas aromaticas primarias. tales como el
diclorhidrato de p-fenilendiamina, para que actuen como
aceptores de electrones. Es decir, en preseﬁcia de oxigeno,
la citocromo oridase de ciertas bacterias ozida 21 reactivo
utilizado., transformandolo en indofenol o azul de indofenol,

los cuales son compuestos colorados.

13



Reactivos:

Reactivo de Kavac: par iat-Di rhidr eirahe}ii—

p-fenxlendxamxna al a1

Rea:tivu de Nedx:

naftol al 14 en alcohol et;lx:u de 95 Y

al 1%.

Tecnica:

Directamente on la placa,  se agregan 2 ¢ 3 gbtas de
cualgquiera de los reactivos seRalados sobre la colonia
sospechosa. £1 color correspondiente aparecera durante los

10 a 15 segundos posteriores.

También s& puede realizar de la siguiente manera: en un
trozo de papel filtro Whatman se agregan unas gotas se
reactivo de Kovac; posteriormente, con un asa se extiende la
colonia sobre el. La coloracidn esperada se observara 10 a

30 segundos después.

Interpretacion:



Las colonias resultado ‘positivo

desarrollaran u_ﬁA

‘mezcla dimeti l—p;fénilendiamina/al féé

negro,.Si se’ ehplea,l

nattol, se:.present 'rera:cia'n:pusitiyya por.la aparicion:de Qn

‘tolor - azul,:: -Lascolonias ‘i .del . microorganismos oxidasa

negativo no evidenciaran cambio deigolor, == i inifi T

Prueba de oxidacian—-fermentacian (8).

Es de todos conocido, QqQue ‘una bacteria- utiliza -los
carbohidratos por oxidacion o por fermentacién;. esto
depende, en Qran parte, de que el metabolismo del

microorganismo sea agrobio o anaerobio. Hay microorganismos
que pueden desarrollar en ambas condiciones y estos son los

tfacultativos.

La fermentacitn es un proceso anaerobio y los fermentadores
de carbohidratos son generalmente anaerobios y facultativos.
El ciclo fermentativo principal de la glucosa es el ciclo de
Embden-Meyerhof, aun cuando puede producirse la degradacidn
par el ciclo de las pentosas o por el de Entner-Doudoroff.
Sin embargo, los tres ciclos requieren de fosforilacion a
nivel de sustrato como paso imnicial, antes de la

degradacion. Por este proceso la glucoss es degradada en dos

15



moléculas de’: triosa; siendo el’ intermediario .clave el acido

piruvico.

La oxidacion de qlu:csa es un prm:esn aercbxu re’a’l‘izdn por

las ba:terxas aerob;as estr::tas l_a qlucosa no'es degradada

° desdnblada ’ en dos ,mcle ulas de triosa pnr el :c:ntrar.\o.

el Qrupo aldehxdu es oxxdado direct amente en qrupn carboxx\o

formando “acado 'Qlu'c0n1:o

2-cetogl u:o‘nrirco que.

sctido piruvico: Vusforxla:xén

inicial debido "a Vl‘ar" m:apac;dad de‘l' ATP de penetrar en‘la

celula bacteriana. -

La deqradacxbn de rarbohidratos,. por cuaiquiera de las vias
‘mencionadas - anteriormente. reditua Acidos como producto
final, mismos que son ercretados al medic y que se pueden

detectar con un indicador de pH que virara su color,

Medios y Reactivos:

Medio basico O0/F de Hugh & Leifs;nn
peptona . 2 g
cloruro de sodio 59
fosfato dipotdsico 6.3 g
agar . - 2f3 qQ
9

azvl de bromotimol c».c-s-b.be

=5, a,su,vez, nxxdadu a éc:.dc:,,
eqradaﬂc en dns moleculas de”

-este s prcceso Lno T es

16
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#1000 MY,

agua destilads. "

soluciones  acuosasial’

de cada carbohidrato.

s pnsbi:‘ion ver

Tecnicasz'

Se inncu}é ~cultivo ‘de la bacteria‘ a

estuﬂiar,» hasta - puncionando 1.3 cm por debajo
de la superficie. Se-incuban a 35 grados centigrados durante

48 h o mas.

Interpretacion:

Al presentarse produccidn de Acido se observa un cambio de

color en el medio. Consultar tabla 2.
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Tabla.

arF fubo con reaceién

Oxidacion ‘ VAbier}'.nl s

(A) : O

Fermentacion Sellado Amaril 10

{anaerogénica)

o (A

Fermentacion Sellado “Amarillo

{aerogénica) {AG)

Ni Fermenta~- Ninguno Azul o Verde - Nerde
cién ni t-) (=)
oxidacion

Fermentacidn Ambos Amarillo Amarillo
y Oxidacién {A o AG) (A o AG)
A = Acido

AG = Acido y gas



Prueba de” ré&uccian de

ba:teriar\a,‘ destacand : - S ’7 amoniacn. nitrogeno

mole:ular. oxido n;‘trico,"n‘:xi’du nn'.roso o  hidroxilamina.

Estos productos ya'no : sar\ asunl!adas por la célula que los
excreta al. medio c;r:undante Yy ‘'sirven para detectar =i hubo
reduccion’ o ,ﬁn, "’pér, ‘medxo de dos reactivos:  acido
sulfanilico. vy alva—naftilamxna. Bajyo estas condiciones se
forma un :nmpuestu aiaznicn p-sul tfobencenc—-azo-alfa-—
naftilamina que ‘es célaridn e indica la presencia de los

productos mencionados.

Medios y Reactivos:

Caldo con nitrato

eatracto de carne 3 g
peptona S g
nitrato de potasio 19

aqua destilada 1 Q0 ml

-19 .
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Agar con nitrato

caldé con ‘nitrato . - 1000 m}
‘agar | - 1é G
Rea:txv}o A

alfa-naftilamin Sg
'”A:mu ‘acetico al 307 1000 m1

TReactiva; B bR g : =

acido sulfanalu:o ’ ST

acido acetice al 3O . o 0 Can Uidooo it

componentes.

Mezclar 'y dxsolver loa"

agar en. - tubos y esterilxzar a 121 gradns :enti rad

;- durante }5 minutos. ,E)A agar <e de:a‘ ‘5nlxdxficar en pi:o de: -

flauta.

Técnica:

Kﬁccular el calda con una Vasada de cultivo puro” ‘detl
microorganismo; el agar sSe estria vy se punciona. Ambos se
incuban a 3% grados centigrados de 12 a 24h y, después de la
incubacion, se araden los reactivos A y B, 5i la reaccion es
negativa, afadir un poco de In (20 mg) erento de nitratos o

nitritos y observar si se produce o no color en 30 seq.
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Xnterprgtacién

v 1a reaccion: se avﬁosxr\:vl

Si-no.se.desarrolla cnlcr hay cxue agregar; el’ ZnAmencxunadn Y
si“aun después no apar‘e:e cclnr, entcn:es sanxfica qua el‘
microorganismo redujo el ,nitratp a nitrito, pero
inmediatamente después reduio f.ambién a é‘ste ultimo; - si
aparece un color rojo intenso, se debera a la presencia
de pnitratos no reducidos y. por "n tanto la reaccidn se
considera negativa, ya que fue.el ‘zinc el que redujo a dicI:\o

nitrato.

ii. Generalidades sobre 1a ampicilina™ — =fioioizllioll

Nombre quimicos

&-((aminofenilacetillamino)-3,3-dimetil-7-oxo~4-tia—1~
azabiciclo(3,2,0)heptano~-2-carboxilico.

Fdormulaz

C H NDS PM: 349.4
16 19 3 4
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Interpretacidn::

§i -aparece un’ color. rojo. dentro. de los:30: seg postericres ,'a

" laTadicién.ide los reactivosiA 'y B

v 1a resecidn sers pesitiva. 7

ces significa ‘que el

microorganismo redujo el nitrito, per’o

inmediatamente después redujo. tambien . ‘este ‘ul timo; s8i
aparece un color rojo. intenso, se debera. a’la . presencia
de nitratos no reducidos vy, por . 'lo tanto la reaccion se

considera negativa, -vya que:fue:el -zinc el que redujo a dicho

nitrato.

ii. Generalidades sobre la ampicilina

Nombre guimico:

6-( (aminofenilacetil)amino)~3,3~dimetil-7~oxp-4-tia~1~-
azabiciclo(3,2,0)heptano-2-carboxilico.

Farmula:s

C H NOS PM: 349.4
i6 19 3 4



Mecanismo d 3
¥a sintesi

“Aétiva {1013

Propiedades farmécnlagi:;as: L.a ampicilina es estable 7 en
medio dcido . y se. absorbe bién en el intestino, previa admi-
nistracion Dr#l’. Una dosis oral de ¢.5 g produce concentra-—
ciones plasmaticas maximas de aproximadamente 3 microgra=-
mos/ml a las 2 horas. La droga es detectable en el plasma
durante las cuatro horas posteriores a una dosis oral con-
vencional., La ingestidon de alimentos antes de la administra-
cion hace menos completa su absorcidn. La inyeccidén intra-
muscular de 0.5 o 1l g de ampicilina sodica reditua concen-—
traciones plasmaticas maximas de 7 a 10 microgramos/ml, mis-
mas que declinan exponencialmente en un tiempo medio aproxi-
mado de 80 minutos. La mitad de una dosis oral se depura en
el rifpon durante las primeras & horas que siguen a la inges-—
tion. A diferencia de lo anterior, el 80 % de las dosis ain-
tramusculares o intravenosas de 500 mg se elimina por la
orinma en eze tiempo. El deterioro renal severo prolonga mar-—

cadamente la persistencia de la ampicilina en el plasma.




La dialisis peritoneal es . ineficaz para eliminar‘{afdfnga de

la sangrgg ‘pero’la ,hemdpiélisis elimina gpruxLMadamente'el

de<la"

40 %" 4re5¢rva corporal: -en 7. horas,. - La

la bilis, experimenta c

culacidn

aparece ‘en
y_sg,,exéreta,én cantidades apreciables . por las’ hecesj su

biliar

iﬁteg?id
et céndu;to'bil;ar cnhoh.eétéwcbstruido} la ampicilina no es

detectable ?btraét Eara:teristicas de ‘este

antibiaiién = tolerancia gastrointestinal,

resistencia’a 'la‘a:idez:‘gésfF;Ca. rApidar absorcioén en las

- del ‘intestino y pronta difusion tisular

parcicnes altas

(11,12,13)

Indicaciones: Su empleo es recomendable para tratar
enfermedades de las vias urimarias, respiratorias,
digestivas vy biliares, asi como procesos locales o

generalizados que no responden suficientemente a otros
antibidticos {cloranfenicol, tetraciclinas), especialmente
cuando se encuentran involucradas bacterias tales como los
enterococos, pPrgteus, Salmonella vy E. coli. Su accien
también es efectiva en diversas afecciones bucales y en

extracciones dentales infectadas.

ampicilina’

enterohepatica’

;depende nntableheﬁte‘ : de. - la.

esicula biliar!yrsus;:nnductos.'} cuando

23



Efectos . se:undar;nsx :

relativamentg, .

apliicaciones”

¥ :nlxtxs

(diarrea qrave persxstpnta). la medxcacxan debe suspenderse

de xnmedxato 14y,

Duéificacién media: Va a depender de la edad; para adultos y
nifos en edad escolar: 1 a 2 cApsulas de 500 mg cada & a 8
horas; por vias intramuscular o endovenosa: 250 a 500 mg en
inyeccidn lenta o con venoclisis, cada & h. En los nifos
pequenos y lactantes es conveniente calcular 1a dosis =-a
ra;on de S0 a 200 mg por Kg de peso- vy fraccionarla en va-
rias tomas al dia. En cuanto al uso de suspensiones en los
pacientes de hasta un afo de edad ! cucharadita 4 veces al
dia del producto para lactantes y, de 1 a 3 afos de edad, 2
cucharaditas 4 veces por dia de la de la suspensidn para

nifos(14).

‘Vefe:tosf'

seudomembranosa

24




Presentaciones  comerciales:

Capsulass Con: 250, yi5007mg i il 2

q/6§ mi T

Cnmprimidus E

Suspensisn: Para.. lactantes 1.4 H _9/60" ml ¥, para nifos, 3.0

Inyectables: frascos ampula con 250 mg 'y una ampolleta de 2

-

ml .de . agua inyectable esterilizada; frascos ampula con 500

- mg y una anpolleta de 5 ml de agua inyectable esterilizada;

frascaos ampula con 1 gramo y una ampolleta de 10 ml de agua

inyectable esterilizada (14).

25



i.rﬂé£;dn quiﬁi:ni‘_,;

En este rubro, el mis empleado corresponde afuna%Qdeké;ion

yodométrica basada en la inactivacion .de las penicilinas bar

rompimiento hidrolitico del anilio 'beta-lactamicoa,

utilizandose a un Alcali como catalizador. Bajo . estas

condiciones, €] producto resultante es e) acido peniciloico,

el cual es capaz de consumir vyodo (9).

La mencionada valoracion vyodomgtrica se realiza de la
siguiente manera: a 2 ml de la solucidn de la muestra y del
estandar de referencia se les adicionan 2 ml de solucion 1 N
de hidréoxido de sodio, procediéndose a mezclarlos mediante
agitacioen vy a dejarlos reposar durante 12 minutes. A
continuacion se incorpara a cada uno de los matraces 2 m} de
adcido clorhidraco 1.2 N y 10 ml de yodo ©.01 N,
inmediatamente después se les coloca un tapon y se les
permite reposar durante 15 minutos antes de titularlos con

solucidn 0.01 N de tiosulfato de sodio.
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straz una
gota de' ‘solucignide ‘continuaiila

titu!acidnih’é&é

matraziquecontenga 2.0
de la .solucionide incorporan 017 mi’

acido—‘:l'nr‘hid'rico Tée Ttitula’ de” inmediato *con

tiosu!fatp de sécix:} O;.:OLTVN. P;r‘aréet‘e':tar el punto final.' se
adicxnna a drichby"."p‘uatirfaz ;'una gota de almidén yoduradao y se
prosigue con ',ié tit@laéioﬂ hasta la desapari:icn del color
azul. Esta. misma técnica debe emplearse para tratar un ma-
traz que cnniehqa 2.0‘m1 de la soluciéon de la muestra prepa-
rada. El ~cdlculo.de . los migrogramos eguivalentes (F) a cada
ml de solucion 0.0l N de tiosulfato de sodio consumido por
la snlgciﬁn‘ de referencia, se realizs aplicando ta

formulas
(2WP/(B-1)
en donde C es la concentracién en m3 por ml de la solucidn

de referenciaj- P es la poterncia de 1a sustancia Je

referencia en microgramos por miligramo; B es el volumen en




ml de la solucion 0.01 N de tiosulfato de sodio consumido

en la. determinacion ~del  blanco: 1 es_ el.. volumen en

mililitros de tiosulfato  .de sodio’ 0.01 N CDnSl;IIhidD en la’

titulacién e inactivacion (9). : ) '

Por “lo “gue sevrefiere a:determinacion de 1a pnten:ia: ail

método se. le considera specificamente un ensayo biolagico

:uantitativﬁ,ﬂ qu; resufita inclﬁéo : semejante a los metodos
de anélisis’r‘nuir'nicn»s’ :;\'.lanti't;t'i‘vusﬁ, en el sentido que  'se
obtiene un ‘valor nur@éri;:p "(.en‘ ‘microgramos/miligramo) que
mide la actividad déyl antibioticn en tontra de un
microorganismo determinado. Este ensayo biolégico permite
determinar la cancentracio;’\ de - ampicilina como materia
prima, en producto a grane! vy - en producto terminado. Es
decir, establece la concentracion de ese antimicrobiano en
un medicamento, midiendo la actiwvidad de este altimo en un
sistema biolegico (9). ta ventaja del ensayo radica en su
capacidad para dar a conocer la concentracion de la ampi-—
cleina sin necesidad de separar el principio activo del con-

junto de excipientes qQue constituyen al medicamento.
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ESYA TISIS MR OReE
SALR DE LA BIBUDIELE =

Lagi:amentg.‘en Ipé‘ensayns biologicos, el empleo de seres

vivos '/ no originarespuestas necesariamente iguales, por lo
" que-seirequiere aplicar métodos estadisticos para obtener la

mejur,estima:iﬁnrdeﬂlafpntén:}a (103

Fundamento de!»méfudu,hio[ﬁgién

La ‘susceptibilidad béctet@anéfa lbéjantibioticos puede me-

dirse in . yitro, ﬁ(ilizaﬁdose:“idsiprincipins de la difusien
e&'aqar. be esta manera, ae pueden obtener . resultados
razonablemente exactos vy nreéisas. siempre que todos los
detalles del  procedimiento se controlen cuidadoszamente. Por
lo reguiar, los antibidticos se adicionan a las placas de
prueba, en el interior de penicilindros de acero inoxidable
previamente colocados; asi, el principio activo que se
encuentra en solucidn migra a través del agar, obtenigéndose
un gradiente cuyo didmetro depende de la concentracion del
aﬁtibiﬁti:n. En otras palabras, la difusion de este ultimo
'b;odﬁée una zona de inhibicion microbiana, relacionada
directamente con la concentraciton del principio actavo, En
cuanto al microorganismo empleado, después de una demora
inicial t(fase lag), se instala wuna fase de crecimiento
logaritmico: en ese momento, la multiplicacion bacteriana es

mas rapida que la difusion de la droga y las células no



inhibidas por el ayntipiyﬁtico ccntyinuar‘An M"mulﬁipﬂ'izéhduse"‘

hasta que: puedra" isualizarse i una capa " de crecimiento: v De

esta manera,..no apgrécé?é. “Helarea

dom;.l; ,la'rirdrr'c;éa ‘hayaialcanzado »i:‘qn:t’vavxv':rtrta:,inr;ééi;v:":y"gt)it:;’;i‘t'ofgas;
lcgicameﬁté,~cﬁaﬁkév_mé§ sustebf}b!e::se;.él:ﬁiéfonrqaniémn,
rvu:ayqr' Ee,"lé . ’!Aar zﬁ:na':" ‘de inhi‘lﬁricrién.v Csbe scRalar que ios
micréorggn;égﬁéi :éhj E}emﬁds de ‘crecimiento’ - prolongados
pareceran mas éuscebtiblés‘ a j}osr antimicrobianos porgue
éstos tendran maynr‘ tievﬁpo‘y para difundir. El1 tamafo de la
zona de © inhibicién dependera tambien de la velocidad de
difusitdn de  las drogas, debido a que sus diferentes
estrueturas quimicas vy sus respectivos pesos moleculares
manifiestan relaciones .inversas respectc a sSu migracidn;
comp - consecuencia, cada antamicrobiano dara lugar a
diferentes patrones durante la interpretacion

(15,16,17,18,19) .

Determinacién de la potencia de la ampicilina

La potencia de los antibidticos se determina estableciendo
la dosis a la cual se inhibe el crecimiento de un

microorganismo susceptible previamente determinado.
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fa"~ deteceisn, reduccion. |

antimicrobiar representativos:

patron . de

referencia’para; dudas

".‘per,di,,"_a, d‘ei‘:Xa‘a'cktiv;d‘ad &R los féfmaccs ;/'cu‘entar\ cen una
,nutéblg géept‘acibn en - cuanto a precisidn y ronfiabilidad,
siempre que se basen en un adecuado HiseSo experimental: en
Vlas pruebss cilindro-placa, las lecturas se restringen &
obtener las medidas del didmetro de las 2onas de inhibicidn
dentro dle lan placas. bLa prueta recomendads contempla la
elaboracion de una turva de referencia que debe contener 5 &
mas diluciones gel estandar secundario g ampicilina,
incluyendo a una ~denominada P3I- que equivale en forma
estimativa a la dosis de la muestra a la cual se le
determinara posteriormente ia rotencia. Las pruebas
microbhiclogicas de potencia estdn sujetas a variatbles intra-
pruebas e inter-pruebas, por lo que ps recarendable efectuar
2 & mas determinaciones independientes para lograr datos
reales sobre l2 notencia de 1a muestra por analizar

120,21,22,23,24).

La potencia de la ampicilina se reporta  en “Unidades” o

microgramps de actividad, estableci:dos de acuerdo al patron

137’ actividad |~

Iitéonicas

to aviuna -pasible
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primario l:orrespém:!iente a dicho antibidtico.. el cual

posee una concentracian ' certificada -y se adquiere

comercialmente. Cabe  sefdalar

‘se ‘valorani- einpxaén';lns‘egfeskt'ahqa" s ‘secundarios’por-resultar
incosteable ~ ia Utilizacien r'u‘t;.inaria : de’ estaAndares

primarios:

ta concentracion del estandar secundario de ampicilina se

calcula considerando como referencia al estAndar primario

del mismo antibicdtico. €1 concepto de microgramos de
actividad es posible, debido a que ta preparacién
antibidtica seleccionada como estandar primario {de

referencia) consta en su totalidad de una socla entidad

quimica (20,21,22,23,24).

Descripcidn del méetodo

a. Material para la prueba

Cajas petri de vidrio o plastico de 20 x 100 mm, con
tapas de material poroso. Cilindros de acero inoxidable
o porcelana con didmetro externo de 8 mm, didmetro
interno de 6 mm y longitud de 1O mm, todos los cuales

deben estar perfectamente limpios y sin residuos; es

las muestras por analizar
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El " equipo lel ‘material de

vidrio paa ! mal-‘; ‘desarrolla del
mi:?ﬁorganisn’.o débe"est‘ér’i,li:‘ar;se ’med‘iante calor seco o
calor humedo, segun sea ‘el caso, La temperatura de
incubacitn debe controlarse para que sea uniforme. Es
conveniente que el espectrofotdmetro empleadn permita
cambios en la longitud de onda de la fuente luminosa,
o bien, que se le pueda adaptar un filtro a 580 nm; el
blanco se debe ajustar en apsorbancia cero, con caldo

nutritivo no inoculado.

Preparacion del intculo

tavar con 3 ml de solucién salina isoténica esteril el

desarrollo de un cultivo de 24 h de Micrococcus luteus

ATCC 9341 -pbtenido en tubo inclinado con medio para
antibidtico No. 1- y distribuirlo en la superficie de un
frasco de Roux que contenga 250 ml del medio mencionado.
Incubar diche frasco a 32-25 grados centigrados durante
23 h vy recoger el desarrollo bacteriano con 50 m)l de

solucitn salina isotonica esteril,
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‘d.

Estandarizacien:de la suspensién. bacteriana’

80" nm,. isande - un

K 5.:m! dE} :inacqlo

Preparacidn del” esténdar secundario dE':ampi.'Cilina

“Pesar “una cantidad - exacta.de estandar Secundario de am-

'picj;linra y disolverlo  en agua destilada para ocbtener ia

concentracion requerida. Esta solucidn puede

almacenarse en refrigeracion durante una semana v,

el dia de la prueba, preparar a partir de ella las 5

diluciones necesarias para obtener ia curva de
referencia. Cabe mencionar que el. diluyente para estas 5
diluciones es una solucion amortiguadora, la cual se
prepara disolviendo 16,73 g de tosfato dibasico de
potasio y 0.523 g de fosfato monobdsico de potasio en
1 000 mi de agua destilada vy ajustandc su pH a 9.8

mas/menos 0.1,

ebe encontrarse-aproximadamente a - -
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posea la -
(M3 cuya
empleandose -

prepar@‘

di:;nnér 21 ml de

medio - Na. Loy deiar‘qug»;olidvfiqug sobre una superfi-

cie’ ‘lisa‘y nivelada;rbﬁédirv en forma: “uniforme 4 ml de.

medio  No.il previamente indtuladn —péra formar la capa
siempbra- -y dejar solidificar. Colocar & cilindros sobre
1a superficie de cada una de las 15 cajas, utilizando
un colocador de cilindros © algun otro sistema que
asegure un espacio suficiente para que no se superpongan
los halos de inhibicion gue ocurriran posteriormrnte;
llenar por triplicado los cilindros de cada caja, con 2
de 1as 5 diluciones correspondientes a la curva de
referencia (P11, P2, P3, P4, PS) o con sodlo una de estas
Y la dilucidn de la muestra (M3), tal como se indica a

continuacion:
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Tabla 3.+

Bloque "] i Numero de las cajas Soluciones
k : - alternadas

1 Va1 P1/P3
iR Ty e P2/P3
3 y 9 Pa/pP3
4 y 12 P5/P3
5 y 15 M3/P3

Incubar las cajas a 32-35 grados centigrados, durante 16-18
h. Retirar. los cilindros, mediry anotar los diametros de
cada zopa de inhibicidn =—~con una aproximacidon de 0.1 mm— y

proceder a realizar los calculos correspondientes.

Calculos

Los calculos de la potencia de la ampicilina se basan en la
construccion de una curva de calibracaon con 5 dosis, y la
posterior interpolacién -en ella- de los datos obtenidos
con la muestra. Este procedimiento se conoce en Estadistica

como S+1 vy consiste en un disefio de blogues incompleto Y

desbalanceado, cuyas caracteristicas son las siguientes:
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Las /157 placas:.

trat'ami"'eht'

a'la dosis intermedia (P3

soluciones: P1, P2, ‘P4, PS5 y M3

Procedimiento:

Con el objeto de que los calcules involucrados resulten mas
camprensibles, se encuentra contemplado un ejemplo en el que
se han empleado dosis (concentraciones) y diametros de halos
de inhibicion, correspondientes ambos a valores con los que
se trabajd experimentalmente en una determinacion efectuada
a una ampicilina trihidratada cuya potencia, proporcionada

por el proveedor, fue de 889.2 mcg/mg.



Concentraciones
Dosis . del eijemplo
Pl = dosis 1 0.064 mcg/ml
P2 = dosis 2 0.080 mcg/ml
P3 = dosis 3 0.100 mcg/ml
P4 = dosis 4 0.125 mecg/ml
PS5 = dosis S5 0.156 mcg/ml
M3 = muestra a dosis 3 0.100 mcg/ml ¥

% Concentracion
diluir 19,000

mg/ml .

a la

veces una

llevé la muestra original,

solucion inicial gque contenia i

al
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A continuacidn: -se constriuve  ia

E diémetfns‘ 

Diametros
P

Caja’de Petri

Pilucién

Diadmetraos
%

..Caja dg Pe@ri 7
pilucion pa. P
16.4 315.6 16,7 15.8  17.1  14.31
Diametros 16.8 15.8 16.4° 15.6 16.3 15.7
= 16.5 16.0 16.2° 15.7 16.7 15.8
Caja de Petri 10 11 12
Dilucién PS P3 () 3 5 P3
17.3  15.6 17.3  15.6  17.3  15.9
DiAmetros 17.0 15.6 17.5 15.7 17.2 15.8
s 16.9  15.5 17.1 . 15.5 16.6 15.8

3




) Caia de Petr .

Dilucion =

Diametros
s

$% Diametros de 1os halos de inhibi

ejiemplo contemplado.

b) Calculos iniciales

Los datos anteriores se registran en el siguiente formato,
que incluye 15 secciones -correspondientes a las 15 cajas de
Petri utilizadas- vy se procede a efectuar los cédlculos
indicados en cada una de ellas. Los numeros que suceden a
1la ¥ significan: el primero, la dosis de aplicacion (P11,
P2, P3, P4, P5, ™M3); el segundo, el numero de la caja (1 a

19) v, el tercero, el numero del penicilindro.
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‘blogue 1 bife}"eﬁ:ia i

Diferencia

i6.1 d11 = -1.2
15.6 diz = -1.7
15.8 di3 = -2.0
16.1 + 15.&4 + 15.8
= = 15.833
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Py N ,E§”, Diferencia
14.5 14.0 d14 = - 1.5
14.0 15.9 di5 = - 1.9
18.6 16.2 dis = - 1.6

16,07+ 15.9 + 16.2

= 16,033

3
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blogue 1 PL 0 P /. Diferencia
¥1,3,1 0 T°¥3,3,1 d17 = vi31 - Y33
¥1,3,2 %0 .¥3,3,2 di8 = Y132 - Y33
= Y133 - Y33

Y1,3,3: ¥3,3,3 di9

Y3,3 = Y331 + Y332 + Y333

3

Sustitucidn segun el ejemplo contemplado:

P11 P3 Diferencia

14.0 15.7 d17 = - 1.7
14.2 15.7 d18 = - 1.5
14.2 15.8 d19 = - 1.6

15.7 + 15.7 + 15.8
= = 15.733

3



blogue 2 v

. Sustitucien

piéérgnéia

Y241 — Y34
242 - Y34
Y243~ Y34

15.8 + 15.6 + 15.5

Riferencia

- 14.9 15.8 d21 = - 0.9
<1501 15.6 d22 = - 0.5
T 1505 L 0. d23.2 - 0.6

= 15.633
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blogue ‘2

P2 : 3 Diferencia

. ¥2,5,1 ¥3,5,1  d24 = Y251 - Y35
“Y¥2,5,2 ¥3,5,2 d25 = Y252 -~ Y35
¥2,5,3 ¥3,5,3 d2b = Y253 ~ Y35

¥3,5 = VY351 + Y352 + ¥353

EE o

T TDiferencia

14.8 3 15.7 424 = ~ 0.900
14.8 . ¢ 15.5 d25 = - 0.7%0
S18.2 0 ) 15.6 0926 = -~ 0.400

15.7.+15.5 + 15.4
= _ = 15.600
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D»i’ferencia s

d27 =:¥261
428, = Y262 = Y3&
L 429 = Y263 - Y35

¥Y3,6 = Y361 +1Y362 + Y363

3

Sustitucién segun el eiemplo contemplado:

P2 P3 - -.- -Diferencia
15.1 15.7 427 = - 0.6
15.0 15.4 428 = - 0.4
14.2 15.3 429 = - 1.1

15.7 + 15.4 + 15.3
= = 15.447

'3
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a7

bloque:3 iterencia-

¥3,7 = Y371 4 Y372 + Y373

3

Sustitucién segun el ejiemplo contemplado:

Pa P3 Diferencia
16.4 15.4 d4al1 = 0.800
16.8 15.8 d42 = 1,000
16.5 16.0 da3 = 0.500

15.6 + 15.8 + 16.0
= = 15.800

3



blogue 3 Diferencia
Y4,8,1; =.vag1°- v38
wi YA, B, 240 = Y482 - Y38
21Y8,8,3% =¥ag3 - v38

Sustitucion sequn el ejemplo- contemplado:

h e Pa:.oc P3 .. Diferencia
16.7 15.8 d44 = 0.900
16.4 15.6 d45 = 0.800
146.2 15.7 das = 0.500

15.8 + 15.6 + 15.7
= = 15.700

3
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" blogue--3::

Sustitucién éegan el ejemplo contemplado:

8 el L PR P3 Diterencia
17.1 16.1 447 = 1.0
16.3 15.7 448 = 0.6
16.7 15.8 949 = 0.9

16.1 + 15.7 + 15.8
= = 15.867

3
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" Diferencia

bloque-4 .’

dSi = Y5101 — Y310
d52 = Y5102 — Y310
/Y5103 - Y310




blogue 4

‘ Y5111 ZTYILL
“dS55 2 Y5112 - Y311
456’ 5113 — Y311

TP3 e sossns - Diferencia
17.3 15.6 454 = 1.700
17.95 18,7 d55 = 1.800
17.1 15.5 d56 = 1.600

15.4 + 15.7 + 15.5
= 15.6

3



52

blogug 4 P5EE s PREAT

Diferencia

¥5,12,1 007 ¥Y3,12,1 . . 057 = v5121. -~ Y312

T Y5,1252 L¥3,12,200:d98 =1Y5122 -~ Y312
Y5,12 Y3, 3.

459 = Y5123 - Y312

PS P3 Diferencia
17.3 15.9 457 = 1.4
17.2 15.8 d58 = 1.4
16.6 15.8 d59 = 0.8

15.9 + 15.8 + 15.8

15.833

3



83

blogue; S .. . M3

L¥3138 . - Y3L3
Y3132 -~ Y313
Y3133 - Y313

313 = YSIS00T V3132 4 Y3133

T g

Sustitucion segun. el ‘ejemplo contemplado:

M3 . P3 Diferencia

d31

15.3 = - 0.4

15.8 432 = 0.0

15.7 433 = 0.0
15.7 «15.8 + 15.7

=, = 15.733

3



'Difgrenéia‘ “

Sustitucion segun:gl ejemplo contemplado:

_ - M3 P3 Diferencia
15.9 15.9 d34 = 0.0
15.7 15.7 d3s = - 0.0
15,5 0.2

15.7: d3b ="~

15.9 + 15.7 + 15.7
= 15.7467

3
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blogue 5.

‘Diferencia

Y3151

Diferencia

‘d37-.w- - 0.3
d38 = - 0.4
439 = — 0.4

15.5 + '15.8 + 15.3
= 15.533

3
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c) Caleulosiintermedios..

c. .l".‘ = Tp‘ta’l e

56



c.2. Suma Total

eod
EXRa 4

Sustitucidn segan el eiemplo contemplado:

2 2 2 2 2 2
T = (-18.7) + (~6.3) + (1L.7) + (7) 4+ (13.2)

= 481.91
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c.5. Contraste lineal del patrén’

L =<2 s peeip Y 2P

p . o2h s 5

Sustituciﬁn segun el ejemplo contemplado:

L= -2(-14.7) - (—4.3) + 7 + 2(13.2) = 69.1
[

d) Calculos finales

Fuente de Grados de - Suma. de

variacion 1ibertad 5 cya:dfaaos

Trata~ S
mientos
: g
{P1+P2+P3+P4) R
Prepa-— 1 SCp= e . MCp=SCp
raciones 367 .
2 2
M3 «. "
4 ——
A A6 S
2
Regresion 1 SCr=———- HCr
lineal J0 MCr —_—

=5Cr MCe
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(58 anfrastg lineal del patron

:Su‘stitu:ib’n 'seéﬁn el ejemplo contemplado:

L= —2(=18.7) - (—6.3) + 7 + 2¢(13.2) = 69.1
g

“’'dY’Calculas finales

Fuente de Grados de F.
variacion libertad
Trata~ S5 sci
mientos ¢
Prepa— 1 - SCp=: -
raciones . S
2
M3 T
4 mm— e
- N - 2 S
o
Lp ;
Regresion 1 SCr=m=——— . MCr
lineal 90 MCr —_—

=5Cr MCe



Sustitucién ‘segun el ejemplo ‘contemplado:’

RS- N AT :
(=1.7) 7 (=90 o
; S= = 0.454

9 7 as

- sCr '=-53.053

MCr = 53.053 B

F = 980.44

481.91

SCe 55.71 - = 2.164

MCe = 0.0541



Fuente de

variacidén
El logaritmo de la dosis
a " tiene efecto lineal sobre
Regresion la respuesta.
lineal o

‘El logaritmo de la dosis
¢ .no tiene efecto lineal
sobre la respuesta.

Ya uue' F= 980.64"° ‘409, 7: 1ogaritmo de la dosis tiemne

etecto lineal sobr"e»elxi:!‘ 0. del halo deinhibician.

€alculo de- la. potencias

LP
b= _____
90 log (d3/d2)

Sustitucion segun el ejemplo contemplado:

69.1
b= _ = 74922
90 log {0.1/0.08)

0



M= M3/(9D)

Sustitucion se

La pptencia relativa dé la‘muestra'es:

™
R = 10

Sustitucidn sequn el ejempio contemplado:

-0.023
R = 10

Para expresaﬂ{kla potencia de la muestra analizada se debe

multiplicar por el valor teorico de la muestras

(0.984) (889.2 mcg/mg) = 874.97 mcg/mg
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1.

 CONCLUS [ONES : St e i

Dada la constante repradu:ibilidadp-én
Micrococgus “luteus . es - la ,e;géﬁie

-en - la industria .farmacedtica- =~ para’’ determinar. ‘la

potencia de la ampicilina en )bs medicamentos y sus

materias primas.

La ampicilina se considera un antibidtico bactericida
de amplio espectro aque inhibe 1la sintesis de pared
celular a las cepas sensibles. Es recomendable, depen-—
diendo del agente etiolégico, para el tratamiento de
entermedades respiratorias, digestivas, biliares,

bucales y dentales.

Para determinar la corcentracién de la ampicilina en

un medicamento, se dispone de métodos quimicas y micro-

bioldgicos, si bien estos Gltimos =se consideran mas

confiabies.

Mediante los métodos microbiclogicos, es posible conocer
la concentracitdn de ampicilina en }los wmedicamentos, sin

separar previamente el principio activo del excipiente.
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5. La mejnl;' Ves tim

63



B1BLIOGRAFTA’

compéran’\'e inmunological studies,

122: 93-101, 1979.

4)-Schieifer and . Kloos W.,E.: A simple test system for
@he’séparatiun of staphylococci from micrococci, J, Clin.

Microbaal, 1: 337-338. 1975.

S5) Subrommittee on Taxonomy of StaphylocZocci amd Microcoeci

Recomendations. fnt. Bull. Bactericl. Nomencl. Taxon,

15: $107-110. 19695.

64



ﬁa: Faddin F. J.

B10CHEMICAL TEST FOR - IDENTIFICATION: OF:MEDICAL BACTERIA

Williams & Wilkins, 1a. REimpresiun
Baltimore, 1990.

9) FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEX 1CANDS

Quinta edicion

Méxica, 1988.

10) Budavari S., O'Neil J3.M., Smith A. and Heckelman
THE MERCK INDEX
Merck & Co.,Inc., 1ith. Edition.

Rahway,N.J., U.S.A., 1989.

E.P.

65



14

-

.13)

:v'lin'x':aly use of the new

g Ann ',i‘lhtéfn‘., Meds Yy

DICCIONARIG DE ESPECIAL[DADES FARMACEUT ICAS
3ba. TEagesen i ‘

Mexica, 1990,

Barry A.L.:

PROCEDURES #DR TESTING = ANTIMICROBIAL. ABGENTS. IN

ABAR MEDIA; THEORICAL COMSIDERATIONS
Williams & Wilkins, Ist. Edition

Baltimore, 1980.

66



67 .

16) D' Amato . R.F. " Snﬁi'anhétein Li.s Evaluation of a rapid

agar.: digk vdi?‘fusign,
Microbial.s 282~

a7y

18y
‘of - measuring  zones: -of
{Bauer-Kirby 5usceptibi‘lity te‘svt.

10: BES-889, 1979.

193 RAyan K.J., Needham G.M., Dunsmoor C.L. and Sherris J.C.:

Stabilityiof 'antiybiotics and chemotherapeutic in - agar

plates, Appl. Microbiol., 20: 447-451, 1970.

20) Nachtmann F. and Gstrein K.: Comparison of
analytical methods for beta-lactam antibiotics,

Acta Pharm. Technal., 26(4): 223-226, 1980.



21

=223 K,

.23}

24

25

and Scherman - Determi_naﬁion

N amfﬁcg\ycﬁsxde' "antiﬁinti: ,': iﬁ' pharmacéuti:a\

'p!'éparatiéén;. nii:rnb;o)uqi:al :yliﬁder;plate assayv

metbod, Rev. Cienc. Farm., 5: 17—20.'1993.

Kaorkeala H., Osma J., Maki P, and Hirn J.,
Nonspecific inhibition zones caused b9 the kidneys
of horses in different agar diffusion methods,

Arch. Lebensmitelhyg., 36(3): &B-71, 198S.

CODE OF FEDERAL REGULATIONS
Title 21, parts 300 to 499

Washington, 1989,

of

68



	Portada
	Índice
	Introducción
	Objetivos
	I. Antecedentes
	II. Determinación de la Concentración de Ampicilina
	Conclusiones
	Bibliografía



