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INTRODUCCION

El honbre fue primero inducido a estudiar a los microor—
ganismos debido a los cambios que se presentaban en los ali—
mentos de fécil descomposicifn y otros materiales que deseaba
preservar. AdGn antes de que los microorganismos fueran conoci
dos, se postulS una relacifn causa-efecto entre estos seres -
invisibles y ciertas enfermedades. Los microorcanismos fueron
incluso utilizados extensamente sin que las personas se perca
taran de su presencia. Tal es el caso de muchos oroductos ali
menticios, en particular, los productos l&cteos y las bebidas
fermentadas; también se utilizaron en la manufactura del lino
y en la producci6n de pSlvora. Antes de que se inventara el -
microscopio y la observacitn de los microorganismos se hicie-~
ra realidad, transcurrieron siglos de infructucsa especula~—-—
cibn y discusién relacionados a la existencia de las formas -

invisibles vivientes.

Los microorganismos siempre han sido pooulares entre los -
cientificos porque grandes poblaciones requieren de poco espa
cio; ademds, se reproducen en cuestifn de minutos o de horas
y efect@an los procesos quimicos de la vida innumerables ve--
ces y tan répidamente como las formas de vida mis evoluciona-
das. Tales propiedades le permiten al bacterifloco mantener -
"una cepa reproductora" en un pequefio estante § en un refrige
rador. El geneticista puede tener a los descendientes de una
especie en mil generaciones en tan s6lo unos cuantos difas, - -
siendo capaz de realizar experimentos en dfas 6 semanas, que
ordinariamente le llevarfa toda una vida si utilizara plantas
6 animales superiores. En un cultivo intensivo de microorga—
nismos, millares de ellos dardn lugar a otros tantos, en un -

tiempo de generaci6n de minutos, horas 6 un dia.



Este crecimiento répido, ha influido en la imaginaci6n de per
sonas que estén buscando las formas de aliviar la futura esca
sez de alimentos o remediar la deficiencia proteica de muchas
dietas observadas en la actualidad.los microorganismos viven
en una gran variedad de materiales, incluyendo productos de -
desecho de muchos otros seres vivos. También crecen en mate——
ria orgénica de poco valor econ@mico, tales camo aceite crudo
al cual se le ha suplementado con minerales. Por lo tanto, -
los microorganismos ofrecen la esperanza de limpiar algunos =
des6rdenes que el hambre ha hecho en el medio ambiente y de -
proveer alimentos de alto grado proteico a bajo costo, va sea
para el ganado o para el consuno humano. Posiblemente estos -
dos logros puedan combinarse. En algunas ocasiones el quimico
utiliza los microorganismos para llevar a cabo algin cambio -
estructural en un coinpuesto orgdnico de elevado peso molecu—
lar: dicho cambio seria dificil de realizar por los métodos -
quimicos convencionales. (14)

Por otra parte, la idea de producir grandes cantidades -
de proteinas virales, animales y humanas, utilizando bacte-—
rias, se Fa hecho realidad, pues muchos de los nusvos produc-
tos como antibi6ticos, hormonas, anticuerpos, proteinas, etc.

son consecuencia de su sintesis. (5)

Una de las bacterias utilizadas en la exverimentacién es
el Bacillus subtilis, organismo que forma esporas y s6lo se —
desarrolla en presencia de oxfgeno libre. En su mayoria son -
formas sapré&fitas, prevalecientes en el suelo, aire, heno, =
polvo, agua, leche y sobre vegetales diversos. Es un microor-
ganismo NO PATOGENO (hasta donde se conoce actualmente) que
se reproduce ficilmente, lo que lo hace atractivo para ser u-
sado en &reas de deteccibn, experimentaci6n y desarrollo. (2)

El microorganismo Bacillus subtilis es utilizado amplia-
mente en la evaluaci6n de antibi6ticos. SR



ILos antibi6ticos, definidos etimolSoicamente, son algo - .
que produce la destruccitn de la vida, de manera que, cual—
quier agente mec&nico, ffsico 6 quimico capaz de matar serfa
.un antibiético, pero no puede tomarse en cuenta dicho concep-
to.

Todo microorganismo que crece en un medio natural, est8 -
sujeto a relaciones favorables & desfavorables debido a la -
presencia de otros microorganismos. Dos gérmenes asociados -
pueden ejercer influencia favorable uno sobre el otro (simbio
sis), 6 desfavorable (antibiosis); toda sustancia producida -
por un microorganismo en condiciones de antibiosis se le deno
mina antibi6tico.

Teniendo en cuenta los conceptos de Waksman, un antibis~
tico se define como una sustancia quimica derivada 6 produci-
da por microorganismos que tiene la capacidad, a bajas concen
traciones, de inhibir el desarrollo 6 destruir a otros micro-

organismos. (11)

Ademds de su uso en el campo de la medicina, algunos an—
tibi6ticos camo por ejemplo la avoparcina, se incorporan en -
el forraje de animales domésticos pues, se ha camprobado que
ayudan en el aumento de peso de los mismos, propiedad muy G-
til en la engorda de ganado vacuno, porcino y aves de corral.

No se sabe aln si tal efecto es debido a la destruccién
de gérmenes nocivos, a la estimulacién del @esarrollo de bac-
terias Gtiles (por ejemplo las productoras de vitaminas) 6
a alatn efecto directo sobre el animal mismo.(13)

Algunos autores estiman como grave inconveniente la pre
sencia de antibiSticos en la carne 6 leche de é&stos animaleé,
ya que podrfan sensibilizar al corsvricdor del alimento a la !

droga, y si en fecha posterior requieren de terapfutica con

la misma, podrfan presentarse reacciones indeseables. (7)



ANTECEDENTES

Todos los antibibticos deben estar sujetos a rigurosas
pruebas de control de calidad. lLa eficacia de &stos f&rmacos
se demuestra con la inhibicién del crecimiento que efectdan -

: sobre microorganismos especificos bajo condiciones especiales.

los cambios sutiles debidos a su disminucién en la acti-
vidad antimicrobiana que afin no se pueden demostrar por méto-
dos quimicos, si son demostrables mediante valoraciones de ti:
po microbiol6gico, utilizando cultivos de microorganismos de
reconocida calidad. En el caso de éste estudio, se utilizé el
microorganismo NO PATOGENO Bacillus subtilis debido a su =
gran sensibilidad a los antibiéticos.

DESCRIPCION DEL MICROORGANISMO BACILLUS SUBTILIS

Es un organismo que pertenece a la familia Bacillaceae,
aerobio obligado que sélo se desarrolla en presencia de oxige
no libre. (2)

FTORMA: Bastones grandes, rectos 6 curvos con extremos redon—

deados.

AGRUPERMIENTO CELULAR: Aislado, casi nunca se agrupa formando

cadenas.
GRAM POSITIVO: Tine uniformemente.

ESPORAS: Endosporas de 0.8 a 1.5-1.8 micras. Ecuatoriales, =
subterminales, ovales. La superficie de las esporas
libres tifie tenuarente. En la germinacién, la capa -
esporular rompe ecuatorialmente y después de la emexr



gencla de la c€lula vegetativa, la lisis de la cubi-
erta esporular es muy lenta.

TEMPERATURA OPTIMA DE DESARROLIQO: 37°C
TERMODURICOS: Las esporas resisten ebullicién durante horas.

HABITAT: Organismos sapr6fitos, prevalecientes en el suelo, =
aire y sobre vegetales diversos.(2)

La energia utilizada en el metabolismo es en su mayor -
parte de procedencia respiratoria siendo el oxigeno el acep--
tor terminal de electrones.

Descamponen pectinas y polisacéridos de tejidos vegeta—
les y algunas cepas producen putrefaccifn en tub&rculos de pa
pas. .

En medio complejo que contenga glucosa y en condiciones
anaercbias, el crecimiento y la fermentacitn son débiles.

La entrada de oxigeno permite un crecimiento abundante -
con formacién de 2,3 butanodiol acetoin y bifxido de carbono

camo sus principales productos.

Oxidan carbohidratos y proteinas en forma bastante com—-
pleja.

El principal producto de almacenamiento celular es un glu
cGgeno parecido a carbohidrato.

REACCIONES CE IDENTIFICACION: Catalasa positiva
Hidrb6lisis de casefna
No descampone tirosina
HemSlisis variable

No produce lecitinasa

Produce un antibi6tico polipep

tidico llamado bacitracina.(2)



PODER PATOGENO: la mayor parte de las cepas no son patSgenas =

. pero pueden producir a veces conjuntivitis, i-
ridiocoroiditis & panoftalmia en el hambre. Es
porddicamente en enfermedades caquicticas inva
de el torrente circulatorio. Rara vez causa -
septicemia en animales inmadurocs. (9)

PUEDEN CAUSAR PROBLEMAS EN:

CARNE: Lician rdpidamente la gelatina.

PRODUCTOS TEXTILES: Tifien u originan cambios de color en el -
material por la formacidn del pigmento 8
esporas coloreadas. Atacan directamente a

las fibras con la consecuente pérdida de
la resistencia. -

USOS BENEFICOS: En el curado del tabaco act@a mejorando arama
y textura. Produce cambios oxidativos en los
que se pierde alrededor del 28% de nicotina y
aumenta el de dcido citrico.
Productor de algunos antibi6ticos.(1)

APLICACIONES DEL BACILIUS SUBTILIS EN LA VALORACION MICROBIQ
IOGICA DE ANTIBIOTICOS

El Bacillus subtilis es un microorganismo que se utiliza
para valoraciones microbiol6gicas de antibi6ticos debido a su
gran sensibilidad a dichos f&rmacos.

El crecimiento de &ste microorganismo se inhibe en forma
proporcional a concentraciones determinadas del antibiGtico.



La inhibicién del crecimiento puede ser cuantificada y &ste
principio es el que se aprovecha para valorar la potencia de
accidn real de un antibi6tico al comparar contra una c@a es-
téndar obtenida a partir de concentraciones conocidas de wn -
antibisStico puro.
La actividad antimicrobiana se mide in vitro para deter-—
minar:
1.~ La potencia de un agente antibacteriano en solucibn;
2.- Su concentracifn en los liquidos del cuerpo 6 en tejidos,
3 .~ la sensibilidad de un microorganismo dado a concentracio-
nes conocidas del medicamento.

La determinacifn de éstas cantidades puede realizarse -
por uno de los siguientes dos métodos principales: dilucién y
6 difusi6n.(11) '

Utilizando un microorganismo estdndar apropiado de prue-
ba, y una muestra conocida de medicamento para la camparacidn,
pueden emplearse estos métodos para estimar tanto la potencia
del antibiStico en la muestra como la "sensibilidad"del micro

organismo.

A] PRUEBAS DE DILUCION: En &stas pruebas se incorporan canti=-
dades graduadas de las sustancias antimicrobianas en me——
dios bacteriol6gicos liquidos 6 s6lidos; los medios se ino
culan despuds con las bacterias de prueba y se incuban. El
punto final se tama como la cantidad de sustancia antimi--—
‘crobiana requerida para inhibir el crecimiento, o para ma-
tar a las bacterias de prueba. Las pruebas de sensibilidad
por dilucibn en agar, consumen mis tiempo y su uso estd 1i
mitado a circunstancias especiales. Las pruebas de dilu—

ci6n en caldo eran fastidiosas y se emplean poco; sin em—




bargo, el advenimiento de series preparadas de diluciones de .
caldo para numerosos medicamentos diferentes, en placas para

microtitulacién, ha incrementado y simplificado mucho éste mg
todo. La ventaja de las pruebas de microtitulacién con dilu—
ciones de caldo consiste en permitir el informe de un resulta-

do cuantitativo que indique la cantidad necesaria de un medi-
camento dado para inhibir' (o matar) los microorganismos proba-

dos.

B] METODO DE DIFUSION: Este método consiste en colocar un dis
co de papel filtro, una copa porosa © un cilindro sin fon—

do, conteniendo cantidades medidas de medicamento sobre un

medio s6lido que ha sido sembrado previamente en forma a-—
bundante con el microorganismo de prueba. Después de la in
cubacibn, se tama el diametro de la zona clara de inhibi--
cidén que rodea al depdsito del medicamento, coamo medida de
el poder inhibidor de ella contra ese microorganismo de =
prueba en particular.

Es obvio que este método estd sujeto a muchos factores fi-
sicos y quimicos, ademis de la simple interaccién del medi
camento y los microorganismos ( por ejemplo, naturaleza =~
del medio, difusibilidad, tamano molecular y estabilidad =
del medicemento). Sin embargo, la estandarizacién de éstas
condicibnes permite un ensayo cuantitativo de la potencia
del medicamento 6 de la sensibilidad del .microorganismo.

Cuando se determina la sensibilidad bacteriana por el
método de difusidn, la mayor parte de los laboratorios em—
plean discos de papel filtro imprecnados con antibi6ticos;
a partir del disco se produce por difusifn un gradiente de

concentraci6n del antibiStico en el medio. Camo la difusibn



es un proceso continuo, el gradiente de ‘concentracién un
ca es estable por largo tiempo; sin embargo, puede lograr
se alguna estabilizacifn permitiendo que la difusitn se i
nicie antes de que comience el crecimiento bacteriano. Ia
dificultad principal esti en las diferentes velocidades -
de crecimiento para los diversos microorganismos y debe —
corregirse variando la densidad del in6culo.

la interpretacién de los resultados de las pruebas -
de difusién debe estar basada en camparaciones entre los
m&todos de dilucién y difusién. Tales camparaciones han -

llevado a establecer estandares internacionales de refe——

rencia. las lineas de regresifn pueden expresar la rela-
cifn entre el logaritmo de la concentraciSn mfnima inhibi
toria en las pruebas de dilucibn y el didmetro de las zo-
nas de irhibicién en las pruebas de difusién. '
El uso de un disco sencillo para cada antibi6tico -
con estandarizacién cuidadosa en las condiciones de la =
prueba, permite el informe de S(susceptible) 6 R(resisten
te) para un microorganismo al comparar el tamafio de la zo
na de inhibicifén contra un esténdar del mismo medicamento
(método de Kirby-Bauer).(11)

FACTORES QUE PUEDEN AFECTAR LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN' LA
VALORACION MICROBIOLOGICA DE UN ANTIBIOTICO.

1.~ pH DEL MEDIO: Algunos medicamentos son mis activos a pH &

cido; otros a rH alcalino.

2.- OOMPONENTES DEL MEDIO: El sulfonato de polianetol sBdico
y otros detergentes anifnicos inhiben a los aminoglucOsi-
dos notoriamente. Las proteinas séricas fijan a las peni-
cilinas en grado variable, yendo desde 40% para la metici



lina hasta 98% para la dicloxacilina.

ESTABILIDAD DE IOS MEDICAMENIOS: A la temperatura de la -
incubadora, varios agentes antimicrobianos pierden su ac-
tividad. La clorotetraciclina se inactiva répidamente y -
la penicilina mis lentamente, mientras que los aminoglucé
sidos, el cloramfenicol 6 la polimixina B son bastante es
tables por largos periodos. ]

TAMANO DEL INOCULQO: En general, cuanto mds grande sea el
infculo bacteriano, mis baja serd la "sensibilidad" apa~
rente del microorganismo. Las grandes poblaciones bacte—
rianas se inhiben en forma menos répida y ccmpleta que =
las pequefias; ademds, la posibilidad de que se produzca -
en forma accidental una mutante resistente es mucho mayor

en las grandes poblaciones.

DURACION DE IA INCUBACION: En muchos casos los microorga-—
nismos no mueren cuando se exponen en un tiempo corto a -
los agentes antimicrobianos, sino que solamente se inhibe
su multiplicacidh. Cuanto més tiempo se prolonga su incu-
bacifn, mayor es la oportunidad que tienen de presentarse
las mutantes resistentes o mayor es la oportunidad de los
miembros menos sensibles de la poblacifn bacteriana de em
pezar a maltiplicarse tan pronto como el medicamento se ~

descampone.

ACTIVIDAD METABOLICA DE IOS MICROORGANﬁNDS: En general,
los microorganismos que crecen réipida y activamente son -
mis sensibles a la accién de los medicamentos que agqué—

llos que se encuentran en la fase de reposo. Las bacte—-
rias “"persistentes" son agquellas metabSlicamente inacti—
vas, las cuales sobreviven a exposiciones largas a los me




‘dicamentos, pero ‘éuy;'descendencia es campletamente sus—
ceptible al mismo medicaxﬁento. Una forma especializada de
microorganismos "persistentes" pueden ser las formas L -
de las bacterias. Bajo el tratamiento con ciertos medica-
mentos que inhiben la formacién de la pared celular, las
formas deficientes en la misma pueden desarrollarse en'al
gunos tejidos que poseen proviedades osmSticas adecuadas
(por ejemplo, m&dula de rifin). Estos protoplastos pueden
persistir en los tejidos mientras se administra el medica
mento ( por ejemplo, penicilina) y posteriormente regre—
sar a las formas bacterianas intactas, dando lugar a re—
cafidas de la enfermedad.

ANTIBIOTICO AVOPARCINA

Los antibi6ticos tienen en la actualidad, ademids del u-
so terapgutico, un amplio uso como estimulantes de crecimien-
to utilizados en dosis minimas, que mejoran la conversifn ali
menticia de los animales y promueven una mejor ganancia de pe
so. Es &ste el uso que en la actualidad se le estd dando a la
"AVOPARCINA" de la cual hablaremos a continuacifn:

ILa AVOPARCINA es un antibi6tico de tipo glucopéptido, -~
producido por fermentacitn de una cepa de Streptamyces candi-
dus.

NOMBRE GENERICO: Avoparcina
SINONIMIA: CL~81, CI~588 y AV-290
ESTRUCTURA MOLECULAR: ‘
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CH3NH—— CH —C —NH-FH-'—— C — RESTOS DE 1A MOLECULA

(incluye otros a.a.)
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PESO MOLECULAR: Aproximadamente 1,500 determinado por osometria -
de presitn a vapor y por menbrana.
COMPOSICION PORCENTUAL PROMEDIO: Determinada por andlisis microa-

nalftico.
C = 53.11
H= 6.04
0= 3.04
N = 6,12
Cl = 3.3
N-CH3 = 0.60

La avoparcina es un polvo blanco, amorfo e higroscSpico, so—-
luble en agua, metilformamida, dimetilsulféxido y ligeramente so-
luble en metanol. .

En la siquiente tabla se resefia la concentracién mfinima inhi
bitoria (microgramos/ml.)}, de AVOPARCINA, contra una serie de mi-
croorganismos cultivados en condiciones adecuadas. Estos datos -
muestran la actividad antibacteriana especifica de la AVOPARCINA
contra las bacterias Gram— positivas.

Igualmente se puede observar que a niveles de 100 mcg/ml 6
menos, es inactiva contra las bacterias Gram-negativas.(13)




CONCENTRACTION INHIBITORIA MINIMA DE AVOPARCINA (mcg/ml.)

MICROORGANISMO ' CONDICIONES DE CULTIVO
_ AEROBIAS ANAEROBIAS

GRAM POSITIVAS

Staphylococcus aureus Rose 6.25 6.25

S. aureus Smith - 5.00 5.00

S. pyogenes C-203 0.78 0.78
Bacillus cereus No. 4 - 1.00

B. globijii 1.00 0.50
B. subtilis ATC 6633 1.56 0.78
Corynebacterium xerosis NRRL B 0.39 0.39
Enterococcus GK 3.12 3.12
Sarcina lutea 1.56 1.00
Clostridium sporogenes - 0.39

C. welchii ' - 0.39

C. septicum - 0.50

GRAM NEGATIVAS

Escherichia coli U311 >100 >100
Klebsiella pneumoniae A " "
Proteus vulgaris ATCC9484 "o "
Pseudcmona aeruginosa ATCC 10145 "
Salmonella gallinarum " v
Salmonella typhosa 6539 " "
Shigella shiga " "

Se puede observar la relevante actividad de Avoparci
na contra los gérmenes del género Clostridium, teniendo en -
cuenta que se relaciona éste tipo de bacterias, con efectos
depresivos inespecificos de crecimiento, aparte de su respon
sabilidad mis directa, en enfermedades tales como enteritis

recrética y ulcerativa wue atacan tan frecuentemente a los a-

nimales domésticos, destinados para consumo humano.(i3)



La Avoparcina es atSxica por ingestifn y virtualmente a-
téxica en administracién parenteral. Este antibiftico no se
absorbe en el tracto intestinal y se elimina répidamente. Su
no absorcién se ha confimmado por la ausencia de niveles de—
tectables en sangre en el hombre, perro, rata y pollos.

Una vez que la Avoparcina es eliminada del organismo, se
degrada fécilmente y con rapidez en camponentes i.nactivos.(l}.)



"“"HIPOTESIS

Debido. a que-e.n nuestro medio se dispone de escasa infog'
macién préctica y teniendo en cuenta que son muy vocos los mi
croorganismos que pueden utilizarse en la valoraci6n microbio
l6gica de antibi6Sticos, ademds conociendo las ventajas que -
desde el punto de vista de seguridad, facilidad en su repro—
duccibn y economfa que tiene el Bacillus subtilis sobre otros
microorganismos, consideramos propio el realizar la valora——
ci6n microbiolSgica del antibiGtico AVOPARCINA utilizando di-
cho microorganismo el cual no es patSgeno (hasta donde se co- A
noce actualmente) y ademis se reproduce fécilmente, motivos -
que lo hacen atractivo para ser usado en 4reas de deteccién, '

experimentacién y desarrollo.



OBJETIVOS

Describir caracterfsticas y propiedades del micro
organismo Bacillus subtilis que 1o hacen ser de -
gran utilidad en la investigacifn, experimenta--+-
cidén y desarrollo.

Utilizar el microorganismo Bacillus subtilis en -
la valoracién microbiolégica de un antibiético, -
describiendo la metodologfa y aplicédndola prédcti-
camente para valorar "AVOPARCINA" en una indus---
tria farmacéutica.




MATERIAL Y METODOS

El ensayo microbiol6gico para la determinacién del anti—
biStico Avoparcina, se realiz8 por medio del método de difu-
si6n y estd basado en la inhibicitn del crecimiento que la Avo
parcina produce sobre el microorganismo de orueba, que en &ste
caso es el Bacillus subtilis,

De el AVOTAN 50 (mezcla de cascarilla de arroz v Avopar-—
cina al 5%) se extrajo la Avoparcina con una mezcla de acetona,
4cido clorhfdrico y agua. Después de centrifugar, al extracto

clarificado se le determin® su actividad antibi6tica.(15)

PREPARACION DEI, MICROORGANISMO DE PRUEBA (SUSPENSION DE ESPORAS)

Se prolifer6 el Bacillus subtilis en un tubo con agar le—
che inclinado, por un lapso de tiempo de 18 a 20 horas en un in
cubador a temperatura de 35-37°C, éste incubador con un flujo -
de aire controlado para prevenir el secado del agar.

Se suspendid el crecimiento obtenido, en 5 ml de agua des

tilada estéril para recolectar el microorganismo.

Se utilizaron 0.15 ml de la suspensi6n de esporas de Ba-

cillus subtilis para cada 1000 ml de agar prevarado.

PREPARACTON DE LAS SOLUCIONES ESTANDAR:

SOLUCION MADRE: Se pesaron 50 mg. de estindar de Avoparci-



‘na la cual tiene una concentracibn de 1000 meg/me. v se co-
locaron en un matraz volumétrico de 50 ml., se afor§ con a—
gua destilada para cbtener una concentracifn final que fuese
de 1000 mcg/ml y se conservd esta solucién por no mis de dos
samanas en el refrigerador a 4°C.

De la solucifn obtenida se tamaron 8 ml y se pasaron a
un matraz volumdtrico de 100 ml aforando con solucién buffer
de fosfato de potasio monob&sico a oH de 4.5,

La concentracifn final de &sta solucibn es de 80 mcg/ml
(solucién patron).

SOLUCIONES ESTANDAR: Estas soluciones se hicie
ron a partir de la solucifn patrSn del esté&ndar y se afora—-—
ron a 100 ml con buffer pH 4.5 de fosfato de potasio monobs-
sico cano sigue:

SOLUCION A: Se tamaron 10 ml de la solucifn patrfn y se afo-
raron a 100 ml obteniendo asf la concentracién -
final de 8.0 mcg/ml.

SOLUCION B: Se tomaron 5.0 ml de la soluci6n patr6n y se afo
raron a 100 ml obteniendo la concentracibn de -

4.0 mcg/ml.

SOLUCION C: Se tamaron 2.5 ml de la soluci6n patrbn y se afo
r6é a 100 ml obteniendo la concentracién de 2.0
mcg/ml

Las soluciones D y E, se hicieron a partir de la solu—
¢i6n de trabajo A, de la manera siguiente: :




SOLUCION D : Se tamaron 12.5 ml de la solucibn A y se afora
ron a 100 ml, obteniendo asf la concentracién
de 1.0 mcg/ml.

SOLWCION E

Se tomaron 6.25 ml de la solucibn A y se afo-
r6é a 100 ml obteniendo una concentracitn de -
0.5 mcg/ml. '

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE AVOTAN ('EXTRACCION
DE LA AVOPARCINA)

Estos productos como el AVOTAN 50 son una mezcla de Avo-.
parcina con cascarilla de arroz y es comO se encuentran en el
mercado, su concentracifén en &ste caso es de 50 ppm de AVOPAR-
CINA.

El procedimiento para la extraccitn del principid activo del -
AVOTAN 50 es el siguiente:

Se pesaron en la balanza analftica 5 gramos de muestra y
se colocaron en un matraz volumétrico de 250 ml.

Se adicionaron 100 ml de reactivo dcido acetona (65% ace-
tona, 2.5% HCl y 32.5% HZO destilada) y se agitd por un -
tiempo de 30 minutos en un agitador reciproco (New Bruns-
wick mod. G-26). '

Se checé el pH del extracto y si &ste results mayor de =
2.5 entonces de ajust6 de 1.0 a 2.5 con HCl concentrado.

Una vez ajustado, se colocaron 30 ml del extracto en un =
tubo para centrifuga provisto de tapbn de baquelita y se




’

centrifug6 a 3000 rpm por un lapsa de 10 minutos.

Se decantd el sobrenadante en un tubo roscado y se pro-
cedi6 a la dilucién del extracto hasta llegar a una con- ‘
centracidn final de 2.0 mcg/ml bas&ndose en la potencia
estimada 6 tefrica.

Esta potencia estimada es la concentracifn de AVOPARCINA
(50 prm) a la que se debe llegar cuando se fabrica el -
AVOTAN 50, es decir, la potencia estimada para que el -
producto se encuentre ‘dentro de las especificaciones de
control de calidad. (15)

PREPARACION DEL MEDIOC DE CULTIVO

Se pesS la cantidad necesaria de medio No., 1 -
para ensayo de antibi6ticos (MERCK). Una vez esteri
lizado en autoclave durante 20 minutos a una tempe-
ratura de 120°C y presién de 1.5 lb/cmz, se enfrié
para iniciar la adicién del microorganismo a una -

temperatura no mayor de 52 °C.

INOCULACTION DEL MICROORGANISMO DE PRUEBA:

Se inocul® el agar previamente enfriado a la temperatura .
indicada, con la cantidad probada de suspensitn de esporas =—:
(generalmente 0.15 ml / 1000 ml de agar) de Bacillus subtilis.

Se mezcld perfectamente el agar inoculado en un agitador
magnético antes de ser vaciado a las placas.

FAe




.- PREPARACTON DE. IAS PLACAS

Se utilizaron 10 placas para la obtencifn de la curva'es
tandar, o sea, dos por cada una de las concentraciones estén-
dar y dos placas.més también por cada una de las soluciones -

problema.

Se distribuy® uniformemente en cada placa 25 ml de agar
No. 1 para antibitticos ya inoculado y se dejs solidificar en
una superficie plana.

Una vez que se solidific6 el agar inoculado con el Baci-
1lus subtilis, se hicieron las perforaciones sobre el agar de
cada placa. La ubicaci6n de las perforaciones fué equidistan-
te una de la ctra.

Posteriommente se adicionaron 0.1 ml de las soluciones A,
B,C,D y E (soluciones estdndar) y 0.1 ml de las soluciones =
procedentes de las muestras a valorar (soluciones problema) a
cada uno de los orificios en las respectivas placas que pre—
viamente fueron marcadas.

Una vez que se llenaron las placas con las soluciones -
tanto est&ndar camo problema, se transportaron cuidando cque -
no hubiera aerranamiento de las soluciones ya que, &ste hecho
podfa darnos resultados errbneos.

Se incubaron las placas, tanto las correspondientes al -
estindar camo las de las muestras, por un lapso de 16 a 20 ho
ras a 35-37°C. Una vez terminado el tiempo de incubacién, se
sacaron las placas y se dejaron a temperatura ambiente para =
proceder a la lectura.

Se midieron las zonas de inhibicién de crecimiento para
cada una de las placas con la ayuda de un Vernier y se prame-
diaron los valores.

Lo




RESULTADOS

Los valores de los didmetros de los halos de-
inhibici6n de crecimiento tanto para cada una de -
las soluciones esté&ndar como para la soluciones pro
blema, se pueden observar en las tablas correspon--

dientes.

En las gr&ficas se dispusoc el promedio total de
los didmetros de los halos de inhibici6n formados =--
por la adici6n de las soluciones estandar A,B,C,D y
E, contra la concentracién del antibiético en micro-

gramos o unidades por mililitro. p

Se trazé la curva estidndar asi como también la
recta ideal que abarcara la mayorfa de los puntos.
Para calcular los puntos extremos de la recta se uti
lizaron las siguientes ecuaciones estadfsticas que =

incluyen los valores experimentales obtenidos:

L= 3A+2B+C~E He 3E+2D4C=a

5 5

L = Valor de la zona de inhibicifén calculada para =~
la concentracidén mi&s baja de la curva.

H = Valor de la zona de inhibicién calculada para -
la concentraci6n m&s alta de la curva.



Se graficaron los. valores obtenidos para L Yy H
y se unieron los puntos: con una linea recta.

Para obtener el resultado de las muestras, se .
ley6 directamente la potencia de cada preparacitn -
por valorar, en la curva patrbn.

Para obtener la potencia microbiolbgica del -
AVOTAN 50, se aplicb la siguiente f&rmula:

$AVOPARCINA = A

en donde:

A = Lectura en gr&fica (mcg/ml)

es)
il

Peso de la muestra (gramos)
C = Concentracibn de la dilucién C (mcg/ml)
Los resultados de los cilculos de la potencia -

microbiolbgica de los lotes de AVOTAN 50 analizados
se pueden ver en las pégs. 26,30,34,32 y 42.



LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON
LA ADICION DE LAS SOLUCIONES STANDARD

AVOTAN 50 LOTE: Ol

S 0L U C I 0NES

51 8 [ ¢ [D E

1.76{1.66 |1.54 [1.44 |1.29

] 1.801.65 |1.54 ]1.43 {1.29
1 li.80f1.68 |1.55 |1.43 .30
1.7311.68 |1.54 {1.44 |1.29

9 1.78 |1.65 [1.56 {1.54 [1.29
1.79/1.65 [1.56 |1.54 [1.29

1.79 1,65 [1.53 |1.41 [1.30

. 1.77 .64 |1.53 [1.41 l1.30
of , |l.76h.68 |1.50 11.43 120
1.75 .68 J1.52 |1.43 |1.29

1.76 .66 |1.54 |1.43 l1.28

1.76 .66 |1.54 [1.43 [1.28

TABLA NO.1.



TABLA NO.2
LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA

ADICION DE LAS SOLUCIONES PROBLEMA

AVOTAN 50 LOTE: 01

S 0 L u C 1 0 N E S
S/t s/ 2Vs/L 3S/L &) S/L S S/i6 1 S/1 71 S/L 81S/L 91S/T 10
1.92 |1.54 | 1.53}11.53 §1.56)1.55 | 1.58[1,53 | 1,564 1,55
o 1.95 11.55 | 1.53}1.56 11.56 11,55 [ 1.58[1.5L 1 1.541{1.55
4, 1.90 11.58 | 1.55{1.56 |1.56 |1.54 | 1,56[1.51 | 1.51{ 1.50
1.93 {1.57 | 1.551{1.56 }1.54 11.50 | 1.56/1.54 | 1.54] 1.5
4 1.90 {1.54 [ 1.57 11,54 11,52 {1.52 % 1.5611,54 | 1.53}1.52
1.90 {1.55 | 1.57 1.5t {1,510 41.56 | 1,5611,58 | 1.5721{1.57
1.94 11.56 | 1.56 | 1.52 }1.52 |1.52 | 1.52]1.50 | 1.54 ] 1.54
. 1.96 |1.58 | 1.5411.53 |1.52 {1.56 | i.53[1.53 ] 1.55]1.52"
{4 , 11.91 /1.58 | 1.54}1.53 ]1.52 1.58 | 1.51]1.50 | 1.52}1.52
; 1.92 {1.56 | 1.54{1.56 }1.50 {1.55 | 1,50]1.50 | 1.54 ! 1.50
) .93 11.55 { 1.56 11,58 !1,52 {1.53 } 1.5341,52 | 1.5211.51
1,93 {1.55 | 1.56 {1.53 {1.54 §1.51 } 1.53}1.50 § 1.52 |1.52

S/L = SUBLOTE
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AVOTAN ~ 50 LOTE _ 01

PROMEDIOS DE LECTURAS DE L'OS MALOS DE INHIRICION
PROMEDiDS DE CURVA STANDARD:

DILUCION LECTURA PROMEDIO
- (CM)

1.77
1.66

1.53
1.43
1.29

m o o w>

PROMEDIOS DE SOLUCIONES PROBLEMA:

SUBLOTE LECTURA PROMEDIO  POTENCIA MICROBIOLOGICA _
1 1.92 (repetir)
2 1.56 5.82
2 1.55 5.60
i 1.54 5.30
5 1.53 5.00
6 1.54 5.30
7 1.54 5.30
8 1.53 5.00
9 1.54 5.30
10 1.53 5.00

PROMEDIO LOTE = 5.29

26



RAVICA NO. 1

AVOTAN .50

(CONCENTRACION ESPERADA: 5Z DE AﬁOPARCINA)

LOTE: 01

7



LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA

ADICION DE LAS SOLUCIONES STANDARD

AVOTAN 50 LOTE: 02
S L o 0 E

1 a B o D E
1.80 | 1.6031.50 |1.30 {1.20
41.75 | 1.6011.50 {1.30 11.20
1' 1.85 | 1,60 | 1.40 J1.40 {1.20
1.85 | 1.60|1.40 §1.35 [1.20
1.85 | 1.6011.50 {1.30 11.2Q
1.85 | 1.65 [1.50 {1.30 [1.20
1.80 [1.60 [1.45 |1,35 J1.15
1.80 | 1.60 |1.45 |1.35 [1.20

o {L.80 {1.70 }1.50 11.35 }1.15
1.85 11.60 |1.45 |1.30 [1.20
1.85 |1.65 |1.40 {1,35 {1.20
1.80 {1.60 J1.45 }1.35 }.20

TABLA NO. 3’




LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA

ADICION DE SOLUCIONES PROBLEMA

AVOTAN 50 LOTE: 02
S 0 L 1l C. b 0 N E S
1 S/L 1\s/L 2| s/1 3 S/L 4t s/t siS/L 6is/r 71s/1 R)s/1. 9} S/L 10
1.5511.50 11.55 §1.50 Ji,50 1 1.5501.45 11.50 481 .45 | 1. .50
1.5511.50 {1.50 |1.45 |1.50 §1.55(1.45 }1.50|1.45 | 1,50
{ {L.5511.50 11.50 {1.50 11.50 {1.5011.50 11,50 ¢1.45 ] 1.9
1.50 11,55 11.50 J1.45 11.50 } 1.501.50 §1.50}1.50 | 1.45
1.5511.50 ]1.50 |1.50 f1.55 | 1.501.45 ]1.,50]1.45 | 1.50
1.50 ] 1.50 {1.50 |1.45 {1.55 {1.5011.50 {1,50 }{1.45 | 1.50
1.50 {1.55 |1.55 l1.45 {1.50 |1.,5011.50 {1,4511.50 | 1.50
1.50 {1.55 |1.50 |1.45 |1.50 |1.50 h.50 |1.45 |1.50 | 1.50
1.50 | 1.50 }1.50 {1.45 [1.50 [1.50 1.50 {1.45{1.50 | 1.45
2 1.50 {1.50 {1.50 |1.50 {1.50 {1.501.50 {1.5011.50 1 1.45
1.50 }1.50 }1.50 11.50 }1.55 }1.50 J1.50_ }1.50 }1.50 | 1.50
1.50 [ 1.50 f1.55 {1.50 {i.55 |1.50 f1.45 |1.45}1.50 | 1.50
S/L = SUBLOTE

TABLA NO.

4



AVOTAN - 50 LOTE_ 02

PROMEDIOS DE LECTURAS DE LOS HALOS DE IHEIBICION

PROMEDIOS DE CURVA STANDARD:

DILUCION LECTURA PROMEDIO
- {emy

A 1.82

B 1.62

¢ 1.48

D 1.33

E 1.19

PROMEDIOS DE SOLUCIONES PRORLEMA:

SUBLOTE LECTURA PROMEDIO  POTENCIA MICROBIOLOGICA -

{cM) (%)
1 1.51 5.75
2 1.51 5.75
2 1.50 5.50
4 1.48 5.00
5 1.51 5.75
3 1.50 5.50
7 1.48 5.00
& 1.48 5.00
S 1.48 5.00
10 1.50 5.50

PROMEDIO LOTE = 5.39
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TAVOTAN 50 . ' TR e

(CONCENTRACION ESPERADA: 5% DE AVOPARCINA‘)>

- LOTE: 02
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. TABLA NO. 5
LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA

ADICION DE LAS SOLUCIONES STANDARD

AVOTAN 50 LOTE: 03

S o L U C I 0 N E S

1,651 1.55 11.52 }11.25 1.31
1.701 1.60 {1.52 }1.30 |1.31

1.70| 1.60 | 1.52 .31
4 ! 1,704 1.55 {1.53 11.30 l1.29

y—
[
o
—

1 1 1

d 1.70 ) 1.55 [1.53 {1.35 [1.29 ' ‘
1.70 1.60 {1.53 |1.35 {1.29

B 1.70} 1.60 | 1.52 {1.38 [1.27

= 1.70] 1.55 {1.48 |1.38 [1.27

o , |Le7s|1.ssi1.s0 138 |27
1.75} 1.55 }1.51 |1.36 |1.26

1,707 1.55 {1.51 |1.36 |1.26
1.751 1,60 }1.50 J1.35 ]1.26




TABLA NO. 6

LECTURA EN CMS. DE LOé HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA
ADICION DE LAS SOLUCIONES PROBLEMA

AVOTAN 50 LOTE: 03

; s 0 LU ¢ I Q N E S
o : 3L Als/L 238/ 3i/1. 4 1 S/L 5l S/L 61s/L 7iS/L 8{S/1, 91 S/L 10

‘ 1,52} 1.52 §1.52 §1.53 J1.51 §1.52 f3.5% {1.51 11,51 41.51
1.50| 1.52 b1.54 §1.53 t1.51 {1.53 {1.52 {1.53 li.s52 l1i.s2

1.50] 1.54 f1.52 [1.53 |1.53 {1.52 |1.52 [1.53 l1.52 |1.52

o 1 1.51] 1.54 | 1.51 §1.53 |1.53 f1.51 [1.51 |1.51 {1.52 [1.52

< 1,51 1.55|1.51 [1.53 {1.53 [1.50 [1.51 [1.52 |1.52 |1.52

o 1.50] 1.53 | t.52 11.56 {1.52 {1.52 |1.54 11.52 |1.52 |1,52
< 1,494 1.52 1 1.49 {1.50 {1.54 }1.53 {31.52 |1.51 |1.52 ]1.51_

A 1.52| 1.50 | 1.54 |1.53 f1.53 l1.51 |1.52 J1.52 f1.51 |1.51

ol 1.50{ 1.50{1.52 {1.53 11.53 [1.51 |1.51 {1.53 |1.50 [|1.51

2 1.51| 1.46{1.49 {1.52 {1.53 |1.51 }1.52 |1.52 J1.52 |1.50

1.50f 1.47 [ 1.50 {1.50 l1.54 |1.51 J1.50 |1.50 fj1.50 |1.50

1.50] 1.52}1.50 |1.50 |1.54 }1.52 {1.51 l1.51 f1.52 }1.52

S/L = SUBLOTE




AVOTAN - 50 LOTE_03

PROMEDIOS DE LECTURAS DE 1.OS HALQS DE INHIRICION

PROMEDIOS DE CURVA STANDARD:

DILUCION LECTURA PROMEDIO .
(cm)y —

A 1.71

B 1.60

c 1.51

D 1.34

E 1.28

PROMEDIOS DE SOLUCIONES PROBIEMA:
SUBLOTE ~ LECTURA PROMEDIO  POTENCIA MICROBIOLOGICA
(%)

(cMm)
1 1.51 5.00
2 1.51 5.00
3 1.52 5.25
4 1,53 5.50
5 1.52 5.25
6 1.51 5.00
7 1.53 5.50
8 1.51 5.00
g 1.52 5.25
10 1.52 5.25

PROMEDIO LOTE =5




GRAFICA NO. 3

AVOTAN 50

(CONCENTRACION ESPERADA: 5% DE AVOPARCINA)

. LOTE: 03




TABLA NO. 7

LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA
ADICION DE LAS SOLUCIONES STANDARD

AVOTAN 50 LOTE: 04

s_ o0 L U € I O N E_ S

A B C D E

1.78] 1.6411.49 |1.43 |1.33

1.78] 1.64 | 1.49 |1.43 |1.33

o1 1.80) 1.61}1.53 {1.43 {1.31
: 1,801 1.6311.49 {1.43 {1.31
< 1.781 1.61(1.49 [1.43 |1.31
o 1.78| 1.66 | 1.49 {1.45 {1.32
< 1.79) 1,66 L1.46 1146 11 30
1.77) 1.66 [ 1.49 |1.43 [1.32

. 1,751 1.66 | 1.48 {1.43 |1.32
2 1,781 1.66 | 1.49 [1.41 {1.31
1.80| 1.67 { 1.49 |1.41 |1.30

1.76 | 1.66 [ 1.48 |1.42 [1.32




TABLA NO. 8
LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA

ADICION DE LAS SOLUCIONES PROBLEMA

AVOTAN 50 LOTE: 04

S 0 L U C I o} N E S
S/L 1} s/L 2(8/L 3] S/L 4 S/L 5 S/L S/L A s/L 8 S/L 9s/T, 10
1.500 1.50} 1.53f1.51}11.5211.,4711.50}1.5% {1.51 1.50
1.49 1.50] 1.5211.51}1.52{1.47]11.,5041.51 {1.51 }1.50
v ] 1.49 1.50[ 1.51]1.51)1.50 {1.48 11.51 11.50 J1,51 |1.50
o l1.49 1.51}1 1.50}11.50{1.50 {1.52 [1.52 {1.50 |1.50 }1.46 o
= 1.49 1.514 1.51}1.501 11.50 11,50 71.5211.52 |1.50 [1.46 5 ‘fx/
4 1.52| 1.52] 1.5111.51 [1.50 }1.48 §1.52 11.50 11,48 [1.49 .
< 1.52) 1.52( 1.5111.51¢{1.49([1.5011.5011.50 {1.50 1,50
A 1.50 1,500 1.51 0 1.50]1.49 11.50 |1.5011.52 {1.53 i1.47
1.50{ 1.51%f 1.521 1.49(1.4911.5411.5011.52 11.48 ]1.49
al 2 1.50¢ 1.53} 1.52¢1.50{1.51 11,53 11,51 §1.52 §1.50 }1.49
. 1,511 1.50} 1.504 1.5011.5011.51 11,53 §1.5) [1.51 }1.50
” 1.649) 1.48) 1.50¢4 1.50) 1.50 11.49 §1.51 j1.50 }1.49 }1.50

S/L = SUBLOTE




AVOTAN - 50 LOTE_04

PRUMEDIQS DE LECTURAS DE LOS HALOS DE IMHIRICION:

PROMEDIOS DE CURVA_STANDARD:

DILUCION LECTURA_PROMEDIO
LECTURA. PROMEDIQ

A 1.78

B 1.68

¢ 1.49

D 1.43

E 1.32

PROMEDIOS DE SOLUCIUNES PROBLEMA:

SUBLOTE LECTUR% P?OMEDIO POTENCIA MICROBIOLOGICA
CM 4

1 1.50 5.00
) 1.51 5.25
3 1.51 5.25
4 1.50 5.00-
5 1.50 5.00
6 1.50 . 5.00
7 1.51 5.25
8 1.51 5.25
S 1.50 5.00
10 1.49 5.50

PROMEDIO LOTE =5.15




GRAFICA NO. 4

AVOTAN 50 i
(CONCENTRACIQN ESPERADA: 5% DE AVOPARCINA)

LOTE: 04




TABLA NO. 9.
LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA

ADICION DE LAS SOLUCIONES STANDARD

AVOTAN 50  LOTE: 05

S 0L U CI 0NES
A B C D E

1.99] 1.83 | 1.66 |1.55 |1.43

1.98 1,84 [ 1.65 [1.55 |1.40

o | ]98] 186167 154 1.0

. 1.98} 1.861.63 [1.55 |1.41

o 1,98 1.84 1 1.63 [1.55 |1.40

' 9 1.981 1.84 { 1.63 [1.57 |1.43
< 1,98 1.85 | 1.64 {1.53 [1.41

_ 1.98] 1.83 1 1.64 {1.53 [1.41

T, [ros]1s3fies 1.5 [

o v . 1.98|1.84 [ 1.65 1.54 |1,42
e 1.98 | 1.84 | 1.65 |1.53 |1.42
1.98 ] 1.84 }1.64 J1.54 |1.41




TABLA NO. 10
LECTURA EN CMS. DE LOS HALOS DE INHIBICION FORMADOS CON LA
ADICION DE LAS SOLUCIONES PROBLEMA

AVOTAN 50 LOTE: 05 S .

S (0] L U c 1

(0] N E S

S/L 1} S/L 2§S/L 3is/L 4 }s/L 5/ s/L 6lsS/L 71 S/L 81S/L 91S/L 10
1.657 1.65 ) 1.65 j1.65 |1.64 ]1.65 1.66) 1.65]11.66 |1.65
1,671 1.6611.65 j1.67 11,65 11,65 | 1.651 1.65 )1 .64 11 65
vl 1 1.6711.66 1 1.65 |{1.67 |1.65 11.65 }11.65} 1.65}11.64 11.65

< 1.68{1.6811.65 [1.67 |1.65 {1.67 1.65] 1.66 | 1.65 }1.65 -

1,681 1.63 | 1.64 1.67 {1.66 [1.65 1.6611.65 1 1.65 {1.65
© 1,671 1.63]1.65 |1.65 [1.65 [1.65 1.67 11.6511.64 |1.66
< 1.66| 1.66 |1.65 [1.65 {1.64 {1.66 1.65 ] 1.64 | 1.64 {1.66
I 1.661.66{1.65 [1.65 |1.65 |L.66 1.6711.6511.65 |1.65

Jd o2 1.66 | 1.64 [ 1.65 j1.67 |1.66 |1.66 1.67 11,67 11.67 {1.65
1.6511.64 }1.64 [1.66 |1.66 {1.65 1.6611.66 [1.66 ]1.65
2 1,66} 1.64 | 1.65 J1.65 j1.65 }1.65 1.66 11.66 ]1.65 |1.66
e 1.66 ] 1.64 }1.65 §1.67 |1.65 J1.65 1.65]1.65(1.65 ]1.66

S/L = SUBLOTE




AVOTAN - 50 LOTE_ 05

PRUMEDIOS DE_LECTURAS DE 1.0S HALOS DE INHIBICION:

PROMEDIOS DE CURVA STANDARD:

DILUCION LECTURA PROMEDIO
(cM)

A 1.98
B 1.84
c 1.65
D 1.54
E 1.41

* PROMEDIOS DE SOLUCIONES PROELEMA:

SUBLOTE LECTURA PROMEDIO | PCTENCIA MICROBIOLOGICA
£

(cM)
1 1.67 5.38
2 1.65 5.00
3 1.65 5.00
4 1.66 5.20
5 '1.65 5.00
6 1.65 5.00
7 1.66 5.20
8 1.65 5.00
g 1.65 5.00
10 1.66 5.20

PROMEDIO LOTE = 5.10




GRAFICA NO. 5

AVOTAN 50

(CONCENTRACION ESPERADA: 5% DE AVOPARCINA)
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CONCT.USIONES

Como se observ6 en la presentacifn de las propie-~
dades de la AVOPARCINA, su espectro antimicrobia-

no actfia sobre Bacterias Gram +.

Se ericontrd que el mé&todo utilizado para la valo-
racidn microbiol6gica del antibiético, fué& sensi-
ble a variaciones en el medio de cultivo, ©oH, ta-

mafio del inéculo e incubacién.

Una temperatura de 28°C y con 18 horas de incuba-
cién fueron las condiciones 6ptimas para que el -
crecimiento del Bacillus subtilis fuera de tal ma
nera gque las zonas de inhibici6n de crecimiento -
se delimitaran perfectamente, permitlendo asf el

hacer una lectura correcta de los didmetros de -~

los halos de inhibicién.

El manejo cuidadoso de las placas con el antibi6-
tico, es de gran importancia ya que cualguier mo-
vimiento brusco que provocara el derramamiento de
solucién en alouna de las placas, extendié o modi
fic6 los halos de inhibicién de tal forma que fué

imposible el leerlas.

El tamafio del inéculo nunca fué mayor de 0.15 ml
de suspensitn de esporas por cada 1000 ml de Agar
ya que, asi se evit6 un crecimiento exacgerado del
Bacillus subtilis en forma de manchones que no -
permitfan la formacién bien delimitada del halo -
de inhibicidn.
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- Debido a la facilidad de manipulacién y crecimieg
to y a los buenos resultados obtenidos en la valo
racién microbiolégica, se determiné qué el Baci--
llus subtilis es un microorganismo adecuado vara
valorar el antibiftico AVOPARCINA.
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UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA ~ Bmdeer o
FACULTAD DE CIENCIAS NUMErd .....vecetsrerees

SRITA. SILVIA JUDITH GONZALEZ SANCHE2Z
PRESENTE . ~

Manifiesto a usted que con esta fecha ha sido -
aprobado el tema de Tesis "UTILIZACION DEL BACILUS SUBTILIS
PARA LA VALORACION DE UN ANTIBIOTICO (AVOPARCINA) EN LA IN_
DUSTRIA FARMACEUTICA®" para obtener la Licenciatura en Biolo
gia.

Al mismo tiempo informo a usted que ha sido -~~~
aceptada como Directora de dicha Tesis la Q.F.B. Rosa Ma. -
Puebla Pérez.

RANDA MEDRANO

c.c.p. 7F.B. Rosa Ma. Puebla Pé&rez,Directora de Tesis.Pte.
c.c.p. El expediente de la alumna.

'mjsd

Boulevard a Tlaquepuque y Corregidora, 8. R __M



Guadalajara, Jal., Mayo 29 de 1989

ING. ADOLFO ESPINOZA DE LOS MONTEROS C.
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
PRESENTE.

Por medio de la presente me permito informar a usted que, una vez recibida -
la tesis "UTILIZACION DEL BACILLUS SUBTILIS PARA LA VALORACION DE UN ANTIBIOTICO
(AVOPARCINA) EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA" presentada por la C. Silvia Judith -
Gonzdlez S3nchez y habiendo realizado las observaciones pertinentes, considero

que se puede imprimir y, solicito a usted de la manera mis atenta, permita se -~

realicen los tramites necesarios para el examen respectivo.

Agradeciendo de antemano, aprovecho la ocasién para reiterarle mi considera-

cidén mis distinguida.

ATENTAMENTE

=7

Q.F.B,/ ROSAPARTA-PURETA PEREZ
F-




