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INTRODUCCION

Ne podemos dejar de reconocer que los antibidticos ban sido los
mas grandes descubrimienios efectuados en el campo del lsboratorio
médico en estos Gltimos veinte afios, a tal punto que han dado lugar en
la terapéutica moderna a la denominacidn de "Era de los Antibiéticos™.

En realidad han revolucionado la medicina contemporanea no sola-
mente en el concepto terapéutico, sino también en el docente, va gue
es ia primera vez en la historiz de la Medicina gue una sustancia tera-
péutica nueva, con poder sansonianc ha traide abajo los clasicos axio-
mas, cambiande el concepto del diagndstico, pronostico v tratamiente de
las enfermedades, muy especialmente en las intecciones donde la evo-
lucién clinica de la temperatura, la duracién de la enfermedad. la res-
puesta inmunolégica del antigeno estimulante, el grado de mayor o me-
nor sensibilidad del agente infectante, etc., etc., han sido tremendamen-
te influenciados por estas nuevas sustancins denominadas antibidticos
que afic tras afio vemos aparecer.

Afortunadamente para la ciencia médica v para la humanidad en-
tera, la Peniciliva, Estreptomicina, Cloramfenicel, las Citlinas de amplio
espectro antibacteriano y algunos otros antibidticos dltimamente descu-
biertos y que no alcanzan a superar a los mencionados, han logrado
controlar por asi decirlo un buen nimero de enfermedades infecciosas.
Tests para optar el grade de Doctor en la Facultad de Medicina, Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima, Pera.

*
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Desde 1939 hasta la fecha, los investigadores organizados en equi-
pos estan explorando las cincuenta mil especies de hongos conocidos, en
sy bisgueda por nuevos antibidticos, asl se explica gue sean numerosas
las sustancias descritas con propieédades antibidticas, pero no mas de
una veintena las utilizadas en terapéutica; estos pocos pero eficaces pro-
ductos han dado lugar a una nueva y poderosa industria farmacéutica,
especialmente en lfos Estados Unidos de Norteamerica, con inversiones
que tepresentan indudablemente millones de délares.

Como en la actualidad son numerosos los laboratorios cemercnales
que preparan antibidticos, se ha establecido una benéfica competencia
en st produccion, las formas de presentacién son miltiples asi como tam-
bién las aplicaciones clinicas; las diferentes desis, los grados variables
de actividad, potencia, toxicidad e inocuidad, han requerido el estable-
cimiento de un organismo estatal regulador v de control, es por esto
que dentro del Food and Drug Administration de Washington, se creé
la Division de Antibidticos, encargada en la actualidad del control rigu-
roso de todos los antibidticos antes de ser introducidos en terapéutica,
par procedimientos bacteriolégicos y quimicos y mas tarde cuando son
aprobados siguen permanentementé controlados en su consumo, por pes-
cuizas periddicas en los 48 estados que conforman Norte América. De
esta misma Divisién, bajo fa habil direccion del Dr. Henry Welch y de
sus colaboradores, salen las normas y regulaciones indicando técnicas y
nuzyos métodos de andlisis, los cuales son distribuidos a los Iaborato-
rios del Estado y gentilmente proporcionados a todas las dem#s Nacio-
nes o personas que se interesen.

Con esta ocasién, permitidme que haga piblico mi agradecimiento
a los Sefiores Directores de las Divisiones del Food and Drug Adminis-
tration de Washington y en especial a todos los Jefes de las distintas
ramas de Ja Division de Antibidticos y colaboradotes, por haberme dis-
pensado una amablé acogida, brindando amplia bibliogralia y abierto
las puertas de sus laboratorios para hacer un entrepamiento en. el mes
ae febrero del presente afio.

Al crearse la Divisién de Control Tecmco, dentro del Instituto Na-
c:onal de Salud Publica, e iniciar sus funciones en 1956, me cupo la
oportunidad de asumir personalmente el control de los antibidticos qua
aislados o combinados llegan a la Division para su analisis, puesto que
mi experiencia de algunos afios en trabajos sobre antibidticos me lo
permitit.

Es asi como en el transcurso de estos tres afios hemos podide rea~
iizar el control microbiolégico de los antibiStices que se expenden en el
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pais en mas de 300 formas de presentacidn v dejar establecidas las téc-
nicas v métodos para conteoles posteriores, con un ceparic bacteriano
estandarizado.

Ademas hemos preparado discos medicados perfectamente estable-
cidos, en'tres concentraciones para prucbas de sensibilidad antibitticas.

1. LOS ANTIBIOTICOS EN FL MOMENTG ACTUAL

No pretendemos bajo esta denominacion, hacer una revisién histo-
rica, ni una narracién pormenorizada de todos lds antibidticos que en la
actualidad se emplean, va que su fecha de descubrimiento, descubridor.
composicién quimica, propiedades, espectro de actividad antibacteriana,
potencia, toxicidad, inocuidad, etc., etc., se pueden facilmente encon-
trar en los libros que tratan sobre la materia (2}, (23), (24}, (7T1),
{73), {78), ¥ en la bibliografia que al Final consignamos; ademas es
un tema tan .contemporéneo y conocido por. todos los que conformamos.
la profesién médica v paramédicas que todo intento seria una repeticion
infructuosa v deliciente.

MNuestra intencidn es solamente dar una vista panordmica y hacer
una apreciacién genérica de la répida evolucidn y alcance que han te-
nido los antibitticos como elementos terapéuticos, agentes antiinfeccio-
sos. profilacticos, etc., en los 17 afios de existencia industrializada que
Hevan hasta la fecha.

Desde el afie 1929 en que se comunicd el formidable descobrimiento
hecho por FLEMING en sus placas de cultive contaminadas por un hon-
go, con manifiesto antagonismo bacteriano v a cuyo principio activo le
Hamd Peniciling, (3) Freming y sus colaboradores utilizaron esta sus-
tancia durante diez” afios para el aislamiento v diferenciacién de bacte-
rias y sblo en raras ocasiones para curar heridas por aplicacion tdpica.
La eficacia terapéutica observada repetidas veces dic lugar a que en
1939 empezaran los trabajos intensivos por Caamn v FLorEy en Oxford
{24}, para obtener esta sustancia en mayor proporcién y poder utili-
zarla en terapéutica. Desde entonces transcurrieron cuatro afios de in-
tensa investigacidn v de pequefin produccidn, de esta droga que dio co-
mienzo al empleo de los antibidticos en terapéutica.

Fue en 1943 que, debido a las gestiones hechas por Fromey vy
Hearisy, se inicié en los Estados Unidos de Norte América, el desa-
rrollo de esta nueva y poderosa industria dentro del campo farmacéu-
tico; unos cwantos laboratorios empezaron a producit penicilina cruda
para uso terapéutico, ¢! alto costo de produccién v ef escaso rendimiento
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hicieron que la Penicilina fuera por entonces mucho mas valiosa que el
‘oro, en realidad 100,00C Unidades costaban 20 dollares (76) v su em-
plec estaba como es matural por motivos de la guerra lwmitado a las
fuerzas armadas de los Estados Unides. La produccién total en 1943
fue de 13 kilos con un costo aproximads de tres millones de dollares,
muy rapidamente la indusiria se incrementd, surgié la Penicilina Cris-
talizada, fueron numerosos los laboratorios comerciales que la produie-
ron v en 1953 la produccidn alcanzé a 343.909 kilos, se establecid la
competencia ¥ llego a costar la dosis de 100,000 Unidades escasamente
dos centavos oro americano, {78), lo cual significa mil veces mencs que
el precio inicial, |

Con este formidable avance se beneficié grandemente la humanj-
dad entera, puesto que pudo tener a su alcance este maravilloso y eficaz
antibidtico, para poder combatir con escaso nfimero de unidades mald-
ples enfermedades infecciosas producidas por microorganismos sensibles;
Fue tan efective, que su empleo sobrepasd los linderos terapéuticos y
de prescripcién facultativa, muy especialmente entre nosotros su uso v
abuso indiscriminado y casero ha llegado a condicionar como ya lo he~
mos demostrade, {45), {46}, {47}, un incremento enormemente elevado
del grado de resistencia de los microorganismos onginariamente sensibles
a esta droga, con detrimento de ella v con los peligros que desde luego
significa la infeccién con gérmenes resistentes {4), (6}, {7}, (21}, {29},
(42), (55}, (63). (73), (82), (88).

Las distintas formas farmacéuticas de Penicilina que en la actuali~
dad se producen v cuvos nombres, concentracidn v productores estan
mencionados mas adelante en los cuadros de deferminacién de potencia,
han brindado al médico la oportunidad del emplen de millones de uni-
dades por vez, pars poder alcanzar altos nivelés sanguineos y por tiem-
po prolongado: esta ventaja y la sensihilidad demostrada por los Tre-
penemas a la Penicilina, han colocado a esta droga como un elemento
tetapéutico de gran valor en las enfermedades venéreas, muy especial-
mente en la sifilis, {37), {71), en la actualidad posiblemente todos los
sifilélogos han olvidado Ia terapia con los metales pesados v sus graves
consecuencias, por el emplec del eficaz, facil v poco costoso tratamxento
antibidtico (19}, {33).

Similar ha sido la evolucién de Ia Estreptomxcma descubierta por
WacksMan en 1943 ¢ introducida en el mercado en 1946 (24), {73),
ron un <ampo. de actividad espectral para los gérmenes gramnegativos v -
muy especialmente para el Mycobacterium Tuberculosis. En 1946 la pro-
duccién alcanzd a 1,727 kilos con un costo aproximado de $ 11°400.000:
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¢l gramo de Estreptomicina se vendia por entonces a 15 dollares: siete
afios mas tarde en 1933 se registrd una produccion de 170,545 kilos v
el precio por gramo fue de 15 centavos de dollar, {76) Io que sigaifica
cien veces menos que el precio inicial.

En la actualidad la Estrepto v la Dihidroestreptomicina, solas o
asociadas con la Penicilina estan al alcance de todos v han rebasado
igualmente la prescripcién facultativa, siendo muchas veces su empleo
indiscriminado y doméstico y como la resistencia bacteriana es propor-
cional a-la dilusion de la droga, su empleo ha traido como consecuencia
se establezca un elevado grado de resistencia, como lo han demostrado
muchos autores {4}, {6}, {7}, (21}, {29}, v comprobado también en
nuesiro medio en trabajos anteriores {45), {46}, {47), (55}, {88). Sin
embargo, no podemes dejar de reconocer que con el descubrimiento de
la Estreptomicina, se inicié una nueva era de progreso en el tratamiento
de la tuberculosis, en la actualidad reforzada con el empled combinade
del Acido paraaminosalicilico y de la Isoniazida v del nuevo antibidtico
Cicloserine, las cifras de mortalidad por tuberculosis descenderan en
nuestro medio, al igual gue lo observado en otros paises (18), {32},
(33), {71}, (73).

Entre los afios 1946 y 1953, se han descubierto y producido rapida-
mente en alta escala, los llamados antibi6ticos de amplio espectrn: Clo-
ramfenicol, Clorotetraciclina, Oxitetraciclina y Tetracina, segiin los da-
tos mencionados por WaiLcH, la produccion de Cloramfenicol y Cicli-
nas en 1933 alcanzé a 189,818 kilos, con unm costo aproximado de 137
millones de doliares {76}. Frente a este tipo de antibiéticos hemos po-
dido observar que el incremento de a produccién ha sido rapidamente
grande. gracias a la experiencia adquirida con la Penicilina y Estrep-
tomicina, la competencia se ha establecido igualmente entre los produc-
tores norteamericanos, pero la reduccion de precio no ha seguide Ia
misma evohicién, pese a la sintesis del Cloramfenicol. Recientemente en
los comienzos de este afio, estamos viendo que la produccién de los com-~
petidores italianos nos estin brindando estos mismos antibiéticos, con
igual potencia y altamente activos a un precio més bajo, lo cual creo es
necesario dar a conocer y fener en cuenta.

En los dltimos 18 afios. la bisqueda de sustancias con propiedades
antibidticas producidas por hongos, actinomicetos, bacterias; liquenes y
algas, ha sido la preocupacién de gran nimerc de investigadores (24):
sorprendidos mencionamos que a la fecha, las sustancias aisladas y
estudiadas con propiedades antibi6ticas, posiblemente van mas alla de
las 4000 que WeLcH indica {76): de éstas la mayoria ha sido eli-
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minada por toxicas y otras por poseer escasa actividad antibidtica.
Ninguna de las sustancias posteriormente descubiertas y que menciona-
mos después ha Hegado a superar en importancia a las hasta aqui cita-
das, seguramente porque la majoria proviene de diferentes especies de
hongos pertenecientes al género Streptomyces y tiene més o menos las
mistmas propiedades (17).

Sin embargo si hacemos un recuento de los antibidticos actives que
en la actualidad se emplean, podemos decir. que de esa paciente labor de
investigacion de los hombres de laboratorio, nos ha gquedado por Io
menos un anbitidtico eficaz por afic como se puede observar en la si-
guiente lista:

1) Penicilina ..... 1929-1943 it} Eritromicina ........ 1932
2} Tirotricina .......... 1939 12} Tetraciclina ......... 1953
3} Estreptomicina ..... L1943 13} Micostatin ......... . 1953
4} Bacitracina ...... ... 1945 14} Spivamicinag ......... 1854
3} Cloramfenicol ....... 1947 15} Cicloserine ......... 1955
6) Polimixina .......... 1947 {16) Novobiocina ........ 1956
7} Dihidroestreptomicina 1948 17} Anfotericine B. ..... 1957
8} Clortetraciclinag ...... 1949 18} Ristocetina A. B. ... 1957
9) Neomicina .......... 1949 19} Oleandomicina ...... 1957
10} Ogxitetracicling ...... 1950 20} Colimicina .. ........ 1957

Con estos veinte antibidticos de que disponemos y que facilmente
utilizamos, podemos decir que son numerosas las enfermedades infeccio-
sas que estan parcial o totalmente controladas {19}, {33); sin preten-
der hacer una lista minumiosa de ellas, creemos conveniente recordar
que con la Penicilina se pueden tratar las enfermedades producidas por
gérmenes pidgenos grampositives y negativos, como: Estafilococias, Es-
treptococias, (Gonococias, infecciones producidas por neumococos. Me-
ningitis meningocécica; la Difteria, la enfermedad de Carrién y las en-
fermedades causadas por Treponemas: Sifilis, Pian, Pinta.

Con lz Estreptomicina se pude controlar algunas enfermedades oca-
- sionadas por gérmenes gramnegativos, pero el principal campo de apli-
caciéon es el tratamiento de la Tuberculosis (32}, (33), (45), (52},
{73), (78).

El descubrimiento y sintesis del Cloramfenicol como droga de am-
plio espectro, ha permitido combatir las infecciones urinatias e intesti-
nales, las infecciones quirdrgicas, la Brucelosis, 1a Peste, 1a Angina de
Vincent, la enfermedad de Carrién v sus complicaciones Salmoneiésicas



CONTROL MICROBIOLOGICO DE ANTIEIOTICOS 7

{12), (19); se le emplea igualmente para combatir a los gérmenes resis~
tentes a la Penicilna o Estreptomicina.

Las Ciclinas y los otros antibidticos que le siguen, han incrementado
el arsenal terapéutico v sirven para combatir ciertes enfermedades ori-
ginadas por virus como: el Tracoma, la Psitacosis, Linfogranuloma ve-
néreo, Pneumonia atipica primaria, las Rickettsiosis, algunas Micosis
{81} y la Trichomoniasis (78}. No podemos dejar de mencionar tam-
bitn la gran avuda que los antibidtives prestan en Oftalmologia. Pedia-
tria {78), Cirugia Oral v Odontologia, para el tratamiento de cavidades
v conductos radiculares {11), (28}, (72}, (78).

La eficacia de los antibifticos para combatir las infecciones, encon-
tré muy pronto amplio campo de aplicacién en Veterinaria, como tera-
péutico y profilactico {15), (33), (53), {54}, (80). En el campo in-
dustrial su empleo es cada vez mas frecuente, se les utiliza para la pre-
servacién de las aves, carnes, pescados, {13), {56), vegetales, frutas,
etc. {80}, cosa que ha obligado también a que se establezca dentro del
Food and Drug Administzation de Washington, regulaciones para su
empleo v se controle el residuo de antibidticos en los alimentos, ya que
un exceso puede ser perjudicial para la salud de los consumidores;
mientras que por otro lado es til y beneficioso para los industriales v
producfores, ‘

El auge alcanzado por estos maravillosos productos en un periodo
de tiempo relativamente corto, durante el cual han brindado vy siguen
brindando tantos benelicios a la humanidad, tiene como todas las cosas
en la vida, cuando se trata de hacer un balance, su pro vy su contra.
Hemos considerado hasta aqui, el lado atil y benéfico; trataremos ahora
de esbozar el lade desfavorable. ya que no podemos prejuzgar hasta
dénde puede llegar, nos limitaremos a sefialar lo observado hasta el pre-
sente y que estd ampliamente descrito en la literatura cientifica contem-
poranea {62}, {64).

Lz primera constatacidn desfavorable del empleo de los antibitticos
fue en clinica. Cuando las enfermedades producidas por gérmenes sen-
sibles empezaron a no ceder al tratamiento pese al aumento de dosis te-
rapéutica, se ponia sencillamente de manifiesto la resistencia bacteriana,
facilmente comprobada in vitro (4}, {6). {7}, {21}, {42} v que cada
vez fue siendo mayor en relacidn con la difusion y empleo de los anti-
bidticos, {45), (46}, {47}.

Han transcurrido solamente 17 afios del uso de los antibisticos en
terapéutica, sin embargo el tema de actualidad en la literstura cientifica
es la tremenda resistencia bacteriana que muestran preferentemente los
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estalilocoecy, proteus y psendomonas, llegando log primeros a cavsar ver~
daderas epidemias dentro de los hospitales, con la alarma consiguiente,
por ser microorganismos gue muestran cardcter epidémico y alto grado
de resistencia a miltiples antibidticos. La alarma es tal en los Hospita-
les de Estados Unidos de Norte América, que entre otras cosas reco-
miendan, especialmente en Jas intervenciones gquirGrgicas, volver a las
técnicas estrictamente asépticas de la "Era Preantibidtica” con el objeto
de poder prevenir y erradicar las infecciones estafilocteicas (3}, (4).
{6}, {7). {18}, {29), (34). (38}, (49), {63), (82), (85), {86}, (87}.

Oira de las manifestaciones observadas especialmente con la Peni
cilina, ha sido las reacciones de hipersensibilidad {39), llegando en mu-
chos casos hasta el grado de anafilaxia aguda con la Penicilina Procaina
v de las cuales muchas han tenido fatales cosecuencias, WELCH cita 55
casos de anafilaxia aguda con 18 muertes, {40}, (78); entre nosotros
también se han registrado casos fatales de anafilaxia, pero mo tengo co-
nocimiento de las cifeas.

Otro problema que todavia no estd completamente observado, ni se
conoce con exactitud el dafio que puede ocasionar, es el empleo de los
antibidticos como elementos profilacticos para preservar alimentos, tales
como: carnies, pescados, aves, vegetales, frutas, ete., o para incluiclos
como suplemente en la alimentacién de animales: en ambos casos como
estd demostrado, ocasionan la persistencia de determinadas cantidades
de residuo antibibtico en los alimentos, gue pueden originar en la espe-
cie humana diferentes grados de sensibilidad, alergia o hipersensibilidad,
gque como es logico suponer complican grandemente la tarea de la pro
fesion médica (13), (13), {56), {80}.

El empleo en Veterinaria, especialmente aquel que se hace para el
tratamiento de la mastitis del ganado lechero, causa un répido pasaje
de los antibidticos a la leche v su persistencia en conceniraciones apre-
ciables durante dias y atn semanas después del tratamiento, sin ser des.
truidos por el proceso de pasteurizacion. En Norte América, donde Ia
produccion de Jeche es tan abundante y esta tan bien controlada, se pro-
hibe el consumo de la leche proveniente de vacas tratadas por mastitis,
hasta cuando ef antibidtico haya sido completamente eliminade (53},
{77}, (79}, {80}.

El tratamiento prolongado con antibidticos constituye también una
desventaja, por la aparicién de Candida Albicans, Proteus, Pseudomona
aeruginosa v Paracolon, en procesos donde anteriormente no existian,
ocasionande afecciones crénicas por su eievado grado de resistencia a
miltiples antibidticos, (33}, {46), (47), {83}, {84).
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Para terminar esta apreclacién diremos también que la literatura mé-
dica menciona casos de discracias sanguineas, debidas a la administra-
cién de antibibticos, o en relacién con ellos (61), (62), (76).

Hasta el presente, lo expuesto ¢5 lo que mas o menos conocemos
acerca de los antibibticos; esperamos que podrén ser descubiertas nue-
vas drogas para combatir a los gérmenes resistentes, para atacar a lag
infecciones producidas por los virus, para controlar las neoplacias con
sustancias antitumorales o carcinoliticas ya mencionadas {17), {66}; o
tal vez si es que no se logran estos avances tan promisores, 0 en espera
de ellos, tengamos que volver al pasado ¥y encaminar nuestros pasocs
nuevamente hacia la inmunoterapia especifica, relegada un tanto durante
estos tltimos 20 aflos.

Ya estamos viendo en la actualidad, que se estd empleando la com~
binacion de antibiticos, enzimas y productos bioldgicos, para poder lu-
char contra las bacterias y simultineamente estimular las defensas orga-
nicas y humorales del organismo. Razén tiene Marti IsAREz, cuando
dice, al ferminar su apreciacion en el articulo “La proxima Media Cen-
turia de los Antibiéticos en Medicina™ {42} “"No olvidemos el simbé-
lico ejemplo de PLEMING, para quien los antibibticos fueron solamente
un intervalo cientifico entre el estudio de la Infeccién y la Inmunidad".

il. SELECCION NE CEPAS ANTIBIOTICO-SENSIBLES Y DETERMINACION
DE CURVAS ESTANDARD

1}  SELECCION DE CEPAS ANTIBIOTICO-SENSIBLES,

La urgente necesidad de la Divisién de Control Técnico del I. N.
S. P., de comprobar la exactitud, actividad y potencia ‘de los antibiéti-
cos enviados por la Direccién de Farmacia para su anélisis, nos obligé
2 seleccionar cepas bacterianas sensibles para cada tipo de antibiétics.

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo, han sido todas ellas
esisladas en nuestro medio de variados cuadros clinicos, productos pato-
Idgicos, secreciones y excreciones, e identificadas por los métodos usua-
fes de laboratorio. Después de aislado el germen en cultivo puro, inves-
tigamos su grado de sensibilidad frente a catorce antibibticos y seis gui-
mioterdpicos, siguiendo el método de los digcos medicados {9), {20},
(30), {31) y en otra oportunidad descrito por nosotros {46): en la ac~
tual’dad para cada germen utilizamos tres placas de cultive como se
puede ver en la fotografia que adjuntamos {Lam. I), correspondiente
a la cepa 19 {Estafilococcus albus coagulasa negative}, cuyo protocolo
consta en el cuadro de la pagina siguiente,
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Conocida la sensibilidad de una bacteria.a determinado antibiético,
la comprobamos repetidas veces después de subcultivos frente a tres con-
centraciones diferentes, para ver si el grado de sensibilidad determinado
por el difmetro de inhibicién en milimetros, es constante en iguales con-
diciones de temperatura y medio de cultivo,

Las cepas de respuesta invariable, fueron seleccionadas para ser
posteriormente estandarizadas con antibitticos enviados gentilmente por
el FDA de Washington. De esta manera logramos aislar-veintisiete ce-
pas, sensibles a unos y resistentes a otros, con las cuales podemos deter-
minar cuantitativamente la potencia, no solamente de los antibidticos
aislados o extraidos previamente, sino también de aquellas formas com-
binadas, utilizando un germen que es sensible a uno y resistente al otro.
Conformado asi nuestro cepario con bacterias de sensibilidad conocida,
estamos en condiciones de poder. determinar la potencia antibidtica de
cualquier preducto que Hegne para su control.

Prosocolo de la prueba de sensibilidad de la cepa Nv 19

Ne Antibiético Concentracién Lectura
i Aureomicina 3 ug. R

2 Basitracina 10 u. +44
3 { Cloromiceting 10 ug. 4
4 Estreptomicing 10 ug. R

5 Penicilina 5 UL +

6 Polimixina 10 ug. R

7 Hoticina 5 ug. Fogf
] Novobiocina 10 ng. 100 e
9 ‘Terramicina 10 ug. R

i Tetracina 0 ug, +

1 MNeomicina 13 vg. 24

1z Sigmamicina 10 ug. B
13 Matromicina 19 ug. +4
14 Gantrisin 150 ug. R

i5 Furadantin 150 ug. B
16 Furacin 150 ug. 44
17 Thiosulfil 150 ug. R

18 Sulfadiazina 1530 ug. R

19 Sulfamerazing 150 v R
il Sulfatiazo} 150 ug. R
21 Triple Suifa 150 ug. R

R: Resistente.
Fo kg ot bbb+ Grado de sensibilidad,
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2} DEereaMiNACION DE CURYVAS ESTANDARD.

Antes de determinar la curva estandard de nuestras cepas bacte-
rianas, hicimos un estudio comparativo de los métodos actualmente mas
difundidos para esta clase de trabajos, como son: el de los cilindros en
placas de cultivo, el de diluciones en tubos de prueba y el de los dis-
cos de papel {5). {8}, {9), (35). {57). {36).

Adoptamos el método de los discos, al cual Hamamos placa-disco-
cultivo, (48}. En realidad para nosotros este método ha sido el mas
conveniente, nos brinda menos factores de error, nos proporciona lece
furas mas precisas en un menor nimero de placas, es mas facil y eco-
némico. Con este método procedimos a determinar la curva estandard
de sensibilidad de todas nuestras cepas, con las cuales en la actualidad
nos es facil hacer determinaciones cuantitativas y porcentuales interpo-
lando resuitados obtenidos con las muestras problema, como describi-
mos mas adelante.

Materiales y métodos.

Materiales. Placas Petri de 100 x 20 mm, con 12 ml de agar
triptosa, discos de papel de filtro de 1 mm. de espesor v 6 mm. de
diadmetro, esterifzados y capaces de absorver 0.01 mi., soluciones buffer
estériles, con el pH indicado pars cada caso, frascos estériles apropia-
dos para hacer las diluciones, una pinza de extremo afilado, pipetas es-
tériles, cepas bacterianas de sensibilidad conocida recientemente trans-
plantadas v emulsionadas en suero fis'olégico a una concentracién de
600 millones por ml

Método. El de la placa-disco-cultivo, con placas controladas a 37
grados centigrados por 24 horas, recientemente inoculadas, y diluciones
antibidticas en progresién aritmética o geométrica segin los casos.

Procedimiento.

Establecidas lag concentraciones deseadas, ya sea en microgramos
¢ en unidades por ml segin el tipo de antibidtico de que se trate, se
procede a hacer las diluciones, manteniendo en todo momento la este-
rilidad. Luego se inoculan las placas de cultivo con la suspensién bacte~
riana elegida, cultivo de 24 horas, cubriendo toda la superficie y reti-
rando el exceso del inéeulo; inmediatamente se procede a colocar los
discos imbibidos en las distintas concentraciones del antibidtico, sobre la
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superficie de las placas inoculadas a un radio de 28 cm. y un- angulo
de separacion de 60 grados, luego las placas son incubadas a 37 grados
centigrados por 24 horas, después de lo cual se hacen Jas lecturas de
las zonas de inhibicién expresando el didmetro en milimetros, para lo
cual se puede usar una regla transparente, o una lampara proyectora
con un vidrio graduado en milimetros que en la pantaila permite obser-
var a 10 aumentos.

Con el objeto de brindar una mayor Fuente informativa del proble-
ma que aparentemente se muestra complicado, vamos a dar un ejem-
plo del procedimienio v una demostracién grafica de la curva standard,
para lo cual utilizamos Sulfato de Dihidroestreptomicina del Fo D, A,
y la cepa bacteriana INSP Nv 10 correspondiente a un micrococcus pié-
genus variedad albus, coagulasa negativa y sensible a esta droga.

Se pesa cuidadosamente una alicuota del antibitico Sulfato de
Dihidroestreptomicina en un pequefio frasco estéril y se hacen las dilu-
ciones con fosfato buffer de pH. 8.0 hasta llegar a obtener concentra-
ciones de: 0.5, 1, 2, 3, 4, &, 16, 32 microgramos por ml.

Utilizamos dos placas para cada concentracién o sea un total de 12
placas para cada curva, la dilucién de 4 mcg. la consideramos como
punto de referencia v va incluida en las 12 placas proporcionandonos
36 lecturas de la siguiente manera: En cada una de las placas inocula-
das con el germen elegido se colocan tres distos impregnados con la
dilucién correspondiente a 4 meg. {punto central), intercalados con tres
discos de cada una de las otras concentraciones mencionadas, de tal
manera que tendremos 36 lecturas para el punto de referencia {4 mcg.}
y seis lecturas para cada tna de las ciras concentraciones {Laminas
It y ).

Después de 20 horas de incubacién a 37 grados centigrados, se
retiran las placas de la estufa y se hacen las lecturas midiendo cuida-
dosamente el didmetro de las zonas de inhibicion.

Se determina primero el promedio de las 36 lecturas del punto de
referencia (4 mcg.) v luego el promedio de las 6 lecturas correspon-
dientes a cada concentracién.

Para poder establecer el punto corregido pertinente a ¢ada una de
las concentraciones, es necesario establecer primero el factor de correc-
cién para cada concentracién o sea para cada grupo de dos placas, de
la sigujente magera: Determinado el valor promedio de las 36 lecturas
de 4 mcg. {punto de referencia} que en nuestro ejemple fué 19.5 mm..
procedemos & medir en cada grupo de dos placas, el diametro de inhi-
bicién de 4 mcg. y sacamos el promedic de estas seis lecturas, lo cual-
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se llama promedio- parcial, si tomamos como zjemplo las dos placas de
ia concentraciéon de 32 mcg., el promedio parcial en ellas de 4 mcg. es
de 19 mm., este promedic parcial sirve para establecer la relacién con
el promedio total de las 36 lecturas o sea con 19.5 mm. y obtener ol
factor de correccibn que puede resultar con signo positive o negativo
en el ejemplo tenemos (Lamina Il 6a y 6b).

Valor promedio de Jas 36 lecturas de 4 meqg. 19.5 mm.
Promedio parcial de las 6 lecturas de 4 mcg. en

las 2 placas de la concentracién de 32 mcg. 19.0 mm.
Factor de COPXCCiSn ... .ooorooeens. ... P +0.5

En este caso siendo el promedio total mayor que el promedio par-
cial se resta de aquel y la diferencia es el factor de correccién con signo
positivo, 0 sea 0.5, para las placas de la concentracién de 32 micro~
gramos.

Cuando el valor promedio parcial de las lecturas de las dos placas
resulta mayor que el valor promedio total de 4 mcg., se resta de aquel,
la diferencia es el factor de correccién, pero en este caso con signo
negativo; asi por ejemple en las placas de la concentracion de 2 mey.
{Lamina I, 3a v 3b}.

Valor promedio de las 36 lecturas de 4 meg. ... 9.5 mm.
Promedio parcial de las 6 lecturas de 4 meg. en
las 2 placas de la concentracién de 2 meyg. 20.1 mm.

Factor de correccion

Obtenido el factor de correccion como lo hemos indicado, para cada
una de las concentraciones, se suma o resta segln ¢l caso el valor pro-
medio del diametro de la zona de inhibicién de cada concentracién,
resuitando de esto una cifra que constituye el punto corregido de la
misma; asi por ejemplo para las placas correspondientes a 32 mcg, que
hemos mencionado se tiene:

Lectura promedio de 32 meg. ................ 25.5 mm.
Factor de correccion ........ ... e 0.5

Punto corregido . ....................... 26.0 mm.
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Para las placas de la concentracién de 2 meég. que tembién hemos
peste como ejémple tendremos:

Lectura promediode Zmeg. ... ..o iciian, 18.0 mm,
Pactor de correccién ... ..... e Feranaan O R
Punto corregido . ...oviin .. 17.4 mm.

Estos puntos. corregidos de cada una de las concentraciones, incle-
yendo el promedio el punto de gorreccién de 4 meg.. es anotado en
un papel semilogaritmico de doble ciclo, en el cual colocamos la con-
centracién - en microgramos comg ordenadas y el diametro de la zoma
de inhibicién en milimetros como abscisa, unidos estos puntos obtene-
mog'la curva standard-de Sylfato de Dibidroestreptomicina con la cepa
INSP N¢ 10 como se puede apreciar en la lamina IV, fig. 7. En igual
forma se puede determinar otras curvas estandard con otras ¢epas sen-
sibles a Dihidroestreptomicina.

Para obtener las curvas estandard de los demas -antibisticos que
mencionamos, frente a sus correspondientes cepas sensibles, procedimos
con el . mismo. fundamento, variando dnicamente las concentracisnes y
los splventes apropiados para. cada tipo de antibistico (30), (48}, (74).

- Enla-Lamina V mostramos algunas otras curvas correspondiéntes a di-
ferentes antibiéticos. ‘

Establecida la curve standard de sensibilidad de vina cepa bacte-
riana, frente’a determinado. antibidtico, es facil con ells. determinar la
potencia de. cialguier otro producte’ similar y obtenet valores porcen-
tuales, corriendo pruebas paralelas e interpolando resultados, como lo
vamos a demostrar en el capitulo siguiente.

EXPLICACION DE LAS FIGURAS

Liminas T v EJ

Figs. 1A a 6B.~Desarrcllo de la curva standard de Sulfato de Dibidroestrepto-

adeing (F.D2.A.) fremte a lo cepn INSP N9 10 -correspondiente a un estafilococe
coagulase negativa.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

Liminas IV

Pigs. 7.8, ~Curva standard de sulfate de Dihidroestrepfomicina {fig, 7} com-
parada con la correspondients a la del Sulfato de Dihidroestreptomicinag “Hoechst”
{fig. 8}.

Figs. 910.~Curvas standard de Cloramfenicol {fig. 9) v Tetraciclina {fg.
1) obtenida con diferentes cepas bacterianas.
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EXFLICACION DE LAS FIGURAS

Laming V

Curvas standied de Penicilina F DAL, Oleandomicing Plizer, Novobiocina Merck
v Colimicina Smit, obtenidas con diferentes copas bacterianas,
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Hl. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA POTENCIA ANTIBIOTICA
DE LOS PRODUCTOS QUE LLEGAN A CONTROL

1) DETERMINACION DE LA POTENCIA ANTIBIOTICA.

Para la determinacién. de potencia vy certificacion de la dosis de
antibibtico contenida en un determinado producté, hay «ue tener en
cuenta primero, la forma de presentacidn farmacéutica: Si se trata de
sal pura como en el caso de Jos invectables, se procede haciendo las di-
luciones directamente en el frasco que contiene la sustancia, utilizando
un volumen cuidadosamente medido del solvente apropiado para cada
antibiético {30}. (74). luego se siguen baciendo las demis diluciones
con la solucién buffer indicada en cada caso, hasta llegar a obtener las
concentraciones deseadas, para realizar la prueba microbiolégica por el
método de la placa-disco-cultivo anteriormente mencionado.

Si el producte inyectable se presenta en una combinacion de dos an-
tibiaticos, como por ejemple Penicilina mas Estreptomicina, en este caso
se procede igualmente a hacer las diluciones directamente en el frasco
que contiene las sustancias, usando el solvente apropiado parz cada una
de ellas y trabsjandolas independientemente con una cepa bacteriana
sensible a Penicilina y resistente a Estreptomicina y viceversa; para do-
sar fa Penicilina se usa solucion buffer de pH 6.0 y para la Esirepto-
micina solucién biffer de pH 8.0. Para las diluciones posteriores se
calcula independientemente ambas sustancias v se establece la concen-
tracién final, comparativamenie con el estandard. No hay interferen-
ria de drogas puesto que usamos cepas bhacterianas de sensibilidad v
resistenicia comprobadas.

Cuando los productos farmacéuticos contienen los antibidticos bajo
la forma de tabletas, comprimidos, trociscos, capsulas, etc,, se toma un
determinado nimero de unidades teniendo en cuenta su concentracion
{el error en ¢l resultado final serd menor cuando se tome mayor can-
tidad}: se pesa el total de upidades tomadas, se trituran cuidadosa-
mente en un mortere estéril; del polve obtenido se toma una porcién
equivalente a la cantidad que se cree conveniente para hacer la solucién
stock. Se disuelve este polvo en el solvente indicado para el caso y se
lleva la solucién al volumen deseado. A continuacién se hacen las di-
luciones con solucién buffer hasta alcanzar las concentraciones con que
se quiere trabajar.

Si los antibidticos se preséntan bajo la forma de unglientos, poma-
das, supositorios, etc., en los cuales el vehiculo sea graso, no miscible
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en agua, necesariamente se tiene que hacer Ia extraccidn con un solven-
1e apropiado exclusivamente para el vehiculo utilizando para el caso los
embudos de decantacién. Se toma cuidadosamente una alicuota de Ia
sustancia problema y se coloca dentro Jdel embudo de separacién, lue-
go se agrega el solvente en proporcidon suficiente y se agita, cuando
la sustancia esta totalmente disvelta se agrega el solvente adecuado para
el antibidtico distribuido en tres porciones, con el objeto de hacer tres
lavados y poder obtener una recuperacién total, se reunen estos Hqui-
dos, se completa a volumen conocido v a partir de esta solucién se ha-
cen las diluciones posteriores. -

Cuando los preparados farmacéuticos se presentan bajo la forma
de jarabes, en los cuales se utilizan los ésteres del cloramfenicol como:
el Palmitato, Estearato, Sinamato, etc., el problema resulta un poco
mas complicado puesto que tenemos que hacer primero la extraccion del
antibiético; obtenida la sal pura. se procede a hacer 1a digestion enzima-
tica con el objeto de liberar cloramfenicol levGgira (27}, (50), {65}, v
como se ha descrito en un trabajo anterior (69). Con el producto ex-

raido v digerido se hacen las diluciones apropiadas para el ensayo mi-
crobmkﬁgxcm ‘

En general para las diluciones y extracciones, hemos seguido las
regulaciones y métodos que establece el Food and Drug Administration
{30}, (74) v los indicados en la USP Ed, XV 1955 (68}). Hemos o~
tido la relacién minuciosa de los procedimientos seguidos en cada caso
para evitar la extensién. de este trabajo, vy porgue estén amphameme
descritos en la bibliografia que indicamos.

Con el objeto de establecer una relacién entre la curva stamiard
de Sulfate de Dihidroestreptomicina anteriormente descrita v la- aieter-.
minacion de potencia gque vamos a mencionar, creemos com'eniznte tu—»
mar para el ejemplo demostrative un producto que contenga este’anti-
bidtico; de tal manera que podamos hacer simultdneamente ol caledlo
del porcentaje de actividad. Tomamos por ejemplo Sulfato de Dibidso-
estreptomicina de "Hoechst” que contiene 5 gramos por frasco; ‘gara
comprobar la potencia v exactitud de la dosis indicada de este pro-
ductg, se procede como lo hemos descrito antes para el caso de inyécs
tables, se diluye integramente el contenido del frasco en fosfato buffer
de pH 8.0, hasta llegar a obtener una concentracion de 10,000: micro-
gramos por ml., a partic de la cual por diluciones sucesivas se obtienen
las concentraciones de 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 microgramos por mlii te~
niendo en cuenta que el método que vamos a seguir, es exactamente
como el descrito para la curva standaxd.
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La lamina VI que adjuntamos, corresponde a la prueba realizada
con la Dihidroestreptomicina de Hoechst fco. por 5 gr., se puede apre-
ciar en ella que la actividad antibiética puesta de manifiesto por el dia-
metro de la zona de inhibicién es ligeramente mayor.

Utilizamos para la prueba el mismo nimero de placas, con igual
medio de cultivo, inoculados con la misma emulsién de la cepa INSP N*
10, la dnica variante fue la de los discos inbibidos con las concentra-
ciones problema, se incubaron igualmente a 37 grados centigrados por
20 horas.

Retiradas las placas de la estufa, se cbtiene las lecturas promedio
de las zonas de inhibicién del standard y del problema, se procede al
trazado de las curvas obtenidas, en papel semilogaritmico de doble ci-
clo; cuando el producto problema tiene mayor dosis que la declarada.
el trazado estard siempre a la derecha de la curva standard, sino tiene
esta cantidad estard a la izquierda. (Lamina IV, fig. 8).
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS
Lamina VI

Figs. 16, ~Desarrolle de la curva de actividad de s Dihidroesireptomicina
de Hoechst Frente a2 Ia cepa INSP Ne 10,
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2} CALCULO DE POTENCIA Y ESTIMACION DEL PGRCENTAJE.

El calculo de potencia v estimacién del porcentaje de actividad, se
obtiene comparando los resultados obtenidas con el problema v el stan-
dard ya sea interpelando los dos puntos centrales o wodos los pustos
de la curva.

En nuestro ejemplo uno de los puntos cenirales corresponde a 4
meg., fomemos esta concentracion para los caleulos, en iz curva stan-
dard esta concentracién muestra su grado de actividad con un difme-
tro de 19.5 mm. promedio v el problema a la misma conceniracidn,
muestra una actividad ligeramente mayor con un diametro de 20.2 mm.

El cileslo de potencia se establece, considerando a 19.5 mm. del
standard como 100% de actividad, ahora bien si consideramos a 19.3
como 100%, 20.2 mm. a cudnioc corresponderd.

00X 1
K e 200 X0 a5

18.5

Con el objeto de obtener mayor precisidn, se puede hacer la inter
polacién de fodos los demés puntos de la curva problema con la del
standard v sacar un porcentaje promedio de la semisuma de los siete
puntos, en nuestro ejemplo tenemos que 2l porcentaje promedio de acti-
dad de la Dihidroestreptomicina Hoechst de 5 gramos fué de 103.9 por
ciento,

Las regulaciones del Food and Drug Administration, Division de
Antibigticos {10} v la U.5.P. XV Bdicion 1955 {68}, establecen que
fos requerimientos minimos de potencia para producios gue contengan
Dihideoestreptomicina en la cantidad indicada. debe ser no menos de
85% de attividad. En consecuencia el producto recientemente controla-
do que mencionamos &l tener 103.9% de actividad no sélo reune las
condiciones requeridas sino que contiene un exceso sobre la cantidad
que declara.

Siguiendo-este mismo método, con las variantes indicadas para cada
¢aso, hemos hecho la determinacion cualitativa v cuantitativa calculando
el porcentaje de actividad de 20 antibiGticos, presentados en mas de
200 distintos preparados farmacéuticos v por 63 diferentss casas comer-
ciales.

Necesariamente en un frabajo como este, hemos tenido que men-
cionar el nombre del producto v el iaboratorio gue lo produce o distri-
buye, con el objeto de establecer la identidad v de conocer la variedad
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de productos farmacéuticos similares, que con antibibticos aislados o
combinados se expenden en el Perd.

[V, RESULTADOS OBTENIDOS

Los resultados tabulades en doce cuadros y gue mostramos en las
paginas siguientes, son en 1z mavoria de los casos, valores promedic de
dos o mas determinaciones efectuadas con dmtsntas muestras del misno
producto. : C

Para la presentacién de los cuadros hemos tenido en cumta eft pri
mer lugar la antigiiedad del antibibtico, luego la similitud de todos los
preparados farmacéuticos gue contienes dicha sustancia, los cuales he-
mos ardenade de acuerde a la concentracidn de droga declarada en unes
casos v en otros a la forma farmacéutica de presentacién, de tal manera
que puedan ser lo més demostrativos,

Ast por ejemplo, el primer cuadro se refiere s todos los produce
tos que contienen Penicilina inyectable, en ¢l hemos reunido 49 prepa-
rados farmacéuticos diferentes, ordenados de acuerde a la concentra-
cibn declarada y que Huctia como se puede apreciar desde 150.000
hasta 3000,000 de unidades por frasco.

El segundo cuadro corresponde igualmente a Penicilina, pero en
especialidades para uso oral v tépico, en este caso Jos 28 productos gque
mencionados han sido agrupados de acuerdo a la forma farmacéutica
de presentacion,

En ¢} tercer cuadro hemos incluido 19 productos con los antibisticos
Estrepto y Dihidroestreptomicina, agrupados también de acuerdo a Ia
forma farmacéatica de presentacion,

El cuadro N°® 4, muestra el resultado de los analisis efectuados en
22 preparados inyectables con las combinaciones de los antibidticos Pe-
nicilina y Estreptomicina, agrupados de acuerdo 2 la concentracién de-
clarada e independientemente trabajados v calculados.

Todos los productos que contienen Cloramfenicol levogiro han suit}
reunidos en el cuadro N* 6, estin agrupados de acuerde a la forma
farmaceutica de presentacién y ascienden a 49 diferentes productos.

En el quinto cuadro presentamos 17 diversos preparados farmacéu-
ticos que contienen ésteres de Cloramfenicol, biclégicamente inactivos.
sin embarge, han side titulados igualmente por el métode microbiclégice
de la placa-disco-cultive, después de haberse hecho la extraccion v di-
gestibn enzimatica con Pantozime para liberar el Cloramfenicol Jevo-
giro, este procedimiento no estd descrito en las regulaciones del FDA
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de Washington ni en la Farmacopea Norteamericana; esta descrito so-
lamente el procedimiento espectrofotométrico para el Palmitato, en las
requiaciones del FDA (10).

Nuestros resultados han sido controlados con los procedimientos
fisico-quimicos, como lo describimos en trabajo anterior (69), con los
cuales guardan un paralelismo muy estrecho. La recuperacién del Clo-
ramfenicol activo microbiolégicamente por el procedimiento de Ja diges-
tion enzimatica {27), (50}, {65) ha sido de un porcentaje variado para
cada caso, perc en todos se alcanzé por lo menos el minimo de activi-
dad requerida para su aceptacién. Las cifras porcentuales de actividad
que indicamos en el cuadro estan en relacién con la dosis de Cloramie-
nicol activo que declaran los preparados farmacéuticos y la obterida en
los ensavos.

En el sétimo cuadro tenemos incluidos 45 diferentes productos que
contienen Tetraciclina y estdn agrupados de acuerdo a la forma farma-
céutica de presentacidn.

Los 10 productos examinados y que contienen el antibidtico Clorte-
traciclina han sido agrupados en el cuadro N* 8 de acuerdo también a
su forma de presentacidn. '

En el noveno cuadre presentamos los resultados de los exdmenes
efectuados en los productos que contienen Oxitetraciclina y como se vera
son exclusivamente preparados por los Laboratorios Pfizer vy presentados
en 16 formas de uso clinico.

Los antibidticos Novobiocina v Oleandomicina han sido agrupados
en el cuadro N* 10 de acuerdo también a su forma de presentacion, le-
gando a doce los diterentes preparados examinados hasta la fecha.

El cuadro N° 11 muestra las formas farmacéuticas que contenian:
Tirotricina, Micostatin, Espiromicina, Cicloserina, Amfotericina B, Ris-
tocetina A y B y Colimicina, de los cuales tampoco se disponia de es-
tandards; ¢l analisis se efectud de acuerdo con las concentraciones se-
fialadas en las técnicas recibidas vy frente a cepas que se mostraron sen-
sibles a estos antibiSticos.

En el cuadro N° 12 incluimos un grupo de antibidtices analizados
cuyo porcentaje de actividad no ha podide ser determinado por no ha-
berse dispuesto de los estandards correspondientes, sin embargo la de-
terminacién ha sido cuantitativa, comparativamente con discos antibio-
ticos distribuidos por la Casa Difco o proporcionados por las casas pro-
ductoras.

En todos estos productes se encontrd conformidad en la cantidad
declarada.
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V. PREPARACION DE DISCOS PARA PRUEBAS DE SENSIBILIDAD
Materiales.

Se han ewmpleado en lz preparacién de estos discos, Jos antibidti-
cos gue vienen envasados en frasco dmpula, cuya potencia ha sido pre-
viamente determinada.

Discos de papel de filtro de 6 mm. de didmetro cone distintive de
concentracién y una capacidad de absorcion de 0.01 mi,

Sustancias colorantes carentes de accién bacteriostitica o bacteri-
cida.

Placas de Petri v Irascos por 20 ml., estériles.

Cepas bacterisnas de sensibilidad estandarizada, medios de cultive
y diluyentes estériles apropiados para cada caso.

Metodo.

Los discos de papel de filtro con distintivo de concentracién y pre-
viamente coloreados, se esterilizan en autoclave a 120 grados centigra-
dos por 15 minutos,

Se prepara una solucién madre, pesando una alicuota del antibis-
tico, se diluye hasta alcanzar una concentracién de 10,000 mecgr./mi.
A partir de la solucién madre se hacen otras diluciones hasta obtener
las concentraciones finales de: 3,000, 1,000 v 500 mcgr./ml.

Se colocan 100 discos en una caja de Petri y se impregnan con
i ml. de rada una de las concentraciones anteriormente indicadas tra-
tando que cada disco sea imbibido con 0.01 ml., en esta forma obtene-
mos discos con las tres concentraciones deseadas: 5 mdgr., 10 imcgr.
v 30 mcgr. por disco.

Para evitar pérdida de principio activo y lograr una répida deseca-
cibn, se colocan en dispositivo especial a una temperatura de 37 grados
centigrados por 18 horas v se envaga en condiciones estériles.

Control.

Una vez secos los discos se hacen controles de actividad frente a -
cepas estandard; estos controles se efectiian cada dos meses,

La potencia. de nuestros discos fué comparada con los preparados .
por la Casa Difco, como se puede apreciar en la Lamina VII {30}, v
también con los de las Casas Merck, Pfizer v Lilly.

Estos discos asi obtenidos mantienen su potencia por un tiempo
prolongado; nuestros controles han side efectuados hasta dos afios des-
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puts de preparados, sin haberse observado variacion en la potencia, a
excepcién de la Penicilina, cuya actividad se pierde con el tiempo.

Esta técnica de preparacién puede seguirse con todos los antibio-
ticos variande sdlo en las concentraciones como en el caso de la Peni-
cilina y Bacitracina cuya actividad se expresa en unidades.

Hemos preparado discos con 18 antibidticos siguiendo para su iden-
tificacion, las concentraciones, distintivos v colores indicados en el Ma-
nual Difco {14} y de los cuales para ilustracién solamente acompafa-
mos cuatro en la Lamina VII, para evitar Ia repeticidn de estas figu-
ras ¢ inttil extensién de esta tesis.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS

Lamina VII

Figs. 14. ~Comprobacién de I actividad antihistica de los discos preparados
por nosofros. comparativamente con Jos discos “Difco”™ en igualdad de concentracitn
v frente 2 una misma cepa bacteriana.

Fig. 1. —Bacitracina, Fig. 2. —Novebiocina.
Fig. 3. —Terramicina, Fig. 4.—Dihidroestreptomicing.

I1.N.S.P. Discos preparados por el auter en el Instituto Nacicrial de Salud Pu-
blica,
"DIFCO” Discos adquiridos de la Difco Laborataries. Detroit |, Michigan 1. 8. A.
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Vi. COMENTARIO

Si pensamos que apenas hacen 17 afios del inicio industrial de los
antibiéticos, no podemos dejar de reconocer el desarrollc fan formida-
ble que ha alcanzado esta joven y crecieante industiia dentro del campo
farmacéutico, al constatarlo personalmente, nos sorprendemos de su auge
industrial v pensamos que éste se debe desde luego. a la elicacia tera-
péutica que desde el primer momento mostraron estos nuevos medica-
mentos en el tratamiento de Jas infecciones.

La labor paciente y continuada de los investigadores v el afan por
conseguir nuevos antibidticos, capaces de asctuar contra aquellas bacte-
rias que se mantienen ingensibles, hizo gue se fueran descubriendo los
Hlamados antibidticos de amplio espectro y posteriormente afio tras afio
estamos viendo incrementarse el arsenal terapéutico con estos maravi-
Nlosos preductos que permanecian ocultos en la naturaleza. estebleciendo
una limitada y natural regulacion de la poblacion bacteriana.

Los laboratorios productores de antibiGticos van siendo cada vez
mis pumerosos y como logica consecuencia se ha establecido, no séle
la competencia en la preparacion, sintesis v produccidén de estas nue-
vas drogas que salen al mercado en gran escala, sino que también ha
side necesavio, se establezca un organismo estatal, que controle perma-
nentemente su alto grado de pureza. inocuidad, toxicidad v eficacia an-
tibacteriana .

El campo de actividad terapéutico, profilactico y preventive de los
antibidticos cada dia va en aumento, su difusién para combatir nume-
rosas infecciones, no solamente la podemos constatar en la especie hu-
mana, sino gue también su eficacia los ha llevado prontamente a la
medicina veterinaria; en estos dltimos afios su emples se ha extendido
al campo industrial, utilizandoseles para prevenir la descomposicion de
los alimentos por los agentes bacterianos, usos, que también han reque~
rido se establezcan regulaciones para su empleo.

Estas miltiples aplicaciones, tan benéficas desde luego que de los
antibiéticos se hace, han inducido desgraciadamente a la réapida apari-
cién de microorganismos antibidtico-resistentes; resistencia bacteriana que
sabemos es proporcional a la difusitn del medicamento v que cada vez
se hace més ogtensible, llegando a producir alarma en la profesion mé-
dica .que no puede prever hasta donde sea peligrosa. Las reiteradas
comprobaciones en diferentes hospitales de los Estados Unidos de Nor-
te América, de infecciones verdaderamente epidémicas producidas por
estafilococos patdgenos, resistentes a miultiples antibidticos, ha causado
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la alarma de médicos. cirvjanos, obstetras, pediatras etc., obligandolos
a tomar severas medidas preventivas, para evitar su diseminacién.

Esto que estd ocurriendo con los micrococcus pibgenos en muchas
partes del! mundo, nos estd dando una idea de lo que puede pasar con
otras tantas bacterias patégenas que se tornen tremendamente resisten-
tes; por este motivo comprobado también entre nosotros desde 1952
(46}, {47}, es que en mas de una ocasién hemos combatido el uso in-
discriminado de los antibidticos y preconizado siempre que sea posible
hacer la prueba de sensibilidad del germen infectante antes de instituir
el tratamiento; practica hoy muy simple v de rutina en el laboratorio
clinico que puede ser efectuada en menos de 48 horas utilizando el mé-
todo de la placa cultivo y discos antibidticos, los resultados brindados
por laboratoristas competentes y conscientes de su responsabilidad, se-
ran de gran utilidad para el médico, para el paciente v para tratar de
evitar el incremento de la resistencia bacteriana.

El control cuantitativo de la actividad y potencia de los antibi6ti-
cos actualmente utilizados, en sus distintas formas de presentacién. xe-
sulta facil cuando se dispone de cepas bacterianas de sensibilidad estan-
darizada, ya que el método de la placa-disco-cultivo que hemos descrito
no ofrece mayormente dificultades,

Desde que.el 99.3 por ciento de los antibiGticos que hemos exa-
minado estin no sélo dentro de los requerimientos minimos y regula-
ciones del FDA y de la Farmacopea Norteamericana, sino que contie-
nen muchos de ellos un exceso de medicamento, como se puede apreciar
en los cuadros en la columna de porcentaje de actividad: es de suponer
que alguien pueda pensar que tal ocurre por tratarse de muestras que
vienen exclusivamente para ser analizadas y luego inscritas o reinscri-
tas por la Direccitn de Farmacia que autoriza su libre expendio y que
en estas condiciones es justificable que no sélo tengan el niimero de
unidades o miligramos que declaran sino el exceso que en muchas de
ellas hemos encontrado, mas afin si se tiene en cuenta que este control
se hace solamente cada cinco afios y que no se repite durante este
lapso de tiempo.

Por lo anteriormente expuesto, sugerimos gue, en prestigio de los
productores y por e} resguardo de los consumidores de estos productos
terapéuticos de gran importancia, se hagan controles periddicos por pes-
quiza en Droguerias, Farmacias y Hospitales, como esta establecido por
el Decreto Supremo del 27 de agosto de 1943 en su Articulo 12 (44).
pero que hasta la fecha no se ha puesto en practica.
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Este contrgl permanente por pesquiza servird para demostrar que
todos los lotes de antibiéticos que se expenden, mantienen la concentra-
cién que indican y son microbiolégicamente activos. Ademas con ello
se podra evitar falsas suposiciones y comentarios sin fundamento, res-
paldando la honorabilidad de los laboratorios productores y brindando
a la profesion médica, productos permanentemente controlados por el
Estado a través del I.N.S P,

El control por pesquiza que pedimos se ponga en practica por las
autoridades competentes, tiene afin una mayor justificacién si pensa-
mos que en la actualidad son 65 los Laboratorios productores o distri-
buidores de los solamente 20 antibiéticos, que aislados o combinados se
presentan en mas de 300 especialidades farmacéuticas y que, sin ma-
yores comentarios necesitan ser periédicamente controlados, como ocu-
rre en los EE.UU., donde con este fin exclusivo existe la Divisién de
Antibiéticos, dentro del Food and Drug Administration.

SUMARIO

1} Disponemos de un cepario bacteriano con grados de sensibili-
dad y resistencia comprobados, para pruebas antibiticas de control.

2) Con el método microbiolégico de la placa-disco-cultive. hemos
podido comprobar la actividad y potencia de todos los antibidticos que
se consumen en el pais.

3) Hemos establecido el porcentaje de actividad de cada antibio-
tico, en las distintas formas farmacéuticas de presentacion.

4) En los Esteres de Cloramfenicol que son biolégicamente inac-
tivos, hemos conseguido liberar Cloramfenicol levégiro por digestién en-
zimatica y realizar la prueba microbiolégica.

5) El 99.3 por ciento de los preparados farmacéuticos controla-
dos, estan dentro de las regulaciones establecidas por el Food and Drug
Administration de Washington y por la Farmacopea Norteamericana de
1955.

6) Las 315 especialidades farmacéuticas que hemos examinado en
sus distintas formas de presentacién, contienen solamente 20 antibi6ti-
cos que aislados ¢ combinados son preparados y distribuidos por 65 di-
ferentes Laboratorios.
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7} Hemos preparado discos medicados con 18 diferentes tipos de
antibidticos perfectamente estabilizados v estandarizados en tres concen-
traciones, con colores distintivos para cada antibidtico,

SUMMARY

1} Stock bacteriological cultures, with different degrees of sensi-
tivity and resistance to the influence of antibiotics, have been established
for purposes of control testing.

2} All commercial antibiotics, in their various pharmaceutical forms
and which are marketed in Peru, have been tested for activity and po-
tency by the “plate-disc-culture”™ method, and the standards of “percen-
tage activity” have been established.

3) Using biologically inactive esthers of chloramphenicol, L-chlo-
ramphenicel was prepared by enzymatic hydrolysis, and was found satis-
factory for microbiological testing.

4}  99.3% of the products complied with the standards of potency
ag established by the U. S. Food and Drug Administration and the
1X. S. Pharmacopeia XV.

5) Approximately 65 manufacturing laboratories distribute 315
different pharmaceutical antibiotic products which contain a total of 20
different antibiotics, either singularly or in mixed form.

6) Antibiotic discs have been prepared for 18 antibiotics, and zach
has been standardized in three concentrations and colors.
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