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Esta invencién se refiere a un nuevo disposivo de
ensayo para uso en la determinacién de la sensibilided de
los microorganismos a los antibidticos.

El ensayo de la sensibilidad a los antibidticos
de los microorganismos, especialmente de las bacterias, es

un proceso rutinario en los laboratorios clinicos. Los mé=

todos empleados para este ensayo pueden diferir en log dis~

tintos laboratorios pero en principio todos los enseyos
caen en uno u otro de dos grupos. Un grupo comprende lps qg
sayos que implican la dilucién en gerie de la droga y el
otro grupo comprende los ensayos gue se describen comb en-
sayos de difusién. En la siguiente descripcién de la técni—
ca anterior, nos referimos en particular a los problemas

.. . .
en el -ensayo de bacterias. '

El método de ensayo de la sensibilidad de dilucién

en serie implica la preparscién de una serie de concentre—
ciones de un antibibtico, ya sea en medio sélido o 1liquide,
que mentenge el desarrollo de la bacteria gque ha de ger en-
sayada. Los medios liquidos son convenientemente dispensa-
dos en tubos de ensayo mientras que los medios sdélidos son
habitualmente vertidos en placas Petri. Es préctica comin
preperar la gama de concentraciones de antibidtico con una
gerie de diluciones al doble. De esta forma, la concentra~-
cién de antibibdtico en cada tubo o placa Petri difiers de
la del miembro adyacente de la serie en un factor de 2.
Con objeto de realizar el ensayo, cada tubo o placa Petri
es lnoculado con la bacteris en ‘cuestidn y degpués de un
periodo de incubacién se observa el crecimiento bacteriano
o la ausencia de crecimiento & cada concentracidn de gnti-~

bidtico. De esta forma se determina la concentracién minims
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.86 prepara én primer lugar una capa de un medio de égaf ade

“euado en una placa Petri y después la superficie se inocula

A8 .
502002 -

de inhibicidn del antibidtico & la dilucidn mds préxima
ntilizada en la serie.

Este tiﬁo de enssyo es probablemente el método
més setisfactorio de determinacién de la sensibilidad de
una bacteria al antibibtico. Sin embargo, el método es la-
borieso y la mayor parte de los laboratorios quimicos se
siehten incepaces de utilizarlo como proceso rutinarioc. Ia
mayorfis de los laboratorios utilizan un método de difusidn
@ara el enseyo de la sensibilidad y entre estos el método
del disco de papel es ®l més ampliamente'empleado.

En el ensayo de sensibilidad en disco de papel,

con lg bééteria que ha de ser ensayada. Después se coloca
gobre la supe;ficie del dgar un pequefio disco de papel im-
pregnado con el antibidtico y a continuacidn se incuba la
placa Petri pare permitir que tenga luger el crecimiento
bacteriano. Pueden colocarse convenientemente sobre la mis-
ma placa Potri varios discos de papel, cada uno de ellos
conteniendo un antibidtico diferente. Durante el periodo de
incubacién, el antibidtico se difunde desde el papel al dga
y establece un gradiente de concentracidén.Con tal de que.la
centidad del antibitico sobre el disco sea adecuads, el
gradiente de céncentracién serd tal que a alguna distancia
del disco la concentracién de antibidtico en el dgar corres-
ponderd a la sensihilided de Ja bacterias bajo ensayo. Ebspués
del periodo de incubacidén se producird de esta forme una 2zo-
na de inhibicién; dentro de esta zona la concentracién del

antibidtico se encontrard a un nivel inhibitoric-mientras
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que fuera de esta zona la concentracién serd inferior al ni
vel inhibitorio. Comoc resultado del gradiente de concentra-
cién del antibidtico que se establece en este ensayo, el ta
mafio de la zona de inhibicién producida puede ser utilizado
como un indice de la sensibilidad de la bacteris bajo susa~
yoj una zone grande indicard que la bacteria es sensible a
conocentraciones bajas de antibiético mientras que una zona
pequefia indicard que la bacteria es solamente inhibidé:por
concentraciones mds altas de la droga. Sin embargo; la sen—
sibilidad de la bacteria no es el Unico factor que determi-
na el tamafio de la zona de inhibicidén producida en st en—
sayos Ia cantidad de antibibtico presente sobre ol Aisco
también influye claramente sobre el tamafio de la zore. Otrog
factores influyen en dicho tama%o, comprendido el espesor
del dgar y las velocidades relativas é %as cuales se difun-
de el antibidtico y tiene lugar el crecimiento‘bacteriano.
Si el ntimero de bacterias utilizado para inocular la placa
es pequefio o &l la velocidad a la cual transcurre el creci-
miento bacteriano es lenta, transcgrriré correspondientemen
te un periodo de tiempo mayor durante el cual puede tener
lugar la difugién hacia afuera del antibidtico. Los niveles
inhibitorios de antiviético pueden entonces ser alcanzaﬁos
en puntos més alejados del disco de lo que ocurriria en otro
caso y resultardn zonas relativamente grandes de inhibicidn.
Inversamente, los factores que favorecen el répido desarro—
1lo de la bacteris de ensayo dan lugar a la formacién de zo-
nas de inhibigi6n relativamente pequefins porque en estas cix

cunstancias he transcurrido menos tiempo para la difusidén

hacia afueras de la droga. ar e T e e e




15

20

25

30

.une gensibilidad intermedia o resistencia. A pegar de estos

En la puesta en préctlica del ensayo de sensibili-
dad en disco, la imporfancia de la normalizacién del proce-
so ha sido subrayada por muchos autores. Algunos han reco-
mendado procesos de normalizacidén tanto para la puesta en
préctica del ensayo como para la interpretacién de los re-
sultados. De acuerdo con estas recomen&aciones, una ‘be cte~
ria se considera sensible a un antibidtico particuiar«cuan—
do el didmetro de la zona de inhibicién pasa de un cierto

temafic. También se definen los didmetros de zona que. indicap

y otros intentos para normslizar el ensayo de sensibilidad
en disco, la situacidn continda siendo generalmente pdco sa
tisfactgria. No estd claro si esto es debido a la ixadecua~
cidn de la nofm%lizacién o al fallo de muchos laboratorios
para poner en préctica esta normalizacidén. En cualguier ce~
g0, la situscién no es satisfactoria. En 1960, un grupo de
téenicos en Birmingham llevaron a cabo un examen de log en—
seyos de la sensibilidad a los antibiéticos, en el que se
enviaron seis cultivos bacteriancs a un nidmero de laborato-
rios de hospitales pare ensayarlos por el método rutinario
del leboratorio. Los resultados mostraron una marcada asusen
cie de concordancia entre un laboratorio y otro. Por ejem=-
plo; en el caso de un cultivo, quince leboratorios indicaron
gue el cultivo era sensible a la estreptomicina milentras que
trece indicaron que era resistente. Analogamente, en el casg
de otro cultivo, once laboratorios informaron que ers sensi+
ble a la penicilina mientras que die cinueve laboratorios
informaron que era resistente. En 1965 se publicé un infor-

me de los resultados de una prusba de los ensayos de sensi-
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Committee de la Association of Clinical Pathologists, en

cultivos bacterianos & cada laboratorio para su ensayc por

bilided a los antibidticos, organizeda por el Bacteriology
el que tomaron parte 154 laboratorios. Se enviaron cuatro

el método rutinario del laboratorio. El informe llegé -z’ la
conclusidn de que "los resultados justifican las queﬁéélde
los clinicos de que los ensayos de laboratorio, tal culto se
realizan en la actualidad, no son fiables".

Més recientemente, se ha publicado un informs de
un ebtudio de los ensayos de la sensibilided a los antibidé~
ticos, en el que se enviaron dos cultivos bacterisncs a ;3
laboratorios en Australis para la evaluacién rutinarié“de
los antibidtices. El informe de los resultad.os indlca . que
regpecto & la penicilina G, por)ejemplo, con uno de los culd
tivos 26 laboratorios informaron queAqu resistente y 34
informaron que era sensible, mientras que 9 consideraron
que su sensibilidad era intermedia. El otro organismo fué
considerado resistente por 19 laboratorios pero sensible pox
51 y 3 laboratorios lo consgideraron intermedio.

El método mds satisfactorio para determinar la sel
sibilidad serf{a probablemente el ensayo de dilucién en se-
rie, si no fuera por el hecho de que es considerado como deQ
magiado laborioso y en este aspecto el objeto de los proce-
dimientos de normalizacidn es permitir que el tamafio de la
zona de inhibicién pueda ser relacionado directamente con
la concentracién minima de inhibicién de la bacteria bajo
ensayos Por lo tanto, es conveniente disponer de un ensayo
que posea la sencillez del método del disco de papel pero
que dé el tipo de resultado obtenido en el ensgyo de dilu-

clén en serie, es decir, inhibicidn o felta de inhibicidén
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‘rresponde al 4rea del medio gelificado en cada pocillo. Pre-

‘feriblemente, el medio gelificado estéd constitufdo por &gar

del crecimiento bacteriano a concentraciones precisas del
antibidtico.

Un objeto de esta invencidn es proporcioﬁa un nue-
vo dispositivo de emsayo para uso en la determinacién de la
sensibilidad de un microorganismo a un antibidtico y con el
que se puedan obtener resultados uniformes. .

Otro objeto de esta invencidn es proporcioﬁ&r un
dispositivo de ensayo para uso con los antibibticos qﬁe no
son estables en medios gelificados durante el almacenamien-
to, especialmente las penicilinas. o

‘ En consecuencia, eba invencién.proporcioné-Qﬁ
dispositivo de ensayo para determinar la sensibilidad de un
microorganismo a un antibiético, cuyo dispositivo de ensayo
compfepde'un elemento bésico que contiene en una de sus su-
perficies plan;s por lo menos un pocillo poco profundo como
el definido aqui que contiene un medio gelificado y un mate-
rialrabsorbente del que por lo ﬁenos parte estd impregnado
con un antibidtico y de dimensiones tales que al ser puesto
en conbacto con el medio gelificado situado en el pocillo se
consigue disﬁoner de material absorbente impregnado de anti-
bibtico en contacto pricticamente con la superficie total
del medio gelificado. :

Preferiblemente el dispositivo de ensayo compren-
de un elemento bédsico con una pluralidad de pocillos poco
profundes y un material absorbente impregnado con uno ¢ mis

antibidticos en Adreas discretas, cada una de las cuales co-

conteniendo nutrientes.Todavia mejor, el microorganismo some|

P adnp im0y o —

tido a enmsayo es una bacteria, Por "pocillo poco profundo
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entendemos un pocillo con una profundidad inferior a 1 om
y preferiblements inferior & 5 mm, siendo una cape preferi-
da la de 2-3 mm de profundidad.

Con un bloque de ensayo en el gue ol elemento bé-~
sico tiene una pluralidad de pocillos, las éreas de .antibié
tico sobre el material absorbeﬁte pueden contener diferen—
tes antibidticos cada uno, & una o mds concentracionseg. Cual
do sl mgterial absorbente ss apliéado al medio gelifipado,
el antibiético se difunde en el gel y durante un periodo ré
zonable de tiempo para dar una concentracidn uniforme y co—
nocide en toda la mgsa del gel. Adecuadamente un perlodo de
1 a 3 horas permite alcanzar una concentracidn uniformp,

segin el antibidtico empleado. Ias concentraciones de anti-

_ } .
bidtico en el medio gelificado dependen de los criterios re+

queridos en el ensayo y la normalizaéi{n de las concentre-
ciones utilizadas es efectuada fidcilmente con el dispositi-
vo de acuerdo con esta invencién. Después de la difusidn
con el antibibético en el medio gelificado, se retira el ma-
terial absorbente y el medio gelificado se inocula con el
microorganismo.

La sensibilidad en forma de inhibicidén del creci-
miento a clertas concentraciones del antibidtico puede -ser
determinada directamente por el método de esta invencidn,
en lugar de indirectamente mediante el didmetro de una zo-
ne, por ejemplo como 6curre en el método hgbitual del dig-
co de papel.

Se reslizaron ensayos con un medio de dgar para
determinar la velocidad de difusién de la penicilina G a
través de una capa de 3 mm. Se prepararon unos bquues de

T s o s

dgar de 1 em x 1 cm x 3 mm y sobre la superf1c19 superior

L
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de los bloques se aplicaron unos cuadrados de papel de fil-
tro de 1'cm, conteniendo 100 pg de penicilina G« Después de
trangourrir determinados intervalos de tiempo, se determind
la concentracién de penicilina en la superficie superior e

inferior del dgar. Esta determinacidn se 1llevé a cabo reti-

rando el papel antibiético y aplicando un cuadrado de'f e

de papel de filtro a la superficie superior e inferior de
los bloques..De esta forma se recogé un volumen fij@lde 11~
quido por el papel de la superficie de dgar y la con centra~
¢ién puede ser valorada frente'a patrones preparados a par-
tir de un dgar que contiene concentraciones conocidas de
antibi{tico. El antibibtico qué queda en el papel oriéinal
tembién es determinado frente a patrones apropiados. ;

Tos yesultados se encuentran en la Pigura 1 de
los dibujos gque acompaflan a esta memoria, confirmendo que
la distribucién uniforme del antibidtico se produce répida-
mente.

Los resultados de otros ensayos estdn ilustrados
en la Tabla-I. En la Figura 6-0 y 0-0 ge refieren a las con
centraciones de peniciline en la superficie superior e infe
rier del 4gar, respectivamente y O~0 a la penicilina que

permanece en el papel de £iliro.

U A

&L
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TABLA 1 _
Cantidad Tiempo de aifusién’
Antibidtico (pg) minutos)

Penicilina G 1;0 110
10 110
100 110
Ampiciling 100 . 120
Tetracdiclina 10 230
- 100 230
Estreptomicina 100 160
Eritromicina 100 220
Gentamicina 100 190

" de 3 mm de espesor. -

1
Tiempo .reaquerido ggra que la concentracién de antibidtico
en la superficle inferior delidgar alcance 95 % de .la con
centracién en la superficie superior, en una capa de agar

Nota: Ias cantidades de antibiético aplicadas han sido seled
cionadas por comodidad de determinacién y no son_las que
necesariamente deben utilizarse en la practica. El tiem-
po de difusibn parsce independiente de la cantidad de an
tibidtico empleada.

Se realizaron ensayos comparativos entre el métodd
de esta invenoién y el método convencional de dilucién en
gerie. Los resultados se encuentran -en la Tabla II,

IABLA II
Comparacién de los resultados del ensayo de difusidén con la
concentracién minime de inhibicién determinada por dilucién
en serie convencional en 4gar. Se utilizaron cultivos de wm|
noche en caldo no diluido y se empled el mismo inoculum pa-
ra inocular ambos ensayos. En el ensayo de difusién, los pa-
peles de antibiético se retiraron de la superficle de dgar
después de un periodo de 3 horas de difusién. En el ensayo

de difusién, las placas fueron inoculadas-con una-mufiequillsg
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¥ las placas para la determinacidén de la CuMeI. fueron ino-

culadas con una gota utilizando un dispositivo automAtico

que suministraba aproximasdamente 0,003 ml.

Bencilpeniceilina

Staph. aureus Oxford

Staph. aureus T113
Staph. aureus T137

Ampicilina

Stapﬁ. aureus Oxford

Staphe aureus T113

Staph. aureus T37

E.coli 10418

E.coli 37

E.coli JT49

Eecoli JTéO

E.coli JT52
P.omirabilis WWU;
‘Salm. typhimurium CT
Shigells sonnei Il

Carbenicilina

Ps.
Pa.
Pse

Ps.

Ps.

aeruginoss A
aeruginosa R59
aeruginosa Rl
asruginoss R62

aeruginosa R139

Concentracifn fi
nal de antibiéti
¢o en el ensayo
de difusidén (
nl) y crecimien-
to del organismo

de_ensayo™
0,2 0,1 0,05
- t +
- + K

0,5 0,25 0,12

+ + +
- - +
- - +
- - +
- - +
- - +
100 50 25
- - +
- - e
- - +
- - +
e - + )

10 5 2,5

dgar

CeMe. Io por
diluelén ey
seirie en
_(pg/ml)

0,02
0,25
0,125

0,05
0,25
0,25

2,5
25
5
5
5
5
2,5
2,5

50
12,5
25
25
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] E.coli 10418 - - + 1,25
E.coli 100 - - - 1925
E.coli 101 - + + 5,0
Enterobacter cloacae
10005 - - + 5?0
° P.mirabilis H - + + 5,0
P. rettgeri C - - & :5,0’
P. vulgaris B - - + 1,25
P. morganii G - - - 1,25
Tetraciclina 5 2,5 1,25 _
10 E.coli 10418 - + . 5,0
E.coli 3:; * + + 5,0'
B.coli JT49 - + + 5,0
E.coli JT50 -, ¢ + 5,0
~ E. coli JT52 £ + ¥ 5,0
18 Povulgaris A - - 4 - 2,5
P.morganii A _ - + + 295
Shigella sonnei Il - + + 10
Eritromicina 0,5 0,25 0,12
. Sﬁaph.aureﬁs Oxford - - - 0,12
20 Stapheaureus T112 - - - 0,12
Staphe.aureus T137 - - - 0y5
Staph.aureus Smith - - + 0,25
'
+ = crecimiento
25 + = inhibieibén parcial del crecimiento
' - = crecimiento nulo.

' A titulo de ejemplo describiremos shora una reali-
zacidén especifica de la invencién haciendo referencis a la
Pigura 2 que acompaila & esta memoria, en la que el elemento

30 bhsico A es une bandeja de pléstico transparente delgados
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Contiene seis hileras, cada una de tres pocillos B, siendo

I

cada pocille circular y con una profundidad de 3 mm y un
didmetro de 18 mme. También hay un poclllo independiente pa~
re un ensayo de control,les decir, en el que no se utiliza
antibidtico en el medio gelificado. Cada pocillo se-llena
inundandé con dgar la superficie de la bandeja. -

El bloque de ensayo es qompletado con una heja de
papel de filtro D impregnada en las zonas E con seigiantibii
ticos, ocada uno de ellos a tres concentraciones. Ilas zonas
E estén'dispuestas sobre el papel de filtro D de tal»forma
que cuando el pepel de filtro es aplicado al elemente bdsi-
co, cada drea de égar dispone de la correspondiente éren

de papél de filtro impregnado de antibiético en contacto

con ella.
{

Otra realizacién especifica de la invencidn serd
deserita haciendo referencis a la Figura 3 que acompafia a
esta memoria, en la que el elemento bdsico F es una bandeja
de pléstico transparente delgado. Dispone de cuatro hileras
de 8 pocillos G, giendo cade pocillo de 3 mm de profundidad
y de 10 x 15 mm de lado; la distancia entre pocillos adyacen
tes a lo largo del lado mds largo es de 4 mm y a lo largo
del lado mds corto es de 3 mm. Toda la bandeja es de dimen~
siones tales que se ajusta exactemente a una tapa de dimen-
giones de 82,5 x 124,5 mm. A lo largo de 4 pocillos cada vez
ge depositan convenientemente unas tiras de papel de filtro
de 10 mm de anchure, impregnadas uniformemente con el anti-
bibdtico, de forma que los papeles de filtro contienen diver
sag concentraciones del antibiético y de esta forma pueden
ensayarse cuatro muestras clinicas a 7 concentraciones dife-

R R

rentes de antibidticos con un solo control.
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En resumen, la Patente de Invencién que se soli-

cita deberd recaer sobre las siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Perfeccionamientos intwducidos en disPOSitivoé
de ensayo pafa determinar la sensibilidad de un microorganig
mo a un antibidtico, cuyo dispositivo de ensayo comprende
un elemento bisico que sobre una de sus superficies planas
lleva por lo menos un pocillo de poca profundidad como el
aqui definido, que contiene un medio gelificado, y un ﬁéte—
rial absorbente del que por lo menos parte estd impregnado
con un antibidtico y de dimensiones tales que al ser §010c3
do en contacto con el medio gelificado en el pocillo e disH
pone de material absorbente impregnado de antibidtico en
contacto practicamente con la totalidad de la superficie del]
medio gélificédo. ‘

‘2. Perfeccionamientos segin la Reivindicaéién 1,

en los que el elbmento basico 1leva unma pluralidad de poci=-

llos de poca profundidad, conteniendo cada uno de ellos un

medio gelificado y un material absorbente impregnado con ung

o mds antibidticos en &reas discretas que corresponden cada
una al drea del medlo gelificado en el pocillo.

3. Perfeccionamientos segfin la Reivindicacida 1,
en los que el elemento bésico lleva una pluralidad de poci-
llos de poca profundidad, que contiene cada uno un mediq ge-
lificado, y uno o mis materiales absorbentes, impregnado ca-
da uno de ellos con un antibidtico y de dimensiones tales
gue los materiales pueden éer colocados en conbacto con el
medio gelificado en uno o més pocillos para establecer con-
tacto pricticamente con la totalidad de la superficie del gel

4, Perfeccionamientos seglin cualquiera de las Rei-
vindicaciones 1 a 3, en los que el medio gelificado esté

constitufdo por Agar que contiene nutrientes, ™ >

¢
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5. Perfeccionamientos segin cualquiera de las

precedentes reivindicaciones, en los que el antibibtico es
una penicilina.

6. Se reivindica por tGltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invencldn que se solicita:
PERFECCIONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN DISPOSITIVOS DE ENSAYO
PARA DETERMINAR LA SENSIBILIDAD DE UN MICROORGANISMO A UN
ANTIBIOTICO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de dieciseis pagij

nas mecanografiadas y dibujos adjuntos.

Madrid, 25 abril 1.972

) BERNARDO,UN@BIA
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