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nar .1la eficacia de los antibiéticos sobre los microorganismos.

La presente invencidén se refiere en general a determi-

¥y, de un modo més particular, se refiere a un procedimiento y

dispositivo para realizar pruebas de susceptibilidad antibiéti-rvp

ca sin aislar micioorganismos.

El procedimiento clinico de rutina para determinar la
gengibllidad de lps microorganismos a los antibidticos es bdsi
camente una operacidn en dos fases que exige un minimo de 48
horas para completarla. La primera fase comprende cultivar el
organismo de una muestra, y en ese caso sl microorgenismo se
algla, La segunda fase comprends someter el mioroorganismo als-
lado a diversos antibiéticos para determinar cual de ellog in~
hive el desarrollo de los mieroorganismos. Como es ldégloo, du-
rahte el periodo necesario para realizar las pruebas de suscep+
tibilldad, el estado de un paclente puede empeorar o cambiar
dradticamente. Por lo tanto, es imperativo poder determinar el
antibidtico apropiado y edministrarlo lo méds pronto posible.

' Uno de los objetés principales del presente invento
es proporcionar un procedimiento y un dispositivo para reelizay
pruebas de susceptibilided antibidtica en un perfodo de tiempo
relativamente corto, que pusde ser de tan solo ocho horas,Otro|

objeto es proporeionar un procedimiento y un dispositivo de ti{

PO indicados'que se caracterize porque la muestra clinica se
examina diréctamente sin aislat el mioroorganismo sospechoso.
otro objeto es proporclonar un sparato de menejo simple y que
no exige técnicos altamente esbecializados. Istos y otros obje
tos y ventajas resultardn evidentes mds adelante.

| El presente lnvento se incorpora en un procedimiento
N diépositivq que comprende basicamente lntroduclr un especimen

en mezolas de un medio de cultivo elegido y antibidticos cono-
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cldos. Si el especimen contlens un microorganismo gue se ve fa-

vorecldo por el medlo de cultivo de una mezcla, y el microorgae-

nismo no es susceptible al antibidtico, las caracteristicas ép- '

tioas de la mezcla ceambimrdn. ELl invento consiste también en
los componentes y enAlas organizaciones y combinacliones de com-
ponentes descritos y relvindicados més adelante.

En los dibujos adjuntos, que forman parte de la
memoria descriptive, y donde los nimeros y letras izuales se
rofieren a partes componsntes semejantes, donde tienen lugar:

La figura 1 es una vista en planta de una oajJita
congtrufda segin el presente invento y que lo incorpora.

Le figura 2 es una vigba tomada a lo 1arg6 de la
linea de corte 2-2 de la figura 1,

La figura 3 es una vista tomada a lo largo de la
linea de corte 3-3 de la figura 1y,

' 1a figura 4 es we vista en perspectiva que ilus-
tra el especimen dilufdo introducido en la cajita.

Refiriéndonos ahora a los dibujos (figura 1), la
referencia C indica una ocajiba para realizar prusbas de suscepr

tibilidad antibidticas, o sea, pruebas para determinar los

efectos de anbibidticos conocidos contenidos dentro de la caji.
ta C que ejeroen sobre un microorganismo Introducido en la oca-
jita ¢, La cajita C permite tambidn poder identificar el mi-
croorganismo. La cajita ¢ tiene forma rectanguler, y mide pre-
feriblemente 5,69 cm por 0,13 om y tiene un espesor de 0,317
om. A lo larso de uno de sus mirgenes mds corbos, la cajita C
tiene dos indentaclones posicionadoras separadas 2, mientrag
que cada uno de¢ sus mérgenes mds largos tiene indentacidén de

agarre 4 que desemboce hacla fuera de la misma cerca del mdr-

gen en el que desembocan las indentaciones posicionadoras 2.




5.

10.

15.

20,

25,

a0.

-y otras finalidades. Junto a uno de sus mdrgenes mds largos,la
-de sus superficles principales, cuyo cddigo identifica al pa-

‘otros datos.

i'bose 14 y 16, y estas cavidades se unen oon los pocltos 12 a

cacidén alimentadora longitudinal 24, ramificaciones laterales

Las indentaciones posicionadoras y de agarre 2 ¥y 4 permiten

que la cajita ¢ se pusda manejar mecanicamente para observéc:!.én
cajite C tiene una cédigo de identiricacidn apropiado en una
ciente, el tipo de medio de cultivo, la fecha de la muestra y

La cajita C comprende un cuerpo rigido en forma de
placa de pléstico 10 que tisne el mismo tamafio ¥ forma que la
cajita C y, por lo tanto, comprende las indentaciones 2 y 4.la
place 10 tiene pocitos para el desarrollo de los microorganis-
mos 12, que se disponen en una pluralidead de grupos o filas di-
riglidas transversalmente. Junto a cada pocito de desarrollo 12

la plaoca 10 estd provista ademds de un par ds cavidades de re-

través de canalss de rebose 18 y 20, Los pocitos 12 y las cavis
dades de rebose 14 y 16 se extienden completamente a través de
la placa 10.

Los pocitos 12 estdn todos unidos por una remifi-

26, y ramificaciones terminales 28, todas las cuales son cana-

les que se abren en una sola cara de la pleca 10. La ramifi-

cacién alimentadore longitudinal 24 se extiende a lo largo de !
uno de los cantos laterales més largos de la placa 10 y es pa»i
ralele a dicho canto y estéd intersectada por una pluralidad de:
ramificacionss laterales transversales 26, habiehdo une ramifii
cacidn lateral 26 por cada file de pocitos 12. Los pocitos in-
dividuales 12 se conectan a las ramificaciones laterales 26 a

través de las ramificaciones terminales 28 que son suficiente-

mente largas para evitar la migracidn del contenido de los poci
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~ dio deshidrtado por congelacidn y se rehidrata simultaneamente

tos adyocentes 12 durante el perfodo de tiempo en ouestidn.Las
ramificaciones terminales 28 se dirigen hasta los propios po-
citos 12 pero no hasta lag cavidades de rebose 14 y 16 de estoi
pocltos.

Un orificlo de llenado 3C se habilita entre la rami-
ficacidn longltudinal 24 y el canto lateral adyacente que es
paralelo a la remificacidn 24, El orificlo de llenedc 20 desen+
boca en el conducto longitudinal 24 y fusra del canto lateral.
La parte exterior del orificio de llenado 30 estd ocupada por
un septo ajustado 33.

Todos los pocitos de desarrollo de microorganlsmos
12 en la cajita C contlenen el mismo medio de cultivo selectiwg
que favorece a un microorganismo especifico, en el sentido de
gue solamente dicho microorganismo, cuando se sostiene por el
medio de cultivo, cambia las caracteristicas de transmisidén de
luz del medio del cultivo en una forma caracteristica predetex

minada relacionada con el tiempo. El medio de cultivo es un me*

al introducir en el mismo el espscimen. Realmente. el medio de
cultivo experimenta un camblo dptico como resultado de la ac-
clén metabdlica del microorganismo especifico y, a pesar de

quo enh la mayoria de las circunstancias el microorganismo favo+

recido se desarrollard ¢ se multiplicard en el medio selectivo]

no e8 necesario el desarrollo para efectuar el cambio dptico |
caracteristico. Otros microorganismos que pudieran vivir y/o ?
propagarsge en el medio de cultivo no producen el cambio 6pt100§
caracteri{stico. Por lo tanto, cuando se observa el cambio ép- ’
tico caracteristico, es evidente que el mioroorgenismo del es-
pecimen vive en el medio de cultivo, Como el medioc de cultivo

estd deshidratado por congelacidn, la cajita ¢ se puede conser
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var durante periodo de tilempo relativamente largos. No obstante,
el medlo de cultivo debe rehidratarse antes de poder mantener
al mioroorganismo especi{fico con lo que cambiaran sus caracte-
risticas transmisoras de luz. El medio de cultivo selectivo es
norﬁalmenta el mismo para todos los pocitos 12 en la cajita C,

pero puede variar de una cajlte a otra dependiendo del microor-

ganismo de interés. También se puede construir una cajite ¢ con|

wt medio diferente en los pocitos 12, Esto es conveniente cuan-
do la apariencia externa de la enfermedad la limite a unos cuan
tos mioroorgenismos. ’

Por lo menos en uno de los pocitos 12, es normal
que el medio de cultivo selsotivo no incluya antibiéﬁioo posi-
blemente perjudicial para el microorganismo de interés. El me-

dlo de cultivo en cada uno de los pocitos restantes 12 tiene un

| antibidtico mezclado con posibilided de atacar a los microorga-

nismos elegldos. Los antibiéticos,‘o mesclas de los mismos, pue
den varlar de pociio 12 a poclto 12, y los dos pocltos diferen-
tes 12 pueden tener el mismo antibiético, pero en concentracio-

nes diferentes. De este modo, los microorgenlsmos no vivirédn ni

1 se propagardn en aquellos pocitos 12 que contengan un antibid-

‘| t1co al que sea susceptible el microorganismo favorsocido, en

el supuesto que el entibidtico tenga la concentracidém suficien-

te.

Cada superficie principal de la placa 10 se recubrs’

con una cinta transparente 34 lo suficientements ancha y larga
para cubrir y cerrar completamente todos los pocitos 12, lasg
cavidades de rebose 14 y 16, los canales de rebose 18 y 20 y
los conductos de llenado 24, 26 y 28. La cinta 34 tiene capaci~

ded para admitir aire en los pocitos 12, pero evita que escapen

el agua y los microorganismos.
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| depdsito 36 se ventila inmediatamente a la atmdsfera, por lo

| aire evacuado. Verdaderamente, la mezcla dlluyente fluye con

conducto 22 y los pocitos 12 se acumulard en las cavidades de

-7 -

Para réalizér una prueba de susceptibilided antibid-
tica con la cajite €, un especimen del que se sospecha que con-
tenga un microorgenismo patégeno ée diluye en una cantidad pre-~
determinada de apgua contenlda en un depdsito 36, Il extremo in~
forior del depbsito 36 tiene una aguja 38 que sale del mismo y
esta aguja seo inserta a través del septo 32 por lo que el orifi
clo de llenado 30 y el interior del depdsito 36 se ponen en co-
municacién (figura 4).

Una vez que el depdsito y la cajita C se conectan a
través de la aguje 38, se practica un vacio del drden de 40 mm
Hg en los conductos de llenado 24, 26, 28 y los pocitos 12 de
la cajita C conectando una bomba de vacio al extremo superior
del depbsito 36. De este modo, el interior de la cajita C se
evacia a través del agua en el depdsito 38,

L1l obtener el vacio deseado, el extremo superior del

que la presidn en la mezcla diluente fuerza dicha mezela en la

cajita C. De este modo, la mezcla diluyenté ocupa el lugar del

gran rapldez & través de los conductos de llenado 24, 28 y 28
¥, por lo tanto, en los pooitos 12 donde rehidrata el medlo de
cultivo en los mismos. La mezcla dlluyente y el medio de culti-
vo fluyen ademds a los canales de rebose 18 y 20 y las cavida-

des de rebose 14 y 16 en sus extremos. Bl airs gue queda sn el

rebose 14 y 16. Se observard que, & pesar de que la cinta 34
puede admitir elre en los pocitos 12, sus poros son tan peque~
Bos que el vacio producido por la homba persiste lo suficiente

para congeguir un llenado apropiado al soltarse el vacio.

La cajita C se coloca entonces en un medio calen-
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‘perimente un cambio en sus ceracteristices 6pticas. Como el mi-

| antibidtico al que el microorganismo no es susceptible. Asimis-

' dpticas indioca que el antibiético es eficaz contra el microor-

tado para incubhar cualquier microorganismo en los pocitos 12,
31 el medio de cultive para la eajite ¢ favorsclera
el microorganismo en la mezcla diluyente, el miorocorganismo per
mgneceré vigible y vivird en el pocito 12 que contiene el'me-
dio de cultivo puro. Por lo tanto, el microorganismo se desarro

llard y su accién metabdlica hard que el medio de cultivo ex-

croorganismo favorecldo por el medio de cultivo es un microor-
genismo conocldo, asi como la naturaleze del cambic de las ca-
racteristicas dptiocas efectuado por el mieroorganismo, el cem-
blo en lag caracteristicas dpticas del pooito 12 que contiene
el m@dio de ocultivo puro sirve para identificar el microorga-
nlsmo, ’

No solamente el pozo 12 que contiene el medio de cul-
tivo puro experimente un cambio en las caracteristicas dptioas,

sino que también lo hacen los otros pocitos 12 que contienen unl

mo, cualquier pocito 12 que contenge un antibidtico de concen-
tracién imdecuada experimentard también un cambio en las carac-
teristipas Opticas. En otras palabras, el microorgenismo favo-
recido vivird en cada pocito 12 donde el antibidtico no sea efi
oaz o no en los niveles de concentracién suficientes. No obs-

tante, le ausencia de cualquler cambio en las caracte:isticas

ganismo. Como el antibidtico en cada pocito 12 es un antibidti-
oo conocldo, se puede determinar cuales de los antibidticos com
batiréh el microorganismo

Los cambios significativos en las caracteristicas

6épticas de los pocitos 12 tienen lugar en un minimo de dos ho-

ras a pértir del tiempo en gque la mezola diluyente se introduce
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vy se incuba y en méximo de 14 horas. Tos camblos se pueden ob-
gorver a simple vista o con un detector slectrodptico. ElL de-
tector electrodptico nroyeste luz a través de los pocltosz 12
y mide la intensidad de la luz mds alld de los pocitos 12, Un
cemhio sensible de intensidad indica desarrollo o accldén mete-
bélica dsl microorganismo favorecido en un pocito 12 y, por lo
tanto, el antibidtico en dicho pocito 12 no es efitaz contra
el microorganismo favorecido.
EJEMPLO

Un medio o caldo de cultivo de bacilos colifor: .
mes, desorito en la patente Belga P 799.798, se empled para
detectar organismos coliformes (Escherichia coll) que se en-
cuentran vrincipalmente en especimenes fecales y causan infec-
cidén entérioa. El caldo se prepard disolviendo 10 gm de lacto-
sa y 10 gm de gelisato en 1,0 litro de agua destilada. Despuéds
se afladid HCl o NaCH para piner el pH a 7,4. Después se afia-
dieron 10 gm de desoxicolato sédico. 1a mezcla se puede calen
tar para disolver los ingredientes pero no dsberd calentarse
hasta el punto de ebullicidn. Finelmente, la solucidn se este-
rilizé por filtracién y se affadieron 13,3 mg de verde brillan-
te. Bl caldo anterior se deshidretd por congelacién para formar
el medio selectivo que se cargd en uno de los pocitos 12 en su

forms pura.
Por cada litro de medio antes de la deshidrta-

cidén por congelacidn, se puede affadir uno de los antibidticos

expusstos a continuacidn en las concentraciones indicadas pa-i

ra formar une mezcla para otros pocitos 12:
Ampiclilina 0,03 gm
Cephalotina 0,1 n
Colistina 0,0L v
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Tetracyclina 0,015 gn
Nitrofurantoina 0,0l ™
Kanamicina 0,01 "
Streptomicine 0,03 "
Gentamicina 0,01 "

Para otros medios selectivos se emplean concentra-
ciénes similares. |

Descrita suficientemente le naturaleza del invento,
asi ¢omo la manera de realizarlo en la préctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anterlormente indicadas son sus-
ceptibles de modificaciones de detalles en cuanto no alteren su
principio fundamental,

REIVINDICACIONES

l.- Procedimlento y dispositivo para determinar la
susceptibilidad de un microorganismo especifiéo a8 los antibid-
ticos, procedimiento caracterizado poraue comprende svacuar ai-
re de unm poclto donde estd contenido un medio de cultivo selec-
tivo y de los pocitos donde estén conténidas mezelas de medio
de cultivo selectivo y antibidticos conocldos, cuyo medio de
cultivo favorece al microorganismo especifico de forme que las
caracteristicas Opticas de una mezola del medio de cultivo y
agua cambian de una manera preédeterminada cuando el microorga-
nismo favorecido es sustentado y alimentado por el medio, reem-
piazar el aire evacuado por una mezocla diluyente compuesta
eSenéialmente por un espeoimen diluido en agua, por lo que la
mezcla diluyente se mezola con el medio de cultivo selectivo
en los pocitos; lncubar la mezcla de cultivo y dlluyente; ¥y obj
servar los pocitos para detectar los cambios en sus caracteris-

ticas dptiocas.

2.~ Procedimiento segin la reivindiocacidn 1, oa-
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ractarlzado porqué ol medio de cultivo sme deshidrata por conge-
lacién y ol agua de la mezola diluyente rehidrata el medio.

3.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 y
2, caracterizado porque ss observan los pocltos proyectando luz
a través de los mismos y midiendo la intensidad de la luz que
sale de los pocltos,

4.~ Dispositivo para la realizacién del procedi-
miento segin las reivindilcaciomss 1 a 3, caracterizado porque
comprende una placa dotada de pocitos de deteccidn en su inte-
rior y conductos de llenado que se.-dirigen hasta los pocitos,
una mezela de medio de cultivo y antibidticos conoeidos por lo
menos en algunos de los pocitos de detsceidn, siendo el medio
de cultivo sensible a los microorganismos en el sentido de que
las caracteristicas dpticas del medio de cultivo, cambian de
una forma predeterminada solamente cuando un microorganismo se
sustenta en el medio de eultivo.

5.~ Dispositivo segin la reivindicacién 4, carag|

terizado porque el medio de cultivo es selectivo en el sentido
de cue experimenta un cambio predeterminado en las caracteris-
ticas Opticas solamente cuando un microorganismo especifico se

mantiene gracias al mismo.

6.~ Dispositivo segin lasg reivindicaciones 4 6
5, caracterizado porque el mismo cultivo selectivo se encuentra
en todos los pocitos, pero los antibvidticos son diferentes por
lo menos en alguno de los pocitos.

7.~ Dispositivo segin la reivindicacién 6, caragl
terizado porque pér lo menos uno de los pocitos contiens sola-
mente el medio de cultivo sslectivo y no un antibidtieco perju-

dicial para el microorganismo elegido.

8.~ Dispositivo segin cualquiera de las relivin-
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. dicaciones anteriores, caracterizado porque la placa tiens un

llenado y que se dirige longitudinalmente por los extremos de

‘algunas de las filas, extendiéndose canales laterales trans-

- 12 -

diceciones anteriores, caracterizado porque comprende medios
que clerran los‘extremoa de los poeltos para rebtensr el medio
de cultivo en los pocitos, cuyos msdios son transparentes de
forma que el medio de cultivo pusde observarse y pueden admi-
tir oxiéeno a los pocitos para mantenér los microorganismos en‘
el medio de cultivo,
9.~ Dispositivo segin 14 reivindicacidn 8, carac-
terizado porque los medios que clerran los de los pocitos con-
sisten en una cinta que se extiende a través de la placa y se
adhiere a su superficle. :

10.~ Dispositivo segin cualquiera de las reivin-

orifiocio de llenado oue conduce desde el exterior de la misma
hagte los conductos de llenado, y porque en el orificlo de lle
nado #e ooloca un septo,
- ' 11.- Dispositivo segin cualquiera de las relvin-
dicaciones anteriores, caracterizado porque le place tiene ca-
vlidades de revose en comunicacidn con ocada pocito de detecoidn
e la sallde de la entrada de los conductos de llenado an didxﬁ
pocitos.

12.- Dispositivo segln las reivindicaclones 4,
8, 6 0 7, caracterizado porgue la placa es generalmente rectan
gular y tlene superficle principales paraleles y un canto pe-
riférico; porque los pocitos se disponen en filas transversa-
les vy 8e exbiendsn desde un édrea superficial hasta ls otre;
porque la placa tiene también un orificio de llenado que se
abre en el canto periférico; porque log conductos ds llensdo

comprenden um cenal alimentador conectado con el orificio de
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versalmente desde el canal alimentadon, pasando al menos aigu-
nos do los canales laterales entre fllas adyscentes de pooltos,
y canales terminales que consctan los canales laterales de los
pocitos, disponiéndose un canal terminal separado por cada poc}
to y abriéndose ol canal alimentador, los canales laterales y
los canales terminales en una superficie principal de la placa;
medios para cerrar el orificio de llenado; una primera cinta
oxtondida sobre el drea superficial principal fuera de la cual
ge abren los pocitos y canales y girviendo para cerrar los ex-
tremos de los pocitos y los costados de los canales en dicha -
superficie prinocipal, y una segunda cinta extendida gobre le
otra guperficle principal y que clerra los otros extremos de
lo8 pocitos, siendo ambag cintas transparentes y adhiriendose
hermeticamente a las superficiles sobre las cuales se extienden,
por lo que los pocitos y los canalss quedan aislados ocapaces
de admitir aire en los pocltos psro suficlentemente pequefios
para evitar que el agua y los microorganismos escapen de los
pocitos.

13.~ Procedimiento y dlspositive para determinar
la gsusceptibilidad de un microorganismo especifico a los anti-
bidticos; tal y como queda sustancialmente descrito, en la pre

sente Memoria e iluatrado en los dibujos adjuntos.

E |l

Esta Memoria consta de 13 hojas escrites a méqui

na por una sola cara

Madrid, 26 HAYO 1976
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