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La presente invencién se relaciona con ensayos de su--
ceptibilidad a los antibidticos, y més particularmente con
equipos de ensayo que tienen una serie de varias concentraw-
ciones de diversos antibidticus o agentes de control terapéu-
tico, que se utilizan para determinar la interaccidn entre es~
tos agentes de control y diversos microorganismos, por lo ge-

neral pabégenos, caracterizades por la presencia.de poli(vie-

’

nil pirrolidona) como agente formador de cuerpo y portador

de retencidn .de antibidtico,
Con_la proliferacidn de antibidticos y otras drogas,

tanto en el -hospital y en vl laboratorio como en instituciow

nes educativas existe una demanda creciente de informacidn

concerniente a la suceptibilidad o sensibilidad de un microe-

organismo particular a diversos antibidticos ¢ drogas, como

asi también informacién sobre el anlisis de constituyentes
particulares en la sangre, u otros liquidos biolégicos.
'En 1a patente belga N° 001.532 del 28 de Febrero de

1967, se describe antibidticos o agentes gquimioterapbuticos

liofilizados (secados por congelacidn en diversas concentrae

ciones, incluyendo un testigo, en celdas separadas que estin
dispuestas en columnas e hileras en una bandeja para enséyar
la resistencia de microorganismos a antiﬁidticos o agentes,

Apéndices de retencién se proyectan desde la base de las cel-

das de cultivo para rebener el material liofilizado en las

. celdas individuales. Tapas identificadoras cooperan con cada-

celda de manera de cerrar ¢ identificar los contenidos de ca-
da celda. En las celdas de ensayo puede estar presente, en es~

tado liofilizado, un medio ce cultivo y/o indicador. Las cel~
’ -
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das y las tapas son esencialmente transparentes para permi-
tir la observacién de los cultivos.

La patente norteamericana N¢ 3.713.§85 de Astle, con-
cedida el 30 de Enero de 1973, describe una serie de reacti-
vos biolégicos en una ;erie de tasas, en una tira, o paleta,
teniendo la tira colas de milano para trabar 1on¢itudinalmen-
te entre si un grupo de las tiras de modo de formar una ban-
deja. Sé describe una cubierta de lamina paﬁa proteger los
contenidos liofilizados durante el almacenamiento, con re=
constitucidén de los conten%dos en el moments del uso, El me=-
ﬁio de cultivo y los organismos a ensayar son agregados se-
cuencialmente y por separédo en el momento del uso, de mane-
ra qﬁe se redispersa primeramente el reactivo testigo. Luego
se inocula e incuba; ' | .

- La cantidad de antibidtico que esti presente para la

inhibicidn del crecimiento de microorganismos patégnuos esta

comprendida a menudo en la gama de aproximadamente 0,1 a 250

.pg/ml. Siendo 0,2 ml de solucién una muestra de ensayo de ta-

mafio conveniente, la cantidad de antibidtico en una serie de
chmaras estard comprendida aproximadamente entre 0,02 y 50 ug.
Estas cantidades son tan pequeiias que la simple vista no se-~
rfa capaz de confirmar su presencia en las cfimaras dé ensayo s
Utilizando poli(vinil pirrolidona) como agente forma-
dor de 'cuerpo soluble en aguz y portador de retencién de an-
tibidtico, particularmente cuando se introduce la poli(vinil
pirrolidona) y el antibidtico en cimaras de ensayo eﬂ solu=
cién acuosa, ¥ luego se los congela y se los seca, el anti=-

biético forma cuerpo en la espuma de poli(vinil pirrclidona)
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y ambos son mantenidos adhesivemente en la cimara de ensayo,
y se comprucba conclusivamente su presencia en la cémara de
ensayo pdr pbservacidn visual en el momento'del uso, La visi~
bilidad de la espuma proporciona confirmacién fisica de la
prescncisa del antibiético, v constiture un factor de confiane
za psicoldgica para el usuario, ‘ |
La poli(vinil pirrolidona) secada facilita la disolu=-
cibn del.antibiético, puesto que lo mantieneffinamente sub«
dividido y es soluble ella misma, La poli(vinil pirrolidona)'
es biolégicamente inerte. Se la ha utilizado cono extendedor
ée sangre, y en muchos ambieﬁtes biolégicos. En la U.S. Phar-
macopoeia se la ha incluido como "Povidone!, y sus usos bio~
l8gicos son ya conocidos. Es tan inerte que una cantidad de B
menos de 250 hasta por lo msnos 10.000 [ug/ml es satisfactoria

para formar una esponja capaz de contener el. antibidtico. Es

. conveniente una concentracién preferida de 2.000 pg/ml. Esto

proporcicna 405 fog por cada recipiente de ensayo de 0,2 ml;
lo cual es conveniente tanto desde el punto de vista de la
constitucibén como de la reconstitucién, y también fesulta fa-
cilmente visible bajo la forma de una espuma para confirmar

la presencia tanto de la poli(vinil pirrolidona) como del an-

tibidtico. . -

De preferencia se emplea la misma concentracién de ﬁo—
1i(vinil pix;rolidona) en cada chimara de ensayo para reducir
la cantidad de variables, y permite que la observacién visual
confirme que cada calidad esti uniformemente llenada,

A menudo se emplea una cantidad que no contiene anti-

bidtico a fin de confirmar las caracterfsticas de erecimicn-
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to en auseﬁcia de cualguier ighibiciéﬁ, o para confirmar la
esterilidad del equipo.de ensayo. Estz chmara de cnsayo pue~
de contener opcionalmente poli(wvinil pirroiidona) ccmo tes-
tigo.

- E1 equipo de ensayo debe ser estéril de modo que sola-~
mente el organismo bajo ensayo seri cultivado, Se empleca téc-
nicas de‘esterilizacién durante el llenado y secado. Algu-
nas sufsfancias controladoras de antibidticés o de crecimien~
to, que afectan la naturaleza de, y que actfan como, agente
inhibidor de microorganismos, pueden ser esterilizadas in si-
su mediante éxido de etbleno, radiacidén, calor u otros agente
coﬁpatible con la substancia controladora de crecimiento, Cier-
ﬁas de las drogas del tipo sulfa son muy etables bajo proce-
sos de esteril%zacién.

' .AI disponer de una cantidad de plac;s de ensayo con ca-
vidades en cada una, se puede emplear un antibiético separado

en cada placa de ensayo. Diferentes pacientes en un hospital

pueden tener diferentes espectros de antibidticos que deben

ser cnsayados,

¢

Al ser apilables, se puedg manipular una pila de 5.6
10 como una sola unidad en incubacidn y slmacenamiento, Se
puede apilar convénientemente una pluralidad de placas de en~
sayo, 5 6 10, con un agente deshidratante en una bolsa hasta
el momeﬁto del uso. Se puede emplear una bolsa de lamina pa-
ra obtener maxima proteccién contra la humedad,

En los dibujos que se acompafias

La Fige. 1 es un corte de una placa de cultivo con una

tapa de cierre eléstico de material plistico que cierra las
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cavidades individuales, mostrandoe el antibidtico en una espu-
ma de poli(vinil pirrolidona);

La Fig. 2 es una vista de una tapa'de clierre eléético
de maﬁeriél plastico;

La Fig., 3 es un corte de una cavidad llenada con una.
solucién iiquida de antibiético y poli(vinil pirrolidoné);

La Fig, 4 es un corte de la cavidad después de haber
sido‘conéelado y secado el liquido para formar una espuma;

La Fig, 5 muestra un corte de la cavidad con la tapa
de cierre elistico en posic?én; T
' La Fig. 6 muestra los contenidos de una cavidad al ser

.

La Fig. 7 muestra un corte de una cavidad con la tapa
de cierre elhstico en posicidn, mostrando el lfquido claro ya
sea ;ntés del crecimiento de cualguier microorganismo o ha-
biéndose inhibidoe el crecimiento; *

La Fig.w8 muestra una cavidad individual con la tapa
de cierre elistico en posicién, conteniendo un lfquido nebu-
loso o turbio resultante de la propagacién de microorgarismos

en el misuo;

La Fig, § es una vista en perspectiva que muestra un

-grupo de placas de ensayo en cada una de dos bolsas de mate-

rial plistico que estén incluidas herméticamente en una en-
voltura de l&mina a prueba de humedad;
La Fig. 10 es una vista en perspectiva de una placa

de ensayo de cultivo individual;

La Fig. 1l es una vista lateral en elevacién de una

"placa de ensayo de cultivo individual;
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La Pig. 12 es una vistavde extreio de una placa de en-
sayo de cultivo; y '

La Fig. 13 es una vista de extremo de una pila de 5 pla-
cas de ensayb de cultive apiladas para Transporte o manipula-
cidn, - 4 . ‘

Segln se-puede ver en las Figs. 1 y 10, la placa de en-
sayo de cultivo bioldgico 21 consiste en una pla%afdrma'plaua
22 gue tiene una serie de cavidades rectanguiarés'zz. Cada ca-
vidad rectangular tiene un fondo plane 24 y paredes aproxima-
damente rectangulares 25. Utilizando Paredes’ aproximadamente
Paralelas, sc puede hacer pasar luz 2 través de dos paredes
apro;imadamente paralelas con una mfnima deformacidn o dcsvia—_
cibén; esto permite una inspeccidn ya sea visual o mediante un
diépositivo éptico mechnico para medir la turbidez de maberia=-
les que ge encuentran cn la cavidad. Es deseable que la cavi- '
dad tenga una leve inclinacidn de sué paredes laterales coi-.
prendida en laugama de aproximadamente 1/2 a 4° puesto que es-
ta inclinacidén permite el moldeo de cavidades y el retirﬁ del
mandril de moldeo, En ausencia de inclinacién, resulta més di-
ficil retirar el mandril; y, si la inclinacién es aproximada-
mente mayor que 4°, la cavidad comienza a resultar alg6 pris=-
mitica en su accifn sobre la luz,

Seglin se puede ver en la Fig. 1, para la forma especi~
fica de-realizaciGn ilustrada, hay una serie de 10 cavidades.
Es evidente que la cantidad de cavidades puede ser distinta,
pero 10 es una cantidad conveniente para la mayorfa de fina-

lidédeé de =znsayo.

En el frente de la plataforma plana 22 se encuentra un
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faldén frontal que se extiende hacia abajo 26, El faldén fron-
tal proporciona rigidez adicional y también tiene un grupo de
muescas orientatoras 27. Cada muesca orientadora se encuentra

en una relacidn espacial coordinada con respecto a una cavis

.dad. Convenientemente las muescas estin centradas comn respec-

to a cada cavidad y sirven ﬁéra~la finalidad de orientar la
placa.de ensayo con respecto a un dispositivoxde-iecturé cuarne-
do se emﬁlea un sistena dé alimentacidén mecinica en relacién
con un sistema de lectura por densidad electrodptica.

.. Convenientemente, aunque no necesariamente, se puede

proveer un falddn posterior 28 en la parte posterior de 1

. plataforma plana. También, adyacentemente a la parte poste-

rior de la plataforma, se encuentra una nervadura que es de

refuerzo 29, Esta nervadura esti levemente adelgazada por ra—-

zones de conveniencia de moldeo y se extiende hacia abajo des-
de la plataforma plana sobre una dista?cia suficiente para que
la placa de eﬁsayo descanse horizontalmente sobre una supere
ficie plana horizontal, De preferencia, la nervadura de ré—
fuerzo y las cavidades tienen un plano de fondo comdn} Esto
permite que las placas de ensayo de cultivo descansen en for-
ma plana sobre una superficie de trabaj6 durante el llenado

y cultivo, y también permite apilar las placas de ensayo sin
que tiendan a volcarse., ‘

Eﬁ los extremos de la placa de ensayo se encuentran aga=
rraderas de apilacién 30, Estas agar-raderas son inbteriormente
huecas y adelgazadas,; de mﬁdo'que las agrarraderas endajan
unas dentro de las otras cuando sc apila las placas de ensa-

yo. El frente y la parte posterior de las agarraderas son
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convenientemente extensiones del falddn frontal y del faldén
posterior 20 y'28 y tienen un miembro proyectado hacia arri-

ba 31 y una parte superior plana 32 en cada extremo, Las ex=

" tensiones de los faldones tienen un &ngulo tal que, cuando

estan apilados, cada conjunto encaja sin doblarse pero sin
un movimiento libre indeseable.

La parte superior de la plataforma plana,fenéima dé
la nervaaura de refuerzo, puede tener botones espaciadores
33. Estos bétones espaciadores 33 tienen un tamafio tal que,
cuandé se dispone en las cavidades las tapas de las mismas
de cierre elastico 34, a las'cuales se hari referencia més
‘adelante, la nervadura de refuerzo toma contacto con los bo-
tones espaciadores y proporcionan una apilacidn vertical unie
fdrme.

Para el transporte, incubacién y almacenamiento, se
cierra las cavidades y los contenidos quedan protegidos por
una tapa de céfidad de cierre eléstico .34, La tépa de cévi-
dad de cierre eléstico esti hecho con una hoja delgada 35 de
material plés#ico-flexible. Es levemente més grande que las
cavidades que deben ser cubiertas y tiene una serie de cie~
rres berméticos de cavidad rectangulares 36 que se proyectan
hacia abajs desde la misma.

Segn se puede ver en ias Figs. 2 ¥y 5, cada cierre her-
mético &e cavidad tiene una cogfiguracién rectbangular de un
tamafio tal que encaja en una cavidad‘rectangular 23« La ée-

paracién entre los mismos corresponde a la separaciédn en la

serie de cavidades rectangulares 23. Los cierres herméticos

.de cavidad son convenientemente huecos y se exticenden parciale
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- mente dentro de la cavidad en posicidén armada. Los rebordes

37 establecen convenientemente un ficil encaje a presién en
la cavided rectangﬁlar 23 de’mancra que se‘puede fhcilmente
retirar y volver a colocar la tana de cierre elastico 34 y,
cuando esti colocada en posicién, no se desprenderi bajo el
efecto de los esfucrzos de t}ansporte y de manipulacién. So-
bre la tapa de cierre ellstico esbd también prowvista una so=
. "'_
lapa para levantarla 38, La solapa para levantarla tiene en
parte un zrea texturizada 39, Se forma el firea texturizada
duranée el_mpldeo,iexﬁurizando el molde de modo que el area
texturizada resulta 4spera y acepta tinta o una etiqueta con
més facilidad que la superficie lica de la tapa de cierre
elfistico., La solapa de levantamiento se extiende éonveniente-"

ménte desde la tapa de cierrc elastico alrededor de la anchu-

ra de ia’tapa de cierre ellstico y, cuando se la dispone ha-

cia adentro, queda adosada contra la Qléca de ensayo cultiva-
da de manera qﬁe se puede levantar la solapa de levantamien-—
to 38 con la uiia de un dedo; pero se la puede hacer girar 180°
alrededor de un eje vertical de manera que la solapa de lew-

vantamiento se extiende hacia afuera como un rétulo de iden-

* tificacidn, ) -

El Area texturizada de la sdlapa de levantamiento de

la tapa de cierre eléstico, permite la identificacidn de una

" placa particular de ensavo de cultivo en una pila. Convenien-

te aunque no necesariamente, se puede proveer sobre la super-
fieie de la placa de ensayo de cultivo 21 una etiqueta ZO.
Convenientemente la etiqueta incluye el nombre del antibidtie-

co o agente activo, la identificacién en lo que se refiere al
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nlmero de la tanda, fechas y origem, y tiene lugar para el
nombre del paciente, la fecha del ensayo y obras informacio-
nes que se pueden agregar en el momento del.uso.

Los extremos de las agarraderas 30 pueden llevar una
leyenda moldeada 41, Es conveniente moldear una marca de fa=
brica o el nombre del fabricante en la superficic de la aga-
rradera para identificacidn. ,?4“:5.

El‘uso de la placa de ensayo de cultivo esth ilustra-
do en las Figs. 3 a 8. La placa de énsayo de cultivo esti
moldeada con 10 cavidades rectangulares. Segfin se puede ver

en la Fig, 3, se llena la cavidad con un antibiético 1liquide

-42 que contiene poli(vinil pirrolidona) como agente formador

de cuerpo soluble en agua y portador de retencidén de antibid-
tmco. La poli(vinil plrrolmdona) es bloléﬁ1camenue 1nertc y
no ejerce efecto sobre el antlblétmco, ni sobrec el medlo de
cultivo a los mlchO“ganlsmos; sin embargo, cuando se.la con-
gela ¥ se la seca, llena la cavidad con una esponjosidad que
se asemeja por su btextura a un "dulce de algoddn! quec retie-
ne en_posicién al antibidtico e impide la migracién &;l mis-
mo.

Seglin se puede ver en la Fig, 4, el lfquido con due
se ha llenado las cavidades ¢s congelads y secado para formar
un antibidtico secado en la poli(vinil pirrolidona) 43. Con-
venienteéente, se apila un grupo de las placas de ensayo &c .
cultivo sin las tapas de cierre hermético de las cavidades,
por ejemplo como se ilustra eu la Fig, 3, y se dispoile un gru-

po de estas pilas sobre los estantes de una cimara de congew

lacidén, sc congela los contenidos, sc evacla la cimara y se
)
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seca hasta el eétado de una esponja mediante técnicas conven-
cionales de liofilizacidn. Se protege la sequedad de la espon=
Ja colocando las tapas de cierre elistico de las cavidades v
se almacena en un ambiente seco hasta el momento del uso.

La Fig. 5 muestra la esponja secada con la tapa de cie-
rre eléstico de las cavidades en posicidén,

- En el momento del uso, segln se ilustra{én‘la>Fig. 6,
se agrega.un diluyente liquido a la esponja'ééca.

Comfinmente, utilizando la prictica de dilucién en tubo,
el diluyente liquido es un medio de cﬁltivo”abropiado 44 que
ha sido inoculado con un‘organismo de ensayo. De preferencia,
el organismo de ensayo se encuentra a una concentracidén no?ma-.'
lizada de modo que los resultados de las placas de ensayo son

cuantitativos ademls de cualitativos,

Tééricamenbe, selpuede mezclar el medio de culﬁivo mi§-'
mo con el antibidtico, secarlos y mantenerlos en almzcenamien—
to de modo que golamente sea necesario agregar, en el momento
del uso, el organismo de ensayo y un diluyente inerte, por
ejemplo agua. Se prefiere agregar el medio de cultifg con el
organismo de ensayo (1) debido a que se puede agregar el or-
ganismo de ensayo al medio de cultivo antes de que sea égre-
gado, para evitar una doble adicidn, (2) se puede elegir un
medio de cultivo que es particﬁlarmente apropiado pal'a un or-
ganismo ée ensayo especifico, ¥ (3) la concentracidn del orga;
nismo de ensayo es uniforme para todos los ensayos. liuchos
medios de cultivo deshidratados son higroscépicos, y por su

atraccién de la humedad, podrian acelerar la destrucciﬂn de

algunos antibidticos. Diferentes laboratorios prefieren di-
' P :
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ferentes medios'de cultivo para diferentes organismos, o afin
para el misno organismo.'Agregando el organismo, que se debe
ensayar en el medio de culfiﬁq, se logra una flexibilidad adi-
cional en la seleccién del medio de cultive. Ademfs, en au=
sencia del medio de cultive, existe un riesgo minimo de gue
esté présente un sistema que ﬁodria favorecer el crecimiento
bacteriano durante el almacenam;enbo. .

En la Fige. 7 ég nuestra una cavidad que contiene una
solucién clara 45. Después de haberse disuelto la esponja y
gi antibidtico en el medio de cultivo, la soluciém resulta
clara, Si hay suficiente ‘antibibtico para inhibir el creci-
miento del organismo de ensayo, la solucién permanece clara;
en caso contrario, el microorganismo crecc y hari que la so=
lucidn se vuelva nebulosa sezin se indica en 46 en la Fig., 8.

Una solucién clara 45 no nuestra erecimiento bacteria=
no. En cambio, la solucién nebulosa 49 ruestra crecimiento
bacberiano. ” )
La lectura de las soluciones para determinar el creci-

miento bacteriano puede ser ya sea por iaspeccidén visual, o

se la puede llevar a cabo mediante un equipo electrobptico

- tal como un lector fotosensible y una luz de intensidad cons-

tante, La luz puede tgner una longitud de ondas o color selec~
cionados, de acuerdo con la solucién. Se puede emplear lecto-

res separados para cada celda o se puede emplear el mismo lec-
tor para un grupo de 10 celdas en seric ;n una placa de ensa=

yo de cultivo, |

Para transporte y almacenamiento, se pucde incluir con-
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-venientemenbe en una envol bura de material pléastico ,7, se—

gln sec 1lustra en la fig, 9, un grupo de 5 placas de ensayo

en una pila. Se puede disponer también en la envoltura un de-

secante para asegurar sequedad. Se puede disponer entonces
dos o mis de estas envolturas de material pléistico en una en-
voltura externa de hoja 48. La’'envoltura exberna de hoja pue=~

de contener envolturas desccantes adicionales y se Ja cierra

herméticamente de modo de proteger su contenldos contra la

humedad ambiente durante un perfodo de tiempo prolongado,

Cudndo se la cierra herméticamente de eata manera, las

-

placas de ensayo de cultivo que estan presentes mantienen esen-

.clalmente su potencia original indicada durante varios meses

" ¥ es posible esperar que las placas de.ensayo resultarin sa-

tisfactorias durante por lo menos varios aiios.

El tamafio de las cavidades no es critico, pero un ta-

.

mafio de cavidad de 8 X 10 me en la parte superloP y5X8m

en el fondc, con una profundldad de 9 mm, permlte trabaaar

con 0,2 ml de fluldo con las cavidades llenadas aproximada-
mente hasta la mitad, y permite un tamafio conveniente para

el trabajo con el consumo de una cantidad mfnima de reacti-
vos y materiales., Sc obtiene bucnés resultados con un espew-
sor de las celdas mismas, de la placa de ensayo y de las aga-
rraderas, de aproalmadamcn e 0,8 mm. Este espesor representa
un término medio entre que las partes sean suficlentemente
gruesas para btener resistencia, y suficientemente delgadas
para requerir un minimo de material, Con un espesor de esta

clase, las placas de ensayo de cultivos resultan suficiente-

mente fuertes para ser reuntilizadas, si asf fuera convenicnte,
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perc también son suficientemente econdmicas para que por lo

general resulte mas barato considerar como descartables las

.-

placas de ensayo.
EJ EMPLQ

Se provee ¢l antibidtico que debe ser ensayado en la
gama de dilucidn de dos Veces; que es de in£erés, comenzando
con diez frascos de 4 1t en el priﬁero de los puales.se in-
troduce G.g de pdli(vinil pirrolidona) (Pévié;ne UsP) y 3 1t
de agua triple destilada. En cads uno de 165 otros nueve fras—
QQSjse,introduce_3hg de pélifyinil pirrolidéna) y 1500 ml de
agua triple destilada, -

Al primer frasco se agrega 200,25 mg de clorhidrato de
tetraciclina, después de lo cual se sacude el frasco hasta
qué se han disueltos sus contenidos y han quedado uniformemen—
‘e distribuidos. Se introd;ce entonces la mit;d de los conte-
nidos del Lrimer frasco en el segundo frasco y se sacude este
altimo con sus>%ontepidos hasta que quedan unifotmes. Se agre~
ga entonces la mitad de los contenidos del segundo frasco al
tercer frasco, ebe, y se continfa la serie hasta qqusé ha obe
tenido en el noveno frasco la dilucidén seriada de dos veces.
Se descarta la solucién diluida en exceso contenida en el no-
veno frascé. El noveno frasco contiene solamente poli(vinil .
pi?rolidona) ¥y agua triple destilada. Se le ppede dejar vacfo.

Se filtra bajo condiciones estériles los contenidos de
cada frasco en botellas de reactivo de 2 1t a las cuaios se
tapa v se las manﬁiene en ﬁn bafio de agua énfriada cod'hielo

para su llenado mediante técnicas estériles, No se debe re-

tardar indebidaneate el llenade. Las soluciones peirmanecen



15

20

25

" ensayo, se apila las placas de ensayo v se las dispone en bas-

normalmente estables y sin cambio durante por lo menos 24 hr
si se las mantiene en frio, pero es preferible realiiar de
inmediato el llenado para asegurarse contra'pérdidas de po-
tencia, .
Se introduce 2/10 ml de los contenidos de cada uno de
16s frascos en las respectivas cavidades de una placa de en;
7{ N -
P

'Se llena las cavidades en un total de”'5.000. placas de

sayo individual.

»

tidores en una cimara fria, Se refrigera previamente la cama-
P

.,

ra fria manteniéndola a una temperatura inferior a -40°C, man~

- tenidndose el enfriamiento de los estantes hasta gque los con-

tenidos de todas las cavidades en todas las placas dc ensayo

se han congel ado hasfa formar un s6lido, Esto debe producir-

. .

se en menos de 12 hr, Nespués de la congelacidn, se evacfia la :
cémara fria hasta ura presién total menor de 100 micrones,
después de lo cual se eleva la teomperatura en los estantes

hasta aprosximadamenve 10°C y se mantiene esta temperatura-has-

- ta que sondas de temperatura provistas en el conjunto indican

que la temperatura dentro de las cavidades se encuentra apré-
ximadamente entre 5 y 10°C de la temperatura de los estantes
mismds. Se calienta entonces los éstantes hasta aproximadamen-
te 30°C y, después de haberée calentado apropiadamente las
placas de ensayo, se aumenta la temperatura hasta 40°C y se
mantiene asf{ la chmara duranﬁe.4 hr. En este punto los cone
tenidos de cada cavidad se han secado completamente,

Mientras se continfia el uso de técnicas estériles, se

coloca tapas de cierre cléstico de las cavidades sobre las
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le coloca en una envoltura de material plastico de polietile-

cavidades de la placa de ensayo secada y se apila uﬁ conjun-
to de'cinco placas de eﬁsayo bor razones de conveniencia y se
no, Se coloca un paquebe de 5 g de gel de sflice en cada una
de las envolturas de material plastico para facilitar el man-
tenimiente de la sequedad, Se dispone entonces dos de estas
envolturau, que centiencn 5 placau de ensayo, en‘una bolsx-
ta de hoga externa, siendo dicha envoltura erterna de hoja

esenclalmente impermeable a la humedad y manteniendo las se~

quedad de las placas de ensayo durante un periodo prolongado

de por lo nenos meses y probablemente durante por lo menos va-
rios afios, por no decir indefinidamente,
Las placas de ensayo de culbivo tienen una etiqueta

sobre cada una de ellas que indica el antibidtico particular

y su concentracidn en cada una de las cavidades, con espacio
para datos de identificacidn en lo que se refiere a fecha, el
pa;iente ¥y las'condiciones de ensayo bajo las cuales se cm~
pleé la placa de énsayo de cultivo. Se empaqueta.qpa cantidad
de envolturas de hojas en un recipiente de transpobée; basan~-
dose la cantidad en el consumo de los clientes.

Cuando se las ha llenado en esta manera, las cavidades

contienen: T . .

+
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TABLA I

Cavidad Clorhidraﬁo de : .

Re Tetraciclina
1 12,5 me + 10% de éxéeéso + 400 pg de providone
2 - 6,25 pg - " u
3 3,125 pg R R : u
4 - 1,56 pg ;f ;/", i
5 C,78 g - T o ?/ 1
6 0,39 pe o u
7 0,195 pg _ n . - n
8 0,098 pmz -~ n 1
9 0;049 ng u ' u

lo 0’00 Iug i i

Se utiliza convenientemente l;s placas de ensayo de ]
cultivo para cualquier:antibidético o agente de contrnl tera-
péutico tal cogo penicilina, ampicilina, clindamicina, eri-
tromicina, meticilina, tetraciclina, demetilclortetracicli-

na, 7-dimetilamino~6-demetil-6~deoxitetraciclina, minocicli-

_na, cefalotina, gentamicina, colistina, carbenicilina, clor-

anfenicol, kanamicina y cualquiers de las sulfonamidas;

Se puede utilizar otros anbibidticos, ya sea los co-
nocidos o los que todavia quedan por descubrir (si cualquie-
ra de lés antibiéticos requiere una gama distinta de 1la in=
dicada, se podri modificar la concentracién), pero con la

amplia gama cubierta por las nueve diluciones en lasg vavida~

.des, - se podri obtener la dosificacién apropiada para la mayo-

ria de los antibidticos.
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La décima cavidad carece de antibiético y por lo tan-

to, si se la inocula con el microorganismo de ensayo, mostra-

r4 el crecimiento del microorganismo bajo condiciones no ine

hibidas; o, si no se la inocula, se la puede usar para compro-

bar que no estén presentes contaminantes.,

La cantidad de placas de cnsayo de culbtivo y la elec-
cidn dé las placas de ensayo de cuitivc, cada una con un di=-
ferente éntibiético,méependeré de las prefeﬁéhcias del equi;
po médico que utiliza esta facilidad,

En el momento del uso, se pipeta alfcuotas de .caldo
inoculado con el cultivo-bac%eriano que debe ser ensayado,
en‘cada cavidad de la placa despuds de lo cual se incuba las
placas durante un ?iempo especifico a una temperabura indica-
da., Se leec el ensayo mediante inspeccién visual para comprobar
crgcimiento de acuerdo con lo in@icado ﬁor ia turbidez o bien -
la avsencia de crecimiento; segin queda indicado por una sus-
pensién ne turbia. Se define el punto final como la cavidad
que confiene la concentracién mds baja de antibidtico siﬁ cre=
cimiento microbiano detectuble., La cavidad testigu.gn éada
placa, que carece de agente antimicrobiano, sirve como una

niedida del crecimiento no inhibido del ‘cultivo bacteriano.

Se observa un crecimiento fAcilmente discernible en

la mayoria de los casos en 4 a 6 hr para bacterias de creci-

miento ripido. Un punto final de Concentracidn Inhibidora Mi-
nima (CIM), tomado en este momento, ha demostrado ser equiva=-
lente a puntos finales tomados después de 18 hr de inéubacién
en ensayos llevados a cabo con microorganismos cuyo crecimiens

to cs répido. Ademds, los ensayos llevados a cabo con bacte-
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rias que manificstan un.régimen de crecimiento més lento, in-
dican que se puede encoutrar CIM preliminares despuds de 4 a
6 hr de incubacién, aunque se debe incubar ias placas duran-
te el total de 18 hr para obtener los fesultados finales.

Se define el bunto final come la cavidad que contie~

ﬂe.aquella concentracidn de agente antimicrobiano para la
cual no hay crecimiento microbiano'detectablefvisuaimente es=-
timado cémo turbidez confluente o cantidadégﬁrazonables de
fluculacién o racimos de bacterias, .
‘ .“gﬁg.Leyé;brumosidad 0 una pequeiia cantidad de particu-
las que se observan en el fondo de una cavidad, no constitu~
Yen crecimiento,

Se obtiene la CIM, en microgramo o unidades por mili-

litro, multiplicando per 5 el correspondiense valor del con-

tepido‘impreso adyacentemente a la cavidad que no demuestra
crecimiento, . .

El uso de la poli(vinil pirrolidona) de la prescnte in-
'Yencién permite evitar dos importante problemas que se encuen-
tran la preparacidn y el uso dé equipos de ensayo &;"ia técni-
ca anterior,

En primer luéar, puesto que la Eantidad-derantibiético
en la§ ca%idades es una cantidad diminuta (micrograme) y es-
t& sériadgmente diluida y secada por congelacidn en la suce-
sién de clmaras, resulta diffcil determinar visualmente, des-
de un punto de vista de control de calidad, si una determina-
da chmara contienc cualcuier antibiético. La adicién de la po=

1i(vinil pirrolidona), como agente formador de cuerpo, hace

mis f&eil la deteccidn visual,
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En segundo lugar,. el uso de la poli(vinil pirrolidona),
Junuamente con un antibidtico, produce un tapdn de espuma se-
cada por congelacidn que tiene una consistencia similar a la
del "dulee de algodén', que encaja ajustadamente en la cima-
ray ée adhiere al fondo y los costados de la misma, Esta com=
binacién es coﬁsiderablementé menos probable que se desprenda

de la.cavidad durante el cierre y apertura de lag placas, y

3
4

durante el transporte y almacenamiento, e

Se lleva fAcilmente a solucidn acuosa la poli(vinil pi~

‘rrrolldona) con el ant;blétlco y se la inocula’ lueﬂo fécilmen=-

te con el caldo nubtritive acuoso. Ademis, la poll(Vlnll pmrrc-

L lidona) ne reaccilona con el antibiético, ni afecta su poten=

cia, ni las caracteristicas de crecimieénto de organismos pa-
tégenos.

" Descrita suflczen’aemen’oe la na‘hzraleza del invento, ;
a.s:[ como la manera de realizarss en la prédctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriomente_ indicadas 501 SuS=
coptibles de modificaciones de detelle en cuanto no al'pqrég '

su principio fundementals R
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. REIVINDICACIONES

, 1l,- Procedimiento para ensayar la susceptibilidad de
un microorganismo a los antibidticos, mediante una técnica de
dilueion seriada, caracterizado porque comprende: formar una
serie de concentraciones de soluciones en agua de un antibid-
tico en unz concentracidn uniforme de poli (vinil pirrolidona)
como agente formador de cuerpo soluble en agua y portador de
retencidn de antibidtico; introducir cantidades wniformes de
dichas series dg concentracione; en uwna serie de cdmaras de
ensayo; congelar y secar por congelacidén dicha serie de‘con-
centraciones; almacenar hasta el momento del uso; y reconsti-~
tuir el antibidtico en la poli (vinil pirrolidona) mediante la
adicidn de un medio de cultivo inoculado con un microorganismo
de ensayo; incubar; y leer entonces el crecimiento del microor-
genismo de ensayo.

2.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, caracte-
rizado perque el antibidtico estd presente en una serie de dilu
ciones de dos veces que incluye por lo menos parte de la gama de
1 a 10 microgramos/ml.

3.~ Procedimiento para ensayar la susceptibilidad de

un microorganismo & los anzibiéticos, t2l ¥ como queda sustan-

cialmente descrito en la presente Memoria,e ilustrado en los dibujos

adjuntos.
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