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El trabajo de valoracién de potencia antibidtica y constatacidn de
la exactitud en las concentraciones de droga declarada en cada uno
de los numerosos productos que con antibi6ticos aislados © combina-~
dos llegan a la Divisién para su analisis, nos han levado a seleccionar
cepas bacterianas y determinar las curvas de sensibilidad antibidtica en
cada caso, para lo cual hemos empleado el método que denominamos
placa-disco-cultivo, con diluciones en progresiones aritmeética, este ul-
timo procedimiento comparado con los recomendados por diversos au-
tores, (Corrins y col., 1954; CANDLER v SHaw, 1946; Jackson y Fin-
LAND, 1851; Rocer y col., 1955) lo consideramos con menos factores
de error por proporcionar lecturas mucho més precisas en un menor
nmere de placas {WELcrE, 1956). Creemos de interés dar a conocer
esta técnica a fin de que sea ensayada por cualquier persona que desee
verificarla.

Las cepas bacterianas que hemos utifizado en estas prusbas han
sido todas ellas aisladas de variados cuadros clinicos e identificadas
por los métodos usuales de laboratorio: a todas ellas les hemos probade
el grado de sensibilidad {Jacxson y Finvawp, 19511 o resistencia fren-
te a 14 antibidticos v 6 quimioterapicos, (MorarLes y Miranpa, 1954;
Morares, 1957); posteriormente al disponer de antibifticos standard en
viados por el Food and Drug Administration de Washington U.S5.A..
procedimos a estandarizar las curvas de sensibilidad de nuestras ce-
pas, las cuales nos han servide de base para la valoracién de la poten-
cia antibiotica de los numerosos preparados que informamos.
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MATERIALES ¥ METODOS

Materiales. Placas Petri con agar triptosa; discos de papel de fil-
tro de | mm. de espesor y 6 mm. de didmetro esterilizados v capaces
de absorver 0.01 ml.; frascos apropiados para las diluciones y solu-
ciones buffer estériles del pHl indicado para cada caso; cepas bacteria-
nas de sensibilidad conocida, recientemente transplantadas v emulsiona-
das en suero lisiolégico a una concentracién de 600 millones por wl.;
una pinza de extremo afilado y pipetas estériles.

Método. Después de una serie de estudios comparativos empleando
discos, cilindros y dilucién en tubos {Oswarp y Ranpavr, 1945; Co-
LUNS y col., 1954} hemos elegide para nuestras pruebas el método de
la placa-disco-cuitivo con diluciones del anfibidtice en progresiones arit-

mética v geométrica, empleando solamente dos placas para cada con-
ventracién,

Determinacion de la curva standard. Establecidas las conceniracio-
nes deseadas, ya sea en microgramos o unidades por ml. segtn el tipo
de antibi6tico, se procede a hacer las diluciones mantenieado en todo
momento Ja esterilidad. Las placas de cultivo que previamente han sido
controladas & 37'C. sen inoculadas con la suspensidn bacteriana ele-
gida, cultive de 24 horas, cubriendo tods la superficie v retirando el
exceso de indeulo; luego son colocados los discos imbibidos con las dis-
tintas concentraciones de antibidtico, en la superficie de las placas a
un radio de 2.8 cm. v a un angulo de separacién de 60°. Las placas
son incubadas durante 20 horas a 35" & 37°C., después de lo cual se
hace la lectura de las zonas de inhibicidn expresando el diimetro en
milimetros.

Como cjemplo vamos a determinar la curva standard de la Penie
cilina {F.D.A.} con la cepa N¢ 17, correspondiente a un estafilococo
coagulosa positivo, sensible a esta droga, para lo cual se hacen dilu-
ciones con fosfato buffer de pH 6.0 hasta poder llegar a obtener con-
centraciones de 0.02, €.03, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 unidades por ml.

Se utiliza un total de 12 placas para cada curva, o sea dos para
cada concentraciéon con seis lectura, a excepcién de la de 0.1 unidad
que la utilizamos como punto de referencia y va incluida en todas las
placas proporcionandonos 36 lecturas de la siguiente manera {Grove y
col., 1955}: en cada una de las placas sembradas con el germen elegi-
do son colocados 3 discos con 0.1 u. intercalados con 3 discos de cada
una de las otras concentraciones mencionadas, de este mode tendre-
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mos 36 determinaciones para el punto de referencia (0.1 u.} y 6 lec-
turas para cada una de las otras concentraciones {Laminas 1 y I1}).
Después de una incubacién de 20 horas a 37°C. se hace la lectura mi-
diendo los didmetros de las zonas de inhibicién. Se determina prime-
to el promedio de las lecturas del punto de referencia (0.1 u.) v hue-
go las lecturas promedio de cada una de las otras concentraciones. El
promedio obtenido de las 36 lecturas de 0.1 u. sirve como punto de
referencia para corregir el valor promedio de cada una de las otras lec-
- turas, para lo cual se establece primero el factor de correccion de la si-
guiente manera: determinado el valor promedio de las 36 lecturas de
0.1 u. que para este caso de la Penicilina fué 19.2 mm., se procede
a medir separadamente en cada grupo de dos placas el didmetro de in-
hibicién de 0.1 u.. si se toma por ejemplo las placas de 0.3 u. el pro-
medic parcial de 0.} en ellas es de 18.1 mm., este promedic parcial
sirve para establecer la relacidn con el promedio total de las 36 lectu-
ras y obtener el factor de correccién que puede resultar con signo po-
sitivo 0 negativo; en nuestro ejemplo se tiene:

Valor promedio de las 36 lecturas de 0.1 u. .. 19.2 mm.
Promedio parcial de las 6 lecturas de 0.1 u. en

las placas de la concentracidon de 0.3 u.

{Fig. SA vy 5B) ... .. i 18.1 mm.

Factor de correccion ....... .o evvnnn. N +1.1 mm.

En este caso siendo el valor promedio total mayor que el prome-
dio parcial, se resta de aquél v la diferencia es el factor de correc-
cién con signo positivo o sea +1.1.

Cuando el valor promedio parcial de la lectura de las dos placas
resulta mayor que el valor promedio total de 0.1 u., la diferencia es
e] factor de correccién con signo negativo; por ejemplo: en la placa
de la concentracién 0.4 u. (Figs. 6A y 6B):

Valor promedio total de las 36 lecturas de 0.1 u, 19.2 mm.
Valor promedio de las 6 lecturas de 0.1 u. en

las placas de la concentracién de 0.4 u. 19.3 mm.
Factor de correccion ..., ..... e cere  —0.1 mm.

El factor de correccidén gque se obtiene en cada una de las concen-
traciones, se suma o resta al valor promedio del diametro de inhibi-
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¢ién para cada concentracién, resultando de esto uma cifra que vonsti-
tuve ¢l punto corregido de la curva de dicha concentracién; asi para la

placa de 0.3 u. (Figs. 5A y 5B}:

Lectura promedio de 0.3 u. ... ... ... ... ... 24.3 mm.
Factor de Correctidn . oo e annn 1.1 mm.
Punto corregido ....... e e 25.4 mm.

Y para la concentracién de 0.4 u. {Figs. 6A v 6B}, se tHene:

Lectura promedio de 8.4 u. ... ... ... ... 27.1 mm,
Factor de corzeccion ... .ol —0.1 mm,
Punte corregido ............... R . 27.0 mm.

Anotamos estos valores corregidos de cada ura de las concentra-
ciones incluyendo el promedio del punto de correccidn en un papel se.
milogaritmico de doble ciclo, coloctando la concentracién en unidades co-
mo ordenadas y el diametro de la zona de inhibicién en mm. como
abscisa, uniendo estos puntos se tiene la curva standard de la cepa 17
como se pucde apreciar en la figura 7,

Certificacién de la potencia antibidtica de los productos que Hegan
a2 control, Para la certificacién de la potencia cuantitativa del antibid-
tico contenide en determinado producto, se procede a hacer la extrac.
cién y diluciones con soluciones apropiadas en cada caso de acuerdo
con las regulaciones vy métodos de ensayo que establece el Food and
Drug Administeation {Grove y col., 1955) v la U.S.P. 1955,

Como gjemplo citaremos los resultados obtenidos en un producte
recientemente examinado que declaraba 400,000 unidades de penicilina
{Pronapen, Fig. 8).

El coatenide del frasce se diluye convenientemente com fosfato
buffer pH 6.0 hasta un volumen que permita obtener una concentra-~
cion de 100 unidades por ml., a partir de la cual por diluciones sucesi-
vas se obtienen las concentraciones equivalentes a 0.02, 0.03, 0.05,
0.1, 0.2, 0.3, 0.4 unidades por mi.: Juege se procede a realizar la
prueba como Jo hemos descrito para la determinacién de la curva stan-
dard {Fig. 7).

Se obtienen las lecturas promedio de las zonas de inhibicion del
standard v del problema, se procede al trazado de las curvas obtenidas
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en papel semilogaritmico de doble ciclo: cuando el producto ensayado
tiene mayor concentracién que la que declara, el trazado de la curva
estara siempre a la derecha del standard como en este caso (Fig. 8);
si no tiene la concentracién que declara, la curva estara situada a la iz-
quierda del standard (Fig. 9, Cepa 3).

La estimacién del porcentaje de actividad se obtiene comparando
los resultados del problema y del standard. Asi por ejemplo para la
concentracion 0.1 unidad, el standard muestra su actividad con un dia-
metro de 19.2 mm. y el problema con un didmetro de 20.1 mm.

Calculo de potencia. 5i consideramos 19.2 mm. como 100% de ac-
tividad; 20.1 mm. a cuédnto correspondera:

20.1 X 1GC0
— = 104.6%
19.2

I

Con el objeto de obtener mayor precisién se puede proceder a in-
terpolar todos los deméas puntos de la curva problema con el standard
y sacar un porcentaje promedio. En nuestro caso, interpolando los pun-
tos cenfrales, el porcentaje promedio para el producto de 400,000 uni-
dades, fué de 105.1 por ciento. Los requerimientos minimos de poten-
cia para penicilina de esta concentraciéon determman que deben tener
no menos del 83 por ciento de actividad. En consecuencia el producto
controlado al tener 105.1 por ciento de actividad reiine las condicio-
nes requeridas y contiene un exceso sobre Ias unidades que declara.

Las figuras 9 v 10 corresponden a las curvas standard de los an-
tibidticos cloramfenicol v tetraciclina (Kock, 1955) realizadas con cua-
tro cepas de distinto grado de sensibilidad y que pueden ser usadas pa-
ra la determinacion y certificacién de potencia de los antibidticos men-
cionados en cualquiera de sus formas de presentacion.

Igual procedimiento hemos seguido con otros antibiéticos, cuyos re-
sultados seran motivo de una comunicacién posterior.

SUMARIO

Presentamos el método de la placa-disco-cultivo adaptado con li-
geras variantes para la determinacion de curvas standard y certifica-
cién de potencia antibi6tica.

Hemos estandarizado por este método la sensibilidad de nuestras
cepas frente a antibiéticos proporcionados por el Food and Drug Ad-
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ministration. Con estas cepas asi estandarizadas, efectuamos la deter~
minacién vy certificacion de potencia antibidtica de los productos que
Hegan a la Division de Control Técnico del I.N.5. P, en las diferentes
formas de presentacién, solos o asociados a otras drogas,

Recomendamos este método por comsiderarlo con menos factores
de error que otros..

SUMMARY

The “placa-disco-cultive” method, for antibiotic testing, has been
adopted, with slight modifications, by the Instituto Nacional de Salud
Pibilica for determining stendard curves and certification of antibiotic
potency.

The sensitively of Institute strains of bacteria were standardized
against antibiotics supplied by the Food and Drug Administration, U
S.A. Using these standards, samples of antibiotics submitted to the 1.
N.S.P. for potency. are being routinely performed.

It is believed that the recommended modifications to the test make
the technigue liable to fewer errors.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS
LAMINAS 1 Y 1I

Figs. 1A .. 8B .~ Desarrollo de la corva standard de Penicilina {F.ILA.) fren.
te @ cepa Ne 17, correspondiente a un sstafilococo coagulasa positivo.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS
Ldmina T4 -

Pigs. 7-8.~Curva standerd de Peniciling (fig. 7} comparada con le correspon-
diente 2 Ia del Prooapen (fig. 8}.

PBigs. 910, ~LCurvas standard de Cloranfenicol {fig. 9} v Tetrasichna {Hg. 10}
obtenidas con cuatro diferentes cepas bacterianas.



