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OBJETIVOS

-— Comparar el método tradicionsl de curva esténdar {diseiio
5+1) con los diseflos 2+2 y 6x6, realizando un anélisis
estadistico.

== Concluir qué método ofrece mayores ventajas o sl no exis
ten diferencias estadisticas significativas entre ellos.

-— Permitir la eleccidn del método que pueda reunir enton-
ces, factores ventajosos como economla, niimero de mucs-
tras a analizar y tiempo de andlisis.



INTRODUCCION

Un antibidtico ss define, por lo general come una susS-
tancis quimica, producto del metabolismo secundaric de un mi-
croorganismo, que e85 capaz de matar o inhibir el desarrolle
de otros microorganismos (4),

Los entibibticos interfieren con el crecimiento y multi
plicacién de bacterias susceptibles, esta interferencia puede
llevarse a cabo por difersntes caminos, lo cual no es extrafio
puesto que 108 antibiéticos tienen diferentes grupos quimicos
que interactian con los componentes celulares dandc por resul
tado la actividad antimicrobiana. De esta forma los antibidti
cos pueden agruparse de acuerdo al sitic de la célula que ata
can. Los principales sitios de accién son: pared celular, mem
brana, metabolismo, sintesis de proteinas y replicacibn del
bcido nucleico (4) (22) (16).

Durante largos aflos, se supo que los microorganismos po
disn a vecesa combatirse unos con otros,. El fénomeno ya se ha-—
bia seflalado en 1874, y lo mencionaban Pasteur y Joubert en
1877, en que mositraron que se destruyd el bacllo del #&ntrax
cuando el cultivo se contaminé con otras bacterias. En 1940
Chain y colaboradores usaron zonas de inhibicién para determi
nar la actividad de la penicilina que aislaron y purificaron,
esto suglrid la ldea de que el tamaflo de la zona fuera 1la ba-—
§¢ para una comparacién cuantitativa con una penicllina de re
ferencia. Abraham y colaboradores y Foster y Woodruff inveati
garon muchos de los factores que influyen en ios_resultudos y
compararon las ventajas y desventajas del método de difusidn
en agar con el turbidimétrico. En el aflo de 1946 Cooper y
Wogdman publicaron un :trabajo en donde exponian 1los aspectos
tefricos incluidos en los métodos de difusién (10) (14).

Durante- 1os Gltimos 40 afios, la cbtencidn de antibidti-
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cos se ha desarrolladeo rédpidemente y sin dude esto puede de-
berse a que Be he contado con métodes adecuados, on dends e
han cuantificado las sustancias antimicrobvianas durantie el
proceas de purificacién.

Los . métodos microbioldgicos pusden conducir a un mayor
error que los métodos quimicoa, pero si al primero se le dan
las condicicones éptimas para que tanto el microorganismo como
el antibidético y sus factores inherentes al ensayo sean los
mé&s iddneos, se lograrf una mayor sensibilidad que la que se
obtiene por el quimico, por lo que el resultadc microbioldgi-
co es concluyente., Mier adelante se discutirén estas condicio~
nes, por el momento se resumirdn las siguientes (12):

a) La composicién del medic nutritive debe establecersae muy
bilen, ya que alguncs des los componente#s pueden afectar a cier
tos antibidéticos, lo que ha llevado al desarrollo de medios
exclusivos parﬁ el ensayo de éstos. La profundidad del medio
¥y el grado de hidratacién del gel de agar también deben esta~
blecerse.

b) La cantidad de indculo debe seor constante, as{ como la ve~
1ocidad de crecimiento, 81 el indculo es grande, las zonas de
inhibicién pueden no ser claras. Los ensayos de los antibiéti
cos se deben llevar a cabo con cepas microblanas especificas,
de penagibilidad antibiética conocida {por lo que se recomien-
da obtener cepas de colacciones microblanas de refersncia).
e} El tiempo de incubacién y la temperatura deben ser constan
tes, ya que estos dos factores afectan la difusidén del anti-
bidtice y la velocidad de crecimiento del microorganismo. Si
el periodo de incubacidn es large, puede ocurrir crecimiento
dentro de las zonas de inhibicibn.

d) Para resultados exactos el ensayo dobe repetirse varias ve
ces y el difimetro de las zonas producidas comparado estadisti
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camente con concentraciones, conocidas del antibidtico que se
utilice como referencia.

Al cumplir con estas condiciones se obtiene un buen en-
seyo y se determina que el difmetro de la zona'de inhibiclén
alrededor del depdsito de antibidtico.es proporcional al loga-
ritmo de la concentracidn del mismo.



I GENERALIDADES
1. Teoria de la formacién de las zonas de inhibiciédn.

El método de difusidn en agar empezd a emplearse Cuan-
titativemente a partir de los trabajos hechos por Chain y ¢o
laboradores en 1940, al introducir estos ensayos en loe pro-
cesos de purificacién de la penicilina,

El sistema en general comprende: un medioc de agar nu-
tritiveo inoculado con una suspensién del microorganismo de
prueba en la forma vegetativa (o de espora), la suspensidn
se haré a partir de un microorganismo incubado para lograr
le fase lag (o en el caso de utilizar un microorganismo espo
rulado més alléd de la fase lag). El 1limite de la zone de in-
hibic1ién seri donde haya suficlientes célulms que absorben o
do el antibibdtico impidiendo 1la difusidn adiclonal del mismo
(2).

1.1. Las leyes de difusién. La difusién puede definirse como
el proceso por el cual los moevimientos que producen al azar
las moléculas, transfieren material de una posicidn a otra,
Se considera un sistema en el cual no se ha alcanzado el e-
quilibrio y, en donde, dos diferentes concentraciones esthn
a los. lados (C1 y Cz). En el Area &, entre las dos concentra
ciones, y a una pequefia distancia dx en &ngulo recto, habré
un gradiente de concentraclédn dc/dx, en un pequefio intervale
de tiempo dt. Si la cantidad de sustancia que llega a % es
dm, serd proporcional al Area &, al tiempo y al gradiente de
concentracibn. Lo anterior'puede representarse por medio de

la siguiente f6rmulas (14):
dec

dn = -D A=

=34




donde D es la constante de proporcionalidad que se define co-
mo el coeficiente de difusién. Esta es una representacién ma-
temAtica de la ley de Fick,

La velocidad de difusién a través del agar depende de
la concentracidn de antibidtico en el depdsito, el tamafio y
la forma de la molécula del antibibdtico, la viscocidad del
agar, la temperatura y de otros agentes como el contenido i6-
nico del medio. Para un antibibtico determinado, la velocidad
de difusién en un medio definido bajo condicienes de prueba
controlados puede determinarse experimentalmente y expresarse
como una constante (coeficiente de difusidén). En condiciones
de prueba &ptimas, la digtancla alcanzada por una concentra-—
cibdn particular de un antibidtico en un perifiodo de tiempo da-
do es proporcional a la cantidad de antibidtico en el depési-
to (2).

Una vez que la difusién ha empezado, se inician dos pro
cesos simulténeamente, en el primero, la difusién del antibi
tice en forma radial a partir del depésito, produce un gra-—
diente de concentracidn que cambia gradualmente. Al mismo
tiempo, el microorganismo empleza a metabolizar y después de
la fase-lag iniciel, el crecimiento prosigue a una velocildad
logaritmica (2). :

CFig. 1 (14).




1.2. Concentracién critica m'. La concentracién del antibibti
co llega a la posicién de la futura zona limitante & un cier-
to tiempo, durante el cual la concentracién critica inhibito-
ria puede difundir en el agar antes que se alcance una densi-
dad particular de células. Esto depende del coeficiente de di
fusidén del antibidtico y la concentracidén del mismo que haya

en el depSsito. La concentracidn critica 83 uns medida de la

sensibilidad del microorganismo de prusba bajo las cendicio-

nes particulares del ensayo., La concentracién critica es di-

ferente a la concentracién critica inhibitoria, siendo de dos
a cuatro veces m&s grande la primera que la segunda y se de-

termina bajo diferentes condiciones. Se define matemiticamen-
te por:

2
inm' = lnm, -~ Y / 40D To

donde D es el coeficlente de difusidn (expresado en mm/hr),
el cual, depende de la temperatura y de la viscocidad del me-
dioc y varia inversamente al radio de la molécula, my es la
concentraciédn inicial del antibibético, Y es la distancia del
1imite del depdsito al fin de 1la zona de inhibicién, Ty €8 el
tiempo critico y m' la concentracién critica (13).

1,3, Tiempo critico Ty+ .E1 tiempo critico es el periocdo de
crecimiento del microorganismo al cual llega la poblacién cri
tica N'. Es el tiempo donde se fija el borde de la zona y pue
de determinarse por preincubacién del medio inoculado, varian
do periodos antes de la adicién de la solucidn del antibidti-
co en el dep6sito. Se define matem&ticamente por:

Tg=n-Y2/4D1in (my /m )




donde h ea el tiempo de preincubacién y D, Y, my ¥ m' tienen
el mismo significado que se dijo anteriormente. El tiempo cri
tico depande de la fase lag (L) y del tiempe de generacidn
{(G), por 1o tanto, depende de la temperatura y del indculo N,
{poblacién de inéculo)}. Es independiente de la concentracién
del antibidético (13).

1.4. Poblacién del inbculo Ny. Es la poblacién al tiempo del
inéculo.

"1.5. Poblacién critica N', Es la poblacidn al tiempo Tgps un
incrementoe adiclonal en la poblacién mas allé de este limite
da como resultado un exceso de microorganiames capaces de ab-
sorber completamente el antibidtico y asi impedir su difusién
adicional. La difusién del antibibdtico durante la fase lag de
crecimiento puede dar como resultado zonas de inhibicién pe-
quefiag, m&s aln si se usd un inbculo grande tal como Ny = N'.

Después de la inoculacidn, el microorganismo inmediata-
mente empieza a crecer. Después de la fase lag, que es la ini
clal, el microorganismo pasa a la fase logaritmica y la multi
plicacidn prosigue répidamente. El punto se alcanza cuando la
masa celular es lo bastante grande para no ser inhibida por
la concentracién eritica del antibiético. Este crecimiento si
gue hasta llegar a ser visible, limitando el borde de la zona
de inhibicién. La relacidn entre tiempo critico (To) y el cﬁg
cimiento del microorganismo, puede expresarse por la siguilen-
te f6érmula:

Tg = L + G log, ( N/ No )

donde L es el tiempo de la fase lag, G el tiempo de genera-
cién, N' la poblacién critica al tiempo critico (To) ¥y Ny el
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Fig. 2. La relacién entre el diémetro de la zona de inhi
bicidén al cuadrado Yz, y el logaritmeo de la dosis aplicada de
estreptomicina (log MO) en tubos con agar inoculados con Sta-
Phylococcus. La concentraciédn c¢ritica m' corresponde al punto

de interseccibén de la linea de respuesta con la escala del
logaritmo de la dosis. Asi, la concentracidn critica se obtie
ne como el antilog 0.95 = 8,9 mcg/ml (13).




my= 2 mceg/ml 16 meg/ml
my= 64 meg/ml

Preincubacién (horas)
w

6 v
O 10 20 30 40 SO 60 70 80
Y2 (mm)

Fig. 3. La gré&fica muestra la determinacién del tiempo
eritico T,. Las tres lineas corresponden a tres concentracio-
~ nes diferentes de un mismo antibidtico graficadas a partir
del diémetro de la zona de inhibicibn al cuadrado contra el
perfodo de preincubacién, todas las lineas intersectan el mis
‘mo,pﬁnto correspondiente a Ya = 0, Esto demuestra que el tiem
po critico es independiente de la dosis de antibibtico y que
en estas condiclones experimentales {microorganismo de prueba,
cantidad de inbculo, medio ¥y temperatura de incubacién) es de
5.4 horas. La grafica se hizo utilizando estreptomicina y

Staphylococcus (13).
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namero de células vivas al tiempo O (densidad del indculo).

A partir de esta relacibn, es clarc que el tismpo criti
<o To, so determina por al tamafic del in6culo y la velocidad
de crecimiento del microaorganismo, La densidad del indculo es
una variable importante ques pusde y debe ser controlada pars
obtener resultados adecuados, La velgeldad de crecimiento de
las cepas de prueba &8s influsnciada por el tamalio del indculo
Y por la cepacidad nutritiva del medio de cultivo de prueba.
Un medic que ofrece un crecimianto rapido del microorganismo
no &s dessable debide a que las zonas de inhibicién son redu-
cidas, Por otra parte, un medio con nutrimentos minimos exhi-~

be un crecimiento lento que tiende a dar grandes zones de in-
hidieién {2) (13),.

1.6, Foblacidn inhibitoria N'', Es aquella poblacién suficien
temante grande que impide completamente la formecién de zo~
nas de inhibicibn., Los factores gue deciden el limite de la
zona Bon la concentracidn critica y la poblacidén critica, Los
factores que influyen en la difumidn del antibidtico o el :
tiempo que es necesario para slcanzar la pablacién critice,
afectard el tamafic de la zona.

Debe obaservarse que da acuerdo con la teoria de la for-
macidn de la zona de inhibicidn, la pendiente de la linea de
respuenta se determing por los sigulentss fastoras (2) (13):

1) preincubacidn
2) predifusidn
3) temperatura de incubacidn

Con respecto &l Gltime punto cahe hacer mencién qus el
coeficiente de difusién aumenta con la temperatura, mientras
que 1a velocidad de orecimiento. se incrementa & un Sptimo y

11



luego cae,

Un indculo bajo permite zonas grandes y una pendiente
mejor de la linea de respuesta del logaritmo de la concentra-
cibén. Sin embargo, si la cantidad de indculo se reduce, el 1%
mite de la zona es difuso. Deben hacerse ensayos para selec-
cionar la cantidad del inbculo que de zonas con limites clara
mente definidos y con una buena pendlente de la linea de res-
puesta del logaritmo de la concentracidn.

1.7. Naturaleza de la zona de inhibicién. En las secciones an
teriores se hablé de la presencia de un gradiente de concen-
tracidén del antibidtico, en donde, el crecimiento microbiano
va a presentar dos formaes de inhibicidén, una completa y otra
parcial y, de esta forma, el borde de la zona de inhiblcidn
se demarca exactamente. En la préctica, la mayoria de los an—
"tibibticos producen una zona de inhibicién parcial, en donde
a veces es diffcil visualizar el limite. Para comprenderlo me
Jor, el siguiente dibujo muestra en forma exagerada el borde
de la zona de inhibicién (2) (15).

Fig. 4. A) depbésito, B) inhibicidn completa, C) inhibi-
cién parcial, D) crecimiento retardado y E) crecimiento esti-:.
mulado (2).
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El &rea de crecimiento estimulado puede atribuirse a un
crecimiento disminuido de la parte que satd mis cerca del da-
pbsito, debido a que los nutrientes que difunden deé la zona
de inhibicién son mAs fhcilmente utilizables para las ocblulas
que se encuantran al borde de la zcna y asi la masa de craci-
miento es algo més grande. Este fendmenc probablemente no es-—
t& relacionado a un efecte estimulante de concentraciones sub
inhibitorias des antibidtico en el medio., Una banda de inhi- .
bilcibén parcial es usualmente muy estrecha y probsblementa re-
presenta una breve inhibicién y un eventual cracimiento que
es frascuentemente observado con concentraciones subinhibito-
rias de antibidtico, Uno podria esperar encontrar la concen-
tracién inhibitoria dentro de esta banda de inhibicidn per~
cial, as{ el crecimiento seria completamente inhibido. A ve-
ces hay otro anillo interno muy débill, de cracimiento reterda
do, que representa células vivas inicialmente inhibidas por
la concentracién del antibiético. Este fenbmeno puede relaclgo
narse frecuentemente con la degradacién o inactivacidn del an
t1bidtico resultando un crecimiento retardado de estas célu-
las vivas capaces de sobrevivir la concentracidn inhibitoria
inicial, Easta respuesta es particularmente notable en microor
ganismos de pruedba gue producen una enzima extracelular, tal
como la penicilinasa o® ~lactamasa de S. sureus (2).

Cuando el indculo contiene una pequefia proporcién de hZ:3
riantes resistentes, éstas esventuslmente crecen para producir
colonias visibles dentro de la zona de inhibicién. La pobla-~
cién inicial de células resistentes puede ser relativamente
pequefia, resultando colonias de menor tamafio y de lenta forma
eidn, regularmente es el Area cercana al depdsito, donde la
concentracién del antibibtico es alta. Para distinguir entre
crecimliente secundario de variantes resistentes y crecimiento
retardado de sobrevivientes susceptibles, deben de aubculti-
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varse colonias del Area de inhibicidén y repetir el ensayo. De
esta manera se¢ inorementarf{a la proporcin de variantes resis
tentes y as{ el ensayo repetido seria definitivo. Por supues—
to, es siempre naecesario distinguir microorganismos contami-
nantes de variantes resistentes (2).

1,8. Factores que influyen en el tamafio de ias zonas de inhi-
bicidén. A partir de las secciones anteriores se ha comentado
la variedad de factores técnicos que influyen en el tamafio de
las zonas de inhibicidn, Algunos pueden afectar los resulta-
dos en varias formas. Las variables més importantes que son
fécilments sujetas a control experimental son las siguientes
(2) (13):

a) Sensibilidad primordial del microorganismo de prueba,

b) Condicién del microorganismo de prueba. Vegetativo o espo-
ra, sl es vegetativo su fase de crecimiento.

¢) Densidad del inéculo. La cantidad es probablemente la va-

riasble mAs importante que influye en las zonas de inhibicidén.
El1 tamafio de la zona no se determina hasta que se alcanza la

poblacidén eritica (N'). Con un indculo pequefic se requiere de
més tiempo para alcanzar la poblacién critica y asf, el anti-
bidtico puede difundir més y la zona es mAs grande, E1 tamafio
de la zona se relaciona inversamente con la cantidad de inécu
lo.

d) Composicién del medio. Este influye en el tamafio de la zo-
na por tres razones:

1) su efecto en la actividad del antibidtico

2) su influencia en la velocidad de difusién del antibidtico

14



3) su efecto en 1a velocidad de crecimisnto del microorganis=
mo.

La capacidad nutritiva del medio puede tener una in-
fluencia significativa en 1a duracién de la fase lag y el
tiempo de genaracidn del microorganismo. Un medio deficlente
produce zonas mis grandes, probablemente debido a la prolon-
gacibén de la fase lag que 8o requiere antes ds que pueda ini-
ciarse ol crecimiento, El contenido de agua del medio esn im-
portante, debido & que la pérdida de le misma ocasiona que
las zonas gque se encuentran a los bordes de las placas gran-
des sean de mayor tamafioc que las que smtén al contro de 1la
placa.

e) Incremento del greosor del medio, Lo cual ocaciona disminu-
cién del dihmetro de la zona.

£) Concentracidn de la solucién de prueba.

g) Volumen de la solucién de prueba que s5e aplica a la placa.
Este deobe ser grande, de tal forma que actie como depésito
con una concentracidn continua o aplicando un volumen igual.

h) Area de aplicacién de la solucidn de prueba. Debe existir
uniformidad en cuanto al Area de contacto entre depbsito y ca
pa inoculada, ya sea que se utilicen cilindros de acero inoxi
dable, perlas de porcelana o discos de papel. En el caso de
perforaciones en el agar, el difmetro debe ser conatante.

1) Tiempo de aplicacién de las soluciones de prusba. Las solu
ciones aplicadas al Gltimo tienen menos tiempo para difundir,

por 1o que le poblacién critica se alcanza en menos tiempo

15



produciéndose zonas més pequefas,

J) Temperatura de incubacién. Una placa colocada en el entre-—
pafic de la incubadora tarda una hora para calentarse 12C de
la temperatura del incubador, pero si las placas Se colocan
en columnas de cinco, la placa del centire tarda cerca de 4
horas para alcanzar esa misma temperatura. Debido a que la ve
locidad de crecimiento del microorgenismo de prueba es més ba
ja 81 no se alcanza la temperatura &6ptima, el tiempo que se
requiere para alcanzar 1la poblacién critica seré méis largo.
Consecuentemente, las placas del centro de la columna tendrén
zonas m&s grandes que aquéllas que estén abajo, debido a que
la concentracidn critica del antibidtico tiene mas tiempo pa-
ra difundir.

k) Tiempo de incubacidn. La posicidn de la zona de inhibicidn
se determina en las primeras horas de incubdcién, las zonas

pueden medirse tan pronto como el crecimiento microblano lle—
ga a ser visible.
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II PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Plan de trabajo

Se realizaron 30 ensayos divididos de la siguiente ma~
nera: 20 anfilisis en donde se establecid la potencia estima-
tiva al 100%, 5 al 90% y los 5 restantes al 110% con respec-
to a la muestra de refarencia. Se hizo en dos muestras, las
cuales provienen de diferente proveedor para tener una base
més amplia en el andlisis estadistico.

Como muestra de referencis se usé ampicilina trihidre-
tada que prevismente se valord con un esténdar primarioc USP.
Cabes citar que ambas muestras ensayadas son trihidratadas y
108 tres métodos se efectuaron el mismo dia y se evitd cual-

quisr camblo que pudiera haber favorecido alguno de loa métg
dos, .

2.2 Material

2.2.1 Equipo

-~ Estufa de incubacidén modelo Blue-~M cuya exactitud es de
0.5%C, con un rangoe de temperatura hasta de 658G,

-~ Espectrofotémetro Coleman Junior II modele 6/20,

—- Antiviotic Zone Reader con una aproximacidén de 0.1 mm pa-
ra la medicidén de las zonas de inhibicidn,

-~ Vernier con uns aproximacidn de 0.05 mm para la lectura
de lam zonas en ol método de cuadrades latinos.

—-- GCilindros de acero inoxidable con las siguientes dimenslio
nes, teniendo cada una de ellas una tolerancia de ¥ 0.1
mm, didmetro exterior B.0 mm, didmetro inferior 6.0 mm y
de altura 10.0 mm.
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2.2.2 Material de vidrio

-~ Cajas de Petri {20 x 100) con tapa de porcelana porosa.

-=- Refractario PYR-O-REY (20 x 20) para el disefio de cuadra-
dos latinos.

-— Matraces volunétricos de 200, 100, 25 y 10 ml.

-- Pipetas volumétricas de 1 ml.

-- Pipetas de 2 ml graduadas en centésimas (1/100).

-— Pipetas graduadas de 25 ml.,

-= Matraces Erlenmeyer de 1000 y 250 ml.

-—~ Pipetas Pasteur.

--— Botella de Roux,

-~ Tubos de ensayo de diferentes medidas.

2.2.3 Medios de cultivo y reactivos
~= Agar antibiético No 1 (Merck 5272).
-= Agar antibiético No 11 {Bioxon 243).
-- Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 8.0 % 9.1,
-~ Solucién salina isoténica,

Los medios de cultivo como la solucidn amortiguadora
son los descritos por la USP (18).

2.2.4 Muestras a analizar

-- Ampicilina trihidratada. Las dos muestras se mantuvieron
en un degecador y se hicieron las diluciones apropiadas
para obtener las sigulentes concentraciones: 0.064 mcg/ml,
0.080 mcg/ml, ©.100 mecg/ml, 0.125 meg/ml y 0.156 mcg/ml.

2.2.5 Material bioldgico

== .S5arcina lutea ATCC 9341 como microorganismo de prueba; ad
quirido en la SSA.
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2.3 Metodologia

2.3.1 Microorganismo de prueba

-- El cultivo se mantiene en tubos inclinados y debe transfe-—
rirse semanalmente a cultivos frescos.

2,3.2 Preparacién del inéculo
-- A un cultivo fresco de 24 horas

se le agrega solucién sali

na isoténica estéril y con ayuda de perlas de vidrio se
suspende el crecimiento, Debe de obtenerse una suspensién

que diluyéndola 1:40, dé 25% de
tud de onda de 580 nm,

2.3.3 Colocacién de los cilindros
~-— Para el disefio 5 + 1 y 2 + 2 se

transmitancia a una longi-

colocaron 6 cilindros de-

jando un espacilo de aproximademente 28 mm entre cada cilin

dro, de tal manera que se forme

un Angulo de 60° entre los

cilindros y el centro de la caja. Para el diseflo de cuadra
dos latinos se colocaron 36 cilindros dejando un espacio

de aproximadamente 28 mm.

2.3.4 Preparacién de las placas

—- A las cajas Petri se les agregd
4 ml para la capa inoculada. En
capa basal fud de 110 ml (se le
ra darle mayor consistencia), y
21 ml.

2.3.5 Cantidad de indcula
~- 1 ml de la suspensidén preparada

21 ml para la capa basal y
la de cuadrados latinos la
adiciond O.1 g de agar pa-
la capa inoculada fué de

a 25% de transmitancia,

- por cada 100 ml de medio de cultivo. La suspensién se adi-
‘clona al medlo teniendo éste una temperatura cercana a los
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50 C. Es importante esta indicacidn debido a que una mayor
temperatura o un tiempc prolongado del microorganismo en el
agar fundido incrementan la destrucciédn de enzimas dando por
resultado un tiempo de generacidn mayor.

2.4 Ensayos de prueba
2.4.1 Ensayo de un nivel con curva esténder

Este método es el que se usa con mayor frecuencia en
la determinacién de la potencia microbiolégica de antibibdti~
cos, debido a que tiene un gran rango (60 a 150%), por lo
que diffcilmente una Mmuestra a analizar pueda salirse de es-
tos limites.

El método consiste en la preparacién de cinco concen-
traciones, dosis o niveles de la muesira de referencia y so-
lo un nivel de la muestra & determinar, ésta se prepara para
tener una concentracién igual a la que se tiene a la mitad
de la curva. Se usan tres cajas para cada nivel y en cada
una de ellas se llenan tres cilindros con el nivel respecti-
vo y 1los otros tres con la solucidn cuya concentracién esta
a la mitad de la curva a la cual llamaremos Dilucién Opﬁima
{DO)}. En otras palabras, para hacer la curva esténdar se re—
quieren doce cajas, en ellas habri nueve zonas para la DO.
Los cilindros se llenan en forma alterna. Para cada muestra
seréd necesario aumentar tres cajas, las cuales se llenan de

"la misma-forme, es decir, nueve zonas con la concentracibén
o dilucién o6ptima de la muestra y nueve zonas para la DO de
la muestra de referencila.

Para determinar la potencia de la muestra ensayada, se
suma o se resta al promedio de las zonas de la muestra {(Mmt)
la diferencia que haya entre el promedio de las zonas de la
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DO (36 en total) que llamaremos St y el promedio de las zo-
nas de la DO que se corrid en las mismas cajas de la muestra
(9 en total) que llamaremos Smt, por consigulente se tiene:

Mt = Mmt + { St - Smt )

donde Mt es el promedio corregido de las zonas de la muestra
y este valor es el gque se interpole en la curva estéandar.

Esta correccidén se hace también en los promedios de
las gzonas de los niveles gue se usarcon para hacer la curva.
Una vez ajustada la muestra y los deméds puntos, el resultado
se lee a partir de la curva esténdar.

La curva estandar se construye al graficar los prome-
dios corregldos de las zonas en papel semilogarfitmico de 2
ciclos, en la escala logaritmica se grafican las concentra-
ciones y en la escala aritmética los milimetros de las zo-
nas de 1nhibicién. La grafica debe ser lineal y para ce¢llo se
buscard la linea que logre mayor ajuste de acuerde a los da-
tos obtenidos. Esto evitard los errores inherentes en la me-
dicién de cada punto y da una interpretacidén matématica més
simple. Una forma de hacer cumplir esto iltimo es por el mé-~
tode de minimos cuadrados, el cual no es dirffcil de calcular.
La linealidad de la grafica por los puntos obtenidos le da
una ldea al analista sobre si se efectud un buen ensaye y le
asegura que no hay un punto que le pueda influir en la pen-
diente de la linea. )

Las ecuaciones para calcular la gréfica por el método

-'de minimos cuadrados son las siguientes:

3a + 2b + c - e

5
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3e + 2d + ¢ - a
H = 5

donde L es el diametro calculado para la concentracién méas ba
Jja, H es el diémetro calculado para la concentracidn mas alta,
¢ es el diametro promedio a partir de las 36 lecturas de la
DO (0,100 meg/ml) y &, b, d y e son 1los diAmetros corregidos
para las concentraciones de 0.064, 0.080, 0,125 y 0.156 mcg/
ml de la muestra de referencia, respectivamente (5) (7) (19).

2.4.2. Disefio 2 + 2, Ensayo factorial de dos niveles.

El disefio 2 + 2 también llamado simétrico o balanceado,
fué descrito por Knudsen y Randall en 1945 como un disefio sen
cille y eficaz para el ensayo de penicilina (13).

Para efectuar este ensayo se preparan dos concentracio-
nes diferentes (0.080 y 0.15%56 mcg/ml) para cada una de -las
muestras a determinar asi como también para la muestra de re-—
ferencia, el nimero de replicaciones puede ser variable te-
niendo en mente que a mayor nimero, mayor es la confiabilidad
(en este estudio el nimero fué de seis). El disefio utilizado
para llenar los cilindros es el siguiente:

Fig. 5.
. ! 22



Conc. Alta Conc. Baja

Referencia {S) 1 4
Muestra No 1 (Tl) ' 2 5
Muestra No 2 (T2) 3 6

A partir de este disefio existen varias modificaciones
para la comparacidén simulténea de una, dos o mis muestras y
una de esas modificaciones es el uso de placas grandes con el
disefio de cuadrados latinos y el de cuadrados casi-latinos.

El procedimiento para calcular la potencia se puede re-
presentar graficamente por la linea de respuesta de las dos
concentraciones ¢ dosis entre la muestra y la de referencia.
La poténcia se calcula por la diferencia que existe entre la
distancia vertical de las dos lineas paralelas {ver figura No
6).

Las lineas son paralelas pero estas lineas de respuesta
estan sujetas & errores casuales, por ello, para un mejor cal
culo:

E=1/2 ( (5,+7,)- (s +71, )

donde S1 es la respuesta de la referencia a la dosis baja, 52
es la respuesta de la referencia a la dosis alta, T1 es la

respuesta de la muestra a la dosis baja y T, €5 .la respuesta

2
de la muestra a.la dosis alta.

En forma similar, para calcular la respuesta debido a
la diferencia entre la muestra y la referencis esta se obtie-

ne por la diferencia de las dos dosls y se llama F.

F=1/2 ([ (T «7,)~ (s +5,))
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log 10

Log de la dosis

—= —

& F —»

Respuesta

Fig. 6. Ilustracién griafica de las relaciones entre los

simbolos usados en el chlculo de la pctencia_(la).
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A partir de la gréfica se ve que la diferencis en el lg
garitmo de la dosis correspondiente a E es 1, el logaritmo de
la relacidn de la dosis y aquélla correspondicente a F es M,
el logaritmo de la relacidén de la potencia de la muestira a la
potencia de la muestra de referencia. La grafica también mues
tra el simbolo b, el cual es la diferencla calculada en la
respuesta (suponiendo una linea recta) que corresponde a una
relacién de dosis 10:l. De una consideracién similar de tri&n
gulos se ve fAcilmente que:

F/M = E/I = bf/log 10 = b
por lc tanto:
M = F/b
La potencia se obtiene tomando el antilogaritmo de M.

En el presente estudio E y F se modifican debido a que
el disefio 2 + 2 se realizd con dos muestras.

E = 1/2 [ ( S, + Té + Tg ) -« Sl + Ti + Tf )]
para T! F=a/2 [(15+ 1) - (5, +58 ))
para T? roa/2 (112 - (s, +5, )]

donde Ti es muestra No 1 dosis baja, T; es muestra No 1 dosis

2

alta, T2 es muestra No 2 dosis baja, T2 es muestra No 2 dosis

alta, 51 es referencla dosis baja y 52 es referencia dosis al

25



2.4.3. Disefio cuadrados latinos 6 x 6.

Cuando se¢ lee el tamafio de las zonas en una caja Petri
el operador conoce a qué dosis y a qué muestra corresponde la
zona que esta leyendo, no asf cluando se hacen las lecturas en
una placa grande, ya que las soluciones se han puesto al azar
y se desconoce la solucién a que corresponde la zona que lee.
Para evitar el aprendizaje de las zonas, se debe de disponer
de varios disefios de colocar las soluciones, de esta forma,
el operador realliza una estimacidn completamente objetiva del
tamafio de la zona (1) (12) (13).

Se pueden realizar los sigulentes esquemas:

164253 351462 263154 45231686
652314 425316 415326 236145
543621 164253 352461 3612654
425136 246135 146235 125463
231465 613524 524613 543621
316542 532641 631542 614532
(a) (v) (c) (d)

Como se observa, en los esquemas aparece Unicamente un nimero
por columna y por fila (9).

El llenado de la placa se realiza empezando por la pri-
mera fila y avanzando de izquierda a derecha, una vez termina
da se sigue por la segunda fila y nuevamente avanzando de iz—
quierda a derecha y asi sucesivamente. De esta forma, se ob-
_serva que las zonas de las columnas de la izquierda son mayo-
res que las de la derecha a causa del tiempo de predifusién.
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II1 ANALISIS ESTADISTICO

El presente estudio trata de determinar si los disefios
5 +1, 2 + 2y 6 x 6 ofrecen la misma precisién o si existen
diferenclas significativas, entendiendo por equivalentes a
que puedan ser usados indistintamente para la determinacién
de la potencia de un antibidético. La mejor forma de resolver
este problema, es por medio de un anflisis estadistico.

La ciencia estadistica puede considerarse como l1os pro-
cedimientos, métodos o pruebas que tienen como objetivo el
analizar datos, esto es, organizar y dar significade a la in-
formacidén., Un método estadistico representa una probabilidad
alta de que una determinada hipdtesis sea verdadera o falsa.
La hipdtesis es una suposicién sobre la poblacidén que se esté
ensayando.

El andlisis de varianza e¢s uno de los métodos estadist}
cos mas utilizados y elaborados en la investigaclébén moderna.
El an&lisis de varianza, no obstante su denominacibn, se uti-
liza para probar hipdtesis referentes a las medias de pobla-
cién mAds que a las varianclas de poblaciédn. Al realizar esta
técnica a partir de la informacién obtenida de un experimento
se trata de aislar y estimar las variancias separadas que con
tribuyen a la total varianza de un experimentoc.

El procedimiento para el andlisis de varianza es el si-
guiente (3) (8) (8) (11):

1) Formulacién de la hipdétesis. No existe diferencia signifi-

cativa entre los disefios y las muestras, Esta hipbtesis se de
signa como Ho. ’

2) Formulacién de la hipdtesis contraria (Hl)’

3) Selecciébn de la prueba estadistica. Prueba F.

4) Nivel de significacidn de la prueba. o= 0.05.

S)ICalcular el dato requerido. Valor de F experimental (Fexp)'
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6) Aplicar la prueba de significaclén. Aceptar o rechazar a
Ho.

Fotografia No 1. Fotografia tomada del disefio 6 x 6,
donde se observa la influencila posicional enire las zonas in-
teriores y las que bordean. la placa, causando con ello las di
ferencias en el tamafo de los halos de inhibicién.
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Fotografia No 2. Fotografia tomada del disefio 2 + 2, en
la cual se observa los diferentes tamafios de las zonas, esto
es, un halo de inhibicldn mayor causado por la dosis alta y
un halo de inhibiceién menor debido a la dosis baja.
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a5
96
96
97.5
102
99
88.5
86.5
102
101
103
105
103
102
104.5

95.5
103.5

99
96.5
98,5

Resultados de las muestras 1 y 2.

TABLA

Potencia estimada: 100 %.

95,5
95
98
98
98.5
98

101.5

100
98.5

100

103.5

103
99.5

102
87.5
95.5

101.5

102
o5

102

I

DISERO

. 2 + 2
My ",
105.5  101.5
98.6 97.0
102.5 102.6
103.3  101.5
97 .7 97.4
101.1  102.3
99.8 103,0
95.4 87.0
100.6 97.2
101.7 99.5
101.8 101.1
106.0 - 100.2
102.7 102.3
97.3 - 100.4
104.0 103.0
99.7 99.6
99.8 99.0
97.8 29.3
99.4 96.1
87.8 84,2

100.8
97.3
102.7
100.3
86.2
99.0
100.0
96.6
100.2
102.7
100.7
104.0

101.4

98.1
105.1
101.6
101.8

96.1
103.7

99.4

97.4

96.8
104.7
104.4

96.5
101.0
100.3
100.1
101.3
105.2

-104.86

101.4
97.5
99.4
96.7

102.5

102.3
95.2

101.3

86.6
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M

86.5
86.5
87.5
91
89

TABLA

It

Resultados de las muestras 1 y 2.

Potencia estimada:

89
87
86
89.5
90

88.2
91.0
92.1
91.0
g9.8

90 %.

DISERGO

90.0
90.2
88.5
89.4
90.8

89.4
82.0
91.2
88.0
90.8

85.2
87.4
B7.2
85.2
87.1
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TABLA 171

Regultados de las muestiras 1y 2.

Potencia sstinmadu:

5 + 1 . . 2+ 7 . 5 x 6
”1 !42 “1 Hg HL ME
113 115 112.4 106.6 11i.5 112.6
113.5 108.9 106.7 109.3 108.3 115.4
108.5 107.% 103.,4 110.% 110.6 111.4
105 103.5% 109.2 10%.¢ 3105.0 10s.2

110 108 5 10%.6 108.0 10%.0  111.7



TABLA IV

ANALISIS DE VARIANZA

Potencia estimada: 100 %,
Nivel de significancia: .05

pisgfRo 5 + 1 2+ 2 6 x_6
MUESTRA 1

95 105.5 100.8

36 98.6 97.3

96 102.5 102.7

98.5 97.8 99.4

TOTAL 1984 2012.5 2008.7
MUESTRA 2

95.5 101.5 97.4

95 a7.0 96.8

98 102.86 104.7

102 94.2 96.6

TOTAL 1984.5 1894,2 2005.2

= 3978.5 4006.7 4013.9

6015.2

$983.9

11999.1

33



8

S

S

S

SC

2
(Zx )

2
c, = Ex2 -
t t Ty
2
> 2 2 o2 ( 11999.1 )
= 85% + 98" + 96° + .....+ 96, - 136
- 1200778.09 - 1199820.006
= 958,084
(£x, )2
2
Cintra = E¥L - N
2 2 2
19942 4+ 2012.5% «.....+ 2005.2
= 1200778.09 - =5
= 1200778.09 — 1199846.443
= 929.647
2 2
ZCEX) (Ex.)
C. = -
c Nc Nt
3978.5% + 4006.72 + 4013.92 11999.1°2
= 40 ) - 120
=.1189837.508 - 1199820.006
= 17.502
(Ex, )2 (=x, )2
C - -
r m_ Ty
6015.2% + 5983.9° 11899.12
= 60 - 120
- 1199828.17 - 1199820.005
= 8.164
er = 5C¢ = SCipera — 856, - SC, .
" - 958.084 - 929.647 - 17.502 - B,164
= 2,771
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Célculo de loa grados de libertad (gl)

81t=Nt-1=120-1=119

glintra=K(N-1)=6(20-1)=u‘4
81c=c—1=3—1=2
g1r=r‘-1=2-1=1

glcr=(c—1)(P—1)=(3—1)(2-1)=2

Tabla del An&lisis de Varianza

Fuente de Suma de gl Cuadrados Fexp
variacién cuadrados medios
Inter
Columnas 17.502 2 B8.751 1.07
Renglones 8.164 1 B.164 1.00
Interaccidn 2.771 2 1.386 0.17
Intra 929.647 114 8.155
Coneclusién:
Columnas: 1,07 & F.BS = 3,08, se concluye que las me-
dias de los tres disefios son iguales.
Renglones: 1.00 <F‘95 = 3.93, se concluye que las me-~
dias de las muestras 1 y 2 son iguales,
Interaccién: 0.17 4 F 45 = 3.0B, se concluye que los

efectos de Interaccidn no estéin presentes.
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TABLA V

ANALISIS DE VARIANZA

Potencla estimada: 90 %.
Nivel de significancia: .05

DISERO

TOTAL

TOTAL

5 + 1 2 & 2 6 x 6
MUESTRA 1
B86.5 88,2 89.4
86.5 91,0 92.0
87.5 92.1 91.2
91 91.0 89.0
89 89.8 90.8
440,55 452.1 A52,.4
MUESTRA 2
89 90.0 85.2
87 90.2 87.4
86 88.5 87.2
89.5 B89.4 85.2
10] 20.8 87.1
441 .5 ' 448.9 432.1
882 901.0 BB4.5

1345.0

1322.5

2667.5
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2
sc, ~ExZ - m
2 s s { 2667.5 )2
= 86.5° + 86.5% 4.0+ 87,17 = G
= 237298.51 - 237185.2083
= 113.3017
»  E(EX P
5Cntra fEX -
440.5% + 452.12 4, ., ..+ 43212
= 237298,.51 -
5
= 23728B.51 - 237248.853
= 49,652 :
= (Ex_ )2 (Ex,)?
sc, = N = N
o t
8822 + 9012 4 8B4.52 2667.5°
= 10 - 30
= 237206.52% -~ 237185.2083
- 21.3167
2 5 2
=(Ex ) (Ex, )
8Cy = N - N
r t
13452 4+ 1322.5° 2667.52
= 15 - 30
= 237202.0833 ~ 237185.2083
= 16.875
SC., = 5Cy - SCy .y . - SC. - SC_

2
(EX.)

= 113.3017 - 49.652 - 21.3167 - 16.875
= 25.458 .
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CAlculo de los grados de libertad (gl)

git = Ny = 1 = 30 - 1 29

H

8liepg =K (N -2)=6105-1)=24
glc =¢=1=3=-1=2
gly=r~-1=2-1=1
gl ={(e-1)(r-1)=(3-131)(2~-1)=2

Tabla del AnAlisis de Varianza

Fuente de Suma de gl Cuadrados F

exp
variacién cuadrados medios
Inter
Columnas 21,316 2 10.658 2.58
Renglones 16.87% 1 16.875 4.08
Interaccibn 25.458 2 12.729 3.08
Intra 49.652 24 4,138
Conclusidn:

Columnas: 2.58 4 F oo
dias de los tres disefios son iguales

= 3.40, se concluye que las me-

Renglones: 4.08 &F 95 = 4,26, se concluye que las me-
dias de las muestras 1.y 2 son iguales,
Interacéibén: 3.08 < F o '= 3.40, se concluye que los

efectos de interaccidn no estén presentes.
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TABLA VI

ANALISIS DE VARIANZA

Potencia cstimada: 110 %,
Nivel de significancia: o« ,05

DISERO 5 + 1 2.+ 2 6§ x 6
MUESTRA 1
113 112.4 111.8
113.5 106.7 109.3
108.5 108.4 110.6
106 109.2 105.0
110 109.6 109.0
TOTAL 551 546.3 545.4 1642.7
MUESTRA 2
115 106.6 112.6
108.5 109.3 115.4
107.5 110.5 111.4
103.5 107.2 105.2
108.5 108.0 111.7 -
i
TOTAL ; 543 541,6 556.3 1640.9

p = 1094 1087.9 1101,7 3283,6



2 . 2 ( 3283.6 )2
SCt = 113% 4+ 113.57 +...ee+ 121,77 - —_—

= 359646,56 ~ 359400.9653

= 245.5947
5512 + 546,32 4.....+ 556.32
SCypypa = 359646.56 - =
= 359646.56 - 359431.02
= 215,54
10942 + 1087.9% + 1101,72 3283.6%
s¢, = 10 l—Ts)
= 359410,53 - 359400,9653
« 9.5647
1642,72 + 1640,92 3283,62
5C, = 15 T
8C,, = 245.5947 — 215.54 ~ 9.5647 - 0.108
= 20.382
Célculo de los grados de libertad- (gl)
"Blyos 28 &lintra = 24

glc = 2 glcr =.2

Bl =1




Tabla del Andlisis de Varianza

Fuente de Suma de gl Cuadrados Fexp
variacién cuadrados medios
Inter
Columnas 9.565 2 4,782 0.53
Renglones 0.108 1 0.108 .01
Interaccién 20.382 2 10.181 1.13
Intra 215.54 24 8.981
Conclusidn:

Columnas: 0.53 4 F_ss = 3.40, se concluye que las me-
dias de los tres disefios son iguales,

Renglones: 0.01 < F.gs = 4.26, se concluye que las me~
dias de las muestras 1 y 2 son iguales.

Interaccién: 1.13 <-F_95 = 3.40, se concluye que los
efectos de interacciédn no estén presentes.
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iV  DISCUSION

El estudio estadistico concluye que los resultados obte
nidos utilizandeo los tres diseflos y las dos muestras no tie-—
nen diferencias significativas, lo que permite determinar 1la
equivalencia de los tres métodos.

Ln eleccidn de alguno de ellos, se deberd determinar de
acuerdo con la experlencia del personal responsable de este
trabajo, asi como un anhAlisis que determine ventajas o desven
taj)as para cada uno de los métodos.

El presente trabajo tiene como limitante el haberse en-
sayado unicamente con ampicilina, sin embargo, otros antibié-
ticos que sean estimados con el método tradicional 5 + 1 pue-
den ser analizados con los otros dos disefios.

A continuacién se dard una breve discusién de los aspec
tos mAs importantes de los disefios ensayados,

DISERC 5 + 1. El diseflo 5 + 1 es el de eleccldn cuando
se desconoce la potencia estimativa de una muestra, ya que co
mo se dijo anteriormente el rango que cubre este disefio es
bastante amplioc (60 a 150 %).

Su principal desventaja es la utilizacién de un mayor
ndmero de cajas y esto se vuelve critice cuando existen va-
rias muestras por analizar,

El costo que tiene este disefio es mucho mayor al de un
disefilo factorial, esto es, para analizar una muestra es nece-
sario utilizar 15 cajas y por cada muestra adicional seréd ne-
cesario usar otras tres'cajas y asl sucesivamente. No asi en

el disefio factorial, el cual tiene versatilidad paras la esti-
macidén de antibidticos que pueden ser acoplados a las necesi-

_dades de trabajo.
El tiempo que se invierte al realizar este diseflo es ma
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yor también, por 1o que ao requeriré mayor experiencia del
personal que realiza este trabajo.

Es en este método donde sc presenta con mayor claridad
el fénomeno de la predifusidn, debido a que los primeros ¢i-
lindros que se llenan presentan zonas de inhibicién mayores
al de las zonas de los cilindros que se llenan al Gltimo.

La Farmacopea Mexicana (7) considera dos aspectos impor
tantes para el cumplimiento de este disefio:

1) El uso de una sola dosis de la muestra, debe apoyarsc en
estudios que demuestren el paralelismo de las curvas logarit-
mo de la dosis-respuesta.

2) El1 anAlisis de la varianza permite detectar desviaciones
del efecto lineal del logaritmo de la dosis sobre la respues-
ta.

51 estas dos condiciones no se cumplen, la validez del
estimado de la potencla de la muestra es dudosa, debido a que
son supuestos del modelo de lineas paralelas,

DISERO 2 + 2. Este diseflo compara la linea de respues-
ta de la muestra con la de referencia, permitiendo una versa-
tilidad de ensayos gue de acuerdo al nimero de concentracio-
nes o niveles de dosis que se preparen y al ndmeroc de mues-
tras a analizar se clasifican en disefios balanceados y no ba—
lanceados.

Los primercs son aquéllos en donde el mimero de niveles
de muestra y de referencia son iguales. Loa disefios no balan-
ceados son aquélloé donde el nimero de niveles de dosis de la
muestra de referencia es mayor al de la muestra a analizar.

Aunque la caja Petri tiene como limitante 6 lugares,
aln asi, existe una serie de modelos que se pueden ejustar a
las diferentes necesidades de trabajo (ver anexo 1).

a3



Para verificar si un ensayo cumple con este modelo, de-
be satisfacer los siguientes requisitos (7):

1) Que la relacién entre el logaritmo de la dosis y la res-—
puesta puede ser representada por una linea recta, en el in-
tervaleo de dosis ensayada,

2) Para cualquier muestra en €l ensayo, la linea recta debe
ser paralela a la de referencia,

El cumplimiento de ambos requisitos se verifica al
hacer el anflisis de datos. El primer requisito sblo puede ve
rificarse en ensayos en que se hayan ensayado al menos tres
diluciones (dosis) de cada preparacidn, La eleccidn de un en-
sayo con solo dos diluciones de cada preparacién, debe apoyar
se en estudios previos, que demuestren linealidad de 1la rela-
cién logaritho dosis-respuesta,

Finalmente, se puede decir que si se conoce la potencia
estimada de la muestra, este diseflo ofrece un resultado con-
fiable por el mismo o tal vez menos esfuerzo practico, debido
fundamentalmente a que compara la linea de respuesta de la
muestra con la de referencia.

DISENO 6 x 6, El ensayo en placas grandes lleva a una
gran variedad de recursos para la determinacidén de antibidti-
08, En este tipo de placas pueden ensayarse diferentes mues-—
tras al misme tiempo con una o més dosis, todo ello dependgré.
por supuesto, de la cantidad y calidad de trabajc que uno de-
sel.

El uso de placas grandes disminuye las variaciones que
se puedan tener con el uso de cajas Petrl, estas variaciones
pueden ser dos principalmente: mayor uniformidad de temperatu
ra y mayor regularidad en el tiempo de predifusién. Para ex-
plicar mAs ampliamente lo anterior diremos que en la placa
grande tenemos s6lo una capa inoculada y de ahi que la tempe-
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ratura gea méds uniforme, no es{ en las cajaes Petri, donde se
tienen que hacer columnas de 3 ¢ 4 (no es recomendable poner
mAs de cuatro), teniendo en cuentas la cantidad de trabajo y
el tamafio de la estufa de incubacidén. Por otra parte, el tiem
pb de predifusién en las cajas tiene mayor variacién, debido
a gue existe una diferencia de tiempo entre la adicidn de la
primera y la Oltima. En el caso de les placas grandes esto se
reduce A que se va llenando uno por uno cada cilindro y la
forma en que se disponen es tal que, el tiempo que se tarda
en llenar una serie o5 la misma para todos.

Existe una influencia posicional en el tamafio de las zp
nas en las placas grandes., Esta diferencila esté& entre las zo-
nas interiores y las zonss que bordean la placa. Las zonas in
teriores estén rodeadas de depésitos los cuales mantienen la
humedad del medio no asi en los bordes donde el agar tiende a
secarse debido a que su contenide de humedad os baje, wotivan
do con ello a que la difusidén se haga mhs répidoc y las zonas
tienden a ser més grandes. Este efectoc se ve reducido por la
azarisacién del disefio,

Cabe hacer mencién que la tapa que 5e usd en este dise-
fic es de vidrio, al cual se ls adhiere papel filtro y se le
humedece ‘ligeramente, Esto tiene por objeto de que =1 zgua de
condensacidn no caiga al medio, ademls de mantener el ambien-—
te himedo. En las cajas Petri no existe este prablema puesto

que Be usan tapas de porcelana porosa.
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¥ CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

De acuerdo con el anélisis de varianza el método tradi-
cional es equivalente a los otros dos disefios, por lo
tanto, lo0s tres métodos son equivalentes debido a que la
F calculada es menor a la F de tablas coﬁ un nivel de
significacidédn de .0S.

El método que se recom}enda en base a este trebajo es el
del ensayo en lineas paralelas 2 + 2.

Este estudio se realizé con ampicilina, pero es de supo-
nerse que otros antibidticos a los que se determine la
potencia por difusibén de agar con el método 5 + 1, pue-
dan estimarse por cualquiera de los otros dos disefios.

El nGmero de ensayos no se calculdé en forma estadistica,
es decir, que en un experimento, se deberd conocer prime
ramente el nGmerc de ensayos a realizar, con objeto de
no hacer un gasto innecesario de recursos ni tampoco te-
ner un numero bajo de los mismos que ocasionen resulta-
dos poco précticos.

Del presente trabajo se puede induclr que para Que los
métodos turbidimétricos sean cstimados a través de los
ensayos en paralelo, se debe establecer en la practica
el nGmero de replicaciones.

El comparar los tres métodos con dos muestras de diferen
te proveedor, da mayor seguridad en los resultados.
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ANEXO I

CALCULOS PARA ENSAY0S - DE LINEAS

Calculc de E y F en disefios balanceados

NOTAS: a- CaJja Petri
b- Cuadradeos latines 6 x 6
c~ Cuadrados latinos 4 x 4

PARALELAS (13)

Nimero de Namero de E b2 Notas
dosis muestras
-2 1 %1 (Sp+15)= (5,471} BT+ )=(8,+5,) | .a,e
1 2 1 2 1 i i
2 1/31(524-’1‘2 +T, )—(SI+T1 +Ty ) 4[('1'2 +Ty )—(52+51)1 a;b
3 1 %l (Sg+T4)=(5,+T, )| 1/31(Ty+Ty+T, )= (85+8,+5, 31 Va,b
CAlculo de E y F en diseflos no balanceados
NGmere de Namero de Nimero .
dosis del dosis de la de E F Notas
:estandar muestra muestras
1
2 1 i SZ_Sl T —52 . a
3 2 1 1/5}(255+T,)~(28,+T; )| ¥(Ty=T,)=1/3(5;+5,+5,) a
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