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OBJETIVOS 

Comparar el método tradicional de curva estándar (diso~o 

5+1) con los discfios 2+2 y 6x6, realizando un análisis 

estadístico. 

Concluir qué método ofrece mayores ventajas o si no cxi~ 

ten diferencias estadisticas significativas entre ellos. 

Permitir la elección del método que pueda reunir enton

ces, factores ventajosos como economía, número de mues

tras a analizar y tiempo de an!lisis. 
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INTRODUCCION 

Un e.nt1bi6tico se define. por lo general como una sus
tancia quimica, producto del metabolismo secundario de un m~

croorganismo 1 que es capaz de mat~r o inhibir el desarrollo 

de otros microorganismos (4), 

Loe antib16ticos interfieren con el crecimiento y muit! 

plioac16n de bacterias susceptibles, esta ~nterferencia puede 

llevarse a cabo por diferentes ca.minos, lo cual no es extra.f'l.o 
puesto que los a.ntib16ticos tienen direrentes grupos químicos 
que interactúan con los componentes celulares dando por resu.!_ 
tado la actividad antimicrobiana. De esta !orma los antib16t.!_ 

cos pueden agruparse de acuerdo al sitio de la célula que at!!_ 
can. Los principales sitios de acción son: pared celular, me,m 
brana. metabolismo, sinteais de proteinas y replicac16n del 

4c1do nucleico (4) (12) (16). 

Durante largos af\os, se supo que loa microorgan~smoa PE 

dian a veces combatirse unos con otros. El ~énomeno ya se ha

bia seftalado en 1874, y lo mencionaban Pasteur y Joubert en 

1877, en que moatraron que se destruy6 el bacilo del 6.ntrax 

cuando el cultivo se contaminó con otras bacterias. En 1940 

Chain y colaboradores usaron zonas de inhib1ci6n para determ! 

nar la actividad de la penicilina que aisle.ron y pur~ficaron, 

esto sugirió l& l~ea de que el tamaño de la zona tuera la ba

se para una comparac16n cuantitativa con una penicilin~ de r~ 

rereneia. Abraham y colaboradores y Foster y Woodru~f inveat! 

garon muchoe de los factores que influyen en los resultados y 

compararon las ventajas y desventajas del método de d1~us16n 

en agar con el turb1dimétr1co. En el ano de 1946 Cooper y 

Woodman publicaron un trabajo en donde exponian los aspectos 

te6ricos incluidos en loa métodos de difus16n (10) (14). 

Durante los últimos 40 silos, la obtención de antib16ti-
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coa ae ha desarrollado rApidamente y sin duda esto puede de

berse a que se ha contado con métodos adecuados 1 on donde so 
han cuantificado las sustancias antimicrobianas durante el 

proceso de pur1ficsc16n. 

Los métodos microbiológicos pueden conducir a un mayor 

error que los métodos quim1eoa, pero si al primero so le dan 

las condiciones óptim&B para que tanto el microorganismo como 

el antibi6t1co y sus factores inhorentea al ensayo sean los 

rn&s id6ncos, se logrará una mayor sensibilidad que la que ae 

obtiene por el quimico, por lo que el resultado m1crobiol6gi

co ea concluyente. M&o adelante ae discutirán estas condicio

nes, por el momento se resumirán las siguientes (12): 

a) La compoeici6n del medio nutritivo debe establecerse muy 

bien, ya que algunos de loe componentes pueden a~ectar a c1e~ 
tos antibióticos, lo que ha llevado al desarrollo de medios 

exclusivos para el ensayo de éstos. La profundidad del medio 

y el grado de hidrataci6n del gel de agar también deben esta

blecerse. 
b) La cantidad de in6culo debe ser constante, as! como la ve

locidad de orecim~ento, si el in6culo es grande, las zonas de 

inhibición pueden no ser claras. Los ensayos de los antib16t! 

coa se deben llevar a cabo con cepas microbianas espec1~1cas. 
de sensibilidad antibi6tica conocida (por lo que se recomien

da obtener cepas de colecciones m~crobianas de referencia). 
o) El tiempo de incubac16n y la temperatura deben ser constan 

tea, ya que estos dos factores afectan la difusión del ant1-

b16tico y la velocidad de crecimiento del microorganismo. Si 

el periodo de incubac16n es largo, puede ocurrir crecimiento 
dentro de las zonas de inhibic16n. 

d) Para resultados exactos el ensaya debe repetirse varias v~ 
ces y el diámetro de las zonas producidas comparado estad!st! 
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camente con concentraciones.conocidas del antibi6tico que se 

utilice como reterencia. 

Al cumplir con estas condiciones se obtiene un buen en

sayo y se determina que el diámetro de la zona·cte inhibición 

alrededor del dep6sito de antib16tico es proporcional al lag~ 

ritmo de la concentraci6n del mismo. 
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I GENERALIDADES 

l. Teoria de la formac16n de las zonas de inhibici6n. 

El método de d1fusi6n en agar empez6 a emplearse cuan

titativamente a partir de los trabajos hechos por Chain y e~ 

laboradores en 1940, al introducir estos ensayos en los pro

cesos de pur1f1cac16n de la penicilina. 

El sistema en general comprendo: un medio de agar nu

tritivo inoculado con una suspens16n del microorganismo de 

prueba en la forma vegetativa (o de espora), la suspensi6n 

se hará a partir de un microorganismo incubado para lograr 

la fase lag (o en el caso de utilizar un microorganismo esp~ 

rulado más allá de la fase lag). El limite de la zona de in

hibici6n será donde haya suficientes células que absorban t2 

do el antibi6tico impidiendo la di!usi6n adicional del mismo 
(2). 

1.1. Las leyes de difusión. La difusión puede definirse como 

el proceso por el cual los movimientos que producen al azar 

las moléculas, transfieren material de una pos1ci6n a otra. 
Se conside~a un sistema en e1 cual no se ha a1canzado el e
quilibrio y, en donde, dos diferentes conc.cntre.cionee esi::An 
a los lados (c1 y c 2 ). En el área~. entre las dos ooncentr~ 
cianea, y a una pequena distancia dx en llngulo recto, habr' 
un gradiente de concentrac16n dc/dx, en un pequeno intervalo 

de tiempo dt. Si la cantidad de sustancia que llega a x es 

dm, será proporcional a1 'rea"-, al tiempo y al gradiente de 

concentraci6n. Lo anterior puede representarse por medio de 

la siguiente fórmula (14): 
de 

dm ~ -D ~-¡¡;¡- dt 
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donde o es la constante de proporcionalidad que se derine co

mo el coeficiente de dirusi6n. Esta es una repreaentaci6n ma

tem!tica de la ley de Fick. 

La velocidad de difus16n a través del agar depende de 
la concentrac16n de antibiótico en el dep6sito, el tamafto y 

la rorma de la molécula del ant1bi6tico, la viscocidad del 
agar 1 la temperatura y de otros agentes como el contenido i6-

n1co del medio. Para un antibi6tico determinado, la velocidad 
de difusión en un medio definido bajo condiciones de prueba 

controlados puede determinarse experimentalmente y expresarse 

como una constante (coeficiente de difusi6n). En condiciones 
de prueba 6ptimas, la distancia alcanzada por una concentra

ción particular de un antibiótico en un período de tiempo da

do es proporcional a la cantidad de antibiótico en el dep6si

to (2). 

Una vez que la difusión ha empezado, se inician dos pr~ 

ceses simultáneamente, en el primero, la difusión del antibi~ 

tico en forma radial a partir del dep6sito. produce un gra

diente de concentrac16n que cambia gradualmente. Al mismo 

tiempo, el microorganismo empieza a metabolizar y después de 
la fase lag inicial, el crecimiento prosigue a una velocidad 

logarítmica (2). 

dx 

el . 

11 
~ c2 

X 

Fig. 1 (14). 
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1.2. Concentración critica m•. La concentración del antibiót! 

co llega a la posic16n de la ~utura zona limitante a un cier

to tiempo, durante el cual la concentración critica inhibito

ria puede difundir en el agar antes que oe alcance una densi

dad particular de células. Esto depende del coeficiente de d! 

fusión del antibiótico y la concentración del mismo que haya 

en el depósito. La concentrac16n critica es una medida de la 
sensibilidad del microorganismo de prueba bajo las condicio

nes particulares del ensayo. La concentraci6n critica es di
ferente a la concentrac16n critica inhibitoria, siendo de dos 

a cuatro veces mAs grande la primera que la segunda y se dc

te rmina bajo diferentes condiciones. Se derine matemáticamen

te por: 

donde Des el coeficiente de difusión (expresado en mm/hr), 

el cual, depende de la temperatura y de la viscocidad del me

dio y varia inversamente al radio de la molécula, m0 es la 

concentración inicial del antibiótico, Y es la distancia del 

limite del depósito al fin de la zona de inhibición, T0 es el 

tiempo critico y m• la concentración critica (13). 

1.3. Tiempo critico T0 • El tiempo critico es el periodo de 

crecimiento del microorganismo al cua1 llega la poblaci6n cr! 
tica N'. Es el tiempo donde se fija el borde de la zona y pu.!!. 

de determinarse por preincubac16n del medio inoculado, variS;!! 
do periodos antes de la adición de la solución del antibióti

co ~n el dep6sito. Se de~ine matem,ticamente por: 

T0 ~ h - Y2 / 4 D ln ( m0 / m' ) 
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donde h ea el tiempo de preincubac16n y D, Y, m0 y m' tienen 

el mismo signi~icado que se dijo anteriormente. El tiempo cr! 
tico depende de la rase lag (L) y del tiempo de generación 

(G), por lo tanto, depende de la temperatura y del inóculo N0 
(población de inóculo). Es independiente de la concentraci6n 

del antibiótico (13). 

1.4. Población del inóculo N0 • Es la población al tiempo del 

in6culo. 

1.5. Poblac16n critica N'. Es la población al tiempo T0 , un 

incremento adicional en la población más allá de este limite 

da como resultado un exceso de microorganismos capaces de ab

sorber completamente el antib16tico y asi impedir su difusión 

adicional. La di~si6n del antibiótico durante la rase lag de 

crecimiento puede dar como resultado zonas de 1nhibic16n pe

queHas, m&s aOn si se us6 un in6culo grande tal como N0 = N1
• 

Después de la inoculación, el microorganismo inmediata

mente empieza a crecer. Después de la rase lag, que es la in,! 

cial, el microorganismo pasa a la fase logarítmica y la mult.!. 

plicac16n prosigue rApidamente. El punto se alcanza cuando la 

masa celular es lo bastante grande para no ser inhibida por 

1a concentraci6n critica del antibi6tico. Este crecimiento s~ 

gue hasta llegar a ser visible, limitando el borde de la zona 

de inhibici6n. La relación entre tiempo critico (T0 ) y el cr~ 

cimiento del microorganismo, puede expresarse por la siguien

te r6rmula: 

donde L es el tiempo de la rase lag, G el tiempo de genera

ción, N' la poblac16n critica al tiempo critico (T0 ) y N0 el 

8 



aº 
e 
:! 4.0 
o ..., .... 
"' '° g. 3.0 
'ti 

.... 
" e 
" 2.0 
.; 
e o 
u 

al 1.0 ... 
" 'ti 

"" o ..., 
10 20 30 40 so 60 70 60 

Diámetro de inhibici6n {Y2 ) 

Fig. 2. La relaci6n entre el diámetro de la zona de inhi 

bici6n al cuadrado Y2 , y el logaritmo de la dosis aplicada d; 
estreptomicina ( log M0 ) en tubo e con agar inoculado.e con Sta

phYlococcus. Ln concentrac16n critica m' corresponde al punto 

de 1ntersecc16n de la linea de respuesta con la escala del 

logaritmo de la dosis. As!, la concentrac16n critica se obti!!_ 

ne como el antilog o.95 a 8.9 mcg/ml (13). 
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Fig. 3. La grárica muestra la doterminaci6n del tiempo 

critico T0 • Las tres lineas corresponden a tres concentracio

nes diferentes de un mismo antib16tico graficadas a partir 

del diámetro de la zona de 1nhib1c16n al cuadrado contra el 

periodo de preincubac16n, todas las líneas intersectan el mis 

mo punto correspondiente a Y2 = o. Esto demuestra que el tiem 
po critico es independiente ·de la dosis de antibiótico y que 

en estas condiciones experimentales (microorganismo de prueba, 

cantidad de in6culo, medio y temperatura de incubac16n) es de 

5.4 horas. La grárica se hizo utilizando estreptomicina y 

Staphylococcus (13). 
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número de c61ulaa v1vaa al tiempo O ·(densidad del 1n6culo). 
A partir de esta relaci6n, es claro que el tiempo cr1t! 

co T0 , se determina por el tamal\o del 1n6culo y la velocidad 
de crecimiento del microorganismo. La densidad del in6culo es 
una variable importante que puede y debe aer controlada par& 
obtener resultados adecuados. La velqc1dad de crecimiento de 

las cepas de prueba es influenciada por el tamallo del in6cu1o 
y por la capacidad nutritiva del modio de cultivo de prueba. 
Un medio que ofrece un crecimiento rápido del microorganismo 
no es deseable debido a que las zonas de inhibición son redu
cidas. Por otra parte, un medio con nutr~mentos m1nimoe exhi
be un crecimiento lento que tiende a dar grandes zonas de in
hib1c16n (2) (13), 

1.6. Poblac16n inhibitoria N''• Es aquella poblac16n eu!icien 
temente grande que impide completamente la rormac16n de zo
nas do 1nh1bic16n. Los raoto.-..a quo deciden el limite de la 
zona son la oonoentrac16n critica y la poblac16n critica. Los 
raotorea que influyen en la di!us16n del antib16t1eo o el 
tiempo que ea neceear1o para alcanzar la poblaci6n critica, 
areotarl el tamallo de la zona. 

Debe obaetvaree que de acuerdo con la teoria de la ror
mae16n de la zona de 1nh1bic16n, la pendiente de la linea de 
respuesta se detennina por los siguientes raotores (2) (13)• 

1) preinoubae16n 
2) pr-edirus16n 
3) temperatura de 1noubac16n 

Con respecto al último punto cabe hacer menci6n que el 
ooo~ióiente de d1!us16n aumenta eon la.temperatura, mientras 
que la .velocidad de orecirniento se incrementa a un 6pt1mo r 

11 



luego cae. 

Un in6culo bajo permite zonas grandes y una pendiente 
mejor de la linea de respuesta del logaritmo de la concentra
c16n. Sin embargo, si la cantidad de 1n6culo ee reduce, el l! 

mite de la zona es difuso. Deben hacerse ensayos para selec
cionar la cantidad del 1n6culo que de zonas con limites clar_!!: 
mente definidos y con una buena pendiente de la linea de res

puesta del logaritmo de la concentraci6n. 

1.7. Naturaleza de la zona de 1nhibic16n. En las secciones a.n 
teriores se habl6 de la presencia de un gradiente de concen
traci6n del antibiótico, en donde, el crecimiento microbiano 

va a presentar dos formas de 1nhib1ci6n, una completa y otra 

parcial y, de esta forma, el borde de la zona de 1nhibic16n 
se demarca exactamente. En la práctica, la mayoría de los an

tibi6ticos producen una zona de inhibición parcial, en donde 

a veces es dificil visualizar el limite. Para comprenderlo m~ 
jor, el siguiente dibujo muestra en fortna exagerada el borde 

de la zona de 1nhibic16n (2) (lS). 

A B e D E 
1 1 

1 1 1 

t 1 1 : 1 1 1. 1 
:....r,, •. a.W.d ••rl•• 

AGAR 

Fig. 4. A) dep6sito, B) 1nhibic16n completa, C) 1nhibi

ci6n parcial, D) crecimiento retardado y E) crecimiento esti

mulado (2). 
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El área de crecimiento estimulado puede atribuirse a un 

crecimiento disminuido de la parte que eatá más cerca del de
pósito, debido a que los nutrientes que dit'unden de la zona 
de inhibición son más Các1lmente utilizablea para las células 

que se encuentran al borde de la zona y aei la masa do creci

miento es algo m&s grande. Este fenómeno probablemente no es

tA relacionado a un e~ecto estimulante de concentraciones su~ 

inhibitorias de antibiótico en el medio. Una banda de inhi
bición parcial es usualmente muy estrecha y probablemente re
presenta una breve inhibición y un eventual crecimiento que 

es trecuentemente observado con concentraciones sub1nh1b1to

~1as de antibi6tico~ Uno podría esperar encontrar la concen

tración inhibitoria dentro de esta banda de inhibición par
cial, as! el crecimiento seria completamente inhibido. A ve

ces hay otro anillo interno muy débil, de crecimiento reterd~ 
do, que representa células vivas inicialmente inhibidas por 

la concentraci6n del antibiótico. Este ren6meno puede relaci~ 
narse frecuentemente con la degradación o inactivac16n del an 
tibi6tico resultando un crecimiento retardado de estas c~lu
las vivas capaces de sobrevivir la concentraci6n inhibitoria 

inicial. Esta respuesta es particularmente notable en microo~ 

ganismoe de prueba que producen una enzima extracelular, tal 

como la penicilinasa o~ -lactamasa de§_. ~ {2). 
Cuando el in6culo contiene una pequena proporci6n de V!J:. 

riantes resistentes, éstas eventualmente crecen para producir 

colonias visibles dent~o de la zona de inhib1c16n. La pobla
ci6n inicial de células resistentes puede ser relativamente 
pequefta, resultando co1onias de menor tamaf'io y de lenta ~orm~ 

c16n, regularmente es el área cercana al dep6sito, donde la 

concentrac16n del antibiótico es alta. Para distinguir entre 
crecimiento secundar±o de variantes resistentes y crecimiento 

retardado de sobrevivientes susceptibles, deben de subculti-

13 



varse colonias del área de 1nh1bic16n y repetir el ensayo. De 

esta manera se inorementaria la proporción de variantes reai.!!, 

tentes y as! el ensayo repetido seria derinitivo. Por supues

to, es siempre necesario distinguir microorganismos contami

nantes de variantes resistentes (2). 

i.a. Factores que inrluyen en el tamafio de las zonas de 1nhi

bic16n. A partir de las secciones anteriores se ha comentado 

la variedad de ractores técnicos que influyen en el tamaHo de 

las zonas de 1nhibic16n. AlgWlos pueden afectar los resulta

dos en varias formas. Las variables más importantes que son 

rAcilmente sujetas a control experimental son las siguientes 

(2) (13): 

a) Sensibilidad primordial del microorganismo de prueba. 

b) Condic16n del microorganismo de prueba. Vegetativo o espo

ra, si es vegetativo su rase de crecimiento. 

c) Densidad del in6culo. La cantidad ee probablemente la va

riable más importante que in~luye en las zonas de inhibici6n. 

El tamaf'lo de la zona no se determina hasta que se alcanza la 

población critica (N'). Con un in6culo pequofto se requiere de 

m~o tiempo para alcanzar la población crítica y as1. el anti

b16tico puede di~undir ·m&s y la zona es más grande. El tamal'lo 

de la zona se relaciona inversamente con la cantidad de 1n6c~ 

lo. 

d) Compoaici6n del medio. tete in~luye en el tamaflo de la zo

na por tres razones: 

1) eu e~ecto en la actividad del antibi6tico 

2) au influencia en la velocidad de di~si6n del antibiótico 

14 



3) su erecto en 1a velocidad de crecimiento de1 microorganis
mo. 

La capacidad nutritiva de1 medio puede tener una in
!1uencia si¡niticativa en la duraci6n do la !ase lag y e1 
tiempo de ¡eneraci6n del microorganismo. Un modio deficiente 
produce zonas mls ¡randes, probablemente debido a la pro1on
gaci6n de la !ase lag que se requiere antes de que pueda ini
ciarse ol crecimiento, El contenido de agua del medio es im
portante, debido a que le pérdida de la misma ocasiona que 
las zonas que se encuentran a los bordes de las placas gran
des asan de mayor tamaflo que las quo est6.n al centro de la 
placa. 

e) Incremento del grosor del medio. Lo cual ocaciona disminu
ci6n del diimetro de la zona. 

t) Conoentraci6n de la soluci6n de prueba. 

g) Volumen de la soluoi6n de prueba que se aplica a la placa. 
!ste debe ser grande, de tal !orma que actúe como dep6sito 
con una concentraci6n continua o aplicando un volwnen igual. 

h) Area de apl1cao16n do la soluci6n de prueba, Debe existir. 
uniformidad en cuanto al lroa de contacto entre dep6sito y c~ 
pa inoculada, ya sea que se utilicen cilindros de acero inox.! 
dable, perlas de porcelana o discos de papel. En el caso de 
per~oraciones en el agar, el d16metro debe ser constante. 

i) Tiempo de aplicación de las soluciones de prueba. Las sol:!:). 
cienes aplicadas al último tienen menos tiempo para ditundir 1 

por lo que la población critica se alcanza en menos tiempo 
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produc16ndose zonas más peque~as. 

j} Temperatura de 1ncubac16n. Una placa colocada en el entre

pa.n,o de la incubadora tarda una hora para calentarse 11c de 

la temperatura del incubador, pero si las placas se colocan 

en columnas de cinco, la placa del centro tarda cerca de 4 
horas para alcanzar esa misma temperatura. Debido a que la v~ 

loeidad de crecimiento del microorganismo de prueba es más b~ 
ja si no se alcanza la temperatura 6pt1ma, el tiempo que se 

requiere para alcanzar la poblac16n critica será más largo. 

Consecuentemente, las placas del centro de la columna tendrán 

zonas más grandes que aqu~llas que están abajo, debido a que 

la concentración critica del antibiótico tiene más tiempo pa

ra di~undir. 

k) Tiempo de incubación. La posición de la zona de inhibición 

se determina en las primeras horas de 1ncub8c16n, las zonas 

pued~n medirse tan pronto como el crecimiento microbiano 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 análisis en donde se estableci6 la potencia estima

tiva al 100%, S al 90% y los 5 restantes al 110% con respec

to a la muestra de re!erencia. Se hizo en dos muestras, las 
cuales provienen de diferente proveedor para tener una base 

más amplia en el análisis estadístico. 

como muestra de referencia se usó runp1cil1na trihidra
tada que previamente se valorb con un estándar primario USP. 

Cabe citar que ambas muestras ensayadas son trihidratadaa y 

los tres m6todos se e~ectuaron el mismo d!a y se evitó cual
quier cambio que pudiera haber !avorecido alguno de los mét,!?_ 

dos. 

2. 2 Material 

2.2.1 Equipo 

Estu!a de incubac16n modelo Blue-M cuya exactitud es de 

o.sac, con un rango de temperatura hasta de óSRC. 
Espectro!ot6metro Coloman Junior II modelo 6/20. 

Antibiotic Zone Reader con una aproximaci6n de O.l mm pa

ra la medici6n de las zonas de inhibici6n. 

Vernier con una aproximaci6n de o.os mm para la lectura 
de las zonas en el método de cuadrados iatinos. 
Cilindros de acero 1noxidab1e con las siguientes dimensio 

nes, teniendo cada una de e1las una tolerancia de ! O.l -

mm, diámetro exterior 6.0 mm, diámetro 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-0-REY (20 x 20) para el diseno de cuadra

dos latinos. 
Matraces volu.~étricos de 200, 100, 25 y 10 ml. 

Pipetas volum&tricas de 1 ml. 

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

Pipetas graduadas de 25 ml, 

Matraces Erleruneyer de 1000 y 250 rnl. 

Pipetas Pasteur. 

Botella de Roux. 

Tubos de ensayo de direrentes medidas. 

2.2.3 Medios de cultivo y reactivos 

Agar antibiótico llo l (Merck 5272). 

Agar antibiótico l/o 11 (Dioxon 243). 

Soluci6n amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH a.o! 0.1. 

Soluc16n salina 1sot6nica. 

Los medios de cultivo como la solución amortiguadora 

son los descritos por la USP (18). 

2.2.4 Muestras a analizar 

Ar.lpicilina trihidratada. Las dos muestras se mantuvieron 

en un desecador y se hicieron las diluciones apropiadas 

para obtener las siguientes concentraciones: o.064 mcg/ml, 

O.OSO mcg/ml, 0,100 mcg/ml, 0.125 ccg/ml y 0.156 mcg/ml. 

2.2.5 Material biológico 

Sarcina lutea ATCC 9341 como microorganismo de prueba, a~ 

quirido en la SSA. 

18 



2.3 Metodologia 

2.3.l Microorganismo de prueba 

El cultivo se mantiene en tubos inclinados y debe transfe

rirse semanalmente a cultivos rrescoe. 

2,3.2 Preparación del in6culo 

A un cultivo rresco de 24 horas se le agrega soluc16n sal! 

na isot6nica estéril y con ayuda de perlas de vidrio se 

suspende el crecimiento. Debe de obtenerse una suspens16n 

que diluyéndola 1:40, dé 25% de transmitancia a una longi

tud de onda de 580 nm. 

2,3,3 Colocación de los cilindros 

Para el diseno 5 + 1 y 2 + 2 se colocaron 6 cilindros de

jando un espacio de aprOximadamente 28 mm entre cada c111!!. 

dro, de tal manera que se ronne un ángulo de 60ª entre los 

cilindros y el centro de la caja. Para el disefto de cuadr~ 

dos latinos se colocaron 36 cilindros dejando un espacio 

de aproximadamente 28 mm. 

2.3.4 Preparaci6n de las placas 

A las cajas Petri se les agreg6 21 ml para la capa_basal y 

4 ml para la capa inoculada. En la de cuadrados latinos la 

capa basal fué de 110 ml {se le adicionó 0.1 g de agar pa

ra darle mayor consistencia), y la capa inoculada :ru6 de 
21 ml. 

2.3.5 Cantidad de in6culo 

1 ~l de la suspensi6n preparada a 2s% de transmitancia, 

por cada 100 ml de medio de cultivo. La suspens16n se adi

ciona al medio teniendo éste una temperatura cercana a los 
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SOP c. Es importante esta indicación debido a que una mayor 

temperatura o un tiempo prolongado del microorganismo en el 

agar fundido incrementan la destrucci6n de enzimas dando por 

resultado un tiempo de generaci6n mayor. 

2.4 Ensayos de prueba 

2.4.l Ensayo de un nivel con curva est6.ndar 

Este método es el que se usa con mayor frecuencia en 

la determinación de la potencia microbiológica de ant1b1Ót1-

cos, debido a que tiene un gran rango (60 a 150%), por lo 

que dificilmente una muestra a analizar pueda salirse de es

tos 1imites. 

El método consiste en la preparaci6n de cinco concen

traciones, dosis o niveles de la muestra de referencia y só

lo un nivel de la muestra a determinar, ésta se prepara para 

tener una concentración 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 los otros tres con la solución cuya concentraci6n está 

a la mitad de la curva a la cual llamaremos D1luc16n Optima 

(DO). En otras palabras, para hacer la curva estándar se re

quieren doce cajas, en ellas habrá nueve zonas para la DO. 

Los cilindros se llenan en forma alterna. Para cada muestra 

será necesario aumentar tres cajas, las cuales se llenan de 

la rnisca·forma, es decir, nueve zonas con la concentraci6n 

o dilución 6ptima de la muestra y nueve zonas para la DO de 

la muestra de referencia. 

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 lla.marernoe St y el promedio de las zo

nas de la DO que se corrió en las mismas cajas de la muestra 

(9 en total) que llamaremos Smt, por consiguiente se tiene: 

Mt = Nmt + ( St - Sr.it ) 

donde Mt es el promedio corregido de las zonas de la muestra 

y este valor es el que se interpola en la curva estándar. 

Esta corrección se hace también en los promedios de 

las zonas de los niveles que se usaron para hacer la curva. 

Una vez ajustada la muestra y los demás puntos, el resultado 

se lee a partir de la curva estándar. 

La curva estándar se construye al graricar los prome

dios corregidos de las zonas en papel sernilogarítrnico de 2 

ciclos, en la escala logarítmica se grafican las concentra

ciones y en la escala aritmética los milímetros de las zo

nas de inhibición. La gráfica debe ser lineal y para ello se 

buscará la línea que logre mayor ajuste de acuerdo a los da

tos obtenidos. Esto evitará los errores inherentes en la me

dición de cada punto y da una interpretación matématica más 

simple. Una forma de hacer cumplir esto último es por el mé

todo de minimos cuadrados, el cual no es di~!cil de calcular. 

La linealidad de la gráf'ica por los puntos obtenidos le da 

una idea al analista sobre si se efectuó un buen ensayo y le 

asegura que no hay un punto que le pueda inf'luir en la pen

diente de la linea. 

Las ecuaciones para calcular la grár1ca por el método 

de mínimos cuadrados son las siguientes: 

3a + 2b + e - e 
L 

5 
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H -
3e + 2d + e - a 

5 

donde L es el diámetro calculado para la concentración más b~ 

ja, H ea el diámetro calculado para la concentración más alta, 

e es el diámetro promedio a partir de las 36 lecturas de la 

DO (0.100 mcg/ml) y a, b, d y e son los diámetros 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. Diseño 2 + 2. Ensayo factorial de dos niveles. 

El diseño 2 + 2 también llamado simétrico o balanceado, 

fué descrito por Knudsen y Randall en 1945 corno un diseño se~ 

cillo y eficaz para el ensayo de penicilina (13). 

Para efectuar este ensayo se preparan dos concentracio

nes diferentes (0.080 y 0.156 mcg/ml) para cada una de las 

muestras a determinar así como también para la muestra de re

ferencia, el número de replicaciones puede ser variable te

niendo en mente que a mayor número, mayor es la con~iabilidad 

(en este estudio el número fué de seis). El diseño utilizado 

para llenar los cilindros es el siguiente: 

© 
Fig. S. 
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Conc .. Alta Conc. Baja 

Referencia (S) 4 

Muestra No 1 (Tl) 2 5 

Muestra No (T2) 3 6 

A partir de este diseño existen varias modificaciones 

para la comparaci6n simultánea de una, dos o más muestras y 

una de esas modificaciones es el uso u~ placas grandes con el 

diseño de cuadrados latinos y el de cuadrados casi-latinos. 

El procedimiento para calcular la potencia se puede re

presentar gráficamen~e por 1~ linea de respucGtn de las dos 

concentraciones o dosis entre la muestra y la de referencia. 

La potencia 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 

están sujetas a errores casuales, por ello, para un mejor cá~ 

culo: 

donde s
1 

es la respuesta de la referencia a la dosis baja, s 2 
es la respuesta de la referencia a la dosis alta, T1 es la 

respuesta de la muestra a la dosis baja y T 2 es la respuesta 

de la muestra a la dosis alta. 

En forma similar, para calcular la respuesta debido a 

la diferencia entre la muestra y la referenci~ ésta se obtie

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

23 



1 
~ ¡ 'º' " .... 
~ 
o 

'O 

~ 
,..¡ 

~ I 
'O 

j 
"' o ,.., 

M 

! 

E 

b 

R e s p u e s t a 

Fig. 6. Ilustraci6n gráfica de las relaciones entre los 

símbolos usados en el cálculo de la potencia (13). 
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A partir de la gráfica se ve que la diferencia en el l~ 

garitmo de la dosis correspondiente a E es I, el logaritmo de 

la relación de la dosis y aquélla correspondiente a F es M, 

el logaritmo de la relación de la potencia de la muestra a la 

potencia de la muestra de referencia. La gráfica también mue~ 

tra el símbolo b, el cual es la diferencia calculada en la 

respuesta (suponiendo una linea recta) que corresponde a una 

relación de dosis 10:1. De una consideración similar de triá!! 

gules se ve fácilmente que: 

F/M = E/I = b/log 10 b 

por lo tan to: 

M = F/b 

La potencia se obtiene toraando el antilogaritmo de M. 

En el presente estudio E y F se modifican debido a que 

el diseño 2 + 2 se realizó con dos muestras. 

E = 1/2 52 + Tl 
2 + T~ ) - 51 + Ti + T2 

1 ) ) 

para Tl F 1/2 T~ + Tl - ( 52 + s1 1 

para T2 F = 1/2 l T~ + T2 ) - 52 + 51 1 

donde Tl 
1 

es muestra No dosis baja, Tl 
2 es muestra No dosis 

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

2 es muestra No 2 dosis 

alta, ª1 es referencia dosis baja y 5 2 es referencia dosis al,_ 

ta. 
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2.4.3. Diseño cuadrados latinos 6 x 6. 

Cuando s~ lee el tamaí'io de las zonas en una caja Petri 

el operador conoce a qué dosis y a qué muestra corresponde la 

zona que está leyendo, no asl c~ando se hacen las lecturas en 

una placa grande, ya que las soluciones se hnn puesto al azar 

y se desconoce la soluc16n a que corresponde la zona que lee. 

Para evitar el aprendizaje de las zonas, se debe de disponer 

de varios diseños de colocar las soluciones, de esta forma, 

el operador realiza una estimación completamente objetiva del 

tamaño de la zona (1) (12) (13). 

Se pueden realizar los siguientes esquemas: 

1 6 4 2 5 3 3 5 4 6 2 2 6 3 5 4 4 5 2 3 1 6 

6 5 2 3 4 4 2 5 3 1 6 4 1 5 3 2 6 2 3 6 4 5 

5 4 3 6 6 4 2 5 3 3 5 4 6 3 6 2 5 4 

4 2 5 3 6 2 4 6 1 3 5 4 2 3 5 1 2 5 4 6 3 

2 3 4 6 5 6 1 3 5 2 4 5 4 6 3 5 4 3 6 2 

3 6 5 4 3 2 6 4 6 3 1 5 4 2 6 4 5 3 2 

(a) (b) (e) (d) 

Como se observa, en los esquemas aparece únicamente un núme·ro 

por columna y por ~ila (9). 

El llenado de la placa se realiza empezando por la pri

mera fila y avanzando de izquierda a derecha, una vez termin~ 

da se sigue por la segunda fila y nuevamente avanzando de iz

quierda a derecha y así 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 predifusi6n. 
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IIl ANALISIS ESTADISTICO 

El presente estudio trata de determinar si los diseños 

5 + 1, 2 + 2 y 6 x 6 ofrecen la misma precisión o si existen 

diferencias significativas, entendiendo por equivalentes a 

que puedan ser usados indistintamente para la determinación 

de la potencia de un antibiótico. La mejor forma de resolver 

este problema, es por medio de un análisis estadistico. 

La ciencia estadística puede considerarse como los pro

cedimientos, métodos o pruebas que tienen como objetivo el 

analizar datos, esto es, organizar y dar significado a la in

formación. Un método estadístico representa una probabilidad 

alta de que una determinada hipótesis sea verdadera o falsa. 

La hipótesis es una suposic16n sobre la población que se está 

ensayando. 

El análisis de varianza es uno de los métodos estadist! 

cos más utilizados y elaborados en la investigac16n moderna. 

El análisis de varianza, no obstante su denominación, se uti

liza para probar hipótesis referentes a las medias de pobla

ción más que a las varianclas de población. Al realizar esta 

técnica a partir de la información obtenida de un experimento 

se trata de aislar y estimar las variancias separadas que co~ 

tribuyen a la total varianza de un experimento. 

El procedimiento para el análisis de varianza es el si

guiente (3) (6) (8) (11): 

1) Formulaci6n de la hipótesis. No existe diferencia signifi

cativa entre los diseños y las muestras. Esta hipótesis se d~ 

signa como Ho. 

2) Formulación de la hipótesis contraria {H1 ). 

3) Selección de la prueba estadística. Prueba F. 

4) Nivel de significación de la prueba. cJ.= o.os. 
5) Calcular el dato requerido. Valor de F experimental (Fexp). 
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6) Aplicar la prueba de significación. Aceptar o rechazar a 
Ho. 

Fotografía No l. Fotografía tomada del diseño 6 x 6, 

donde se observa la int'luencia posicional en~.i:·e;: las zonas in

teriores y las que bordean la placa, causando con ello las di 
t'erencias en el tamaño de los halos de inhibición. 
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Fotografía No 2. Fotografía tomada del diseño 2 T 2, en 

la cual se observa los diferentes tamaños da las zonas, esto 

es, un halo de inhibición mayor causado por la dosis alta y 

un halo de 1nh1b1c16n menor debido a la dosis baja. 
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TABLA I 

Resultados de las muestras l y 2. 

Potencia estimada: 100 %. 

D I s E fl o 

.2.__:t._! ~ ~ 
Ml M2 Ml M2 Ml M2 

95 95.5 105.5 101.5 100,8 97.4 

96 95 98.6 97.0 97,3 96.8 

96 98 102.5 102.6 102,7 104.7 

97.5 98 103.3 101. 5 100,3 104.4 

102 98.5 97.7 97.4 96.2 96,5 

99 98 101.1 102.3 99.0 101.0 

98.5 101.5 99.8 103.0 100.0 100.3 

96.5 100 95.4 97.0 96.6 100.1 

102 98,5 100. 6 97.2 100.2 101.3 

101 100 101. 7 99.5 102.7 105,2 

103 103,5 101. 8 101.1 100. 7 104.6 

105 103 106.0 100.2 104.0 101.4 

103 99,5 102. 7 102.3 101.4 97.5 

102 102 97.3 100.4 99.1 99.4 

104,5 97.5 104.0 103.0 105.l 96.7 

95.5 95.5 99. 7 99,6 101.6 102.5 

103,5 101.5 99.8 99.0 101.8 102.3 

99 102 97.8 99.3 96.l 95.2 

96.5 95 99.4 96.1 103.7 101.3 

98,S 102 97,8 94,2 99.4 96.6 
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TADLA II 

Resultados de las muestras 1 y 2. 

Potencia estimada: 90 %. 

DISEflO 

~ ~ 
Ml M2 M¡ M2 

86.5 89 88.2 90.0 

86.5 87 91.0 90.2 

87.5 86 92.1 88.5 

91 89.5 91.0 89.4 

89 90 89.8 90.8 

~ 
Ml M2 

89.4 85.2 

92.0 87.4 

91. 2 87.2 

89.0 85.2 

90.8 87.1 
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TA8LM lXl 

ReeultRdo:; clr l.s:n mucst.ra::; "f 2. 

Potcnc1'' e&tin.adu: ~10 ~~-. 

~ . .l:-.-~Li~_e;_ 

.?___:......!. -~E LLl 
Ml t-12. Hl M2 Ml M2 

ll3 115 112.4 106.6 111.5 ll2,6 

lU.S 10~.~ 10&. ·1 109.-1 109.3 115 .. 4 

108.5 10·1.s iog,., 110 .. !- 110.6 111.4 

!OS 103 .~> 109.2 1.07.2 105.0 105.2 

110 100 5 109.6 108.0 10!1,0 111.7 
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TABLA IV 

ANALISIS DE VARIANZA 

Potencia estimada: 100 %. 
Nivel de signif"icancia: oc .OS 

DISEflO L!:....1. 
MUESTRA 1 

95 

96 

96 

98.5 

TOTAL 1994 

TOTAL 

95.5 

95 

98 

102 

1984.5 

3978.5 

105.5 

98.6 

102.5 

97.8 

2012.5 

MUESTRA 

101.5 

97.0 

102.6 

94.2 

1994.2 

4006.7 

2 

100.8 

97.3 

102.7 

99.4 

2008.7 

97.4 

96.8 

104.7 

96.6 

2005.2 

4013.9 

6015.2 

5983.9 

11999 .1 
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+ ••••• + 

= 1200778.09 - 1199820.006 

= 958.084 

seintra =:EX~ - N 

11999.l ) 2 

96.62 - ~~~1~2~0~~~ 

19942 + 2012.52 + ••••• + 2005.22 

se,. 

= 1200778.09 -

= 1200778.09 - 1199848.443 

929.647 

3978.52 + 4006,7 2 + 4013.9 2 

40 

1199837.508 - 1199820.006 

= 17.502 

:E' ( ~xr ,2 (~Xt )2 

Nr Nt 

20 

6015.22 + 5983.9 2 11999.12 

60 120 

1199828 .17 - 1199820.00ó 

8.164 

11999.1 2 

120 

seer set - seintra - sec - se,. 
958.084 - 929.647 - 17.502 - 8.164 

2.771 
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Cálculo de loa grados de libertad (gl) 

Slt e Nt - 1 e 120 - 1 e 119 

glintra = K ( N - l 6 20 - 1 ) 114 

3 - 1 e 2 

glr = r - 1 = 2 - 1 

gl e cr e - ) ( r - ) ~ ( 3 - 1 ) ( 2 - l ) e 2 

Tabla del Análisis de Varianza 

Fuente de Suma de gl cuadrados 

variaci6n cuadrados medios 

In ter 
Columnas 17.502 2 8,751 

Renglones 8.164 1 B.164 

Interacc16n 2.771 2 1,386 

Intra 929. 647 114 a.1ss 

Conc1us16n: 

Fexp 

1.07 

1.00 

0.17 

Columnas: 1.07 4 F. 95 = 3.08, se concluye que las me

dias de los tres dise~os son iguales. 

Renglones: 1.00 ~F. 95 = 3. 93, se concluye que las me
dias de las muestras 1 y 2 son iguales. 

Interacc16n: 0.17 ~ F. 95 = 3.08, se concluye que los 

efectos d~ lnteracc16n no están presentes. 
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TABLA V 

ANALISIS DE VARIANZA 

Potencia estimada: 90 º' ,.. 
Nivel de s1gn1ficanc1a: «.os 

DISERO ~ ~ ~ 
MUESTRA 

86.5 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 

TOTAL 440.5 452.1 452.4 1345.0 

MUESTRA 2 

89 90.0 85.2 
87 90.2 87.4 
86 88,5 87.2 

89 .5 89.4 85.2 

90 90.8 87.1 

TOTAL 441.5 448.9 432.1 1322.5 

E 882 901.0 884.5 2667.5 
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2667.S ) 2 

= 86.5 2 + 86.5 2 + ••••• + 87.1 2 - ~~-3~0,,.-~~ 

= 237298.51 - 237185.2083 

= 113.3017 

• 237298.51 -
440.5 2 + 452.1 2 + ••••• + 432.1 2 

5 

= 237298.51 - 237248.858 

• 49.652 

'E (:f:Xc )2 

SCc = No 

8822 + 901 2 + 
10 

= 237206.525 - 237185.2083 

• 21.3167 

~(:E:Xr )2 

Nr 

2667.52 

30 

13452 + 1322.5 2 

15 

2667.52 

30 

= 237202.0833 - 237185.2083 

= 16.875 

seer = set - seintra - seº - ser 
113.3017 - 49.652 - 21.3167 - 16.875 

= 25.458 
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Cálculo de los grados de libertad (gl) 

glt = Nt - 1 o 30 -

E11ntra K N -

29 

s - l ) 24 

gl0 = e - l = 3 - 2 

glr r - l = 2 -

c-l)(r-1 ( 3 - 1 ) ( 2 - 1 ) 2 

Tabla del Análisis de Varianza 

Fuente de Suma de gl Cuadrados Fexp 
variación cuadrados me di.os 

In ter 
Columnas 21,316 2 10.658 2.58 

Renglones 16,875 1 16. 875 4.08 

Interacci6n 25.458 2 12.729 3.08 

Intra 49.652 24 4.138 

Conclusión: 
Columnas: 2.58 4 F. 95 = 3.40, se concluye que las me

dias de los tres diseños son igu~les 

Renglones: 4.08 'F.95 = 4.26, se concluye que las me

dias de las muestras 1 y 2. son iguales. 

Interacci6n: 3.08 <.F. 95 = 3.40, se concluye que los 
erectos de 1nteracci6n no están presentes. 
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TABLA VI 

ANALISIS DE VAHIANZA 

Potencia estimada.: 110 1~. 

Nivel de sign1:ficancia: o( .os 

DISE!lO Ll...!. ~ ~ 
MUESTRA 

113 112.4 111. 5 
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,S 109.3 115.4 
107.S 110.5 111.4 
103.5 107.2 105.2 
lOB,S 108,0 111.7 

i 
TOTAL 543 541,6 556.3 1640,9 

:E. 1094 1087.9 1101.7 3283,6 
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set= 1132 + 113,5 2 + ••••• + 111.1 2 -
3263.6 ) 2 

m 359646.56 - 359400.9653 

= 245.5947 

30 

551 2 + 546,3 2 + ••••• + 556.32 

scintra = 359646.56 - ~~~~~~-,5~~~~~~~~-

= 359646.56 - 359431.02 

= 215.54 

10942 + 1067.9 2 + 1101.72 

10 

= 359410,53 - 359400.9653 

• 9.5647 

1642.72 
+ 1640.92 

15 

3283.62 

30 

3283,6 2 

30 

seer • 245.5947 - 215.54 - 9.5647 - 0.106 

20.382 

Cálculo de los grados de libertad (gl) 

&11ntra 24 

glcr = 2 
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In ter 

Intra 

Fuente de 

variación 

Columnas 

Reng1ones 

Interacci6n 

Tabla del Análisis 

Suma do 

cuadrados 

9.565 

0.108 

20.382 

215.54 

de Varianza 

gl Cuadrados Fexp 
medios 

2 4.782 0.53 

0.108 0.01 

2 10.191 1.13 

24 8.981 

Conclue16n: 

Columnas: 0.53 G F. 95 = 3.40, se concluye que las me

dias de los tres disefios son iguales. 

Renglones: 0.01 < F. 95 = 4.26, se concluye que las me

dias de las muestras l y 2 son iguales. 

Interacci6n: 1.13 "'- F 095 m 3.40, se concluye que los 

e~ectos de interacci6n no están presentes. 
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IV DISCUSION 

El estudio estadistico concluye que los resultados obt~ 

nidos utilizando los tres dise~os y las dos muestras no tie

nen diferencias signi!icativas, lo que permite determinar la 

equivalencia de los tres métodos. 

La olecci6n de alguno de ellos. se deberá determinar de 

acuerdo con la experiencia del personal responsable de este 

trabajo, asi como un análisis que determine ventajas o desve~ 

tajas para cada uno de los métodos. 

El presente trabajo tiene como limitante el haberse en

sayado únicamente con ampicilina, sin embargo, otros antibió

ticos que sean estimados con el método tradicional 5 + l pue

den ser analizados con los otros dos diseBos. 

A continuaci6n se dará una breve discusi6n de los aspe~ 

tos más importantes de los diseBos ensayados. 

DISEílO 5 + l. El disefio 5 + l es el de elecci6n cuando 

se desconoce la potencia estimativa de una muestra, ya que c2 

mo se dijo anteriormente el rango que cubre este dise~o es 

bastante amplio (60 a 150 %). 
Su principal desventaja es la utilizaci6n de un mayor 

número de cajas y esto se vuelve critico cuando existen va

rias muestras por analizar. 

El costo que tiene este diseño es mucho mayor al de un 

diseno factorial, esto es, para analizar una muestra es nece

sario utilizar 15 cajas y por cada muestra adicional será ne

cesario usar otras tres cajas y as! sucesivamente. No asi en 

el diseño factorial, el cual tiene versatilidad para la esti

mación de antibi6ticos que pueden ser acoplados a las necesi

dades de trabajo. 

El tiempo que se invierte al realizar este diseño es ~~ 
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yor tamb16n, por lo que ea requerirá mayor experiencia del 

personal que realiza este trabajo. 

Es en este método donde so presenta con mayor claridad 

el fénomeno de la pred1fus1ón. debido a que los primeros ci

lindros que se llenan preoenta.n zonas de 1nhibic16n mayores 

al de las zonas de los cilindros que se llenan al último. 

La Farmacopea Mexicana (7) considera doa aspectos impoE 

tantee para el cumplimiento de este dlse~o: 

1) El uso de una sola dosis de la muestra, debe apoyarse en 

estudios que demuestren el paralelismo de las curvas logarit

mo de la dosis-respuesta. 

2) El análisis de la varianza permite detectar desviacionas 

del efecto lineal del logaritmo de la dosis sobre la respues

ta. 

Si estas dos condiciones no se cumplen. la validez del 

estimado de la potencia de la muestra es dudosa, debido a que 

son supuestos del modelo de lineas paralelas. 

OISERO 2 + 2. Este diseno compara la linea de respues

ta de la muestra con la de referencia, permitiendo una versa

tilidad de ensayos que de acuerdo al número de concentracio

nes o niveles de dosis que se preparen y al número de mues

tras a analizar se clasifican en disenos balanceados y no ba

lanceados. 

Los primeros son aquéllos en donde el número de niveles 

de muestra y de re~erencia son iguales. Loa diseftos no balan

ceados son aquéllos donde el número de niveles de dosis de la 

muestra de referencia es mayor al de la muestra a anal.iza,~. 

Aunque la caja Petri tiene como limitante 6 lugares, 

aún asi, existe una serie de modelos que se pueden ajustar a 

las diferentes necesidades de trabajo (ver anexo 1). 
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Para vertricar si un ensayo cumple con este modelo, de

be satisfacer los siguientes requisitos (7): 
l) Que la relación entre el logaritmo de la dosis y la res

puesta puede ser representada por una linea recta, en el in

tervalo de dosis ensayada. 

2) Para cualquier muestra en el ensayo, la linea recta debe 

ser paralela a la de rererencia. 

El cumplimiento de ambos requisitos se verifica al 

hacer el análisis de datos. El primer requisito s6lo puede v~ 

ri!icarsc en ensayos en que se hayan ensayado al menos tres 

diluciones (dosis) de cada preparaci6n. La elección de un en

sayo con solo dos diluciones de cada preparación, debe apoya~ 

se en estudios previos, que demuestren linealidad de la rela

ción logaritmo dosis-respuesta. 

Finalmente, se puede decir que si se conoce la potencia 

estimada de la muestra, este diseño ofrece un resultado con

fiable por el mismo o tal vez menos esfuerzo práctico, debido 

fundamentalmente a que compara la linea de respuesta de la 

muestra con la de referencia. 

DISE~O 6 x 6. El ensayo en placas grandes lleva a una 

gran variedad de recursos para la determinación de antibi6t1-

cos. En este tipo de placas pueden ensayarse diferentes mues

tras al mismo tiempo con una o más dosis, todo ello dependerá, 

por supuesto, de la cantidad y calidad de trabajo que uno de-

sea. 

El uso de placas grandes disminuye las variaciones que 

se puedan tener con el uso de cajas Petri, estas variaciones 

pueden ser dos principalmente: mayor uniformidad de temperat~ 

ra y mayor regularidad en el tiempo de predifus16n. Para ex

plicar m6s 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 aea más uniforme, no asi en las cajas Petri, donde se 

tienen que hacer columnas de 3 o 4 (no es recomendable poner 

más de cuatro)- teniendo en cuenta la cantidad de trabajo y 

el tama.f\o de la estufa de 1ncubaci6n. Por otra parte, el t1em 

po de pred1fusi6n en las cajas tiene mayor variación, debido 

a que existe una diferencia de tiempo entre la ad1ci6n de la 

primera y la última. En el caso de las 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 ta~da 

en 1lenar una serie es la misma para todos. 

Existe una influencia posicional en el tamailo de las z2 

nas en las placas grandes. Esta diferencia está entre laa zo
nas interiores y las zonas que bordeen la placa •. Las zonas 1n 
teriores están rodeadas de dep6aitos los cuales mantienen la 

humedad del medio no asi en los bordes donde el agar tiende a 

secarse debido a que su contenido de humedad es bajo, motivan. 

do con ello n que la difusi6n se haga más rápido y las zonas 

tienden a ser más grandes. Este erecto se ve reducido por la 

azarisac16n del dise~o. 

Cabe hacer menci6n que la tapa que se us6 en esto dise

no es de vidrio, al cual se le adhiere papel riltro y se le 

humedece ligeramente. Esto tiene por objeto de que el agua de 

condensaci6n no caiga al ~edio, además de mantener el ambien

te húmedo. En las cajaa Petri no existe este problema puesto 

que se usan tapas de porcelana porosa. 
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V CONCLUSIONES 

1) De acuerdo con el análisis de varianza el método tradi

cional es equivalente a los otros dos disefios, por lo 

tanto, los tres métodos son equivalentes debido a que la 

F calculada es menor a la F de tablas con un nivel de 

s1gn1f1cac16n de .05. 

2) El método que se recomienda en base a este trabajo es el 

del ensayo en lineas paralelas 2 + 2. 

3) Este estudio se realiz6 con arnpicilina, pero es de supo

nerse que otros antib16ticos a los que se detennine la 

potencia por d1fusi6n de agar con el método 5 + 1, pue

dan estimarse por cualquiera de los otros dos dise~os. 

4) El número de ensayos no se calculó en forma estadística, 

es decir, que en un experimento, se deberá conocer prim~ 

ramente el número de ensayos a realizar, con objeto de 

no hacer un gasto innecesario de recursos ni tampoco te

ner un número bajo de los mismos que ocasionen resulta

dos poco prácticos. 

5) Del presente trabajo se puede inducir que para que los 

métodos turbldimétricos sean estimado::; a través de los 

ensayos en paralelo, se debe establecer en la práctica 

el número de replicaciones. 

6) El comparar los tres métodos con dos muestras de difere~ 

te proveedor, da mayor seguridad en los resultados. 
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ANEXO 

CALCULOS PARA ENSAYOS DE LINEAS PARALELAS (13) 

Cálculo de E y F en diseños balanceados 

Número de Número de E F Notas 
dosis muestras 

.2 ~I (S 2+T 2 )-(S1+T1 ) i ~I (T 2 +T1 )-(s2+s 1 ) 1 a,c 

2 l/3i(S2+T21+T22)-(Sl+T1l+Tl2)J ~i(T2i+T1 iJ-(S2+s 1 )i a,b 

3 )~I (S3+T3 )-(s.1 +T1 )1 l/3l(T3 +T2 +T1 )-(S3 +s2+s1 )1 a,b 

Cálculo de E y F en diseños no balanceados 

Número de Número de Número 
dosis del dosis de la de E F Notas 
estandar muestra muestras 

2 

3 2 

i s2-s1 

1/51(2S3+T2 ~-(2S1 +T.1 )1 

T1-s2 a 

~(T1-T2 )-l/3(S1+s2+s3 ) a 

NOTAS: a- Caja Petri 

b- Cuadrados latinos 6 x 6 

e- cuadrados latinos 4 x 4 
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