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UNIFICACION DE METODOS
PARA LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD
MICROBIANA

Segundo informe
del Comité de Expertos en Antibiéticos

1. INTRODUCCION

El Comité de Expertos en Antibi6ticos se reunié en Ginebra del 11 al
16 de julio de 1960. En su discurso de apertura de la reunién el Dr. P.
Dorolle, Director General Adjunto de la Organizacién Mundial de la
Salud, encareci6 la importancia de los asuntos sometidos a la consideracién
del Comité y aludié a la utilidad que, por razones manifiestas, tendria
desde el punto de vista de la salud publica la obtencién de informaciones
fidedignas y comparables sobre la sensibilidad y la resistencia de los micro-
organismos a los antibidticos en diferentes partes del mundo.

Se eligio Presidente al Profesor Maurice Welsch, Vicepresidente al
Dr. William Wright, y Relator al Profesor Lawrence P. Garrod. Se examiné
el orden del dia, que quedé adoptado con ligeras modificaciones.

2. IMPORTANCIA DE LA RESISTENCIA BACTERIANA
A LOS ANTIBIOTICOS

La resistencia de las bacterias es el principal obsticulo para la eficacia
terapéutica de los antibidticos pues no sélo puede anular la accién curativa,
si se manifiesta en el curso de un tratamiento, sino que tiene, a la larga,
consecuencias todavia mds graves para el conjunto de la poblacién, toda
vez que provoca la desaparicién de las cepas susceptibles y la propagacion
de las resistentes, hace que muchas infecciones sean desde un principio
rebeldes a las medidas terapéuticas habituales y obliga a buscar tratamientos
nuevos. Ese es el motivo de que la determinacién de la susceptibilidad
o de la resistencia de las bacterias a los antibiéticos haya adquirido tanta
importancia y sea indispensable para hacer de los antibi6ticos un uso
racional y para preservar la eficacia de este grupo tan valioso de agentes
terapéuticos.
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4 ANTIBIOTICOS

2.1 Necesidad de adoptar métodos uniformes y fidedignos

Para determinar la sensibilidad bacteriana a los antibidticos se siguen
diversos métodos, de cada uno de los cuales hay numerosas variantes.
Algunos de los resultados publicados se han obtenido por métodos a los
que pueden oponerse objeciones serias, € incluso hay motivos para suponer
que ciertos laboratorios que no publican los resultados de sus pruebas
utilizan técnicas mas criticables todavia. La adopcién general de métodos
fidedignos y, en lo posible, uniformes ofreceria tres ventajas :

1. Daria al médico indicaciones de la mayor utilidad para orientar
acertadamente el tratamiento de los enfermos.

2. Permitirfa practicar estudios comparativos sobre la frecuencia, la
importancia y la epidemiologia de las cepas resistentes de bacterias en
instituciones, zonas y paises diferentes.

3. Facilitaria la interpretacién de los resultados publicados, que con
frecuencia no pueden compararse con los de otros investigadores.

Por lo que se refiere a este ultimo extremo, convendria que en los
informes que se publiquen sobre los efectos de los tratamientos con anti-
biéticos se indicara exactamente el grado de sensibilidad del microorga-
nismo patdgeno y el método seguido para determinarlo.

2.2 Naturaleza de la resistencia microbiana a los antibiéticos

2.2.1 Definiciones

Calificar a un microorganismo de « susceptible » o « resistente » a un
antibiético, sin mds precisiones, es una prictica habitual, pero errénea.
La resistencia nunca es absoluta y debe expresarse cuantitativamente, de
manera que es preferible decir que un microorganismo es susceptible o
resistente a una concentracion determinada del antibi6tico. No habiendo
un método uniforme que haya sido aceptado internacionalmente, es preciso
ademds describir con exactitud la técnica empleada para medir la suscepti-
bilidad.

Es de advertir asimismo que el término « resistente » se utiliza sin mds
precision para describir dos propiedades bastante diferentes :

1. Se dice que un microorganismo es resistente cuando puede soportar
una concentracién de antibidtico sensiblemente superior a la que puede
obtenerse in vivo.

2. Se dice, por otra parte, que un microorganismo es resistente cuando
tolera una concentracién de antibi6tico sensiblemente superior a la que
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impide el desarrollo de la mayoria de los individuos del mismo cultivo ;
de igual modo, se dice que una cepa microbiana es resistente cuando tolera
una concentraciéon de antibiético sensiblemente superior a la que impide
el desarrollo de la mayoria de las otras cepas de la misma especie.

El término « susceptible » puede igualmente utilizarse en dos sentidos.
Suele hablarse también de susceptibilidad o resistencia, con o sin precisién
cuantitativa, refiriéndose a especies microbianas o a una cepa determinada,
cuando en realidad la prueba se practica invariablemente con un solo
cultivo del que no se utiliza como inéculo mds que una cantidad muy
pequeda. El resultado asi obtenido se hace extensivo, a veces indebidamente,
a toda la poblacién microbiana de un caso de infeccion.

Segun la técnica que se emplee, las pruebas pueden no indicar otra
cosa que el grado de susceptibilidad de los individuos mas resistentes que
haya en el indculo, o la heterogeneidad de la poblacién microbiana exami-
nada en lo que a esa propiedad se refiere. Es de advertir asimismo que el
hecho de que no se haya observado ninguna heterogeneidad aun cuando
se haya empleado una técnica adecuada no es una prueba de que la
poblacién microbiana de donde se ha tomado la muestra analizada sea
homogénea ; en efecto, la muestra puede ser demasiado pequefia o poco
representativa.

De hecho, siempre hay una heterogeneidad, mayor, menor e incluso
insignificante, seglin las especies y los antibidticos de que se trate, pero
en teoria, las pruebas de susceptibilidad de una especie o de un cultivo
deben indicar ademas la distribucién por frecuencias de las distintas cepas
o los distintos microorganismos, en funcién de la mdxima concentracién
de antibiético que toleran.

2.2.2 Heterogeneidad biolégica v seleccidn

Las consecuencias de la heterogeneidad dentro de las diferentes especies,
cepas, cultivos e incluso clones, son de la mayor importancia en lo que se
refiere a la susceptibilidad para los antibiéticos, pues hacen pensar inme-
diatamente en los efectos inevitables de la seleccién natural y explican la
aparicion por ese proceso de organismos resistentes. Esta heterogeneidad,
que varia de unas especies a otras, y todavia mds de unos antibidticos
a otros, obedece en unos casos a diferencias fenotipicas, inestables y de
poca importancia practica y en otros a diferencias genotipicas de mayor
estabilidad, que son probablemente las que dan origen a los clonos resis-
tentes.

Mediante el empleo de técnicas ingeniosas, y en particular de las basadas
en la seleccion indirecta, se ha demostrado de manera concluyente que los
individuos genotipicamente resistentes pueden aparecer por mutacién
espontanea sin intervencion alguna del antibidtico. El andlisis genético ha
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venido a confirmar que un alto grado de resistencia puede resultar de una
sola mutacion o de los efectos acumulados de una serie de mutaciones.
No es imposible que la resistencia se deba a un mecanismo de adaptacion
enzimdtica, pero la existencia de ese proceso no se ha demostrado todavia
de manera satisfactoria. ‘

En cualquier poblacion microbiana suficientemente numerosa, la
inevitable seleccion natural de individuos mutantes dotados de resistencia
capaces de tolerar las concentraciones de antibiéticos habituales in vivo
provoca la apariciéon de clones resistentes, sobre todo en el caso de las
infecciones crénicas y cuando se usan de modo indebido ciertos antibi6ticos
a titulo profilactico. Esos clones resistentes van sustituyendo poco a poco
a los microorganismos susceptibles, con lo que la eficacia del tratamiento
especifico resulta nula y, cuando se transmiten a otras personas, producen
a veces infecciones que desde un principio son rebeldes a los medicamentos
que normalmente se consideran eficaces.

2.2.3 Mecanismos bioquimicos que originan la resistencia

Estos mecanismos son todavia poco conocidos, pero puede admitirse
la existencia de tres principales :

1) la invulnerabilidad de la célula bacteriana para el antibidtico y la
imposibilidad consiguiente de que éste actue sobre el organo receptor
susceptible por cualquier otro medio ;

2) la destruccién del antibitico por un enzima, o su inactivacion
por un inhibidor determinado, y

3) la falta de un 6rgano receptor susceptible en la célula resistente
o la persistencia de una actividad metabdlica que permita la multiplicacion
aunque ese organo sea atacado.

2.2.4 Factores que intervienen en la adquisicion de resistencia

Uno de estos factores,.que debe mencionarse por su interés préctico,
es la presencia de un segundo antibiético. Aunque a juzgar por la simple
observacion in vitro puede pensarse que el uso de dos antibidticos reduce
mucho las probabilidades de que se manifieste resistencia, no hay que
olvidar que las condiciones in vivo son mucho més complejas, y que seria
aventurado suponer sin mas que la accion de los dos antibidticos sobre las
bacterias en un foco de infeccién haya de ser igual que en un cultivo. En el
proceso de seleccion in vivo intervienen, en efecto, muchas mds variables
que in vitro puesto que estd influido por muchos factores relacionados con
el huésped y con otras condiciones ecoldgicas, etc.
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3. INDICACIONES DE LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD

Desde el punto de vista clinico la prueba de susceptibilidad es innecesaria
o estd contraindicada en los casos siguientes :

1) Cuando el agente de la infeccién es un microorganismo invariable-
mente susceptible al antibiético empleado. La naturaleza de la infeccién
puede conocerse por el diagnéstico clinico o verificarse mediante analisis
de laboratorio. Un caso tipico es el de las infecciones por Streptococcus
pyogenes del grupo A, que siempre es susceptible a la penicilina.

2) Cuando la naturaleza de la infeccién no puede determinarse.
Cuando en el cultivo se obtiene una poblacién mixta de bacterias de
patogenicidad dudosa, la utilidad de la prueba es, cuando menos, discutible
e incluso puede darse el caso de que sus resultados induzcan a error en
la eleccion del tratamiento.

Por el contrario, es conveniente practicar las pruebas de susceptibilidad
(en el supuesto de que la infeccion pueda tratarse con antibiéticos) cuando
se sepa con certeza que el agente de la infeccién pertenece a una especie
que puede manifestar resistencia a los antibidticos. Esas pruebas son
particularmente necesarias :

1) en las infecciones causadas por estafilococos, por Mycobacterium
tuberculosis, o por ciertas variedades de bacilos gramnegativos (en parti-
cular Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas y Proteus) que suelen ser resis-
tentes a uno o varios antibidticos ;

2) en ciertas infecciones en las que la resistencia natural del organismo
es insuficiente y la accién del antibidtico resulta, en consecuencia, mas
importante, y

3) en el caso de ciertos antibidticos, como la estreptomicina, contra
los que es frecuente que la resistencia se manifieste a poco de empezado
el tratamiento.

3.1 Importancia relativa de las condiciones que deben reunir las pruebas
de susceptibilidad

Cada método de prueba ofrece distintas ventajas que a veces pueden
ser incompatibles. Sin entrar en los detalles del asunto, sobre los que se
formulan més adelante las oportunas recomendaciones, puede decirse que
las propiedades deseables difieren segun el objeto de la prueba. Si de lo
que se trata es-de orientar el tratamiento de un enfermo, las condiciones
primordiales son la rapidez y la practicabilidad en cualquier laboratorio
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que tenga un volumen de trabajo considerable ; la precision rigurosa puede
ser en ese caso un requisito secundario, pero la invariabilidad de los resul-
tados es importante. Si, por el contrario, se trata de una encuesta, la
rapidez pasa a segundo término y la precisién y la invariabilidad del
resultado son capitales. En esas condiciones es dudoso que un mismo
método sea el mds conveniente para los dos fines indicados.

3.2 Eleccién de los antibiéticos para las pruebas ordinarias en los labora-
torios de anlisis clinicos '

En las deliberaciones que a continuaciéon se resefian, no se aludié a
los antibi6ticos de uso muy limitado, como los de accién exclusivamente

antimicdtica (nistatina, anfotericina, griseofulvina) o los que sélo actuan

sobre el bacilo, tuberculoso, como la viomicina. Lo que sigue se refiere,
por tanto, a las pruebas apropiadas para determinar la susceptibilidad
de las especies de bacterias patégenas mds corrientes, con excepcion del
Myco. tuberculosis.

3.2.1 Grupos de antibioticos

Con objeto de simplificar la prictica sistemdtica de las pruebas, conviene
elegir un solo preparado de cada grupo de antibiéticos de accion similar
entre los que hay resistencia cruzada. Al dar cuenta de los resultados,
se hard constar, sin embargo, el antibidtico que efectivamente se haya
utilizado. ‘ '

Penicilinas. Desde el punto de vista clinico, las pruebas practicadas
con penicilina G son suficientes en la mayoria de los casos, pero no hay
que olvidar que esa penicilina y la V difieren en su actividad contra ciertas
especies patégenas y que se estdn empezando a usar con fines terapéuticos
otros tipos de penicilina que presentan diferencias todavia mayores a ese
respecto. Por lo tanto, en determinadas condiciones puede ser mds conve-
niente no usar penicilina G para las pruebas.

La estreptomicina y la dihidrostreptomicina tienen una accién anti-
bacteriana idéntica, por lo que puede usarse solamente una de ellas.

Tetraciclinas. Aunque las tetraciclinas difieren por su actividad contra
determinadas especies bacterianas, si la resistencia de un microorganismo
es considerablemente superior a la normal, aparece entre los distintos
preparados una resistencia cruzada total y basta usar uno solo, generalmente
la tetraciclina propiamente dicha. Las pruebas realizadas con clortetraciclina
resultan poco satisfactorias si no se tiene en cuenta su inestabilidad in vitro.

Grupo de la neomicina. La neomicina, la canamicina, la framicetina y
la paromomicina son sustancias muy parecidas y en la mayoria de los
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casos basta usar una de ellas, pero conviene realizar una prueba con la
que se haya elegido para el tratamiento.

Grupo de la eritromicina. Los organismos resistentes a la eritromicina
pueden serlo o no a la oleandomicina y a la espiramicina ; es necesario,
por tanto, usar para las pruebas esos dos dltimos antibidticos si se prevé
su posible utilizacion terapéutica en sustitucién del primero.

La polimixina B y la colistina son muy semejantes entre si.

La vancomicina y la ristocetina son también semejantes, pero es preferible
practicar la prueba con ambos antibidticos si se piensa administrar uno
de ellos.

Para las pruebas de laboratorio, la eleccién de los antibidticos de cada
uno de esos grupos debe hacerse de comiin acuerdo por el bacteridlogo
y el clinico.

3.2.2 Naturaleza de la infeccion

Pueden darse dos casos : @) que la prueba haya de practicarse en un
cultivo puro, y b) que se presuma fundadamente la identidad del agente
patogeno, por los resultados del examen de un frotis tefiido, cuando la
prueba deba practicarse con un cultivo primario. La clase de prueba que
convenga hacer dependerd a su vez de dos factores relacionados con la
naturaleza de la infeccion : a) la especie de bacteria causante de la infeccién
(asi, por ejemplo, los estreptococos hemoliticos del grupo A y los neu-
mococos No son casi nunca resistentes a los antibiéticos mds indicados
para combatirlos y resultaria superfluo proceder a una serie de pruebas
complicadas ; por el contrario, los estafilococos suelen ser resistentes a los
antibidticos mds antiguos, de manera que para identificar el mds activo
de éstos puede ser necesario practicar varias pruebas), y ) de la virulencia
de la enfermedad (en el caso de infecciones graves como las septicemias
o la meningitis puede ser necesario obtener con la mayor rapidez posible
indicaciones detalladas y precisas, cosa que no ocurre si la infeccién es
leve). La naturaleza de la enfermedad influye también en la eleccion de
otra manera, pues si estd localizada en una parte del organismo donde
pueden obtenerse concentraciones de antibidtico mds elevadas que las
habituales en la sangre y en la mayoria de los tejidos, resultard conveniente
a veces practicar pruebas con antibidticos a los que el agente patégeno
pueda presentar una resistencia no muy grande.

3.2.3 Pauta general para la eleccién de antibiéticos

En el cuadro que sigue se indican los antibidticos que podrian utilizarse
para determinar la susceptibilidad de ocho géneros muy frecuentes de
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bacterias. En cada uno de los grupos mencionados anteriormente se ha
elegido un solo antibiético. Los indicados en el cuadro corresponden, de
izquierda a derecha, a los grupos siguientes :

1) antibidticos de actividad casi exclusiva contra los microorganismos
grampositivos ;

2). antibiéticos activos contra las especies grampositivas y gram-
negativas (la penicilina pertenece a este grupo porque inhibe algunas cepas
de Escherichia, Salmonella y Proteus en concentraciones féciles de obtener
en algunas partes del cuerpo, por ejemplo en las vias urinarias), y

3) la polimixina, antibidtico que actla exclusivamente sobre las
especies gramnegativas.

Esta lista, que podria completarse con algunas sustancias de los grupos
de antibidticos antes mencionados, corresponde a la serie completa de
pruebas que pueden dar indicaciones tiles. No deben practicarse todas
las pruebas de la serie mis que en el caso de algunos microorganismos,
como los estafilococos y los Pseudomonas, que suelen manifestar resistencia
a los antibidticos de varios grupos. Por lo general bastard practicar un
niimero menor de pruebas, que se determinard principalmente en funcién
del tipo de bacterias de que se trate y de la naturaleza de la enfermedad.

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS
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SEGUNDO INFORME 11

4. METODOS EN USO PARA LA DETERMINACION
DE LA SUSCEPTIBILIDAD

Los métodos en uso pueden agruparse en dos categorias principales :

4.1 Métodos de dilucion

Consisten en afiadir cantidades diferentes de antibidticos a un medio
de cultivo repartido en una serie de tubos u otros recipientes, al que se
inocula seguidamente el microorganismo objeto de la prueba. Después de
un periodo de incubacién determinado se verifica si ha habido o no proli-
feracién. Por lo general se usa un medio liquido ; si se emplean placas con
un medio s6lido, pueden examinarse a la vez varias cepas en cada una de
ellas.

Una de las ventajas del método de dilucién es que permite obtener
directamente la concentracién minima que inhibe el microorganismo
examinado. El medio liquido es mds apropiado para las determinaciones
aisladas y las placas convienen mejor para los analisis multiples necesarios,
por ejemplo, en las encuestas. Desde el punto de vista clinico, el inconve-
niente de estos métodos es que exigen la obtencién previa de un cultivo
puro, operacién que no se puede abreviar mucho. Para obtener resultados
verdaderamente congruentes y ttiles con este método o con otro cualquiera,
€s necesario, por supuesto, que todas las condiciones en que se realiza
la prueba, y en particular la composicién del medio de cultivo, el volumen
del inéculo y el tiempo de incubacién, sean invariables.

Pruebas en un solo tubo o en placa. Una simplificacién importante de
este método consiste en inocular un solo tubo o una sola placa que contenga
ya una concentracidn critica del antibidtico y en clasificar las bacterias
como susceptibles o resistentes segin que haya o no inhibicién de su
desarrollo. Sin embargo, esta simplificacién parece excesiva y sujeta a
errores graves, a menudo dificiles de determinar. Un laboratorio debida-
mente equipado ha de disponer de medios para la préctica de otras pruebas
que dan indicaciones mds completas sobre el grado de susceptibilidad o
de resistencia de los microorganismos.

4.2 Métodos de difusion

Se basan estos métodos en la difusién del antibidtico en un medio
solido, generalmente agar, en placa. Entre las distintas variantes de este
método, las llamadas de placa inclinada y de placa estriada parecen mas
convenientes para fines de investigacién y para la comparacién de las
diferentes cepas que para los analisis clinicos. En otras tres variantes, el
antibidtico se difunde en todas las direcciones a partir de un foco central
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y determina una zona de inhibicién del desarrollo de las bacterias, que
indica la susceptibilidad de éstas al antibi6tico. El método llamado «de
los cilindros » es mas adecuado para la valoracion de los antibidticos que
para la determinacion de la susceptibilidad ; cuando se emplea con este
dltimo objeto, el foco de difusién puede ser una depresién de mayor o
menor profundidad llena de solucién de antibi6tico, o un disco de papel
con el preparado, o una tableta de éste depositada en la superficie del
medio de cultivo. Mds adelante se examinardn las ventajas de cada una
de esas técnicas que, si se usan debidamente, pueden dar resultados cuanti-
tativos de la misma precision que los obtenidos por el método de dilucién.

4.3 Otros métodos

Los métodos de dilucién y de difusién descritos en los parrafos anteriores

no son las tinicas pruebas que pueden considerarse ttiles. Entre las otras,

cabe citar las siguientes :

4.3.1 Métodos rapidos

Cuando se usa el método de dilucién, la tnica forma de aumentar la
rapidez de la prueba es abreviar el periodo de incubacién ; el aislamiento
previo de un cultivo puro es indispensable en todos los casos. El tiempo
de incubaci6n puede reducirse agregando al medio de cultivo una sustancia
(un indicador de pH, o un colorante cuya reduccidn se produzca en el
curso de la prueba) que permita observar rdpidamente la aparicion de
colonias. La duracién fotal de la prueba puede acortarse mucho mas
usando el método de difusidén en un cultivo primario en placa.

4.3.2 Métodos de evaluacién de la accidn bactericida

Esta evaluacién sélo es necesaria en casos excepcionales. Una manera
sencilla de practicarla es realizar una prueba de accién bacteriostatica
por ¢l método de dilucién y aprovechar los tubos de cultivo en los que
no se haya observado proliferacién de los microorganismos, para obtener
subcultivos en caldo o en un medio s6lido y proceder al recuento de los
gérmenes supervivientes. Asimismo, pueden prepararse nuevos cultivos
recogiendo con un alambre incurvado o una torunda el material de las
zonas de inhibicién de una placa. Otro método aplicable a cualquier cultivo
primario en placas en el que se haya practicado la difusion del antibidtico
es el de preparar una réplica, mediante el trasplante con un cojincillo de
felpa u otro instrumento andlogo.

4.3.3 Métodos para estudiar la accién combinada de varios antibidticos

Las pruebas de dilucién en tubos permiten estudiar la accién bacterios-
tatica de las mezclas de antibidticos. Las pruebas de difusién en las que
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se usa un solo disco con dos antibidticos o dos discos superpuestos no
ofrecen ningun interés, pues se ha demostrado que el efecto resultante se
debe tnicamente al antibiotico que produce una zona de inhibicién mds
extensa cuando actua solo. Las pruebas basadas en la difusion de dos
antibidticos a partir de sendos focos adyacentes (discos o bandas de papel),
son mads satisfactorias, pero suclen dar resultados de interpretacion dificil.

El siguiente método para determinar la accién bactericida combinada
de varios antibidticos es 1til pero muy trabajoso : a partir de tubos de un
medio liquido con un antibidtico solo y con mezclas de proporciones
diferentes pero a una misma concentracién o, como maximo, a dos con-
centraciones distintas se preparan subcultivos. Por este procedimiento puede
determinarse, si la hay, la proporcién del inéculo original que ha sobre-
vivido. Otro método aplicable es el trasplante de parte de un cultivo en el
que han difundido dos antibidticos desde focos adyacentes.

5. METODOS UNIFORMES QUE SE RECOMIENDAN

5.1 Método de los discos de papel para el uso clinico general

El Comité considera que la prueba de dilucién en tubos, cuando se
practica adecuadamente, resulta demasiado laboriosa y demasiado larga
para el uso clinico general. La difusién a partir de depresiones de mayor
o menor profundidad llenas de la solucién de antibidtico es un método
que tiene muchos partidarios pero acaso mds complicado y de aplicacion
mas dificil que la difusién a partir de un disco de papel o de una tableta.
Las tabletas de antibidticos fabricadas hasta la fecha suelen ser poco satis-
factorias por distintos motivos, entre ellos la lentitud de la difusién, que
es ademas incompleta, y la posible influencia del excipiente en el desarrollo
de la poblacién bacteriana. La técnica que se recomienda por el momento
con cardcter general para los andlisis clinicos es la de los discos de papel
de filtro impregnados de antibidtico y colocados en la superficie de un
cultivo en placa. Este método es el menos trabajoso y permite obtener
resultados cuantitativos de precision suficiente para los trabajos clinicos.
Para que esos resultados sean satisfactorios, deben observarse las condi-
ciones siguientes :

5.1.1 Discos

Los discos deben ser de una materia muy absorbente (generalmente
papel), que no estorbe el desarrollo de las bacterias ni la accién del anti-
biotico ; este tltimo debe estar repartido uniformemente sobre la superficie
del disco. Es preferible que el disco tenga un didmetro de 5 a 7 mm como
miximo, y el espesor suficiente para que presente cierta rigidez y pueda
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absorber una cantidad adecuada de solucién de antibidtico, por ejemplo,
0,02 ml. Si se observan esas condiciones, los demds requisitos son secun-
darios. El disco debe llevar una indicacion (de color, letras u otra sefial)
que denote el antibidtico usado ; el colorante o la tinta que se usen con
este objeto no deberd alterar el desarrollo de la poblacion bacteriana ni
la accion del antibidtico.

Salvo en los casos de los laboratorios importantes y bien equipados,
es preferible usar los discos que se expenden en el comercio y que deben
ir envasados en recipientes herméticos con la indicacién de la fecha de
caducidad. Una vez abierto el recipiente se extremardn las precauciones
para evitar que los discos estén expuestos a la humedad, aun cuando esta
exposicion sea tan moderada como la que resulta de sacar el recipiente del
refrigerador y abrirlo inmediatamente a la temperatura ambiente. El
periodo maximo de utilizacién de los discos después de abierto el envase
no deberd exceder en ninglin caso de un mes, o de dos semanas cuando
se trate de discos impregnados de penicilina. Los laboratorios cuyo consumo
diario de discos sea pequefio deberdn adquirir de preferencia envases que
contengan pocos discos. En la etiqueta del envase deberdn constar el
nombre genérico del antibidtico, el lote de fabricacién, la cantidad de
antibiético que lleva cada disco (determinada mediante una prueba seme-
jante a la que se describe en otro lugar del presente informe) y las instruc-
ciones para la conservacion.

Convendria que las autoridades competentes de cada pais establecieran
algin sistema adecuado para vigilar la calidad de los discos que se expendan
en ¢l comercio y particularmente su contenido de antibidticos. Es indispen-
sable que se examinen de cuando en cuando los lotes preparados por cada
fabricante, y el Comité recomienda que para ello se practique una « prueba
de actividad », en el curso de la cual se verificard si el didmetro de las zonas
de inhibicién producidas por varios discos del lote es uniforme y se deter-
minard el contenido de antibiético de los discos comparando ese didmetro
con el de las zonas de inhibicién obtenidas con una serie de discos de
referencia impregnados con cantidades mayores y menores de antibidtico
que las declaradas para el lote de discos que se ensaya. En los Estados
Unidos de América el margen de tolerancia admitido es de + 40 9;, pero
a juicio de algunos autores ese. margen deberia ser menor y acaso distinto
para cada antibiotico.

En ciertos laboratorios de inspeccién se preparan ya discos de referencia,
que deben usarse poco después de la preparacion. El Comité recomienda
que se estudie la posibilidad de organizar la distribucién internacional de
esos discos para la prictica de las pruebas de actividad. Si se puede emprender
un estudio sobre el particular, convendrd dedicar atencién asimismo a la
composicién del disco propiamente dicho, pues no es seguro, ni mucho
menos, que el papel absorbente destinado a usos totalmente distintos sea
la materia mas indicada para fabricarlo y acaso se encuentre otra que permita
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una difusién més uniforme y mds intensa del antibiético utilizado para la
impregnacion.

Si los discos se preparan en el laboratorio donde vaya a pract1carse
la prueba, se recomienda proceder a la impregnacién depositando con una
pipeta o una bureta una dosis determinada de la solucién de antibidtico en
el papel para que éste la absorba totalmente y de modo uniforme. El disco
impregnado se dejard secar antes de utilizarlo. Los discos preparados por
este procedimiento se conservardn en el refrigerador, a menos que vayan
a utilizarse inmediatamente. El uso de discos himedos no es recomendable,
y la practica de proceder a la impregnacion con el antibidtico cuando el
disco estd ya en el medio de cultivo y, por consiguiente, saturado de
humedad lo es todavia menos.

5.1.1.1 Cantidad de antibiético por disco

Para las determinaciones de susceptibilidad que se hagan por el indicado
método, es preferible usar un solo disco. La cantidad de antibidtico
difundida a partir de éste debe ser la necesaria para obtener :

1) una zona de inhibicién de 30 mm de didmetro com oméximo
cuando la prueba se practique sobre un microorganismo totalmente
susceptible, y

2) una zona de inhibicién cuyo didmetro pueda medirse con facilidad
cuando la prueba se practique sobre microorganismos algo mas resistentes
si las infecciones que provocan ceden al tratamiento con dosis elevadas.

Sino basta un solo disco para obtener esos resultades, podran utilizarse
dos impregnados con cantidades adecuadas de antibidtico.

Cualquiera que sea el antibiGtico utilizado, la cantidad necesaria para
la impregnacién depende de los tres factores siguientes :

a) la actividad absoluta del antibidtico ;
b) su aptitud para la difusién en el medio de cultivo, y

¢) las concentraciones que pueden obtenerse in vivo y su actividad
terapéutica contra distintas infecciones.

La intervencién de esos factores y las considerables variaciones de la
cantidad de antibidticos empleada para impregnar los discos en uso hacen
dificil formular recomendaciones precisas sobre cada antibiético, por lo
que el Comité se abstendrd de hacerlo en el presente informe. Puede
decirse en cambio que con la mayoria de los antibidticos debe usarse
para la impregnacién una cantidad comprendida entre 1 y 50 microgramos
por disco. En el caso de la penicilina, que es de todos los antibidticos
conocidos el que se difunde con maés facilidad y el mds activo contra
ciertas especies, basta una cantidad muy pequefia ; la que acertadamente
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suele emplearse es del orden de 2 microgramos. Por el contrario la estrepto-
micina, de actividad generalmente menor y de mayor capacidad de difusion,
debe usarse a razén de 20 microgramos por disco como minimo. Para los
antibi6ticos de capacidad de difusion muy escasa, como la polimixina, la
cantidad por disco debe ser mucho mayor en el supuesto de que el método
les sea aplicable. ‘

El uso en los discos o en las tabletas de cantidades muy superiores a las
indicadas debe evitarse porque impide la observacion de las manifestaciones
de resistencia poco acentuadas. Por el contrario, para comprobar la posible
utilidad del tratamiento en las infecciones de las vias urinarias o la eficacia
de las aplicaciones locales, puede utilizarse un segundo disco con una
cantidad de antibitico algo mayor, puesto que en ambos. casos no es
dificil obtener concentraciones elevadas del medicamento en el foco de
la infeccion.

5.1.2 Medio de cultivo

Seria manifiestamente ocioso, al proponer un método susceptible de
adopcién internacional, describir con detenimiento el medio de cultivo
que deba usarse. Pueden hacerse, a lo sumo, las siguientes observa-
ciones :

1) En el caso de las bacterias mds corrientes se procurard, en lo
posible, usar el mismo medio cualquiera que sea la especie de que se trate.
No es aconsejable el uso de medios selectivos ni de cualquier otro medio
especial.

2) Se elegird, en lo posible, un medio de uso corriente, por lo menos
en el pais donde se practique la prueba.

3) El medio elegido debe permitir un desarrollo satisfactorio de todas
las bacterias corrientes patégenas para el hombre.

4) El medio elegido no deberd contener ninglin elemento que pueda
estorbar la accién del antibidtico.

5) La difusién del antibidtico deberd poder hacerse de modo  satis-
factorio. '

6) ElpH debers ser constante y, enlo posible, deber4 estar comprendido

entre 7,2 y 7,4. No es aconsejable reajustar el pH con objeto de facilitar
la accion del antibidtico.

5. 1.3 Placas

Las placas seran de fondo liso, por dentro y por fuera y se colocaran
en una superficie horizontal para que el medio se distribuya uniformemente
y con un espesor constante; el espesor recomendable es de 4 a 5 mm.
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5.1.4 Inéculo

Puede utilizarse un cultlvo puro en caldo o una suspensmn en caldo
de las colonias de un cultivo primario. Por su composicién el inéculo
debe ser represzntativo de la poblacién bacteriana del cultivo primario
y si hublera la posibilidad de que esa poblacién fuese heterogénea a pesar
de la identidad aparente de las colonias (en el caso de los estafilococos,
por ejemplo, es sabido que en los cultivos primarios suele haber dos cepas
distintas), acaso fuera preferible prepararlo con un nimero de colonias
comprendido entre 5y 10 e incluso mayor, siempre que la operacién pueda
hacerse sin riesgo de contaminacién. Si se utiliza una suspension de ese
tipo o en su lugar un trasplante muy reciente en caldo, la prueba propia-
mente dicha puede practicarse al dia siguiente de recibir el material que
deba analizarse.

El volumzn del indculo serd el necesario para obtener un crecimiento
denso pero no confluente. La cantidad de cultivo o el grado de dilucién
necesarios para conseguir ese resultado serdn funcién del volumen del
inéculo y éste depende a su vez del método que se emplee para la siembra.
Dzbe procurarse que ese método permita dar al indculo una distribucién
tan uniforme como sea posible; el mas adecuado consiste en llenar la
placa de la suspensién bacteriana, inclinindola a continuacién para que
el liquido desborde y extrayendo el exceso con una pipeta. Los diversos
métodos de siembra en estrias dan resultados mucho menos regulares,
aunque puede conssguirse una distribucion bastante uniforme de una gota
de suspension bacteriana extendiéndola cuidadosamente con una varilla
de vidrio curvada.

5.1.5 Secado de la superficie del medio

Antes de la inoculacién se dejard secar el medio para que la absorcién
del in6culo se haga rdapidamente. También puede ser necesario secarlo
durante un corto tiempo después de la inoculacién, sobre todo cuando la
siembra se ha hecho « inundando » el medio con la suspensién.

5.1.6 Aplicacion de los discos

Los discos deben aplicarse con fuerza para que estén en contacto
intimo y uniforme con el medio. El nimero de discos por placa serd el
necesario para que las zonas de inhibicién méxima no se confundan o,
por lo menos, no tanto que sea dificil determinar sus didmetros.

5.1.7 Difusién previa del antibidtico

Para obtener una curva de difusion practicamente estable, es de aconsejar
la difusién previa del antibiético. Como éste tarda en difundirse tres horas
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cuando menos, se recomienda practicar la operacién con 3 6 4 horas de
antelacion ; la temperatura no debe exceder de 20°C para evitar que la
proliferacién de las bacterias empiece durante ese periodo. La mejor
manera de conseguirlo es usar una estufa a la temperatura indicada, pero
también se puede operar a la temperatura ambiente si es aproximadamente
de 20°C. Si en los paises tropicales resultara imposible mantener esa
temperatura, se podrd recurrir a la refrigeracion (a 4°C), aunque en esas
condiciones la difusién es algo mds lenta y ‘a veces se produce una con-
densacién perjudicial.

5.1.8 Incubacion

Las placas se incubardn, de preferencia invertidas, a 37°C durante
18 horas.

5.1.9 Lectura de los resultados

Una vez medidas las zonas de inhibicidén, se determinarén las con-
centraciones minimas de inhibicién expresadas en microgramos por ml,
correspondientes a los valores obtenidos, usando, a ser posible, las tablas
de equivalencias establecidas para cada antibitico en condiciones exacta-
mente iguales que las observadas en la prueba. Las indicaciones facilitadas
por los fabricantes para convertir las dimensiones de las zonas de inhibicion
en concentraciones minimas deben usarse con todas las reservas del caso,
pues s6lo son valederas cuando se especifican detalladamente las condiciones
de la prueba. Seran muchos seguramente los laboratorios que no dispongan
de tablas aprovechables y, aunque el método de las concentraciones
minimas de inhibicién sea el mds satisfactorio para interpretar y registrar
los resultados, debe permitirse el uso de otro procedimiento sencillo que
consiste en clasificar las zonas de inhibicién, segin sus dimensiones, en
tres grupos correspondientes a la susceptibilidad total de las bacterias,
a la resistencia parcial y a la resistencia. El criterio para la clasificacién
lo establecerd el bacteridlogo funddndose en su experiencia y en la com-
paracién con los resultados de pruebas paralelas que se practicardn de
cuando en cuando e incluso a diario con microorganismos de susceptibilidad
conocida. En ningtin caso se dardn como resultado las dimensiones de la
zona de inhibicién.

5.1.10 Discos multiples

El uso de varios discos unidos a un pliego central de papel o a un anillo
periférico no da resultados tan satisfactorios como los discos sueltos,
pues las zonas de inhibicién son incompletas y muchas veces no hay
separacion suficiente entre ellas. ‘
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5.2 Métodos especiales

5.2.1 Método rdpido

El tnico método verdaderamente rdpido es el de difusion en un cultivo
primario en placa. El cultivo se prepara de la manera acostumbrada y los
discos impregnados de antibi6ticos se colocan sobre la superficie del medio
después de la inoculacién. Las condiciones que deben observarse son las
siguientes :

1. Se evitard colocar discos en la mitad de una placa por lo menos
para que el desarrollo de las colonias sea normal y puedan identificarse
todos los microorganismos presentes en el cultivo.

2. La siembra del inéculo se hard con la mayor uniformidad posible ;
la experiencia ha demostrado que para conseguirlo conviene utilizar una
varilla de vidrio curvada.

3. El numero de colonias serd el necesario para que la zona de inhibi-
cién pueda delimitarse con exactitud.

4. Cuando se trate de cultivos mixtos, convendrd cerciorarse de que,
excepcidén hecha de la espeme patdgena cuya susceptibilidad se investiga,
no hay ningin microorganismo que pueda neutralizar la accién de uno
de los antibidticos ensayados. Esta circunstancia sélo se da de manera
inequivoca en el caso de los microorganismos que producen penicilinasa ;
por ejemplo, si la infeccién se debe exclusivamente a un estafilococo, el
resultado de la prueba serd vélido, pero si en la muestra hay también
estreptococos, pueden parecer resistentes a la penicilina sin serlo.

Los resultados obtenidos por este método pueden leerse al dia siguiente
de empezada la incubacién. En caso necesario la lectura puede efectuarse
al cabo de unas cinco horas puesto que, en un medio de cultivo adecuado,
la mayoria de las especies forman en ese lapso de tiempo pequefias colonias
visibles con una lupa e incluso a simple vista, en forma de halos. Si se
usara un microscopio, serian visibles antes todavia, pero la observacion
microscopica no parece necesaria y estd seguramente mds sujeta a error.
Este método ultrarrdpido sélo es fidedigno cuando el material usado
permita obtener un cultivo puro del germen patdgeno, puesto que es
imposible identificar los distintos tipos de colonias en las fases inciales de
su desarrollo.

Es de advertir que desde el punto de vista del diagndstico bacterioldgico
conviene que el nlimero de colonias de esas placas sea menor que el obtenido
cuando la prueba se hace con un cultivo puro en la forma recomendada.
Si los cultivos se preparan a ultima hora de la tarde, puede resultar incé-
modo observar el periodo recomendado de difusién previa.

Los resultados de una prueba de este tipo no deben considerarse exactos
Yy, a ser posible, se verificardn ulteriormente con un cultivo puro.
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5.2.2 Métodos aplicables al Mycobacterium tuberculosis

Fl Comité tuvo ocasién de examinar dos comunicaciones sobre este
particular y ha oido las observaciones formuladas por la Secretaiia de
la OMS. :

La especie Myco. tuberculosis plantea problemas muy distintos de los
que se presentan en el caso de otras bacterias. La lentitud con que se
desarrollan las colonias de ese microorganismo hace inservibles las pruebas
habituales de difusién y obliga a emplear métodos de dilucién, que no
dejan la misma latitud para modificar las técnicas. Es de la mayor impor-
tancia que ¢l método elegido permita obtener datos sobre la distribucion
de la poblacién bacteriana por grados de resistencia, y resulta preferible
por eso emplear un medio solido en el que se puedan contar las colonias.
Ello no obstante, la Secretaria de la OMS ha hecho saber al Comité que
también puede determinarse con bastante aproximacién el numero de
colonias utilizando un nuevo medio liquido desprovisto de agentes humi-
dificantes que puede prepararse de antemano con arreglo a las normas
establecidas y cuyo periodo de utilizacién es largo. Todos esos factores
permitirian la comparacién de los resultados obtenidos en diferentes
laboratorios. El asunto estd siendo estudiado con la atencién que merece
y el Comité prefiere dejar a la OMS la descripcion detallada de los métodos
que deban seguirse. ‘

5.2.3 Métodos aplicables a los microorganismos agentes de enfermedades
venéreas B :

El Comité ha tenido ocasién de examinar una comunicacion sobre este
particular y ha oido las observaciones formuladas por la Secretaria de
la OMS. Es manifiesta la necesidad de establecer un método més practico
que el usado en la actualidad para investigar la susceptibilidad del Trepo-
nema pallidum a los antibi6ticos, pero no serd fécil conseguirlo mientras
no se pueda cultivar ese microorganismo. En vista del reconocido aumento
de la resistencia del gonoceco a la penicilina e incluso a otros antibiéticos
resulta asimismo muy necesario practicar extensas encuestas sobre la
distribucién y la importancia de ese problema y, para que esas encuestas
den resultados satisfactorios, es imprescindible establecer un método
uniforme para las pruebas de susceptibilidad. El Comité propone que la
OMS emprenda los oportunos estudios. Los miembros del Comité estin
dispuestos, sin embargo, a facilitar toda la informacién de que disponen
sobre el particular. Otro problema urgente es el de constituir una reserva
de cultivos liofilizados que permitan comparar directamente las cepas de
gonococos aisladas en distintos momentos. También seria conveniente
practicar pruebas con diversos antibi6ticos como la estreptomicina, la
tetraciclina y la eritromicina, que pueden resultar necesarios para el
tratamiento de.la blenorragia. . '
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3.2.4 Métodos aplicables a los estafilococos y a la penicilina

El caso del estafilococo es excepcional. En efecto, la resistencia a la
penicilina de las cepas de ese microorganismo aisladas en los enfermos
depende casi siempre de la formacién de un enzima — la penicilinasa —
que inactiva el antibiético, y no de su aptitud para reproducirse en presencia
de éste. El inéculo que se use para la prueba contendrd inevitablemente
cierta cantidad de ese enzima que seguird formdndose durante la primera
fase de la incubacién ; en esas condiciones, el volumen del indculo influird
mucho en el resultado de la prueba. Teniendo en cuenta estas condiciones
excepcionales, se han propuesto diversos métodos de prueba pero, cual-
quiera que sea el que se utilice, el volumen del indculo habra de ser fijo
y deberd medirse exactamente antes de la prueba, de manera que los
resultados obtenidos con distintas cepas sean rigurosamente comparables.
A juicio del Comité, el método de los discos impregnados sirve para el
caso ; normalmente bastard usar un solo disco, pero el valor cuantitativo
de la prueba seria mds satisfactorio si se emplearan dos placas, una de
ellas inoculada con una gran cantidad de estafilococos y la otra con una
cantidad pequefia (la diferencia entre los grados de inoculacién podria
ser del orden de 2 unidades en una escala logaritmica de base 10). La
placa mds inoculada permitiria la formacién de colonias confluentes
mientras que en la otra s6lo se formarian colonias aisladas. Segin los
resultados que se obtuvieran en las dos placas, las cepas resistentes podrian
clasificarse con arreglo a la cantidad de penicilinasa que produjeran;
la clasificacion se haria constar en el informe sobre la prueba. Es opinién
general que las infecciones debidas a cepas que producen gran cantidad
de penicilinasa no pueden tratarse con penicilina, al contrario de lo que
ocurre cuando la produccién de ese enzima es escasa. No se recomienda
practicar la prueba descrita con todas las cepas, sino tan s6lo con las
causantes de infecciones cuyo tratamiento plantea un grave problema.

5.2.5 Meétodos aplicables a los gérmenes anaerobios

Las pruebas con gérmenes anaerobios deben practicarse de la forma
acostumbrada, es decir, colecando los cultivos en una atmésfera despro-
vista de oxigeno, como la que puede obtenerse en un frasco cerrado,
mediante una combustion de hidrégeno.

No deben usarse medios que contengan sustancias reductoras como
el tioglicolato, que inactivan ciertos antibiéticos, y en particular la penicilina.

5.2.6 Uso de los métodos de dilucién con fines clinicos

En los casos que a continuacién se indican, puede ser necesario prac-
ticar una prueba de dilucién sobre microorganismos aislados en los
enfermos.
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1. Cuando se quiere hacer una determinacién exacta y directa de la
concentracién minima de inhibicién, por ejemplo, para averiguar la dosis
de antibiético que debe usarse en el tratamiento de una endocarditis
bacteriana.

2. Cuando se trata de microorganismos de desarrollo extraordinaria-
mente lento (a excepcion del Myco. tuberculosis), como el Actinomyces
israeli y algunas especies de Bacteroides.

3. Cuando se trata de investigar la actividad de ciertos antibidticos
que se difunden muy mal y que, por consiguiente, no producen zonas de
inhibicién o la producen demasiado pequefia en la prueba de los discos
impregnados. A este grupo pertenecen, por ejemplo, la polimixina y la
colistina.

4. En las pruebas con hongos de micelio filamentoso que no forman
colonias bien delimitadas. Conviene afiadir que, si bien esos hongos son
susceptibles a pocos antibidticos de los que se usan en terapéutica, no
se sabe de ninglin caso en que hayan manifestado respecto de esos anti-
biéticos un grado de resistencia que presente interés practico.

5.2.7 Prueba para determinar la accion combinada de varios antibidticos

Se ha hecho ya una breve referencia a los métodos empleados para
esta prueba, ninguno de los cuales puede, a juicio del Comité, proponerse
de preferencia a otros ni siquiera ser descrito en detalle en el presente
informe. Ello no obstante, el Comité opina que, cuando se trata de evaluar
con fines clinicos la accién bactericida, como ocurre por ejemplo en los
casos de endocarditis bacteriana o de septicemia estafilocécica, el método
mds til es seguramente el del trasplante a un medio sélido del cultivo
liquido que contenga las mezclas de antibi6ticos, para calcular la proporcién
de microorganismos supervivientes.

5.2.8 Pruebas de susceptibilidad a los bactericidas sintéticos

En cualquier serie de pruebas de susceptibilidad practicadas por el
método de los discos pueden impregnarse algunos de éstos con una sulfamida
escogida al efecto o con un preparado de nitrofurazona. Cuando se usen
sulfamidas, el medio debe estar exento.de sustancias que neutralicen la
accion de esos medicamentos para que la inhibicion del desarrollo del
microorganismo susceptible pueda ser satisfactoria; también se pondrd
un cuidado especial en evitar un exceso de indculo pues, como es bien
sabido, la densidad de éste influye en la accion de las sulfamidas. Estas
recomendaciones son igualmente aplicables a los métodos de dilucion.
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5.3 Meétodos que deben emplearse en las encuestas

El Comité opina que en las encuestas de alcance internacional es pre-
ferible usar un método de dilucién y que, para asegurar la exactitud de los
resultados, debe procurarse por todos los medios unificar rigurosamente
la totalidad de las condiciones de la prueba. Entre los métodos de dilucién
disponibles, el Comité recomienda el de dilucion en placa en los casos
en que sea practicable, puesto que permite examinar varias cepas en una
sola placa y usar como testigo un microorganismo de susceptibilidad
conocida. En este tipo de prueba deben observarse las recomendaciones
siguientes :

5.3.1 Medio

El medio de cultivo es de la mayor importancia porque de sus pro-
piedades depende el desarrollo del microorganismo y cualquier variacién
de esas propiedades puede alterar la reaccién del germen al antibiético.
También son importantes los posibles efectos del medio sobre la estabilidad
del antibidtico. No hay ningtn medio que sirva para todos los micro-
organismos. Cuando se opera con neumococos y estreptococos, por
ejemplo, es necesario afiadir sangre desfibrinada, producto que introduce
en la prueba un riesgo de error. Otras especies como Haemophilus influenzae
y Neisseria gonorrhoeae necesitan un medio de agar chocolate. Convendria
que se especificaran y se adoptaran con cardcter general los distintos
medios de cultivo disponibles, que puedan prepararse en todos los labo-
ratorios. Los diferentes tipos de peptonas, extractos de carne, etc., deben
especificarse asimismo con el mdximo detalle. Lo mds conveniente seria
que todos los laboratorios participantes en una encuesta utilizaran medios
procedentes de un mismo lote. Puesto que el antibidtico estd uniformemente
distribuido sobre el medio, pueden admitirse variaciones del espesor de
este dentro de ciertos limites. En cualquier caso, la superficie del medio
debe secarse antes de proceder a la inoculacién.

5.3.2 Antibidticos

Deben usarse antibidticos en polvo de actividad conocida ; convendria
asimismo especificar los métodos de preparacién de las soluciones madre.
Lo mejor seria emplear soluciones recién preparadas, pero ciertos anti-
bidticos pueden conservarse en solucién, en frio o congelados, durante
largo tiempo. No conviene obtener las distintas concentraciones de la
serie mediante diluciones sucesivas; es preferible proceder por dilucién
primaria o secundaria a partir de la solucién madre.
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5.3.3 Diluciones del antibidtico

La serie de diluciones debe ir como méximo desde una concentracion
ligeramente inferior a la menor que produzca la inhibicion de las cepas
més sensibles de la especie hasta otra algo superior a la concentracion
méxima que pueda obtenerse en el organismo humano. El limite superior
de la serie variard si uno de los objetivos del estudio es evaluar el grado
de resistencia a concentraciones diferentes de las empleadas corrientemente
con fines terapéuticos. No es necesario utilizar la serie completa de dilu-
ciones si se sabe que la susceptibilidad de los microorganismos examinados
varia dentro de limites mas pequefios.

Para las pruebas preliminares pueden usarse grados de dilucién muy
separados unos de otros, pero en la prueba propiamente dicha la serie
de diluciones debe ser de razén 2. Para mayor comodidad, se tomard
como punto de partida de la serie de diluciones la concentracién de 1 micro-
gramo por ml y se expresardn las concentraciones en una escala de loga-
ritmos de base 2, con lo que ademds podran establecerse comparaciones
directas entre los resultados obtenidos por diferentes laboratorios. La
concentracién de 1 microgramo por ml corresponderd en esa escala al 0 ;
las de 2, 4 y 8 microgramos por ml a 1, 2 y 3 respectivamente ; y las de
0,5, 0,25 y 0,125 microgramos por ml, a —1, —2 y —3. De esta manera
se evitard la falsa precisién de los resultados expresados por el método
usual. ‘

Se procurard en particular que la mezcla de solucién de antibidtico
con el medio de cultivo sea homogénea.

5.3.4 Inoculacion

Para esta operacién, se divide la placa en diferentes partes (bandas
horizontales, superficies cerradas, etc.), cada una de las cuales se inocula
con una cepa del microorganismo, sea con un asa de platino del modelo
corriente, con una pipeta de Heatley con tubo de salida de didmetro capilar,
o con un inoculador mecanico de varios elementos. La dilucién del cultivo
serd la necesaria para obtener colonias muy agrupadas pero que no lleguen
a confundirse unas con otras.

5.3.5 Incubacion
Se recomienda practicar la incubacién a 37°C durante un periodo de
tiempo fijo que puede oscilar entre 18 y 24 horas.

5.3.6 Lectura de los resultados

Los resultados se indicardn con los signos siguientes :

4+ cuando el grado de desarrollo sea igual que en el cultivo testigo



SEGUNDO INFORME 25

+ cuando las colonias son mds escasas o mds pequefias que en el
grupo testigo

— cuando no se observe desarrollo de colonias

El resultado de la prueba puede expresarse por la concentracién corres-
pondiente a la notacién —, pero si se dispone de un método satisfactorio
para precisar el grado de crecimiento correspondiente a la notacién +,
es mas util determinar la concentracion inhibidora del 50 9, del desa-
rrollo.

Si la prueba se practica en tubos con un medio liquido, las condiciones
serdn las mismas para el medio, para las diluciones de antibidticos, para
la incubacién y para la lectura de los resultados. En el caso de una encuesta,
todos los laboratorios participantes deberdn usar tubos de igual didmetro
y se empleard un volumen del medio que reduzca al minimo los incon-
venientes de la evaporacién (una cantidad de 2 a 5 ml es preferible a las
de 1,0 ml o incluso 0,5 ml que se usan a veces). Si por cualquier motivo
es necesario usar tubos de didmetros diferentes, se procurard que la relacién
de la superficie al volumen sea constante para regular el intercambio de
gases. El volumen del inéculo se determinard con estricta sujecion a las
normas aplicables al caso; pueden considerarse adecuados los inéculos
que produzcan una densidad de 10° a 10° bacterias por ml en el cultivo
final.

6. RECOMENDACIONES SOBRE ESTUDIOS ULTERIORES

En conclusion, el Comité formula las siguientes recomendaciones :

1. Deben emprenderse encuestas en diferentes partes del mundo para
determinar la frecuencia de los casos de resistencia bacteriana. Las dos
encuestas de ese tipo mencionadas anteriormente (las relativas a Myco.
tuberculosis y a N. gonorrhoeae) tienen, a juicio del Comité, Ja mayor
importancia.

Por lo que respecta a otras bacterias, se han practicado ya extensas
investigaciones sobre algunas especies en diversos paises, aunque no por
métodos uniformes. En opinién del Comité, no se ha dedicado en muchos
de estos trabajos atencién suficiente a los factores ecoldgicos y se habrian
obtenido resultados mucho mads utiles si se hubieran tenido en cuenta
las numerosas circunstancias que guardan relacién con los individuos de
quienes se han obtenido las cepas de microorganismos y que pueden
intervenir en la seleccion de las cepas resistentes. La posibilidad de obtener
datos mds completos sobre esas cuestiones ha movido al Comité a proponer
nuevos temas de estudio.
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Hay que destacar también el hecho de que una encuesta que se efectue
ahora permitird constituir una coleccion de cepas que pueden conservarse
para compararlas con las series que se aislen mds adelante, por ejemplo
dentro de 5 o de 10 afios.

El Comité propone que se emprendan los siguientes estudios :

a) resistencia de Staphylococcus aureus a los nuevos antibidticos ;

b) resistencia de las cepas patdgenas de Escherichia coli a todos los
antibiéticos indicados para el tratamiento de las gastroenteritis de la
infancia ;

¢) resistencia de Salmonella typhi al cloranfenicol, y
d) resistencia de Neisseria meningitidis a las sulfamidas y a la penicilina.

Esos estudios se enumeran por el orden de importancia que el Comité
les atribuye, excepto los correspondientes a los apartados b) y ¢), ninguno
de los cuales tiene prioridad sobre el otro.

Antes de emprender una encuesta de grandes proporciones, deberd
verificarse la eficacia de los métodos previstos, mediante estudios piloto
realizados en pequefia escala, en paises distintos.

2. Debe estudiarse la posibilidad de producir discos impregnados de
antibiético con arreglo a normas fijas, y de mejorar la composicion de
esos discos (véase la pagina 13).

3. Debe tratarse por todos los medios.de facilitar a los laboratorios
que las necesiten cepas de bacterias de susceptibilidad conocida.

Condicién indispensable para la adopcién y la conservacién de esas
cepas es que se disponga de una prueba de diluciéon que permita determinar
con la precisién necesaria su susceptibilidad a los antibidticos. El Comité
recomienda que la OMS estudie la posibilidad de establecer las condiciones
que deberia reunir esa prueba, para la que convendria que se preparara
un medio de cultivo de caracteristicas determinadas, que pudiera distribuirse,
previa deshidratacidn, a los laboratorios participantes.

Las cepas de bacterias que fueran a emplearse en la prueba deberian
escogerse, de preferencia, entre las que ya se utilizan para pruebas seme-
jantes, en el supuesto de que reinan las demds condiciones necesarias.
Los microorganismos usados no tendrian que ser necesariamente de una
especie patdgena, pero si faciles de cultivar y de la menor tendencia posible
a sufrir mutaciones que los hicieran mds resistentes o mds susceptibles
a los antibioticos.

Serfa conveniente disponer para cada antibidtico de tres o mds cepas
de susceptibilidad diferente, aun cuando no pertenezcan a la misma especie.
En las cepas de poca susceptibilidad esta caracteristica deberd ser natural
y no debida a una modificacién artificial. Los grados de susceptibilidad
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de las cepas que se usen deberdn estar comprendidos entre el mdximo
conocido en microorganismos patégenos para el hombre y el minimo
compatible con la administracion de un tratamiento eficaz a la dosis
méxima.

Las cepas que se elijan se conservardn por un medio adecuado (la
liofilizacion, por ejemplo) y se tendran en condiciones para la distribucion.
Es indispensable verificar periédicamente su grado de susceptibilidad.
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