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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En medicina, industria y por los organismos gubérnamen—
tales se llevan a cabo normalmente andlisis de muestras
liquidas de la presencia de microorganismbs para determi-
ner el grado de contaminacidén microbiolégica en diferentes
muestras. En muchos anflisis de este tipo la presencia de

microorganismos es con frecuencla de importancia secunda~-

ria, y el factor primordinal a determinar es la concentra:
cibn de los microorganismos en la muestra. Por ejemplo,
la diagnosis de bacteriuria se determina mediante la con-
centracidén de microorganismos presente en una muestra
de orina y nd por la sola presencia de microorganismos en

ella. Andlogamente las muestras de leche y de agua se con

sideran "contaminadas" solamente cuando la concentracidn
de microorganismos presentes en ellas excede un patrén

méximo definido. Ldgicamente, cuando la concentracidén de

los microorganismos excede el patrdén definido, resulta va
lioso y con frecuencia necesario identificar los microor-
ganismos para activar ﬁejor ¢l tratamiento de la infeccidn
o para determinar y aliviar la causa de la contaminacién.

Un método cuantitativo de anflisis de microorganis-
mos supone la preparacién de una serie dé diluciones de
una cantidad medida de la muestra; la inoculacién de un
medio nutriente de agar con una cantidad medida de una di-
lucidén; y la incubacién del medio inoculado durante apro-
ximadamente 24 héras.,Si la muestra estd contaminada pue-

den observarse visualmente y contarse las colonias indi-

viduales de los microorganismos propagados. La concentra-
¢ibén de microorganismos por mililitro de muestra se cal-
cula entonces multiplicando el nimero de colonias de mi-
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precisas asi propagadas proporcionan una fuente pura del

microorganismo para cultivar los microorganismos en medios
selectivos o diferenciales para identificarles. Este cul-
¥ivo requiere frecuentemente la reincubacién durante un
tiempo adicional de 24 horas.

Las desventajas inherentes al método anterior son la
necesidad de preparar una serle de diluciones de la mues-

tra, la necesidad de preparar un medio en agar, el consump

de tiempo necesario para proporcionar tanto un anflisis chan-

titativo como un andlisis diferencial, y la necesidad de
una cantidad considerable de equipo de laboratorio limpio
y esterilizado.
Se ha desarrollado un segundo método en el que voli-
menes medidos de una muestra se filtran a través de una
membrana semi-permeable, El concepto del método es seiec-
cionar una membraﬁa que tenga una porosidad tal que los
microorganismos no puedan pasar a través de la membrana.
Después de la etapa de filtracidn la membrana se retira del
filtro y se yuxtapone en un medio nutriente de &gar con Jo
cual los nutrientes incorporados en él pueden difundirse
a través de la membrana. Después de la incubacidn, los
microorganismos se propagan sobre la membrana y a continya-
cidén son observados y contados como en el método descritq
aqui anteriormente.
Aungue este GltEmo método supone una mejora en ciers

tos aspectos sobre el método original, es necesario el

equipo de filtracidn y ademis es necesario limpiar y vols
ver a esterilizar el equipo del filtro. Ademés, la mues-

tra se mide necesariamente atn antes de la filtracidn
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.la muestra a analizar. Este dispositivo se describe en la

.
.
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necesitlndose por tanto un tiempo adicional y més equipo.
El dispositivo de andlisis de esta invencidn consider
una matriz altamente absorbente impregnada con un medio
nutriente que contiene los reactivos del andlisis y un
agente de suspensidén. Para usarlo, la matriz impregnada
se sumerge en él, momenténeamente o de lo contrario se sa-
tura con el liquido a inocular la matriz gue absorbe un
volumen conocido de muestra. Dependiendo del medio nutrien
te y del reactivo usado puede realizarse un andlisis semi-
cuantitativo o diferencial. Anflogamente pueden inocularse
varios dispositivos, conteniendo cada une un medio y un
reactivo diferentes, y pueden realizarse simulténeamente
tanto andlisis semicuantitativos como diferenciales. Ade-
mis, se ha determihado que pueden obtenerse resultados

fidedignos de anflisis semicuantitativos y diferenciales

en menos de 12 horas.

TECNICA ANTERTOR

Se conoce actualmente un dispositivo de ensayo o
andlisis que muestra un mébtodo para inocular una matriz

impregnada de nutriente por inmersidn directa de ella en

patente norteamericana nim. 2.904.474 e incluye general-
mente una tira de papel impregnada con un medio nubriente
contiene una sustancia de ensayo, teniendo la tira wun

soporte separable y una vaina para-cerrar herméticamente

la tira a efectos de incubacidn.

La ausencia de un agente de solidificacién en el disj
positivo anterior ha demostrado presentar las desventajas

siguientes: 1) elucidén de los nutrientes solubles y de las
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viamente en la técnica anterior. El dispositivo de ensayo
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sustancias de ensayo en el medic durante la é&%éﬁég v &
del dispositivo en la muéstra, 2) las sustancias solubles
remanentes en la tira después de la inmersidn tienden a di-
fundirse hacia la porcidén mis inferior de la tira debido
a un flujo gravitatorio, y 3) los microorganismos méviles
no logran localizarse y por ello no logran formar las co-
lonias precisas o las localizaciones necesarias para los
fines de andlisis semicuantitativo.
La provisién de un agente de solidificacidn en el

dispositivo de ensayo de esta invencidn permite al dis-—

positivo superar todos los inconvenientes descritos pre-

de esta invencidn se adapta asi para la inoculacién con
la muestra directamente y por ese medio elimina la nece-
sidad para medir y/o diluir previamente la muestra. La
inoculacidn directa y sin dilucidn proporciona el medio
de cultivo sustancialmente con el mismo medio ambiente
gue la muestra para reducir el btiempo normalmente reque-
rido por los microorganismos para ajustarse a un medio
ambiente nuevo, aungue adecuado, y por medio de ello ac~
tiva su propagacidn. La pro%isién de un dispositivo de
ensayo para realizar andlisis diferenciales y capaz de
ser inoculado directamente con la muestra permite llevar
a cabo a la vez anflisis semicuentitativos y diferencia-
les., '
Un dispositivo para analizar microorganismos en unsg
muestra adaptado para ser inoculado por inmersidn en uns
muestra liquida e incubada en un recipiente precintable,
comprendiendo el dispositivo una matriz formada de un

material altamente absorbente, preferiblemente papel de
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filtro,impregnado con un medio nutriente convencional

que incluye los reactivos apropiados y un agente de solidi-
ficacidn, impidiendo éste Gltimo la elucidén de los mate-
riales impregnados durante la inmersidén y permitiendo la

5 localizacibén de formaciones de colonias en la matriz. Pue

1

de proveerse ﬁn soporte y un recipiente para formar un
dispositivo integral de anélisis.

Un objeto de esta invencidn es proporcionar un dis-
positivo de anélisis mejorado para analizar microorganis-

10 mos en una muestra.

Otzo objeto de esta invencidn es proporcionar un dis

positivo de anflisis para cultivar microorganismos que es
capaz de ser inoculado por inmersién en una muestra li-
quida.
15 Es t&mbién otro objeto de esta invencidn proporcionar
un dispositivo de ensayo sencillo y fiable capaz de ana-
lizar la concentracién de microorganismos contenidos en
una muestra liguida sin medir o diluir la muestra.

Es todavia otro objeto de eSfa.invencién proporcionar

20 | un dispositivo de ensayo adaptado para analizar diferen~

cialmente microorganismos en una muestra, el cual disposi
tivo puede incoularse directamente con la muestra. |

Es alin otro objeto de esta invencién proporcionar un
dispositivo que es capaz de analizar microorganismos en
25 una muestra sin equipo extrinseco superficial, el cual
equipo necesita limpieza y esterilizacidn.

Otro objeto de la invencibén es proporcionar un dis-
positivo de ensayo capaz de cultivar microorganismos con-
tenidos en una muestra de ensayo dentro de un perilodo de

30 tiempo relativamente corto.
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Todavia otro objeto de esta invencién és propdrcioc-|

inar un dispositivo_dé ensayo para cultivar”microorganis-
mos que es simple, econbémico, desechable y fidedigno.

i Estos objetos y obras caracteristicas y ventajas se
mostrarédn facilmente aparehtes con referencia a la des~
cripeidén siguiente cuando se téme conjuntamente con los

dibujos adjuntos.

BREVE DESCRTPCION DE IOS DIBUJOS

x
§
i La Figura 1 es una vista en alzado lateral del dis-
ipositivo de ensayo de esta invencidn encerrado dentro de

Eun recipiente;
g la Figurs 2 es una vista fragmentaria a escala am-

%pliada de un corte del dispositivo de la Figura 1 separa-
; da del recipiente, estando tomada dicha vista a lo largo

gde la linea 2-2 de la Pigura 1l; y

2 las figuras 3, %, 5 y 6 son vistas en planta de ma-
itrices del dispositivo presentand locallizaciones de colo-

nias en conjuncidén con ellas.

DESCRTPCION DE LA REALIZACION PREFERIDA

i
i

Haciendo referencia a los dibujos y particularmen=
%te a la Pigura 1, el dispositivo de ensayo de esta inven-
Zcién se indica de una manera general mediante el nlmero
ElO. El dispositivo de ensayo 10 incluye generalmente una
gmatriz absorbente 11 unida a un soporte 12 y encapsulable
Edentro de un recipiente precintable 13,

' La matriz 11 estd formada de un material muy absor-
| bente plano, tal como un papel de filtro absorbente, o si

imilar, impregnado con un medio nutriente adecuado que in-

icluye un reactivo y un agente de suspensién. La matriz 11

t
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muestra de ejemplar a ensayar, evitando por este medio 1a§

necesidad descrita aqui anteriormente de medir y/o diluir:
la muestra. Por tanto, es necesario gque la matriz 11 ten—%
ga una capacidad de abgorcidn constante conocida, con la
finalidad de determinaciones semicuantitativas. 4si, si
la matriz 11 se sabe que absorbe un volumen conocido de la
muestra, por ejemplo, 0,2 ml,, la concentracién de micro-

organismos en la muestra puede determinarse fécilmente,

como se describe aqui a continuacidn.

Debe entenderse que una vez rehidratada la matriz m@y

b

i
H

absorbente 1l en una muestra liguida, un volumen especifi-

co de la muestra se sbsorbe por la matriz 1l y cualesquie-
i
ira microorganismos presentes en la muestra absorbida son
absorbidos anflogamente por la-matriz 1l. De esta forma

se inocula la matriz 1ll. Cuando la matriz inoculada 11 im=-

pregnada con un medio nutriente adecuado se incuba, los
'microorganismos se cultivan y forman colonias.

Asi para los fines de esta descripcidn el término
"microorganismo? se refiere a la clase general de micro-
organismos que comprende fermento, otros hongos o bacte~
rias presentes en la muestra a amalizar. El término "colo-
;nia" se refiere al "microorganismo" subsiguiente al culti-—
vo.. El término "localizacién de colonias" indica el empla~
zamiento de una colonia, como se observa sobre la matriz
11 y es sinbnimo para el fin de esta»deSéripcién al térmi-
Eno "colonia".,
El medio nutriente puede ser cualguier medio conven-

eional,. o modificacidén de este, que se sepa proporclona un

medio ambiente adecuado para el anilisis seleccionado. Si
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. be da una reaccidn positiva para las especies Proteus pe-
. ro que proporcionarid una reaccidén negativa para otros mi-

i croorganismos grem negativos, y el Citrato Simmons gque es

; que utilizan citratos, tales como las especies de -~
leebsiella v Interobacter 7y su incapacidad para cultivar

i aquellos obros que no puedan utilizar citratos, tales co-

:mo respuesta a un culbivo positivo de microorganismos, EL

{ reactivo puede incluirse en el medio nutriente y puede com

i
¢
i
H
i
1
i
'

i

' se desea un anflisis semicuantitativo, puede usarse un me|

i bien conocido por su capacidad para cultivar organismos

dio nutriente tal como Bacto Brain Heart Infusion, dispo-
nible comercialmente de Difco Laboratories, Detroit, Mi-
chigan., Este tipo de medio se considera un medio general
¥ se conoce como capaz de cultivar lakmayoria de los mi~
croorganismos. Si se desea un andlisis diferencial, se

selecciona un medio nutriente que se sepa posée la capa-
cldad de proporciomar un ensayo positivo en presencia de
algunos micréorganismos pero que deje de hacerlo en presen
cla de otros microorganismos. Ejemplos de medios adecua=-
dos Gtiles para este fin son la Formulacidén de Christensen

descrita en el Journal de Bacteriology, 42: 461 que se sa

mo la Escherichia coli.

El reactivo incluye preferentemente un indicador ca

paz de proporcionar un cambio de color en la matriz 11 co

prender un indicador de pH simple, tal como el rojo de fe<
nol empleado normelmente en la formulacién de Christensen
Egte indicador cembia de amarillo naranja a rosa brillan-
te en presencia de un microorganismo, por ejemplo especie
Proteus, capaz de romper la urea en la formulacién. Anélo-~

gamente el reactivo puede incluir un indicador tipo oxida
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dacidn-reduccidén, tal como uno de los distintos compues- %V
tos de tetrazolio, por ejemplo el cloruro de 2,3,5~trife—%
§nilfetrazolio (incoloro), el cual compuesto se reduce a :
un formazano, por ejemplo trifenilformazanc (rojo inten- :
g0) por la mayoria de los microorganismos durante su cre—%
cimiento., Al preparar la matriz 11 para un anilisis semi—§
fcuantitativo, se recomienda el trifeniltetrazolio. como ié
didacor, ya que el producto reducido trifeniltetraformazg!
no, no solo proporciona un color visible brillante, sino
que ademds btiene la caracteristica de ser insoluble. La 41
tima propiedad junto con el agente de suspensidn descrito

en esta memoria mis adelante facilita la formacibén de lo-

icalizaciones de colonias separadas y precisas.

' La adicién de un agente de suspensién en la formula
cién de impregnacién esnecesaria para evitar la elucidén del
medlo soluble y del reactivo de lé natriz 11 durante la
inmersidén de ella dentro de una muestra kiquida y para lo-
calizar los microorganismos en la matriz 1l seguidamente
1a la inoculacién. La capacidad del agente de suspensién
i

i

‘para localizar los microorganismos y mediante ello permi-
!tir la formacibn de coIonias sepéradas ¥ precisas en y s0-
'bre la mabriz 1l es particularmente importante en la rea-
‘lizacidén de anflisis semicuantitativos. El agente de sus-
pensidén se emplea en la formulacidén, en concentraciones

que varlan desde aproximadamente 0,1% hasta aproximadamen-

ite BA en peso, con un margen preferldo de aproximadsmente
0,5% a aprox1madamente 3,0% en peso. 7

El agente de suspensidn se caracteriza por ser solg’

ble en solucién acuosa, formando una suspensién.coloidal

viscosa. Los agentes de suspensidn que se han encontrado
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idlferentes polisacéridos y polipéptidos.

- un soporte o asa 12. El soporte 12 es un miembro prolon-

. Company, Minneapolis, Minnesota. Se ha comprobado también

:contlnuac16n. Ya que una temperatura elevada puede afecta;

. gado formado preferentemente de un material insoluble ri-
{ similar, Ya gue la matriz 11 estd adaptada para fines mi-

;un cuidado especial para fijar la matriz 11 al soporte 12

: que la matriz 11 puede fijarse fécilmente al soporte 12

. impregnado ni el reactivo. Para facilitar esto, se dispone

! que la banda se funda y ligue la matriz 11 al soporte 12,

[T

son adecuados bien solos o en combinacibn, para este fin,| "

son coloides, gomas inertes, algas marinas, alginatos y
Una vez que la matriz 11l estd impregnada se seca a

a algunos de los materiales nutrlentes y de anéllsls im-
pregnados en la matriz 11, se ha encontrado que es prefe-
rido secar la matriz 1l impregnada, a vacio o en una es-
tufa con tiro forzado a aproximadamente 40-602C durante
1 a 3 horas.

Para proporcionar un diépositivo de anflisig 10 in-

tegral conveniente, la matriz 1l impregnada seca se une a
gido, tal como una tira de poli(tereftalato de etileno) o
crobiolégicos més que para fines quimicos, debe tenerse
con un adhesivo microbioldgicamente inerte. Para este fin
resultan adecuadas ciertas cintas adhesivas de doble cara),”
tal como #¢ 415 y 419, disponihles comercialmente de 3M
mediante ligazdén sin afectar ni la matriz 11 ni el medio
entre el soporte 12 y la matriz 11 una hoja fina de polig]
tileno 14 (Figura 2), y se aplica suficiente calor al la-

do 16 del soporte 12 distante de la matriz 11 para hacer

La matriz 11 (figura 1) y el soporte 12 unidos se
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colocan entonces en el recipiente capaz de ser cerrado ke

¥

herméticamente 13, esterilizado.y el recipiente 13 se cig;

!
5!

1

rra herméticamente. Normalmente se ha encontrado a este
fin cualquier recipiente convencional 13 capaz de ser vue
5 to a cerrar herméticamente., Se ha encontrado que es acep~§
table paré este fin una bolsa de polietileno o similar, %
la cual se cierra herméticamente a lo largo de sus lados
17 y 18 y del fondo 19, La parte superior 2L del recipien
te o bolsa 13 se provee prefereﬁtemente con una tapa con—%
10 vencional de cierre hermético 22 que por friccidn cierra |
herméticamente el recipiente 13 después de la aplicacidn
de presibén sobre él, y se elimina la necesidad de instru-
mentos especiales de cierre Nérmético. Con preferencia,

el recipiente 13 estd formado de un material transparente

15 claro que permite al operador observar visualmente y "leex!
la matriz 11 dentro del recipiente>1§ sin exponer ni al oﬁg
rador ni al laboratorio a los microorganismos cultivados.
Para su uso, el recipiente 13 se abre y el soporte
Eestéril 12 y la matriz 1l se sacan de é1. La matriz 1l se
20 ;sumerge dentro de la muestra liquida’para analizar, btal

como orimpa, leche, agua, osﬁnilér, para rehidratar e ino-
cular la matriz 1l. ITa matriz 11 inoculada y el soporte

12 wnido se vuelven a colocar asépticamente en el recipien
te 13, y el recipiente 13 se vuelve a cerrar nernéticamen- _
25 te y se incuban aitemperatura bptima, dependiente del mi~
lcroorganismo sospechado, durante por lo menos 4 horas. La
mayoria de los microorganismos se incubean Spticamente a tol
peraturas que varian desde apfoximadamente 42C hasta apro-
ximadamépﬁé 4CQG ¥ con preférencia desde aproximadamente

30 55QCThasfa gproximadamente 3920, A continuacién del perio-

3.3.92 ' - 12 -




' do de incubacién, la matriz 11 se observa visualmente y
%se "leen" los resultados del anflisis particular. Si el

' anflisis es wn andlisis semicuantitativo, se observan, co
mo se describe,aqﬁi a continuacién, la aparicién de pun-
5 %tos coloreados indicando localizaciones de colonias y la
densidad de ellas. Si el anflisis es un andlisis diferen-
i cial, se observa ei color de la matriz, cuyo color es in-
dicativo de un cultivo positivo o negativo. Una vez que
se conocen los resultados de los énélisis, el disPositivo‘

10 10 puede esterilizarse y desecharse. Sin embargo, se ha

i observado que la esterilizacidn no afecta a la mayoria de
|

gcambios de color formados en la matriz 11 como resultado

{
del cultivo de los microorganismos, y el dispositivo 10,

§o simplemente la matriz 11, puede guardarse como un regis-
!

15 | tro permanente, sl se desea.

% Debe ser entendido por aquellos versados en la téc-
gnica que la mayorfa de los anélisis de concentracidn se
%expresan en unidades de 10 elevadas a una cierta potencia
ipara indicar la concentracién relativa de microorganismos
20 ipresentes en un mililitro de muestra. Esto puede fAcilmen-
gte entenderse con referencia a las figuras 3-6 en las que
%se ilustran las localizaciones de colonias, tal como apa=-
irecen sobre la matriz 1l en distintas concentraciones, Las
Elocalizaciones de colonias 2%a y 23%b en las Figuras 3 y 4,
25 Erespectivamente, pueden ser facilmente contadas, mientras
;que en las Piguras 5 y 6, la multiplicidad de localizacidn
sde colonias 2%¢ y 234 es tam grande que un recuento espe-
écifico geria muy dirfeil. Sin embargo, ya que el nfmero
éde localizaciones de colonias es solamente relativo, la
50 éconcentracién de microorganismo por mililitro puede visua-

3.3472 - 15 -
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lizarse y determinarse facilmente comparando la densidad
de las colonias que aparecen sobre la mabriz 11 con una
carta o patrdén comparativo.

Con el fin de ilustrar esto, se supone que se cono-
ce que cada uwna de las matrices lla a 1ld en las Figuras
3-5 absorben 0,2 ml de una muestra acuosa. Puede enton~
ces determinarse facilmente que el nlmero y densidad de
localizaciones de colonias 2%a observable en la Figura 3
indica que hay 4 localizaciones de colonia 23a contenidas

en 0,2 mililitros de la muestra indicativa de 20 microor-

ganismos en 1,0 mililitros en la muestra analizada. Sin !
embargo, ya que las concentraciones expresadas son solo é
relativas, una concentracién de esta cantidad se indica
generalmente como lOl nicroorganismo por mililitro. La
Figura 4 expresaria 102 6 aproximadamente 100 microorganis
mo por mililitro. E
En las Figuras 5 y 6 el nmero de localizaciones
de colonias 23¢c y 234 estén muy aumentadas, y a este pro-
pbésito, la densldad de las localizaclones de colonias de~
terminan la concentracidén de los microorganismos en la |
muestra. La Figura 5 indicaria 107 § aproximadamente 1000
microorganismos por mililitro y la Figura 6 expresaria lO4
nicroorganismos por mililitro. Las concentraciones supe-
riores a 105 microorganismos por mililitro apareceria so-
bre la matriz 11 como un color sustancialmente sdlido,
dando a la matriz 1l una apariehcia de color clonfluente.

Tos ejemplos siguientes ilustrarém el dispositivo

mejorado de ensayo de esta invencidn.
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EJENPLO I

Un dispositivo de ensayo

Se afiadieron 20,0 gramos de alginato de sodio a 1

litro de agua destilada y se agitd hasta disolucién. Se

afiadié la siguiente formulacién a esta solucidn:

Cerebro de ternera, infusién 220 gramos

|

i Corazén de vaca, infusidn 275 gramos

| Proteosa Peptona 11 gramos

E Dextrosa 2,2 gramos

E - Cloruro Sédico : 5,5 gramos

é Fosfato disddico 2,75 gramos

i Cloruro de trifeniltetrazolio 0,165 gramos

1 Polysorbate 80 0,1 ml (0,01%)
i .

i

{Los ingredientes se mezclaron Iintimamente hasta disolver-
%se en la solucidén de alginato hasta dar un pH final de
7,4
g Se sumergieron en la solucién anterior hojas de pa~
%pel de filtro Schleicher y Schuell Ne 470, hasta que se
gsaturaron completamente y se escurrieron entre dos vari-
%1las de vidrio muy juntas para separar el exceso de diso-
glucién de ellas y para asegurar la uniformidad de impreg-
;nacién. Se secaron entonces las hojas en estufa de tiro
%forzado durante aproximadamente dos horas a 552C. Las ho-
?jas deshidratadas se cortaron a continuwacidén en tiras mi-

idiendo 1 x 2 centimetros, habiéndose encontrado que ese ta

mafio de tira absorbe 0,2 ml de muestra liquida.
§ Se prepararon soportes para las tiras cortando ho-

éjas de poli(tereftalato de etileno) en bandas, midiendo

gaproximadamente 1 x 6 centimetros. Para unir las tiras a
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los soportes, se colocaron las tiras sobre una mesa 8col-|

E

chada y sobre cada tira se colocd una hoja delgada de po{
lietileno. A continuacién se colocaron las bandas sobre |
las hojas de polietileno, de forma tal que cada tira es—é
taba dispuesta adyacente a un extremo de cada banda. Se %
colocd sobre la parte superior de las bandas una placa ca
lefactora calentada aproximadamente a 1%8°C, para fundir
las hojas de polietileno y ligar la tira a las bandas.

Los soportes y las tiras unidas a ellos se colocaron a

continugcién en recipientes tramnsparentes capaces de ser
cerrados herméticamente y esterilizados con 6xido de eti-

leno.,

EJEMPTO II

An8lisis Semi-cuanbtitativo

a. Preparacién de las muestras para anilisis.
- Be prepararon las muestras para andlisis propagan-

do cultivos de Escherichia coli, Proteus mirabilis,

Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Estafilo-

COoCcUusS aureus y'Eétreptocacus fecalisren‘caldos de infu- %
sibén de cerebro corazdn hasta una burbidez mixima (l—5x109
células por mililitro). Se prepararon series de dilucio-

nes 1:10 de cada cultivo usando'solucién salina como di-

1

luyente para proporcionar series'dgysuspensiones bacteria
nas de cada cultivo en el margen tedrico de 10T hasta 107
células por mililitro.

b. Anélisis de las muestras

Para analizar cada una de las diluciones anteriores
de la muestra de anflisis, se empled un dispositivo de ;

anflisis como el descrito en el Ejemplo I. Se abrid el rg!
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cipiente y sé sacéide é1 el sopofté'y la tira, Se sumer-
gié la matriz estéril deshidratada en una de las dilucio-
nes de la muestra para inocular y rehidratar la matriz
o tira. Ia tira inoculada junto con el soporte, se colocd
de nuevo en el recipiente. El recipiente se cerrd hermé-
ticamente entonces para evitar la deshidratécién de la
tira y se colocd en una cémara de incubacién mantenida
a 372C durante un periodo de aproximadamente 12 horas.
Se realizd un recuento convencional en placa en cada una
de las diluciones de la muestra para verificar las concen-
traciones de células contenidas en ellas y para servir
como control mediante el cual los resultados observados
en el dispositivo de anélisis pudieran compararse.
Subsiguientementé al periodo de incubacibén, se ex-

trajeron los dispositivos del incubador y las matrices

fueron observadas & través de los recipientes transparen:
tes. La reduccidn del trifeniltebrazolio incoloro por los

microorganismos al trifeniltetraformazano de color rojo

W

pirpura fué visible en todas las tiras incubadas. En aqu

(424

llas tiras que hsbian sido incouladas con muesbtras que ©
nian una concentracidén celular de menos de 107 células
por mililitro se observaron puntos coloreados rojo plir-
pura definidos y precisos indicadores de uma localizacidn
de -colonia, dichos puntos aumentaban en nimero conforme
awmentaba la concentracién conocida de las muestras de
anélisis. Se observé un color rojo plrpura confluente
en todas las ‘tiras inoculadas con una muestra que tenia
una concentracidén de lO5 células por mililitro o mayor.
Comparando el nimero de puntos que aparecen en las

tiras con las concentraciones celulares en las muestras

-1l7 -
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precisa. Se observd que la densidad o nlmero de puntos au-

mentd de acuerdo con la concentracién de microorganismos

en las muestras de anélisis. é

Cuando se repitieron los anélisis usando muestras cli—
nicas de orina, muestras de leche fresca pasteurizada. Ca%
1lidad A y una muestra de leche estropeada se obtuvieron s&s-
tancialmente los mismos resultados. Las localizaciones de
colonias en las tiras correspondfsn a los resultados obte-
nidos mediante un control de recuento de agar en placa. i

Cuando otros agentes de suspensién comunes, tales co-
mo distintos alginatos, colas inertes de polisacéridos, i
polisacéridos lineales, algas marinasg y concentraciones i
bajas de &gar, se sustituyerén por alginato sbdico en la !
formulacién del Ejemplo I, se observaron sustancialmente
los mismos resultados, porque las colonias propagadas se :
localizaron y se obtuvo una determinacién semicuantitativa.

Cuando se repitieron los andlisis usando un disposi-
tivo preparado de acuerdo con el Ejemplo I, solamente au-
sente un agente de suspensidén, se observaron las tiras con
un color confluente rosa o.rojo purpura a todas las concen=-
traciones después de la incubacidén. De esa forma, se en-
contrd que era imposible una determinacién semicuantitativa
de las diluciones de la muegbtra en ausencia del agente
de suspensidén por fallo para localizar los microorganis-
mos, '

EJEMPLO IIT

Andlisis diferencial

Se afiadieron 20,0 g de alginato sbédico a 1 litro de

agua destilada para preparar una solucién de él de acuer-

-18 - | |
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do con el procedlmlento del Eaemplo L, A esta solu01on15hﬁﬁﬁﬁ‘

;se afiadié una Férmula de Chistensen modificada que tenla

1la formulacién s1gu1ente.

cibn de alginato sbdico hasta que se disolvid y la solu-

cién resultante se impregnd en papel de filtro S & S

t

i No. 470 de acuerdo con el procedimiento del Ejemplo I. Se
secaron las hojas de papel impregnado en una estufa a va=-

clo a 40°2C durante un periodo de aproximadamente 2 horas.

;Las hojas impregnadas deshidratadas se cortaron en tiras,
; se unieron a soportes, se colocaron en recipientes y se e
é terilizaron como se describe en el Ejemplo I.

3 Se sacaron del recipiente a continuacidén los soporte
y las tiras y se inocularon en todas las diluciones de mu
. tra descritas en el Ejemplo IIa que contenfan Proteus

- mirabilis, Enterobacter serogenes y Escherichia coli y

" ge incubaron durante aproximadamente 12 horas a 362C,
I Se observd un color rosa confluente en todas las
: tiras inoculadas en todas las concenbtraciones de las so-~

luciones de la muestra que contenia Proteus mirabilis. No

hubo cambio aparente en las tiras ilnoculadas con las mues

tras de andlisis que contenfan Enterobacter aerogenes vy

Escherichia coli,

-19 -

Peptona ‘ 1,00 g
i Glucosa ' 1,00 g
i ClNa 5,00 g
PO, HK 2,00 g
Urea 20,00 g
Rojo de Fenol 0,12 g
Polysorbate 80 0,1 ml

La formulacién fué mezclada intimamente con la solu;.
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EJEMPLO IV

g " Anflisis diferencial

Se afiadieron 20,0 g de alginato sbddico a 1 litro de

agua destilada para preparar una solucidén como se describe
5 ien el Ejemplo I. A esta solucién se afiadidé un medio citra%
to de Simmons modificado que tenfa la formulacidnm siguienré
te: |
PO, HNH, 1,00 g
ClNa 5,00 g
10 SO4Mg : 0,20 g
PO, K., 1,00 g |
Citrato sédico - 2,00 g i
Azul de bromotimol 0,80 g
| Polysorbate 80 0,1 g
15 ' La formulacidén anterior se mezcld intimamente ¥y se

disolv;é en la solucibén que fué impregnads entonces en
hojas de papel de filtro 8 & 8 Nim. 470 y se repitid el
procedimiénto de preparacidn de un'dispositivo de andli~
isis como se describe en el Ejemplo I.

20 Las tiras asi preparadas se inocﬁlaroh y rehidrataron
en todas las concentraciones de las tres muestras de ané-

lisis del Ejemplo III y se incubaron durante aproximadamen

te 12 horas a 372C.

Tas tiras inoculadas en todas las concentraciones de

25 |las mestras de anélisis que contenian Enterobacter aerozenes

cambiaron de un color verde p&lido confluente a un coloxr

jazul brillante confluente indicando la presencia de especies
1 !

: . i
Enterobacter. Das tiras inoculadas en las muestras de ané-

lisis que contenfan Proteus Mirabilis y Escherichia coli |

30 |mantuvieron un color verde p&lido confluente.

545472 - 20 -
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. parar una solucién de &l. A esta solucidn se afiadid un

........

EJEMPIO V

Anf&lisis diferencial

Se afiadieron 20,0 g de Kelzan, un polisacérido linea
disponible comercialmente de XKelco Laboratories de San

Diego, California, a un litro de agua destilada para pre-

medio Tevine EMB modificado que tenia la formulacidn si-

guiente, y se agitd a fondo hasta que se mezcld y se di-

solvié.
Peptona ' 10,0 g
Lactosa 10,0 g
Fosfato dipotasico 2,00 g
FosinaY 4,00 g
Azul de metileno | 02650 g
Polysorbate 80 0,1 ml

Se prepararon tiras mediante impregnacién de la di-
solucibén resultante en hojas de papel de filtro S & S
no. 470 y se hicieron dispositivos de anflisis de acuerdg
con el Ejemplo I,

Tas tiras se sumergieron en todas las concentracione
de las muestras de anflisis descritas en el Ejemplo III,
Las tiras inoculadas en las muestras que contenian -

Tscherichia coli se observd que tenian un brillo metélice

verde caracterdistico. Dos dispositivos inoculados en las

muestras de anédlisis que contenian Fnterobacter aerogenes

S

D

2

y Proteus mirabilis se observd que permanecian en un colér

violeta oscuro exento de todo brillos
Aungue la descripcidn y los ejemplos anteriores se
dirigen primordialmente a un dispbsitivo de andlisis que

tiene una matriz unida a un soporte y contenida en un re!

- 21 -
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cipiente, debe reconocerse que la invencidén se refiere tam—

o
Y
P

bién a solamente la producccidn de la matriz impregnada{i
Por ejemplo, puede usarse equipo de laboratorio convencio%
nal tal como pinzas y cajas de porta-objetos para susti-‘
5 tuir el soporte 12 y el recipiente 13, respectivamente.

La matriz deshidratada estéril podria sujetarse por las

pinzas y sumergirse en las muestras para ser analizadas
N é continuacidén colocada en una céja de porta-objetos
e incubada. An&logamenten la matriz impregnada 11 puede
10 rehidratarse e inocularse si se desea, afiadiendo un vo-
lumen medido de la muestra directamente a ia:matriz 1l en
lugar del procedimiento de inmersién descrito en esta me-
moria anteriormente,
Ademés, resultaréd claro a los expertos en la técnical
15 que el dispositivo es adaptable para detgctar la presencia
de microorganismos en muestras distintaé de iiquidos. Para
su empleo en esta forma, la matriz 1l puede rehidratarse
con agua estéril, o similar, e inocularse por contacto
con la muestra . "sélida" a analizar,
20 " Se entiende también que la presente invencidn no
estd limitade a los materiales muy absorbenteé especifi~

cos, medios nutrientes, reactivos o agentes de suspensidn

descritos en los anteriores ejemplos, ya que un experto
en la técnica reconocerd que pueden emplearse variedad o
25 combinacién amplias de materiales muy absorbentes, medios
nutrientes, reactivos y agentes de suspensidn para llevaq
a cabo el objetivo del nuevo dispositivo de anflisis. |
En resumen, la presente invencidén se refiere a un

dispositivo de andlisis o emsayo adapbtado para analizar

30 | microorganismos en una muestra, teniendo el dispositivo

3.3.72 - 22 -




una matriz absorbente impregnade con un medio nutriente
incluyende un reactivo y un agente de suspensién, El dis-
positive de andlisis se adapta para ser inoculade median-
te inmersién en una muestra de anédlisis y para cultivar

5 los microorganismes contenidos eg dicha muestra después
de la incubacién. El nuevoe dispositive de andlisis puede
proporcionar selectivamente un andlisis semicuantitativo
o un anélisis.microbioldgico diferencial relativamente
rdpide de una muestra siguiende un procedimiento.isimple

lO;v y econémico.
Esta solicitud, que corresponde a la presentada

en los Estades Unidos de América el 16 de Marzo de 1.971,
bajo el Ném, 124,671, se acoge a los beneficios del Artfcu-

lo 51 del vigente Estatute sobre Propiedad Industrial.,

15
REIVINDICACIONES
20
Los puntos de invencién propia y nueva que se pre-
25 sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
1h.7-74 23

e
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Invencién en Espaiia, por VEINTE afies, son los que se reco-
gen en las reivindicacienes siguientes:

l* ,« Un dispositivo de ensayo para analizar mi-
croorganismos en una muestra, cuyo dispositivo estd adap-
tade para ser inoculado con una muestra e incubado en un
recipiente susceptibie de ser cerrado herméticamente, com-
prendiendo el dispositive: una matriz absorbente impregna-
da con un medio nutriente, incluyendo un reactive y un
agente de suspensién,

2% ,= Un dispositivo de ensayoe segiin la reivindi-
cacién 1%, en el que dicha matriz incluye un material pla-
no muy absorbente.

3’.; Un dispositivo de enéayo segin la reivindi-
cacién 2%, en el que dicho material muy absorbente tiene
una capacidad de absorciém constante conocida,

ke ,. Un dispesitivo de ensayo seglin la reivindi-
cacién 2!,_en el gque dicho reactivo incluye un indicador
de color,

5%, Un dispositivo de ensayo segin la reivindi-
cacién 4%, en el que dicho indicador es clorure de trife-
niltetrazolio,

6% .- Un dispositivo de ensayo segin la reivin-
dicacién 2¢, en el que dicho agente de suspensién incluye
una sustancia soluble capaz de formar una suspensién coloi-

dal viscosa en una solucidn acuosa,
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7% .- Un dispositivo de ensayo segiin 1arreivindi-
cacidén 2¢, en el que dicho agente de suspensidén se seleccio
na de un grupo consistente en coloides, algas marinas, go-
mas inertes, polisacdridos y alginatos,

82,- Un dispositive de ensayo segin la reivindi-
cacién 7%, en el que dicho agente de suspensién es algina-
to sédico.

9% ,~ Un dispositivo de ensaye segiin la reivindi-
cacién 74, en el que-dicho agente de susp;nsién es un poli-
sacdrido lineal,

102,~ Un dispositive de ensayo segin la reivindi-
cacidn 12, en el que dicha matriz estd fijada a un seporte
alargado rigido.

11l2,- Un dispositivo de ensayo para analizar mi-
croorganismos en una muestra. ’

Tal v como.se ha descristo en la Memoria que an-
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y con
los fines que se han especificade.

Esta Memoria consta de veinticinco hejas escri-

tas a midquina per una sola cara,
vadria, 10 Juk, 1974
P‘A.

fao)
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