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P A T E N T É  DE I N V E N C I O N  

por VEINTE años

so lic itad a  en España a favor de INSTITUI PASTEUR, de naciona 

lidad francesa, domiciliada en 25-28, rué du Docteur Roux, 

75015 París, Francia, por "Procedimiento de identificación  

y /o  separación de microorganismos", con prioridad de la  so­
lic itu d  francesa 75 23851 de fecha 30 ju lio  1975. --------------

KEXCRIA DESCRIPTIVA

La invención se refiere  a un procedimiento de identi­

fica ción  y /o  separación de microorganismos que u t il iz a  un 

nuevo medio de base destinado en particular a servir para 

5 . la  constitución de medios de cu ltivo  para los microorganis­

mos más diversos, que es apto para recib ir  los diversos e le ­

mentos de nutrición o "nutrimentos" necesarios para e l desa-* 

r ro llo  de estos microorganismos y, en caso necesario, de los 

diversos agentes de los cUales se quiete estudiar los efectos 

'u. sobre este desarrollo y sé re fie re , evidentemente también,

a los medios de cu ltivo así c o n s t itu id o s .------------------------ ---

Se sabe en efecto que todos los microorganismos, por 

: ejemplo todas las especies bacterianas, no pueden desarro­

llarse  sobre lo s  mismos medios de cu ltivo . Conviene para



cada fam ilia, cada género, a veces para especies extremada­

mente próximas, defin ir unos medios de cu ltivo particulares. 

Asimismo, diversos substratos o agentes introducidos en unos 

medios de cu ltivo , o bien favorecen, o bien inhiben e l desa­

r ro llo  de un microorganismo particular. De donde se desprende 

una diversidad extrema de los  comportamientos de los  microor­

ganismos frente a diversos medios de cu ltivo  que han sido e - 

laborados hasta e l  presente, y de lo  que se desprenden también 

las técnicas conocidas de id en tificación  de fam ilias, de gé­

neros, incluso de especies particulares de microorganismos, 

o simplemente de verificación  de algunas de sus propiedades 

esenciales, las cuales ponen en júego su aptitud para meta- 

bolizar dichos nutrimentos, en dichos medios, en caso necesa­

r io  en presencia de dichos agentes químicos o b io lóg icos par 

ticu lares. - ----------------------------------------------------------------------—

Estas técnicas de id entificación  y de caracterización 

son a menudo d i f íc i le s  de u t iliz a r  en razón de la  inapropla- 

ción de los  medios de base u tilizados para la  constitución 

de los medios de cu ltivo u tilizados hasta e l presente, para 

la  realización  sistemática y normalizada de todos los  ensa­

yos de cu ltivo necesarios para estas identificaciones o ca­

racterizaciones. ------------------------------------------------------ ----------------

Por ejemplo, entre las características de base de

microorganismos.se encuentra de nuevo, en particular, 

qptitud a desarrollarse o no en presencia de oxígeno. Es­

te constituye, en e fecto , un nutrimento esencial, por ejem­

plo de las bacterias llamadas "aerobias estrictas",.m íen -



trrs que es un veneno metabólico de las bacterias llamadas 

"anaerobias estr ic ta s". Entre estos extremos, se encuentran 

también familias de bacterias aero-anaerobias, las cuales 

son capaces de desarrollarse, tanto en presencia como en au­

sencia de oxígeno. En cada una de,las categorías precitadas, 

se distinguen adn, algunas veces, los microorganismos móvi­

les  o in m ó v ile s .--------------------- -------------------------------------------------

Estos medios de cu ltivo  utilizados hasta e l  presente, 

a saber unos medios de cu ltivo líquidos o unos medios de 

cu ltivo sólidos, no permiten distinguir rápidamente microor­

ganismos "aerobios", microorganismos "anaerobios" y microor­

ganismos "aero—anaerobios" en una sola manipulación. En efe<: 

to , e l cu ltivo de los microorganismos anaerobios en medio l í ­

quido, incluso en profundidad, no es fá c i l ,  en razón de la  

aptitud del oxígeno ambiente de difundirse en e l seno de la  

masa líquida, salvo que se opere en una atmósfera desprovis- . 

ta de oxígeno. Además, e l cu ltivo en medio líquido no permi­

te siempre, particularmente bajo atmósfera de oxigeno, d is­

tinguir los microorganismos aerobios estrictos  y aero-anae- 

robios, teniendo en cuenta la  aptitud de los cu ltivos aero­

bios de desarrollarse en toda la  masa del cu ltivo líquido, 

o en ausencia de oxígeno exterior distinguir los microorga­

nismos aero-anaerobios y anaerobios estr ic tos , teniendo en 

cuenta la  propiedad de los microorganismos aero-anaerobios 

de desarrollarse en toda la  masa del medio, incluso en d i­

chas co n d ic io n e s .-------------------------------------------- --- — ---------- ---

Los medios líquidos son ciertamente fá c ile s  de fa b r i-



c.qr (por ejemplo por simple disolución o puesta en suspensión 

d<3. substancias nutritivas o de las substancias de las cua- 

L6S ee, desea estudiar e l metabolismo) y tambión fá c ile s  de ino- 

con los microorganismos o las bacterias a estudiar. Pero, 

como dew estra e l ejemplo anterior, las aplicaciones de los me­

dios líquidos no podían ser siempre suficientes para todas las 

operaciones necesarias de caracterización y/o id en tificación , 

toá madios sólidos son, por tanto, siempre utilizados aún de 

WgneT& corriente en los laboratorios de bacteriología, a pesar 

de las d ificu ltades inherentes a su u tilización  que serán evo­

cadas a continuación. En particular, s i se vuelve, al ejemplo 

ya evocado, se destaca que los medios sólidos permiten identi­

ficaciones o caracterizaciones d i f íc i le s  o imposibles de u t i l i ­

zar en los medios líquidos. Los microorganismos aerobios no se 

desarrollan más que en su superficie . Los microorganismos anae­

robios estrictos  pueden ser cultivados en la  masa de medio sóli_ 

do. La observación del crecimiento en la  masa del medio s o lid i­

ficado permite también distinguir microorganismos aerobios es­

tr ic tos  y microorganismos aero-anaerobios. -------------------------------

Estos medios sólidos deben, sin embargo, responder a 

numerosas condiciones. Deben ser esencialmente no biodegradable: 

e inertes frente a los cu ltivos bacterianos. Deben ser transpa­

rentes, poder ser llevados a l estado licuado a unas temperatu- 

ras relativamente bajas, particularmente para permitir su in­

seminación por las cepas de microorganismos a cu ltivar y, al 

mismo tiempo, no ser licuables a estas mismas temperaturas, 

cuando se hallan en estado só lid o1 --------------------------------------------



En la  práctica corriente, solamente los geles de ge­

losa  o agar permiten responder a estas condiciones aparen­

temente contradictorias. En efecto , los  geles sólidos de 

j gelosa, que contienen por lo  menos 10 g, y generalmente 20 

g, de gelosa por l i t r o  de agua,  ̂ tienen la  propiedad de fun­

d ir a una temperatura del orden de 100BC, de manera que es-
:

tos geles permanecen sólidos a todas las temperaturas de 

--— cultivo* de los'microorganismos. Sin embargo, después de fu­

sión, estos geles permanecen líquidos hasta que la  temperatu 

ra haya vuelto a 35-40SC, lo  que hace posible su insemina­

ción con los  microorganismos a cu ltivar, sin  riesgo de ma­

tarlos antes de la  rege lifica ción  del medio en un gel elás­
t ico  y transparente. En razón de las d ificu ltades que han 

sido mencionadas, no es más que muy excepcionalmente que se 

recurre, para preparar los medios sólidos de composición 

química estrictamente definida, a otros agentes ge lifican tes  

muy raros, ta les como por ejemplo e l ácido s i l í c i c o  (cuyos 

geles son, además, muy delicados de preparar). ---------------------

No ha sido por tanto posible, hasta e l  presente, en 

la  práctica, obviar las manipulaciones fastid iosas que re 

presentan la  fusión necesaria previa de los  geles de gelosa 

a una temperatura elevada, después su enfriamiento en condi­

ciones apropiadas. Además, se destacará que la  necesidad 

áe.aata fusión a a lta  temperatura impide e l  estudio de la  

gpeión sobre e l  crecimiento de los  microorganismos de pro­

ductos que se degradan con e l ca lor (vitaminas, ácidos ami­

nados, algunas macromoléculas). Esta fusión necesaria hace



también d i f í c i l ,  sino imposible, la  u tiliza c ión  de recipien 

tes de material p lástico . - - - - -  ------------------ - - - - - -

La invención tiene por objetivo evitar estos diversos 

inconvenientes, utilizando en particular unos medios de ba­

se que pueden ser substituidos tanto en los medios líquidos 

como en los medios sólidos tradicionales, que tengan por 

tanto a la  vez las propiedades de los medios sólidos y de 
los medios líquidos, cuya manipulación sea simple y que no 

requieran ninguno de lo s  tratamientos térmicos que han sido 

evocados a propósito de los medios sólidos. ---------------------

La invención resulta del descubrimiento de que la  ca­

pacidad de los  microorganismos aerobios estr ictos  de desa­

rrollarse en la  masa de un liquido podía ser interrumpida 

bastante rápidamente por un incremento de la  viscosidad de 

este liquido, particularmente por adición en éste de canti­

dades controladas de agentes de viscosidad, pudiendo las 

viscosidades necesarias permanecer compatibles con la  con­

servación de una fluidez suficiente para permitir la  sedi­
mentación de microorganismos, incluso inmóviles, en e l  seno 

del medio asi constituido, bajo eI"Simple efecto del peso, 

como en un medio liquido verdadero. ----------------------------------

Confiriendo a este liquido una c ierta  viscosidad, se 

obtiene por .tanto que unos microorganismos aerobios e s tr ic ­

tos no sean capaces de desarrollarse o de crecer más que 

en la  superficie o en la  proximidad t& ésta. ----------------- -



Este fenómeno puede ser atribuido a la  reducción de 

la  capacidad del oxígeno exterior de difundirse en e l seno 

del medio liquido, como consecuencia del incremento de su 

viscosidad. Reciprocamente, en razón de la  difusión reduci- 

da del oxigeno en la  masa de este medio, las bacterias anaja 

rqbias estrictas,.^.que.. sedimeni an-en-as te medio bajo e l  efec 

to del peso, resultan capaces de desarrollarse en este medio, 

en profundidad.---- ------ ------ --------- ----------------------------- -------------

El medio de base según la  invención puede por tanto 

defin irse como que tiene una viscosidad-SUficiants-.para que 

unos microorganismos aerobios e str ic tos , incluso móviles, 
no pueden desarrollarse más que en la  superficie o en la  pro 

ximidad de ésta, no excediendo sin  embargo esta viscosidad 

a la  que provocaría una disminución de flu idez demasiado 
importante que impida la  sedimentación de los microorganis- 

{RO& en e l medio bajo efecto del peso, y por consiguiente e l 

desarrollo en profundidad de estos microorganismos, s i  se 

trata de microorganismos anaerobios e s tr ic to s . ---------------------

&S,te medio puede también defin irse como que tiene una 

viscosidad suficientemente importante para que la  capacidad 

ÓQ. dt tb&ión del oxigeno exterior en este medio pueda ser 

QofYelaQtemente reducida para que e l crecimiento o e l  desa­

rregle de microorganismos aerobios e str ictos , introducidos 

an eS&e medio, no pueda tener lugar más que en la  superficie 

o en la  proximidad de ésta, no sobrepasando esta viscosidad 

sin embargo de aquélla para la  cual e l medio no poseería ya 

una fluidez suficiente para permitir la  sedimentación bajo



e l simple efecto del peso de. microorganismos introducidos 

en e l medio. -  -----------------------------------------------------------------------

Desde luego que, en lo  que precede, los medios v isco ­

sos o los  agentes de viscosidad considerados deben ser es - 

5. te r iliza b les , inertes frente a microorganismos, y esencial­

mente no biodegradables, es decir que no corren e l  riesgo 

de su frir  e l  ataque por parte de las bacterias, por lo  menos 

durante las duraciones necesarias para la  realización  y para 

e l  mantenimiento de los cu ltivos normalmente efectuados, par 

10. ticularmente con e l f in  de la  id en tificación  o de la  carac­

terización  de los  microorganismos del tipo en cuestión. ----

En uno de sus modos de realización  preferidos, e l  

medio según la  invención es un medio acuoso homogéneo, trans 

párente, que contiene un agente de viscosidad que responde 

15. a las condiciones antes indicadas y tomado en unas propor­

ciones apropiadas para con ferirle  las viscosidades d e fin i­
das anteriormente. - -------------------------- --- —  - - - - - - -

La viscosidad del medio según la  invención está gene- 

, raímente comprendida entre aproximadamente 50 y aproximada- 

20. mente 250 centipoises (cPo). Los valores óptimos de la  v is ­

cosidad son del orden de 100 a 200 cPo. En e l caso de un 

medio que presente unas propiedades tixotrópicas e l  valor 

de viscosidad a tomar en cuenta es la  del medio en reposo,

} pero e l valor medido puede serle in fer ior  en varias decenas 

25. ¡ de centipoises s i la  medida se efectúa sin espera después

i de agitación del medio. -  ----------------- ---------------------------------

i



El agente que confiere esta viscosidad a l medio puede 

estar en forma de solución o de suspensión en agua. -Su con­

centración es variable según su naturaleza. Debe permitir la  

ester iliza ción  del medio sin destrucción, por la  una o la  

otra de las técnicas conocidas, pon)p e l  calentamiento en au­

toclave o la  u ltra filtra c ión . Debe también conservar en e l  

agua su cualidad de in ercia  frente a los  microorganismos. Se 

entiende por e llo  que no debe haber n i destrucción de los  

microorganismos; ni ataque del agente por estos últimos. Di­

cho de otra manera, e l  agente u tilizado es, a la  vez, no tó ­

xico para los  microorganismos, o más particularmente para 

las bacterias, y no biodegradable. -----------------------------------------

Este agente puede ser la  gelosa, anteriormente u t il iz a ­

da como g e lifica n te . La concentración de la  gelosa está en­

tonces ventajosamente comprendida entre aproximadamente 1,2 

y aproximadamente 1,6 g /1 . Una concentración de 1,4 g /1  con­

duce a una viscosidad del medio dél orden de 100 CPo. Se des 

tacará en todos los casos que la  concentración de gelosa, sin 

ser despreciable, es considerablemente más baja que las con­

centraciones utilizadas de manera c lá s ica , para la  g e l i f ic a -  

: ción de los medios llamados s ó l i d o s . -------------- * -------------- ---i

} Según otro modo de realización , e l  agente de viscosidad

puede estar constituido por cualesquiera substancias macromo 

leculares, naturales o sin téticas, siempre que respeten las 

¡ exigencias ya mencionadas relativas a la  ester iliza ción  y a 

la  inercia  frente a microorganismos y a la  no biodegradabili- 

^dád. Loís "derivados solubles de la  celulosa, como la  carboxi-



m etilcelulosa, pueden convenir aunque, en c iertos  casos, puê  

dan su frir  una degradación lenta bajo la  acción de ciertas 

bacterias. Unas substancias macromoleculares de sín tesis  u t i -  

lizab les son, por ejemplo, las poliacrilamidas o los  políme­

ros v in ílico s  como e l  alcohol de p o liv in ilo  o la  p o liv in ilp i-  

rrolidona. Las concentraciones apropiadas varían según la  na­

turaleza química de la  substancia y según su peso molecular. 

Por ejemplo se obtiene un medio de viscosidad apropiada recu­

rriendo, en lugar de la  gelosa, a l ge l de poliacrilam ida co­

mercializado por la  sociedad PROGIL, a razón de 5 g /1  aproxi­

madamente. —

El medio de la  invención constituye un medio de base 

muy ventajoso para unos medios de cu ltivo  de microorganismos 

en general, y más particularmente de bacterias. Es destaca- 

ble y totalmente sorprendente que se haya podido idear, en 

-unióir'con Ta elección  *de"viscosidades bienU efinidas, un 

medio único cuyas propiedades y comportamiento frente a l cre­

cimiento de las bacterias tienen a la  vez las de los  medios 

líquidos y las de los medios sólidos por lo  que puede ser 

considerado como "medio universal". --------------------------------------

El medio según la  invención es un medio v iscoso, que 

la  presencia de ün agente de viscosidad distingue de los 

medios líquidos c lásicos , no siendo estos últimos sensible­

mente más viscosos que-el agua. Sin embargo, su viscosidad 

es baja, de manera que permanece tan fá c i l  de manipular y 

de u t iliz a r  como e l agua. Está siempre preparado para e l



empleo, sin ningún tratamiento térmico especial; es flu ido 

y se transvasa fácilmente. Es fá c i l  de introducir en e l mis­

mo un cu ltivo  bacteriano y de repartir en é l  uniformemente 

Í8S bacterias por agitación, tanto antes como después de su 

desarrollo en e l medio. Es también fá c i l  de preparar por 

giaple solución de loo medios de cu ltivo  más diversos mez­

clando a l medio de base unas substancias nutritivas, anti­

b ió ticos , compuestos químicos, o generalmente cualquier 

producto susceptible de tener un efecto sobre e l  crecimiento 

iaa bacterias, sin que sea necesario que un producto de 

asbe, tipo sea estable a l ca lor . La misma libertad en la  elec  ̂

Gióft de los constituyentes se encuentra además en la  del a- 
gante de viscosidad y permite u t iliz a r  para este agente unos 

productos químicos cuya pureza está asegurada, lo  que no es 

adefáfb Siempre e l  caso de las gelosas comerciales, y cuya 

.zación no podía de ninguna manera preverse en e l caso 

de tos medios sólidos t ra d ic io n a le s .---------------------------------

Sin embargo, e l medio según la  invención permite é l 

solo id en tifica r  los microorganismos, tales como las bacte-
por su modo de crecimiento, como lo  perm itiría e l em­

pleo combinado de medios diferentes, líquidos y sólidos, 

pero sin los inconvenientes inherentes a la  u tiliza c ión  de 

los productos sólidos. Frente al crecimiento, por ejemplo, 

de las bacterias aerobias y anaerobias, e l  medio de base se 

comporta como un medio sólido, en e l  sentido de que las bac­

terias no pueden hallar oxigeno atmosférico en profundidad, 

en la  masa del medio, en razón de la  difusión reducida de



los  gases en este medio. Por e l contrario, e l  comportamien­

to del medio según la  invención se parece a l de los medios 

líquidos, s i se consideran los desplazamientos de las bac­

terias. Todas las bacterias, incluso inmóviles, son capaces 

de penetrar en e l medio, por sedimentación bajo solamente 

e l  efecto del peso, pero las bacterias aerobias estr ictas , 
incluso móviles, no pueden m ultiplicarse en e l mismo. Se 

observa por tanto: - --------------------------- — ------  -  - ----------

-  para las bacterias aerobias estrictas , incluso móviles,

un desarrollo únicamente en superficie -o en la  proximidad 

de ésta, - - - ---------- ----------------------------- - —  -

-  para las bacterias aero-anaerobias, incluso inmóviles, un

desarrollo en superficie y en profundidad, ---------------------

-  para las bacterias anaerobias estrictas , un desarrollo ú -

nicamente en profundidad. —  --------------------------------------------

Para id en tificar  un tipo ds bacterías^ntre^los tres 

tipos anteriores, es suficiente disponer de un medio de 

cultivo constituido a partir del medio según la  invención, 

como medio de base, y de substancias nutritivas apropiadas 

en por lo  menos un recipiente transparente, inseminarlo por 

medio de un cultivo de dichas bacterias, dejar e l recipien­

te en reposo un tiempo suficiente para permitir un desarro­

l lo  apreciable de las 'bacterias, y determinar donde las 

bacterias están concentradas: en la  superficie del medio 

y /c  en profundidad. La determinación fin a l puede efectuarse 

por simple observación visual, de una manera automática,
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por ejemplo con la  ayuda de un densitómetro o de un espec- 

tro fo tóm etro .-------------------------------------------------------- -------------

El medio según la  invención tiene por ventaja poder 

ser inoculado por depósito de una simple gota de suspensión 

en su superficie y se presta bien a observaciones en serie 

en diferentes recipientes. Se presta bien, también, a iden­

tifica c ion es  más complejas de bacterias, o más generalmente 

de microorganismos, haciendo intervenir substancias suscep­

tib le s  de modificar sus características de crecimiento, par 

ticularmente e l  modo de crecimiento o e l  porcentaje de ere-
i

cimiento. Estas substancias^¡usdeir**sery"por ejemplo, unos 

productos de naturaleza química o b io lóg ica , a unas concen­

traciones variables, productos que tengan un efecto promo­

tor o inhibidor de crecimiento más o menos selectivo  para 

ciertas especies de bacterias, como los  an tib ióticos, com­

puestos que contienen oxígeno en forma combinada, suscepti­

bles de ser u tilizados para ciertas especies de bacterias.-

Otra ventaja del medio según la  invención es que fa ­

c i l i t a  unas medidas cuantitativas de desarrollo de los  mi­

croorganismos. Estas medidas pueden ser efectuadas recu­

rriendo a técnicas clásicas de nefelom etría. El modo ope­

ratorio puede ser e l mismo cualquiera que sea e l  modo de 

crecimiento de los microorganismos estudiados. En efecto , es 

e f i c ie n t e  agitar e l  medio de cu ltivo viscoso para asegurar 

la  puesta en suspensión de los microorganismos que han po­

dido desarrollarse en superficie , de manera que la  medida



ncfelométrica resulta aplicable a l modo de crecimiento ae­

robio en superficies del medio tanto como a los desarrollos 

en la  m asa.----------------------------*----------------------------------------- ---

El medio según la  invención puede ser u tilizado en 

todos los recipientes no susceptibles de ser atacados 

por las bacterias, particularmente de material p lástico

transparente, de un uso a menudo mucho más práctico que e l !
!c r is ta l. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  ¡
f!

Desde luego, la  invención se re fiere  también a los 

medios nutritivos mismos, constituidos a partir de los 

medios de base antes indicados a los cuales han sido incor 

porados los  nutrimentos o agentes cuya acción sobre e l  ere 

cimiento bacteriano debe ser estudiada, e tc . ---------------------

* : 
3n particular, la  invención se re fiere  a un medio

de cultivo que retiene en e l  seno del medio de base antes

indicado los constituyentes más esenciales de los medios

de cu ltivo clásicos , a f in  de que pueda recib ir  e l  número j

de aplicaciones mayor posible y ser aplicable, en la  prác- ¡

t ica , a l conjunto del mundo de los microorganismos, p a rtí- j

cularmente del mundo bacteriano. Entre estos constituyentes j

esenciales, se citan: unas fuentes de nitrógeno minerales ¡

u orgánicas, unas fuentes de carbono y de energía . . .  e tc . !
{

Otras particularidades de la  invención aparecerán }
;

aún en e l  curso de la  descripción siguiente de ejemplos t 

de u tiliza ción  del medio de base según la  invención, y de
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su aplicación, a l estudio de las características de c re c i­

miento de microorganismos. Los ejemplos elegidos permitirán 

apreciar la  gran diversidad de las posibilidades de ap lica - 

ción que permite este m ed io .--------------------- --------------------------

5. EJEMPLO 1: PREPARACION DEL HEDIO.

10.

Se prepara (a menos de que haya sido preparado de 

antemano) un medio viscoso según la  invención, mezclando 

con e l agua gelosa DIFCO a la  concentración fin a l de 1,4 

g /1 . Eventualmente este medio es completado, después de 

esteriliza ción , por unas substancias nutritivas de base, 

por ejemplo peptona de c a r n e .--------------------------------------------

15.

Es entonces repartido por fracciones de volúmenes 

idénticos en una serie de tubos o cubetas semejantes. Se 

pueden u t iliz a r  unos tubos de ensayo de v id rio , pero se 

usan ventajosamente unos tubos de material p lástico trans 

párente, destruidos después del uso, de dimensiones adap­

tadas a un uso económico del medio. Se tiene la  ventaja 

de u t iliz a r  tubos de un diámetro ta l que la  relación  super­

f i c ie  sobre altura sea del orden de 1 sobre 2 ó 1 sobre 3.
20. Por ejemplo, se disponen 2 mi del medio en un tubo de su- 

2pepficie 1 cm para que la  altura de la  columna sea de 2 

cm. ------- --------- ------ ---------------- ----------------------------------------------

25.

Se pueden entonces adicionar, en los diferentes tu­

bos, unos productos químicos elegidos en función de los 

fenómenos b iológ icos que se desea observar y, en e l momen-



to del empleo, depositar en la  superficie del medio, en cada 

tubo, una gota de una suspensión bacteriana a a n a liz a r .--------

EJEMP.C I I : METODO RACIONAL DE UTILIZACION DE ESTOS MEDIOS PA­
RA EL AISLAMIENTO DE BACTERIAS.

En 10 tubos semejantes llevados en un mismo soporte y 

que contienen bajo e l mismo volumen e l mismo medio viscoso y 

una substancia nutritiva (peptona de carne), se adicionan unas 

dosis de cloruro sodio, creciente de un tubo a l otro, para 

obtener unas concentraciones respectivas de 5 g / l ,  10 g / l ,

20 g / l ,  40 g / l ,  6Q g / l ,  120 g / l ,  240 g / l .  -  ----------------------------

Estos tubos son a continuación inseminados con unos pro­

ductos supuestos contaminados por varias especies bacterianas, 

como es frecuentemente encontrado en patología humana, en los 

excrementos o en alimentos contaminados.-------------------------------

Despuós de 24 horas de cu ltivo en reposo, solamente la 

especie más resistente a la  sal se ha desarrollado en los tu­

bos que contienen las más fuertes concentraciones de sa l. La 

misma es así aislada de todas las demás. Puede ser extraída 

en superficie y /o  en profundidad según e l lugar en que e l  de­

sarrollo se.haya concentrado. -----------------------------------------  --------

Según que se haya desarrollado en superficie , en profun 

didad, o simultáneamente en superficie y en profundidad, se 

la  id en tifica  como una bacteria aerobia, anaerobia, o aero-a- 

n a e ro b ia .----------—  ---------- -  -  - ----------------------------------------------
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5.

El reemplazado del cloruro de sodio por otra substan­

c ia  química inhibidora permite, de la  misma manera, buscar 

la  presencia de otras bacterias, selectivamente resistentes 

a esta substancia, y a islarlas en e l tubo doñee la  concentra 

ción de substancia inhibidora es más e le v a d a .---- ----------------

10.

Si e l  cu ltivo tomado en e l último tubo puede contener 

aún varias especies bacterianas, se u t il iz a  para inseminar 

otra serie de tubos, o varias series sucesivas de tubos, 

que contienen inhibidores diferentes, a unas dosis crecientes 

en cada serie , de manera que se aíslen  estas especies. --------t

El conjunto de estas operaciones puede ser programado, 

su u tiliza ción  automatizada, los resultados registrados con 

e l  fotómetro y las informaciones trabadas por ordenador. ----

15.
EJEMPLO 111: PUESTA EN EVIDENCIA DE LA UTILIZACION DEL OXIGE- 

NO DEL NITRATO POR LAS BACTERIAS AEROBIAS ESTRIO 
TAS: POR EJEMPLO PSEUDOMONAS ABRUGINOSA.

20.

En un tubo de las proporciones preconizadas en e l  ejem­

plo precedente, se introducen 2 a 3 mi de un medio nutritivo 

acuoso que contiene 1,4 g/1  de gelosa DIFCO y n itrato de po- 

tasio a razón de 1 g /1 . ----  -  ------------------------------------------------

- Una suspensión de bacterias aerobias estrictas a ana­

liza r  es depositada en superficie, simplemente dejando caer 

una gota con la  ayuda de tiña pipeta. Las bacterias sedimentan 

lentamente en e l medio. - ---------------------------------------------------------

25. Durante la  incubación a la  temperatura elegida, por e -

1
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jemplo 30SC, las bacterias que son capaces de u t iliz a r  e l 

oxigeno del n itrato de potasio no tienen necesidad del oxi­

geno atmosférico; las mismas* pueden desarrollarse en la  pro­

fundidad del medio. Las bacterias que no u tilizan  e l oxigeno 

del n itrato no pueden desarrollarse más que en superficie 

en contacto con e l oxigeno a tm osférico .---- ----------------------------

Se dispone asi de un procedimiento muy simple de pues­

ta en evidencia de la  aptitud eventual de una bacteria aero­

bia  e str icta  de consumir igualmente e l  oxigeno déLnitrato. 

E llo permite d is t in g u ir :-------------- --------- -----------------------------

-  las Pseudomonas aeruginosa, que se desarrollan en­

tonces en la  profundidad del m e d i o , --------------------------------------

-  unas Pseudomonas putida, que no se desarrollan más
que en s u p e r f i c ie .---------------------------------------------------------------

Para unas bacterias aero-anaerobias, según e l mismo 

procedimiento, se puede reemplazar e l n itrato por e l  clorato 

de potasio, cuyo efecto es inverso: en e fecto , las bacterias 

que consumen oxigeno dei clorato son muertas por e l  cloro  que 

se halla asi desprendido. En consecuencia, las bacterias 

aero-anaerpbias que u tilizan  e l clorato de potasio se multi­

plican en profundiad pero son muertas, mientras que las que 

no lo  u tilizan  se desarrollan normalmente.----------------------------

EJEMPLO IV:

Resultados II  se obtienen



-  19 -

utilizando, como agente de viscosidad, poliacrilam ida de 

PROGIL a la  concentración de 5/1000, reemplazando a la  gelo 
sa .---- - - - - - - J . - ------ ------ --

EJEMPLO V: MEDIDA NEFELOMÉTRICA DEL CONSUMO DE UN SUBSTRATO 
POR UN MICROORGANISMO, ' TAL COMO UNA LEVADURA 
(CANDIDA ALBICANS).

Un medio viscoso con 1,4 g / l  de gelosa, ta l como e l 

del ejemplo I , se u t il iz a  para estudiar cuantitativamente 

e l  consumo de productos químicos por unas levaduras. Si se 

trata de productos químicos que la. levadura no es capaz de 
asimilar más que en presencia de oxigeno atmosférico, la  le 

vadura se desarrolla en superficie exclusivamente. En e l 

caso contrario, se desarrolla en profundidad. ---------------------

Observando e l cu ltivo obtenido, se pueden distinguir 

unas especies diferentes de levadura. Asi, Candida Albicans 

se desarrolla en superficie en presencia de trealosa, mien­

tras que Candida trop ica lis  se cu ltiva  en profundidad en 

los dos c a s o s . ----------------------------------------------------------------------

En todos los  casos, los cu ltivos son puestos en sus­

pensión de forma homogénea, o bien por simple agitación me­

cánica de los  tubos, o bien por agitación por una bola de 

acero o de níquel desplazada en e l medio con la  ayuda de un 

imán, y e l desarrollo es medido por nefelometría. --------------

De una manera general, se constata que la  invención 

se refiere  por tanto igualmente a un procedimiento de iden­

t ifica c ió n  de microorganismos, o incluso de separación de



microorganismos, a partir de una mezcla que los  contiene, 

teniendo en cuenta su comportamiento frente a l oxigeno en 

condiciones determinadas. Este procedimiento está caracteri­

zado porque se inseminan estos microorganismos o esta mezcla 

de microorganismos en e l medio ta l como se ha definido ante­

riormente, contenido en un tubo, conteniendo este medio, ade­

más, los nutrimentos necesarios para e l  establecimiento de 

las condiciones de desarrollo determinadas mencionadas, sien­

do la  altura o la  profundidad del medio en e l  in terior  del 

tubo suficientes para permitir la  obtención, por debajo de 

la  superficie superior del medio que se halla en contacto 

con la  atmósfera ambiente, de un n ive l que esté su ficien te­

mente aislado del oxigeno exterior para que unas bacterias 

anaerobias estrictas puedan desarrollarse en e l mismo. Se 

puede entonces, después de incubación, recoger los cu ltivos 

que se habrán formado, eventualmente a n iveles diferentes 

del medio de cu ltivo , de donde se desprende la  posibilidad 

de separar diferentes clases de microorganismos. ------------------

Las condiciones a las cuales la  viscosidad del medio de 

cu ltivo debe responder han sido definidas más arriba. En par­

ticu lar, deben permitir la  sedimentación hacia su fondo de 

microorganismos depositados en la  superficie del medio. Esta 

sedimentación puede, sin embargo, ser bastante l e n t a . ---- ------

De acuerdo con una característica  suplementaria venta­

josa del procedimiento segán"*la"inveílclóirf - se puede realizar 

la  inseminación de dichos microorganismos o de dicha mezcla 

de microorganismos, en toda la  altura del medio, por medio de



un elemento sólido, particularmente una bola, más densa que 

e l medio de cu ltivo y sobre e l cual habrán sido inicialmen­

te depositados los  microorganismos o la  mezcla de microorga 

nismos a estudiar. El elemento sólido, y preferentemente 

la  bola, constituye entonces un vehículo cuya función es, a 

la  vez, la  de arrastrar hacia abajo los microorganismos in­

troducidos en e l medio, produciendo una inseminación en la  

totalidad de su trayecto a través del medio de cu ltivo . -  -

Desde luego, la  bola debe estar constituida por un 

material eventualmente poroso e inerte frente a los  microor 

ganismos y a l medio. Está por ejemplo constituida de c r is ta l 

o de un material p lástico  inerte. Puede también estar cons­

titu id a  por un metal inerte. -----------------------------------------------

Además, la  mayor rapidez de inseminación del medio de 

cu ltivo con los microorganismos a estudiar, la  presencia de 

la  bola en e l  íbndo del tubo permite asegurar que la  insemi­

nación ha sido realmente efectuada (en particular que los 

microorganismos a estudiar no han permanecido pegados a las 

paredes del tubo por encima del n ive l superior del medio 

de cu ltivo , como puede producirse en e l caso en que estos 

microorganismos se introducen en los tubos por medio de una 

gota de agua depositada en las paredes del tubo con una 

pipeta). En caso necesario, la  bola está hecha de un mate­

r ia l  poroso (v idrio , cerámica, material p lá s tico ). -----------

Desde luego, y como resulta además de lo  que precede, 

la  invención no se lim ita en modo alguno a aquéllos de sus
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modos de aplicación y de realización  que han sido más espe­

cialmente previstos sino que abarca, por e l  contrario, todas 

las variantes. --------------------------- ---------------- -----------------------------

1

15.

20.

25.

N O T A

Se declaran de novedad y propiedad para España, sus 

terr itorios  y plazas de soberanía, las siguientes: -  -  -  -

R E I V I N D I C A C I O N E S

1 .- Procedimiento de id en tifica c ión 'y /o  separación 

de microorganismos, a partir de una mezcla que los contiene, 

teniendo en cuenta los comportamientos diferentes que pueden 

manifestar frente a l oxígeno en condiciones de desarrollo de 

terminadas, caracterizado porque se inseminan estos microor­

ganismos o esta mezcla de microorganismos en un medio de base 

flu ido esteriliza b le , inerte frente a microorganismos, esen­

cialmente no biodegradable, con una viscosidad suficiente 

para que unos microorganismos aerobios estr ic tos , incluso 

móviles, no puedan desarrollarse más que en la  superficie o 

en la  proximidad de ásta, no excediendo sin embargo esta vij3 

cosidad de la  que provocaría una disminución de flu idez de­

masiado importante, que impida la  sedimentación de microor­

ganismos en esté medio, bajo e l e fecto  de su peso, contenien 

do e l  citado medio los  nutrimentos necesarios para e l  esta­

blecimiento de las condiciones de desarrollo determinadas 

mencionadas, en e l in terior  de un tubo o análogo, en una 

altura o profundidad suficientes para permitir e l  estableci­

miento, por debajo de la  superficie superior del medio, de un
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n ivel suficientemente aislado del oxígeno exterior para 

que unas bacterias anaerobias estrictas puedan desarrollar­

se en e l mismo y, después de incubación, recoger, s i  es ne- 

- cesario, lo s  cu ltivos que se formarán a diferentes niveles

5. del medio de c u l t i v o . ---- -̂-----------------------------------------------------

2 . -  Procedimiento segdn la  reivindicación 1, caracte­

rizado porque la  inseminación de dichos microorganismos o 

de la  mezcla de microorganismos se rea liza  en toda la  altu­

ra del medio, por medio de un elemento sólido inerte, p a rti-

10. ' cularmente una bola, más denso que e l medio de cu ltivo , en

e l cual han sido depositados de antemano los microorganismos 

o mezcla de microorganismos a introducir en e l medio. --------

3 . -  Procedimiento segdn la  reivindicación 1, caracte­

rizado porque la  viscosidad del medio es ta l que la  capaci-

15 . dad de difusión del oxígeno atmosférico en este medio es su­

ficientemente reducida para que los  microorganismos aerobios 

estrictos  no puedan desarrollarse más que en la  superficie 

o en la  proximidad de la  superficie de este medio. -----------

,.......  4 .-  Procedimiento según -lar-reivindicación 1, caracte-

20. rizado porque e l medio de base está constituido por un medio

acuoso, homogéneo, transparente, cuya mencionada viscosidad 

es debida a un agente de viscosidad esteriliza b le , inerte 

frente a microorganismos, y esencialmente no biodegradable.-

5 .-  Procedimiento segón la  reivindicación 1, caracte- 

25. rizado porque e l medio de base presenta una viscosidad apro-



ximadamente comprendida entre 50 y 250 centipoises, y pre­

ferentemente del orden de 100 a 200 centipoises. -  -----------

6 . -  Procedimiento segün la  reivindicación 1, caracte­

rizado porque dicho agente de viscosidad es la  gelosa. --------

7 . -  Procedimiento segün las reivindicaciones 1 y 6,

caracterizado porque la  concentración de gelosa está com­

prendida entre aproximadamente 1,2 y aproximadamente 1,6 

g/1 , y preferentemente del orden de 1,4 g / 1 . ---- ----------------

8 . -  Procedimiento segün la  reivindicación 1, caracteri

zado porque dicho agente de viscosidad está constituido por 

lo  menos por una substancia macromolecular de s ín tes is . --------

9 . -  Procedimiento segün la  reivindicación 8, caracte­

rizado porque la  mencionada substancia macromolecular de 

sín tesis es un polímero del tipo poliacnlam ida o del tipo 

polímero v in ílic o , como e l alcohol p o liv in ílico  y la  p o l iv i-  

n ilp irrolidona, o del tipo polímero ce lu lósico  o de sus deri 

v a d o s .----------- ----------------------------------------------------------------- --- -  -

10. -  Procedimiento segün las reivindicaciones anterio­

res, caracterizado porque e l mediocb cu ltivo incluye además 

substancias nutritivas para los  microorganismos, y eventual­

mente substancias susceptibles de modificar sus caracterís­

ticas  de crecimiento. ---------------------------------------- -------------------

11. -  "PROCEDIMIENTO BE IDENTIFICACION Y/O SEPARACION

DE MICROORGANISMOS". -------------------------------------  ---------------------
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Todo e llo  conforme se describe y reivindica en la
' !

presente memoria que consta de veinticinco hojas, foliadas 

y mecanografiadas por una sola de sus caras.

BARCELONA, 3G JUL [
f* A ^  CURSA SUÑ<¿ ;

!

m¿v.
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