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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE afios
solicitada en Espafia a favor de INSTITUT PASTEUR, de naciona
lidad francesa, domiciliada en 25-28, rue du Docteur Roux,
75015 Paris, Francia, por "Procedimiento de identificacién

/0 separacién de microorganismos", con prioridad de la so-
P

licitud francesa 79 23851 de fecha 30 julio 1975. = = = — =

FEACRIA DESCRIPTIVA

La invencién se refiere a un procedimiento de identi-
ficacién y/o separacién de microorganismos que utiliza un
nuevo medio de base destinado en particular a servir para
1la constitucién de medios de cultivo para los micreoorganis-
mos més diversds, que es epto para recibir los diversos ele-
mentos de nutricidn o "nutrimentos" necesarios para el desa-
rrollo de estos microorganismos y, en caso necesario, de log
diversos agentes de los c?ales se quiere estudiar los efectos
sobre este desarrollo y sélrefiere, evidentemente también,

2 los medios de cultivo asl constituidos, - = = = = = - =~ =~

Se sabe en efecto que todos los microorganismos, por
ejemplo todas las especies bacterianas, no pueden desarro-

llarse sobre los mismos medios de cultivo. Conviene para
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cada familia, cada género, a veces para egpecies extremada-
mente préximas, definir unos medios de cultivo particulares.
Asimismo, diversos subsiratos o agentes introducidos en unos

medios de cultivo, o bien favorecen, o bien inhiben el desa-

. rrollo de un microorganismo particular. De donde se desprende

© una diversidad extrema de los comportamientos de los microor-

ganismos frente a diversos medios de cultivo que han sido e~

laborados hasta el presente, y de lo que se desprenden tambié&:

- las técnicas conocidas de identificacién de familias, de gé-

neros, incluso de especies particulares de microorganismos,

o simplemente de verificacidn de algunas de sus propiedades
esenciales, las cuales ponen en Jjuego su aptitud para meta-
bolizar dichos nutrimentos, en dichos medios, en caso necesa- -
rio en presencia de dichos sgentes quimicos o biolégicos par

FicularesS, = = = = = - - - - R N T T T R

Estas técnicas de identificacidén y de caracterizacidn
scn a menudo dificiles de utilizar en razén de la inapropia-
cién de los medios de base utilizados para la constitucibn
de los medios de cultivo uwtilizados hasta el presente, para
lz realizacién sistemitica y normalizada de todos los ensa-

yos de cultivo necesarios para estas identificaciones o ca-

racterizaciones. = = = = = = =~ - = - - - .- - —

Por ejemplo, entre las caracteristicas de base de
estes microorganismos,sg encuentra de nuevo, en particular,
g0 aptitud a desarrollarse o no en presencia de oxigeno. Bs-
te constituye, en efecto, un nﬁtrimento esencial, pof e jea~

plo de las bacterias llamadas "aerobilas estrictas", mien-
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tres que es un veneno metablico de las bacterias llamadas
"ar-erobias estrictas". Entre estos extremos, se encuentran
también familias de bacterias sero-anserobias, las cuales
son capaces de desarrollarse, tanto en presencia como en au-
sencia de oxfgeno. En cada una de las categorfas precitadas,
se distinguen ain, algunas veces, los microorganismos mévi-

lesoinmdviles,......_.....-.........._........_—-..-..

Estos medios de cultivo utilizados hasta el presente,
a saber unos medios de culvivo liquidos o unos medios de
cultivo sélidos, no permiten distinguir ripidamente microor-
ganismos "aerobios", microorganismos "anaerobios" y microor-
genismos “aero-anaercbios" en una sola manipulacién. En efec
to, el cultivo de los microorganismos anaerobios en medio 1i-
quido, incluso en profundidad, no es fécil, en razén de la
aptitud del oxIgeno ambiente de difundirse en el seno de la
masa liquida, salvo que se opere en una atmégfers desprovis-
ta de oxigeno. Ademds, el cultivo en medio liquido no permi-
te siempre, particularmente bajo atmésfera de oxigeno, dis-
tinguir los microorganismos aerobios estrictos y aero-anae-
robios, teniendo en cuenta la aptitud de los cultivos aero-
bios de desarrollarse en toda la masa del cultivo liquido,
o en ausencia de oxlgeno exterior distinguir los microorga-
nismqs aero~gnaerobios y anaerobips estrictos, teniendo en
cuenta la propiedad de los micro&%ganismos gero-anaerobios
de desarrollarse en toda la masa del medio, inecluso en di-

chas condiciones. — = =« o = @ m «@ = - o - - - - .- -

Los medios liquidos son ciertamente ficiles de fabri-
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eqr (por ejémplo por simple disolucién o puesta en suspensién
de 13§ substancias nutritivas o de las substancias de las cua=-
Leg oo desea estudiar el metabolismo) y también ficiles de ino-
Cotlar con los microorganismos o las bacterias a estudiar. Fero,
come demuestra el ejemplo anterior, las aplicaciones de los me-
dios lfquidos no podian ser siempre suficientes para todas las
operaciones necesarias de caracterizacidén y/o identificacién.
109 mediog sélidos son, por tanto, siempre utilizados aitn de
manery ¢orriente en los 1aboratorios de bacteriologla, a pesar
de las dificultades inherentes a su utilizacién que serén evo-
cadas a continuacidén. En particular, si se vuelve, al ejemplo

va evocado, se destaca que los medios sélidos permiten identi-

ficaciones o caracterizaciones diffciles o‘imposibles de utili-
zar en los medios ligquidos. Los microorganismos aerobios no se
desarrollan més que en su superficie. Los microorganismos anae-
robios estrictos pueden ser cultivados en la masa de medio séli
d0. Ta observacién del crecimiento en la masa del medio solidi-
ficado permite ta@bién distinguir microorganismos aerobios es-

trictos y microorganismos aero-anaerobios. = = = ~ = = = = - =

Estos medios sélidos deben, sin embargo, responder a

numerosas condiciones. Deben ser esencialmente no biodegradable:

e inertes frente a los cultivos bacterianos. Deben ser transpa-
rentes, poder ser llevados al estado licuado a unas temperatu-
ras relativamente bajas, particularmente para permitir su in-

seminacidén por las cepas de microorganismos a cultivar y, al

- mismo tiempo, no ser licuables a egtas mismas temperaturas,

cuando se hallan en estedo 86lidos = = = =~ = = = = = = = = = =
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In lg prictica corriente, solamente los geles de ge-
losa o agar permiten responder a estas condiciones aparen-
temente contradictﬁfias. En efecto, los geles sdlidos de

' ; gelosa, que contienen por lo menos 10 g, ¥y generalmente 20
&, de gelosa por litro de agua, tienen la propiedad de fun-
dir a una temperatura del orden de 100¢C, de manera que es-

tos geles permanecen sélidos a todas las temperaturas de

el tivo 38 1os microorgenismos. Sin embargo, después de fu-
sién, estos geles permanecen liquidos hasta que la temperaiu
re haya vuelto a 35-40°C, lo que pace posible su insemina-
cidén con los microorganismos a cultivar,.sin riesgo de ma-
tarlos antes de la regelificacién del medio en un gel elds-
tico y transparente. En razén’Eéﬂi;g“EI;;;;;;;;;;—;pe han
sido mencionadas, no es més que muy excepcionalmente que se
recurre, parg preparar los medios sélidos de comgpsicién
quimica estrictamente definida, a otros agentés'gelificantes
muy raros, tales como por ejemplo el 4cido siliecico (cuyos

geies son, ademds, muy delicados de preparar). — = — = = = —

¥o ha sido por tanto posible, hasta el presente, en
la prdctica, obviar las manipulaciones fastidiosas que re
pregsentan la fusién necesaria previa de los geles de gelosa
a uny temperatura elevada, después su enfriamiento en condi-
cion@s apropiadas. Ademis, se destacard que la necesidad
de eata fusidén a alta temperatura impide el estudio de la
deeibn sobre el crecimiento de los microorganismos de pro-
ductos que se degradan con el calor (vitaminas, 4dcidos ami-

nados, algunas macromoléculas). Esta fusién necesaria hace
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también diffcil, sino imposible, la utilizacién de recipien

tes de material pléstico. w = = = 0 = 0 - 0 - - - - - - -

la invencién tiene por objetivo evitar estos diversos
inconvenientes, utilizando en particular unos medios de ba-
se que pueden ser gubstituidos tanto en los medios liquidos
como en los medios sdélidos tradicionales, que tengan por
tanto a la vez las propiedades de los medios sélidos y de
los medios liquidos, cuya manipulacién sea simple y que no
requieran ninguno de los tratamientos térmicos que han sido

evocados a propésito de los medios s6lidose = = = = = « -

Le invencién resulta del descubrimiento de que la ca-

'pacidad de los microorganismos aerobios estrictos de desa-

rrollarse en la masa de un ligquido podia ser interrumpida
bastante répidamente por un incremento de la viscosidad de
este liquido, particularmente pof adicidén en éste de canti-
dades controladas de agentes de viscosidad, pudiendo las
viscosidades necesarias permanecer compatibles con la con-
servacién de ;na fluidez suficiente para permitir la sedi-
mentacién de microorganismos, incluso inméviles, en el seno

del medio asi constituido, bajo el simple efecto del peso,

como en un medio liguido verdadero., = = = = = = = = = - -

Confiriendo & este liquido una cierta viscosidad, se
obtiene por tanto que unos microorganismos aerobios estric-
tos no sean capaces de desarrollarse o de crecer més que

en la superficie o en la proximidad & ésta. = = = = - = =
“f
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Este fenémeno puede ser atribuido a la reduccidn de
{ la capacidad del oxigeno exterior de difundirse en el seno
4!,del medio 1iquido, como consecuencia del incremento de su
viscosidad. Reciprocamente, en razén de la difusién reduci-~
da del oxigeno en la masa ée este medio, las bacterias anag

robias estrictas,. que. sedimentan.en-este-medio bajo el efegc

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

en profundidad. = = = = = = = = =~ « - e - - - - -

El medio de base segin la invencidén puede por tanto
definirse como que tiene una v§§99§§ggg_sﬁficiente\para que
wos microorganismos aerobios estrictos, incluso méviles,
no pueden desarrollarse mds que en la superficie o en la pro
ximidad de ésta, no excediendo sin embargo esta viscosidad
a la que provocaria una disminucidén de fluidez demasiado
importante que impiaa la sedimentacién de los microorganis-
mo2 en el medio bajo efecto del peso, y por consiguiente el
de@sarrollo en profundidad de estos microorganismos, si se

tryta de microorganismos anaerobios estrictos. = = = - - - -~

Este medio puede también definirsze como que tiene wna
vigcesidad suficientemente importante para que la capacidad
de 4ifuaidn del oxfigenc exterior en este medio pueda ser
suficientemente reducida paras que el crecimiento o el desa-
rrollo de microorganismos aerobios estrictos, introdﬁcidos
en este medio, no pueda tener lugar més que en la superficie
o en la proximidad de ésta, no sobrepasando esta viscosidad
sin embargo de aquélla para la cual el medio no poseeria ya

una fluidez suficiente para permitir la sedimentacién bajo
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el simple efecto del peso de microorganismos introducidos

en el MeAiOe ~ = = = = = = = = = - — - - - - — —_ . = = —

Desde luego que, en lo que precede, los medios visco-
s0s 0 los agentes de viscosidad considerados deben ser es-
terilizables, inertes frente a micrqorganismos, y esencial-
mente no biodegradables, es decir gque no corran el riesgo
de sufrir el ataque por parte de las bacterias, por lo menos
durante las duraciones necesarias para la realizacién ¥y para '
el mantenimiento de los cultivos normalmente efectuados, par
ticularmente con el fin de la identificacién o de la carac-

terizacidén de los microorganismos del tipo en cuestién. - -

En uno de sus modos de realizacidén preferidos, el
medio segun la invencién es un medio acuoso homogéneo, trans
parente, que contiene un agente de Vviscosidad que responde
a las condiciones antes indicadas y tomado en unas propor-
ciones apropiadas para conferirle las viscosidades defini-

das anteriormente. = = = = = = = = = = = = - - - - - - =~

La viscosidad del medio segiin la invencidn estéd gene-
ralmente comprendida entre aprqﬁimadamente 50 y aproximada-
mente 250 centipoises (cPo). Léé valores Sptimos de la vis-
cosidadasbn del orden de 100 a 200 cPo. En el caso de un
medio que presénte unas propiedades tixotrépicas el valor
de viscosidad a tomar en cuenta es la del medio en reposo,
pero el valor medido puede serle inferior en varias decenas
de centipoises si la medida se efectda sin espera después

de agitacidén del medice = = = = = = = = = = - - o - o -~

P T
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El agente que confiere esta viscosidad al medio puede
ester en forma de solucién o de suspensién en agua. Su con-
centracién es variaﬁie segin su naturaleza. Debe permitir la
esterilizacién del medio sin destruceién, por la una o la
otra de las técnicas conoci&as, como el calentamiento en au-
toclave o la ultrafiltracién. Debe tembién conservar en el
agua su cualidad de inercia frente a los microorganismos. Se
entiende por ello que no debe haber ni destruceién de los
microorganismés; ni ataque del agente por estos iltimos. Di-
cho de otra manera, el agente utilizado es, a la vez, no té-

" xico para los microorganismos, o mis particularmente para

las bacterias, y no biodegradable: = = = = =~ « = = = = = = =

Este agente puede ser la gelosa, anteriormente utiliza-
da como gelificante. La concentracidén de la gelosa esfé en-—
tonces ventajosamente comprendida entre aproximadamente 1,2
y aproximadamente 1,6 g/l. Una concentracién de 1,4 g/1 con-
duce a una viscosidad del medio d&l orden de 100 cPo. Se des
tacard en todos los casos que la concentracién de gelosa, sin
ser despreciable, es .considerablemente méds baja que las con-
centraciones utilizadas de manera cléisica, para la gelifica-

icidn de los medios llamados s611doSe = = ~ = = = = = = = ~ =
} Segin otro modo de realizacién, el agente de viscosidad
| puedé estar constituido por cualesquiera substancias macromo
’ 1écﬁlaies, naturales o sintéticas, siempre que respeten las

. exigencias ya mencionadas relativas a la esterilizacién y a

la inercia frente a microorganismos y a la no biodegradabili-

i dad. Tos derivados solubles de la celulosa, como la carboxi-

.
[}
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metilcelulosa, pueden convenir aunque, en ciertos casos, pue
dan sufrir una degradacién lenta bajo la accién de ciertas
bacterias. Unas substancias macromoleculares de sintesis uti-
lizables son, por ejemplo, las poliacrilamidas o los poiime-
ros vinilicos como el alcohol de polivinilo o la polivinilpi-
rrolidona. Las concentraciones apropiadas varian segin la na-
turaleza quimica de la substancia y segin su peso molecular.
Por ejemplo se obtiene un medio de viscosidad apropiada recu-
rriendo, en lugar de la gelosa, al gel de poliacrilamida co-

mercializado por la sociedad PROGIL, a raqﬁn de 5 g/l aproxi-

. madamentfes = = = = = = - - - - - = e e e o - -

El medio de la invencidn constituye un medio de base

' muy ventajoso para umos medios de cultivo de microorganismos
- en general, y méas particularmente de bacterias. Es destaca-

' ble y totalmente sorprendente que se haya podido idear, en

-unidnreon la eleccidn ‘de viscosidades bien definidas, un
;medio Unico cuyas propiedades y comportamiento frente al cre-

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

liquidos y las de los medios sélidos por lo que puede ser

considerado como "medio universal®, = = = = - = I
. “—’-—___—_-—————'—'.—*ﬁ

EllmeQio segin la invencidn es un medio viscoso, que
lz presencia de un agente de viscosidad distingue de los
medios liquidos clédsicos, no siendo estos Wltimos sensible-
mer.te mis viscosos que ‘el agua. Sin embargo, su viscosidad
ec ‘ogja, de manera que permanece tan fécil de manipular y

de uvilizar como el agua. Estd siempre preparado para el

st # T
et
e
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" empleo, sin ningdn tratamiento térmico especial; es fluido

¥ se¢ transvasa fécilmente. Es fécil de introducir en el mis-
mo un cultivo bacteriano y de repartir en &1 uniformemente
las bacterias por sgitacién, tanto"aﬁféé'ZSEE'Egégﬁés de su
desgrrollo en el medio. Es %ambién,fécil de preparar por
gimple solucién de los medios de cultivo més diversos mez-
¢lando a2l medic de base unas substanciazs nutritivas, anti-
bidticos, compuestos quimicocs, o generalmente cualquier
pﬂmMJcto susceptible de tener un efecto sobre el crecimiento
de lag vacterias, sin que sea necesario que un producto de
aste tipo sea estable al calor. lLa mi;ma liberted en la elec
cién de los constituyentes se encuentra ademds en la del a~
gente de viscosidad y permite utilizar para este agente unos
productos quimicos cuya pureza estd asegurada, 1o que no es
odends aiempre el caso de las gelosas comercizles, y cuya
.zaeibn no podia de ninguna manera preverse en el caso

de los medios sélidos tradicionales. = - = = = - = = - - -

Sin embargo, el medio segun la invencién permite 61
solo identiticar los microorganismos, tales como las bacte~
rige, por su modo de crecimiento, como lo permitiria el em-
pleo combinado de medios diferentes, 1iquidos y sélidos,
pero sin los inconvenientes inherentes a la utilizacidn de
los productos sélidos. Frente al crecimiento, por e jemplo,
de las bacterias zerobias y anaerobias, el medio de base se
comporta como un medio sélido, en el sentido de que las bac-
terias no pueden hallar oxigeno atmosférico en profundidad,

en la masa del medio, en razén de la difusidén reducida de

RITIRNIIR.
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' los gases en este medio. Por el contrarioc, el comportamien-
to del medio seg¥n la invencidén se parece al de los medios
liquidos, si se consideran los desplazamientos de las bac-

' terias. Todas las bacterias, inéiuso inméviles, son capaces

5 de penetrar en el medio, por sedimentacién bajo solamente
el efecto del peso, pero las bacterias aerobias estrictas,
incluso méviles, no pueden multiplicarse en el mismo. Se

", observa por tanto: e e« « - = - ~ i R R

- para las bacterias amerobias estrictas, incluso méviles,

10. un desarrollo udnicamente en superficie o en la proximidad

Qe €5ta, == = mm === mmmmmmmmmmm— ==

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

[OOSR S e

desarrolle en superficie y en profundidad, - - - - — — -

3

- para las bacterias anaerobias estrictas, un desarrollo u-
I

15. nicamente en profundidad, = = = = = = = = = « = - = - = =

Para identificar un tipo de bacterias entre los tres
tipos anteriores, es suficiente disponer de un medio de
culiivo constituido a partir del medio segin la invencién,
como medio de base, y de substancias nuiritivas apropiadas

20. ‘ en por lo menos un recipiente transparente, inseminarlo por
medlo de un cultivo de dichas bacterias, dejaf el recipien-
te en reposo un tiempo suficiente para permitir un desarro-
1lc apreciable de las ‘bacterias, y determinar donde las
bzczerias estén concentradas: en la superficie del medio

25, y/c en profundidad. La determinacién final puede efectuarse

por simple observacién visual, de una manera automdtica,
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por ejemplo con la ayuda de un densitémetro o de un espec-

trofotémetro, - e e e e e e e e e e e .S -

E1l medio segin la invencidn,tiene por ventaja poder
ser inoculado por depdsito de una simple gota de suspensién
en su superficie y se presta bien a observaciones en serie
en diferentes recipientes. Se presta bien, también, a iden-
tificaciones mis comple jas de bacterias, o més generalmente
de microorganismos, haciendo intervenir substancias suscep-
tibles de modificar sus caracteristicas de crecimiento, par

ticularmente el modo de crecimiento o el porcentaje de cre-

cimiento. Estas substancizms—pueden—ser;-por ejemplo, unos

productos de naturaleza quimica o biolégica, a unas concen-
tracicnes variables, productos que tengan un efecto promo-
tor o inhibidor de crecimiento mds o menos selectivo para

ciertas especies de bacterias, como los antibidticos, com-

puestos que contienen oxfgeno en forma combinada, suscepti-

bles de ser utilizados para ciertas especies de bacterias.-

Otra ventaja del medio segin la invenecién es que fa-
cilita unas medidas cuantitativas de desarrollo de los mi-
¢roorganismos. Estas medidas pueden ser efectuadas recu-
rrienco a téenicas clédsicas de nefelometri{a. El modo ope-
r3torio puede ser el mismo cualquiera que sea el modo de
cracimiento de los microorganismos estudiados. En efecto, es
eficiente agitar el medio de cultivo viscoso para asegurar
la puesta en suspensién de los microorganismos que han po-

dido desarrollarse en superficie, de manera que la medida
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nefelométrica resulta aplicable al modo de crecimiento ae-~

robio en superficies del medio tanto como a los desarrollos

-
.

BNl 1o TNOSH, = ™ w s = oo v o o = = o m o o e W o . o

Z1 medio segin la invencién puede ser utilizado en
todos los recipientes no susceptibles de ser atacados
por las bacterias, particularmente de material pléstico

srensparente, de un uso a menudo mucho mds préctico que el

tr

b

erintal, = = = . - e e e o e e e o e e e e e o

Desde luego, la invencién se refiere también a los
medios nutritivos mismos, constituidos a partir de los
rmedios de base antes indicados a los cuales han sido incor
porados los nutrimentos o agentes cuya accidén sobre el cre

cimiento bacteriano debe ser estudiada, etc. = « = = = = =

En particular, la invencidén se refiere a un medio
de cultivo que retiene en el seno del medio de base antes
indicado los constituyentes més esenciales de los medios
de cultivo cldsicos, a fin de que pueda recibir el nimero
de aplicaciones mayor posible y ser aplicable, en la préc-
tica, al conjunto del mundo de los microorganismos, parti-
cularmente del mundo bacteriano. Entre estos constituyentes
esenciéleé, s citan: unas fuentes de nitrégeno minerales

u orgénicas, unas fuentes de carbono y de energia ... etc.

Otras particularidades de la invencién aparecersn
ain en el curso de la descripcién siguiente de e jemplos

de utilizacién del medio de base segin la invencidn, y de
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su aplicacién al estudio de las caracteristicas de creci-
miento de microorganismos. Los ejemplos elegidos permitirén
apreciar la gren diversidad de las posibilidades de aplica-

cién que permite este medicoe = = = = = - = - - - - -

EJ=NPLO I: PREPARACION Dil KEDIO.

Se prepara (a menos de que haya sido preparado de
antemano) un medio viscoso segin la invencién, mezclando
cen el agua gelosa DIFCO a la concentracién final de 1,4
g/l. Bventualmente este medio es compleiado, después de
esterilizacién, por ungs substancias nutritivas de base,

por ejemplo peptona de carme. = « « - -« = = = = - —_— -

Bs entonces repartido por fracciones de volumenes
idénticos en una serie de tubos o cubetas semejantes. Se
pueden utilizar unos tubos de ensayo de vidrio, pero se
usan ventajosamente unos tubos de material pléstico trang

parente, destruidos después del uso, de dimensiones adap-
tadas a un uso econdmico del medio. Se tiene_la ventaja
de utilizar tubos de un didmetro tal que la relacién super-
ficie sobre altura sea del orden de 1 sobre 2 6 1 sobre 3.
Por ejemplo, se disponen 2 ml del medio en un tubo de su-

perficie 1 cm2 para que la altura de la columna sea de 2

Se pueden entonces adicionar, en los diferentes ta-
bos, unos productos quimicos elegidos en funcién de los

fenémenos bioldégicos que se desea observar y, en el momen-
|
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to del empleo, depositar en la superficie del medio, en cada

tubo, wna gota de una suspensién bacteriana a analizar. = - -

Zgs.r.{ IT1: METODO RACIONAL DE UTILIZACION D3 ESTOS MEDIOS PA-
RA BEL AISLAMIENTO DE BACTERIAS.
In 10 tubos seme jantes llevados en un mismo soporte y
que contienen bajo el mismo volumen el mismo medio viscoso y
una substancia nutritiva (peptona de carme), se adicionan unas
dosis de clorurc de sodio, creciente de un tubo al otro, para
obtensr unas conceﬁtraciones respectivas de 5 g/1, 10 g/1,

20 g/1, 40 g/1, 6Q &/1, 120 g&/1, 240 g/l. = = = = = = = = = =

Zstos tubos son a continuacidn inseminados con unos pro-
ductos supuestos contaminados por varias especies bacterianas,
como es Ifrecuentemente encontrado en patologia humana, en log

excrementos o en alimentos contaminadosS. = = = = « = = = = -

Después de 24 horas de cultivo en reposo, solamente la
especie mis resistente a la sal se ha desarrollado en los tu-
bos que contiengn las més fuertes concentraciones de sal. La
misma es asi aislada de todas las demds. Puede ser extralda
en superficie y/o en profundidad segin el lugar en que el de-

sarrollo se haya concentirado. = = = = = = = = = = = - - - - =

Y

Segn que se haya desarrollado en superficie, en profun
didad, o simultédneamernte en superficie y en profundidad, sce
la identifica como una bacteria aerobia, anaerobia, o aero-a-

naerObiab"—"'"""'"'"-“-"' ——————————————
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El reemplazado del cloruro de sodio por otra substan~
cia quimica inhibidora permite, de la misma manera, buscar
la presencia de otraé baeteriﬁs, selectivamente resistentes
a esta substancia, y aislarlas en el tubo donde la concentra

cién de substancia inhibiddra es més elevada, = = = =~ = = —

si el cultivo tomado en el Gltimo tubo puede contener
ain varias especies bacterianas, se utiliza 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 aislen estas especies. = - -
i

El'conjunto de estas operaciones puede ser programado,
su utilizacidén automatizada, los resultados registrados con

el fotdémetro y las informaciones tratadas por ordenador. - -

BJEMPLO III: PUESTA EN EVIDENCIA DE LA UTILIZACION DEL OXIGE-

NO DEL NITRATO POR LAS BACTERIAS AEROBIAS ESTRIC
TAS: POR EJEMPLO PSEUDOMONAS AERUGINOSA.
En un tubo de las proporciones preconizadas en el ejem—
plo precedente, se introducen 2 a 3 ml de un medio nutritivo
acuoso que contiene 1,4 g/l de gelosa DIFCO y nitrato de po-

tasio arazén de 1 8fle = = = = =~ = = e = - - - -—_——-—- -

. Una suspensién de bacterias aerobias estrictas a ana-

lizar es depositada en superficie, simplemente de jando caer

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

lentamente en el Medio, = = = = = = = = = . - - - - - --

Durante la incubacién a la temperatura elegida, por e-
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jemplo 302C, las bacterias que son capaces de utilizar el
oxigeno del nitrato de potasio no tienen necesidad del oxi-
geno atmosférico; las mismas pueden desarrollarse en la pro-
fundidad del medio. Las bacterias que no utilizan el oxigeno
del nitrato no pueden desarrollarse mis que en superficie

en contacto con el oxigeno atmosférico. = = = = « = = = - . .

Se dispone asi de un procedimiento muy simple de pues-
ta en evidencia de la aptitud eventual de una bacteria aero-
bia estricta de consumir igualmente el oxigeno del nitrato,

Ello permite distinguir: = = = = = = « = = 0 0 0 o 0 - o o

- las Pseudomonas aeruginosa, que se desarrollan en-

tonces en la profundidad del medio, = = = = = = = = «@ - - -

- unas Pseudomonas putida, que no se desarrollan més

que en superficie, « = w = = = = C - - - - .-, --- .-

Para unas bacterias aerc-anaercbias, segin el mismo
procedimiento, se puede reemplazar el nitrato por el clorato
de potasio, cuyo efecto es inverso: en efecto, las bacterias
que consumen oxigeno del elorato son muertas por el cloro que
se halla asi desprendido. En consecuencia, las bacterias
aero-anaergbias que utilizan el clorato de potasio se multi-
plicen en profﬁndiad pero son muertas, mientras que las que

no lo utilizan se desarrollan normalmente, — = « = = = = = =

EJEMPLO IV:

_Resultados andlogos a los del ejemplo II se obtienen
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utilizando, como agente de viscosidad, poliacrilamida de

PROGIL a la concentracién de 5/1000, reemplazando a la gelo

BJEHPLO V: MEDIDA NEFELOMETRICA DEL CONSUMO DE UN SUBSTRATO
POR UN MICROORGANISMO, ‘TAL COMO UNA LEVADURA
(CANDIDA ALBICANS). °
Un medio viscoso con 1,4 g/l de gelosa, tal como el
del ejemplo I, se utiliza para estudiar cuantitativamente
el consumo de productos quimicos por unas levaduras. 51 se
trata de productos quimicos que la levadura no es capaz de
asimilar més que en presencia de oxigeno atmosférico, la lg

vadura se desarrolla en superficie exclusivamente. En el

caso contrario, se desarrolla en profundidad. — ~ - = = — ~

Observando el culiivo obtenido, se pueden distinguir
unas especies diferentes de levadura._Asi, Candida Albicans
se desarrolls en superficie en presencia de trealosa, mien-
tras que Candida tropicalis se cultiva en profundidad en

10S dOS CASOS: = = = = = = = = o= = = = = - - - - - - - -

IEn todos los casos, los cultivos son puestos en sus=-
pensién de forma homogénea, o bien por simple agitacién me-
cénica de los tubos, o bien por agitacidén por una bola de
acero o de niquel desplazada en el medio con la ayuda de un

imén, y el desarrollo es medido por nefelometria, = = - = =

De una manera general, se constata que la invencidn

se refiere por tanto igualmente a un procedimiento de iden-

tificacién de microorganismos, o incluso de separacién de
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microorgenismos, a partir de una mezcla que los contiene,
teniendo en cuenta su comportamiento frente al oxigeno en
condiciones determinadas. Este procedimiento esti caracteri-
zado porque se inseminan estos microorganismos o esta mezcla
de microorganismos en el medio tal como se ha definido ante-
riormente, contenido en un tubo, conteniendo este medio, ade-
més, los nutrimentos necesarios para el establecimiento de
las condiciones de desarrollo determinadas mencionadas, sien-
do la altura o l; profundidad del medio en el interior del
tubo suficientes para permitir la obtencién, por debajo de

la superficie superior del medio que se hélla en contacto

con la atmésfera ambiente, de un nivel que esté suficiente-
mente aislado del oxigeno exterior para que unas bacterias
anaerobias estrictas puedan desarrollarse en el mismo. Se
puede entonces, despuds de incubacidn, recoger los cultivos
que se habrén formado, eventualmente a niveles diferentes

del medio de cultivo, de donde se desprende la posibilidad

de separar diferentes clases de microorganismogS. = = = « - =

Las condiciones a las cuales la viscosidad del medio de
cultivo debe responder han sido definidas més arriba. En par-
ticular, deben permitir la sedimentacidén hacia su fondo de
microorgatiismos depositados en la superficie del medio. Esta

sedimentacidén phede, sin embargo, ser bastante lenta. - - - -

De acuerdo con una caracteristica suplementaria venta-

- josa del procedimiento seginlaixvenciém,-se puede realizar

la inseminacién de dichos microorganismos o de dicha mezcla

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

i
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un elemento sélido, particularmente una bola, més densa gue
el medio de cultivo y sobre el cual habrén sido inicialmen-
te depositados los.microorganismos 0 la mezecla de microorga
nismos a estudiar. El elemento sélido, y preferentemente

1z bola, constituye enton;es un vehiculo cuya funciédn es, s
la vez, la de arrastrar hacia ébajo los microorganismos in-
troducidos en el medio, produciendo wna inseminacién en la

totalidad de su trayecto a través del medio de cultive. - -

Desde luego, la bola debe estar constituida por un
material eventualmente poroso e inerte frente a los microoxr
ganismos y al medio. Est4 por ejemplo constituida de cristal
o de un material plédstico inerte. Puede también estar cons-

tituida por un metal inerte, = w = = = = =« = 0 = v w0 o=

Ademds, la mayor rapidez de inseminacién del medio de
cultivo con los microorgamismos a estudiar, la presencig de
la bola en el fondo del tubo permite asegurar que la insemi-
nacién ha sido realmente efectuada (en particular que los
microorganismos a estudiar no han permanecido pegados a las
paredes del tubo por encima del nivel superior del medio
de cultivo, comé puede producirse en el caso en que estos
nicroorganismos 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 estd hecha de un mate-

rial poroso (vidrio, cerdmica, material plistico). = ~ - =

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

la invencién no se limita en modo alguno a aquéllos de sus
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modos de aplicacién y de realizacién que han sido més espe-
cizlmente previstos sino que abarca, por el contrario, todas

1S VarianteSe. = « = = = = @ c w = - - - - - - = - - - -

N 0 T A

Se declaran de novedad y propiedad para Espafia, sus

territorios y plazas de soberania, las siguientes: « - - -

REIVINDICACTIONES

1.~ Procedimiento de identificacién’'y/o separacién
de microorganismos, a partir de una mezecla que los contiene,
teniendo en cuenta los comportamientos diferentes que pueden
manitestar frente al oxigeno en condiciones de desarrollo de
terminadas, caracterizado porQué se inseminan estos mieroor-
ganismos o esta mezcla de microorganismos en un medio de base
fluido esterilizable, inerte frente a microorganismos, esen-
cialmente no biodegradable, con una viscosidad suficiente
para que unos microorganismos aerobios estrictos, incluso
méviles, no puedan desarrollarse més que en le superficie o
en la proximidad de ésta, no excediendo sin embargo esta vig
cosidad de la que provocaria une disminucién de fluidez de-
masiado importante, que impidé la sedimentacién de microor-
genismos en estée medio, bajo el efecto de su péso, contenien
do el citado medio los nutrimentos mnecesarios para el esta-
blecimiento de las condiciones de desarrolle determinadas
mencionadas, en el interior de un tubo o andlogo, en una
altura o profundidad suficientes para permitir el estzbleci-

miento, por debajo de la superficie superior del medio, de umn
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nivel suficientemente aislado del oxigeno exterior para

que unas bacterias anaerobias estrictas puedan desarrollar-
se en el nmismo y,.después de incubacién, recoger, si es ne~
cesario, los cuitivos que se formarin a diferentes niveles

del medio de CULEIVO. = ='= = = = = = = = - = - - - -

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-
rizadd porque la inseminacién de dichos microorganismos o
de la mezcle ‘de microorganismos se realiza en toda la gliu-
ra del medio, por medio de un elemento sélido inerte, parti-~
cularmente una bola, mas denso que el medio de cultivo, en
el cual han sido depositados de antemano los microorganismos

o mezcla de microorgonismoz a introducir en el medio. - - -

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque la viscosidad del medio es tal que la capaci-
dad de difusién del oxigeno atmosférico en este medio es su-
ficientemente reducida para que los microorganismos aerobios
estrictos no puedan desarrollarse més que en la superficie

o en la proximidad de la superficie de este medioce = - = =

4.- Procedimiento- segin-te-reivindicacién 1, caracte-~
rizado porque el medio de base estd constituido por un medio
acuoso, homogéneo, transparente, cuya mencionada viscosidad
es debida a un agente de viscosidad esterilizable, inerte

frente a microorganismogs, y esencialmente no biodegradable.=~

dr bt o T

o g e

5.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-~

rizado porque el medio de base presenta una viscosidad apro-
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ximadamente comprendida entre 50 y 250 centipoises, y pre-

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

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-

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

7+~ Procedimiento segsin las reivindicaciones 1 y 6,
caracterizado porgue la concentracién de gelosa estd com-—
prendida entre aproximadamente 1,2 y aproximadamente 1,6

g/1l, y preferentemente del orden de 1,4 g/l. = = = = = = =

8.~ Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracteri

‘zado porque dicho agente de viscosidad estd constituido por

1o menos por una substancia macromolecular de sintesis. - - ~

9.~ Procedimiento segin la reivindicacién 8, caracte-

rizado porque la mencionada substancia macromolecular de
sintesis es un polimero del tipo poliacrilamida o del tipo
polimero vinilico, como el alcohol polivinilico y la polivi-

nilpirrolidona, o del tipo polimero celuldésico o de sus deri

10.~ Procedimiento segin las reivindicaciones anterio-

res, caracterizado porque el medio & cultivo incluye ademis
Al
substancias nutritivas para .los microorganismos, y eventual—

mente substancias susceptibles de modificar sus caracteris-

ticas de crecimiento. = « = = = = « = - - - --a - .o

11.~ "PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION Y/0 SEPARACION
DE MICROORGANISMOS": = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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Todo ello conforme se describe y reivindica en la
1
presente memoria que consta de veinticinco hojas, foliadas

y mecanogratiadas por una sola de sus caras.
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