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Este invento se refiere a aparatos Gtiles en ~
relacién con cultivos bacterianos. Mds particularmente, es-
te invento se refiere a nuevos envases para almacenar, trans
portar y ensayar cultivos bacterianos anaerobios, es decir

los del tipo que son capaces de vivir solamente en un medio

no,

Muchas enfermedades del hombre y de los anima-
les inferiores son de origen bacteriano. El tratamiento de
muchas enfermedades bacterianas requiere que sea identifica
do el organismo infeccioso. Puede entonces prescribirse un
medicamento conocido que sea eficaz contra el organismo in-
feccioso.,

La identificacién de un organismo infeccioso se
hace generalmente por medio de un cultivo obtenido del pa--
ciente o animal enfermo. El cultivo se transporta luego a -~
un laboratorio para la determinacifn de la identidad del or
ganismo infeccioseo. Dichos laboratorios requieren microbié-
logos muy adiestrados y un equipo complicado y caro. Los la
boratorios de ensayo adecuados, por consiguiente, no estén
siempre fi&cilmente disponibles. Por lo tanto se hace necesa
rio gue el paciente visite el laboratorio, o si se trata de
un animal llevarlo al laboratorio, donde puede oﬁtenerse el
cultivo y someterlo inmediatamente a los procedimientos de
ensayo o que el cultivo sea recogido en un lugar lejos del
laboratorio y luego sea transportado al laboratorio para --
los ensayos.

Si bien la recogida de un cultivo no presenta =
generalmente dificultades, el almacenamiento y/o el transpor

te del cultivo hasta el laboratorio de ensayo en condiciones




10

15

20

25

30

Hoju num. 3 25086

que garanticen que el cultivo sea capaz de vivir y esté li-
bre de contaminacién a la llegada, presenta serios proble--
mas. Aunque la contaminacibn por otros organismos puede evi
tarse generalmente por medios adecuados, el mantenimiento -
de un cultivo cabaz de vivir requiere a menudo, ademds de -
un medio nutriente adecuado, el almacenamiento y transporte
del cultivo en un medio circundante gaseoso particular que
favorezca su capacidad de vivir.

Puesto que se sabe que las bacterias del tipo -
anaerobio requieren un medio gaseoso deficiente en oxigeno
o exento de €l, es evidente que el transporte de un cultive
de bacterias anaerobias debe efectuarse en un medio circun-
dante que no tenga o tenga poco oxigeno. Los organismos que
son anaerobios obligados, tal como los bacilos del tétano,
la gangrena gaseosa, el botulino y los bacteroides, requie-
ren la ausencia de oxfgeno para el desarrollo apropiado. Aun
gue esto es conocido generalmente por 165 bacteriblogos, es
téd descrito en la patente de EE.UU. de Brewer 3,246.959.

La patente de EE.UU. de Brewer 3.246.959 descri
be un dispositivo productor de gases para generar una atmoés
fera conductora para mantener y aumentar la capacidad de vi
vir de los organismos que requieren una atmésfera no téxica
especial. La patente muestra la generacién quimica de hidr6
geno, di6xido de carbbno y acetileno con el fin de suminis-
trar una atmésfera no téxica a un cultivo en un recipiente.
Una tela metdlica platinada en el recipiente se calienta por
electricidad con el fin de hacer reaccionar completamente -
el oxigeno contenido en el recipiente.

La patente de EE.UU. de Anandam 3.616.263 descri

be un tubo de cultivo para cultivos anaerobios. El oxigeno -
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se separa del tubo mediante el empleo de una cépsula dividi
da que contiene hidrdxido de potasio acuoso y &cido pirogé-
lico acuoso que cuando se combinan forman un agente reduc--
tor fuerte para el oxigeno.

Aunéue la técnica anterior reconoce la necesi-
dad de mantener diversos cultivos en condiciones anaerobias,
se necesita un envase de bajo coste, seguro y desechable pa
ra el almacenar, transportar y/o ensayar un cultivo anaero-
bio.

De acuerdo con un aspecto del presente inventosg
proporciona un envase para almacenamiento, incubacién o - -
transporte de un cultivo anaerobio que comprende una bolsa
abierta o cerrada de material en lémina trasparente y flexi
bles de baja permeabilidad a los gases, un aparato genera--
dor de gas independiente en la bolsa para generar al menos
un gas reductor, un recipiente que retiene el cultivo en la
bolsa y un catalizador en la bolsa que favorece la reaccién
entre el gas reductor, cuando se produce por el aparato ge-
nerador de gas, v el oxigeno en la bolsa. Es ademds conve--
niente incluir en la bolsa un aparato indicador de color --
que cuando se activa indica la presencia o ausencia de oxi-
geno en la bolsa por cambio de color.

De acuerdo con un aspecto adicional del invento
se incluyen un aparafo generador de gas independiente y un
aparato indicador de color en una bolsa abierta o cerrada -~
de material en lémina transparente y flexible de baja permea
bilidad a los gases, pero no se incluye un recipiente que -
retiene el cultivo en la bolsa puesto que preferiblemente -
puede obtenerse tal recipiente a partir de otras fuentes --

disponibles.,
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El gas reductor producido por el generador de
gases serd generalmente hidrbgeno, aunque puede ser algGn -
otro gas reductor facilmente producido de modo quimico, tal
como acetileno. Ademds, junto con la produccibn de un gas
reductor el genefador de gas puede producir simultineamente
dibxido de carbono puesto que al menos algunas bacterias -~
anaerobias se mantienen mds capaces de vivir en presencia -
de grandes cantidadés de dibxido de carbono que las gque nor
malmente estin presentes en el aire.

Cuando se incluye un recipiente que retiene el
cultivo en la bolsa puede tomar cualquier forma adecuada pa
ra mantener y soportar el cultivo. Ademis, el recipiente --
puede estar exento de medios nutrientes adecuados o pueden
estar inclufdos en el recipiente medios nutrientes. Los ti-
pos adecuados de recipientes para el cultivo son las placas
de medios convencionales o discos Petri, un tubo de medios
tal como el tipo de tubo de ensayo con 6 sin tapa o una tira
de medios que tiene una serie de microtubos que contienen -
diferentes medios de modo gue la identificacién del cultivo
puede determinarse por comparacién con patrones de color pre
viamente determinados para cada uno de los microtubos. Una -
tira de medios comercialmente disponible se identifica como

el sistema anaerobio API 20 (Analytab Products, Inc,, Plain-

view, Nueva York).

Puesto que es deseable activar el generador de
gases después de que se ha colocado un cultivo en la bolsa
y la bolsa ha sido cerrada herméticamentc después, el gene-
rador de gases independiente debe ser uno que se active fa-
cilmente desde fuera de la bolsa. Dicho generador de gases

puede incluir una ampolla gue contiene un liguido gque sea -
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reactivo con un material sdélido que produce gas., Al romper
la ampolla por aplicaci6n de una fuerza a través de la bol-
sa, el lfquido puede liberarse para producir la reaccifn --
quimica deseada y generar el gas reductor deseado en un vo-
lumen que es adecuado para combinarse con todo el oxigeno -
presente en el aire de la bolsa cerrada, pero menos gas que
el que causaria la rotura de la bolsa-por la presibn del gas
El indicador de color empleado en los diversos
envases proporcionados por este invento es asimismo, conve-
nientemente independiente y comprende un recipiente que per

mite el flujo del gas en &l, una ampolla en el recipiente -

rial absorbente colocado para absorber el liquido cuando se
libera desde la ampolla. El indicador de color es convenien
temente uno que puede activarse cuando la bolsa estd cerra-
da por aplicacién de presifn a través de la bolsa contra -~
las paredes de la ampolla, Dicha activacién se alcanza facil
mente empleando un recipiente para el indicador de color en
forma de un tubo polimero flexible o uﬁa bolsa. Cuando el -
recipiente es un tubo, la ampolla puede estar colocada ajus
tadamente en el tubo, pero cuando se rompe y el ligudo re--
dox se libera para ser absorbido en un tapén fibroso coloca
do en &1, el espacio exterior del tubo estd abierto de modo
que se permité fluir al gas a través del tubo. La ampolla -

puede también estar cubierta por una lémina no tejida de ma

milar a una bolsa de material sintético de tejido de punto.
Los envases de cultivo anaerobio descritos se
producen fdcilmente a bajo coste. Todos los componentes em-

pleados en los envases se intenta que sean del tipo desecha
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ble que se emplean una vez y luego se desechan. Todos los -
componentes empleados en los envases se esterilizan fécil--
mente tal como por 6xido de etileno gaseoso. El aparato ge-
nerador del gas y el aparato indicador del color pueden colo
carse en la bolsa, con o sin un recipiente que retiene el -
cultivo, y esterilizarse con la boca de la bolsa abierta, =~
La boca de la bolsa puede luego dejarse abierta o puede ce-
rrarse, tal como por un cierre con calor., Cada forma tiene
sus usos comerciales,

La presencia del generador de gases en el enva
se hace innecesario emplear otros medios para crear la at--
mésfera anaerobia deseada. Ademds, la presencia del indica-
dor de color permite al técnico determinar en un corto tiem
po después de que se ha activado el generador del gas, si -
se produce la atmésfera anaerobia deseada. También, puesto
que el indicador de color estéi pensado para permanecer en -~
el envase mientras se transporta, e inciuso durante 1los pro
cedimientos de ensayo que pueden realizarse sin abrir la --
bolsa, es capaz de determinar en cualquier momento si se -~
mantiene y estd presente la atmésfera anaerobia en el momen
to de la observacifn.

El invento se describird ademds junto con los
dibujos gque se acompaian, en los cuales:

La Figura 1 es una vista en perspectiva de un
envase para transportar un cultivo bacteriano anaerobio y ~
contiene un aparato generador de gas y un recipiente que re
tiene el cultivo en una bolsa flexible.

La Figura 2 es una vista en corte axial, longi

tudinal del aparato generador del gas mostrado en el envase

de la Figura 1.
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La Figura 3 es una vista de un envase tal como
el que se muestra en la Figura 1 pero con un aparato indica
dor de color incluido en dicho envase.

La Figura 4 es una vista en corte axial longi-

tudinal del apaﬁéto indicador de color mostrado en el enva-

| se de 1la Figura 3.

" La Figura 5 es una vista ‘en perspectiva de un
envase creado de acuerdo con el invento, que contiene un --
aparato generador de gas, un aparato indicador de color y -
una placa de medios en una bolsa flexible.

La-Figura 6 es una vista en perspectiva de - -
otra forma del envase proporcionado por el invento que con-
tiene un aparato generador de gas, un aparato indicador de
color y una tira de medios colocada en una bolsa flexible; y|

La Figura 7 es una vista en corte de una segun
da realizacibén del aparato indicador de color que puede em-
plearse en el inventeo, |

En tanto que sea préctico los mismos elementos
o partes que aparecen en las diversas vistas de los dibujos
se identificardn por 1los mismos nlimeros.

Con referencia a la Figura 1, el envase 10 pa=-
ra almacenamiento y transporte del cultivo bacteriano estd
constituido por un aparato generador de gases 1l.y un tubo
de medios 12 ambos colocados dentro de una bolsa transparen
te y flexible 13.

El aparato generador de gases 1l comprende un
recipiente en forma de un tubo de pléstico alargado 15 (Fi-
guras 1 y 2) que estd cerrado por el extremo 16 y estd abier

to por el extremo 17. El tubo 15 puede estar hecho de un ma

terial polimero flexible pero autoportante tal como polieti
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leno, polipropileno o un copolimero de polietileno-polipro-
pileno Lal como el vendido como Avisun 6011.

Se colocan una o més tabletas o gr&nulos s6li-
dos 18, generadores de gases en el tubo 15, encima de la am

polla 19. La tableta 18 tiene una composicién que es adecua

| da para generar un gas reductor tal como hidrégeno o acetile

no, o tanto un gas reductor como diéxido de carbono.

La ampolla 19 est& colocada en el tubo 15 més
o menos ajustadamente de modo gue mantenga su posicibn. Un
1iquido 20 estd contenido en la ampolla 19. La composicidn
del liquido 20 se selecciona de modo que cuando se libere -
desde la ampolla 19, reaccionard@ con la tableta 18, que cae
en el liquido, generando uno o méds gases. La ampolla 19 pue
de estar hecha de vidrio o algln otro material que no sea -
reactivo con el liquido 20 o los componentes de la tableta
generadora, de gases 18. La ampolla 19 estd hecha convenien
temente de modo que se romper& con la aélicacién de la pre-
sién de los dedos a la parte exterior del tubo 15 adyacente
a la pared en la ampolla. De este modo la ampolla puede - -
abrirse y el liquido 20 liberarse para reaccionar con la ta
bleta 18.

Un tap6n absorbente de liquido 21, tal como fi
bras de poli&ster, se coloca en el tubo 15 después que se -
han colocado'en el tubo la ampolla 19 y la tableta 18. El -
tapbn absorbente 21 estéd situado por tanto entre la ampolla
19 vy el extremo abierto del tubo 17 de modo que el liguido -
no puede fluir desde el tubo.

Se colocan convenientemente uno o mis grénulos
desecantes 22 entre el tapbn absorbente de liquido 21 y el

extremo abierto 17 del tubo 15 como se muestra en la Figura




10

i5

20

23

30

25086

Hioju naom. 10

2. Puede emplearse cualquier desecante o cualquier material
deshidratante de agua adecuado con este fin, aunque se pre-~
fiere emplear tamices meoleculares. Sin embargo, son repre=--
sentativos de otros materiales desecantes el sulfato de mag
nesio o el cloruio de calcio gue pueden emplearse de modo -
satisfactorio.

También se coloca entre el tapén absorbente de
liquido 21 y el extremo abierto 17 del tubo 15 al menos un
grénulo de catalizador 23. El grdnulo de catalizador 23 se
coloca para inducir la reaccibn catalitica entre el gas re-
ductor que se forma por la reaccibn del liguido 20 con la -
tableta 18 y el oxifigeno que pueda estar en el tubo 15 y la
bolsa 13. Puede emplearse un catalizador de paladio sobre -
aluminio al 5% cuando el gas reductor es hidrégeno, aunque
pueden emplearse otros catalizadores que induzcan la reac--
cién a la temperatura ambiente.

Una tapa de polimero 24 qﬁe tiene un agujero -
central 25 y un filtro biolégico fibroso 26 se comprime fir
memente sobre el extremo abierto del tubo 15. El filtro 26
estd hecho de un material que permitird fluir fdcilmente el
gas generado en el tubo 15 desde el tubo, pero que elimina-
réd cualquier bacteria gque posiblemente pueda estar presente
en el tubo 15 y que podria escapar de otro modoldurante el
flujo del gas desde el tubo.

La tableta generadora de gases 18 puede tener
la composicién siguiente cuando se desea producir simultd--—
neamente tanto dibéxido de carbono como hidrbdgeno como gas -
reductor:

Borohidruro de potasio 78 mg

Zinc 78 mg
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Cloruro de sodio 90 myg
Bicarbonato de sodio 84 mg
Lactosa DT 164 mg
Celulosa microporosa-Avicel PH 102 150 mg
Lubricante en tabletas-estearato de calcio 6 mg

Si se desea producir solo hidrégeno y no dibxi-
do de carbono puede omitirse el bicarbonato de sodio de la -

composicién antes citada para la tableta 18.

La ampolla 19 puede contener como liguido 20,

1,1 ml de &dcido clorhidrico 1,8 N en una ampolla de vidrio

de 46,17 mm de longitud. Sin embargo, ha de entenderse que
el tamafio de la ampolla'19 y la concentracién y cantidad de
liquido 20 en la ampolla se coordinan con los ingredientes -
de la tableta 18 de modo que de como resultado la generacibn
de un volumen previamente determinado de uno o mis gases que
llenardn la bolsa 13 cuando est& cerrada sin desarrollar una

presién de gas dque la haga romperse,

El agente deshidratante o desecante 22 se inclu

ye convenientemente en el aparato generador de gas para sepa

rar el agua y el vapor de agua que pueda entrar en el tubo a
través de la abertura 17 durante la esterilizacibn, tal como
esterilizacibn por 6xido de etileno gaseoso, en el proceso -
de fabricacién, o para separar el vapor de agua que pueda pe
netrar en el tubo de un modo u otro. La separacién de agua -
de este modo es deseable para conservar la estabilidad de la
tableta generadora de gases 18, aunque se entenderi que en -
algunas condiciones puede no emplearse necesariamente el - ~
desecante,

El aparato generador de gases 11 descrito cons-

tituye una unidad f&cilmente desechable que tiene por objeto
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emplearse una sola vez para la produccién de un gas reductor
solo o con diéxido de carbono. Es particularmente dtil en --
los sistemas de recogida y transporte del cultivo, en donde
se considera conveniente gue para que un organismo permanez-
ca vivo, esté rodeado por una atmésfera exenta de oxigeno o
de bajo contenido de oxigeno. El aparato generador de gases
es también muy Gtil para generar una atmésfera de di6xido de
carbono para empleo en el almacenamiento o transporte de cul
tivos bacterianos que requieren, o es mis probable que sean
capaces de vivir més tiempo, cuando se colocan en una atmbs-
fera que contiene una cantidad sustancial mayor de dibxido -
de carbono que la ¢que se encuentra en la atmésfera. Puesto -
que ciertos microorganismos requieren una atmésfera tanto en
riquecida con diéxido de carbono como sustancialmente exenta
de oxigeno, el aparato generador de gas proporcionado en el
presente invento es particularmente Gtil en el transporte de
un cultivo de estos organismos. '

La bolsa 13 mostrada en la Figura 1 puede estar
hecha de una pelicula o material laminar flexible polimero y
transparente de baja permeabilidad a los gases. La bolsa 13
puede estar hecha de dos ldminas de pelfcula pléstica solda-
das por calor 32 alrededor de tres bordes laterales, dejando
con ello una boca abierta 33 a través de la cual estdn inser
tados el tubo de los medios 12 y el-aparato generador de ga-
ses 11. Especificamente, un estratificado de poliéster (My--
lar) identificado como N° CL5040 (Clear Lam Products) o - -
Scotch Pak N° 48 puede emplearse para la bolsa. La boca 33 -
puede dejarse abierta o estar cerrada herm&ticamente de cual
quier modo adecuado, tal como por medio de un cierre herméti

co 34 por calor.
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El tubo de los medios 12 se muestra en la Figu
ra 1 conteniendo un cultivo en pico de flauta 30 de agar; -
sin embargo, también se considera que el tubo de los medios
puede estar incluido vacio y ahadirse cualesquiera medios -
nutrientes adecuados por el usuario del envase. Ademis, en
lugar del tubo de los medios 12, una placa de medios con o
sin medios hutrientes o una tira de medios puede reemplazar
a dicho tubo en el envase.

El envase para cultivo anaerobio mostrado en -
la Figura 1 puede emplearse abriendo la bolsa 13 por el cie
rre hermético por calor 34 para retirar el tubo de los me~-
dios 12. Luego puede aplicarse un cultivo al pico de flauta
30 de agar. E1l tubo de los medios inoculado 12 se pone de -
nuevo luego en la bolsa 13 y se cilerra tal como por un cie-
rre hermético por calor similar al cierre hermético por ca-
lor 34. Alternativamente, la boca de abertura o el extremo
de la bolsa pueden plegarse 0 enrollarsé apretadamente so--
bre sf mismo y la parte plegada se asegura en su lugar me--
diante un clip o sujetador adecuado. El envase resultante -
se pone luego en posicibn vertical con la tapa 24 del gene-
rador de gas 1l en posicidn de cabeza. La ampoila 19 se rom
pe luego comprimiendo el tubo 15. El &cido del interior de
la ampolla 19 se libera por tanto y la tableta-lB cae en el
1fquido. La reaccién del &cido con el borohidrurc de potasio
hace que se genere hidrdgeno dentroc del tubo, mientras que -
la reaccibn del &cido con el bicarbonato de sodio da como re
sultado la generacibn de dibxido de carbono. Tanto uno como
otro de estos gases fluyen a través de la longitud total del
tubo 15 puesto que el tapbn 21 es permeable a los gases, El

tapbn 21 absorbe el exceso de adcido y le impide circular en




10

15

20

25

30

' agua, con lo cual barren el oxigeno del espacio interno del

25086

tloja nim. 14

el tubo. El &cido liquido tambié&n se combina con los ingre=
dientes de la tableta 18 para formar un lodo que ademds sir
ve para mantener el &cido liquido en su lugar. El hidr6geno
se entremezcla con el oxigeno en el tubo 15, y por medio ~-

del catalizador 23, estos dos gases reaccionan para formar

tubo 15. Elioxigeno procedente de la bolsa 13 también circu
la en el tubo 15 y se hace reaccionar con el hidr6geno por
medio del catalizador 23.

A medida que el hidrégeno y el dibxido de car-
bono son generadés en el tubo 15 los gases salen por la aber
tura 17 a través del filtro 26 y entran en la bolsa 13, que
si se desea, puede contener al menos un grdnulo de cataliza
dor 40 andlogo al grénulo de catalizador 23, Cuando ha de =~
usarse el grdnulo de catalizador 40, es innecesario, inclu-
so aconsejable incluir el grénulo de catalizador 23 en el -
tubo 15. Los gases generados hacen que ia bolsa 13 se infle
0 expanda hacia el exterior. El efecto de inflamiento es --
evidencia de que los gases han sido generados como se espe-
raba. Sin embargo, inmediatamente después de la generacidn
del hidrdgeno uno ¢ ambos de los gré&nulos de catalizador 23
y 40 inducen la reaccidn del hidrdgeno con el oxigeno para
formar agua. La separacidbn catalitica descrita dé oxigeno ~
de la bolsa 13 no afecta significativamente al inflamiento
de un modo inmediato. Sin embargo, alrededor de 48 horas o -
asi despuds de ser activada la unidad el didxide de carbono
puede haber penetrado a través de las paredes de la bolsa 13
haciendo que se desarrolle un vacfo en ella. La presidn at-
mosférica externa puede luego comprimir o aplastar las pare

des flexibles de la bolsa conjuntamente. Este estado puede -
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resultar incluso sin que el oxfgeno entre en la bolsa debi-
do a que la permeabilidad a los gases-del material de la pa
red puede permitir un flujo preferente de dibxido y de car-
bono y nitrégeno fuera de la bolsa pero no entra oxigeno.
Aunque el ejemplo anterior ilustra la produc--
ci6n de hidrégeno como gas reductor mediante el empleo de -
compuestos guimicos especificos, es decir borohidruro de po
tasio, zinc, cloruro de sodio, y &dcido clorhidrico d@iluido,
pueden emplearse otros materiales s6lidos en unibén con otros
liquidos para producir hidrSgeno o algfin otro gas reductor
que reaccionard cataliticamente con el oxigeno para separar
lo del espacio situado alrededor del cultive. Asi, el agua
sola puede colocarse en la ampolla 19 y el grénulo sblido -
18 puede formularse para que contenga un material que reac-
clone con el agua de un modo seguro y razonablemente répido
para producir hidrégeno. Por tanto, pueden emplearse el bo-
rohidruro de sodio, el hidruro de 1itioAy aluminio, el hi--
druro de litio, el hidruro de calcio, el hidruro de alumi~--
nio y el borohidruro de litio puesto que reaccionaré&n con ~
el agua, asf como &cido acuoso ﬁara formar hidrb6geno. Tales
hidruros también reaccionan con otros liquidos tales como -
alcoholes para formar hidrbgeno de modo que a veces puede -
ser deseable reemplazar el agua o &cido por un alcohol, con
la condicién de que no afecte adversamente al cultivo. El -
hidrb6geno, naturalmente, puede producirse mediante la reac-
cién de un metal tal como hierro, zinc, aluminio y magnesio
con un 4cido adecuado tal como &dcido sulflrico y &cido clor-
hidrico.
En lugar de emplear hidrégeno como gas reductor

para separar el oxigeno del tubo 15, es factible formar ace-~
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tileno mediante la reaccidn de carburo de calcio coi: el grd
nulo 18 y agua o &dcido diluido en la ampolla 19.

Los medios quimicos adecuados para generar el
diéxido de carbono gaseoso en el aparato de este invento no
estén limitados'a la realizacidn especifica expuesta en la

presente memoria., Pueden emplearse otrosmedios quimicos --

seoso. En términos amplios, puede emplearse cualquier mate-
rial s6lido que por contacto con un liquido libere didxido
de carbono en una cantidad adecuada, en un tiempo razonable
mente corto. El método menos costoso, naturalmente, es poner
en contacto una sal carbonato o bicarbonato con un &cido di
luido que no producird vapores que tienen un efecto adverso
sobre el cultivo, En lugar de poner un &cido diluido en la
ampolla, &sta puede llenarse con agua, y en el grénulo 18 -
puede ponexrse bicarbonato de sodio y écido citrico o alguna
sal 8cida adecuada para generar didxido de carbono. Otros -~
sistemas factibles serdn facilmente evidentes a los quimicos
expertos.
La Figura 3 ilustra un envase anaerobio 100 si-
milar al mostrado en la Figura 1 pero con un aparato indica-
dor de color 50, también incluido en la bolsa 13 para deter~
minar la presencia de oxigeno. El aparato indicaﬁor de color
comprende un recipienfe abierto que permite el flujo de gas
a su través, una ampolla situada en el recipiente, contenien
do dicha ampolla un liquido indicador de color redox y un ma
terial absorbente en el recipiente. Se pretende que cuando -
el liquido se libere de la ampolla sea recogido por el mate-
rial absorbente en lugar de tener el flujo liquido libremen-

te en el recipiente. Aunque puede emplearse cualquier forma
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adecuada de recipiente para el indicador de color, es acon-
sejable que esté en forma de un tubo que estd abierto por -
ambos extremos. Dimensionando la ampolla para fijarla ajus-
tadamente en el tubo, la ampolla puedevabrirse rompiéndola

por medio de una presién de un dedo aplicada a través de la
bolsa 13 a la superficie externa del tubo adyacente a la am
polla., El indicador de color redox liquido asf liberado de

la ampolla puede hacerse fluir sobre un tap6n fibroso absor
bente también fijado ajustadamente en el tubo. El liquido -
es absorbido de este modo y mantenido en su lugar de modo -
que proporcione una masa féc¢il y relativamente visible que

puede ohservarse a través de la pared transparente del tubo.
Fabricando el tapdn absorbente de un material fibroso blan-
co, puede observarse ficilmente el color del indicador 1li--
quido redox y determinarse por tanto la presencia o ausen--

cia de oxigeno.

El aparato indicador de color 50 mostrado en -
lasg Figﬁras 3 y 4 tiene un tubo transparente flexible y alar
gado 51 que estd abierto en sus extremos 52 y 53. El tubo -
51 puede estar hecho de cualquier material adecuwado aungue
es particularmente apropiado para dicho tubo un material po
limero flexible tal como polietileno. La ampolla 54 estd si
tuada ajustadamente dentro del tubo 51. La ampolla 54 puede
estar hecha de cualquier material adecuado pero deseablemeg'
te estd hecha de un vidrio relativamente delgado de modo que
puede abrirse fdcilmente fracturando las paredes de la ampo
lla por aplicacibén de la presibén de un dedo a través de la
bolsa 13 contra la superficie adyacente del tubo 51.

La ampolla 54 contiene un indicador de color -

redox liquido 55 gque ocupa la mayor parte, si no la totali-
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dad, del espacio en el interior de la ampolla, La ampolla -
54 mostrada en las Figuras 3 y 4 contiene una cantidad apro
piada de liquido y tiene un espacio superior 56 relleno con
un gas inerte tal como nitrégeno. .

Un fapdn absorbente liquido fibroso 57 estd si
tuado ajustadamente en el tubo 51 por debajo de la ampolla
54, El tapén fibroso 57 estd hecho de un material que es no
reacﬁivo con el liquido redox tal como fibras de poliéster
0 algdn otro material absorbente de liquido.

Se considera aconsejable cubrir cada extremo -
del tubo 51 con un filtro bacteriolégipo 58 a través del --
cual no pasarédn los microorganismos. De este modo, se impi-
de el escape de los organismos del tubo 51 para contaminar
el medio circundante. Cada filtro 58 es permeable a los ga-
ses, pero también es, deseablemente, uno que es permeable a
los liquidos, particularmente el agua., El filtro 58 en cada
extremo del tubo estéd colocado en su lugar mediante una ta-
pa 59 que tiene un agujero 60 en la parte superior.

El liquido indicador de color redox 55 puede -
seleccionarse de cualquier material adecuado que cambiard -
el color cuando la atmésfera que lo rodea cambie, desde una
que es deficiente en oxigeno a otra en la que existe una --
cantidad significativa o sustancial de oxigeno en la atmés-
fera. Asf, el indicador puede tener un color en presencia -
de-oxigeno y un color diferente en una atmdsfera que estd -
exenta de oxigeno. También, el indicador puede ser incoloro
cuando no existe oxigeno presente y desarrollar un color =--
cuando est§ presente oxigeno, o el indicador puede ser inco
loro cuando estd presente oxigeno y desarrollar un color ~--

cuando ho estd presente oxigeno o muy poco en la atmésfera




10

15

20

25

30

25086

Hoja nam. 19

circundante.

Un indicador de color redox particularmente =-=-
Gtil es resazurina en agua. Este indicador de color redox es
incoloro en atmésfera exenta de oxiIgeno pero en una atmdsfe-
ra que contiene 6xigeno tiene un color rosa. Cuando se em-~ —d
plea este indicador es aconsejable incluir una cantidad pe--
quefia de clorhidrato de cistefna con &1, puesto que este in-
grediente facilita el cambio de color. Otro indicador de co-
lor redox especifico que puede emplearse es el azul de meti-
leno. Este indicador es incoloro en ausencia de oxigeno pero
en su presencia, tal como en presencia de aire, tiene un co-
lor azul. Ademés es deseable que el indicador de color redox
utilizado sea uno que es reversible en el color, de modo que
cualquier cambio desde una atmb6sfera que contiene oxigeno a
una atmdsfera exenta de oxigeno o desde una atmbésfera exenta
de oxfgeno a una que contiene oxigeno, serd indicado por el

cambio de color.

El indicador de color redox preferido para em~-
pleo en el aparato es resazurina acuosa que contiene cistei-
na., Una solucifn al 0,001% de resazurina en agua es especifi
camente Gtil.

El envase para cultivo anaerobio mostrado en la
Figura 3 puede emplearse abriendo la bolsa cerrada 13. Luego
se deposita un cultivo en el pico de flauta 30 de agar en el
tubo de los medios 12 y el tubo inoculado se pone de nuevo er
la bolsa 13. La bolsa 13 se cierra luego por un cierre hermé
tico por calor o plegado repetido para hacerla sustancialmen
te estanca a los gases. Con la bolsa 13 situada verticalmen-
te y con el aparato indicador de color 50 también situado ~-

verticalmente, el tubo 51 se comprime al lado de la ampolla
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54 para triturar la ampolla y liberar el liquido indicador -
de color 55 permitiéndole circular descendentemente para ser
absorbido sobre el tapén fibroso 57. Puesto que la bolsa 13
contiene aire, el tapén 57 desarrollard rédpidamente un color
rosa cuando el liquido indicador es resazurina. El espacio -
interior de la bolsa 13 se llena luego por el gas generado,
activando el aparato generador de gases 1l. El hidrégeno que
se genera reacciona catalfticamente con el oxigeno de la bol
sa para producir agua y por tanto desarrolla una atmésfera -
anaerobia en la bolsa. La disminucifn en la concentracién de
oxigeno en la bolsa se pone de manifiesto por el color rosa
del tapén 57 que cambia a rosa ligero y finalmente a un color
blanco del tapén cuando esté hecho de fibras de poliéster, -
indicando que ha sido eliminado el oxigeno. Si el oxigeno se
fuga subsiguientemente hacia la bolsa 13 el tapén 57 volveréd
a desarrollar un coloxr rosa puesto que el cambio de color es
reversible cuando se emplea resazurina Eomo indicador de co-
lox.

La Figura 5 ilustra una realizaci6n adicional -
del invento y muestra un envase para cultivo anaerobio 200 -
como el de la Figura 3 pero con el tubo de los medios 12 de
la Figura 3 reemplazado por una placa de medios 70. La placa
de medios 70 puede estar vacia o previamente llenada con una
base nutriente, tal como agar. El envase 200 de-la Figura 5
estd destinado a ser empleado del mismo modo que el envase -
de la Figura 3.

Una realizacifn adicional del invento se muestrd
en la Figura 6. El envase para cultivo anaerobio 300 de la -
Figura 6 tiene una tira para medios 80 que contiene una plu-|

ralidad de microtubos para empleo en la identificacién de ~--
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una muestra de cultivo desconocido, en lugar de la placa de
medios 70 del envase 200 de la Figura 5, y del tubo de me--
dios 12 del envase 100 de la Figura 3. La tira de medios 80
puede ser de cualquier tipo adecuado pero de un modo desea=-
ble es de un tips comercializado bajo el nombre de API 20 -

Anaerobe System (Analytab Products Inc., Plainview, New --

fiable de mis de veinte ensayos bioqu;micos para la identifi
caci6én de bacterias anaerobias de un modo conveniente y eco
némico, La tira de medios 80 puede estar inclufda en el en-
vase 300 al ser fabricado o puede obtenerse separadamente y
colocarse en la bolsa 13 despu&s de ser inoculado. En tal -
caso, el envase 300 comprenderé@ la bolsa 13 el aparato gene
rador de gases 11 y el aparato indicador de color 50. Inde-
pendientemente de la fuente de la tira de medios, el envase
300 se emplea colocando una tira de med;os inoculada en la

bolsa 13 que contiene el aparato generador de gases 11 y el
aparato indicador de color 50. La bolsa 13 se cierra luego -
herméticamente a los gases. Luego se activan el aparato indi
cador de color y el aparato generador de gases. Se crea una
atmbsfera anaerobia con o sin di6xido de carbono generado en
la bolsa 13 como se ha descrito previamente. La bolsa y el -
contenido pueden luego incubarse a 37°C. La naturaleza del -
envase permite el exaﬁen del desarrollo bacteriano sin moles
tar al medio anaerobio. También, ei indicador de color mues-
tra de un modo constante si estd presente oxigeno o no en la
bolsa. Una ventaja adicional del envase descrito es que puede
desecharse sin abrir la bolsa con lo cual ayuda a mantener coé

diciones no contaminadas.

La Figura 7 muestra otro aparato indicador de co
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lor 70 que puede emplearse en el invento en lugar del apara-
to indicador de color 50. El aparato indicador de color 70 -
tiene una ampolla 54 rodeada por una capa similar a una al--
mohadilla 71, tal como de fibras de poliéster, que a su vez

estd recubierta o rodeada poxr una bolsa de tejido de punto -

en ambos extremos. La ampolla 54 se fractura fdcilmente com-
primiendo sobre la bolsa 72. El liquido indicador de color -
liberado es absorbido sobre la capa 71 e indica la presencia

de oxigeno o su falta, por su color, como se ha indicado pre

Como se ha indicado en lo que antecede, el in--
vento proporciona envases que comprenden una bolsa gue tiene
un aparato generador de gases y un aparato indicador de colon
en ella. Tal envase es un artfculo altamente Gtil en el co--

mercio e incluso si ningGn medio de cultivo se coloca subsi-

dor de gases y el indicador de color pueden emplearse con --
otros dispositivos de la técnica anterior empleados en la ma '
nipulacién, almacenamiento, transporte y ensayo de cultivos

anaerobios,

La descripcién detallada anterior se ha dado so

lamente con fines de claridad y comprensidn y no debe enten-

ficaciones serdn obvias para los expertos en la técnica.
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REIVINDICACIONES

‘ Los puntos de invencidn propia y nuveva que ée
presentan pare que sean objeto de esta solicitud de Faten
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,- Un envase para almacenar y transportar un
cultivo anaerobio que comprende: una bolsa de materiél la
minar flexible de baja permeabilidad a los gases; un‘apa-
rato generador de gases independiente en la bolsa para.gg
nerar al mencs un gas reductor; un recipiente que retiene
el cultivo en la bolsa}'y uﬁ catalizador en la bolsa que
favorece la reaccidn entre el gas reductor, cuando se pro
duce por el aparato generador de gases, ¥ el oxigeno de la
bolsa, ‘
' 28,- Un envase de acuerdo con la reivindicacidn
12, en el gue el aparato generador de gases produce tam-
bién didxido de carbono,

32,~ Un envase de acuverdo con la reivindicacidn
12, en el que el gas reductor es hidrdgeno.

2,- Un envase de acuerdo con la reivindicacidn
18, que incluye un aparato indicador de color que, cuando
se activa, indica la presencia o ausencis de oxigeno en la
bolsa por cambio de color.

52,~ Un envase de acuerdo con la reivindicacidén

12, en el que el anarcto prenerndor de gases comprende un

o

1

recipiente que tiene una abertura, un moterial sdlido gene
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rador de gas reductor en el recipiente, una ampolla que
contiene un liquido que es reactivo con el material sdéli-
do para producir un gas reductor que reacciona catalitica
mente con oxigeno a temperatura ambiente, siendo dicha am
polla capaz de abrirse desde el lado exterior del recipien
- ‘te para liberar el 1f{quido.y ponerlo en contocto con el
material s61ido, y medios en el recipienté que evitan yue
el liquido fluya desde el recipiente después de que ge -
abre la ampolla pero que permiten fluir al ges reductor
generado en el reciviente fueras de la abertura.
68.~ Un envase de acuerdo con la reivindicacién
58, en el que el recipiente del aparato generador de gases
tiene un material desecante sélido que absorbe el agua, qu
puede entrar en el req@piegte antes de que se abra la ampo
1lla, con lo que se evita la degradacién o reaccidén prematy
ra del materizl sdélido generador de gases,

72.- Un envase de acuerdo con la reivindica-
cidn 58, en el que el material sélido en el aparato gene
rador de gases produce hidrdgeno.

g,~ Un envese de acuerdo con la reivindica--
ci§n 78, en el que el recipiente del aparato genersdor de
gases contiene un catalizador que induce la reaccidn del
hidrégeno generado con oxigeno en el aire para producir
agua.

_ 98.- Un envase de acuerdo con la reivindica-
cibén 48, en el que el indicador de color comprende un re-
cipiente abierto que permite el flujo de gases a su tra-

-'vés, una ampolla en el recipiente, conteniendo dicha ampg
1lla w 1iquidb inticador Qe color redo¥, ¥ un naterial -

absorbente para el liguidoe de la ampolla, ¢n el recinien-

Hojs ndm, 24 ‘ - .2.30‘3:'
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“cidén 148, en el que estd colocado un desecante entre la
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te.

102,- Un envase de acuerdo con la reivindiea- |

cién 18, en el que el receptdecunlo que-retiene el cultivo
es una placa de medios, un tubo de medios o una tira de-
ﬁedios que tiene una serie de microtubos que contienen me
dios diferentes,

118,~ Un envase de acuerdo con la reivindica-
cién 58,.en el que el liquido de la ampolla es agua o:éci

tivo con ella para producir un gas reductor.

128,- Un envase de acuerdo con la reivindica~
cidn 52, en el que la abertura del recipiente del apéiato
generador de gases estd cubierta por un filtro microbacte
rioldégico.

132,- Un envase de acuer@o con la reivindica-
cidn 52, en el que el recipiente del aparato generador dc
gases es un tubo flexible alargado que tiene una abertura
en uwno de sus extremos.

142,~ Un envase de acuerdo éon la reivindica-
cién 132, en el que la ampolla estd fijada ajustadamente
en el tubo y el material sélido generador de gases estd
entre el extremo abierto del tube y la ampolla.

158,- Un envase de acuerdo con~ia reivindica-
cién 148, en el que los medios que evitan el flujo del 1L
quido son un tapén absorbente situado en el tubo entre la
ampolla y la abertura del tubo. A

'16&8.- Un envase de acuerdo con la reivindica-

ampollia y la sherturs dcel tubo,

178.~ Un envase de acuerdo con la reivindica~
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c¢idn 92, en el que el indicador de color redox es azul de
metileno o resazurina.
188.~ Un envasec de acuerdo con la reivindica~

cidn.9§, en el que el recipiente del indicador de color es

§ un tubo abierto en ambos extremos.

198,~ Un envase de acuerdo con la reivindicea~
" ¢ibn 182, en el que el tubo estd hecho de un material po-
1{mero flexible y transparente. ' .
208,.~ Un envase de acuerdo con la reivindica-
cién 192, en el que la ampolla que contiene el liquido in
dicador estd fijada ajustadamente en el tubo y es cansz
de romperse comprimiendo el tubo.

218,~ Un envase de acuerdo con la reivindica-
cién 202, en el que el material absorbente es un tapdn -
blanco que estd fijado ajuétadamente en el tubo.

228 .~ Un envase de acuerdo con la reivindica-
cidn 182, en el que cada extremo del tubo estd cubierto
por un filtro permeéble a los gases.

238,~ Un envase de acuerdo con la reivindica-
cidén 182, en el que cada extremo del tubd tiene una tapa
con un agujero para el flujo del gas y el agujero estd cu
bierto por un filtro.

' 248 ,~ Un envase de acuerdo con la reivindica~
cidén 22, en el que el gas reductor es hidrégeno-

258.- Un envase para almacenar y transportar
un cultivo anaerobio.
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Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompaiian y

para los fines que se han especificado.

tag a miquinp por una sola cara.

!

: Zsﬁa Memoria consta de veintisiete hojas eseri

Madrid, 26.860.1877

| P.A. ' Alberto de Elzabury
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