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FUNDA¥ENTO DE TA INVENGION

Campo de la Invencidén

.. La bresente invencidn se. refiere a un-método para
detectar microorgaﬁismos que pueden encontrarse presentes
en cualquier foco que se deéee ensayar para descubrir la
presencia de microorganismos. Més especialmente, la presen-
te invencidn se refiere a un método para detectar la presen
cia de microorganismos depositando un foco de microorganis-
mos en una célﬁla que contiene dos éiectrodbs, uno dé los
cuales estd protegido de exposicidn a los microorganismos,
Y un medio nutriente, y detectando el cambio de potencial
entre el electrodo de medida expuesto al microorganismo que

crece y el electrodo de referencia.

Degeripeidn de la Téenica Anterior

En la actualidad, se conocen diversos métodos pa-
ra la deteccidn de microorganismos que pueden encontrarse
presentes en diversos focos que incluyen medios acuosos ta
les corio sangre, plasma, medios de fermentacidén y semejan-
tes. Los métodos se dividen, por lo generasl, en dog clases
de deteccidn de los cuales el primero es un ensayo de cla~
sificacidn para determinar si se encuentra presente o no en
una muestra un minero grande de microorganismos. Si se ob-
tiene un ensayo positivo en la primera etapa, se emplea un
segundo nivel de ensayo para determinar el tipo y cantidad
de organismo presente. Lo mds corriente es que los métodos
gue establecen tanto la identidad como la cantidad de mi-
croorganismo se basen en una sucesién de etapas de cultivo,

crecimiento y obeservocidn de los microorganismos, Se obmer~
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| van grados de crecimiento en los cultivos que provienen de
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diiuciones miltiples de la misma muestra, Observando el mo-
mento en que las musstras diluidas alcanzan poblaciones ob-
servables puede estimarse la concentraciédn de microorganis-
mos en las muestras primitivas. ' '

' 1a estimacidn de ﬁoblaoioncs de microorganismos
se efectia lo mis generalmente mediante una de tres téeni-
caé. La primera tdécnica es‘una téendca de cultivo en placa
con agar nutriente en el que se deja crecer un microorganig
mo sohre un substrato de una sustancis nutriente con agar
¥y se ohserva visualmente el crecimiento del miecroorganismo
y después mediante observacidn microscépica. Estec es el mé-
todo mds comin en uso clinicamente.

El segundb tipo de téenica incluye varios métodos
que pueden ser clasificados como métodos guimicos. Un méto-
do de andlisis lleva consigo disponer un microorganismo-en
un medio de crecimiento con glucosz marcada con carbono-14.
El microorganismo metaboliza la glucosa radiactiva y despren
de 0}402, que se recoge y cuenta., Aun cuando pueden obtener-
se resultados positivos mediante este método en un periodo
de tiempo relativamente corto, el método viene afectado por
diversas complejidades de operacidn, es costoso y peligroso
desde el punto de vista de la necesidad de wanipular mues-
tras radiactivas. Otro método analitico para determinar el
tipo y cantidad de bacterias presentes en una muestra se ba
g3 en la reaccidn quimioluminiscente entre luciferasa y lu-
ciferina en presencia de ATP. Se hacen crecer las bacterigs
en un cultivo y después las células se someten a lisis para

liberar el ATP presente en ellas. EL ATP liberado reacciona

con la combinacién de lucifervasa-luciferina con lo que se
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multiplicador y usada para determinar la cantided del orgg

nismo presente, La desventaja prinéipal de esta téenica es

el coste de los materiales que intervienen en la reaccién,

Todavia J%ro método quimico lleva consigo una medids basada
en la conversién metablica del i6n nitrito en el ién nitra
to, Sin embargo, este método es aplicdble solamente a algu-
nas bacterias y levaduras. '

El tercer tipo de técnica usada para la deteccidn
de microorganismos lleva consigo métodos no quimicos. Un mé
todo implica la evaluacidn de suspensiones de microorganismols
relativamente transparentes mediante contadores de particu-
las modificados. Sin embargo, el método no es especifico y

no proporciona una distincidén entre microorganicsmos vivos y
muertos, ni incluso entre materias eh particulas de cardc-

ter no bioldégico. Un segundo método implica la deteceidn de

un par de elecirodos que han sido colocados en un medio que

contiene un microorganismo y observando el cambio de impedan
cia de la corriente en funcidn del crecimiento del microorg%
nismo. No obstante egta téenica aparentemente no es suscept;
ble de automatizacidn como cabria esperar del dispositivo y

el método.

Es conocido un sensor bioguimico deserito por Rohxy
back y otros, Patente de Estados Unidos 3,403,081, que se
nea pafa detectar elementos traza y venenos en medios liqui
dos y gaseosos. El sensor se construye colocando en un elec
trélito un electrodo de medida tal como un cilindro calibra
do de alambre, inerte, de niquel, platino, acero inoxidable

o semejante sobre ¢l que se impregna una colonia de un mi-
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como el electrodo normal de calomelanos. Los cables de cada

‘|to de la célula, la corriente generada en el interior de la

‘ide la presente invencidn y el método de la referencia es que
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croorganismo o una ‘eénzima, ¥y un;electrodo de referencia tal

electrodq se unen & un voltimetro., EL organismo 0 enzima im
pregnados o en esfrecha proximidad con el electrodo de medi
da genera una corriente dentro de la célula ocasionando read
ciones quimicas en 1a superficie del electrodo o favorecien-
do reacciones guimicas que producen sustancias que a su vez
proporcionan reacciones de despolarizacidn en el electrodo.
Bl dispositivo actia admitiendo.en el dispositivo un elemen
to traza o un veneno que desactiva la enzima o mata o desag
tiva el microorganismo ocasionando de este modo un cambio ex
la diferencia de potencial entre los electrodos que se deteg
ta por un cambio en las lecturas del voltimetro. Consideran-
do el hecho de due la enzima o microorganismo favorece o cag
sa una reaccibén quimica considerabie en el electrodo de medj

da que se detecta mediante un voltimetro normal en el cirouj

célula debe ser sustancial. Bl dispositivo electroanalitico
de la presente invencidén que se usa para determinar el tipo
¥y cantidad de un microorganismo en una solucién, por otra

parte, no requicere la impregaacidn de una colonia ds tamafio
apreciable de un mic}oorganismo sobre el electrodo de medidal
sino que opera mds bien detectando un microorganismo en soly
cidfn que se concentra gradualmente ‘en torno al electrodo de

medida. Otra distincién critica entre el método y el aparato

el circuito del presente sistema debe contener un potenciémg
tro de alta impedancia y no el voltimetro convencional usado
en el proceso de referencia, debido a que el presente siste~

ma depende de la medida de una diferencia de potencial seme-
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'aante al’ electrostétlco entre el electrodo de medlda ¥y el

.microorganlsmo en solucidn. Si se usara un voltimetro nor-

'troanalitica de la presenie invencidn en la que la céluia
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mal en el circuito de la presente invencidn, demasiada co-~
rriente. podria ser tomada por el voltImetro lo que podrié
destruir la diferencia de potencial semejante al electros—
tdtico, relativamente delicado, entre el electrodo de medi-
da y el microorganismo concentrado en,tofno.a la superficie
del elecirodo.

Por consiguientg, continda existiendo la necesi-
dad de un método parae determinar rdpida, econémica y auto~
méticamente tipos y cantidades de microorganismos diversos

nediante una téenica conceptualmente sencilla y econdmica,

"BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS%

Ia FPigura 1 muest;a una curva de respuesta de po-
tencial (en el eje de ordenadas en 40 mV/DIV) para el creci-
miento de Pseudomonas frente al tiempo (en el eje de absci-~
sas 24 min/DIV), en 10 ml de medio de caldo de Tripticasa y
sojaj | . |

» la Figura 2 muestra dos curvas de potencial fren-
te a tiempo que demuestran la influencia de bacteridfagos
que 1mplden el crecimiento sobre cepas bacterianas de I.co-
di. En dicha Figura 2 la flecha .indica el momento en que se
afiade el bacteribéfago; ¢

la Figura 3 es una realizacidén de una forma de 1l
célula electroanalitica de la presente invencién;

la Figura 4 es otra realizacidén de la clula elec

ha 51do adaptada para actuar en parte como una aerlnga'

1a Pigura 5 es una realizacibén del dispositvivo de
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1a preoente invenclén en el que 1a cémara del d19p081t1vo
se equlpa con medlos para haoer pdsar una muestra de 1iqui
do que contiene un microorganismo al dlSpOSltivo por la ac—
cién del vacio;

la Figura 6 es una realizacidn del dispositivo de
la presente invencidn que, en partc,"es una aguja adecuada
para la toma de muestras de liquidos del cuerpo;

la Tligura 7 es un registro en una banda de papel
de potencial frente al tiempo para el cultivo de E.coli;

la FPigura 8 es un registro en uns banda de papel
de una serie dé cultivos de E.coli en que se’h126 variar la
concentracién bacteriana del indculo inicial en cada mues-
tra; _

la Figura 9 muestra una grdfica de comparacidén de
potencial frente a tiempo para un organismo que prbduce hi-~
drégeno (E.coli coli) ¥y un organi mo que no produce hidrégeno (al

calcucentc), ‘ ,

la Figura 10 es un diagrama de correlacidn de bo—

tencial y radiactividad en el cloctrodo de medida en fun-
cién de la concentracidn celular nara alcalescentes radiacti
vos en m9d10u de caldo de trlptlcasa ¥y soja;

“la Figura 11 muestra.dos gréficas de potencial
frente a tiempo obtenidas de un sistema de electrodos de
calomelanos-alambre de platino y un sistems de electrodos
de niquel-niquel en el mismo medio de cultivo de caldo de
tripticasavy gsoja de alcalescentes; los electrodos de ni-
quel sge sitian como en la Figura 3;

la Figura 12 muestra wvarias curvas de potencial
frente a tiempo que indican la influencia de impedimento de

crecimiento del antibidtico ampicilina sobre S,epidermidis;
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1a Figura 13 muestra dlversas ourvms de potenclal
frente a tiempo que 1ndlcan 1g 1nfluencla de 1mped1mento

del creclmlento de cefalotina sobre K.pneuomoniae,

Para una mejor comprensién de las figuras T-12
que consisten en representaclones grificas, debe tenerse en
cucnta ques .

- En las figuras 7, 8, 9 y 11 en el eje de orde~
nadas se represente el potencial de electrodo (voltios fren
te a ENC) y en el eje de abscisas el tiempo de incubacidn
en horas,

= En la figufaAlO en el eje de la izquierda se
representa el potencial del Pt fréntc al BNC (Voltios) y
en el de la derecha la radiactividad del electrodo (unida-

des). En el eje horizontal se representa la concentracidn

- En las figuras 12 ¥ 13 en el eje vertical se
repreqenta el poten01a1 negatlvo (40 mV div para la Pigura

12 y 500 mV div para la Figura 13; eén el horizontal el tleg

En la Figura 7 se observa un periodo de retardo
(0-8 horas), un periodo de subida fépida (entre 8 y 10 ho-
ras) y un periodo de cafda de las 10 a las 24 horas.

En la Pigura 8 los valores dados son células/milid
Jitro.

En la Figura 9 la rama superior de la curva que
se bifurca se refiere al productor de H, (E., COIL) y la ra-
ma inferior se refiere al no productor de H, (ALKALSOENCE),

En la Pigura 10 —-0-- representa el potencial del
Pt frente a ENC y S A P representa la radiactividad de Begn

-

LS
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En la Figura 11 --o-- representa Pt-calomelaﬁos

y ~~D-~ representa Ni-vidrio poroso-Ni,

DESCRIPUION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
El descubrimiento en que se basa el método'y el

aparato de la presente invencién es que la presencia de cieq
to8 niveles de poblacidn de un microorganismo dado en un me-
dio fluido confinado en una céluls que cvontiene un electro-
do de medida y un electrodo de referencia, genera cambios
de potencial en el interior de la célula debido a una dife-
rencia de carga electrostdtica entre un organisme vivo ¥ el
electrodo de medida. El potencial se mide mediante un poten
cidmetro de alta impedancia que se.fija mcdiante cables con
ductores a los electrodos de la célula..Se ha encontrado -que
ﬁodqs los miéroorganismos exhiben una carga electrostdtica
relativamente negativa en solucién, frente al electrodo que
se usa como electrodo de medida lo que'hacc, por consiguien
te, que todos los microorganismos sean capaces de deteccidn
mediante el método de la presente invencidn. Se cree'que log
microorganismos que crecen emigfan gradualmente a la super-
ficie‘eXpﬁesta del electrodo de medida qﬁé és algo positiva
con respecto a los microorganismos..Con objeto de gue exis-
ta una diferencia de potencial entre los electrodos de medi
da y de referencia, es esencial que el elecirodo de referen
cia o bien sélo esté en contacto con el medio de cultivo y
no. con los microorganismos, o no sea sensible a ls carga de
los microorganismos y que los microorganismos se conceniren
por si mismos en torno al electrodo de medida, Por ¢ jemplo -

cuando un alambre metdlico o semejante se usa como electro-
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| ao dé-rqfefénéié, el electrodo estd protegido .normalmente

do pero impermeable & los organicsmos. Cuando se usa como

| de microorganismos en torno al electrodo de medida altera

.ciones carga—cargé en el electrodo de medida., EL cambio de
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de lo€ microorganismos por una sustancia permeable azl flui-

eléctrodo de referencia un dispositivo tal como' el electro-
do de calomelanos, éste estd protégido normalmente de los

ricroorganismos por la envolitura de vidrio. La acumulacidn

eltpotencial del electrodo de medida con respecto al elec-
trodo de referencia y por consiguiente se establece un cam

bio de potencizl entre los electrodos debido 2 las interac-

voltaje generado mediante esta interaceidn electrostdtica
es el medio por el que puede detectarse la presencia de mi-
croorganismos en solucidn,

' La estructura de la célula que confina los microod
ganismos en crecimiento y a la que estdn unidos los electro-
dos, puede fabricarse s partir de cualesquiera materiales
convenientes usados habitualmente en la fabricacién de cé-
lulas electroanaliticas tales como vidrio, pldstico y seme
jantes. Puede usarse cualquier material que sea adecuado pa.
ra tal uso, no interfiera con el crecimiento o viabilidad
de los microorganismos, y no afecte al voltaje generado en
el interior de la célula. ' ,

La célula electroanalitica se proporciona con un
medio de cultivo para el crecimiento de los microorganismos
colocado en el interior de la célula, Puede ser usado cusl-
quier medio de cultivo de los que se usan cominmente para
¢l cultivo de microorganismos, y, por consiguiente, el tipo
de medio de cultivo usado no es critico. Los medios de cul-

tivo asdecuados incluyen infusiones de cerebro-corazén, cal-

s



10

15

20

25

30

W se?ejantes,'y aleaciones metdlicas diversas tales como acg

Frodos para células galvdnicas sumamente inusitada. Normal-

1a que pueda funcionar. El electrodo de referencia se une
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do.de'tripticasa'y goja (CTS); base de ‘caldo al'rojo¥fen$1
4 1% de glucosa, caldo dé tripticasa y sbja + 0o, 1eéhe;
cerveza , glicolato de sodio y semejantes. La cantidad de mg
dio de cultivo dispuesta en el interior de la célula de e~
dida, como e8 1ldgico, no es critica.'

. Los electrodos de medida y referencdia unidos a la
célulavpueden fabricarse con el mismo material conductor o
pueden ser de materiales diferentes, Habitualmente, el elec-
trodo de medida se fabrica con cualquier material de electro)
dos azdecuado, en cualquier forma conveniente, y se une a la
célula de modo que una parte del mismo esté en contacto con
el medio liquido situado dentro de la célula. Hateriales é@g
cuados a partir de los que puede fabricarse el electrodo de
medida, incluyen los metales nobles tales como plata, plati-

no, paladio, orc y semejantes, wolframio, molibdeno, niquel

ro inoxidable, niquel-cromo y plata-paladio. Ta forma del
slectrodo no es critica y puede tomar cualquier configura-—
pién adecuada tal como alambre, tira, bobina o seme jante.
El electrodo de referenciz puede fabricarse con
bualquierz de los materiales. de electrodos adecuados, usa~-
los para el electrodo de medida. Asi pues, concebiblemente,
Tl electrodo de referencia puede ser del mismo materia} que
e

1 electrodo de medida, lo cual es una configuracién de elec

nente, loe electrodos empleados en células galvidnicas se fa-

?rican de diferentes materiales con objeto de tener una cély

también a la célula por cualquier medio conveniente de tal

hoe B

l0do que una parte del electrodo (tal como un extreme de un
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Valémbre;q-ﬁira) esﬁéjen cohtacto c@h_el.medio liquido_en’ia
¢élula: Ia parte'ﬁei electrodo de referencia en contacto
con €1 medio estd habitualmente protegida del contacto con
los microorgaﬁismos del medio, Cuando los electrodos de me—
dida y de referencia son de metales @iférentes o de aleacio
nes, no es néeasarib proteger elvelectrodq dé referencia ya
que los microorganismos se acumulardn preferentemente en
torno a2l mds positivo de los dos electrodos de la célula.
Por otra parté, cuando los electrodos de medida y de refe-
rencia son del mismo material, el electrodo de referencia
debe sef protegido. Puede ser usado cualouier medio por el
cual pueda protegerse el electrodo de referencia de los mi-
croorganismos que crecen, pero que al mismo tiempo permita
el contacto con el medio lfguido. Asi pues, por ejemplo, la
porcidn expuesta del electrodo puede encejarse en el inte-
riox de un gel tal 6omo un gel de agar, gelatina, un gel de
'dex%rén, geles de carragenina-acrilimida y semejantes. Las
membranas tales como membranas de ultrafiliracidn de poro
relativamente grande e incluso membranas de poro grande, vi
drio poroso, materiales cerdmicos o peliculas porosas de
pldstico son todas adecuadas si son impermeables a los mi-
croorganismos, 9i el electrodo-de referencis y el electrodo
de medida se fabrican del mismo material tal como dos elee—
trodos de acero inoxidable, que es una realizacidn preferi-
da de la invencidn, dos electrodos de platino o semejante,
el cambio de poténcial'generado enn la célula de electrodos
sensible estd relativamente desprovisto de efectos de parés
termoeléctricos, Esto es, si los electrodos son los miemos,
no se generard voltaje que sea atribuidle a efectos de pa~

res termoeléctricos. Si los electrodos se fabrican de meta-
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les diferentes o aleabiones metdiicas, entonces el. efecto
de par termoeléctrico pusde existir y las lecturas de po-

tenciales obtenidas podrian compensar la porcidén de volia-

de apreciarse qﬁe el efecto de par termoeléctrico que puede
tener lugar con ciertas combinaciones de electrodos no es
restrictivo criticamente y cualquiera que opere segin el
presente método sélo necesita tener en cuenta este factor,
) El electrodo de referencia ademds de ser del dipo
antes deserito puede ser también un electrodo de referencia
normal tal como un electrodo normal de calomelanos o el
electrodo de mercurio-sulfato mercurioso, el electrodo Ge
Ag/AgCl 0 el electrodo de quinhidrona. 5i se usa uno de es-
tos tipos normales de elecirodos de referencis, la porcidn
del electrodo situada dentro del medio liguido en la célu-
la no necesita estar protegida de los microorganismos, debi
do a’que 0 bien la construccidn de esstos electrodos en una
envoltura de vidrio elimina normalmente él contacto. de las
porciones de trahajo interibres del electrodo con los microo
ganismos en solucién, o bien tienen un potencial que no es
afectado poxr 1oé microorganismoé,

Al objeto de medir el voliaje generado en ei inte-
rior de la célula electroanalitica gue contiene ¢l microor-

ganismo que erece, es necesario conectar ambos electrodos de

potencibmetro usado no es critico, con el Ynico requisito de
que sea del tipo de alta impedancia. BL potencidmetro debe
tener una impedancia de entrada comprendida entre II.O‘7 ohmi.os
y 1010 ohmios, prgferiblement§ mayoxr Qe 108 ohmios, Si se

usa un potencidmetro de impedancia relativamente haja podria

Je atribuible al efecto de par termoeléctrico. Asi pues, bug’

(15
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1 arrastrarse demasmada corriente a través del dlSpOSltlvo

“de medlda alterando de este modo 1a interaccidn carga—car;
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ga entre el electrodo de medida y los microorganismos, Con
la ‘destruceién del potencial electrostdtico en el electro-
do, no.pueden obtenerse lecturas de potencial. Como es 16-.
gico, pueden afindirse también al dispositivo de instrumen-
tacidn otros aparatos accesorios compatlbles con el poben~
cidmetro de alta impedancia tales como vn amplificador ¥y
un dispositivo registrador.

En la ejecucidn de una medida segin el procedi-
miento de la presente invencidn, se introdvde una muestra
de microorganismos en el medio de cultivo 51mvaao dentro de
la célula. En una realizacidn una muestra liquida de un mi-
croorganismo puede ser inyectadazen la célula a través de un
obturador que se cierra por si mismo, que cierfa hermética~
mente la célula a la atmésfera, o es introducida en la cé-
lule por la accién del vacio. 10s microorganismos pueden
ser introducidos también en la célula en forma de una mues-
tra gaseosz, con la condicidn de que los microorganismos sein
introducidos en el medio dg cultivo‘de la célula. Una carac+
teristica bdsica de la presente téenica es que puede esta-
blecerse una Ifnca de base estable mediante el instrumento
registrador que estd unido al potencidmetro de alta impedan
cia y cuya grifica cambia de potencial en funcién del tiem-
po antes de que sea alcanzada la conéentfacién minima deteg
tabie (CMD) del microorganismo que crece. En otras palabras,
la linea de base estable es equmvalenie a un valor de cero
para la funclén de AE/dt. El orecmmlento del microorganismo
tiene lugar y una vez el nivel de poblacibn alcanza la con-

centracidén minima detectab}gl normelmente desprendida entre
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: apréximadaménte.5x104'y 5k105 orgenismos/1 ml. para todos ég

'ccpto para los microorganimos que crecen con mayor lentitud

‘existe sobre el electrodo de medida. Para microorganismos
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el microorganismo puede ser detectado por el voltaje generaj
do; El voltaje que se mide en lecturas de milivoltios, cam-
bia siempre en direceidn negativa. Esto es debido a que la

carga sobre los microorganismos es mds negativa que la que

qué crecen con lentitud tales como el bacilo de 1la tubercu-
1osis, sin embargo, la coﬁcentradidn.detectablc inferior

3

puede ser tan baja como 1 x 10” organismos/1 ml, BEn los eca-
s0s en que el método de la invencidn se use para detectar
microorganismos gue crecen con lentitud, la célula puéde ey
agitada sacudiendo, por ejemplo, o por cualquier otro medio
adecuado., La agitacidén de la solucidn que contiene los mi-
croorganismos facilita el crecimiento de los microorganis—
mos en algunos cagos y por tanto puede reducir el perfodo
de retardo para la deteccidén del microorganismo, No obstan~
te,tya gque la presente invencidén requiere una ascumulacidn
neta de organismos en el electrodo de medida con objeto de
que existan las interaccioncs eléctricas carga-carga necesa-
rias, una agitacidén demasiado vigorosa pusde separar 1os mi-
croorganismos y eliminar el cambio de potencial, Kl intervad
1lo de temperatura a lo largo del cual los microorganismos.
son cultivados y eventualmente detectados, eatd comprendido
entre 152 y 609C, y preferiblemente entre 32% y 37°C, Ia
presifn no es un factor eritico en las medidas dado que el
crecimiento y deteccidn de los mioroprganismos pueden ocu-~
rrir bajo condiciones de vacio parcial asi cono también 5
presiones superiores a la atmosférica, Asl pues, por ejem-

nlo, el método de la presente invencidn se presta o la detog
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016n de - mlcroorganlsmos gue- crecen baao pre516n, como en la
fabricacin de cerveza.

Bl mébodo de la presente invencidn puede ser usa
do para detectar con éxito cualguier tipo de microorganis-
mo que pueda ser cultivado en el medio nutriente dispuesto
en el interior de la célula electroanalitica o afiadido a la
célula en una concentracién adecuada. Asimismo no es absolu
tamente necesario para los microorganismos que c¢rezcan o me
tabolicen con tal que permanezcan vivos. Esto es debido a
su viabilidad que les proporcions su carga negativa, que
ellos pierden al morir. Asi pues, el método es aplicable
a la deteccidén de levaduras, hongos y bacterias. Ejemplos
especificos de bacterias gue pueden ser detectadas medlan—

te el método de la presente 1nven016n incluyen las hactew

rias que no producen hidrégeno, Staphylococeus aureaus, Stat

phylococcus evidermidis, Streptococcus, Listeria monocytoge

nes, Pscudomonas seruginosa, Moraxella, Shigella alkales-

cens, Diplococeus pneumoniae, Bacillus subtilus, y Hemophi-

lus 1nf1uen7ae. Son ejemplos adecuados de 1evaduras que pue

den ser detectadas las especies Candida tales como Candida

alblcans ¥ Candida rugosa, especcies de Hansenula tales como

Hansenula anomala, especies de Pichia tales como Pichia mem

branaefaciens, especies de Torulopsis y Saccharomyces cere-|

vigiae. Ejemplos adecuados de hongos incluyen las diversas

especies de Aspergillus tales como Aspergillus auvicularis,

A. barbae, A.bouffardi, A.calvatus, A.concentricus, A.fal~

yus, A.fumigatus, A.giganteus, A.glaucus, A.gliocladium,

A.mucoroides, A.nidulans, A.niger, A.ochraceus, A.pictor y

A.repens y las especies del gran grupo de hongos conocidos

como Fungl Imperfecti,
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Clerto nimero de bactermas forman una clase Ge

hldr6geno durante su crecimiento. Estas bacter1as incluyen

Escherlchla coli, Enterobacter aerogenes, berratla marces~

cens, Proteus mirabilis, Citrobacter intermedium, Citrobac-|

ter freundii, Salmonella y Klebsiella. Dado que estas bhac~

terias emigran hacia el electrodo de medida como lo hacen
todos los microorganismos, su desprendimiento de hidrdgeno
tiende a concentrarse en torno al electrodohﬁe medida,

| Ia presencia de hidrdgeno en el electrodo de me-
dida amplia muy sustancimlmente las caractericticas del |
electrodo de tal modo que se hace similar al bien conﬁbido
electrodo de hidrégeno. Asi pues, en efecto, existe an ti-
PO de electrodo de medida com?letamente diferente para la
medida de organismos que producen hidrégeno.y para organis-
mos que no producen hidrdégeno. El principié que soporka el
funcionamiento del electrodo de hidrbégeno es que existe el
siguiente equilibrio en la superficie del electrodo mgtélg
co, ha@itualmente platino u oro:

Pt :
H > ot 4 2e

Queda claro de esta expresidn qué existe un equilibrio en-

tre hidrégeno molecular e iones hidrégeno en solucidn y son
las variaciones en el equilibrio lo que determina el poten-
cial del electrodo. Una vez establecido el equilibrio en la

superficie del electrodo, el electrodo recibe el nombre de

"no polarizable" o electrodo de referencia. El electrodo nox

mal de hidrégeno (referencia) es platino en una solucién

Adcida de pH=0 con una solucibn saturada des higrégeno mole-

)
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1 eular a-una’tgmperatura definida. Se define que el electro-|

| o normal de hidrdégeno (ENH) tiene un potencial de 0,00 vol

| de todas las otras reacciones de electrodo asi como también

| bacterias gque producen hidrégeno tiene un potencial Ae apro

Hwnhﬂmis " ' ' : 'ngzpz

tios y forma la base relativa para la escala Ge potenciales

establece la base de la serie electromotriz de metales.

‘En un aspecto méds especifico dc 1a medida de bac-
terias que producen hidrégeno, se-usa un electrodo de calo-
melanos como electrodo de referencia en cbmbinacidn con un
¢lectrodo de medida metdlico. El electrodo de calomelanos
tiene un potencial de + 0,23 voltios'aproximadamente con reg
pecto al ENH y dado que el medio de cultivo tiene un pH -
aproximadamente neutro 6 de 7, el electrodo de hidrégené de
medida tiene un potencial de aproximadamente ~0,42 voltios

L con respecto al ENH. Asi pues, el electrodo de medida para

ximadamente -0,65 voltios; cs deoir (=0,42)=(40,23)= -0,65
en direccidn negativa con respecto al calomelanos. Yaiaue
eﬁ realidad nunca se consigue una presién de una atﬂééféra
de hidrégeno en el electrodo de medida por efectos de dilu-
cidén atmosférica debidos a 002, nitrdégeno y semejantés,-se
consigue un potencial de nivelacidén de aproximadamentie ~
-0,4 a -0,5 voltios frente al calomelanos en las medidas
obtenidas con bacterias que producen hidrdégeno.

En la medida de ambos tipos de microorganismos, .
que producen hidrdégeno y que no le producen, se observa ini-
cialmente un tiempo de retardo desde el momento en que la
célula analitica es inoculada con el microoxganismo y el ﬁg
mento en aue el microorganismo alcaﬁza niveles de poblacidn
suficientes para ser detectados, Después -de ésto, el poten-

cinl contimia auvmentando en sentido negativo hasta que se
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' obtlwne un potencial méX1mo en, que ‘se establliza el poten—

. r
la presente invencidn es que proporciona un método para de-
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clal Despuﬁs, a maaldn que avanza el tlempo, el potencial
retrocede hacia potenciales méds pogitivos. Pars mlcroorgau
nismos que no producen hidrégeno, el cambio total en lec—
furas de milivoltios estd comprendido entre aprokimadamen—
te 200 y 300 milivoltios. En el caso de organlsmog que pro
ducen hidrégeno, los aumentos de potencial negativos inicig
les son atribuibles a la presencia del organismo solamente.
Después.de ello, a medida que los cfectos de la acumulacidr
de hidrégeno en el electrodo se hace significativa, el po-
tencial crece de modo acusado hacia potenciales apreciable
mente més'negativos, gue son obtenidos pafa microorganismoa
gue no producen hidrdgeno. ¥l aﬁmento negativo de posenciall
atribuible a la presencia de hidrdgeno en el electrodo de
medida asciende a aproximadamente 500 milivoltios.

| Tas lecturas depotencial obtenidas para cada me-
dide representan la suma del cambio de potencial ocasiono-
do por la presencia del microorganismo en solucibn 'y los
cambios de potencial atribuibles a otros facltores do;lé 80~
lucidn y el sistema que causan cambios menores en el poten-
cial. Bstos factores son caracteristicos del medio liguido
particular presente en la célula asi como también de Los
electrodos usados, y deben ser determinedos mediante una
lectura de potencial del medio, libre de la presencia de
cantidades detectables del microorganismo particular que
ha de enéayarse.~éonsiguiendo una medida de este potencial
de fondo, puede determinarse con facilidad, por consiguien-
te, que cambio del potencial total es ocasionado por la pre

sencia de microorgenismos. Una realizacidén interesante de

P

e
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| peratura y el tipo de medio de cultivo para favorecer el cng

|2preciaréd que la célula electroanalitica herméticamentie ce-—

| te un microorganismo sohre otros. Por ejemplo, con objetio
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teotar una mczclm de mlcroorganlqmos en una muestra quc Be
deses, ensayar. Cuando una muestra que contiene una mezcla
de 2 6 més tipoe de especies de mlcroorganlsmOs se cultlva
en el interior de la célula analftica, el microorganismo

que alcanza primeramente su limite minimo detectable es

aquel que serd detectado por el sistema. Con este conocimief
to, es evidente, por tanto, que el téenico experimentado

puede alterar lds condiciones de cultivo tales como ls tem-

cimiento de un tipo de microorganismo en detrimento de los

otros microorganismos y, por tanto, detectar preferentemen-—

de detectar coliformes fecales en una mezcla de microorga-
nismos, la temperatura del medio de cultivo puéde'sei:éie-
vada para mabar - -preferentemente los otros mibrodrganismos

para que sélo permanezcan los coliformes,

i El volumen del medio liquido dentro de la célula
electroanalitica no es critico. Como es légico, el melic 1
quido debe estar en contacto idnico con ambos electrodos.
El volumen del medio de cultivo- 1fquido puede tener cual-
quier tamafio razonable que el téenico cxperimentado.puéde
determinar con facilidad. Naturalmente; a-medida quevélbvg
lumen del liguido aumenta, mayor es la dilucidn del microor

ganismo y mds baja es la respuesta obtenidz que resulta. Se

rrada puede contener un medio de cultivo en ella antes de

la. introducecidn del microorganismo o el medio de cultive y
le muestra de microorganismo pueden ser introducidos en la
célula al mismo tiempo., La cantidad de microorganismos in-

troducidos en la célula no es critica y no necesita estar
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método Ge la presente invencidn con referencla a la Figura

de algo de la poblacidén celular.
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comprcndlaa dentro de 1imites flaados.
Puede consegvlrﬁe un entendimiento adlclonal del

1 que muestra dos registros'simulténeosrde potencial fren~

te a tiempo, de una muestra de Pseudomonas aeruginosa de-

104 células/ml en el indeulo inicial, cultivada en un me—
dio de cultivo de triptiéasa y soja a 37¢C durante un pe-

riodo de varias horas, en dos células electroanaliticas se-

e

parddas. Cada curva muestra la respuesta de potencial del o]
ganismo en funcidén del tiempo. Para la primera hora o dos,
la gréfica no muestra una respuesta significativa. Después,
el organismo comienza a alcanzar concentraciones detegta—
bles minimas como puede ponerse de manifiesto por el inere-
mento gradual de la lectura del potencial en ambas déiulas.
La curva comienza entonces a retroceder gradualmente des-

pués de alcanzar su valor mdximo debido a la muerte eventual

La invencién ha sido descrita hasta aqui =» tér-
minos de medir directamente la presencia de microorg au;smoq
vivos en una célula electroquimica. En otra rca112401§n de
la invencidn pueden comprobarse sustancias o agentes que
cambian o destruyen la viabiliﬁad microbiana tales cbmd ex—
posicidn de los microorganismos existentes en la célula a
un antibidtico, anticuerpos séricos, toxinas quimicas, vi-
rus, por ejemplo bacteridéfagos, o cualquier otro agente an-
timicrobiano o anticelular, As{ pues, el efecto de un agen-
te antimicrobiano puede ser comprobado por dos métodos:

1) afiadiendo un agente antimicrobiano a dilucio-
nes tipo de cultivos en alguna concentracién antes de alcan

zar la CiD; y
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2) afiadiendo el agente antimicrobiane ‘a la CMD o f

util, por tanto, para ensayar la susceptibilidad antimicro—
biéna en la investigacidn de la %ct1V1dad de ‘nuevos nnhlbld
tlcos, 0 en la supervisidn de desarrollos en un organismo
tales como el desarrollo de res1sten01a a un antibidtico

por el organismo. De suma importancia es que la evidencia

clinico predecir la eficacia in viﬁo de un medicamento en
particular. El presente método es Util en el ensayo de la
suscepltibilidad microbiana cuando el organismo causante no
responde de modo predecible a antibidticos, como se indica
en la Tabla 1 que figuraz a continvacidn, y también cuzndo
el organismo es susceptible invariablemente a un medicamen-

to en partlcular, como indica la Tabla 2 que flgura a con~
tinuacidn,
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Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Rlebsiella pneumoniae

Psevudononss aervginosa

Proteus mirabilis

Proteus vulegaris

Enterobacter serogenes
| .

Salmonella

Shigella

Listeria monocytogenes

Hoga nam. 23 . 11027

TABL& 1
NICROOnGANT$MOu CON RESPULST& ANTIMICROBIANA QUE NO PUEDE
PREDECIRSE _ _
{Organi smo Agente al que el organismo puede ser

sensible

Penicilina G, meticilina, cefalotina,
vancomicina

Ampicilina, cefalotina, tetra01c11na,
kanamicina,

Cefalotina, tetraciclina, kanamicina,
cloranfenicol.,

Gentamicina, tobremicina, carbenicili
na, polimixina B. .

Penicilina (moderadamente reslstente)
ampicilina, kanamicina. AR

Tetraciclina, kanamieina, cloranfeni-
col '

Tetraclcllnas, cloranfenlcol karami-
cina

Ampicilina, {tetraciclina, cefalotina,
kanamicina, ' )

Como arriba (£almonells)

Pcnlclllna G, eritromicina, cloranfc—
nicol.

i




10

20

25

30

' :" ’ . ’ . T II;')ju xn‘un..24 : T R . 1102‘77._

TAE"LA 2

MICROOhGANISUOS CoN HLSFULQTA ANTIMI“ROBIANA QUE PUEDE PRE-
DECIRSE

Organi smo ‘ Agente al que el organismo es unil
. Formemente sensible.

Neisseria gonorrhoeqe ~ Penicilina G, eritromicina.

Diplococcus pncumonlae Todas las penicilinas, cefalotinal,
eritromicina vancomicina,

Streptococcus pyogenes Los mismos que los Diplococcus.

Clostridium perfringens Todas las penicilinas, cefalotl-
na, tetraciclina

Haemophilus influenzae - Penicilina G, ampicilina, tetre~
ciclina, cloranfenicol.

* Haemophilus pertussis Los mismos que H. influenzae
Brucella , _ Tetraciclina.

Jcorynebacterium diphteria Eritrémicina, penieilina G’

Neieseria meningitidis Penicilina G, ampiecilina. .

Ta Figurs 2 muestra otro ejemplo de un agenﬁe'gue
perturba el crecimiento de un microorganismo. Las cufvaé’"A“
y "B" muestran lag respuestas de potencial-tiempo paré”él
crecimiento de una cepa de E,coli en un medio de cultivo,

en ¢l gue se afiadieron al microorganismo en crecimienfo con--
centraciones diferentes de bacteribfago ﬁx, es decir 104-fa—
gos/ml y lOs'fagos/ml respectivamente, una vez alcanzada 1a
ChMD, El tlcmpo requerldo para que el potencial alcanzara su
maximo después de afiadir el virus eéstd en razén inversa con
cl logaritmo de la concentracidén de virus en ¢l momento de 1i

adicidn, es-decir,
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Mediante esta técnica el andlisis de la concentracidn de

' virus puede ser conseguida en menos de una hora,
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Tmaximg -~ ZCKD .

log C del virusr .Q<

Los dibujos siguientes representan diversas rea-
lizaciones de la célula electroanalitica de la presente in
venecidn,

Ia Pigura 3 muestra una realizacidén de una célu-
la electroanalitica en el que ls cédmara 1 estd hermética~
mente cerrada con un obiturador eldstico 2 que cierra her—
méticamente por si mismo. El electrodo de medida 3 se une
y asegura en la cdmara & través de una abertura (que,nq se
muestra) en la pared de la cdmara. La porcidn 4 del‘cipc-
trodo 3 se extiende a través de la pared de la cémafandé
modo que su superficiec estd expuesta al medio de culﬁiﬁo
5 en la cdmara a través de una abertura (que no se ruen-
tra) en la base de la misma, Le poreidn 7 del electroﬁo de
referencia sitvuada en el inferiot de la cédmara estd prote-
gida de cualouier microorganismo presente dentro del nadio
de culitivo por los medios de proteceidn 8, Los medios'ée
proteccidén 8, el electrodo de medida 3 y el electrodo de
referencia 6 pueden prepararse con los materiales antes des
critos. En el uso del dispositivo antes descrito, una can-
tidad apropiada dg una muestra fluida que contiene un mi-
croorganismo se inyecta a la cdmara a través del obturador.
Los terminales exteriores de los electrodos de medida y de
refepencia se unen después mediante cables a los terminales
apropiados de un potencidmetro de alta impsdancia y el me-
dio es comprobado a medida gque crecen los microorganismos,

Otra realizacién de la célula electroanalitica
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|%e dispositivo, la célula es esencialmente una jeringa de

‘{de los microorganismos 15 en la masa del medio de cultivo

‘Iporcidn del electrodo dentro de la cdmara 20 termina en el
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de la presente invencidn se muestra en la Figura 4. En es—

cémare 11 y émbolo 12, Ia base de la cdmara estd provisia
de un conducto hueco adecuado 13 que puede.ser una aguja hue
ca, un tubo de caucho o semejante, un extremo 14 del cual

sobresale a través de la cémara ¥y los medios de proteccidn

16 en el interior de la cdmara. El dispositivo estd equipa-
do con el electrodo de medida 17 que estd unido a la cémare
a través de una abertura (que no se muestra). La porcidn 18
del electrodo estd en contacto con el medio de cultivo. El

electrodo de referencia 19 estd unido y fijado a la base de

R ) .
la cémara a través de una abertura (que no se muestra)x.La

interior de 1los medios de proteccidn 15. )

E1 dispositivo de la Figura 4 estd adaptado pars
que el mismo disgpositivo pueda ser usado para sacar o expul-
sar dircctamente flufdos de ua cuerpo vivo a un médio de cul
bivo y unirse inmediastamente a un potencidmetro para’que pue
da ser comprobado el crecimiento de cualquier microofgaﬁismo
presente en el flufdo del cuerpo.

Todavia otra realizacién de la célula de la ﬁfeseg
te invencidn se muestra en la Figura 5. El dispositivo en eg
te caso estd adaptado para que un fluido que contiene un mi-~
croorganismo gue ha de analizarse pueda ser sacado a la cdma
ra 30 a través del conducto de entrada 3L por medio de vacio
bplicado al conducto 32. Ambos conductos se muestran como
soﬁresalientes.a través del obturador de cierre hermético
eldstico 33, sin embargo, puede apreciarse gue ambos conduc

tos pueden unirse al dispositivo a través de las paredes de
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L la cémara 30 g1 se desea, A ‘medida que la muestra de flufdo

“es aspirads hacia el dis p051t1vo por la fuerza del vacio,

Hoja nl’uu.'27 ) . . 1_1.02".[.'1

cae sobre el medio de cultivo 34 y se mezcla en su interior.
Bl electrodo de medida 35 se une al dispositivo a través de
una abeftura (que no se muestra) de modo que el extremo de
medida del clectrodo (36) sobresale hacia el medio de culti
vo. El electrodo de referencia 37 se une al dispositivo de
un‘modo similar en la base de la cdmara de modo que el ex-
tremo 38 dentro de la cdmara se proyecta a los medios de proq
teccidn 39 que protegen el extremo del éleotrodo de los mi-
croorganismos existentes en el medio de cultivo. El disposi
tivo puede ser usado del mismo modo que el dispositivo que
actda por la fuerza del vacio en vez de mediante inyeccidn
a través del obturador de cierre hermético, '

Todavia en otra realizacién del dispositive de la
presente invencidén, como mmestra la Figura 6, las par*es en
funcionamiento se encuentran presentes dentro de una aguja.
As{ pues, el dispositivo se fabrica con un conducto 40 que
puede ser una aguja hueca, el 1nterlor de la cual estd -ﬂlb
puesto voncdntricamente con medios eléctricamente amslaateu
41, &1l cable 42 estd unido a la superficie exterior de la
aguja para que actiie como electrodo de medida, Bl alambre
43 estd dis pucsto dentro del ndcleo Jinterior hueco 44 de los
medios aislantes y unido a la base del micleo aislante 45
por medios de proteccidn 46. Bl aparato de nguja se une des
pués a una cdmara herméticamente cerrada, en que se ha hechd
vacio (que no se muestra) que puede contener un medio de cul
tivo. Cuando se usa, la aguja se inyscta en un sujeto y los
fluidos que contienen el microorganismo que se desea medir

son sacados. Los cables unidos a la aguja pueéen ser unldou
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11la cdmara del dispositivo estd provista de una aguja hueca
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entonces & un- potencldmetro de alta 1mpedanC1a para medlr
los mlcroorganlcmos existentes’ en el fluido.

En otra reallzac16n del dlSpOSltlvo de la presen-
te invencién (que no se muestra), el dispositive de la Pigy
ra 3 pdede cerrarse herméticamente o empaquétarse bajo vaci(

para proporcionar vacio dentro del dispositivo. La base de

herméticamente cerrada cuyos extremos unidos se proyectan a|
través de la base y de los medios de proteccidn hacia el me
dio de cultivo. El dispositivo puede.éer usado para sacar
un flufdo que contiene un microorganismo a la cémara, sen-
cillamente inyectando el extremo libre de la aguja en ol

cuerpo de un animal, por ejemplo, con lo que la accidn-de

tente en el interior de la aguja y el lfguido sale hsecia el
disﬁositivo por la accién del vacio. S
Ia presente invencién posee una extensa variedad
de campos de aplicacibn, ya que la presente invencién es
aplicable siempre y cuando se desee detectar la preséﬁcia
de microorganismos en una muestra. Asi pues, la presénté in
vencién puede ser usada para detectar la presencia de bacte-
rias en un medio fluido bioldgico o no bioldgico. El método
de la invencidn puede ser usado como uné téenica de selec-
cién de antibibticos para determinar la eficacia de un anti
bibdtico, Por ejemplo, un microorganiemo puede ser cultivado
an una célula y afiadirse e 1a mmsma un antlblotlco. E1 me~
dio puede ser observado después para detectar la influencia
del antibiético sobre las lecturas del potencial obtenidas.
Las aplicaciones biolégicas incluyen la deteccidn de microoy

caniemos en liguidos del cuerpo tales como orina, sangre,

la inyeccién y/o la presién del liguido rompe el cierre exig
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1{quidos cerebro-eSpinaleé, esp@%os,rliquido amniétiéo, ii«
quido sinovial, plaema y dializedos de un rifién artificial.
La'presente téenica es apiicablé tambidn a cultivos de teji
dos de la garganta, cultivos de tejidos veginales y cervica
les y biopsias de tejidos, La presenle téenica encuentra
una aplicacidn adicional para la deteccidn de microorganis-
mos en medios que producen alcohol tales como los proceden-
tes de madera, granos, melazas, liquidos sulfiticos y resi-
duales; liguidos procedentes de.la produceidn de vinos y
cervegas ¥y de la producecidn de glicerina} Todavia otro cam-
po de aplicacidn es en la fermentacidn de dcidos orgdnicos
tales como dcido ldctico, deido citrico, deido Tumdrico y
deido acbbico. Todavia otro campo gencral de aplicaciin es
en la induetria de tratamiento de alimentos, en particular
en el envasado y produccidn de bebidas y alimentos enlata-

dos., Todavia otros campos de aplicacidn incluyen suminis-

de alojamiento de agua y depdsitos sdpticos.

Habiendo desciito la invencidn en lineas genewra-
les, puede obtenerse un conocimiento adicional mediante re-
ferencia a ciertos ejemplos especificos que se proporeionan
en egta Memoria con propésitos de ilustracién solamente y
qué no estdn destinados a ser limitativos, a menos gue se
eapecifique de otro modo,

BIBAPLO 1 '

Para el procedimiento experimental especifico des-
crito & continuacién se obtuvieron las siguientes bacterias
que producen hidrégeno, de la Coleccidn Americans de Culbi~
vos Tipo (Rockville, Maryland) US.A.

E.coli (12014), #.serogencs (13046), S.marcescons
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: (13880), C.intermedium (6750), ¢, freundii (8090) ¥ P.mire~

pilis (12453), |

l Tos cultivos fueron mantenidos a 52¢ sobre tuhos
inclinados de agar con btripticasa y soja (ATS, BBL) y se
transfirié mensualmente,

Prenaracidén del inoculum, cuentss de viables, y

medios.

. Se prepararon inbculos para las medidas de hidrd-
geno haciendo diluciones 10 veces mayores de un cultivo en

caldo de tripticasa y soja (BBL) de 24 horas, en caldo de

peptona al 0,05% estéril y afladiendo 3 ml de diluciones aprg

piadas a 27 ml de base de caldo al rojo fenol con 1,0% de
glucosa (Difco) previamente calentado a 352¢. En un mimero
de ensayos limitado fueron encayados miembros del grupo co-
liforme en caldo de lauril triptosa (Difco). Se hicieron
cuentas de viablesg esparciende diluciones apropiadas de lao
serie de diluciones 10 veces mayores sobre AST y contando
las colonias despuds de 35 h de iﬁcubacidn a 358C, Se¢ hi- -
cieron cuentas de viables asimismo sobre cada organismo en

el momento del desprendimiento de hidrdgeno y al cabo de 24

| horas de incubacidn.

Hedidas de hidrégeno

Bl aparato experimental pare medir ¢l desprendi-

miento de hidrégeno por los orgenismos de ensayo estaba cong

tituido por un tubo de ensayo (25 por 90 mm) que contenfa
dos electrodos méds caldo y organismos y estaba colocado en
un bafio de agua a 3520, Los cables de los electrodos fueron
conectados a un amplificador compensador de corriente conti
nua (tipo 122, Neff, Inc., Duarte, California) que a su ves

estabs conectado a un registrador de banda (modelo 194, Ho-

? e

e, Larharim .

—n e
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neywell Industrial Div.,?Fort Washington, Pa). Bl amplifi-
cador cdmpensadOr de corriente contimia servie pars igualar
la alta impedanéia del sistema de ensayo de electroGos con
él registrador de handa. Hl desprendimiento de hidrdégeno fud
medido por un aumento de voltaje en la direceién catddica
(negativa) y e registré en el regisirador de handa.

Los electrodos cupleados cn el aparato eran un
electrodo normal de calomelanos (SCE-Beckman Instruments
Inc., Fullerton, California) como clectrodo 8e referencia
adherido a un obturador de pldstico, y se formé un electro-
do de platino configurando une tira de platino para que se
adaptara a la circunferencia del tuho de ensayo; una sec-
cidn del platino fue colocada en el exterior de un tuhko de
engayo para que se uniera al cable del amplificador. Duran-
te el funcionamiento el electrodo de platinoe y el tubo dc
ensayo fueron esterilizados por vapor mediante lag técnicas
de autoclave convencionales. Bl electrodo de referencis (BNC
unido al obturador de pldstico, se esterilizé por exposicidn)
durante 30 minutos a dos ldmparas ultravieleta (1518, Gene-
ral Elegtric Heights, Ohio) alojadas en una caja de pldeti-
co transparente. Un nimero de ensayos efectuados demostrd qul
esta técnica era eficaz para esterilizar los electrodos de
referencia.

El registro de banda de la curva de respuesta en
nilivoltios para 1,9 x 100 células de B.coli por mililitro
se muestra en la Pigura 8. Caraéteristicamente, para organis
nos que producen hidrégeno, el registro muestra un periodo
de retardo durante el cual el microorganismo cstd creciendo
bero se encuentra presente en poblacionss insuficientes pa-

o proporeionar una respuesta. Una vesn la poblacidn del mi-

[%3
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croodrganismo ha alcanzado un:nivel sufiqientg,Aée a@recia
una~fe5pﬁesia qué'es atribuible al micrdorganismo. & medida
gue la céntidad'de hidrégeno desprendido se hace suficiente
las caracteristicas de respuesta del electrodo cambian ripi
damente como puede apreciarse por el aumento sdbito-de po-

tencial, El periodo de cafda una vez aleanzado el potencial

mdximo (400 a 500 milivoltios) ocurrié en un periodo de 3 a

4 horas, .
Jas relaciones entre el tamafio de indculo y la

Guracifén del periodo de retardo para diversos indculos de
E.coli se indica en la Pigura 8. Se obtuvieron periodos ge
tiempo de retardo comprendidos entre 1 hora para 106>célu-
las/ml y 7 horas para 10° células/ml, lo gue intied (1) que
cada sumento de células de 10 veces reducia el tiempo de re
traso en 60 a T0 minutos y (Z2) que la concentracién celunlar
media cn el momento de una rdpida acumulacibén de hidrégeno
era de 1 X 106 células/ml, Dado que los estudios iniciales
no mostraron diferencias en las curvas de respuesta para cé
lulas lavadas o sin lavar, estos estudios fueron efeciuados
con células sin lavar., Ademds, no se apreciafon diferencias
en las curvas de respuesta o en los tiempos de retardo en-

tre coliformes, E,coli, B.aerogenes, y C,intermedium, cuan-

do se ensayaron en caldo de lauril triptosa o caldo de rojo
fenol suplementado con glucosa, Los andlisis por cromatogra
f{a gaseosa de gas separado dec la cabeza mostroron que para
los cultivos usados en este estudio, el nivel de H2 pPAra

cultivos de 24 horas estaba comprendido entre 4 y 10% en vo

lumen, La vnica excepcibn fue el §.marcescens en el que se

estimé el Hy, como indicios (£ 1%). Estudios 1imite indica-
o

ron que el pH no habia cambiaodo marcadamente antes o duran
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Ejemplo 2

Lo Figura 10 muestra una comparacién de las ca-
racteristicas de potencial de unz becteria que produce hi
drégeno (E,coli) ¥y una bacteria cue no produce hidrbégeno
(Alkalescons). Cadn bacteris se cultivéd en un medio de cul
tivo de louril-triptosa-glucosa inoenlando cada medio con

1 ml de uns muestra que contenfa 100 células/ml. Las carac
teristicas de respuestaz fueron medidas mediante un par de
electrodos de platino-calomelanos. Los registros mucsiran
lags caracterfstices de respuesta mucho mayores en el sisbe~
me que contenia las bacterias que producen hidrégenc ¢ com
paracibn con las caracteristicas de respuesta de las baclew
rias gue no producen hidrdgeno. Nétese que se observa el
mismo tiempo de retmrdo cuando el indculo inicial y las ve-
locidades de crecimiento eran iguales. '
Liemplo 3

Los datos de la Figura 10 proporcionan una corre-
lacién que muestra que el cambio de potencial de un medio
de cultivo de un organismo alcalescente en funcidbn de Ia
concentracién celular. Una muestra de L ml de un alcales-
cente radiactivo (tamafio del inbculo inicial 100 células/
ml) se cultivéd en 10 ml de un medio de cultivo de Triptica-
sa ¥y =o0ja a 37%C. Cada vez sc hizo una lectura del poten-
cial, se tomd una muestra del electrodo y se midid la ra-
diactividad. Las gréficas indican claramente incrementos co
rrespondientes de potencial y radiactividad en funcién de la
concentracidén celular. Los datos indican con claridad que
las células se concentran de modo creciente en torno a la

superficie del electrodo y que 1la respuesta de potencial es
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ocq51onada por ests aoumule cién de células en torno al elec
trodo.ﬁ ‘ S o

Una muestra de 1 ml de alcalescente fue cultbiva-
da en 10 nl de medio de caldo de Tripticesa y soja durante
7 horas. Fl crecimiento de las bacterias fue comprobado al
mismb tiempo por dos sistemes de electrodos diferentes, ea
decir, un sistema de alambre de platino-calomelanos y un
sistema de niquel-niquel en el que s¢ protegid un electrodo
de niguel de los organismos mediante un vidrio poroso. Como
puede deducirse h¢o¢endo referencia a la Figura 11, ambaq
curvas obhtenidas son esenclalmente las mismas excepto que
el sistema de electrodos de nfiquel-niquel no parece ser tan
gensible como el sistema de platino-ca 2lomelanos
Ejemnlo 5

i Una muestra de 1 ml de Pseudomonas AGTREINOSR Se

cultivé en caldo de tripbicasa y soja en una célula descri-
ta en le Fipura 3, en la que tanto el electrodo -de medida
como el electrodo de referencia eran de acero inoxidable del
tipo 3 6 4. El material de proteccidén en esie ejemplc era
agar peptonado con 10 ng/ml de NaCl. Cusndo la poblacidn ce
lular alcanzdé 9 x 10% células/ml, se detectd el cambio de
potencial mostrado en la TPigura 1,
Ejemplo 6

Se siguid el mismo procedimiento descrito en el
Ejemplo 5 con la excepcidn de que el organismo cultivado
era E.coli en un medio de caldo de tripticasa y soja. Se
observé una lectura de potencial a un nivel de poblacién

de 1,2 x 10° células/ml., -
Bjemplo 7
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Se_siguié'el mismo prqcedimienio de los Ejemplos
5y 6 con la excepeidén de que el meédio de.cultivo era un
medio de glicolato de sodio y ei organismo era shigella al-
kalescens. Se observé una lectura de potencial a un nivel
de poblacién de 8,6 x 107 células/ml. _—

Se siguidé el mismo procedimiento de los Ljemplos
5-T7 con la excepeién de aue el medio de crecimiento era gl
colato de sodio & 0,5 ml de sangre humana y el organismo
era Hemophilus influenzae. Se observé una lectura de poten—~
5 células/ml,

ciol a un nivel de poblacidén de 2,4 x 10

Biemplo 9

Se siguibé el mismo procedimiento de los Bjemplos

5~8 con la excepcidén de que el organismo era Bacillus subtbi-

lus en un caldo nubritivo al 1% con 0,5% de NaCl a 302C. Se

observé una lectura de potencial a un nivel de poblacidn de

Biemplo 10

Se siguid el miswmo procedimiento de los Ejemplos

5-9 excepto que el organismb era Candids {troplcanas v el me-
dio de cultivo era caldo nutriente al 10% con 30% de dexbro~
sa, & 309C, Ia deteccidn tuvo lugar a 3,1 x lO5 célnlas/mi.

Eiemplo 1l

Se usd la célula de la Figura 4 para cultivar el

hongo Aspergillug niger en caldo de tripticasa y soja a 252C

Se observéd una lectura de potencial a un nivel de poblacién
he 10% células/ml.
Ejemplo 12

Se 1lavé un cultivo de Pscudomonns aeruginosa en £0

lucién amortigusdora no nutritiva (Solucidén smortiguadora de
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"L, pero la leche "“cruda" desarrolld la sefial en 2, 5 horas
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fosfato o SAF) 'y sé'dej&*éin alimentar a'1590’duranfe’48'ho—
ras.'Las células manteﬁidas.en este estado no se. dividen ni
metabilizgn pero estén téénicaméhte vivas, Por consigviente

ellas tienen todavia una carga negativa. Bstas células fue-
& £

con electrodos de acero inoxidable, pero el caldo nutriti-
vo fue reemplazado con SAF. A una poblacibn de 2 x 105 célu~
las viébles/ml se observé sefial.

[Ejemplo 13

Dos muestras de leche de vacuno se afadieron a cé-
lulas del tipo descrito en la Figura 3. Una muestra estaba
pasterizada y la otra era leche "eruda™, ILa leche servi&'tag
o como medio de cultivo y como indculo en ambos casoé; Los
electrodos eran de acero inoxidable y la membrana ers de ags
saliho. El experimento se efecctud a una temperatura de 3790
Fada muestra produjo una seﬁal a_aproximadamente 105 céiulaa

y la leche pasterizada alcanzd 105

células y did una sefial
L 4,5 horas,

#jemplo 14

insayos de susceptibilidad milerobiana

reectivos v medios

Lotes idénticos de medios y agentes antimicrobia-
108 fueron usados en los ensayos de susceptibilidad efectus
hos. Los medios usados fueron zgar de tripticesa y soja (ANS
¥ C2S de BBL (Baltimore Biological ILaboratories, Cockeysvi-
1le, Maryland). Los 12 agentes antimicrobianos usados en los
sxperirentos, gue fueron escogidos‘sobre la base de su utili
ad clinica, eran tipos de referencis de laboratorio que in-

:lufan los antibidbicos siguientes: penicilina G potésica,

o

-
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cefalotina sédica, fobramicina,;blorhidrato de vancomicine

vy sulfato de estreptomicinn, obtenidos QO.Eli.Lilly ¥y Co.s

tetraciclina y carbenicilina, obtenidas de Pfiger Iahorato-
ries; ampicilina y nafcilina s6dica de Wyeth laboratories;

kepamicina y meticilina de Bristol Laboratories y gentami-

cina de Schering.

ILa accidn de un medicamento antibacteriano'conﬁra
una bacteria susceptible es o bien bacteriostdtica o bacteri
cida. Un agente bacteriostdtico: simplemente inhihe el creci-
miento bacteriano, un efecto cque es reversible al retirar el
agente antimicrobiano. Los agentes bactericidas producen un
efecto de muerte irreversible sobre ¢l organismo susceptibld
al medicamento, De los 12 antibidticos, todos son bacterici-
das con la excepcidn de la tebraciclina que es bactericstd-

tica., La Penicilina G, ampicilina, nafcilina, meticiiinz, ¥y

ferencia con la sintesis de las paredes celulares de las bad
terias. Esto es también cierto de la cefalotina, una cefa-
losporine, y la vancomicina, un glicopéptido. Los antibidti
cos aminoglicosidicqs kenamicins, estreplomicina y gentomi-
cina ocasionan informaciones equivocadas cspecificas del cf
digo gendtico al nivel de los ribosomas, interfiriendo por
ello con la sintesis de proteina de la bacteria. Esto resul
ta asimismo del uego de la tetraciclina, que evita especifi-
camente la wnidn de RNA de transferencia activado por aming
dcidos a los ribosomas.

Cultivos '

Los cultivos siguientes se obtuvieron de Hoffmarm-

LaRoche, Inc. y procedfan de la Coleccibn Americana de cultbi
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vos Pipo (ATCC) los organismos indicados: Bscherichia coli
"Cepa Seattle" ATCC 25922, Klebsiella pncumoniae, ATCC

2773635 Pseudomonas aeruginosa, ATCC 9721, Lstas bacterias

son bacterias gram negativas. LasAsiguientes bacterias son

gram positivas: Bizphylococcus aureuys, “"Cepa Seattle” ATCC

25923; Staphylococcus epiderdimis ATCC 149903, ¥y Steptoco-

ccus pyogenes, ATCC 10389, Ademds, ‘se obtuvieron muestras
clfinicas de estos mismos seis organismos de aislados de sen
sibilidad procedentes del Hospital de la Universidad de Vir

ginia, Departamento de Patologia Clinica, Seccibén de Bacte-

riologia. Estos organismos tanto patédgence como no patdge-

nos (Staphylococcus epidermidis) fueron escogidos debido a

que son algunos de los orgenismos que se encuentran més fre
cuentemente en aislados de clinicas.

Preparacidn del Inoculum y Cuentas de viables

Se prepararon los indculos haciendo uma @ilucidn

100 veces mayor x 2 de un cultivo durante la noche en caldo

|de tripticasa y soja del organismo a ensayar en caldc de

tripticasa y soja estéril previamente calentado a 3590} Asi
pues, la dilucidén totzl de la solucidn de reserva de la no-
che era 10~ 7. De la serie de 1077 se pasaron 0,3 ml a un tu
bo de ensayo (Falcon, desechable n¢ 2057) que contenta 2,7

ml de CTS si era el control de crecimiento o 2,6 ml de OTS

nis 0,1 ml de unza concentracién particular de un antibidti-
co, apropiada paran ser ensayada. %1 antibidtico se pesé en

una balanza analitica, conforme .al tipo de actividad de eca-
da agente, y se diluyé con agua destilada estéril en un ma-
traz aforado para conseguir una solucidn de reserﬁa de 1000
meg/ml que se congeld despuds en porciones alicuotas peque4

fins, Se obbtuvieron también otras dilucionew, cegin fue nece




vt

10

25

30

ra comprobar la inhibicidn de crecimiento debida a la adi-

microbiano mediante el aumento de voltaje en direccidn nega

Hoju uum.‘39 ' ' . l'.i.OZ"{’L

gario, paré'pﬁsayar la éééceptibilidad, quianté la adicidn
de agua destilada estéril a esta concentracién de reserva.
Las cuentas de viables fueron hechas mediante dilucionesg
apropiadas en placa partiendo de la serie de 10™% en ATS
y contando colonias después de 24 horas de incubacidn a 352§,
Cuentas de viables fueron hechas también sobre cada microory
ganicro en el momento de la CHD y otra vez al cabo del perig
do de ensayo de 24 horas para confirmar la concentracién mi
nima inhibitoria (CHI).

El aparato experimental usado en este estudio pa-

cibén de antibidticos coneistia en tubos de ensayo, inecluyen
do hasta 8 de tamafio 17 x 100 mmm, cada uno de los cnales
contenfa un eclectrodo en combinacidn ée Pt-ENC esteriliza-
do (por ebullicidn) (Sargent-Welch, S-30101-15), mds T3,
microorganismos y antibidtico cuasndo era apropiado, situzdo
en un bloque de calentemiento a 352C. Los cables de los eled
trodos fucron conectados a un potencidbmetro de altva impedan-
cia (mayor de lO8 ohmios), o un dispositivo distante do med:l
da del wvoltaje, que a su vez se conectd a un registrador de

banda (Hewlett Packard, tipo 680M). Be midid el crecimiento

tiva con el tiempo, registrado sobre el registrador de ban-
da .

La Pigura 12 es un registro de banda de la curva
de respuesta antimicrobiana de un experimento de cuatro ca-
nales constituido por una muestra clinica de la bacperia
Gram-pogitiva que no produce hidrégeno Staphylococcus epi-
dermidis tratada con 0,012, 0,5 y 1,0 meg/ml del antibidti-

co ~muleilina, como se indica en las curvas B, C y D respec
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tivamente, Ia curva A muéstra la curva de respuesta de una

miestra de control de S.epidermidis que no habia sido tra-

la curva de respuesta antimicrobiana de un experimento de
seis canales constituido por una muestra de cultivo ATCC de

la bacteria patdgena Gram-negotiva que produce hidrédgeno

Elebsiella pneumoniae tratada con 0,3, 0,4, 0,5 y 1,0 y 2,0
meg/ml de cefaloting como muestran las curvas By ¢°, D7,
E* y P’, respectivamente, La curva A’ muestra lz curva de

respuesta de una muestra de control de K,pneumonisze que no

habia sido tratada con cefalotina, Ambas figuras muestren

gue el crecimiento de las bacterias respectivas es inhibido
de modo eraciente mediante el antiblético particular usudo,
La concentracién minima inhibitoria (CWI) se define como 1a
cantidad de agente antimicrobiano que inhibe btotalmente el
crecimiento del microorganismo que se estd ensayando, las

Tablas 3 ¥y 4 gue figuran a contimacidn muestran los valores
de la CMI de diversos antibidticos para un ndmere de microoy
ganismos, determinada medionte el método de 1a presente in-

vencidn:




10

15

20

>

Hojn p(‘:lx|.4l

TABLA 3.

130277

VATORES' DE TA OMI DETERMINADOS ELEGTROANATITICAMENTE/BACTT-
RTAS GRAM-NRGATIVAS

Antibidtico: Goncentracidn en mes/ml.

Organismo | Amp | Carb | Cef. | Tetra | Koana (Gents | Bstrep Tobrp
E.coli
(arco) 4,0 14,0 |8,0 :1,0 3,0 10,5 9,0 -
B.coli
(cilinico) | 6,0 {5,0 | 9,0 } 4,0 | 4,0 1,0 9,0 -
. pneumo— ) X
niae (ATGC) 32 p128 | 1,0 5,0-6,0f 3,0 0,5 [5,0-6,0~
. i |

i N
o DrICUMO =~ |
nise (cli |
nico) - peg-} - 5,0-6,0) 4,0 0,5 6,0 -

[

P.aerugi-~ R E'
hoea (ATCONI28 | 64 [»360 64 32-6412,0 - f 4,0
P, acrugi-
nosa (cli - .
ico) »>128 | 64 p360 | 64 64 14,0 - 6,0
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TADIA 4 ;
VALORES DE DA CMI DETERMINADOS ELEGTROANALITICAMENTE/ﬁAGTERIAS
GRAM~POSITIVAS
Antibidtico: concentracidn en meg/ml.
[ ;
Organis- Pen G |Anp e f et | Cef Tetra (Vanco |Kana Estreé
Mo ] ' ?
S.oureus ! : ;
(ATce) 0,05 b,lz—o,s 0,5 | 0,7 {0,15-0,2 2,0 | 1,0 -{0,2 | 8,0 :
} X %
i H
Beaureua §
{(cldnico) 10,05 0,12 © 0,5 4 0,7 [0,8-1,62,0 | 2,0 [0,5-] §,0
I 1,0
5 ° Qpide;" :
dmidis :
(ATCC) 0,08-0,3 1,0 0,5~ 0,5-,0,1 1,0-1 1,5 10,4 § 4£,C
1,0 i 1,0 2,0 .
Heepider- I_ 3
midis
(Cifnico) |0,1 0,8~ 0,5~ 0,5-:0,5- 2,0 | 2,0«}10,6} 4,0~
1,0 1,0 2,0 i1,0 3,0 5,0
é
S.pyogenes ¢
(ATco) - - - - - - 0,1~ 0,1 ¢
0,5
Sepyogenes
(Clinico) | - - - - - - 0,5 0,1
i

R e xa Tt
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Habiendo descrito ahora tbtaimenbe esta invencién
serd, evidente parn, una persona Ge hebiliGad normel en Ta

téenica que pueden efecturrse muchos cambios y modificacio-
nes en la misma sin apartarse del espiritu o extensién de 14

invencidn como e ha indicado en csta Memoria,

RELVIFDICACTONES

Tos puntos de invencién propia y nueva, que se
presentan para .que sean objeto de la presente solicibud de
Pateniec de Invencidn en Espafla, por VEINIE afios, son Loz gud
sge recogen en las reivindicaciones siguientes:

1%,~ Un méitodo para detectar la presencia 42 ¢n
micgoorganismo en una muestra de fluido, que comprendc culw
tivar un microorganismo en un medio de cultivo liguido gque
estd cn contacto con un electrodo de medida y un electrodo
de referencia, y detectar la variacidn de potencial entre
dichos electrodos, que proviene de la emigracidn y acwrula~
cién de dicho microorganiemo adyacente a la gaperficie de
dicho clectrodo de medida, formando asl une interaccibn cay
ga~carga entre dicho electrodo de medidas y los microorganis—

mos acwnulados, midiendo dicha variacidn de potencial con

2,~ Un método segin la reivindicacifn 12, en el
que dicho polencibmetro de alta impedancia tiene una impedan

cia de entrads de 1O7 a 10l0 ohmios.
8.~ Un método segin la reivindicacién 12, en el

sue la poreidn de dicho elecetrodo de refercncia expuesta a
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dicho médio de cultivo estd protegida de dicho mibrdorge~
ni.emo. por medios de’ proteccmdn permeab]es al medlo de ecul-
$ivo wero impermeables al organlqmo.

42, Un método segin la reivindicacidn 33; en el
que dichos medios de proteceidn son un gel,

58.~ Un método segin la reivindicacibn 42, en el
gue dicho gel es gel de agar.

62.~ Un método segin la reivindicacién 32, en el

-que dicho electrodo de medide y Gicho electrodo de referen

cia se fabrican con el mismo metal.,

' 78, Un método.segdn la reivindicacidén 68, en cl
gue dichos electrodos se fabrican con niquel oro, platino,
plata o acero 1nox1uablc. |

82,~ Un método segin la reivindicacién 32, on el
gue dichos electrodos se fabrican con metales diferentes,

98,- Un método segmin la reivindicacibn 12, en el
gue dicho electrodo de medida eé un eléctra&o metdlico ¥y
dicho electrodo de referencia es uno de los electrodos nor-
males de calomeclancs o el electrodo de mercurio-sulratc me]
curioso, '

108,~ Un método segin la reivindicacidn 12, an
el que dicho medio de cultivo se selecciona entre el grupo
que consta de infusién de cerebro~corazdén, caldo de bripti-
casa y soja, base de caldo con rojo fenol *+ 1% de glucosa,
caldo de tripticuua y soja 4 002, leche, cerveza y glicola
to de sodio. ) A

112,~ Un método seglin la reivindicacidén 12, cn el
aque dicho mieroorganismo es una hacteria, hongo o levadu-
b= '

128~ Un método segin la reivindicacidn 112, en
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el que dicha.bacteria és Un organismo que no prodiuce hidrd-
geno seleéeionado entre el grupo que consta de Starphyloco~

ccus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus,

Iisteria monocytogencs, Pseudomonas geruginosa, Morsxella,

Shirella alkelescens, Diplococcus pnewmoniae, Bacillus sub-

tilus y Hemophilus influenzae.

132,~ Un método segin la reivindicacién 102, en

el que dicha levadura es una especic de Condida, Hansenula,

Pichia, Toruvlopsis o Saccharomyces.
148 ,.~ Un método scgun la reivindicacidén 12, en el
que dicho microorganiemo se cultiva a una temperatura de 15
a 602C, ) -
152,~ Un nétodo sepgin la reivindicacién 12, en el
gue dicho microorganiemo es una mezcla de dos tipos por lo
menos de microorganismos. '
169.~.Un método para detectar la presencia de un
microorganismo cn una muestrs de fluido. V

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, representado en los dibujos que se acompafian y pare
los fines gue ge han especificado, '

Esta Memoria consta de cuarenta y cinco hojas es-

critas a miquina por una sola cara,

Madrid, 24 FEB1977

P.A+ Fernando de EJzabury
Por B -
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