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=1, . 7 FUNDAMENTO DE 1A INVENCION

Gampo de la Invevcxén

_ . La presente invencién se reflere 2 un métooo para
5 detectar microorganismos que pueden encontrarse presentes

‘ en cualquier foco que se desee ensayar para descubrir la

e prgsencia de microorganismos., M4s especialmente, la presen-
te invencibn se refiere a un método para detectar la presen
cia de microorganismos depositando un foco de microorganis~
10 mos en una célula que contiene dos eléctrodos, uno de los.
cuales estd protegido de exposicién a los microorganismos,
N ﬁn medio nutriente, y detectando el cambio de potencial
entre el electrodo de medida expuesio al microorganiemo gue
crece y el electrodo de referencia.

15 '
Descripeidn de la Técnica Anterior

En 1a adtualidad, se conocen diversos métodos pa~-
ra la deteccién de microorganismos que pueden encontrarse
presentes en diversos focos que incluyen medios acuosos ta
20 les como sangre, plasma, medios de fermentecién y seme jan-

tes, Los métodos se dividen, pdr lo general, en dos clases

.

de deteccidn de los cuales el primero es un ensayo de cla-
: - | sificacién para determinar si se encuentra presente o no en
una muestra un nimero grande'de microorganismos. Si se ob- |
25 tiene un ensayo positivo en la primera etapa, se emplea un
segundo nivel de ensayo para determinar el tipo y cantidad
de orgenisme presente., Lo mis corriente es que los métodos
gue establecen tanto la identidad como la cantidad de mi~
croorganismo se basen en una sucesidn de etapas de cultivo,

30 crecimiento y observacidén de los micreoorgenismos. Se obser-
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| van grados de erecimiento en los cultivos gue -provienen de

" | ailuciones miltiples de la misma muestra, Observando el mo-

|y después mediante observacién microscépica.’ nste es el mé-

El microorganismo metaboliza la glucosa radiactiva y desprey
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mento en que las muestras diluidas alcanzan poblaciones ob-
sefvables puede estimarse la concentracién de microorganis-
mos en las muestras pfimitivas.

La estimacién de ﬁoblaciqnes de microorganismos
se efectis lo mds generalmente medisnte una de tres técni-
caé. La primera técnica es una técnica de cultivo en placa
con agar nutriente en el que se deja crecer un microorganis
mo sobre un substrato de una sustancia nutriente con agar -

y se observa visualmente el crecimiento del microorganismo

todo més comin en uso clinicamente. ;

El segundo tipo de técnica incluye varlos métoaos
que pueden ser clasificados como métodos quimicos. Un méto-
do de anéliéis lleva consigo disponer un'microorganisﬁo'env

un wedio de crecimiento con glucosy marcada con carbono~l4.
de 1402, que ee recoge y cuenta. Aun cuando pueden obtener-
se resultados positivos mediante este método en un perzodo

de tiempo relativamente corto, el método viene afectsdo por
diversas complejidades de operacidn,. es costoso y peligroso
desde el punto de vista de la necesidad de manipular mues~

tras radiactivas. Otro método analitico para determinar el

tiro y cantidad de vacterias presentes en unz muesira se ba
sa en la reaccidén quihioluminiscente ent}e luciferaca y lu-
ciferina en presencia de ATP. Se hacen crecer las bacterias
en un cultivo y después las células se someten a lisis para
liberar el ATP presente en ellas. E1 ATP liberzdo reacciona

con la combinacién de luciferasa-luciferina con 1o que se
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C . T‘:l , emlte luz qulmloluminlscenbe que e detectada por un foto-
' . multlplzcador Y usada para uetermnn&r la cantzdad del orga.
vnismo presente, La desventaja prin01pa1 de esta téenica es
el coste de los materiales que intervienen en la reaccién.

5 ITodavia otro método quimico lleva consigo una medlda basada

“iw ¢

ien la conver516n metabflica del idn nitrito en el ién nitra
- o to, 8in embargo, este método es aplicable solamente a algu-
nas bacterias y levaduras, - _
El tercer tipo de técnica usada para la deteccidn
10 |de microorganismos lleva coqsigo métodos.no quimicos, Un mé
. todo implica la evaluacién de suspensiones de microorganismols
|relativamente transparentes mediante contadores de particu-
las modificados. Sin embargo, el método no es especifico y
. |no proporciona una distincién entre microorganismos vivos y
15 ) miertos, ni incluse entre materias en particulas de caridc-
ter no violégico. Un segundo método implica la deteccién e
‘Imicroorganismos aplicando wna corriente alterna a través de
un par de elecirodos que han sido colocados en uri medio que
contiene un microorganismo y observando el cambio de impedan
20 |cia de la corriente en funcién del crecimiento del microorga
nismo. No obstante esta técniea anarentemente no es susceptil
ble de sutomatizacién como cabria eSperar del dispositivo ¥
el método. _ '

Es Edﬁocido un sensor bioquimico descrito por Rohij
» 25 iback y otros,fPaﬁente de Estados Unidos 3.403.081, que se
usa para detectar elementoé traza y venen§s 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, acerc inoxidable

30 jo semejante sobre el que se impregna una colonia de un mi-~
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[to de 1a célula, la corriente generada en el interior de la
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crodféanismo 0 unaﬁeﬁziﬁa;»y_un_}leptrcdo de refefeﬁéia fal'
como el electrodo normal de_calﬁmelahos.ﬂLps cables de cada
electrodo se unen a un voltfmetro., Bl orgeniemo o enzima im
pregnados o en esfrecha proximidad con el electrodo de medi
da genera una corriente dentro de la célula ocasionando reag
ciones qaimieas en la superficie del electrodo o favoreciend
do reacciones quimicas que producen sustancias que a su veg
proporcionan reacciones de despolarizacidn en el electrodo.
El dispositivo actda admitiendo.en el diSpositivo un elemen
to traza o un veneno que desactiva la enzima o0 mata o desac
tiva el microorganismo ocasionando de este modo un cambio en
la diferencia de potencial entre los electrodos que se deteg
ta por un cambio en las lecturas del voltimetro. Considerand
do el hecho de que la enzima o microorganismo favorece o cay
ga una reacei6n quimica considerable en el electrodo de medif

da que se detecta mediante un voltimetro normal en el cireul

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

parte, no requieres la impregnacién de una colonia de tamafio
apreciéble de un micéoorganiSmo sobré_el electrodo de medidal
5ino que opera mds bien detectando un microorganismo en solu
¢idn que se concentra gradualmente en torno al electrodo de
medida. Otra distineidn critica entre el método y el aparato
de la presente invencidn y el método de la referencia es que
el circuito del presente sistema debe cbntener un potenciémg
tro de alta impedancia y no el volﬁimetro convencional usadof.
en el proceso de referencia, debido a que el presente siste-

ma depende de lz medida de una diferencia de potencial senme-
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{jante aljgléctrostético entre el ciectrodo.de medida‘y'él i

|microorganismo en solucién. Si se usara un voltimetro nor-

_Nnju na an6 R : V ‘ 13.027.7

mal en el circuito de la presente invéncidn, demasiada co-
rriente podrfa ser tomada por el voltimetro 1o que podria
destruir la diferenciz de potencial semejante al electros-
tético, relativamente delicado, entre el slectrodo de medi-
da y el microorganismo oconcentrado en torno a la superficie
del electrodo, |

Por consiguiente, continda existiendo la necesi~
dad de un método para determinar répida,'econ6mica'y auto-
méticamente tipos y cantidades de microorganismos diversos

mediante una técnicas conceptualmente sencilla y econémica.

“"BREVE DESCRIPCION DE 1.0S DIBUJOSY

Lo Pigura 1 muest;a una curva de respuesta de po-
tencial (en el eje de ordenadas en 40 nV/DIV) para el creci-
miento de Pseudomonas frente al tiempo (en el eje de absci-
sas 24 mwin/DIV), en 10 ml de medio de caldo de Tripticasa y
so0ja; . . ) _

la Pigura 2 wuestra dos curvas de potenciai fren~
te a tiempo une demuestran la influencia de bacteriéfagos
que impiden el crecimiento sobre cepas bacteriapas de E;gg-
1i. En aiche Figura 2 la flecha indica el moménto en que se
afiade el bacteriéfago; ¢

la Pigura 3 es una realizacién de una forma de la
célula electroanalitica de la presente invencidns

- 1a Figure & e5 otra realizacién de la célula eieg
trbanalitica de la presente invencién en la que la célula
ha sido adaptada para actuar en parte como una jeringa;

- la Figura 5 ec una realizacién del dispositivo ge
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la’ presente 1nvenc16n en el que . 1a cémara del ﬁl<p041t1VO
se equ1pa con medloq para hacer paqar una mpestra de 11qu1
40 que contiene un mieroorganismo al disp051t1vo por la ac-
¢ibn del vacio;

la Figura 6 es una reallzacldn del dispositivo de
la presente invencién que, en parte, eg una aguja adecuada
para la toma de muestras de lfquidos del cuerpo; |

la Figura 7 es un registro en una banda de rapel
de potencial frente al tiempo para e* cultivo de L.coll'

la Figura 8 es un reglstro en una banda de papel
de una serie de cultivos de E,coli en que se’'hizo variar la

'concentracién bacteriana del in6culo inicial en cada mues-

tra;

la Figura 9 muestra una gréfica de comparacidn de
potencial frente a tiempo para un organismo que prbduce hi-
drégeno {E.coli) ¥ un orgenismo que no produce hidrégeno (al
calescente), ' '

la Pigura 10 ¢3 un diagrama de correlacidn de po-
tencial ¥y radjactividad en el electrodo de medida en fun-
¢idn de la concentracidn celular para alcalescentes radlact'
vos en deIOS de caldo de trlptxcasa ¥y soja'

la Figura 11 muestra. dos grdficas de potencial
frente 2 tiempo obtenidas de un sistema de electrodos de

calomelanos-alambre de platino y un sistema de electrodos

o

{ de niquel-nfquel en el mismo medio de cultivo de caldo de

tripticasa y soja de alcalescentes; los electrodos de ni-
guel se¢ sitdan como en la Figura 3;
la Figura 12 muestra varias curvas de potencial

frente a tiempo que indican la influencia de impedimento de

crecimiento del antibidtico ampicilina sobre S.epiderimidig;
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| frente a tiempo que indican la influencia de impedimento

o 1a Figura 13'muestra*éiversas_ourvas de potencial

del crecimiento de cefalotine sobre K.pneuomonize.

Para una mejor comprensién’de las figuras T-12
que consi#tenfen represéntaciones-gréficas, debe tenerse en
cuenta que:

~ Bn las figuras 7, 8, 9 y 11 en el eje de orde-
nadas se representa el potencial de electrodo (voltios fren
te a ENC) y en el eje de abscisas el tiempo de incubacidn
en horas. ’
' - En la figura:lo en el eje de la izquierda se
representa el potencial del Pt frente al ENC (Voltios) y
en el de la derecha la radiactividad del electrodo (unida-

des). En el eje horizontal se representa la concentracién

- Bn las figuras 12 y713 en el eje vertical se
representa el @bﬁenci&l negétivo (40 mV div para la Figura
12 y 500 mV div para la Figura 13; en el hofizontal el tiem
vo (24 min div.). ' ‘

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

- En la Figura 8 los valores dados son células/milit
litro. ' ' '

En la Pigura 9 1@ rama superior de la curva que
se bifurca se refiere.al productor de 32 (E. COLI) & la ra-
ma inferior se refiere al no productor de H, (ALKALSCENCE) .,

En la Pigura 10 --0-- representa el potencial del

Pt frente a ENC y -~ O.. representa la radiactividad de segq
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mentos de electrodo.
En la Flgura 11 --o-- representa Pt-calomelanos

¥y --A-- representa N:n.-ndrx.o poroao-N:L.

- DESCRIPCGION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
El descubrimiento en que se basa el método Yy el

aparato de la presente invencién es gue la presencia de ciey
tos niveles dé poblacién de un microorganismo dado en un me-
dio flufdo confinado en una célula que vontiene un electro- _
do de medida y un electrodo de referencia, genera cambios |
de potencial en el interior de 1a célula debido a una dife-
rencia de carga electrostitica entre un organismo vivo y el
electrodo de medida. El potencial se mide mediante un poten
cibémetro de alta impedanciz gue se. fija mediante cables con
ductores a los electrodoé de 1sa célula.ASe ha encontrado -gue
todof los microorganismos exhiben una carga electrostitica
relativamente negativa en solucidn, frente al electrodo que
se usa como electrodo de medida lo que hace, por consiguien
te, qué todos los microorganismos sean capaces de deteccidn
mediante el método de la presente invencidn. Se creevque los
microorganismos que crecen‘emigfan gradualmente a la super-
ficie‘expuesta dei electrodo de medida que es algo positiva
con respecto a los microorganismos, Con objeto de que exis-
ta una diferencia de potencial entre los electrodos de medi
da y de referencia, e¢s esencial que el electrodo de referen
cia o bien sélo esté en contacto con el medic de cultivo y
no con los microorganismos, o no sea sensible a la carga. de
los microorganismos y que los microorgsnismos se concentren
Por si mismos en torno al electrodo de medida. Por ejemplc

cuando un z2lambre metdlico o semejante se usa como electro-
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| do de referencia, el eleotrodo esté'protégiﬁb.nbrmalménte- I

do pero impermeable a los organiemos. Cuando se usa como

clones carga-carga en el electrodo de medida. El cambio de
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de los microorganismos por una sustancia permezble al fluf-

eléctrodo de referencia un dispositivo tal como el electro-
do de dalomelanos, éste estd protegido normalmente de los
microorganismos por la envoltura de vidrio. La.acumulééién
de microorgenismos en torno sl electrodo de medida altera
ellpotencial del electrodo de medida con respecto al elec-
trodo de referencia y por consiguiente se establece un can _
bio de potencial entre los electrodos debido a las interac-

voltaje generado mediante esta interaccidn electrostitica
es el medio por el gque puede detectarse la presencia de mi-
croorganismos en solucidn.

' La estructura de la célula gue confina los microox
gsnismos en crecimiento Yy a la que estdn unidos los electro-
dos, puede fabricarse a partir de cualesquiera materiales
convenientes usados habituzlmente en la fabricacién de cé-
lulas electroanaliticas tales como vidrio, pléstico y seme
Jantes, Puede usarse cuzlquier material que sea adecunado bg
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. 2 .

" La célula electroanalitica se proporciona con un
nedio de cultivo para el crecimiento de los microorganismos
colocado en el interior de la célula., Puede ser usado cual-
quier medio de cultivo de los que se usan cominmente pars
el cultivo de microorganismos, y,-pbr consiguiente, el tipo
de medio de cultivo ussdo no es critico. Los medios de cul-

tivo adecuados incluyen infusiones de cerebro-ccrazén, cale
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v semejantes, y aleaciones métilicas diversas tales como ace
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do - de’ trlptlcaaa y soaa (CTS), bqse de caldo al rojo fenol
3 1% as plucosa, ‘taldo Ge trlpt10889 y so3a + LOZ, leche,
cerveza , glicolato de sodio ¥ semegantes. La cantidad de m
dio de cultivo dispuesta ‘en el interior de la célula de me-
dida, como es légico, no es critica, |

o Los electrodos de medida y referendia unidos a la
célula pueden fabricarse con el mismo material conductor o
pueden ser de materiales diferentes., Habitualmente, el'elec-
trodo de medida se fabrica con cuzlquier material de electro
dos adecuado, en cualquier forma conveniente, y se une'a la |
célula de modo que una parte del mismo esté en contacto con

cundos a partir de los que puede fabricarse el electrodo de
hedida, incluyen los metales nobles tales como plata, plati-

no, paladio, oro 'y semejantes, wolframio, molibdeno, niquel

ro inoxidabie, niguel-cromo y plata-paladio. Ia forma del
lectrodo no es critica y puede tomar cuélquier configura=-
£ién adecuada tal como alambre, tira, bobina o semejante.
El electrodo de referencia puede fahricarse con
bualquiera de los materiales de electrodos adecuados, usa-

gos para el electrodo de medida, Asi pues, concebiblemente,

rodos para células galvdnicas sumamente inusitada. Normal-

1 electrodo de referencia puede ser del mismo materia; que

1 electrodo de medida, lo cuzl es una configuracidén de elec

hente, los electrodos empleados en células galvénicas se fa-
rican de diferentes materiales com objeto de tener una célu
a que pueda funcionar. El electrode de referencia se une

ambién a la célula por cualguier hcdio conveniente de tal

odo gue una paxue del electrodo (421 como un cxtremo de un
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alambre o tlra) esté en contacto con el medlo liquldo en’ la'
célula. La parte del electrodo ae referencia en contacto
con el medio estd habztualmente.proteglda del contacto con

los microorganicmos del medio. Cuando 1los electrodos de me-

1 dida y de referencia son de metales @iferentes o-de alggcig

! nes, no es necesario proteger el electrodo de referencia ya|

que los microorganismos se acumuiarén preferentemente en
torno el mds positivo de los dos electrodos de la célula.
Por otra parté, cuando 1los electroéos de medida y de refe- .
rencia son del mismoe material, el electrodo de referencia
debe ser protegido., Puede ser usado cualquier medio por el
cual pueda protegcrse el electrddo de referencis de los mi-
croorganismos que crecen, pero que al mismo tiempo permita

el contacto con el medio 1liguido, Asi pues, por ejemplo, la

porcibén expuesta del electrodo puede encajarse en el inte-

rio% de un gel tal como un gel de agar, gelatina, un gel de
dextrdn, geles de carragenina-acrilimida y semejantes. Las
membranas tales como membranas de ultrafiliracién de poro
relativamente grande e incluso membranas de poro grande, Vi
drio poroso, materiales cerdmicos o ﬁeliculas porosas de
pldstico son todas adecualas si son impermeables a los mi~
croorganismos. Si el electrodo-de referencis y el electrodo
de medida se fabrican del mismo material tal como dos elec-

trodos de acero inoxidable, que es uns realizacién preferi-~

‘{da de la invencidn, dos electrodos de platino o semejante,

el cambio ds potencial generado en la célule de electrodos
sensible estd relativamente desprovisto de efcctés de pares
termoeléetricos. Esto es, si los electrodos son los mismos,
no se generari voltaje que sea atribuible a efectos de pa-

res termoeldéctricos. Si los elec»rodoq se fab?lcan de meta-
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. |ganismo gue crece, es necesario conectar ambos electrodos de

'de apreciarse qﬁe el efecto de par termoelédctrico que puede

|porciones de trabajo interiores del electrodo con los microol

jafectado por los microorganismos.

v 1010 ohmios, preferiblemente mayor de 108 chmios. 5i se

N.oja g;u'u;:. 13 .A . . : | . " 110273

les diferentes o aleaciones meféiicas,'enéonces'el.efectd-
de pérjtefmoéléctri¢o puede existir y las lecturas de po-
tenciales obtenidas podrian compensar la porcidén de volta-

je atribuible al efecto de par termoeléetrico. Asi pues,,bug

tener lugar con ciertas combinaciones de electrodos no es -
restrictivo criticamente ¥y cualquiers que opere segin el
presente método sélo necesita tener en cuenta este factor.

_ El electrodo de refarencia égemés de ser del tipo
entes descrito puede ser también un eléctrodo de referencia
normal tal como un electrodo normal de calomelanos o el
electrodo de mercurio-sulfato mercuriosc, el electrodo de
Ag/AgCl o el electrodo de quinhidrona. Si se usa uno de es-
tos tipos normales de elecfrodos de referencia, la poreidn
del electrodo situgda dentro del medio liguido en 1a.célu-
la nf necesita estar protegida de los microorganismos, debi
do a que o bien la construccién de estos electrodos en una
envoltura de vidrio elimina normalmente el contacto.de las

ganismos en solucidn, o bien tienen un potencial que no es

Al objeto de medir el voliaje generado en el inte-

rior de la célula electroanal{tica oue contiene el microor—

la célula a un potencibmetro de aita impedancia, Bl tipo de
potencidmetro usado no es critico, con el ¥nico requisito de
que sea del tipo de alta impedancia. El potencidmetro debe

tener una impedancia de entrada comprendide entre 107 ohmios

usa un potencidmetro de impedancia relativamente baja podria
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. _'1 ' | arrastrarse dema31=da corr;ente a través del dlSpOSltzvo
'.de medld1 alterando de este modo la. 1nteraccldn carga-car-
ga entre el electrodo de medida ¥ log microorganismos. Con
1a destruccidn del potencial electrostétlco en el electro-
5 ' do, no pueden obtenerse lecturas de potenc1alo omo es 16~
gico, pueden afladirse tamblén al dispositivo de instrumen-
tacién otros aparatos accesorios compatibles con el poten-
cibmetro de alta impedancia tales como un amplificador y"
un dispositivo registrador.
10 - ' En la ejecucién de uns medi@é segin el procedi-
miento de la presente invencidn, se introduée una muestra
dehmicroorganiémos en el medio de cultivo situado dentro de
la. célula, En una reslizacién una mestra 1liguida de un mi-
eroorganismo puede ser inyectada en la célula a través de un
-15 o obturador que se cierra por si mismo, que cierra hermética-
mente la célula a lo atmésfera, 0 es introducida en la cé-
lula por la aceidn del vacio. Los microorganismos pueden
ser introducidos también en la célula en forma de una mues-
tra gaseosa, con la condicidn de que los microorganismos segn
20 introducidos en el medio de cultivo de la célula. Una caract

teristica bdsica de la presente técnica es que puede esta-

‘O

blecerse una 1inea de base estable médiante el instrumento
registrador que estd unido al potencibmetro de alta impedan
cia y cdya grafica cambia de potencial en funcidn del tiem--
25- |po antes de que sea alcanzada la concentracién minima detec
tabie (CMD) del microorganismo que creca._En otras palabras, |
la linea de base estable es equivalente a un valor de cero |
para la funcién de dE/dt. El crecimiento del microorganismo
tiéne lugar y una vez ¢l nivel de poblacién alcanza la con-

30 |centracidn minima detectable, normelmente dGesprendida entre
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- el microorganismo puede ser detectado por el voltaje genera

icepto para los microorgan1moq que crecen con mayor 1ent1tud,

| s0s en aue el método de la invencién se use para detectar

rias, una agitacién demazsiado vigorosa puede separar loe mi-
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do. El voltaje que se mide en lecturas de miliveltios, cam-
bia siempre en direccidn negativa. Esto es debido a que la
carga Sobre los microorganiémos es mis negativa oune 1la que
existe sobre el electrodo de medida. Para microorganismos

que crecen con lentitud tales como el baciio de 1la‘ tubercu-|
losis, sin embargo, la concentradidn detectable inferior

puede ser tan baja como 1 x 103 organismos/1 ml, En los ca-

miercorganismos gue crecen con lentitud; la célula pﬁéde sey
agitada sacudiendo, por ejemplo, o0 por cualquier otro medio
adecuado. La agitacidn de 1la solucién que contiene los mi-
croorganismos facilita el crecimientc de los microorganis-
mos en algunos casos ¥ pPor tanto puede reducir el -periodo

de retardo para la deteccidén del microorganismo. Mo obstan-
te, y& que la presente invencidén requiere una acumulacién

neta de organismos en el electrodo de medida con objeto'de

que existan las interacciones eléctricas carga-carga necesad

croorganismos y eliminar el cambio de potencial. El interva-
lo de temperaturs a lo largo del cual 1os microorgahismos
son cultivados y eventualmente detectados, estd comprendide
entre 159 y 608¢C, y preferiblemente entre 32% y 379C, La
presién no es un factor eritico en les medidas dado que el
crecimiento y deteccmdn de- los mlczoorganlsmos pueden ocu-
rrir bajo condiciones de vacic parcizl asf como también a
presiones superiores a la atmosférica. Asi pues, por ejem-

plo, el método de la presente invencién se presta a la deteg




‘-

10

15 .

20

-2 5'

- 30

mo que pueda ser cultivado en el medio nutriente dispuesto

‘tamente necesario para los microorganismos que crezcan o me

-phylococcus epidermidis, Streptococcus, Listeria monocytoge:

IR Y
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clén de mlcroorganlsmos gue crecen ba30 pr3816n, como en.la
fabricacibn de cerveza,
Bl método Qe la presente invencién puede ser usg

do para detectar con éxito cualquier tipo de'microorganis~

en el interior de la célula electroanalitica o afiadido a la

célula en una concentracién adecuada. Asimismo no es absolu

tabolicen con tal que permanezcan vivos. Bsto e¢s debido a
su viabilidad que les proporciona su carga negativa, que
ellos pierden al morir. Asi pues, el método es aplicable

a la deteccidn de levaduras, hongos y bacterias, Ejemplos
especificos de baecterias que pueden ser detectadaé median-
te el método de la presente invencién incluyen las bacte-

rias que no producen hidrégeno, Staphylococcus aureaus, Sta

nes, Pgseudomonas geruginosa, Moraxella, Shigella alkales—

cens, Diplococcus pneumoniae, Bagillus subtilus, y Hemophi-

lus 1nfluenzae. SOn ejemplos adecuados de 1evaduras que pue

den ser detectadas las especies Candida tales como Candida

alblcans y Candida rugosa, especies de Hensenula tales.como

Hansenula anomala, especies e Pichia talies como Pichia memd

branaefaciens, especies de Torulopsis y Saccharomyces cere~-

vigiae., BEjemplos adecuados de hongos incluyen las diversas -
eapecies de Aspergillus tales como Aspergillus auriculeris,

A, barbae, A,bouffardi, A.calvatus, A.concemtricus, A,fal-

vus, A.funigatus, A.giganteus, A.glavcus, A.gliocladium,

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

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

-
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. Gierto nimerc de bacterias forman una clase de

| bacterias que se conocen por su capacidad'para desprender

hidrégeno durente su crecimiento. Estas bacterias incluyen

Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Serratia marces-

cens, Proteus mirabilis, Citrobacter intermedium, Citrobac~|

ter freundii, Salmonella y Klebsiella. Dado que estas bac-

terias emigran hacia el electrodo de medida como 1o hacen
todos los microorganismos, su désprendimiento de hidrégeno
tiende a concentrarse en torno al electrodo”de medida.

| La presencia de hidrdgeno en el electrodo de me-
dida amplia muy sustancialmehte las caracteristicas del -
electrodo de tal modo que se hace similar al bien conocido
electrodo de hidrégeno; Asi pues, en efecto, existe_un $i-

ﬁo de electrodo de medida comﬁletamente diferente para la

medide de organismos que produden hidrégenc .y para organis-—

mos qﬁe no producen hidrégeno, El principio que soporta el
funcionamiento del electrodo de hidrégéno es que existe el
siguiente equilibrio en la superficie del electrodo metéli
¢o, habitualmente platino u oro:

Pt .y

H, & > 2H ¢ 2e

Queda claro de esta expresién-qué existe un equilibrio en-
tre hidrégeno molecular e iones hidrégeno en solucién y son
las variaciones en el eqguilibrio lo que determina el poten~
cial del electrodo, Una vez establecido el equilibrio en la
superficie del electrodo;.el electrodo recibs el nombre de

"no polarizable” o electrodo de referencia, El electrodo no
mal de hidrégeno (referencia) es platino en una solucibn

4cida de pH=0 con una solucién saturada de hidrdgeno mole-
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| eular a una temperatura definida. Se'aefine que el electro-

| bacterias gue producen hidrfgeno tiene un potencizl de apro

-|en direccién negativa con respecto al calomelanos. Ya que

toja 0""‘18‘ : ) ' ‘ . . ll-ozq.‘r

‘do normal de hidrdégeno (ENH) tiene un potencial de 0,00 voll
tios y forme 1a base relativa para la esca}é de potenciales
de todas las otras reaccioﬁes de electrodo as{ como también
establece la base de la serie electromotriz de metales,

En un aspecto més especifico‘de.la medida de bac-
terias que producen hidrégeno, se usa un electrodo de calo-
melanos como electrodo de referencia en cémbinacién con un
-elegtfodo de medida metdlico, El electrodo de calomelanos
'tiene un potencial de 4 0,23 voltios'aproximadamente con reg
pecto al ENH y dado que el medio de cultivo tiens un pH -
aproximadamente neutro ¢ de 7, el electrodo de hidrégeno de
medida tiene un potencial de aproximadamente -0,42 voltios |.
| con respecto al ENH. Asi pues, el electrodo de medida para

ximadamente -0,65 voltios; es decir (-0,42)-(40,23)= -0,65

en realidad nunca se consigue una presidn de una atmésfers
de hidrégeno en el electrodo de medida por efectos de dilu-
cién atmosférica debidos a €0,, nitrégeno y semejantes, se
consigue un potencial de nivelacidn de aproximadamente -
-0,4 a -0,5 voltios frente al calomelancs en las medidas
obtenidas con bacterias que producen hidrégeno.

En la medida de ambos tipos de microorganismos,
que producen hidrfgeno y gue no le producen, se observa ini-
cialmente un tiempo de retardo desde el momento en que la’
célule analitica es inoculada con e; microorganismo y el mo
mento en oue el microorganismo_alcanza niveles de poblacidn
suficientes para ser detectados. Después de ésto, el poten-

e¢ial continfda aumentando en sentido negativo hasta que se
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| obtiene un potencial méximo en que se estabiliza el poten-

Vh e dmrmtr ittt i\ S oo hmabens ses ¢ e wR 13 Rbs e b AR W Soaben e s G kA s M o s e e e

Hoje f‘.."”"'l-g '. | | A —- ,. o '_ 13-0277

cial, Después, a medida que avanza el tiempo, el potencial
retrocede hacie potenciales mds positivos. Para microorga-'
nismos que no producen hidrégeno, el cambio total en lec-
turas de milivoltios estd comprendido entre aproximadamens
te. 200 y 300 milivoltios, En el caso de organismos quehp%g
ducen hidrégeno, los aumentos de potencial negativos'ini&ig
les son atribuib;cs_a ia presencia‘del organismo solamente.f
Después de ello, a medida que los efectos de la acumulacidn
de hidrégeno en el electrodo se hace significativa, el po-
téncial crece de modo acusado hacia potercialeg apreciablg
mente nmds negativos, que son obtenidos para microorganismos
que no producen hidrégeno. EL aumento negativo de potencial
atribuible a la presencia dé hidrégeno en el electrodo de
medida asciende a aproximadamente 500 milivoltioe.’

Las lecturas d¢hotencial obtenidas para cada me—
dida representen la suma del cambio de potencial ocasiona-
do por la presencia del microorganismo en solucibén 'y los
cambios de potencial atribuibles a otros factores de la so~
lucidn y el sistema que causan cambios menores en el poten-
cial, Betos factores son cargcféristicos del medio liquido
particular presente en la célula as{ como también de los
electrodos usados, y deben scr determinados mediante una
lectura de potencial del medio, libre de la presencia de
cantidades deteciables del miceroorganismo particular que
ha de ensayarse, Consiguiendo una medida de este potencial
de fondo, puede determinarse con facilidad, por consiguien-
te,bque cembio Gel potencial total es ocasionado por la pre
sencia de microorzanismos. Una realizacién interesante de

la presente invencién es que progporcions un método para de-
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deses ensayar. Cuando una maestra cue contiene una mezcla

aguel que serd detectado por el sistema. Con este conocimien

de detectar coliformes fecales en una mezcla de microorga-

‘ nismos, la temperatura del medio de culiivo pusde ser ele-

{lumen del liguido aumenté, mayoxr es la dilucidén del microox

|apreciard gue la célula electroanalitica herméticamente ce-

o e e s 3o o 20wt e i At e Ve PSS - A Y e F AT ¢+ A m o s mras v e e e — = & <.

teotar unsd mezcla de mlcroorganlsmos en una muestra que se

de 2 8 més tipoe de especies de mxeroorganlsmOa se cultzva
en el interior de la célula analitica, el mzoroorganlsmo

que alcanza prlmeramenie su limite minimo detectable es

to, es_eviaente, por tanto, que el técnico experimentado

puedg alterar las condiciones de ¢ultivo tales como la tem~
peratura y el tipo de medio de cultivb para favorecer el crg
cimiento de un tipo de micfoorganismo en detrimento de 10s. |
otros microorganismos Y, por tanto, detectar preferentemen-

te un microorganismo sobre otros. Por ejemplo, con objeto

vada para natar preferentemente ios otros microorganismos
pera gue 610 permanezean 1los coliformes, _

i El volumen del medio lfguido dentro-de la célula
electroanalitica no es eritico. Como es idgico, el medio‘li
quido debe estar en contacto idnico con ambos electrodos.
El volumen del medio de cultivo 1fquido puede tener cual-
quier tamafio razonable que el técnico experimentado puede

determinar con facilidad. Naturalmente, a medida que el Vo
ganismo y més baja es la respuesta obtenida que resulta. Se

rrada puede contener un medio de cultivo en ella antes de

la introduccidn del microorganismo o el medio de cultivo y
1z muestra de microorganismo pueden ser introducidos en 1a
célula al mismo tiempo. La cantidad de mioroorganismos in-

troducidos en la célula no es crit1ca ¥y no necesita estar
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nétodo de la presente invencidn con referencia a la Figura

1 que muestra dos registros simultdneos de potencial fren-

3104 células/ml en el inculo inicial, cultivada en un me-

la gréfica no muesira una respuesta significativa. Después,

i
de algo de la poblacidn celular.

Mojo o 21 T y10977

comprendlda dentro ae 1mites flaados.

Puede consegulrae un entendlmlento adlclonal del

te a tiempo, de una muestra de Pseudomonas sexusirnosa de

dio de cultivo de fripticasa ¥y soja a -372C¢ durante un pe-
riodo de varias horas, en 4os células electroanali{ticas se-
paradas. Cada curva muestra la respuesta de potencial del of

ganismo en funcién del tiempo., Para la primera hora o dos,

el organismo comienza a alcanzar concentraciones detecta-

bles minimas como puede ponerse de manifiesto por el incre-
mento gradual de la lectura del potencial en ambas células.~
La curva comienza entonces a retroceder gradualmente des—

puds de aleanzar su valor méximo debido a la muerte eventual

La invencién ha sido descrita hasta agui en tér--
minos de medir directamente la presencia de ﬁiéroorganismos
vivos en una célula electroquimica. Bn otra realizacidén de
la invencién pueden comprobsrse sustancias o agentes que
cambian o destruyen la viabiliﬁad microbiara tales como ex-~
posicidn de los microorgaenismos existentes en la célula a
un'antibidtico, anticuerpos séricos, toxinas quimicas, vi-
rus, por ecjemplo bacteriéfagos, o cualguier oiro 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 concentracibén antes de alcan

zar la C¥D; y-
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 2). afiadiendo el agente antimicrobiano a.la CHD o

A'~§of ¢ncimé de ella., E1 método de 1a présente invencién es

dtii, por tanto, para ensayar la susceptibilidad antimicro-
viana en la investigacidén de la actividad de numevos antibid
tioos, 0 én la supervisién de desarrollos en wn organismo
tales como el desarrollo de resistencia a un antibiético
por el organismo. De suma importancia es gue 1a evidencia
;g-!gggg de interacciones bacteria-antibibtico permite al

clinico predecir la eficacia in vivo de un medicamento en

parficular. Bl presente método es til en el ensayo de la
susceptibilidad microbiana cuando el organismo causante no
responde de modo predecible a antibidticos, como se indica

en la Tabla 1 que figura 2 continuacidén, y también cuando

{ el organismo es suscepbible invariablemente a un medicamen-

to en partiéular, como indiea la Tabla 2 gque figura a con-

tinuacién.,
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MICROOdGANIqNOS CON RESPUEQT& ANTIHICROBIANA QUﬁ NQ PUEDE
|PREDECTIRSE | o | . |
» Organismq A Agente al que el organismo puede ser

. 11oja _t'u‘u'u<23 E . i A' ’ . '. 1].027

"sensible

Staphylococcus. aureus Penicilina G, /meticilina, cefalotina,|

. Klebsiella pneumoniec Cefslotina, tetracielina, kanamicina,

vancowicing, ,
Bscherichia coli Anpicilina, cefalotlna, tetraclcllna,
- , kanenicina,

cloranfenicol,

Psevdomonzs aervginosa Gentamicina, tobramicina, carbenicili

na, polimixina B.

Proteus mirabilis Penicilina (moderadamente resistente)
B ) ampicilina, kanamicina.
Proteus vulgeris - Tetraciclina, kanamicina, cloranfeni-
_ col ,
Enterobacter aerogenes Tetra01cllnas, cloranfenieol, kanami -
c¢ina
Salmonella  Ampieilina, tetracielina, cefalotlnu,
kanamicina.,
Shizella Como arriba (8almonelln)

Listeria monocytogenes Pen10111na G, erltromlclna, cloranfew

nicoli.
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MICROORGANISHOS CON RESPUESTA ANTIMICROBIANA QUE PUEDE FRE-

DECIRSE
'Organi smo " Agente al que el organismo es unif
: . ' . formemente sensible,
Neisseria gonorrhoese Penicilina G, eritromicina.
Diplococcus pneumoniae Todas las penicilinas, cefalotina),
) eritromicina vancomicina, o
Streptococcus pyogenes Los mismos que los Diplococcus.
Clostridium perfringens Todas las penicilinas, cefaloti-
na, tetracicline ’
. Haemophilus influengae Penicilina G, ampicilina, tetra-
. ¢iclina, cloranfenicol.
Haemophilus pertussis Los mismos gque H. influenzac
Brucella Tetraciclina.

Corynebacterium diphteria Eritromicine, penicilina G,

Jferecimiento de una cepa de E,coli en un medio de cultivo,

len el que se afiadieron al microorganismo en crecimiento con-

" jpdicibn, es decir,

H-(»ju adm. 24 E L . 110‘2‘7’7"

C U mABIA 2

Neieseria meningitidis ~ Penicilina G, ampicilina.

La FPigura 2 muestra otro ejemplo de un agente que
jperturba el crecimiento de un microorganismo. Las curvas "AY
y "B? muestran las réspﬁestas de botencia1~tiempo pars el

4

centraciones diferentes de bacteriéfago ﬁx’ es decir 10" fa-

lgos/ml y 10°

fagos/wl respectivamente, una vez alcanzada la
CiiD. El tiempo requerido para que el potencial alcanzara su
miximo después de afiadir el virus estd en razdén inversa con

el logaritmo de la concentracibn de virus en el momento de 1
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Me&iénte'esta técnica el andlisie de la concentracién de

~Los terminales exteriores de los electrodos de medida y de
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virus puede ser consegulda en mepos de una hora.

Los dibujos siguientes representan dlversaq rea-
lizaciones de la célula eleciroanalitica de la presente in
vencién, "

La Pigura 3 muestira unz reaiiza@idﬁide una célu-
la electroanalitica en el que'lé cémara 1 estd hermética-
mente cerradz con un obturador eldetico 2 que cierra her-
méticavente por si mismo, Bl electr&do de medids 3 se une
y asegurz en la cdmara a través de una abertura (que no se
muestra) en la pared de la cdmara. La porcibn 4 del elec-
trodo 3 se extiende a través de la pared de la cdmara de
modo que su superficie estd gxpuesta al medio de cultivo.

5 en 1la cdmara a través de une abertura (que no se mues-
tra) en 1la base de la misma. La'porcién T del electrodo de
referencla situada en el interior de 1z cdmarc estd prote-
glda de cualguier mlcroorgan1smo presente dentro del medio
de cultivo por los medios de proteccién 8. Los medios de
proteccién 8, el electrodo de medida 3 y el electrodo de
referencia 6 pﬁeden prepararse con los materiales antes deg
critos. En el uso del dispositivo antes descrito, una can-
tidad apropiada de una muestra flufda que contiene un mi-

¢roorganismo se inyeeta a la cédmara a través del obturador.

referencia se unen después mediante cables s los terminalesd
apropiados de un potencidmetro de alta impedancia y el me-
dio es comprobado a medida ouc crecen los microorganismos,

- Otra realizacién dc 1la célvlse electroanalitica
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de 1la presente invencién se muestra en la Figura 4. En es-

~|te disporitive, la célula es esencialmente una jeringa de

lsobresale a través de la cdmara y los medios de proteccidn

‘lde los microorganismos 15 en 1la masa del medio.de cultivo

a travéﬂ de una abertura {(que no se mucstra). Ia porcién 18

‘fporcién del electrodo dentro de la cdmara 20 termina en el

“lgue el mismo dispositive pueda ser usado para sacar o expul-

. .- - i« il b e 11 8 B o - - —_—— -
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cénara 11y émbolo 12, La base de la cédmara estd provista
de un conducto hueco adecuado 13 que puede ser una aguja hug

ca, un tubo de caucho o semejante, un extremo 14 del cual

16 en el interior de la cédmara. Bl dispositivo estd equipe-

do con e) electrodo de medida 17 que estd unido a 1la oémara

del elecbrodo estd en contacto con el medio de cultivo, Bl
electrodo de referencia 16 estd unido y fijado a la base de

4
1la cdmera a2 través de una abertura {que no se muesira), La

interior de loe medios de protveceidn 15.

"El dispositivo de la Pigura 4 estd adaptado para

sar directamente flufdos de un cuerpo vive a un médio de cul
tivo y unirse inmedistamente a un potencilmetro para que pue
ia ser comprobade el crecimiento de cualquier microorganismo
Preeente en el fluido del cuerpo.

Todavia otra reallzaclén de la célula de la presen

Fos pueden unirse al dispositivo a través de las paredes de

e invencién se muestrs en la Figura 5. El dispositivo en es
e caco estd adaptado para que un fluido que contiene un mi-
-roorganismo que ha de analizarse pueda ser sacado a 1a4cém§
a 30 é través del conducto de entrada 31 por medio de vacfo
plicado al conducto 32. Ambos conductos se mueétran cono
Bobresalientes a través del obturador de cierre hermético

kldstico 33, sin embargo, puede apreciarse que ambos condug




- U N T

ahih mdaMriiGer At mlm et w rEe 4 e emmamm A rwema e tmmtem s o & s 6 ed mea.

10

15

20

25

30

{1a cémara 30 si se desea. A medida que la muestra de fiufdo|

"‘es.aspirada hacia el dispositivo por la fuerza del vacio,

ivo, Bl electrodo de referencia 37 se une al dispositivo de

Hoje fdom. c:.? ) . - A o 1_10271;

cae ‘sobre el medio de cultlvo 34 ¥y se mezcla en su interiord:

Bl electroao de medida 35 se une aT dlSpOSltivo a través de
una. abertura (oue no se muestra) de modo gue el extremo de
medida del electrodo (36) sobresale hacia el medio de culti

un modo similar en la base de la cdmara de modo que el ex-
tremo 38 dentro de la cémara se proyecta a los medios de prg
tececidn 39 que protegen el extremo del électrodo de los mi-
croorgenismos existentes en el medio de cultivo. El disposi
tivo puede ser usado del mismo modo gque el dl%pOSlthO que
actla por la fuerza del vacf{o en vez de mediante inyeccién
a travées del obturador de cierre hermético,

Todavia en otra realizacidn del dispositivo de 1a
presente in&encién, como muestra la Pigura 6, las partesven
funcionamiento se encuentran presentes dentro de una aguja.
Asi pues, el dispositivo ge fabrica con un conducto 40 que
puede ser una sgujs hueca, el interioi de la cual estd dis
puesto concéntricamente con medios eléctricamente aislantes
41, El cable 42 estd unido a la supefficie exterior de la
aguja pare que actie como electrodo de medida. Bl alambre
43 estd dispuesto dentro del nicleo interior mueco 44 de log
nedios aislantes y unido a 1la base del micleo aislante 45
por medios -de protéqcién 46, E1>aparato de aguja se une deg
pués a una cémara herméticamente cerrada; en que se ha hechd
vacio (que no se muestra) que puede contener un medio de cul
tivo. Cuando s¢ usa, 1a aguja se ihyecta en un sdjeto ¥ los

fluidos que contlenen el microorganismo que se desea medir

son sacados. Los cables unidos a la aguaa pueden ser unidos

N e s
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»llos mlcroorgdnlsmos existentes en el flufdo.
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Br otra realizacién del dispositivo de la presen—
te invencién (que no se muestra), el dispositivo de la Figu
ra 3 pdede cerrarse‘herméticamente o'empaQuetarse bajo vacie
pera pr0porcionar.vacio dentro del disPositivo. La-base de
la cémara del dispositivo estd provista de una aguja hueca
herméticamente cerrada cuyos extremos unidos se proyectan a
travég de la base,y'de los medios de proteccidn hacia el me
dio de cultivo, 81 dispositivo pﬁede.éer usado para sacar
un flufdo que contiene un microorganismo a la cémara, sen-
¢illamente inyectando el extremo libre de la aguja en el
cuerpo de un animal, por ejemp;o, con lo gque la accidn de
la inyeccidén y/o la presidén del lfquido rbmpe el cierre exig
tente en el interior de la aguja y el lfguido sale hacia el
dispositivo por la accidn del vacio. _

La presente invencién posee una extensa variedad
de campos de aplicacibn, ya querla’preseﬁte invencién es
aplicable siempre y cuanéo se desee detectar la presencia

de microorganismoe en upna muestra. isi pues, la presente in

rias en un medio fluido biolbgico o no biolbgico. EL método
de la invencidn puede ser usado como una técnica de selec-

cién de antibibticos para determinar la eficacia de un anti
bidtico. Por.ejemplo, un microorganismo puede ser cultivado
en-una‘éélula y afiadiree a la mismz un antibvidtico. E1 me-

dio puede ser observado después para detectar 12 influencia
del antzblétlco sobre las lecturas del potenclal obtenidas,
Las ap1103010nes tioldgicas incluyen la deteccidn de mioroon

panismos en liquidos del cuerpo tales como orina, sangre,

vencidn puede ser usada para detectar la presencia de bacted
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“11@&1603 cerebro‘eSpinales esputos, lzquado amniétlco, 1£~
La presente téenica es aplzeable tembién a cultivos de teji
les y biopsias de tejidos. ILa presente téonica encuentra

|mos en medios que producen alcohol tales como los proceden-

|tros de agua rurales, nunicipales y regionales, depdcitos

O P S PO U SN
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quldo sinovial, plasma y dializados de un r:ndn artmflclal.
dos de la garganta, cultivos de tejidos vaginales y cervica
una aplicacibn adicional para la deteccién de microorganis-

tes de madera, granos, melazas, liquidos‘sulfiticos‘y resi—~
duales; 1fquidos procedentes de-la produccidén de vinos y

cerv;zas-y de la prbduccién de glicerina; Todavia otro cam-
po de aplicacidén es én la fermentacién de 4cidos orgdnicos
tales'coho deido ldetico, 4eido cftrico, deido fumdrico y

4cido acético. Todavia otro campo general de apllca016n es
en la industria de tratamiento de a;1mentos, en particular
en el envasado ¥y produccidén de bebidas y alimentos enlata-

dos. Todavia otros campos de aplicacidn incluyen suminis-

de alojamiento de agua y depdsitos sépticos.

. Habiendo descrito la invencidén en 11neés.genera-
les, pucde obtenerse un conocimiento adicional mediaﬁte re~
ferencia & ciertos ejemplos especificos que se proporcionan
en esta liemoria con propésitos de ilustracibén solamente y
que no est An destinados a ser limitativos, a menos que se
especlflque Ge otro modo,

EJENPLO 1

Para el procedimiento experimental especifico desd
¢rite a continuacidn se obtuvieron‘ias Siguientes bacterias |
gue producen hidrdgeno, de la Coleccidn Americana de Culti-
vos Tipo (Rockville, Naryland) US.A.

E.,coli (12014), B.aerogenes (1 woas) S.marcescens
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,transflrld mensualmente. -

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

{cleron cuentas de viables asimismo sobre cada organismo en

oju miw- 30 T e

(13880) C.lntermedlum.(6750), ¢.fréundii (8090) y P.nlra- |
« bllls (12453)

Los cultivos fueron mantenidos a 590 sobre tubos

incélinados de agar con tripticasa y soja (ATS, BBL) y se

Prenpr3016n del 1noculum, cuentaﬁ de viables, v

medios. ]
. Se prepararon inéculos para las medidas de hidré-

geno hzciendo dilucidnes 10 veces mayores de un cultivo en

peptona al 0 ,05% estéril y aifladiendo 3 ml de diluciones aprg¢
piadas a 27 mul de base de caldo al roao fenol con 1,0% de
glucosa (Difco) previamente calentado a 3590. En un mémero
de epéayos linitado fueron ensayados miembros del grupo co-
liforme en caldo de lauril triptosa (Difco). Se hicieron
cuentas de viazbles esparciendo diluciones apropiaaas de la
serie de diluciones 10 veces mayores sobré AST y conbando

las colonias después de 35 h de incubacién a 35¢2C. Se hi-

el momento del desprendimiento de hidrégeno y al cabo de 24
horas de incubacién. ' |
Hedidas de hidrégeno

El aparato experimental para-medir Ql'desprendi-
miento 4e hidrdégeno por los organismos de ensayo"estabaAconT
tituide por un tubo de ensayo (25 por 9Q'mm) que contenia
dos electrodos més caldo y organismos y estaba colocado en

un bafio de agua a 359C. Los cables de los electrodos fueron

conectados a un amplificador compensador de corriente conti

nua (tipo 122, Neff, Inc,, Duarte, Galifornia) que a su vez

estaba conectado & un registrador 4e banda (modelo 194, Ho-
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' hqywell Industrial Div., Fort Washington, Pa), El ampiifi4_
. cador compensador de corriente continua servia para igualar

'11a alta impedencia del sistema de ensayo de electrodos con

~|do de platino configurando una tira de platino para que se

|adeptara a la circunferencia del tubo de ensayo; una sec—

|durante 30 minutos a dos iémparas ultravioleta (1518, Gene-

. Hoja nl’:m.. 31 S - ' ‘ . 1102.7:?.

ei"registrador de bahda. El desprendimiento de hidrégeno fﬁ&
medido por un aumento de voltaje en la direccién catédica
(negativa) y se registré en el registrador de banda.

. Los electrodos empleados en el aparato eran un

eléctrbde normal de calomelanos (SCE-Beckman Instruments

Inc., Fullerton; California) como electrodo de referencia

adherido a un obturador de pldstico, y se formé un electro-

cidn del platino fue colocada en el exterior de un tubo de
ensayo para que e uniera al cable del amplifiéa&or.ﬁDuran-
ﬁe,e;vfuncionamiento el electrodo de platino y el tubo-de
ensayo fueron esterilizados por vapor mediante las técnicas.
de autoclave convencionales. El electrodo de referencia (ENC

hinido al obturador de pléstico, se esterilizé por -exposicidn

ral Ble¢tric Heights, Ohio) alojadas en una caja de plésti-
Fd transparente., Un nimero de ensayos éfectuados demostrd qu
esta técnica era eficaz para esterilizar los electrodos de
referencia. '
‘ El registro de banda de la curva de respuesta en

milivoltios para 1,9 x 100 células de E.coli por mililitro

vpe muestra en la Figura 8, Caracteristicamente, para organis|

hos que producen hidrégeno, el registro muestra un periodo
e retardo durante el cual el microorganismo estéd creciendo
ero se encuentra presente en pobhlaciones insuficientes pa-

}a proporcionar una respuesta. Una vez la poblacién del mi-

et v fae 8 Pth oo @b il A A SAed ok Mk e s enl e
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crooorganlsmo ha alcanzado un nlvel suflclente, se aprecxa

una - reqpueqta gue es atrlbulble al microorganlsmo. A medida

que la cantidad de hidrdégeno desprendido se hace suficiente
las caracteristicas de respuesta del electrodo cambian rép;
damente como puede apreciarse por el aumento sibito de §0~

tencial, Bl periodo de caide una vez alcanzado el potencial

méxiwo (400 & 500 milivoltios) ocurri en un periodo de 3 a

4 horas. . .

Lés relaciones entre el tamafio de inbculo y la
duracién del periodo de retardo para dlversos indculos deA‘
E.coli se¢ indica en la Figura 8. Se obtuvieron periodos de
tiempo de refardo comprendidos entre 1 hora para 106 célu~
las/ml y 7 horas para 100 célulés/ml, 1o que indied (1) que
cada aumento de células de 10 veces reducia el tiempo de re
traco en 60 a 70 minutos y (2) que la concentracién celular
media en el momento de una rédpida acumulacidn de hidrdégeno
era.de 1 x 10° 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 efectuados
con células sin lavar. Ademds, no se apreciaron diferencias

en las curvas de respuesta o en los tiempos de retardo en-

| tre coliformes, E.coli, E.aerogenes, v C.initcrmedium, cuan-

do se ensayaron en caldo de lauril triptosa o caldo de rojo
fenol suplementado con glucosa. Los andlisis por'cromatogra

fia gaseosa de gas separado de la cabeza mostraron que para

11los cultivos usados en este estudlo, el nivel de H2 para

cultivos de 24 horas estaba comprendido entre 4 y 10% en vo
lumen. La dnica excepcién fue el S.marcescens en el gque se

estimé el Hp como indicios (£ 1%). Bstudios limite indica~-

X
ron que el pH no habla cambiade marcadsmente antes o duran

W N W wtew e e ehr i cuse aB e e -—n —-—— s s AB AR e s
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te el tiempo en que ce detecté H

‘Ejenplo 2
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La Figura 10 muestra una comparacién de las ca-

racter{sticas de potencial de uns bacteria que produce hi

. drégené (Bocoli) y una bacteria que no produce hidrégeno

(Alkalescens). Cada bacteria se cultivé en un medio de cul
tivo Qe lauril—triptosa—glucosa'inqcniando cada medio con
1 ml de una muestra que éontenia 100 células/ml, Las carac
teristicas de respuesta fueron medides mediante un par de
electrodos d¢ platino-calomelanos, lLos registros muestran
las caracteristicas de respuesta mucho mayores en el siste-
ma que contenia las bacterias que producen hidrégeno en com
paracién con las caracteristicas de reépuesta de las bacte~
rias gue 1o producen hidrégeno. Nétese que se observa el
mismo tiempo de retardo cuando el inéeulo inicial ¥ las ve~
locidades de crecimiento eran iguales, |
Bjemplo 3 , | ) . |

Los datos de la Figura 10 proporcionan una corre-~
lacidn gue muestra que el cembio de potencial de un medio

de cultivo de un organismo zlecalescente en funcién de la

|concentracidn celular. Una muestra de 1 ml de un alealesw

|ecente radizetivo (tamafio del inéeulo inicial 100 células/

ml) se cultivé en 10 ml de un medio de cultivo de Triptica-
sa y soja a 372C, Cada vez se hizo una lectura del poten-
cial, se tomd una muestra del electrodo y se mididé la ra-
diactividad, ias gréficas indican claramente incrementos co
rrespondientes de potencial y radiactividad en funcidén de 1
concentracidn celular, Los datos indican con claridad que
las células se concentran de modo creéciente en torno a la

supgrfiéie del electrodo y que la respuesta de potencial es

-~
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oca51onada por esta acumu1a016n ae . células en torno al clec )

' ‘trodo .

Ejemplo 4 -
Una muestra de 1 ml de alcalescente fue cultiva-

o da-en 10 ml1 de medio de caldo de Tripticesa y soja durante

7 horas, Bl crecimiento de las bacterias fue comprobado al
m1smo tiempo por dos sistemas de electrodos diferentes, es
decir, un sistema de alambre de platlno-calcmelanos ¥y un
sistema de niquel;niquel en el que se protegié un electrodo
de niquel de los organismos mediante un vidrio poroso. Como
puede deducirse.haciendo referencia a la Figura 11, ambas

leurvas obtenidas son esencialmente las mismas excepto que

el sistema de electrodos de nfguel-niguel no parece ser tan
sensible como el sistema de platino-calomelancs.

Ejemplo 5

i Una wuestra de 1 ml de Pseudomonas zeruginosa se

cultivé en caldo dé tripticasa y soja en una célula descri-

ta en la Figura 3, en la que tanto el electrodo de medida
como el electrodo de referencia eran dé.acero inoxidable de]
tipo 3 6 4. El material de proteccidn en este ejémplb era
agar peptonado com 10 mg/ml de NaCl. Cuando lz poblacidn ce
lular alcanzd 9 x 104 células/ml, se detectd el cambio de
potencial mostirado en la Figura 1.
Ejemplo 6

Se éiguié el mismo procedimiento descrito en el
Ejemplo 5 con la excepcién de que el organismo cultivado -
era B doli en un medio de csldo dé tripticasa y soja. Se
observé una lectura de potencial a un nivel de poblaclén
de 1,2 x 10° céiulas/ml.-

Egemnlo 7
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5 Y- 6 con la excenclén de que el medio. de. cultivo era un

|Ejemplo 9

12,3 x 103 células/ml.

|{5~9 excepto que el organlsmo era Candida tropicznas y el me-

"f’j‘-‘ nis. 3'5 . A " . " ) A‘ B '116'27?'

Seé siguid el mismo proced1mlento de los’ ﬁaemplos
medio de gllcolaho de sodio y el organlqmo era Shlgella al-

de poblacién de 8,6 x 10 célulag/ml.

Ejemplo 8§ _

Se siguif el miswo procedimiento de los'Ejémplos
5-7 con la.excepcidn de que elAmeaio de crecimiento era gli

colato de sodio 4 0,5 ml de sangre humana y el organismo

era Hemophilus influenzae, Se oBsérvé una lectura de poten~
cial a un nivel de poblacién de 2,4 x 105 células/ml.

Se siguié el mismo procedimiento de los Ejemplos

5 8 con la excepcién de que ¢l organicmo era Bacillus subti

lus en un caldo nth1t1vo al 1% con 0,5% de NaCl a 30°C, Se

observé una lectura de potenc1al a un nivel de poblacién de

dwemplo 10

Se siguid el mismo procedlmlento de los Ejemplos

dio de eultivo era caldo nutriente al 10% con 30% de dextro-
sa, a 3020, La deteccidn tuve lugar a 3,1 x 105 células/ml.
Eiemplo 11 ‘ ,

Se usé la célula de la Figura 4 pafé cultivar el

hongo Asperpillius niger en caldo de tripticasa y soja a 25%¢C

Se observd una lectura de potencial a un nivel de poblacidn
he 104 células/ml,
éiemplo 12

Se lavé un cultlvo de Pseudomonas aeruginesa en s9

lu016n amort1guadora no nutritiva (Solu016n amortlguadora de
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,-fosfato,d SAF) y sé‘dejé'éin'alihentar a'lSQCldurahié'48'ho-

lcon electrodos de acero inoxidable, pero- el caldo matriti- .
célu-| -

"ppl, pero la leche “ecruda" desarrolld la sefial en 2, 5 horas

- Pnsayos de susceptibilidad microbiana

H‘oja,m‘lm.36 S ’ . ' ‘ ' 110.277-

ras. Las células manteﬂidasxen este éstadd_no se dividen ni
métabilizgn rero estén téenicamente vivas. For‘consiguiente
ellas tienen todaﬁia una Carga negativé. Iistas gélulas fue-
ron afiadidas después 2 una céluls, descrits en la Pigura 4,
vo fue reemplazado con SAF. A una poblacién de 2 x 10°
las viables/ml se observé sefial.

Eiempnlo 13

" Dos muestras de leche de vacuno se afiadieron a cé-

lulas'del $ipo descrito en la Figura 3. Una muestfa estaba

asterizada y la otra era leche "eruda", Lz leche servia tzn
o como. medio de cultivo y como indculo en ambos casos. Los.
lectrodos eran de acero inoxidable y la membréna erp de aga
alino. El experimento se efectud a una temperatura de 37°C

5

bada musstra produjo una sefial & aproximadamente 107. células,

r la leche pasterizada alcenzé 105 células y ¢ié una sefial
B 4,5 horas, |

Ejemplo 14

Reactivog v medios

Lotes idénticos de medios y agentes antimicrobia-

108 fueron usados en los ensayos de susceptibilidad efectua -
os. Los medios usados fueron egar de tripticesa y scja (ATS]
CTS de BBL (Baltimore Biological Laboratories, Cockeysvi-
le, Maryland). Los 12 agentes antimicrobianos usados en los
xperihentos, gue fueron escogidos'sobre la base de ;u utili-
ad clfnica, eran tipos Ge referencia de laboratorio que in-

¢lufan los antibibticos siguientes: penicilina G potdsica,

v

Y




10

15

20

25

30

-|cefalotina sédica, tobramicina, .clorhidrato de vancomicina

‘Ipenicilina y por tanto su modo de accidn lleva consigo intex

{coe aminoglicosidicos kanamicina, estreptomicina y gentami-

P ROV X S
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y sulfato de éstreptomibina,fobﬁénidos de'Eli'Lilly‘y Coa;.
tetraciclina y carbgnicilina, oﬁtenidaé de Pfizer Laborato-
ries; ampicilina y nafcilina sédica de Wyeth Laboratories;
kanamicina y meticilina de Bristol'Laboratqrics y gentami-
cina .de Schering. | A - '

La accién de un mbdiéaménto antibacteriano.contra
una bacteria susceptible es o bien bacteriostdtica 0 bacterd
cida, Un agente bacteriostdtico simplemente inhibe el creci-
miento bacteriano, un efecto que es reversible al retirar el
agente antimicrobiano, Log agentes bactericidas producen un
efecto de muerte irreversible sobre el organismo susceptibld
21l medicamento. De los 12 antibidéticos, todos son bacterici-
das con la excepcidén de la tetraciclina que es bacteriostéd-
tica, Ia Penicilina G, ampiciliné, nafcilina, meticilina, y

¢arbenicilina, pertenecen en su totalidad a la familia de 1a

ferencia con la sintesis:de las paredes celulares de las bag
terias. Bsto es también cierto de la cefalotina, una cefa-

losporina, y la vancomicina, un glicopéptido. Los antibiétg

cina ocasionan informeciones equivocadas especificas del cf
digo génético.al nivel de los ribosomas, interfiriende porx
ello con la sintesis de proteinz de la bacteria.'Esto'resu;
ta asimismo del uso de la tetraciclina, que evita especifi-
camente la unidn de RNA de transferencia activado por amino
dcidos a'los ribosomas. |

Cultivos | ‘
' ‘Los cultiv&s siguientes se obtuvieron de Hoffmann-

lakoche, Inc. ¥y procedian de la Coleccién Americana de culti
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‘vos Tipo (ATCG) los organismos indicados: Eschér;chiaicoli_
"Cepa Seattle" ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae, ATCC

"27736; Pseudomonas aeruginosa, ATCC G721, Hstas baoterias'

Hoja nam. 38 o e

son bacterias gram negativas. las siguientes bacterias son

gram positivas: Staphylococcus aureus, “Cepa Seattle" ATCC

25923; Stephylococous epiderdimis ATCC 14990;, y Steptoco-

sibilidad procedentes del Hospital de la Universidad de Vir

nos (Staphylococcus epidermidis) fueron escogidos debido a.

meg/ml que se congeldé después en porciones alfcuotas peque~

ccus pyogenes, ATCC 1038§. Ademés, se obtuvieron muestras

clinicas de estos mismos seis organismos de aislados de sen

ginia, Departamento de Patologfa Clfnica, Seccién de Bacte-

riologia. Estos organismos tanto patégenos como no patége-

que son-algunos de los organismos que se encuentran mds fre
cuentemente en aislados de clinicas,

Prevaracidn del Inocuvlum y Cuentas de viables

Se prepararon los inéculos haciendo una dilucién
100 veces mayor x 2 de un cultivo durante la noche en caldo
de 4ripticasa y soja del organismb a ensayar en caldo de

tripticasa y soja estéril previamenté caleﬁtsdo a 359é. Asi
pues, la dilucién total de la solucién de reserva de la no-
che era 1074, De la serie de 1077
bo de ensayo (Falcon, desechable nt 2057)‘que contenia 2,7

se pasaron 0,3 ml a wn tu

Kl de CTS si era el control de crecimiento o 2,6 ml de CTS
mds 0,1 ml de una concentracidén particular de un antibibti-
co, apropiada para ser ensayada, El antibiético se pesé en
una balanza analftica, conforme.al tipo de actividad de Ca~-
da agente, y se diluyé con agua destilada estéril en un ma-

traz aforado para conseguir una solucidn de reserva de 1000

fias. Se obtuvieron también otras diluciones, segiin fue nece

- —— - i oo s m—n e e s covrmars o
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ra comprobar la inhibicién de erecimiento debida @ la adi-

l@ram-positiva que no produce hidrégeno Staphylococcus epi-

toja nim. 39 0 moem

qar:o, para ensayar 1a susceptlbzlldad medxante la ad1c16n

Las cuentas de v:ables fueron hechas medisnte diluciones
apropladas en placa partiendo de la serie de 10 -4 en ATS

y contando colonias después de 24 horas de incubacibn a 352¢.

 Cuentas de viables fueron hechas también sobre cada microors

gan1smo en el momento de la CMD y otra vez al cabo del perig
do de ensayo de 24 horas para conflrmar la concentrsclén ni
nima 1nh1b1tor1a (cu1).

El aparato experimental usa&o'enAeste estudio pa-

cién de antibidticos consistia en tubos de ensayo, inciuycg
do hasta 8 de tamafioc 17 x 100 mmm, cada uno de los cuales
contenfa un electrodo en combinacidén de Pt;ENC esteriliza-
do (por ehulllclén) (Sargent-Welch, 3-30101-15), mds CTS,
microorganismos y antibibtico cuando cra apropiado, situado
en un blogue de calentamiento a 352¢. los caﬁles de los eled
trodos fueron conectados a un potencibmetro de alta 1mpeaan—
cia (mayor de lO8 ohmios), 0 un dispositivo distante de mea1
da del voltaje, que & su vez se conectd a un reg1strador de
banda (Hevilett Packard, tipo SSOM). Se midid el crécimiento'
microbiano mediante el aumento de voltaje en direccidn hega
tiva con el tiempo, registrado sobre el reglstrador de ben-
da.

- la Pigura 12 es un registro de benda de la curva
de respuesta antimicrobiana de un experimento de cuatro ca-

nales  ¢constituido por una muestra clinica de la bacteria

dermidis tratada con 0,012, 0,5 y 1,0 meg/ml del antibibtie-

co awpicilina, como se indica en las curvas B, C y D respec
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tbda con amplclllna. Ia Figura 13 es un reg1stro de banda 4

1la bacteria patdégena Gram~ﬂegnt1va gue produce hzarégeno

lrganismos, determinada mediante el método de la presente in-

!!nju adm. 40 ) . - A ’ » - }19275?

tivamente., La curva A muéstra la curva de reSpuésta’de una

muestra de control de S,epidermidis que no hablfa sido tra-

la curva de reSpuesta antimicrobiana de un experlmento de

seis canalea constltuido por una mestra de cultivo ATCC de

Klebsiella pneumoniae tratada con 0,3, 0,4, 0,5 y 1,0y 2,0

mcg/ml de cefalotina como muestran las curvas B, C7, D’ ’
E’ y ®’, respectivamente, La curva A’ muestra la curva de

reepuesta de vna muestra de control de K.pneumoniae que no

habia Sido tratada con cefalotina. Ambas figuras nuestran

gue el crecimiento de las bacterias respectivas es inhibido
de modo ¢reciente mediante el antibiético particular usado,
La concentracién minima inhibitoria (CMI) se define como la
cantidad de agentg antimicrobianc que inhibe totalmente el
crecimientoAdel microorganismo que se estd ensayando. Las

Tablas 3 y 4 gue figuran a continuacidn muestran los valores|

de la CMI de diversos antibiéticos para un nidmero de microorx

vencidn:
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Antibidtico: Concentracidn en meg/ml.

Organismo | Amp Carb Cef, | Tetra | XKana [Genta | Estrep|Tobrp
E.coli .

{am00) 4,0 14,0 8,0 |1,0 3,0 10,5 9,0 -
E.coli _ -

(clinico) | 6,0 {5,0 19,0 | 4,0 4,0 11,0 9,0 -
Ko pnevino= | - ,

nize (AT¢C) 32z pi28 | 1,0 [5,0-6,0} 3,0 }0,5. |5,0-6,0]~
K.pnbumo-
. piase {(elf '

ni.co) - p1eg-}t - 15,0-6,C§ 4,0 (0,5 6,0 -

/ :

P.aeix'u-gi“ )

mosa (ATCUPIRE | 64 [>360 64 32-642,0 - 4,0
P, aerugi-

mosa- {cli

nico) >128 | 64 [»360 64 64 4,0 - 8,0
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TABLA 4 L

VAIORES DE LA CMI DETERMINADOS ELECTROANALITXCAMENTE/BAGTERIAS 3

GRAM-FOSITIVAS S ' s

Antibidtico: concentracién en meg/ml; E

1 i

Organis- Pen G JAmp haf et Cef .Tetra |(Vanco }Kana Estraﬁ

mo ’ :

Je.aureus ' ﬁ i 1

(arcc) 0,05 0,12-0,4 0,5 | 0,7 {0,15-0,3 2,0 | 1,0 {0,2 | 8,0 :

N ' ’ H

S.aureua . i

{{cldnico) §0,05 0,12 0,5 0,7 |0,8-1,6}2,0 | 2,0-.{0,5-] 8,0 ~
. 1,0

S.epider ?

imidis ' g

(ATGC) 0’08-0’1 1’0 095- 075— Oll ' 1,0" 1’5 ’ 0,4 470 {}

) 1,0} 1,0 2,0 'g

S.epider- E

midis o j ;

(Clinico) 0,1 0’8" 0’5- 0’5” 0’5"’ 2,0 2,0“' 0,6 470"‘3

{ 1,0 1,0 ! 1,0 1,0 3,0 | - 6,0 g

;g ;

IS, pyogenes }

.(ATCC) - - - - - - 0’1‘_ O.l .‘l

0,5 ig

' N

1S epyogenes ﬁ

(Clinico) |- - - - | - - | 0,5 0,1 a'

aﬁ

¥

i

.
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,vencién seréd evidente para una persona de habilidad normal

" |én la técnica que pueden efectuarse muchos cambios y modi-

Hoju n\‘nn.aa . ‘ - . h o R . 1602:2-
Habiendd déscrito ahora totalmente ésta in-

ficaciones en la misma sin apartarse del espiritu o exten-

sidén de la invencién como se ha indicado en esta Memorisa.
-~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencién propia y nueva, gque
se presentan para que sean objeto de la presente solicitud
de Patente de Iﬁvencién en Espaﬁa, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaéionés-siguientes: |

’ 12.- Un aparato para la deteccibn electro-
gquinica de microorganismos vivos en un medio fluido, que
comprende una c&mara con una abertura que contiene un me-
dio de cultivo adecuado para el cultivo de microorganismos,
medios para cerrar herméticamente dicha abertgra de dicha
chmera cuyos medios se cierran herméticamente por si mismos
después de haber sido pinchados por medios para hacer pasar
a dicha clmara una muestra que contiené un microorganismo,_
medios de electrodo de medida unidos fijemente al exterior
de dicharcémara, uno de cuyos extremos‘pehetra a través de
dicha chmara en el interior de la misma Yy esté en contacto

con dicho medio de cultivo, en torno al cual se acumulan di-

£
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" ldo, medios de eléctrodo de referencia unidos fijamente al

Iproteccibén permeables al medio de cultivo, que evitan el

: | ' :
en el que dicho electrodo de medida y dicho electrodo de

H'ojé n{m’n.m‘_ . " e : , lﬁ_Qg"Z_

chos mlcroorganlsmos ¢on lo que se establece una interacﬂ

cibn carga carga en dlChO electrodo, respondlendo dlcho eleg

trodo a dicha interaccibn carga-carga establecida en el eled

exterior de dicha cémara, cuyos extremos sobresale en el in

terior de dicha clmara y que esti cubierto con medios de

contacto de dicho electrodo de referemcia con dichos nicroo;
ganismos, para establecer el potencial de dicha célula en
cooperacibn con dicho electrodo de medida, y un potencié-
metro Que tiene una impedancia de entrada de 107 a 10%°
ohmios, que est4 unido de modo conductor a dichos electro-
dos de medida y de referencia, .

22,- Un aparato segln la reivindicacibn la,

referencia se fabrican con el mismo metal.

'32,.- Un aparato seglin la reivindicacibn 13,
en el que dichos electrodos se fabrican con acero'inoxidaf
ble. | .

4a.- Un aparato-segﬁn.la reivindicacibn ls;
en el_que dichos medios de proteccidn son un gel.A

_ . 52.- Un aparato seglin la reivindicacibn 4a,
en el que dicho gel es gel de agar. _

68,~- Un aparato segﬁn la reivindicacibn lé,
en el{ que estén unidos y fijados a dicha célula Qedios de
entrada para introducir una muéstra de 1liquido de un nicroo:
ganismo en dicha célula, y medios para ejercer vacio en di~
cha célula herm&ticamente cerrada. ' . ' _

| ' 72.- Un aparato segin la reivindicacién o2,

en el que dichos medios de entrada y dichos medios de vacio

tro
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.estén unidos k4 flaados a d;cha cémara.

82,- Un aparato segﬁn la remvindicaci6n 68,
én el gue dichos medios de entrada y dichos medios de vacfo

estén unidos y fijados a dichos medlos de cierre hermético.

'98.~ UN APARATO PARA LA DETECCION ELECTRO- .

QUIHICA DE FICRDORGANISMO° VIVOS EN UN MEDIO FLUIDO,

‘ Tal y como se ha descrito en la Memoria
gue antecede, representado en los dibujos que se acompafian
y para los fines que se hanAespecificadé;

Esta Memoria consta de cuarenta j cinco ho-
jas escritas a mﬁqulna por una sola cara. '

‘ Madrid, . P
. .P.E‘I‘.FEBJQ” |

A!bei‘t§ do Rizaburs
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