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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparaciéon de muestras
para un medio sospechoso de contener contaminantes,
comprendiendo el procedimiento a) pasar un volumen
conocido de dicho medio a través de un filtro desde
un lado influente a un lado efluente, concentrando, de
este modo, los contaminantes en el lado influente del
filtro, b) poner en contacto el lado influente del fil-
tro con un vehiculo liquido que contiene al menos un
sustrato que mediante la interaccidon con los contami-
nantes produce en cada caso un resto detectable y c)
permitir interactuar al sustrato con los contaminantes
en el lado influente del filtro durante un periodo que
sea suficiente para permitir detectar en el vehiculo li-
quido el resto detectable.

2. El procedimiento segtn la reivindicacién 1, en
el que, antes de la etapa a, el medio se pasa a través
de un filtro previo que no retiene los contaminantes,
pero retiene particulas mds gruesas.

3. El procedimiento segtin la reivindicacién 1 6
2, seleccionandose los contaminantes del grupo que
consiste en bacterias; hongos tales como hongos fi-
lamentosos y levaduras, algas, protozoos, esporas de
bacterias, esporas de hongos y polen, y fragmentos de
los mismos.

4. El procedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que el medio es
un medio liquido.

5. El procedimiento segin la reivindicacion 4, en
el que el medio liquido se selecciona del grupo que
consiste en agua ambiental, agua potable, agua calien-
te, agua industrial, agua de proceso, agua de limpie-
za in situ, en extracto liquido de un material sélido,
una muestra de superficie suspendida o solubilizada
y productos industriales liquidos tales como cosmé-
ticos, productos farmacéuticos y productos alimenta-
rios.

6. El procedimiento segun la reivindicacién 4-5,
en el que la viscosidad del medio liquido se reduce
antes de la etapa a.

7. El procedimiento segin la reivindicacién 6, en
el que la viscosidad se reduce mediante dilucién o me-
diante tratamiento con un agente quimico tal como un
agente adyuvante de la solubilidad o un detergente.

8. El procedimiento segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, en el que el medio es un medio
£ase0so0.

9. El procedimiento segin la reivindicacién 8, en
el que el medio gaseoso es aire, tal como aire proce-
dente de una instalacién estéril, de un dispositivo de
flujo de aire laminar o aire ambiental.

10. El procedimiento segtin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que el filtro tiene
un tamaiio de poro lo suficientemente pequefio como
para retener sustancialmente todos los contaminantes
presentes en el medio.

11. El procedimiento segin la reivindicacién 10,
en el que el filtro tiene un tamafio de poro lo sufi-
cientemente grande como para permitir que el resto
detectable pase a través del filtro.

12. El procedimiento segin la reivindicacién 11,
en el que el tamafio de poro es como méaximo de 20

m.

13. El procedimiento segtn la reivindicacién 11 6
12, en el que el tamafio de poro es al menos de 0,1
pm.
14. El procedimiento seglin una cualquiera de las
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reivindicaciones precedentes, en el que al menos un
sustrato produce el resto detectable, siendo escindi-
do mediante una enzima que es caracteristica para los
contaminantes.

15. El procedimiento segun la reivindicacién 14,
en el que la enzima estd seleccionada del grupo que
consiste en carbohidrasas, proteasas, lipasas, estera-
sas, amidasas, sulfatasas, nucleasas y fosfatasas tales
como fosfatasa alcalina.

16. El procedimiento segin la reivindicacién 14 6
15, en el que la enzima es expresada constitutivamen-
te por microorganismos.

17. El procedimiento segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 14-16, en el que al menos un sustrato
es un sustrato fluorégeno o cromdégeno que produce
productos fluorescentes azules, verdes y rojos como
resto detectable.

18. El procedimiento seglin una cualquiera de las
reivindicaciones 14-17, en el que al menos un sustrato
se selecciona del grupo que consiste en sal 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-fosfato de disodio; sal 9H-(1,3-di-
cloro-9,9-dimetilacridina-2-ona-7-il)-fosfato de amo-
nio; sal fluoresceina-difosfato de tetraamonio; un de-
rivado demetilumbeliferilo tal como fosfato de 6,8-
difluoro-4-metilumbeliferilo, sal trihidrato de 4-me-
tilumbeliferil-fosfato de diciclohexilamonio, 4cido li-
bre de fosfato de 4-metilumbeliferilo; sal 4-metilum-
beliferilfosfato de dilitio, 4-metilumbeliferil-3-N-ace-
tilglucosamida y fosfato de troflurometilumbeliferilo,
sales de fosfato de 4-nitrofenilo y fosfato de resorufi-
na.

19. El procedimiento segtin una cualquiera de las
reivindicaciones 14-18, en el que el resto detectable
es detectable en una cantidad de como méaximo 100
picomoles, preferentemente como méaximo de 50 pi-
comoles, mas preferentemente como maximo de 20
picomoles e incluso mds preferentemente como ma-
ximo de 10 picomoles y del modo mas preferente de
como méximo 1 picomol.

20. El procedimiento segiin una cualquiera de las
reivindicaciones preferentes, en el que se usan al me-
nos dos sustratos que producen restos detectables que
proporcionan sefiales que pueden combinarse en un
valor unico de sefial medida.

21. El procedimiento segtin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-20, en el que se usan al menos dos
sustratos que producen restos detectables que propor-
cionan sefiales distinguibles.

22. El procedimiento segiin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que los contami-
nantes son microorganismos viables.

23. El procedimiento segtin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que la cantidad de
sustrato en el vehiculo liquido no limita la velocidad
de produccioén del resto detectable.

24. El procedimiento de la reivindicacién 23, en
el que la velocidad de produccién del resto detectable
es una funcién de la cantidad de contaminantes en el
volumen conocido del medio.

25. El procedimiento segiin la reivindicacion 24,
en el que la funcién es linear.

26. El procedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que varios volu-
menes conocidos diferentes del medio se pasan cada
uno a través de un filtro en la etapa a, para asegurar
que al menos uno de los volimenes contiene un nu-
mero adecuado de contaminantes.

27. El procedimiento segiin una cualquiera de las
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reivindicaciones precedentes, en el que el filtro es par-
te de un dispositivo de filtro estéril cerrado.

28. El procedimiento segun la reivindicacién 27,
en el que el dispositivo de filtro estéril cerrado es de-
sechable.

29. El procedimiento segun la reivindicacién 27 6
28, en el que el dispositivo de filtro estéril cerrado in-
tegra al filtro y a una carcasa de filtro en una unidad
estructural cerrada irreversible.

30. El procedimiento segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 27-29, en el que el eje transversal
mas largo del dispositivo de filtro estéril cerrado no
excede los 10 cm de longitud.

31. El procedimiento segiin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que la interaccién
de la etapa c se concluye interrumpiendo el contacto
entre el sustrato y los contaminantes.

32. El procedimiento segun la reivindicacién 31,
en el que la interrupcidn se logra evacuando el vehi-
culo liquido desde el dispositivo de filtro mientras se
retienen los contaminantes en el dispositivo de filtro.

33. El procedimiento segin la reivindicacién 32,
en el que el vehiculo liquido se evacua desde el dis-
positivo de filtro en la direccién que va desde el lado
influente al efluente del filtro.

34. El procedimiento segin la reivindicacion 33,
en el que la evacuacién se logra aplicando una pre-
sién elevada sobre el lado influente del filtro o apli-
cando una presién reducida sobre el lado efluente del
filtro.

35. El procedimiento segiin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-30, en el que la interaccién de la
etapa c se concluye sobre el filtro o en el que la inter-
accion no se concluye.

36. El procedimiento segtin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, que comprende, des-
pués de la etapa c, una etapa d) posterior que implica
detectar, cuantitativa o cualitativamente, el resto de-
tectable en el vehiculo liquido y correlacionar la de-
teccién del resto con la cantidad o presencia de con-
taminantes en la muestra.

37. El procedimiento segun la reivindicacién 36,
en el que la deteccién de la etapa d se realiza midiendo
la caracteristica de fluorescencia del resto detectable.

38. El procedimiento segiin la reivindicacién 37,
en el que la fluorescencia se mide en la etapa d direc-
tamente sobre el vehiculo liquido sin una interrupcién
del contacto entre el vehiculo liquido y los contami-
nantes.

39. El procedimiento segtin una cualquiera de las
reivindicaciones 36-38, en el que la correlacién de la
etapa d comprende el uso de una curva estandar pre-
determinada que expresa la relacién entre la cantidad
de contaminantes y la cantidad de resto detectable en
condiciones estandar.

40. El procedimiento seguin una cualquiera de las
reivindicaciones 36-39, en el que la deteccién se rea-
liza en un sistema de microvaloracion.
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41. El procedimiento seglin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que los contami-
nantes se someten a una influencia potenciadora de la
sefal, bien antes de la etapa a o bien en la etapa b.

42. El procedimiento segun la reivindicacion 41,
en el que la influencia potenciadora de la sefal
aumenta la sensitividad total en una deteccién subsi-
guiente o favorece la deteccidn subsiguiente de tipos
especificos de contaminantes, o reduce la deteccién
de tipos especificos de contaminantes.

43. El procedimiento segtn la reivindicacion 41,
en el que la influencia potenciadota de la sefial esta
seleccionada de una sustancia potenciadora enzima-
tica, una temperatura selectiva o un intervalo de tem-
peratura selectivo, un pH selectivo, una concentracién
de sal selectiva, un potenciador del crecimiento no se-
lectivo y una sustancia potenciadora del crecimiento
selectiva.

44. El procedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en el que la etapa a esta
precedida por una incubacién del medio.

45. El procedimiento segin la reivindicacion 44,
en el que la incubacién implica

- el tratamiento con una sustancia inductora de en-
zimas potenciando, por lo tanto, la deteccién del resto
detectable y/o

- someter al medio a una sustancia selectiva para
levadura, hongos o bacterias y/o

- someter al medio a un potenciador de crecimien-
to no selectivo para microorganismos y/o

- someter al medio a una sustancia capaz de ex-
traer enzimas celulares.

46. Un kit para determinar contaminantes en un
medio, comprendiendo el kit

- al menos un dispositivo de filtro que comprende
un filtro con un tamafio de poro lo suficientemente pe-
quefio como para retener los contaminantes en el lado
influente del filtro,

- medios para hacer pasar un volumen conocido
de medio a través del filtro,

- al menos un agente que, después de la interac-
cion con los contaminantes, liberara un resto detecta-
ble, cuya cantidad puede correlacionarse con la can-
tidad de contaminantes que han interactuado con el
agente ¢

- instrucciones que definan las etapas para a) ob-
tener un volumen conocido y hacerlo pasar a través
del dispositivo de filtro estéril, b) poner en contacto
el lado influente del filtro con el agente, ¢) permitir
que el agente interactiie con contaminantes que pue-
dan estar en el lado influente del filtro y d) detectar
cuantitativamente el resto detectable.

47. Uso de un dispositivo de filtro estéril cerrado
tal como un recipiente de reaccién para una reaccién
entre contaminantes retenidos en el dispositivo y un
sustrato que libera un resto detectable cuando se pone
en contacto con los contaminantes.
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Recuento en placa log10 (ufc/ml)
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Recuento en placa log10 (ufc)
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