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DESCRIPCION
Articulos bioldgicos y métodos para monitorizar procesos de esterilizacion
Antecedentes

La monitorizacién de la eficacia de los procesos usados para esterilizar equipos tales como dispositivos médicos,
instrumentos y otros articulos no desechables se lleva a cabo de manera rutinaria en entornos sanitarios y en
diversos entornos industriales. Se espera que un proceso de esterilizacion eficaz destruya completamente todos los
microorganismos viables, que incluyen estructuras tales como virus y esporas. Los hospitales, como practica
habitual para ensayar la letalidad de un proceso de esterilizacion, incluyen un indicador de esterilidad con el lote de
articulos a esterilizar. Se han usado indicadores de esterilidad tanto biolégicos como quimicos.

Un tipo habitual de indicador bioldgico de esterilidad incluye una cantidad conocida de microorganismos de ensayo,
por ejemplo esporas de Geobacillus stearothermophilus (anteriormente Bacillus stearothermophilus o Bacillus
atrophaeus (anteriormente Bacillus subtilis), que son muchas veces mas resistentes a un proceso de esterilizacion
que la mayor parte de organismos contaminantes. Después de exponer el indicador al proceso de esterilizacion, las
esporas se incuban en medio nutriente para determinar si alguna de las esporas ha sobrevivido al proceso de
esterilizacion, y el crecimiento de las esporas indica que el proceso de esterilizacion fue insuficiente para destruir
todos los microorganismos. En otro ejemplo, después de someterla a un proceso de esterilizacion, se determina la
actividad de una enzima, que se puede correlacionar con la viabilidad de las esporas. Aunque se han hecho
avances, el periodo de tiempo para determinar con seguridad si el proceso de esterilizacion fue eficaz o no puede
ser excesivamente largo.

Los indicadores quimicos de esterilidad disponibles se pueden leer inmediatamente al final del proceso de
esterilizacion. Sin embargo, los resultados indican solamente que existi6 una condicion particular, tal como la
presencia de un producto quimico particular o una temperatura durante un cierto periodo de tiempo.

Se considera en general que la respuesta de los organismos vivos a todas las condiciones realmente presentes es
un ensayo mas directo y fiable del grado de eficacia de un proceso de esterilizacién en la consecucion de la
esterilizacion. Por lo tanto, existe una necesidad continua de indicadores bioldgicos de esterilidad que puedan indicar
la eficacia de un proceso de esterilizacion sin un retraso excesivo tras la finalizacién del proceso de esterilizacion.

El documento US 2004/0023319 describe la enumeracion rapida de las esporas viables mediante citometria de flujo.
El documento US 5795730 describe un indicador bioldgico de lectura rapida.

Sumario

La presente invencion proporciona un indicador de esterilidad que incluye una composicién, y un método para
determinar la eficacia de un proceso de esterilizacion mediante el uso del indicador. La composicion incluye esporas
resistentes al proceso de esterilizacién y una cantidad subletal de al menos un colorante fluorescente que
interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular en combinacién con al menos un nutriente. En caso de
que cualquiera de las esporas sobreviva a un proceso de esterilizacion, el colorante puede interaccionar con los
acidos nucleicos presentes al menos durante la germinacion (por ejemplo, durante la germinacion o durante la
germinacion y el crecimiento) de las esporas, por lo que se provoca un incremento de la intensidad de fluorescencia.
En ciertas realizaciones, el incremento del contenido de acidos nucleicos, si existe, y el incremento resultante de la
intensidad de fluorescencia se pueden detectar durante o después de un tiempo de incubacién corto. En ciertas
realizaciones, tal incubacion se puede llevar a cabo con las esporas en contacto con un medio de germinacion que
contiene la combinacion de colorante fluorescente y al menos un nutriente. El colorante fluorescente que
interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular es lo suficientemente estable al menos a una
temperatura para la incubacién de las esporas como para producir el incremento de la intensidad de fluorescencia.
En ciertas realizaciones, ademas, el colorante fluorescente que interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad
celular es estable en las condiciones del proceso de esterilizacion halladas de manera rutinaria por los indicadores
bioldgicos de esterilizacion.

En una realizacion, se proporciona un indicador de un proceso de esterilizacion que comprende:

un soporte que sostiene una diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion;

un recipiente impermeable a microorganismos e impermeable a un esterilizante, y el recipiente contiene un medio de
germinacion que comprende una cantidad subletal de al menos un colorante fluorescente que interacciona con
acidos nucleicos con permeabilidad celular y al menos un nutriente para la germinacion de las esporas;

en el que el al menos un colorante fluorescente con permeabilidad celular puede interaccionar con los acidos

nucleicos presentes en, y producidos por, la diversidad de esporas durante la germinacion o durante la germinacion
y el crecimiento de las esporas para producir un incremento de la intensidad de fluorescencia en comparacion con
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una intensidad de fluorescencia anterior a la germinacion de las esporas, lo que indica que existen esporas viables, y
en el que el colorante fluorescente con permeabilidad celular es lo suficientemente estable al menos a una
temperatura para la incubacion de las esporas como para producir el incremento de la intensidad de fluorescencia.

en el que el soporte esta en posicion adyacente al recipiente y separado del medio de germinacion.

En una realizacion adicional, se proporciona un método para determinar la eficacia de un proceso de esterilizacion, y
el método comprende:

proporcionar un indicador del proceso de esterilizacion que comprende:
un soporte que sostiene una diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion;

un recipiente impermeable a microorganismos e impermeable a un esterilizante, y el recipiente contiene un medio de
germinacion que comprende una cantidad subletal de al menos un colorante fluorescente que interacciona con
acidos nucleicos con permeabilidad celular y al menos un nutriente para la germinacion de las esporas;

en el que el al menos un colorante fluorescente con permeabilidad celular puede interaccionar con los acidos
nucleicos presentes en, y producidos por, la diversidad de esporas durante la germinacion o durante la germinacion
y el crecimiento de las esporas para producir un incremento de la intensidad de fluorescencia en comparacion con
una intensidad de fluorescencia anterior a la germinacion de las esporas, lo que indica que existen esporas viables, y
en el que el colorante fluorescente con permeabilidad celular es lo suficientemente estable al menos a una
temperatura para la incubacion de las esporas como para producir el incremento de la intensidad de fluorescencia; y

en el que el soporte esta en posicion adyacente al recipiente y separado del medio de germinacion;
colocar el indicador del proceso de esterilizacidon en una camara de esterilizacion;

exponer el indicador del proceso de esterilizacién a un esterilizante;

combinar la diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion y el medio de germinacion;

incubar las esporas con el medio de germinacion;

y

medir el incremento de la intensidad de fluorescencia, si existe.
Definiciones

La expresion "cantidad subletal" se refiere a una cantidad, por ejemplo, una concentracion, de colorante fluorescente
que interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular que permite la produccién de una sefal
fluorescente suficiente sin tener un impacto adverso sobre la viabilidad de las esporas, las esporas en germinacion o
las células vegetativas. Con la suficiente sefial fluorescente se puede detectar el incremento de la intensidad de
fluorescencia, si existe.

La expresién "con permeabilidad celular" se refiere a un colorante que se transporta o que es capaz de pasar de
manera pasiva o activa a través del recubrimiento de las esporas y/o de la membrana celular lo suficiente como para
entrar en contacto con los acidos nucleicos de las esporas, las esporas en germinacion, o las células vegetativas sin
la ayuda de ningun agente usado para hacer el recubrimiento de las esporas y/o la membrana celular mas
permeable a las moléculas de colorante.

Los numeros, E5, E6, y E7 se usan de manera intercambiable en la presente memoria con 105, 106, y 107,
respectivamente.

El término "que comprende" y las variaciones del mismo (p.ej., comprende, incluye, etc.) no tienen un significado
limitante cuando estos términos aparecen en la descripcion y las reivindicaciones.

Tal como se usa en la presente memoria, "un”, "una”, "el", "al menos uno", y "uno o mas" se usan de manera
intercambiable, a menos que el contexto lo indique claramente de otra manera.

Ademas en la presente memoria, las menciones de intervalos numéricos por los extremos incluyen todos los
numeros incluidos dentro de ese intervalo (p.ej., 500 a 7000 nm incluye 500, 530, 551, 575, 583, 592, 600, 620, 650,
700, etc.).

El sumario anterior de la presente invencién no pretende describir cada realizacién descrita o cada implementacion
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de la presente invencion. La descripcion siguiente ejemplifica mas en particular las realizaciones ilustrativas.
Descripcion breve de las figuras

La FIG. 1 es una vista transversal de una realizacién de un indicador de esterilidad de la presente invencién, sin la
tapa 26.

La FIG. 2 es una vista en perspectiva detallada del indicador de esterilidad de la FIG. 1, con la tapa 26 incluida.
Descripcion detallada de las realizaciones ilustrativas de la invencion

Como se indicd anteriormente, se proporcionan composiciones de indicador bioldgico de esterilidad que pueden
detectar esporas viables durante la germinacion o durante la germinacion y el crecimiento de las esporas, mediante
el uso de una cantidad subletal de al menos un colorante fluorescente que interacciona con acidos nucleicos con
permeabilidad celular y al menos un nutriente para la germinacion de las esporas. El colorante es estable al menos a
una temperatura para la incubacién de las esporas. Tales temperaturas se pueden hallar cuando se incuban las
esporas con el medio de germinacion, que incluye el al menos un colorante fluorescente que interacciona con acidos
nucleicos con permeabilidad celular y el al menos un nutriente. Para ciertas realizaciones, preferiblemente el
colorante es estable a las temperaturas de esterilizacion, que pueden ser significativamente mayores que una
temperatura para la incubacion de las esporas.

Las composiciones de indicador bioldgico de esterilidad se pueden usar de manera ventajosa en indicadores
bioldgicos de esterilidad, tales como los descritos en la presente memoria. Las composiciones y los indicadores que
contienen las composiciones son Utiles en la determinacién de la eficacia de un proceso de esterilizacién, tal como
en el método, descrito en la presente memoria, de determinacién de la eficacia de un proceso de esterilizacion.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones de los indicadores, o métodos descritas en la
presente memoria, el al menos un colorante fluorescente con permeabilidad celular puede interaccionar con acidos
nucleicos presentes en y producidos por la diversidad de esporas durante la germinacion de las esporas para
producir el incremento de la intensidad de fluorescencia. La interaccién del colorante con los acidos nucleicos
durante la germinacion proporciona una indicacion temprana de las esporas viables, si existen.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones de los indicadores o métodos descritas en la
presente memoria, el al menos un colorante fluorescente con permeabilidad celular puede interaccionar con acidos
nucleicos presentes en y producidos por la diversidad de esporas durante la germinacién y el crecimiento de las
esporas para producir el incremento de la intensidad de fluorescencia. La interaccién del colorante con los acidos
nucleicos presentes también durante el crecimiento de las esporas puede ser util también, por ejemplo, al
proporcionar un incremento mayor de fluorescencia cuando existen esporas viables.

Actualmente se conocen y se usan varios procesos de esterilizacion, que incluyen, por ejemplo, la exposicion a
vapor, calor seco, agentes gaseosos o liquidos tales como 6xido de etileno, peréxido de hidrogeno, acido peracético,
y 0zono, y radiacion. La diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion se puede seleccionar segun el
proceso de esterilizaciéon a usar. Se puede usar cualquier espora, con tal de que proporcione una resistencia
suficiente a las condiciones del proceso de esterilizacién, de forma que las esporas son mas resistentes a las
condiciones del proceso de esterilizacion que la mayoria de los microorganismos hallados en la contaminacion
natural. Por ejemplo, para un proceso de esterilizacién con vapor, se puede usar Gb. stearothermophilus
(anteriormente Bacillus stearothermophilus). En otro ejemplo, para un proceso de esterilizacion con 6xido de etileno,
se puede usar B. atrophaeus (anteriormente B. subtilis). Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las
realizaciones anteriores de las composiciones, indicadores, y métodos, la diversidad de esporas resistentes al
proceso de esterilizacion se selecciona del grupo que consiste en Gb. stearothermophilus, B. atrophaeus, B.
megaterium, Clostridium sporogenes, Bacillus coagulans, y una combinacion de las mismas. Para algunas de estas
realizaciones, la diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion se selecciona del grupo que consiste
en Gb. stearothermophilus, B. atrophaeus, B. megaterium, y una combinacion de las mismas.

A modo de ejemplo solamente, la presente descripcion describe los microorganismos usados en el indicador
biolégico de esterilizacion como "esporas"; sin embargo, se deberia entender que el tipo de microorganismo (p.ej.,
espora) usado en una realizaciéon particular del indicador biolégico de esterilizacion se selecciona por ser
sumamente resistente al proceso de esterilizaciéon particular contemplado. Por lo tanto, las diferentes realizaciones
de la presente descripcion pueden usar microorganismos diferentes, dependiendo del proceso de esterilizacion para
el que se destina la realizacion particular.

Mediante el uso de colorantes fluorescentes que interaccionan con acidos nucleicos con permeabilidad celular, las
presentes composiciones, indicadores, y métodos pueden detectar la presencia de acidos nucleicos dentro de las
esporas y un incremento del contenido de acidos nucleicos dentro de las esporas cuando se da tal incremento.
Durante la germinacion de las esporas, el desplazamiento del estado metabdlico de las esporas desde la inactividad
hasta el crecimiento requiere un incremento concomitante del contenido de acidos nucleicos.
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Se sabe que los colorantes fluorescentes con permeabilidad celular son téxicos o mutagénicos para los
microorganismos. Sin embargo, se ha descubierto que los colorantes con permeabilidad celular se pueden usar en
una cantidad que es subletal para los microorganismos, y que todavia proporciona un incremento de fluorescencia
durante la germinacioén o durante la germinacion y el crecimiento de los microorganismos. Para ciertas realizaciones,
que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de las composiciones, indicadores, y métodos, la
concentracion del colorante fluorescente con permeabilidad celular en el medio no es mayor de 0,10 mM, 0,05 mM, o
0,01 mM. Para algunas de estas realizaciones, la concentracion del colorante no es menor de 0,0001 mM, 0,0005
mM, o 0,001 mM.

En algunos, si no todos, los procesos de esterilizacion en uso, se incluye o se puede hallar en el proceso una
temperatura elevada, por ejemplo, 50 °C, 100 °C, 121 °C, 132 °C, 134 °C, o similar. Por lo tanto, para ciertas
realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de las composiciones, indicadores, y métodos,
los colorantes fluorescentes que interaccionan con acido nucleico con permeabilidad celular son estables a las
temperaturas de esterilizacion.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de indicadores, y métodos, el
colorante fluorescente que interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular es estable a una temperatura
de hasta al menos 121 °C. Para algunas de estas realizaciones, el colorante fluorescente que interacciona con
acidos nucleicos con permeabilidad celular es estable a una temperatura de hasta al menos 132 °C. Para algunas de
estas realizaciones, el colorante fluorescente que interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular es
estable a una temperatura de hasta al menos 134 °C.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de indicadores, o métodos, el
medio esta esencialmente exento de fluorescencia de fondo a las longitudes de onda de emision y excitacion usadas
para detectar el incremento de la intensidad de fluorescencia. Esto puede proporcionar una sensibilidad mejorada
durante la germinacion o durante la germinacion y el crecimiento de las esporas viables, si existen, ya que se
minimiza cualquier nivel de fluorescencia de fondo que se dé a las mismas longitudes de onda de emisién y de
excitacion del colorante que interacciona con un acido nucleico.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de indicadores, o métodos, el
medio esta esencialmente exento de acidos nucleicos distintos de los acidos nucleicos presentes en y producidos
por la diversidad de esporas. Esto puede proporcionar una sensibilidad mejorada durante la germinacién o durante la
germinacion y el crecimiento de las esporas viables, si existen, ya que se minimiza cualquier nivel de fluorescencia
de fondo que resulte de la interaccion del colorante con acidos nucleicos que no han sido producidos por la
diversidad de esporas.

El colorante con permeabilidad celular tiene un nivel inferior de fluorescencia a la longitud de onda de emisién (o
intervalo de longitudes de onda) cuando no esta interaccionando con un acido nucleico, y un nivel superior de
fluorescencia a esta longitud de onda cuando esta interaccionando con un acido nucleico. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, cuando no esta interaccionando con un acido nucleico, el colorante con permeabilidad celular tiene un
rendimiento cuantico de fluorescencia de menos de 0,1, preferiblemente menos de 0,05, mas preferiblemente no
mas de 0,01. En algunas de estas realizaciones, cuando esta interaccionando con un acido nucleico, el colorante
con permeabilidad celular tiene un rendimiento cuantico de fluorescencia de al menos 0,1, preferiblemente al menos
0,2, mas preferiblemente al menos 0,4.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de indicadores, o métodos, el
colorante fluorescente con permeabilidad celular es un colorante que interacciona con ADN, ARN, o ADN y ARN. La
interaccion del colorante con ADN y ARN puede ser igual o diferente. El colorante al interaccionar con ADN puede
tener un maximo de excitacion y/o emision diferente que el del mismo colorante al interaccionar con ARN.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de indicadores, o métodos, el
colorante fluorescente con permeabilidad celular es un colorante que interacciona con los acidos nucleicos en una
diversidad de maneras conocidas en la técnica, que incluyen la intercalacion, atraccion electrostatica, interaccion de
cargas, interaccion hidréfila-hidrofoba, o una combinacién de las mismas. Como se indicd anteriormente, esta
interaccion o union del colorante con los acidos nucleicos, que incluyen los acidos nucleicos celulares totales, tales
como ADN, ARN (mARN, rARN, tARN), y los acidos nucleicos extracromosomicos, provoca un incremento
relativamente grande de la fluorescencia del colorante. Para algunas de estas realizaciones, el colorante
fluorescente con permeabilidad celular se selecciona del grupo que consiste en naranja de acridina, un colorante de
cianina asimétrica sustituida, y una combinaciéon de las mismas. El naranja de acridina unido a un ADN tiene un
maximo de excitacion a alrededor de 490 nm y un maximo de emisién a alrededor de 520 nm, pero cuando esta
unido a un ARN son de alrededor de 530 nm y 620 nm, respectivamente. Véase Maclnnes, J. W y McClintock, M.,
Differences in Fluorescence Spectra of Acridine Orange-DNA Complexes Related to DNA Base Composition,
Biopolymers. Communications to the editor, Vol 9, paginas 1407-1411 (1970). Para ciertas realizaciones, la
fluorescencia en el maximo de emision del colorante unido al ARN se puede usar para indicar la germinacion de las
esporas viables. Esto puede ser util cuando la cantidad de ARN se incrementa mas rapidamente que la cantidad de
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ADN en las esporas en germinacion, lo que permite una determinacion mas temprana de si existen o no esporas
viables.

Los ejemplos adecuados de colorantes de cianina asimétrica sustituida incluyen colorantes disponibles con el
nombre comercial SYTO (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA). Los colorantes SYTO son permeables para muchas, si no
todas, membranas celulares, pero pueden diferir entre si, por ejemplo, en el grado de permeabilidad celular, la
cantidad del incremento de intensidad de fluorescencia cuando se unen a un acido nucleico, los maximos de
excitacion y emision, la selectividad en la union al ADN y ARN, y la afinidad de union al ADN y ARN. Véase Tamok,
Cytometry Part A, 73A, 477-479 (2008). Para ciertas realizaciones, preferiblemente el colorante de cianina asimétrica
sustituida es SYTO 24 0 SYTO 64. SYTO 24 tiene un maximo de excitacion a 490 nm y un maximo de emision a 515
nm. SYTO 64 tiene un maximo de excitacion a 599 nm y un maximo de emisién a 619 nm.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de indicadores, y métodos,
preferiblemente el incremento de la intensidad de fluorescencia es a una longitud de onda de 500 nm a 700 nm,
preferiblemente 500 nm a 675 nm. Este intervalo de longitudes de onda puede ser ventajoso, ya que tal
fluorescencia puede no verse ocultada o puede verse significativamente menos ocultada por la absorbancia o
fluorescencia de otros componentes del medio de germinacion, lo cual ocurre a menudo a longitudes de onda mas
cortas, tales como las longitudes de onda menores de 500 nm o menores de 400 nm.

El al menos un nutriente induce la germinacioén, y también puede posibilitar el crecimiento de las esporas, si son
viables, con la produccién simultanea de acidos nucleicos. Ademas, se ha descubierto que la presencia del al menos
un nutriente con el colorante reduce la toxicidad efectiva del colorante con respecto a las esporas. El nutriente
incluye uno o mas carbohidratos, por ejemplo, glucosa, fructosa, celibiosa, o similares. El nutriente puede incluir
también una sal, tal como cloruro potasico, cloruro calcico, o similares. El nutriente puede incluir también al menos
un aminoacido, por ejemplo, al menos uno de metionina, fenilalanina, y triptéfano. El medio de germinacién puede
incluir también otro u otros materiales con el nutriente. Se pueden usar las cantidades de tales nutrientes y
materiales, asi como otros nutrientes conocidos en la técnica para inducir la germinacion y el crecimiento inicial de
las esporas resistentes al proceso de esterilizacion. Los componentes de los medios y las concentraciones se
conocen y se describen, por ejemplo, en el documento WO 99/05310 (Tautvydas) y Zechman et al., J. Food, Sci., 56,
5, pags. 1408-1411 (1991), mencionado como Zechman y Pflug, 1991.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones de los indicadores, o métodos descritas en la
presente memoria, el medio de germinaciéon comprende ademas un componente de apagamiento colisional. Tales
componentes reducen la sefal de fluorescencia de fondo del colorante con permeabilidad celular libre (sin unir al
acido nucleico) por medio del apagamiento colisional. Los ejemplos de especies que se sabe que apagan de manera
colisional la fluorescencia incluyen los compuestos organicos tales como purinas, pirimidinas, aminas alifaticas, y
nitroxidos, ciertos iones, por ejemplo, aniones nitrato e iones metalicos disueltos. Otras especies que se sabe que
apagan de manera colisional la fluorescencia se describen, por ejemplo, en Principles of Fluorescence
Spectroscopy, capitulo 9, Joseph R. Lakowicz, Plenum Press, 1983.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones de los indicadores, o métodos descritas en la
presente memoria, el medio de germinacion comprende ademas al menos un colorante de referencia. El colorante
de referencia no se une a los acidos nucleicos, pero responde de forma similar a la de los colorantes con
permeabilidad celular a los cambios de temperatura o los cambios en el medio inducidos por la germinacion y el
crecimiento de las esporas, por ejemplo un incremento o disminucion del pH, fuerza i6nica, o cambio de
concentracion de los subproductos metabdlicos que alteran la sefial fluorescente. Mediante la monitorizacion del
colorante de referencia, la sefial de la unién del colorante con permeabilidad celular al acido nucleico se puede
distinguir de la sefial producida a partir de un cambio de la temperatura o un cambio en el medio. El colorante de
referencia preferiblemente emite fluorescencia a una longitud de onda diferente de la del colorante con
permeabilidad celular.

El medio de germinacion y las esporas resistentes al proceso de esterilizacion se mantienen por separado pero en
estrecha proximidad entre si para facilitar la combinacién del medio y de las esporas cuando se desee, por ejemplo,
tras la exposicidon a un proceso de esterilizacion, y después la incubacion para determinar si existen o no esporas
viables, tal como se indicaria mediante un incremento de la intensidad de fluorescencia, o tras la exposiciéon a un
proceso de esterilizacion pero sin incubacion para determinar una intensidad de fluorescencia inicial o de fondo. Por
ejemplo, se puede medir un nivel de fluorescencia de fondo a una longitud de onda particular. Por lo tanto, para
ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de las composiciones, indicadores, y
métodos, la diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion y el medio de germinacién estan
separadas entre si y adyacentes entre si.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de indicadores, y métodos, el
medio de germinacién es una disolucion o suspension acuosa. El al menos un colorante fluorescente que
interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular y el al menos un nutriente para la germinacién de las
esporas se pueden disolver o suspender en el medio acuoso. La concentracién del al menos un colorante
fluorescente que interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular en el medio depende del nivel minimo
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necesario para proporcionar un incremento de la intensidad de fluorescencia durante la germinacién o durante la
germinacion y el crecimiento de las esporas, y del nivel maximo que pueden tolerar las esporas sin un efecto
adverso significativo sobre la germinacion de las esporas. Los ejemplos de las concentraciones de colorante que se
pueden usar se describieron anteriormente, asi como en los Ejemplos mas adelante. Cuando existen esporas
viables, el incremento de la intensidad de fluorescencia se puede dar en menos de 1 hora, preferiblemente menos de
30 minutos, mas preferiblemente menos de 15 minutos.

En una alternativa, para ciertas realizaciones, el medio de germinacion esta en forma seca. El al menos un colorante
fluorescente que interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular y el al menos un nutriente se pueden
secar juntos o por separado para formar una pelicula o una capa sobre una pelicula de soporte o sobre un material
de soporte, opcionalmente con una forma deseada, o se pueden mezclar juntos o por separado en forma de solidos
secos para formar un/varios comprimido(s), comprimido(s) oblongo(s), o capsula(s). Cualquiera de estas formas se
puede mantener en posicion adyacente a las esporas, y se puede afiadir agua o un tampoén acuoso en un momento
adecuado para incubar las esporas con la suspensién o disolucién de medio resultante. Cuando se resuspende o se
disuelve, el medio resultante puede ser un liquido o un gel. Cualquier realizacidon adicional de un medio en forma
seca, que se puede usar en las realizaciones de las composiciones, indicadores, y métodos descritas en la presente
memoria se describen en la solicitud de patente de los EE.UU. pendiente junto con la presente de N° de serie
61/196.438 (Chandrapati et al.), presentada el 17 de octubre de 2008, titulada Indicador Biolégico de Esterilizacion,
Sistema y Métodos de Uso de los Mismos.

Cuando se incuban las esporas con el medio de germinacion, se puede usar una temperatura de incubacién superior
a la temperatura ambiente. Para ciertas realizaciones, la temperatura de incubacion es al menos 37 °C. Para ciertas
realizaciones, preferiblemente la temperatura de incubacién es al menos 50 °C. Para ciertas realizaciones, la
temperatura de incubacion es 50 a 60 °C.

Como se indicé anteriormente, el indicador del proceso de esterilizacién proporcionado en la presente memoria
comprende un soporte que sostiene una diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion. Para ciertas
realizaciones, el soporte es un material laminar tal como papel, tela tejida, tela no tejida, plastico, un material
polimérico, un material polimérico microporoso, hoja de metal, vidrio, porcelana, ceramica, o similares, o una
combinacién de los mismos. Para ciertas realizaciones, el material laminar es absorbente para el agua o se puede
humedecer para ayudar a poner el medio de germinacion en contacto intimo con las esporas en el momento
adecuado.

El indicador del proceso de esterilizacion también comprende un recipiente, que contiene el medio de germinacion
sin permitir que el esterilizante o cualquier microorganismo entre en el recipiente. Como se indicd anteriormente, el
soporte esta en posicion adyacente al recipiente para facilitar la puesta en contacto con las esporas, sostenidas por
el soporte, con el medio de germinacién cuando se va a iniciar la incubacion. El recipiente se puede abrir faciimente
para poner en contacto las esporas con el medio expulsando un tapén, aplastando o perforando el recipiente, o
similares. El recipiente puede estar equipado con un tapén, o al menos una porcion del recipiente puede ser de un
material rompible, tal como vidrio (p.ej., una ampolla de vidrio) u otro material, que se puede romper mediante
presion fisica, pero lo suficientemente duro como para permanecer intacto durante la fabricacién, el almacenamiento,
el trasporte, y las condiciones de esterilizacion.

Se pueden usar construcciones de indicadores de un proceso de esterilizacién bioldgica conocidas, tales como las
descritas en la patente de EE.UU. N° 5.073.488 (Matner et al.) con las composiciones anteriormente descritas.
También se pueden usar otras construcciones de indicadores, tales como las descritas en la solicitud de patente de
EE.UU. de N° de serie 61/196.438 (Chandrapati et al.), presentada el 17 de octubre de 2008, titulada Indicador
Biologico de Esterilizacion, Sistema y Métodos de Uso de los Mismos. Una realizacion del indicador del proceso de
esterilizacion descrito en la presente memoria se muestra en las FIGS. 1 y 2. El indicador incluye una caja 10 que
tiene una camara abierta 14 definida por paredes 12 impermeables a gases y liquidos. Las realizaciones alternativas
para estas estructuras se muestran en la solicitud de patente de EE.UU. de N° de serie 61/196.438 (Chandrapati et
al.), presentada el 17 de octubre de 2008, titulada Indicador Biolégico de Esterilizacién, Sistema y Métodos de Uso
de los Mismos. La caja se muestra como un tubo circular, pero se pueden usar otras configuraciones conocidas. Las
paredes son preferiblemente transparentes o traslicidas hasta el punto de que se puede medir una intensidad de
fluorescencia a una longitud de onda particular. Los materiales adecuados para las paredes pueden incluir vidrio,
policarbonato, polipropileno, poliéster, y similares. Para ciertas realizaciones, al menos una pared de la caja
transmite al menos un 90% de la luz incidente en un intervalo de longitudes de onda de al menos 500 a 700 nm,
preferiblemente al menos 500 a 675 nm. La camara contiene un soporte 16, por ejemplo, una lamina de papel, vidrio,
o lamina polimérica, con un numero predeterminado de esporas viables resistentes al proceso de esterilizacion
sostenidas por el soporte.

El recipiente 18, que contiene el medio de germinacion 20, se muestra dentro de la camara 14. De manera
alternativa, el recipiente 18 se puede colocar fuera y en posicion adyacente a la camara 14. El recipiente 18, que
esta sellado, puede ser una ampolla rompible, pero de manera alternativa podria ser un recipiente equipado con un
tapdn, u otro mecanismo que cuando se activa permite que el medio de germinacion 20 entre en contacto con el
soporte 16 y las esporas sostenidas en él. El recipiente 18 se muestra como una ampolla alargada, pero también se
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pueden usar otras configuraciones conocidas.

El soporte 16 se muestra entre el recipiente 18 y la pared 12 de la caja 10 para facilitar la determinacion de un
cambio de la intensidad de fluorescencia a través de la pared 12. De manera alternativa, se puede usar una porcién
de la pared 12 como soporte 16. Se pueden usar otras colocaciones para el soporte 16, por ejemplo, se puede usar
la colocacion en posicion adyacente a la pared inferior 12A. Al soporte 16 se le puede dar una forma para ajustarse a
esta colocacion basandose en la forma de la caja 10, o la pared inferior 12A se puede usar por si misma como
soporte 16. Para ciertas realizaciones, el soporte 16 transmite al menos un 90% de la luz incidente dentro de un
intervalo de longitudes de onda de al menos 500 a 700 nm, preferiblemente al menos 500 a 675 nm. La apertura 15
para la camara 14 esta equipada con una pieza de cierre 22 impermeable a microorganismos y transmisora de
gases, que se puede adherir a la caja 10 mediante un adhesivo, un sello térmico, o similares. De manera alternativa,
la pieza de cierre 22 se puede sujetar a la abertura 15 con una tapa 26 que tiene un orificio 28. Durante la exposicion
a un esterilizante, el esterilizante pasa a través de la pieza de cierre 22, entra en la camara 14, y entra en contacto
con las esporas del soporte 16. Se muestran realizaciones alternativas para estas estructuras de la solicitud de
patente de EE.UU. de N° de serie 61/196.438 (Chandrapati et al.), presentada el 17 de octubre de 2008, titulada
Indicador Biolégico de Esterilizacion, Sistema y Métodos de Uso de los Mismos.

El método proporcionado en la presente memoria para determinar la eficacia de un proceso de esterilizacion incluye
proporcionar cualquiera de las realizaciones anteriores de un indicador de un proceso de esterilizacién y colocar el
indicador del proceso de esterilizacién en una camara de esterilizaciéon. Los esterilizadores, muchos de los cuales
estan disponibles comercialmente, incluyen una camara de esterilizaciéon, que en general tiene un tamafio para
contener una diversidad de articulos a esterilizar, y estan equipados con un medio para evacuar el aire y/u otros
gases de la camara y afadir un esterilizante a la camara. El indicador bioldgico de esterilizacion se puede colocar en
la parte mas dificil del esterilizador (p.ej., encima del desagiie). De manera alternativa, el indicador biolégico de
esterilizacion se puede colocar en posicion adyacente a un articulo a esterilizar cuando se coloca en la camara de
esterilizacion. Ademas, el indicador bioldgico de esterilizacion se puede adaptar a dispositivos de exposicion al
proceso antes de colocarlo en un esterilizador.

El método incluye exponer el indicador del proceso de esterilizacion a un esterilizante. El esterilizante se puede
afiadir a la camara de esterilizacion después de evacuar la camara de al menos una porcién de cualquier aire u otro
gas presente en la camara. De manera alternativa, el esterilizante se puede afadir a la camara de esterilizacion sin
evacuar la camara. A menudo se usa una serie de etapas de evacuacion para asegurar que el esterilizante alcanza
todas las areas dentro de la camara de esterilizacion y entra en contacto con todas las areas de el/los articulo(s) a
esterilizar. Cuando el esterilizante se afiade a la camara de esterilizacion, el esterilizante también entra en contacto
con las esporas en condiciones en las que el esterilizante alcanza todas las areas dentro de la camara de
esterilizacion.

El método también incluye combinar la diversidad de esporas resistentes a la esterilizacién y el medio de
germinacion, por lo que se ponen en contacto las esporas y el medio de germinacion. Esto se puede realizar
después de haber completado el proceso de esterilizacion, es decir, después de haber proporcionado condiciones
para que el esterilizante alcance todas las areas dentro de la camara de esterilizacion durante un tiempo y a una
temperatura que se cree que es suficiente para destruir cualquier microorganismo presente dentro de la camara de
esterilizacion. El medio que contiene el colorante fluorescente con permeabilidad celular se puede combinar con las
esporas, y las esporas y el medio combinados se pueden incubar como se describié anteriormente. La intensidad de
fluorescencia se puede monitorizar y medir continuamente o intermitentemente mientras se incuban las esporas con
el medio de germinacion.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de los métodos, el método
comprende ademas determinar si existen o no esporas viables, después de exponer el indicador del proceso de
esterilizacion a un esterilizante, midiendo el incremento de la intensidad de fluorescencia, si existe, mientras se
incuban las esporas con el medio de germinacioén, y determinar una velocidad de incremento de la intensidad de
fluorescencia, si existe. Para ciertas realizaciones, la germinacion de las esporas resistentes a la esterilizacion se
puede detectar como una velocidad del incremento de la intensidad de fluorescencia a lo largo de al menos una
porcién del tiempo de incubacion. Esta velocidad puede ser lineal, exponencial, o similar, con respecto al tiempo de
incubacion. Se puede calcular una constante de velocidad y usarla como un indicador de la germinacion de las
esporas y, por lo tanto, de la presencia de esporas viables.

Las esporas viables, si existen, tras el contacto con el medio y las condiciones de incubacion, experimentan una
serie de cambios, que incluyen la produccion de novo de ADN, ARN, y otros acidos nucleicos extracromosoémicos. El
cambio detectable resultante del colorante al interaccionar con los acidos nucleicos se puede medir midiendo los
cambios de propiedades opticas tales como la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda particular. Tales
medidas se pueden llevar a cabo de manera conveniente mediante el uso de instrumentos conocidos tales como un
fluorimetro, luminémetro, o similares. Para ciertas realizaciones, preferiblemente el cambio detectable se mide
midiendo la intensidad de fluorescencia a una longitud de onda particular.

En una alternativa, una porcién o toda la etapa de incubacién se puede llevar a cabo antes de medir cualquier
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incremento de la intensidad de fluorescencia. Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones
anteriores de los métodos, distintas de aquellas en las que se determina una velocidad de incremento de la
intensidad de fluorescencia, el método comprende ademas determinar si existen o no esporas viables después de
exponer el indicador del proceso de esterilizacién a un esterilizante, midiendo el incremento de la intensidad de
fluorescencia, si existe, después de incubar las esporas con el medio de germinacién en comparacién con antes de
incubar las esporas con el medio de germinacion.

En otra alternativa, la incubacion se puede llevar a cabo con el colorante que interacciona con acidos nucleicos con
permeabilidad celular por separado del al menos un nutriente, en la que las esporas se incuban con el medio que
contiene el al menos un nutriente, y posteriormente se afiade un medio que contiene el colorante a las esporas
incubadas. Después se puede medir cualquier incremento de la intensidad de fluorescencia por encima de un
umbral.

En las realizaciones anteriores de los métodos, opcionalmente una intensidad de fluorescencia de la combinacién de
esporas y medio de germinacion inmediatamente después de la combinacion puede servir como fluorescencia inicial
o umbral con la que se pueden comparar las medidas de la intensidad de fluorescencia posteriores. Una intensidad
de fluorescencia que es mayor que la fluorescencia inicial durante o después de incubar la combinacion puede
indicar que existen esporas viables. Para ciertas realizaciones, una intensidad de fluorescencia que es al menos un
10 por ciento, preferiblemente, al menos un 5 por ciento mayor que el valor inicial indica que existen esporas viables.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de los métodos, se determina si
existen o no nada mas que 100 esporas viables, y en las que la incubacién se lleva a cabo durante no mas de 8
horas. Para algunas de estas realizaciones, preferiblemente la incubacion se lleva a cabo durante no mas de 1 hora.
Para algunas de estas realizaciones, mas preferiblemente la incubacion se lleva a cabo durante no mas de 30
minutos. Para algunas de estas realizaciones, aun mas preferiblemente la incubacién se lleva a cabo durante no
mas de 15 minutos.

De manera alternativa, para ciertas realizaciones, el método comprende ademas determinar si existen o no esporas
viables después de exponer el indicador del proceso de esterilizacién a un esterilizante, midiendo una velocidad del
cambio detectable, si existe, tal como una velocidad a la que cambia la intensidad de fluorescencia. Por ejemplo,
después de combinar las esporas con el medio de germinacion y comenzar la etapa de incubacion, el cambio
detectable se puede medir continuamente o intermitentemente a lo largo del tiempo de incubacion, y se determina la
velocidad del cambio detectable. Para ciertas realizaciones, se puede detectar la germinacion de las esporas
resistentes a la esterilizacion como una velocidad del incremento de la sefial a lo largo del tiempo de incubacion.
Esta velocidad puede ser lineal, exponencial, o similar, con respecto al tiempo de incubacién. La constante de
velocidad se puede usar como un indicador de la germinacion de las esporas.

De manera alternativa, para ciertas realizaciones, el método comprende ademas determinar si existen o no esporas
viables, después de exponer el indicador del proceso de esterilizacion a un esterilizante, tomando una medida de
fluorescencia final en un momento especificado, de forma que si es mayor que una fluorescencia inicial previamente
establecida para el producto, se indica la presencia de esporas viables. Mayor que un valor inicial puede ser no mas
de un 10 por ciento mayor o no mas de un 5 por ciento mayor. Por ejemplo, después de combinar las esporas con el
medio de germinacion y comenzar la etapa de incubacion, se puede medir la fluorescencia final al final de la
incubacioén y usarla como un indicador de la germinacién de las esporas o de la ausencia de germinacion.

El presente método, que usa las composiciones e indicadores descritos anteriormente, puede, por lo tanto, ser lo
suficientemente sensible hacia la presencia de esporas viables como para proporcionar una indicacién de la misma
en un periodo corto de tiempo. Ademas, la indicacién se puede proporcionar incluso cuando el nimero de esporas
viables presentes es relativamente bajo.

Para ciertas realizaciones, que incluyen cualquiera de las realizaciones anteriores de los métodos, el método
comprende ademas colocar un articulo a ser esterilizado junto con el indicador del proceso de esterilizacion en la
camara de esterilizacion. Para algunas de estas realizaciones, el método comprende ademas determinar si el
proceso de esterilizacion fue eficaz o no para esterilizar el articulo. Se puede usar una indicacién de inexistencia de
esporas viables para determinar que el proceso de esterilizacion fue eficaz para esterilizar el articulo, mientras que
se puede usar una indicacidon de esporas viables para determinar que el proceso no fue eficaz. Asi, una
determinacioén de la esterilidad de un articulo sometido a un proceso de esterilizacion se puede hacer en un tiempo
relativamente corto mediante el uso de las realizaciones de las composiciones, indicadores, y métodos descritas
anteriormente midiendo directamente la produccién de acidos nucleicos en las esporas viables.

Los objetivos y las ventajas de esta invencion se ilustran adicionalmente mediante los ejemplos siguientes, pero no
se deberia interpretar que los materiales y las cantidades particulares de los mismos enumerados en estos ejemplos,
asi como otras condiciones y detalles, limiten excesivamente esta invencion.
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Ejemplos
Suspensiones de Esporas

Se prepararon suspensiones de esporas de Gb. stearothermophilus (también conocido como Bacillus
stearothermophilus) mediante métodos conocidos, tal como se describe en el Ejemplo 1 de la patente de EE.UU. N°
5.418.167 (Matner et al.). También se pueden usar las modificaciones de estos métodos y métodos alternativos
conocidos para los expertos en la técnica para preparar estas suspensiones.

Ejemplo 1

Los Colorantes Fluorescentes que Interaccionan con Acido Nucleico con Permeabilidad Celular Detectaron la
Germinacion de Esporas

Se ensayaron colorantes con permeabilidad celular representativos de las siguientes clases: colorantes
fluorescentes verdes para acido nucleico, colorantes fluorescentes rojos para acido nucleico, y Naranja de Acridina
con esporas de Gb stearothermophilus. De manera especifica, se combinaron 100 microlitros de la suspensiéon de
esporas descrita anteriormente con 200 microlitros de una dilucion 1: 5000 del colorante con Agua Estéril para
Irrigacion (Baxter, Deerfield, IL) o con los nutrientes glucosa, fructosa, y cloruro potasico en agua (1 mg/ml, 1 mg/ml,
y 3,3 mg/ml, respectivamente), valina 0,2 M, isoleucina 0,04 M, metionina 0,2 M, 4 mg/ml de inosina, y alanina 0,4 M.
La intensidad de fluorescencia de cada una de las suspensiones resultantes se monitorizé a una temperatura de
incubacion de 50 °C, mediante el uso de los siguientes colorantes a las concentraciones y longitudes de onda de
excitacion y emision indicadas a continuacion:

SYTO 24: 1,0 yM (micromolar); excitacion a 485 nm, emision a 530 nm;
Naranja de Acridina: 6,6 uM; excitacion a 485 nm, emision a 530 nm;
SYTO 64: 1,0 uM; excitacion a 530 nm, emisién a 620 nm.

Los colorantes estan disponibles de Invitrogen, (Carlsbad, CA). La fluorescencia se monitorizé en un fluorimetro
Biotek FL600 o en un lector de placas Biotek Synergy 4 (Biotek, Winooski, VT). Los resultados se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Intensidad de Fluorescencia respecto del Tiempo de la Suspension de Esporas con Colorante y con
Colorante y Nutrientes.

Tiempo SYTO 24 con SYTO 64 con Naranja de Naranja de Acridina
(min) SYTO 24 nutrientes SYTO 64 nutrientes Acridina con nutrientes
0 448 950 5060 3977 2005 2687
10 592 1376 4514 4913 2665 2777
20 697 2022 4254 6262 4069 4241
30 714 3653 4181 7660 5655 7842
40 754 4834 4218 8954 7091 11708

Se descubrid un incremento de la intensidad de fluorescencia con cada uno de los colorantes anteriores en
presencia de las esporas con nutrientes.

Ejemplo 2

Los colorantes fluorescentes que interaccionan con acido nucleico con permeabilidad celular conservaron su
capacidad de generar fluorescencia en presencia de ADN y/o ARN dentro de las esporas, después de haber
expuesto al colorante a las temperaturas de esterilizacion.

Las diluciones de una suspension de esporas de Gb. stearothermophilus descritas anteriormente se sometieron a
tratamiento de choque térmico a 80 °C durante 10 min. Las diluciones se prepararon mediante el uso de Agua Estéril
para Irrigacion (Baxter, Deerfield, IL) y se ensayaron a una poblacion final de 1x10° y 0 esporas. Las diluciones de
esporas (100 microlitros) se combinaron con 200 microlitros de medio, que consisti6 en Naranja de Acridina y
nutrientes como se describid en el Ejemplo 1, que se habia sometido a un ciclo asistido por vacio de 15 mina 121 °C
(250 °F) en un esterilizador de vapor AMSCO Scientific SG-120 Eagle/Century Series (Steris, Mentor OH), y cada
una de las mezclas resultantes se afadié a un pocillo de una placa. Se us6 un medio sin tratamiento en autoclave
como control. La placa se colocé posteriormente en un lector de placas precalentado (lector de placas BioTek
Synergy 4, Winooski, VT) a 50 °C y se incubé durante 60 min, durante lo cual se tomaron lecturas de la intensidad
de fluorescencia mediante el uso de excitacién a 485 nm y emision a 530 nm. El experimento se llevé cabo tanto con
esporas sometidas a choque térmico como con esporas que no se sometieron a choque térmico. A continuacion se
enumera un resumen de los datos normalizados en las Tablas 2a-2c.
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Tabla 2a. Naranja de Acridina con Esporas Sometidas a Choque Térmico de Gb. stearothermophilus.

Naranja de Acridina Tratado en Naranja de Acridina sin Tratar en
Autoclave Autoclave
E6 esporas en E6 esporas en
Tiempo (min) | 0 esporas germinacion 0 esporas germinacion
0 0 0 0 0
30 522,25 6211,5 813 1623,75
60 588,75 8652,5 875,75 17121,25
90 779,75 9955,5 996,25 18928,25
120 870 10376,5 1099 19653,75
150 886,5 10694,25 1114,5 19884,5
180 960,5 10803 990,25 20008,25

Tabla 2b. Naranja de Acridina con Esporas sin Choque Térmico de Gb. stearothermophilus.

Naranja de Acridina Tratado en Naranja de Acridina sin Tratar en
Autoclave Autoclave
E6 esporas en E6 esporas en
Tiempo (min) | 0 esporas germinacion 0 esporas germinacion

0 0 0 0 00

14 -212 609 -334 597
30 -263 2599 -456 2878
44 -278 4753 -484 5314
58 -287 6508 -476 7289

Tabla 2c. SYTO 24 con Esporas sin Choque Térmico de Gb. stearothermophilus.

SYTO 24 Tratado en Autoclave SYTO 24 sin Tratar en Autoclave
Tiempo (min) | 0 esporas E6 esporas 0 esporas E6 esporas
0 0 0 0 0
14 -33 1244 -37 3039,5
30 -29 3483 -52 4704
44 -53,5 4833 -67 5060
58 -41 5344 -82 5259

Se descubrié que el SYTO 24 conservaba su capacidad de generar fluorescencia incluso después de haber sido
expuesto a los procesos de esterilizacion.

Ejemplo 3

Los colorantes fluorescentes que interaccionan con acido nucleico con permeabilidad celular no tuvieron mas que un
nivel de fondo de fluorescencia cuando se sometieron a un proceso de esterilizacién que fue exactamente suficiente
para disminuir una poblacién de al menos 1xE6 esporas hasta cero

Un vial de vidrio que contenia 1 mL de suspension de esporas de 1 x E7 Gb. stearothermophilus descrita
anteriormente y un vial de vidrio que contenia 1 mL de medio que contenia un colorante fluorescente con
permeabilidad celular como se describié en el Ejemplo 1 se colocaron en un esterilizador, y se hizo funcionar en un
ciclo asistido por vacio de 15 min a 121 °C (250 °F) en un esterilizador de vapor AMSCO Scientific SG-120
Eagle/Century Series (Steris, Mentor OH), y posteriormente se ensayaron 100 microlitros de las suspensiones de
esporas y medio tratados en autoclave. Se ensayaron simultineamente suspensiones de esporas sin tratar en
autoclave que se sometieron a un tratamiento de choque térmico a 80 °C durante 10 min como control. Las
suspensiones de esporas (100 microlitros) se combinaron con 200 microlitros de medio, que consistié en colorante
de naranja de Acridina y nutrientes como se describié en el Ejemplo 1, que se sometieron al mismo ciclo de
esterilizacion con vapor que las esporas, y cada mezcla resultante se afiadié a un pocillo de una placa. La placa se
colocé posteriormente en un lector de placas precalentado (Synergy 4, BioTek, Winooski, VT) a 50 °C y se incubd
durante 180 min, durante lo cual se tomaron lecturas de la intensidad de fluorescencia mediante el uso de longitudes
de onda de excitacion y emision de 520 y 580, respectivamente, durante un total de 19 lecturas. Se enumera un
resumen de los datos normalizados en la Tabla 3.
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Tabla 3. Intensidad de Fluorescencia respecto del Tiempo de la Suspension de Esporas con Esporas Vivas y
Muertas (Esterilizadas) y con Colorante de Naranja de Acridina y Medio Nutriente Tratados con las Mismas
Condiciones de Esterilizacion.

Esporas Tratadas Esporas Vivas
en Autoclave
Tiempo (min) 0 E6 0 E6
0 0 0 0 0
30 375,25 | -1468,25 | 522,25 | 6211,5
60 1347,25 | -103,5 | 588,75 | 8652,5
90 1533,75 -9,25 779,75 | 9955,5
120 1491,25 | -49,25 870 10376,5
180 1427,75 -307 886,5 | 10694,25

Los resultados demuestran que las esporas muertas que fueron el resultado del proceso de esterilizaciéon no tuvieron
niveles detectables de fluorescencia en presencia del colorante fluorescente con permeabilidad celular. Las esporas
vivas, por otra parte, fueron capaces de producir grandes cantidades de fluorescencia medida en presencia del
colorante fluorescente con permeabilidad celular.

Ejemplo 4

La fluorescencia basada en el colorante fluorescente que interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad
celular se detecté tras la exposicion de las esporas de Gb. stearothermophilus a un ciclo de esterilizacién subletal.

Se prepararon ochenta indicadores bioldgicos (IBs) mediante el revestimiento de una suspension de esporas de Gb.
stearothermophilus a una concentraciéon de 1x E5 sobre un soporte de polipropileno. Tras el secado a 37 °C durante
20 min, los IBs se expusieron a condiciones de esterilizacién usadas normalmente como se describe mas adelante
en las Tablas 4a, 4b, y 4c. Tras la esterilizacion, los IBs se activaron con un medio, expuesto a las mismas
condiciones de esterilizacion que las esporas y que contenia una dilucion 1: 5000 de Naranja de Acridina junto con
glucosa, fructosa, y cloruro potasico en agua (1 mg/ml, 1 mg/ml, y 3,3 mg/ml, respectivamente), alanina 0,02 M,
valina 0,01 M, isoleucina 0,002 M, 0,2 mg/ml de inosina, y una pequefia cantidad de Purpura de Bromocresol. La
combinacién del medio con las esporas sobre el soporte, sometido a procesos de esterilizacion letal y subletal
mostrados en las Tablas 4a-4c, se incubd a 50 °C durante 60 min, y se tomaron lecturas de la intensidad de
fluorescencia a los 30 y 60 min mediante el uso de excitacién a 485 nm y emisién a 530 nm. Se enumeran
resimenes de los cambios de la fluorescencia tras la normalizacién en las Tablas 4a-4c.

Tabla 4a. Cambio de la Fluorescencia Basada en Naranja de Acridina (485/530 nm) a Intervalos de 30 y 60 Minutos
Después de 1 6 3 Minutos en un Ciclo Asistido por Vacio a 132 °C (270 °F) en un Recipiente de un Resistémetro
Evaluador de Indicadores Bioldgicos (BIER) de Vapor Joslyn (Steris, Mentor, OH).

Tiempo en el esterilizador

Cambio medio de la
Fluorescencia a los 30 min

Cambio medio de la
Fluorescencia a los 60 min

1 min

2607

2762

3 min

279

386

Tabla 4b. Cambio de la Fluorescencia Basada en Naranja de Acridina (485/530 nm) a Intervalos de 30 y 60 Minutos
Después de 1 6 3 Minutos en un Ciclo de Gravedad a 132 °C (270 °F) en un Esterilizador de Vapor AMSCO EAGLE
Modelo 2013 (Steris, Mentor, OH).

Tiempo en el recipiente BIER

Cambio medio de la
Fluorescencia a los 30 min

Cambio medio de la
Fluorescencia a los 60 min

1 min

1462

1808

3 min

201

22

Tabla 4c. Cambio de la Fluorescencia Basada en Naranja de Acridina (485/530 nm) a Intervalos de 30 y 60 Minutos
Después de 5 6 15 Minutos en un Ciclo Asistido por Vacio a 121 °C (250 °F) en un Recipiente de un Resistometro

Evaluador de Indicadores Bioldgicos (BIER) de Vapor Joslyn (Steris, Mentor, OH).

Tiempo en el recipiente BIER

Cambio medio de la
Fluorescencia a los 30 min

Cambio medio de la
Fluorescencia a los 60 min

5 min

2774

3347

15 min

383

353

Todas las muestras que se sometieron a condiciones de esterilizacion subletales (p.ej., 1 mina 132 °C, 5 min a 121
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°C) mostraron un incremento significativo de la intensidad de fluorescencia y tornaron el medio purpura a amarillo, lo
que indica el crecimiento y la produccion de acido, lo que proporciond una prueba independiente de esporas viables.

Ejemplo 5

El colorante fluorescente que interacciona con acidos nucleicos con permeabilidad celular mostré actividad a lo largo
de un intervalo de concentraciones de colorante en la disolucion.

Se prepararon diluciones mediante el uso de Agua Estéril para Irrigacion (Baxter, Deerfield, IL) y se ensayaron a una
poblacién final que oscilé entre 1x10° y 0 esporas. Las diluciones de esporas (100 microlitros) se combinaron con
200 microlitros de medio, que consistié en Naranja de Acridina y nutrientes como se describi6 en el Ejemplo 1, con
concentraciones de Naranja de Acridina a 1:5000 (0,0066 mM), 1:1000 (0,033 mM) y 1:500 (0,066 mM), y cada una
de las mezclas resultantes se afiadié a un pocillo de una placa. La placa se colocé posteriormente en un lector de
placas precalentado (lector de placas BioTek Synergy 4, Winooski, VT) a 50 °C y se incubd durante 60 min, durante
lo cual se tomaron lecturas de la intensidad de fluorescencia mediante el uso de excitacion a 485 nm y emision a 530
nm. A continuacion se enumera un resumen de los datos normalizados en las Tablas 5a-5c.

Tabla 5a. Naranja de Acridina a una concentracion de 0,0066 mM con concentraciones decrecientes de esporas.

Tiempo 0 E3 E4 ES E6
0:00:00 0 0 0 0 0
0:15:00 711 2033 | 3754,5 | 5224 | 12024,5
0:30:00 | 886,5 | 2271,5| 4088 | 5364 | 15320
0:45:00 | 1027 2396 4174 | 5373 | 16514,5
1:00:00 | 1147,5 | 2484,5 | 4268 | 5406 | 17130,5

Tabla 5b. Naranja de Acridina a 0,033 mM con concentraciones decrecientes de esporas.

Tiempo 0 E3 E4 ES E6
0:00:00 0 0 0 0 0
0:15:00 740 2022,5 | 3467 | 5012 | 144275
0:30:00 958 2281 | 3640,5 | 5029 | 19073,5
0:45:00 | 1143,5 | 2437 3724 | 4999 | 20802,5
1:00:00 | 1280 | 2558,5 | 3810,5 | 5068 | 21688

Tabla 5c. Naranja de Acridina a 0,066 mM con concentraciones decrecientes de esporas.

Tiempo 0 E3 E4 ES E6
0:00:00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0:15:00 | 815,5 | 3420,0 | 3261,5 | 3422,5 | 13727,5
0:30:00 | 1026,0 | 3716,0 | 3464,0 | 3533,0 | 15331,5
0:45:00 | 1184,5 | 3902,5 | 3586,5 | 3606,0 | 15529,5
1:00:00 | 1287,5 | 4000,5 | 3626,5 [ 3616,0 | 15629,0

La deteccion de E3 esporas se demostré con todas las concentraciones de Naranja de Acridina. Cuanto mayor fue la
concentracion usada de naranja de Acridina, mayor fue la sefal.
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REIVINDICACIONES
1. Unindicador de un proceso de esterilizacién que comprende:
un soporte que sostiene una diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion;
un recipiente impermeable a microorganismos e impermeable a un esterilizante, y el recipiente contiene un medio de
germinacion que comprende una cantidad subletal de al menos un colorante fluorescente que interacciona con
acidos nucleicos con permeabilidad celular y al menos un nutriente para la germinacion de las esporas;
en el que el al menos un colorante fluorescente con permeabilidad celular puede interaccionar con los acidos
nucleicos presentes en, y producidos por, la diversidad de esporas durante la germinacion o durante la germinacion
y el crecimiento de las esporas para producir un incremento de la intensidad de fluorescencia, lo que indica que
existen esporas viables, y en el que el colorante fluorescente con permeabilidad celular es lo suficientemente estable
al menos a una temperatura para la incubacién de las esporas como para producir el incremento de la intensidad de
fluorescencia.
en el que el soporte esta en posicion adyacente al recipiente y separado del medio de germinacion.

2. El indicador de la reivindicacion 1, en el que el colorante fluorescente con permeabilidad celular es
suficientemente estable a una temperatura de esterilizacion.

3. El indicador de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que el colorante fluorescente con permeabilidad
celular es un colorante que interacciona con los acidos nucleicos mediante intercalacion, atraccion electrostatica,
una interaccion de cargas, interacciones hidroéfobas-hidrdéfilas, o una combinacion de las mismas.

4. El indicador de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el incremento de la intensidad de
fluorescencia es a una longitud de onda de 500 a 675 nm.

5.  Elindicador de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el medio de germinacién comprende ademas
un componente de apagamiento colisional.

6. Elindicador de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el medio de germinaciéon comprende ademas
al menos un colorante de referencia.

7. Un método para determinar la eficacia de un proceso de esterilizacion, y el método comprende:

proporcionar un indicador de un proceso de esterilizacion que comprende:

un soporte que sostiene una diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion;

un recipiente impermeable a microorganismos e impermeable a un esterilizante, y el recipiente contiene un medio de
germinacion que comprende una cantidad subletal de al menos un colorante fluorescente que interacciona con
acidos nucleicos con permeabilidad celular y al menos un nutriente para la germinacion de las esporas;

en el que el al menos un colorante fluorescente con permeabilidad celular puede interaccionar con los acidos
nucleicos presentes en, y producidos por, la diversidad de esporas durante la germinacion o durante la germinacion
y el crecimiento de las esporas para producir un incremento de la intensidad de fluorescencia, lo que indica que
existen esporas viables, y en el que el colorante fluorescente con permeabilidad celular es lo suficientemente estable
al menos a una temperatura para la incubacién de las esporas como para producir el incremento de la intensidad de
fluorescencia; y

en el que el soporte esta en posicion adyacente al recipiente y separado del medio de germinacion;

colocar el indicador del proceso de esterilizacidon en una camara de esterilizacion;

exponer el indicador del proceso de esterilizacion a un esterilizante;

combinar la diversidad de esporas resistentes al proceso de esterilizacion y el medio de germinacion;

incubar las esporas con el medio de germinacion;

y

medir el incremento de la intensidad de fluorescencia, si existe.
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8. El método de la reivindicacién 7, que comprende ademas determinar si existen o no esporas viables, después
de exponer el indicador del proceso de esterilizacion a un esterilizante, midiendo el incremento de la intensidad de
fluorescencia, si existe, mientras se incuban las esporas con el medio de germinacion, y determinando una velocidad
del incremento de la intensidad de fluorescencia, si existe.

9. El método de la reivindicacién 7, que comprende ademas determinar si existen o no esporas viables, después
de exponer el indicador del proceso de esterilizacion a un esterilizante, midiendo el incremento de la intensidad de
fluorescencia, si existe, después de incubar las esporas con el medio de germinacién en comparacién con antes de
incubar las esporas con el medio de germinacion.

10. El indicador de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o el método de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,
en el que la concentracion del colorante fluorescente con permeabilidad celular no es mayor de 0,10 mM.
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