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DESCRIPCION
Indicador biol6gico
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la invencion

La invencidn se refiere a un indicador biologico estéril para el control de la esterilidad o desinfeccion, etc., que
presenta una superficie de soporte que contiene grupos funcionales que estan ligados de modo covalente con uno o
varios microorganismos a través de un reagente de reticulacién. De manera deseada, el indicador contiene una
poblaciéon de microorganismos uniforme y consistente que puede ser utilizada para valorar varios tratamientos de
esterilizacion de dispositivos médicos y accesorios, instrumentos, soluciones, superficies, ropa y similares, para
indicar el grado de éxito de la esterilizacién con respecto a los articulos que van a ser utilizados otra vez o
esterilizados en su estado terminal.

Descripcidn del estado de la técnica

Los indicadores biolégicos se utilizan para comprobar y/o determinar la eficacia de los procesos de esterilizacién. Un
indicador biol6gico tipico contiene una poblacion calibrada de microorganismos con una resistencia elevada al
proceso de esterilizacion que se esta investigando. Después de ser expuestos al proceso de esterilizacion, los
indicadores biolégicos son incubados en un medio de cultivo para estimular el crecimiento de cualquier
microorganismo viable restante. Los indicadores biolégicos autbnomos contienen el medio de cultivo en el interior
del indicador, de modo tipico en una redoma quebrantable. Los indicadores biolégicos en tira con esporas son
combinados con un contenedor separado de medio de cultivo después del proceso de esterilizacion supervisado. El
crecimiento posterior de microbios, tal como se demuestra por un cambio de color o turbiedad del medio de
crecimiento, es una indicacion de que el proceso de esterilizacion process ha sido ineficaz.

De modo habitual, las esporas bacteriales son preferidas para los indicadores biolégicos, debido al hecho que las
esporas microbianas son aceptadas como siendo mas resistentes a los procesos de esterilizacion que la mayoria de
los demas tipos de microorganismos, y por lo tanto se asume que un proceso de esterilizacion process que matara
las esporas microbianas matara también cualquier otro microorganismo contaminante.

La seleccidn de las esporas bacterianas depende del modo de esterilizacion, del tipo de esterilizacion y de la técnica
a ser valorada. Por ejemplo, las esporas de Geobacillus stearothermophilus se utilizan para supervisar los sistemas
de esterilizacién que emplean calor hiumedo, acido peracético, perdxido de hidrogeno y otros compuestos de
peroxido, tanto en el estado liquido como en el estado vaporoso, porque estas esporas de indicador son altamente
resistentes a sustancias quimicas oxidativas. De manera similar, las esporas de Bacillus subtilis se emplean para
controlar la esterilizacion de oxido de etileno y los sistemas de esterilizacion que emplean calor seco.

De modo general, los microorganismos son soportados sobre un portador o sustrato, tal como una tira o un disco. El
sustrato es formado a partir de un material que es compatible con el proceso de esterilizaciéon y que no contiene
aditivos que puedan influir sobre la valoracion de la esterilidad. Materiales tal como papel de filtro, papel
cromatografico, papel secante, fibras de vidrio, plasticos de polimero, ceramicos, acero inoxidable y articulos de
oxidos metalicos se utilizan frecuentemente como sustrato o portador.

Para distribuir los organismos sobre el sustrato, de manera convencional una suspension de microorganismos en
agua o alcohol es bombeada hacia una aguja que es suspendida encima de una via del papel u otro material de
sustrato. El papel es desplazado por debajo de la aguja a un ritmo constante, y provoca la formacion de una traza de
suspensiéon sobre el papel mientras est4 pasando por debajo de la aguja. Alternativamente, la suspension se
transfiere manualmente al sustrato mediante el uso de una micropipeta. A continuacion, la via de papel impregnado
es cortada al tamafio apropiado para el uso como indicador, habitualmente como tiras de ensayo o discos de
ensayo.

Es importante, tanto la necesidad de que una cantidad controlable del microorganismo llegue a la superficie del
sustrato, como que el microorganismo esté inmovilizado suficientemente sobre la superficie del sustrato. Varios tipos
de vinculos del microorganismo a la superficie del sustrato han sido propuestos, incluyendo interacciones
hidrofébicas y electroestéaticas, intercambio de ionos y fuerzas de van der Waals. La patente US 4,478,946, se
refiere a la absorcion de proteinas no funcionales a una superficie y el empleo de agentes de reticulacion para atar
de manera covalente las proteinas funcionales a proteinas no funcionales absorbidas. Sin embargo, estas técnicas
de inmovilizacion a menudo proporcionan una sujecion menor que la deseada, especialmente en los ambientes
acuosos. La patente US 5,077,210 se refiere a agentes activos tal como proteinas inmovilizadas de manera
covalente sobre sustratos que portan grupos de hidroxilo. Un silano es ligado al sustrato y acoplado a un reticulador
heterobifuncional en un grupo funcional, dejando un grupo funcional libre que es diferente del primer grupo al que es
ligado una proteina mientras que mantiene una alta funcionalidad de la proteina. El silano tiene un grupo funcional
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que reacciona con el grupo de hidroxilo del sustrato y un grupo terminal de tioles que reacciona con un grupo de un
agente de reticulacién heterobifuncional que contiene un grupo de succinimidas que reacciona con un grupo de
aminos del agente activo. La patente US 5,739,004 Al revela un indicador biolégico para el control de la
esterilizacion. A efectos de inmovilizar quimicamente el microorganismo o la enzima, US 5,739,004 Al se refiere a
compuestos que forman enlaces ionicos y/o covalentes con el microorganismo o la enzima, formando de este modo
un complejo inmovilizado estable. Estos compuestos incluyen alditoles, polisacaridas, almidones y ciclodextrinas. El
uso de agentes de reticulacion de longitud zero no esta revelado. El documento US 2004/248298 Al se refiere a un
método de purificacion selectiva de células bacterianas o componentes de célula comprendiendo el acoplamiento de
bacteriéfagos y/o proteinas bacteriéfagas mediante el acoplamiento covalente para soportar materiales tales como
particulas magnéticas. De modo preferente, el enlace se realiza a través de grupos de acoplamiento, en particular
polipéptidos y/o sustancias de bajo peso molecular tal como la biotina. Sin embargo, un indicador biol6gico para el
control de la esterilizacién no esté revelado.

Resumen de la invencién

Un indicador biolégico para determinar si una esterilizacion, desinfeccion u otro tratamiento biocida similar ha sido
eficaz con respecto a organismos organicos vivos, comprende un sustrato que contiene de modo inherente unos
grupos funcionales sobre el mismo, o afadidos al mismo, o una capa de superficie autoensamblada sobre el mismo,
tal como un grupo funcional que contiene una sola capa (SAM). Los grupos funcionales incluyen grupos de hidroxilo,
grupos de halogenuro, grupos de amina y similares, y de modo deseado excluyen los grupos de tiol. Un agente de
reticulacion de longitud zero, a saber EDC, es utilizado, que proporciona un enlace covalente de un indicador de
microorganismos tal como esporas, organismos vegetativos, o un agente etioldgico a la superficie funcionalizada del
sustrato. En una realizacion como esta, el indicador de microorganismos esta ligado estrechamente bien a la capa
de superficie, bien y de modo preferente, al sustrato que no presenta ninguna capa de superficie sobre el mismo, y
es muy dificil eliminarlo lavandolo, con turbulencia de fluido y similar.

En todas las realizaciones, el agente funcional es aplicado de manera uniforme y consistente, asegurandose de este
modo que la poblacién de microorganismoos sobre el mismo también sera uniforme y consistente.

De regla general, los indicadores biol6gicos se utilizan para indicar si una esterilizacion, desinfeccion u otro
tratamiento biocida similar de varios articulos tal como instrumentos quirdrgicos ha sido eficaz de modo que los
articulos pueden volver a ser utilizados.

Un indicador biol6gico para el control de la esterilidad; que comprende: un sustrato; una capa de superficie que
contiene grupos funcionales terminales que estan situados sobre dicho sustrato, siendo dicha capa de superficie
sustancialmente libre de cualquier &tomo de enlace de silicio; un indicador de microorganismos; y un reagente de
reticulacion ligado de modo covalente a dichos grupos funcionales de capa de superficie y ligado de modo covalente
a dicho indicador de microorganismos.

Un indicador biolégico, comprendiendo: un sustrato y opcionalmente una capa de superficie situada sobre dicho
sustrato, en donde dicho sustrato o dicha capa de superficie eventual contiene grupos funcionales; un agente
etioldgico que comprende un agente de bioterrorismo, un organismo clinicamente relevante, una cepa resistente de
bacterias, 0 un componente subcelular, o0 combinaciones de los mismos; y un agente de reticulacion ligado de modo
covalente a dicho grupo funcional de sustrato o a dicho grupo funcional de capa de superficie eventual, y ligado de
modo covalente a dicho agente etiolégico.

Descripcion de la invencion

Se describe un indicador biolégico que es apropiado para supervisar y/o determinar la eficacia biocida de un proceso
de esterilidad, desinfeccién, o desactivacion de microorganismos, priones, agentes etiolégicos y similares que, de
manera general, son altamente resistentes a estos procesos de tratamiento. Mientras que las esporas, por ejemplo
las endosporas, son el microorganismo de ensayo preferido porque, de regla general, tienen una alta resistencia a
muchos procesos de esterilizacién, otros microorganismos que incluyen hongos, micobacterias, bacterias
vegetativas y protozoos, también pueden ser utilizados en el lugar de las esporas. De modo preferible, los
microorganismos tienen grupos terminales de azufre sobre los mismos y si no, pueden reaccionar con o ser
convertidos en tioles para que contengan grupos terminales de azufre. Ejemplos de endosporas incluyen
Geobacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus subtilis globigii, Clostridium sporogenes, Bacillus cereus, y
Bacillus circulans. Ejemplos de hongos incluyen Aspergillus niger, Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes, y
Wangiella dermatitis. Ejemplos de micobacterias que pueden ser utilizadas en la presente invencién incluyen
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium smegmatis, y Mycobacterium terrae.

Ejemplos de bacterias vegetativas incluyen Aeromonas hydrophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Streptococcus pyrogenes, Escherichia coli, Klebsiella (pneumoniae), Legionella pneumophila,
Methylabacterium, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella chateraesuis, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, y Stenotrophomonas maltophilia. Con respecto a las bacterias vegetativas, unas células
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vegetativas 0 sus partes integrantes pueden ser fijjadas a una matriz sélida de soporte por el (los) mismos
mecanismo(s) y sobrevivir el secado y almacenamiento a través de la deposicién en presencia de una o mas de una
variedad de excipientes. Los excipientes son una clase amplia de compuestos generalmente inertes que se utilizan
para estabilizar entidades inestables. Una subclase de excipientes incluye los carbohidratos y en particular sacéaridos
poliméricos y oligosacéridos. Un ejemplo de tal compuesto es la trehalosa de disacarido. Altas concentraciones de
trehalosa en el tejido de ciertos organismos permiten que estos sobrevivan en un estado de deficiencia de agua y
también se ha mostrado que reactivan componentes funcionales celulares después de una deshidratacién. De
hecho, la trehalosa es conocida porque proporciona estabilidad a membranas y otras estructuras macromoleculares
esenciales a la viabilidad de una célula bajo unas condiciones extremas ambientales (por ejemplo, liofilizacion).
Otros compuestos de excipiente estabilizadores incluyen (pero no estan limitados a) azlcares simples, por ejemplo,
sacarosa, glucosa, maltosa, polimeros de cadena larga, por ejemplo dextranos, almidén, agarosa y celulosa. Otros
excipientes no basados en carbohidratos podrian incluir también proteinas, fosfonatos, agentes tampon, ceras,
lipidos, aceites u otros materiales basados en hidrocarbono.

Ejemplos de protozoos encluyen Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum.

Las esporas son preferibles en la presente invencidn ya que son altamente resistentes a procesos de esterilizacion,
etc.

De modo adicional al control y/o a la determinacion de la eficacia de varios tratamientos 0 procesos con respecto a
la esterilizacion, etc. de endosporas, hongos, etc., los indicadores de la presente invencion pueden ser utilizados
también con respecto a y/o para determinar la eficacia de un tratamiento o proceso estéril o de desinfeccion.

Agentes etiolégicos y otros agentes no simulados

Los agentes etiologicos incluyen agentes de bioterrorismo, agentes clinicamente relevantes, componentes
subcelulares y cepas resistentes de bacterias emergentes. Adicionalmente a los organismos de simulacién
seleccionados a base de su aceptacion como representando una naturaleza 'altamente resistente’ (por ejemplo
Geobacillus stearothermophilus) y otros microorganismos mencionados mas arriba, unos agentes no
autorreproductores y componentes subcelulares o productos de células pueden ser seleccionados en base a su
significancia clinica o en base a su uso como agentes del bioterrorismo. Estos organisms se componen
frecuentemente de cepas que ahora pueden presentar una resistencia a los medios normales de tratamiento
antibidtico o desinfeccion quimica, debido a modificaciones naturales o provocados por el hombre. Ejemplos del tipo
anterior incluyen de modo minimo VREs (Enterococci resistentes a la vancomicina), MSRAs (Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina), y Mycobacterium cheloni. Estos organismos clinicamente significantes son particularmente
interesantes porque los VREs y MRSASs representan organismos que han desarrollado una resistencia con respecto
a sus contramedidas terapéuticas tipicas (Resistencia a los antibioticos) y M. cheloni es un ejemplo para aquellos
organismos que han desarrollado una resistencia con respecto a unos modos de desinfeccion que anteriormente
habian sido eficazes (resistencia al glutaraldehido). Asimismo existe una pluralidad de agentes etiologicos
emergentes de significancia para los cuales puede que todavia no existe una alternativa de simulacion, que pueden
representar un riesgo especial o un reto para el curso terapeutico de la accion o desinfeccion. Un ejemplo para ello
son los priones. Los priones no son organismos vivos per se, pero su funciébn como agentes causantes de
enfermedades estéa relacionada con su estructura y esta relacion entre estructura y funcion puede ser utilizada para
determiner su infectividad relativa. Otros agentes no auténomos (por ejemplo los virus) asi como elementos
subcelulares y priones proteinicos se contemplan en la presente invencion.

Los agentes etiologicos que pueden ser utilizados como agentes de bioterrorismo o enfermedades incluyen antrax
(Bacillus anthracis), botulinum (Clostridium botulinum toxin), especies de brucella (brucellosis), Burkholderia mallei
(muermo), Burkholderia psoudomallei (meloidosis), Chlamydia psittaci (psitacosis), coélera (Vibrio cholerae),
Clostridium perfringens (toxina epsilon), Coxiella burnetii (fiebre Q), enfermedades infecciosas emergentes tal como
el virus Nipah y hantavirus, Escherichia coli 0157:H7 (E. Coli), amenazas de la seguridad alimenticia (por ejemplo
especies de salmonela), Francisella tularensis (tularemia), peste (Yersinia pestis), toxina ricino de Ricinus communis
(semillas de ricino), Rickettsia prowazekii (fiebre tifoidea), Salmonella typhi (fiebre tifoidea), shigella (shigelosis),
viruela (Variola major), Staphylococcal enterotoxin B, Vibrio cholerae (colera), encefalitis viral (alfaviruses [por
ejemplo la encefalitis equina venezolana, la encefalitis equina oriental, la encefalitis equina occidental]), fiebres
hemorragicas virales (filovirus [por ejemplo Ebola, Marburg] y arenavirus [por ejemplo Lassa, Machupo]), amenazas
contra la seguridad del agua (por ejemplo Cryptosporidium parvum), y Yersinia pestis (peste), o combinaciones de
los mismos.

El microorganismo de ensayo puede ser una sola especie o una combinacién de especies. Si se utiliza una
combinacién de especies, para los procesos tipicos de la esterilizacion de dispositivos médicos, en la mayoria de los
casos los organismos preferentes seran una combinacion de Geobacillus stearothermophilus y Bacillus subtilis.

De modo preferible se utiliza un sustrato sélido como material portador de espora. El sustrato puede ser de cualquier
material inorganico tal como silicio, incluyendo silicio cristalino; varios tipos de vidrios que incluyen silicato
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sodocalcico, vidrio borosilicatado, vidrio fosfatado, vidrio borofosfato, vidrio boroaluminosilicato y similares que
tengan cualquier forma o molde tal como una lamina, fibra, bolita, o ballotini; varios cerdmicos que pueden ser
definidos como materias primas de la tierra en las que el silicio y su 6xido y sus compuestos complejos conocidos
como silicatos ocupan una parte predominante y que han sido calentados a temperaturas elevadas tal como
productos de tierras cocidas que incluyen baldosas y terracota, varias porcelanas, porcelanas de esmalte y similares;
metales tal como el paladio, platino, hierro, cobre, oro; varios sustratos inorganicos que contienen superficies
metalizadas tal como aquellos que van a ser descritos inmediatamente después, o varios 6xidos de metal de los
grupos 4 a 14 de la Tabla Periédica incluyendo oxido de titanio, oxido de circonio, oxido de hierro, oxido de cobre,
oxido de aluminio, silice como el cuarzo, el zafiro y similares.

Otro grupo de sustratos que pueden ser utilizados son varios compuestos organicos que incluyen la celulosa en
varias formas tal como el papel, papel de filtro, cartdon y similares. Varios polimeros pueden ser ejemplificados por,
pero no limitados a, polimeros acrilicos incluyendo &cido acrilico y polimeros de acrilato, varias poliolefinas como
polietileno y polipropileno, polimeros de alcohol polivinilico; poliestireno; y similares. Los sustratos arriba indicados
también pueden materiales composite de los compuestos arriba mencionados.

Los sustratos pueden ser modificados de manera electronica y/o fisica por plasma, haces de electrones, radiacion
gamma, fotoactivacion y similares. Estos tratamientos pueden utilizar grupos funcionales existentes, afiadir grupos
funcionales, o crear grupos inherentes evaluables (es decir, activos), sobre la superficie del sustrato, tal como grupos
de hidroxilo. Normalmente, por lo menos una parte de la superficie expuesta del sustrato sera plana, aunque las
superficies curvadas pueden ser tratadas de acuerdo con la presente invencion; por ejemplo, la superficie del
sustrato puede ser formada sobre la superficie interior o exterior de un tubo de ensayo o de una placa de multiples
pozos, o el lado exterior de la bola o del contenedor. Mientras que, de modo preferente, el sustrato es sdlido, puede
ser parcialmente poroso o poroso.

Los sustratos pueden existir en una gran variedad de formas, en tanto que proporcionan una superficie expuesta.
Ejemplos de formas apropiadas incluyen fibras, alambres, gofres, discos, laminas, portacbjetos de un microscopio,
placas de cristalizacion, células cerradas de absorcidon, ampollas de vidrio y similares. Los sustratos preferibles
incluyen varas formas de celulosa tal como el papel, fibras de papel, alcalino térreo, vidrio de borosilicato de
aluminio, poliestireno y similares.

De manera natural o inherente, los sustratos de la presente invencion pueden contener grupos funcionales sobre los
mismos, por ejemplo, varios vidrios contienen a menudo grupos de hidroxilo o grupos de amina. Alternativamente,
una capa de superficie separada que contiene grupos funcionales puede estar situada o existir sobre el sustrato
como bajo la forma de una monocapa, tal como un SAM (método de monocapas autoensambladas), que es bastante
conocido en la técnica anterior y la literatura. La capa inherente o adicional de grupos funcionales comprende
hidroxilo, amina, acido carboxilico, carbonilo, varios halogenuros tal como el cloro o bromo, y varios alquenos que
contienen una cantidad total de desde unos 2 hasta al menos unos 20 atomos de carbono. De manera general se
evitan los grupos de tiol.

Es un aspecto importante de la presente invencién utilizar un agente de reticulacion para ligar de modo covalente el
indicador de microorganismo al sustrato.

Ejemplos de reactivos de reticulacion de longitud zero incluyen 1-etil-3-[3-dimetilaminopropillcarbodiimida clorhidrato
(EDC).

Por lo tanto, el reactivo de reticulacion reaccionara a través de un grupo terminal con el sustrato o un compuesto
funcional separado de capa de superficie para formar un enlace covalente con el mismo mientras que el grupo
funcional terminal restante reaccionara con un indicador de microorganismo o un agente etiolégico y formara
también un enlace covalente con el mismo. El orden de reacciones no es importante ya que el agente de reticulacion
puede reaccionar en un primer tiempo con un grupo funcional de la superficie o de una capa de superficie, y
posteriormente con el microorganismo, o inicialmente con el microorganismo y después con el grupo funcional de la
superficie o de una capa de superficie.

Un aspecto importante de la invencion consiste en ligar el indicador de microorganismo al sustrato a través de
enlaces covalentes fuertes de al menos unos 10, de manera ventajosa desde unos 10 hasta unos 150, y de modo
preferente desde unos 25 hasta unos 125 kilocalorias por mol. Estos fuertes enlaces o anclajes del indicador de
microorganismo o agente etioldgico al sustrato son resistentes a condiciones adversas o de turbulencia, asociadas
con procesos estériles de lavado-desinfeccion y/o de liquidos quimicos. En otras palabras, los indicadores biol6gicos
de la presente invencion son altamente resistentes a ser separados del sustrato o arrastrados por lavado, tal como
por impactos causados por rociado por chorro, fuerzas hidroestaticas turbulentes y similares.

El indicador bioldgico de la presente invencion se prepara aplicando una capa de reactivos de reticulacion al sustrato
or al laminado de capa separada del sustrato que contiene un grupo funcional sobre el mismo. Los grupos
funcionales estan esencialmente libres de o no contienen atomos de enlace al silicio. Los atomos de enlace al silicio
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se producen cuando se utiliza un agente de unién de silano funcionalizado. Esencialmente libre quiere decir que, de
modo general, menos de unos 10%, de modo ventajoso menos de unos 5% y de modo preferente menos de unos 2
0 3%, o zero, es decir ninguno, de los grupos funcionales esta ligado al sustrato a través de un atomo intermedio de
silicio. Los sustratos también estan esencialmente libres de proteinas, de proteinas parcialmente hidrolizadas y de
péptidos. La proporcién de tales proteinas, etc. si existen, es baja de modo que, generalmente, es de menos de unos
10%, de manera ventajosa menos de unos 5 % y de modo preferible menos de unos 2% o 3% de los grupos
funcionales que estan ligados al sustrato. Con dependencia del tipo de los grupos funcionales arriba indicados,
contenidos sobre el sustrato o la capa de superficie, se utiliza un reactivo de reticulacion que tiene por lo menos un
grupo terminal que reacciona facilmente con el mismo y forma un enlace covalente. Por ejemplo, si la superficie del
sustrato tiene un grupo funcional de amina, uno de los grupos funcionales del reactivo de reticulacion reaccionara
facilmente con el mismo, tal como un aldehido, una imida, un grupo de carboxilo, un éster amidilo de un acido
carboxilico, un anhidrido y similares. Un método de estos se refiere al uso del reactivo de reticulacion en un tapon tal
como un tapdn de fosfato en condiciones relativamente neutras, por ejemplo un pH desde unos 6 hasta unos 8,
durante un periodo de tiempo apropiado para permitir que se forme un enlace covalente con el grupo funcional del
sustrato. Un exceso de reactivo de reticulacion puede eliminarse de cualquier modo convencional, como el lavado, el
aclarado o similares.

El grupo terminal restante del reactivo de reticulacion es un grupo funcional que reacciona facilmente con el
indicador de microorganismo, 0 agente etiolégico, y forma un enlace covalente con el mismo. De este modo, el
indicador de microorganismo, agente etiol6gico o agente causante de enfermedad, o estimulante etc., estan ligados
de modo covalente al grupo funcional del sustrato a través del reactivo de reticulacion. Estos grupos funcionales, tal
como se ha indicado arriba, que reaccionan con el microorganismo incluyen un halégeno, un derivado de melanina,
un grupo tiol, una maleimida, una malamida, etc.

Ya que el microorganismo preferente de la presente invencion es una espora bacteriana, y puesto que de modo
general la espora contiene grupos terminales de azufre sobre la misma, es un ejemplo de una realizacién deseada
de la invencién. En caso de que la espora o el microorganismo no contienen un grupo terminal de azufre, pueden ser
tiolados antes de su reaccion con el agente de reticulacién. La tiolacion de microorganismos es conocida en el
estado de la técnica y la literatura.

El reactivo de reticulacion puede ser llevado a reaccionar de varias maneras, tal como a una temperatura ambiente,
a temperaturas elevadas, por radiacion como la luz ultravioleta, y similares.

Un aspecto importante de la presente invencion es la poblacion uniforme y/o consistente de indicadores de
microorganismo o agentes etiolégicos sobre el sustrato, de tal modo que se obtiene una baja desviacién del
estandar o sus combinaciones; de modo general de unos 50% o menos, de modo deseado unos 25% o menos, y de
modo preferente unos 10% o menos, en base a un area, por ejemplo, un cm2 en comparaciéon con un area diferente
sobre el sustrato. La distribucion uniforme de un indicador de microorganismo o agente etioldgico se prepara
mediante la suspension de un microorganismo de esporas seleccionado tal como en una solucién acuosa,
generalmente agua o un solvente. Los solventes pueden incluir etanol, metanol, y otros alcoholes, siendo etanol
aquel que se prefiere. Sin embargo, se deberia entender que las esporas pueden ser suspendidas en una gran
variedad de soluciones, a condicién de que la viabilidad y las propiedades de resistencia de las esporas no estén en
juego.

Alternativamente, el reactivo de reticulacion arriba indicado puede ser llevado a reaccionar inicialmente con uno o
mas tipos de indicadores de microorganismo, o agente etiolégico, y similares, y después, posteriormente, aplicado
en una solucion acuosa o un solvente a un grupo funcional que contiene un sustrato, después de lo cual el agente
de reticulacion es ligado de modo covalente al mismo.

El sustrato preparado que presenta o un grupo funcional inherente o grupos funcionales provistos de una monocapa
autoensamblada (SAM) que esté ligada de modo covalente a un reactivo de reticulacion, se inocula entonces con un
microorganismo, tal como una suspensién de esporas, en una concentracion predeterminada y particular. La
concentracion de la suspensiéon de esporas variara, en funcion de las exigencias de la aplicacion y del grado
deseado de la aplicacion al sustrato, pero de regla general oscilara entre unos 104 cfu/ml y unos 109 cfu/ml. La
inoculacion de la solucion de esporas sobre el portador se realiza sumergiendo o mojando la superficie en la
solucion de esporas, pipeteando, pulverizando o imprimiendo un volumen fijado de suspensién sobre el sustrato. La
cantidad real de microorganismos depositada o existente sobre el indicador biolégico sera desde unos 104 hasta
unos 107 cfu/indicador bioldgico. En caso de que el sustrato es generalmente plano tal como una cellla cerrada de
absorcion o un portaobjetos de microscopio, la superficie entera del portador esta cubierta. Si el sustrato tiene una
superficie generalmente curvada tal como una ampolla de vidrio, Gnicamente una porcion terminal o la superficie
entera esté cubierta.

A continuacion, el sustrato inoculado es secado a temperatura ambiente desde unos 17°C hasta unos 25°C durante
un periodo de tiempo desde aproximadamente 1 min hasta unos 30 min. 0 mas, o a temperaturas elevadas para
reducir el tiempo del secado. Cuando el portador ha sido inoculado, el portador es aclarado con agua o un solvente
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para eliminar esporas que no estan ligadas estrechamente a la superficie. Entonces, el sustrato puede ser
inspeccionado visualmente utilizando unos instrumentos foto-optométricos tal como un microscopio 6ptico o de
sonda de exploraciéon para determinar la uniformidad de la poblacién del indicador de microorganismo sobre la
superficie del portador. La poblacién de la superficie del portador también puede ser enumerada evaluando pruebas
maceradas 0 sometidas a ondas sonoras, o0 por otro medio conocido para los expertos.

En vez de indicadores de microorganismo tal como esporas, varios agentes etiolégicos pueden ser aplicados de
modo similar al sustrato para obtener una concentracion conveniente sobre la superficie.

Debido al hecho que los sustratos o capas de superficie pueden ser hechos teniendo concentraciones uniformes y
consistentes de grupos funcionales sobre los mismos que, posteriormente, son ligados de modo covalente a través
del reactivo de reticulacion a los microorganismos o agentes etiolégicos, estan fuertemente adheridos al sustrato con
pérdidas muy reducidas, si es que existen, debido a tratamientos o procesos estériles turbulentes y/o quimicos. Los
microorganismos tal como las esporas o los agentes etioldgicos sirven como indicador bioldgico muy eficaz en lo que
se refiere a la eficacia de la esterilizacion de varios articulos. Por ejemplo, los indicadores bioldgicos de la presente
invencién son muy beneficios en procesos de esterilizacion de productos quimicos liquidos pero también pueden ser
utilizados en procesos de esterilizacion tales como vapor, sustancias quimicas, radiacion, fase de vapor etc. para
esterilizar varios articulos que se indicaran més abajo. Cuando el ciclo de esterilizacion esta completado, el uno o
mas indicadores biolégicos son incubados de una manera bien conocida en el estado de la técnica y la literatura. En
caso de que alguno de los microorganismos, por ejemplo las esporas, 0 los agentes etiolégicos, han sobrevivido al
proceso de esterilizacion, van a crecer durante la incubacion bajo las condiciones apropiadas de incubacion,
conocidas para los expertos en la materia. La presencia de cualquier crecimiento es una indicacion de que el ciclo
de esterilizacion puede no haber tenido éxito. Por lo tanto, después de la incubacion de los indicadores biolégicos, la
desinfeccion o el grado de esterilidad es determinado de la manera convencional. Muchas veces, el resultado final
es determinado por la naturaleza de los articulos que son esterilizados, con una reduccién logaritmica de por lo
menos desde unos 4 hasta unos 12, y de manera preferente al menos unos 5 o unos 6 hasta unos 8 o unos 9. Una
reduccién logaritmica de 6 significa que un microorganismo o menos en 1.000.000 permanece después de haber
sido expuesto a un proceso de esterilizacion.

El tipo de microorganismo o de espora, o0 agente etioldgico utilizado en el indicador biolégico a menudo puede ser el
mismo que el organismo especifico que debe ser destruido. Por ejemplo, con respecto a agentes de la guerra
bioldgica, si se supone que una composicién o un contenedor contiene antrax, una espora de antrax puede ser
utilizada de modo que, después de haber completado el proceso de esterilizacion, se puede determinar si o no el
proceso ha sido eficaz para destruir el indicador de antrax.

Los articulos que pueden ser sometidos a una esterilizacion utilizando el indicador biolégico de la presente invencion
son numerosos y comprenden instrumentos que incluyen instrumentos quirdrgicos, equipos que incluyen tuberia
como para el transporte de compuestos médicos y farmacéuticos, composiciones tal como varios polvos, mezclas,
soluciones, tejidos, y siempre cuando se busca una indicacion de un proceso de esterilizaciéon o desinfeccion.

La funcién y ventaja de las realizaciones de la presente invencion se comprenderan mas plenamente a partir de los
ejemplos indicados mas abajo. A través de los ejemplos concretos siguientes se pretende ilustrar los beneficios de la
presente invencion, pero ellos no son ejemplos para el pleno ambito de la invencion.

EJEMPLO COMPARATIVO 1A

Se utiliza un sustrato que contiene una superficie terminada por amina, sea manufacturada con la funcionalidad tal
como un sustrato de poliestireno o vidrio, sea modificada utilizando una monocapa autoensamblada con el grupo
terminal deseado o tratada con algin medio fisico o quimico para liberar grupos funcionales o hacerlas accesibles.
Un reactivo heterobifuncional de reticulacion, N-succinimidil 3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), reacciona con la
superficie terminada por amina en salina tamponada con fosfato durante 30-60 minutos (una solucién madre de
20mM SPDP se hace en DMSO o en EtOH), de modo preferente a temperaturas entre 17°C-40°C. Todo exceso de
SPDP es eliminado aclarando el tamé6n de fosfato. A continuacion, la superficie es reducida utilizando ditiotreitol
(DTT) durante aproximadamente 30 minutos. Después, unas esporas Geobacillus stearothermophilus reaccionan
con la superficie reducida durante un periodo de tiempo desde aproximadamente 1 segundo hasta unas 18 horas.
Ademas, la espora es ligada de modo covalente al agente de reticulacién que, por su parte, es ligado de modo
covalente con el grupo funcional de amina sobre el sustrato.

EJEMPLO COMPARATIVO 1B

Tiolacion de una espora

Una solucién de espora de 106 a 109 cfu/mL se formula con una soluciéon PBS. Una alicuota de 120mL de 20 mM
SPDP se afiade a 0.5 mL de la suspensiéon de espora. (Las soluciones pueden ser dimensionadas tal como es

conveniente.) A continuacion, el SPDP reacciona con las esporas durante un periodo de 1 segundo hasta unas 2
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horas, y de modo preferente entre 1 segundo y 30 minutos. El grupo amino reactivo del SPDP, N-hidroxisuccinimida
(NHS) reaccionara con las aminas disponibles en las proteinas del revestimiento de espora. Después, el SPDP no
reactivo es eliminado utilizando los métodos habituales tal como didlisis, filtracién, o las dos, u otros medios
conocidos para los expertos en la materia. Posteriormente a la separacion del SPDP no reactivo, las esporas
recientemente tioladas se ponen en contacto con una superficie que ha sido modificada previamente con SPDP (de
acuerdo con el mismo método utilizado en otros ejemplos) y posteriormente ha sido reducida. La espora reaccionara
entonces con la superficie creando un enlace covalente a través de un enlace de disulfuro.

EJEMPLO COMPARATIVO 2
(Sin agente de reduccion)

Si se utiliza un sustrato con grupos funcionales originales de hidroxilo (0 una superficie de polimero que ha sido
tratada con gas plasma para crear funcionalidades de hidroxilo en la superficie), el reactivo heterobifuncional, N-(p-
maleimidofenil) isocianato (PMPI), es llevado a reaccionar con la superficie que contiene grupos hidroxilados en un
tampo6n no hidroxilico con un pH alcalino durante 30 minutos (una solucion madre de PMPI se prepara en DMSO o
en DMF con un exceso molar de aproximadamente 10 veces de la concentracion de hidroxilos presente en la
superficie). El grupo terminal de isocianato del PMPI reacciona entonces con las moléculas de hidroxilo en la
superficie del sustrato para formar enlaces de uretano. Los grupos sulfhidrilos que estan presentes sobre las
esporas Geobacillus stearothermophilus reaccionan entonces con el extremo funcional de maleimida del reticulador
con un pH neutro durante un periodo de 2 horas a una temperatura ambiente. El reactivo heterobifuncional de
reticulacion es ligado de modo covalente a las esporas y a los grupos de hidroxilo del sustrato.

EJEMPLO COMPARATIVO 3
(Sin agente de reduccion)

Un sustrato que tiene o dobles enlaces de origen, tal como grupos de vinilo a proximidad de la superficie, 0 una
superficie tratada para crear dobles enlaces, es sumergida en una solucién de fosfato de sodio de pH 7-9 en la
presencia de una solucion de 10% de 10mM N-succinimidil-6-[4’-azido-2'-nitrofenilaminolhexanoato (SANPAH) en
DMSO o en DMF. La muestra (sustrato y solucién) se expone a la luz UV a una longitud de onda de 300-460 nm (de
modo deseado entre 300 nm-370 nm) durante habitualmente menos de un minuto. El grupo de azido nitrofenilo del
SANPAH forma un grupo de nitreno que, por su parte, inicia una reaccion adicional con los dobles enlaces sobre la
superficie del sustrato. En un tampén de fosfato a pH 7, una suspension de espora Geobacillus stearothermophilus
(concentracion de 107 cfu/ml) se pone en contacto con la superficie modificada durante un periodo de 60 minutos a
temperatura ambiente. Los ésteres de NHS reacionan con los grupos primarios de amino para formar enlaces
estables de amida. El agente de reticulacion SANPAH es ligado de modo covalente a las esporas y al grupo de
vinilo, situado sobre la superficie del sustrato.

En una realizacion diferente de la presente invencion, se utiliza un agente de acoplamiento de silano funcionalizado
para afiadir un grupo funcional group al sustrato, con el grupo funcional siendo posteriormente atado directamente al
indicador de microorganismo, sin la intervencién de un reactivo de reticulacion. De acuerdo con ello, no se forma
ningun enlace covalente entre el grupo funcional del sustrato y el microorganismo tal como una espora, pero se
forma mas bien un tipo fisico u otro de enlace no covalente. El agente de acoplamiento funcionalizante puede
presentar la formula (FR)nSiX4-n donde n es igual a entre 1 y 3, y de modo conveniente desde 1 a 3. R es un
compuesto organico tal como un alquilo que tiene desde 1 hasta unos 20 atomos de carbono, y de modo
conveniente desde 2 hasta unos 18 atomos de carbono, y de modo preferido desde 3 hasta unos 16, o un
compuesto aromatico que tiene desde 6 hasta unos 20 atomos de carbono, y de modo deseado desde 6 hasta unos
15 atomos de carbono, o combinaciones de los mismos, tal como un alquilarilo, y un arilalquilo, y similares. X es a
haluro, tal como un grupo de cloro o de bromo, siendo cloro el preferido, o un grupo de alquiléxido, OR1, en donde
R1 es un alquilo que tiene desde 1 hasta unos 10 atomos de carbono, y de modo preferente desde 1 a 2 4tomos de
carbono. De acuerdo con ello, se puede utilizar un gran nimero de agentes de acoplamiento de silano, y ejemplos
representativos  incluyen  propiltrimetoxisilano,  butiltrimethoxisilano,  propiltrietoxisilano,  butiltrietoxisilano,
propiltriclorosilano, propiltribromosilano, butiltriclorosilano, butiltribromosilano, 11-hexadeciltriclorosilano, 15-
pentadeceniltriclorosilano, 11-bromoundeciltriclorosilano, monoclorosilano, diclorosilano, y similares. El grupo
funcional del agente de acoplamiento de silano, F, es un compuesto que puede ser atado a la bacteria, espora, etc.
como a través de un enlace fisico. Los grupos funcionales apropiados incluyen compuestos de tio, compuestos de
amina, compuestos que contienen carbonilo, compuestos de bromo, compuestos de epoxi, compuestos que
contienen carboxilo, compuestos de alqueno y compuestos de alquino, y similares, asi como derivados de los
mismos. Ejemplos of agentes de acoplamiento de silano funcionalizado, de este modo, incluyen 3-
aminopropiltrimetoxisilano, 3-aminopropiltrietoxisilano, 3-mercaptopropiltrimetoxisilano, 3-
mercaptopropiltrietoxisilano, 3-aminopropiltriclorosilano, 3-mercaptopropil-triclorosilano, y similares.
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Puesto que los varios silanos organicos, de modo general, tienen mas de un grupo X, y habitualmente 3, pueden
reticularse con grupos de hidroxilo grupos que existen de modo inherente sobre algunos sustratos tal como vidrio y
celulosa, para formar una red bidimensional de monocapas de grupos

(-8i-0-)
O

en donde los atomos de oxigeno estan derivados del grupo de hidroxilo ligado a la superficie del sustrato.
Naturalmente, se puede utilizar un Gnico tipo de agente de acoplamiento de silano funcionalizado o una mezcla de
dos o mas tipos diferentes de agente de acoplamiento de silano funcionalizado. El resultado final es la creacion de
una alta densidad de indicadores de microorganismo que estan inmovilizados sobre la superficie del sustrato.

El proceso de preparacion de la capa de los agentes de acoplamiento de organosilano funcionalizado al sustrato
comprende la aplicacién del compuesto de silano en un solvente que ha sido calentado hasta unos 60°C-75°C
previamente a la deposicion de los correspondientes alquilos de silano. Solventes apropiados son cualquier solvente
organico seco, incluyendo hidrocarbonos aromaticos tal como el tolueno, hexadecano, benceno, naftaleno, xileno,
cetonas secas tal como la acetona y similares, con el hexadecano siendo el preferido.

El indicador de microorganismo tal como las esporas puede ser adsorbido fisicamente a la superficie a través de
interacciones hidrofobas o electroestaticas entre las moleculas funcionales sobre la superficie del sustrato y las
proteinas en el revestimiento de la espora. Las esporas pueden ser adsorbidas también quiicamente a la superficie
utilizando los grupos de amino presentes en las proteinas.

EJEMPLO COMPARATIVO 4
(Agente de Enlace Silano)

Las muestras de un material de sustrato que contiene una celula cerrada de adsorciéon o una placa de cristalizacién
se preparan a través de una limpieza con una solucion de &cido sulfurico y perdxido de hidrogeno para eliminar
todas las impurezas orgénicas sobre la superficie. A continuacion, el sustrato es aclarado con grandes cantidades de
agua para eliminar cualquier acido o peroxido residual.

Después, el sustrato es mojado en una solucién de silano que consiste de 1 % hexadeciltriclorosilano o 11-
bromoundeciltriclorosilano o 15-pentadeceniltriclorosilano en hexadecano durante aproximadamente 30 segundos
hasta 5 horas en un bafio de agua de 60°C-75°C. Después, el sustrato es separado y aclarado con un solvente no
polar para eliminar moléculas residuales de silano.

Para preparar el indicador biolégico, el sustrato funcionalizado es sumergido, 0 mojado, en una solucién de espora
de unos 5-100 mLs durante un periodo de entre aproximadamente 1 segundo y 3 horas. Alternativamente, el
sustrato funcionalizado puede ser inoculado, pulverizado o imprimido con las suspensiones de espora.
Posteriormente a la inmersién, o el mojado, en la solucién de espora, el sustrato se deja secar en condiciones
ambientales (17°C-25°C y 1-30 minutos). Despues de que se haya secado, el articulo indicador biologico es
aclarado con agua estéril para eliminar todas las esporas que no estan bien adheridas. Este aclarado permite que
permanezcan solo las esporas bien adheridas. Después, el indicador biolégico se vuelve a secar en condiciones
ambientales y es inspeccionado para determinar la cantidad y distribucion de la poblacién de esporas.

EJEMPLO COMPARATIVO 5
(Agente de Enlace Silano)

Las muestras de un material de sustrato de vidrio se modifican para que contengan una superficie terminada en
amina sobre las mismas. Las superficies de vidrio se limpian utilizando una solucién de 30% de perdxido de
hidrogeno (35%) y 70% de acido sulftrico concentrado. La superficie funcional de amina se prepara sumergiendo la
superficie de vidrio limpiada en una solucién de 1 % de 3-aminopropiltrimetoxisilano en un solvente no acuoso, de
modo preferente hexadecano o acetona. La superficie funcional de amina es mojada en una solucién de salina
tamponada en fosfato que contiene una solucién madre de 20mM SPDP en DMSO o en EtOH durante un periodo de
desde unos 30 minutos hasta unos 60 minutos a una temperatura entre 17°C-25°C. El exceso de SPDP es eliminado
entonces, a través de un aclarado en el tampon de fosfato.

A continuacion, la superficie del sustrato es reducida utilizando una solucién de tampén de acetato que contiene
25mg/ml de ditiotreitol (DTT). La superficie se sumerge en la soluciéon de acetato/DTT durante 30 minutos a una
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temperatura de 17°C-25°C. Después, las superficies son aclaradas con grandes cantidades de tampon de acetato
para eliminar todo el DTT.

Para preparar el articulo indicador bioldgico, el sustrato con los agentes heterobifuncionales atados es sumergido en
un volumen apropiado de una solucion de espora durante un periodo entre unos 30 segundos y unas 20 horas.
Posteriormente a la inmersién, o el mojado, en la solucién de espora, el sustrato se deja secar en condiciones
ambientales [17°C-25°C].

EJEMPLO COMPARATIVO 6

En otra realizacion diferente se pueden utilizar unas superficies funcionalizadas de hidroxilo, tal como vidrio de
borosilicato, para preparar el indicador biologico. El sustrato funcionalizado es sumergido, o0 mojado, en una solucion
de espora de aproximadamente 5-100 mLs durante un periodo entre aproximadamente 1 segundo y 3 horas. Tras la
inmersion, o el mojado, en la solucién de espora, el sustrato se deja secar en condiciones ambientales (17-25°C y 1-
30 minutos). En cuanto esta seco, el articulo indicador biologico es aclarado con agua estéril para eliminar todas las
esporas que no estan bien adheridas. Este aclarado permite que permanezcan sélo las esporas bien adheridas.
Después, el indicador bioldgico se vuelve a secar en condiciones ambientales y es inspeccionado visualmente para
determinar la cantidad y distribucion de la poblacién de esporas y el nUmero de esporas sobre una superficie. Una
poblacién uniforme de esporas se obtiene en la que el estandar de desviacion es aproximadamente 25% o0 menos.

Mientras que, de acuerdo con los estatutos de patente, se han expuesto el mejor modo y la realizacion preferida, el
ambito de la invencion no esté limitado a los mismos, sino mas bien por el &mbito de las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES
1. Indicador biolégico para el control de la esterilidad, comprendiendo:

un sustrato;

una capa de superficie que contiene grupos funcionales que residen sobre dicho sustrato, en donde dichos grupos
funcionales de capa de superficie contienen menos de 10 % de atomos de enlace de silicio, basados en la cantidad
total de dichos grupos funcionales de capa de superficie;

unos indicadores de microorganismos seleccionados entre el grupo constituido por una enddspora, por un hongo,
por una micobacteria, por una bacteria vegetativa, por un protozoo, o por cualquier combinacion de los mismos;

un agente de reticulacion de longitud zero que presenta un grupo terminal funcional ligado de manera covalente a
uno de dichos grupos funcionales de capa de superficie y que presenta otro grupo terminal funcional ligado de
manera covalente a uno de dichos indicadores de microorganismos, de modo que un indicador de microorganismo
estd presente, que estad ligado de manera covalente a través de dicho agente de reticulacion a dicha capa de
superficie, presentando dicha capa de superficie unos indicadores de microorganismos ligados a la misma, que son
capaces de ser esterilizados a traves de un medio de esterilizacion,

en donde dichos indicadores de microorganismos ligados, que estan ligados de manera covalente a dicha capa de
superficie, presentan una distribucion uniforme, en donde la desviacion estandar de la distribucion es de 50 % o
inferior en base a una superficie unitaria de dicha capa de superficie en comparacion con otra superficie unitaria de
dicha capa de superficie; y

en donde el agente de reticulacion de longitud zero comprende un clorhidrato de 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida.

2. Indicador biolégico para el control de la esterilidad de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la cantidad de
dichos 4tomos de enlace de silicio es inferior a 5 % de la cantidad total de dichos grupos funcionales ligados a dicha
capa de superficie.

3. Indicador biolégico para el control de la esterilidad de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde dichos grupos
funcionales de capa de superficie comprenden hidroxilo, amino, &cido carboxilico, carbonilo, alquenos que contienen
un ndmero total de 2 a 20 atomos de carbono, halogenuros; en donde dicha enddspora comprende Geobacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus subtilis globigii, Clostridium sporogenes, Bacillus cereus, Bacillus
circulans, o cualquier combinacién de los mismos;

en donde dicho hongo comprende Aspergillus niger, Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes, Wangiella
dermatitis o cualquier combinacién de los mismos;

en donde dicha micobacteria comprende Mycobacterium chelonae, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium
smegmatis, Mycobacterium terrae, o combinaciones de los mismos;

en donde dicha bacteria vegetativa comprende Aeromonas hydrophila, Enterococcus faecalis, Streptococcus
faecalis, Enterococcus facecium, Streptococcus pyrogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Legionella
pneumophila, Methylobacterium, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia, o cualquier combinacién de los
mismos; y

en donde dicho protozoo comprende Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, o cualquier combinacion de los
mismos.

4. Indicador bioldgico para el control de la esterilidad de acuerdo con la reivindicacion 3 en donde la cantidad de
dichos atomos de enlace de silicio es inferior al 3 % de la cantidad total de dichos grupos funcionales ligados a dicha
capa de superficie.

5. Indicador biolégico para el control de la esterilidad de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la cantidad de los
atomos de enlace de silicio es inferior al 2 % de la cantidad total de dichos grupos funcionales ligados a dicha capa
de superficie; y en donde dicha desviacion estandar es del 25 % o inferior.

6. Indicador biol6gico para el control de la esterilidad, comprendiendo:

un sustrato y, eventualmente, una capa de superficie que reside sobre dicho sustrato, en donde dicho sustrato o
dicha capa de superficie eventual, cuando se utiliza, contiene unos grupos funcionales sobre el mismo, en donde
dichos grupos funcionales contienen menos del 10 % de los atomos de enlace de silicio con respecto a la cantidad
total de dicho sustrato o de dichos grupos funcionales de la capa de superficie eventual;

un agente etiolégico seleccionado entre el grupo que consiste de un agente de bioterrorismo, de un organismo de
importancia clinica, de una cepa de bacteria resistente, de un componente subcelular, 0 de una combinacion
cualquiera de los mismos;

un agente de reticulacion de longitud zero que presenta un grupo terminal funcional ligado de manera covalente a
uno de dichos grupos funcionales de sustrato o a uno de dichos grupos funcionales de capa de superficie eventual, y
que presenta otro grupo terminal funcional ligado de manera covalente a uno de dichos indicadores de agentes
etiologicos de tal modo que un indicador de agente etiolégico esta presente, que esta ligado de manera covalente a
través de de dicho agente de reticulacion a dicho sustrato o a dicha capa de superficie eventual, presentando dicho
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sustrato o a dicha capa de superficie eventual unos agentes etioldgicos ligados al mismo o la misma, capaces de ser
esterilizados mediante un medio de esterilizacion, que estan ligados de manera covalente a dicho sustrato o a dicha
capa de superficie eventual, presentan una distribucidon uniforme en la que la desviacion estandar de la distribucién
es del 50 % o inferior,

con respecto a una unidad de superficie de dicho sustrato o dicha capa de superficie eventual en comparacion con
otra superficie de dicho sustrato o de dicha capa de superficie eventual, y

en donde el agente de reticulacion de longitud zero comprende un clorhidrato de 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida.

7. Indicador bioldgico para el control de la esterilidad de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde dicho sustrato o
dichos grupos funcionales de capa de superficie comprenden hidroxilo, amino, acido carboxilico, carbonilo, alquenos
gue contienen un nimero total de 2 a 20 4&tomos de carbono, halogenuros;

en donde la cantidad de dichos atomos de enlace de silicio es inferior al 5 % de la cantidad total de dicho sustrato o
de dichos grupos funcionales de capa de superficie eventual;

en donde dicho agente etiologico comprende Enterococci, resistente a la vancomicina, Staphylococcus aureus
resistente a la metilicina, Mycobacterium cheloni, unos virus, unos priones proteicos, Bacillus anthracis, la toxina
Clostridium botulinum, Brucella spp., Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Chlamydia psittaci, Vibrio
cholerae, Clostridium perfringens, Coxiella burnetii, el virus nipah, un hantavirus, Escherichia coli O157:H7,
Salmonella spp., Francisella tularensis, Yersinia pestis, Ricinus communis, Rickettsia prowazekii, Salmonella typhi,
Shigella spp., Variola major, Staphylococcal enterotoxin B, unos alfavirus, unos filovirus, unos arenovirus,
Cryptosporidium parvum.

12



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

