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@Resumen:

La invencion trata de medios de cultivoenpolvo
para microbiologia, con gelificantes en frio afiadidos e
impregnados mecanicamente en soportes de fibra
para ser posteriormente esterilizados por irradiacion,
obteniéndose asi, a partir de un medio deshidratado,
un medio preparado, estéril y listo para su uso, con la
ventaja de auto-absorber la muestra sin necesidad de
calentar, fundir y enfriar agares, de manera que tras
incubar adecuadamente se obtienen colonias de
aspecto practicamente idéntico al obtenido en placas
preparadas convencionales de los medios estandar,
presentando como dos de las caracteristicas
fundamentales de novedad el hecho de que la
impregnacion del medio en la fibra se realiza en seco,
y que no se necesitan aplicadores para la correcta
autodifusién de la muestra.
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CONTROL MICROBIOLOGICO PARA RECUENTO DE MICROORGANISMOS Y

AISLAMIENTO DE PATOGENOS

DESCRIPCION

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencibn se refiere a un control microbiolégico para
recuento de microorganismos y aislamiento de patdogenos, y mas concretamente a
un nuevo método y formato en los medios de cultivo utilizados para poder conseguir

un medio preparado estéril, listo para su uso.

El objeto de la invencion es conseguir que el medio, deshidratado pero preparado,
estéril y listo para uso, tenga la ventaja de auto-absorber la muestra (siembra
en masa) sin necesidad de calentar, fundir ni enfriar agares, ni de emplear
aplicadores, permitiendo obtener, tras una incubacion adecuada, colonias de
aspecto practicamente idéntico al obtenido en placas preparadas convencionales de

los medios estandar.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El control microbiolégico para recuento de microorganismos y aislamiento de

patégenos, actualmente se realiza basicamente de tres formas o métodos

convencionales que corresponden a:

a)

Mediante medios deshidratados no estériles que el usuario debe hidratar,
esterilizar al autoclave, enfriar, dispensar en placas, tubos o frascos, vy
posteriormente sembrar, o bien en masa a 45°C, o bien con asas,

membranas filtradas o escobillones, una vez soélido.

Mediante medios preparados en tubos o frascos estériles, que el usuario
debe hervir, enfriar, dispensar en placas y sembrar en ellas, o bien en
masa a 45°C, o bien con asas, membranas filtradas o escobillones una vez
sélido. Estos dos métodos referidos requieren un elevado periodo de tiempo
para llevar a cabo el proceso (el primero varias horas y el segundo cerca de 1

hora).

Mediante medios preparados en placa, que el usuario debe sembrar en

superficie con asas, membranas filtradas o escobillones, y que
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habitualmente solo son capaces de absorber entre 0,1 y 0,33 ml de muestra
(la absorciéon de un 1 ml tarda mucho y no es recomendada en normas 1SO).
El avance de la placa preparada es que sélo requiere minutos de trabajo,
pero tiene la limitacion de no poder sembrar en masa, mezclando el ml de
muestra con el medio, como requieren casi todos los métodos de recuento
en placa (bacterias aerobias, enterobacterias, coliformes, estafilococos,
anaerobios, levaduras...): sélo sirve para sembrar en superficie con
escobillones, asas 0 membranas. Ademas, el mantenimiento de la esterilidad
durante el transporte se ve muy comprometido y la caducidad muy
mermada, ya que frente a los 5 afios del medio deshidratado, o frente a un

ano del tubo/frasco preparado, se reduce a solo 1-3 meses.

Por otro lado existen invenciones de las ultimas décadas (como por ejemplo
Petrifilm-USA, CompactDry-dJapén y productos similares de estos mismos
paises) que permiten la absorcion en frio de 1 ml de muestra, de diversas
maneras, lo que permite tener un medio preparado similar a la placa preparada,
con una caducidad muy superior, aproximadamente de un ano, aunque tiene
inconvenientes ya que se requieren forzosamente aplicadores para difundir la
muestra en el primer caso, y la aparicion de colonias deformes en el segundo

Caso.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

El medio de cultivo para control microbiolégico segun la invencién, viene a resolver

los problemas anteriormente referidos, dando incluso un paso adelante

respecto de los métodos referidos en el ultimo parrafo del apartado anterior,

de manera que segun la invencion, es posible conseguir la autodifusién de la

muestra a analizar sin necesidad de aplicadores, asi como obtener colonias

practicamente idénticas a las obtenidas con el método microbiolégico convencional.

Mas concretamente, segun la invencion, se parte de un medio deshidratado en

polvo fino que incluye gelificantes que permiten la autodifusion tridimensional de la

muestra en frio, sin necesidad de calentar y enfriar el medio, estando éste

embebido en una lamina absorbente de una matriz fibrosa que reparte la muestra

a analizar, de manera que el conjunto de dichos tres componentes, denominado

“ disco nutriente” , va envasado en, por ejemplo, una bolsa autosellable de

aluminio, o cualquier otro medio que protege esos discos nutrientes de la

humedad y de la luz, agentes éstos que son los que mas estropean todos los

medios de cultivo.
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Finalmente, el medio de cultivo referido es esterilizado, permitiendo al
usuario poder utilizarlo en el soporte que desee, preferentemente en placas Petri

estériles de 55-60 mm de diametro.

Los medios de cultivo empleados en la invencion, seran a menudo agares
cromogénicos para cada parametro microbioldgico: recuento y deteccion de
bacterias aerobias, recuento y deteccion de hongos (levaduras y mohos),
recuento y deteccion de Enterobacterias, recuento y deteccion de E.coli y
demas coliformes, recuento y deteccidn de Sigphylococcus aureus, recuento y
deteccion de Pseudomonas aeruginosa, recuento y deteccidon de Burkholderia
cepacia, recuento y deteccion de Listeria monocytogenes, recuento y deteccion de
Bacillus cereus, deteccidon de Salmonella spp., recuento y deteccion de Vibrio
spp, recuento y deteccidn de Candida albicans.., que en este caso su agar-
agar no interviene en la gelificacion del medio, pero si ayuda a estabilizar,
tamponar y robustecer la mezcla, pudiéndose utilizar cualquier medio de cultivo
deshidratado en polvo, sea cual sea su granulometria, siempre que incluya

gelificantes en frio y se incluya en laminas de fibra absorbente.

En cuanto a los gelificantes utilizados, y que permiten la autodifusion
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tridimensional de la muestra en frio, podra utilizarse cualquiera que absorba agua
en frio, sea sintético o natural, ahadido al medio de cultivo y embebido en seco en la

lamina de fibra.

Por su parte, la lamina absorbente de matriz fibrosa, que se acaba de
comentar en el parrafo anterior, ayuda al medio a absorber la muestra en frio, sin
necesidad de calentar y enfriar el medio, todo ello sin necesidad de aplicadores,
repartiéndola de forma homogénea y practicamente instantanea por capilaridad,
siendo sus poros lo suficientemente amplios como para absorber y mantener el
medio de cultivo en polvo y para absorber la muestra, pero lo suficientemente
finos como para que las colonias crezcan con aspectos practicamente

idénticos a las colonias crecidas en medios convencionales.

La polimerizacion del medio se consigue en las tres dimensiones gracias a la
composicion del gelificante en la matriz fibrosa, pudiéndose utilizar una lamina de
fibra absorbente cualquiera, ya sea sintética o natural, sea cual sea su tamafo
en cualquiera de sus tres dimensiones, sea cual sea el diametro medio de su
malla, su forma geométrica (circular, cuadrada, hexagonal, etc.), siempre que

embeba mecanicamente el medio de cultivo en polvo con gelificante en frio.
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La esterilizacibn en un medio cerrado se llevara a cabo preferentemente en
bolsas autosellables de aluminio, que protegen de la humedad, de la luz y de la
contaminaciéon externa, aunque puede utilizarse cualquier medio para

guardar/almacenar el cultivo propiamente dicho.

En cuanto a la esterilizacidon, la misma se realizara mediante irradiacion,

aunque puede utilizarse cualquier sistema o método conocido de esterilizacion.

En cuanto al soporte sobre el que el usuario puede utilizar, podra ser también
cualquiera siempre que dicho soporte sea hidréfugo y preferentemente
transparente por ambas caras, para observar mejor las colonias por arriba y/o por
abajo, resultando 6ptima la utilizacidn de una placa Petri por cada disco nutriente,

para que el usuario no tenga que buscarse soportes.

Anadir que utilizando el disco nutriente estéril sobre un 1 ml de muestra, el peso del
mismo atrapa la muestra y sus microorganismos, autodifundiéndose
instantaneamente  sin necesidad de calentar ni enfriar y, tras la incubacion
tiempo/temperatura adecuados para el microorganismo buscado, aparecen
aproximadamente tantas colonias como unidades formadoras de colonias

vivificables habia en la muestra. Y que algunos medios requieren la adicién de la
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muestra sobre el disco, en vez de la adicidn del disco sobre la muestra.

La transparencia de la matriz fibrosa y los componentes cromogénicos del medio,
permiten ver las colonias crecidas en todo el grosor del disco nutriente, tanto

desde arriba como desde abajo.

A menudo la sinergia de los componentes permite acortar los tiempos de
incubacion, obteniendo resultados mas rapidos que el método convencional; por
ejemplo permite recuentos estimativos en sélo 24 h para aerobios, Pseudomonas...

que en el método tradicional requieren 2-3 dias de incubacion.

Como consecuencia de ahorrarse el proceso de fusion y enfriamiento de agares, el
usuario se ahorra el punto critico mas importante en la microbiologia de las siembras
por inclusion en masa: el hecho de anadir el medio demasiado caliente en la
muestra (para que el agar-agar no solidifique antes de mezclar el medio con la
muestra), y por lo tanto el derivado hecho de impedir que crezcan todas las
unidades formadoras de colonias, de modo que mediante el sistema de la
invenciéon se aumenta la exactitud de los recuentos y el limite de deteccion de
los aislamientos: a menudo el nimero de colonias obtenido se acerca mas al

numero de ufc presentes en la muestra que el numero de colonias obtenido en los
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métodos convencionales.

Entre las ventajas mas destacables del invento, ademas de las anteriormente

comentadas, pueden citarse las siguientes:

10

15

20

La impregnacién del medio se realiza en seco y de forma mecanica.

No se utiliza alcohol para la impregnacion.

No se utilizan pegamentos.

La fiora es de poro tan fino que las colonias no toman
macroscopicamente la forma de la fibra, sino la misma forma tipica del
medio agarizado clasico.

Los medios empleados aportan avances sobre los estandar, siguiendo la
mayoria de ellos las mas modernas normas ISO que les aplican, ademas
estan agarizados y son de polvo extremadamente fino.

No se necesitan aplicadores para que la muestra autodifunda, ni
superficies lisas y sélidas para trabajar con dichos aplicadores, por lo
que la invencion se puede emplear en muestras de laboratorio y
también en muestras de campo.

La muestra autodifunde por el simple peso de colocar la lamina nutriente

sobre ella, sea en el soporte que sea, de manera que algunos

10
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medios difunden la muestra mucho mas rapido que otros (desde s6lo 1
segundo), en funcién de su composicion mas o menos hidrofila, pero que
en todos los casos la muestra se autodifunde en menos de un minuto. En
algunos medios incluso no se necesita el peso del disco nutriente para la
autodifusion, por lo que se puede afnadir la muestra sobre el disco en vez
de hacerlo al revés.

La muestra o el agua al mezclarse con el cultivo de la invencion, permite
que éste se quede adherido al soporte (por ejemplo placa Petri), de
modo que si se desea sembrar con asa, membrana filtrada o
escobillén, el disco nutriente ni se desplaza ni se arruga.

Utilizacion flexible de soportes, con las ventajas que de ello se
derivan, aunque preferentemente se utilizara una placa Petri estéril de

55-60 mm por cada disco nutriente.

1"
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REIVINDICACIONES

1.- Control microbioldégico para recuento de microorganismos y aislamiento de
patogenos, utilizando medios de cultivo preparados de una u otra forma para
conseguir un producto con medio deshidratado y estéril, que se comporta como
medio preparado y listo para su uso, caracterizado porque incluye un medio
deshidratado en polvo fino, que incluye gelificantes que permiten la autodifusion
tridimensional de la muestra en frio; con la particularidad de que dicho medio de
cultivo esta impregnado en una lamina absorbente de una matriz fibrosa que reparte
la muestra a analizar; habiéndose previsto que el producto resultante de la
combinacién del medio deshidratado en polvo fino, los gelificantes y la lamina
absorbente, es esterilizado por irradiacion en ambiente cerrado herméticamente,

permitiendo su colocaciéon y utilizacién final sobre un soporte.

2.- Control microbiolégico para recuento de microorganismos y aislamiento de
patdbgenos, segun reivindicacion 1, caracterizado porque el medio de -cultivo

deshidratado en polvo, es susceptible de tener cualquier granulometria.

3.- Control microbiolégico para recuento de microorganismos y aislamiento de

12
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patdgenos, segun reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el gelificante
en frio es susceptible de ser sintético o natural, y siempre anadido al medio de

cultivo y embebido en seco en la lamina de fibra.

4.- Control microbiolégico para recuento de microorganismos y aislamiento de
patdbgenos, segun reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la lamina
absorbente de matriz fibrosa presenta unos poros suficientemente amplios para
permitir absorber y mantener el medio de cultivo en polvo y para absorber la
muestra y sus microorganismos, y lo suficientemente finos para que las colonias
crezcan con aspecto practicamente idéntico a las colonias crecidas en medios
convencionales; habiéndose previsto que dicha lamina absorbente de matriz fibrosa
es susceptible de ser sintética o natural, tener cualquier tamafo y diametro medio

de su malla, asi como tener cualquier forma geomeétrica.

5.- Control microbiolégico para recuento de microorganismos y aislamiento de
patdgenos, segun reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el soporte sobre
el que el usuario puede emplear el medio de cultivo resultante es hidréfugo y

preferentemente transparente por ambas caras.

6.- Control microbiolégico para recuento de microorganismos y aislamiento de

13
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patdogenos, segun reivindicacion 5, caracterizado porque el soporte estara

constituido preferentemente por una placa Petri o material similar.

14
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201331638

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 03.12.2014

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-6 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
Reivindicaciones 1-6 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201331638

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 US 5912115 A (MARESCH MARTIN J etal.) 15.06.1999
D02 US 4476226 A (HANSEN PAUL E etal.) 09.10.1984
D03 FR 2601032 A1 (ORSTOM INST FS RECH SCIENTIF) 08.01.1988
D04 WO 9724432 A1 (CHISSO CORP etal.) 10.07.1997
D05 EP 0415792 A2 (MINNESOTA MINING & MFG) 06.03.1991
D06 US 6331429 B1 (USHIYAMA MASASHI) 18.12.2001

2. Declaracion motivada segln los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga un medio de cultivo para aislamiento y recuentos de microorganismos que incluye un medio
deshidratado en polvo, que incluye un agente gelificante, y que impregna una lamina absorbente de una matriz fibrosa.

D01 divulga un sensor para detectar microorganismo en muestras de sangre que comprende un recipiente con una lamina
de matriz inmovilizada que contiene una sustancia gelificante que puede estar deshidratada y que comprende ademas
ingredientes para facilitar el crecimiento del microorganismo.

D02 divulga un dispositivo seco para el cultivo de microorganismos que comprende un sustrato, una capa adhesiva
recubriendo el sustrato, no inhibiendo la capa adhesiva el crecimiento del microorganismo, y un polvo soluble en agua fria
adherido de manera uniforme a la superficie del adhesivo; el polvo comprende un agente y / o nutrientes gelificantes para
los microorganismos en crecimiento.

D03 divulga un dispositivo para el control de un in6culo bacteriano que consiste en la incubacion de los microorganismos en
una matriz de un polimero deshidratada que es rehidratada hasta formar un gel antes de su uso. El medio sélido contiene un
gelificante y los nutrientes necesarios para el crecimiento del microorganismo.

D04 divulga un dispositivo para la incubaciéon y un medio de cultivo de microorganismos donde el material de cultivo de
microorganismos consiste en una capa (capa absorbente de agua) que comprende un material en forma de hoja que es
absorbente en forma de lamina o matriz.

DO05 divulga un dispositivo para la detecciéon de microorganismos que comprende un medio de cultivo seco y reconstituible
en un soporte.

D06 divulga un material para medios de cultivo que comprende una capa de fibras, una capa con un compuesto polimérico;
y una capa de otro compuesto polimérico B que contiene un formador de color / o un agente y seleccién, que se pone en
capas en este orden.

En vista de lo divulgado por los documentos D01 y D02 las caracteristicas técnicas del objeto de la invencion contenida en
las reivindicaciones 1-6 estarian comprendidas en el estado de la técnica por lo que careceria de novedad tal y como se
menciona en el art.6 de la ley 11/1986. Se considera que la invencion contenida en las reivindicaciones 1-6 no implican
actividad inventiva puesto que resulta del estado de la técnica de una manera evidente para el experto en la materia, segun
se menciona en el art.8 de la ley 11/1986.
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