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DESCRIPCIÓN

Control de flujo de líquido en una matriz de ensa-
yo biológico.

La presente invención se refiere a matrices de en-
sayo microbiológico, adecuados para uso en anali-
zadores automatizados que emplean un portador pa-
ra transportar tales matrices entre diversas estaciones
funcionales. Más particularmente, la presente inven-
ción proporciona una matriz de ensayo que tiene un
orificio sellable de vacío, para facilitar el control de
un flujo de una solución líquida desde un depósito so-
bre la matriz hasta varios micropocillos sobre la mis-
ma, y un pocillo sacrificial para proteger la integridad
de la solución dentro de los micropocillos.

Se pueden realizar diversos tipos de ensayos re-
lacionados con la diagnosis y el tratamiento de pa-
cientes por análisis de una muestra biológica. Se to-
man muestras biológicas que contienen los microor-
ganismos de un paciente a partir de fluidos corpora-
les, de infecciones o abscesos del mismo y se colocan
típicamente en paneles o matrices de ensayo, com-
binados con diversos reactivos, incubados y analiza-
dos para ayudar al tratamiento del paciente. Se han
desarrollado analizadores bioquímicos automatizados
para cumplir las necesidades de los centros sanitarios
y de otras instituciones, a fin de facilitar el análisis de
muestras de pacientes y mejorar la precisión y fiabi-
lidad de los resultados de los ensayos, cuando se les
compara con los análisis que usan operaciones ma-
nuales. Sin embargo, con géneros bacterianos siempre
cambiantes y antibióticos de nuevo descubrimiento, la
demanda de pruebas bioquímicas ha aumentado tanto
en complejidad como en volumen. Debido a estas ma-
yores demandas, en unión con el gasto y la escasez de
superficie útil en las instituciones sanitarias y la pre-
sión para proporcionar resultados clínicos a bajo cos-
te, se ha hecho importante realizar simultáneamente
diversos tipos de ensayos bioquímicos en un analiza-
dor altamente automatizado y compacto que funciona
con una mínima atención clínica, usando técnicas efi-
caces económicamente.

Una familia importante de analizadores microbio-
lógicos automatizados funciona como una herramien-
ta de diagnóstico para determinar tanto la identidad
de un microorganismo infectante como la de un an-
tibiótico eficaz para controlar el crecimiento del mi-
croorganismo. Al realizar estos ensayos, se establecen
los patrones de identificación y susceptibilidad anti-
microbiana in vitro de microorganismos aislados de
muestras biológicas. Tales analizadores han colocado
históricamente productos bioquímicos seleccionados
en una pluralidad de pequeños pocillos de ensayo pa-
ra muestras en paneles o matrices que contienen dife-
rentes medios de crecimiento, o medios antimicrobia-
nos en diluciones en serie. Se determinan la identifi-
cación (ID) de microorganismos y de concentraciones
mínimas de inhibidores (MIC) de un antibiótico efi-
caz contra el microorganismo por cambios de color,
por cambios de fluorescencia o por el grado de en-
turbiamiento (turbidez) en los pocillos de ensayo para
muestras creados en las matrices. Examinando los pa-
trones de señal generados, tanto las mediciones MIC
e ID como los análisis posteriores se realizan gracias
a analizadores microbiológicos controlados por or-
denador para proporcionar ventajas en reproducibili-
dad, en reducción del tiempo de tratamiento, en evitar
errores de transcripción y en una estandarización para

todos los ensayos ejecutados en el laboratorio.
En una prueba ID de un microorganismo, se pre-

para primero una dilución estandarizada de la mues-
tra de microorganismos de un paciente, conocida co-
mo un inóculo, a fin de proporcionar una suspensión
bacteriana o celular que tiene una concentración co-
nocida predeterminada. Este inóculo se coloca en una
matriz o panel de ensayo analítico que tiene varios
micropocillos, o alternativamente en un montaje de
rotor de cubetas que tiene un pocillo receptor de inó-
culo, desde donde se distribuye la muestra por fuerza
centrífuga a varios pocillos o cámaras de ensayo en la
periferia del rotor. Los pocillos de ensayo contienen
medios de identificación, que consisten en sustratos
y/o inhibidores del crecimiento que, dependiendo de
las especies de microorganismos presentes, presenta-
rán cambios de color, aumentos en la turbidez o cam-
bios en la fluorescencia después de la incubación. Por
ejemplo, se pueden identificar unos géneros bacteria-
nos en base a los cambio de pH, a su capacidad para
utilizar diferentes compuestos de carbono o al creci-
miento en presencia de agentes antibióticos en un po-
cillo de ensayo. Algunos ensayos requieren la adición
de reactivos para detectar productos del metabolismo
bacteriano, mientras que otros son autoindicativos. En
paneles cromogénicos convencionales, el inóculo se
incuba de unas 18-24 horas antes de que se complete
el análisis. Alternativamente, se puede conseguir una
ID de microorganismo usando rápidas matrices de en-
sayo fluorogénico, que emplean medios de crecimien-
to independiente, en los que un sustrato preformado
de enzimas se coloca en los pocillos de ensayo y se
realizan ensayos fluorogénico, basándose en la detec-
ción de hidrólisis de sustratos fluorogénicos, la utili-
zación de sustratos que siguen los cambios de pH, la
producción de sustratos metabólicos específicos y el
régimen de producción de subproductos metabólicos
específicos después de aproximadamente 2 horas de
incubación. En ambos casos, examinando la reacción
del inóculo y los reactivos después de la incubación
y durante un periodo de tiempo, o la falta de ella, y
comparando la reacción con la de especies conocidas,
se pueden identificar los tipos de microorganismos.

Son también bien conocidos el uso de bandejas de
ensayo microbiológico y las técnicas empleadas en
los ensayos MIC, también denominadas pruebas de
susceptibilidad a los antibióticos, AST, de microor-
ganismos. Los ensayos AST son esencialmente ensa-
yos de susceptibilidad a una dilución de caldo, usando
pocillos llenos de inóculo y un caldo de crecimiento,
denominada en esta memoria una solución de inócu-
lo-caldo, y concentraciones crecientes de varios anti-
bióticos diferentes, o agentes antibióticos. Los dife-
rentes agentes antibióticos se diluyen típicamente en
caldo Mueller-Hinton con calcio y magnesio en pane-
les cromogénicos, o se diluyen en agua esterilizada en
autoclave con un compuesto fluorogénico en paneles
fluorogénicos. Los antibióticos se diluyen hasta con-
centraciones que incluyen las de interés clínico. Des-
pués de la incubación, la turbidez o fluorescencia será
menor, o no existente, en pocillos en los que se ha in-
hibido el crecimiento gracias a los medios antimicro-
bianos en esos pocillos. El analizador compara cada
lectura del pocillo de ensayo con un valor umbral. El
valor umbral es un número fijo correspondiente a un
cierto porcentaje de absorbencia o fluorescencia rela-
tiva, que corresponde a un crecimiento clínicamente
significativo. La MIC de cada agente antibiótico se
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mide directamente como crecimiento visible, o indi-
rectamente como un aumento de fluorescencia.

Los desafíos importantes que se deben tomar en
consideración cuando se diseñan analizadores bioquí-
micos automatizados económicamente eficaces inclu-
yen el volumen de reactivos requerido por ensayo y el
coste del panel de ensayo desechable, de la matriz o,
en ciertos diseños, de un rotor centrífugo de ensayo.
Puesto que son pequeños y se pueden producir usan-
do fabricación en serie, técnicas de moldeo por inyec-
ción de plástico, es ventajoso usar matrices de ensayo
de tamaño muy pequeño, semejante a los de la pre-
sente invención, que tienen varios micropocillos para
realizar ensayos AST a fin de facilitar una manipula-
ción automática y minimizar el gasto de una matriz
de ensayo desechable. Las matrices de ensayo AST
consisten, típicamente, en una pluralidad de micropo-
cillos adyacentes alineados en algún tipo de matriz
que funciona como recipiente de reacción, para las
reacciones bioquímicas anteriormente mencionadas,
que implican unos medios de fase sólida y una fase
líquida que contiene una muestra a ensayar. Una parte
alícuota de la muestra se coloca en cada micropocillo,
junto con reactivos antibióticos apropiados. La prueba
AST requiere usualmente que las bandejas de ensayo
sean incubadas a una temperatura controlada duran-
te un periodo de tiempo tal que ocurra una reacción
observable entre la muestra y el reactivo, a interva-
los de tiempo predeterminados, cada micropocillo de
la bandeja de ensayo se examina para una indicación
de variaciones en el cambio de color, la turbidez o el
tamaño.

Llenando el número de micropocillos con el inó-
culo y/o los reactivos requeridos presenta varios desa-
fíos técnicos que se han hecho crecientemente difíci-
les, a medida que se reduce el tamaño de los micropo-
cillos. Estos desafíos incluyen proporcionar una uni-
formidad de llenado, mantener una ausencia de bur-
bujas de aire que impiden las observaciones de ensa-
yo, controlar los efectos perjudiciales de la evapora-
ción, mantener la integridad de las observaciones de
ensayo, etc. Se han hecho esfuerzos para tratar estos
desafíos, junto con otros problemas, y éstos emplean
generalmente una técnica al vacío en el llenado de mi-
cropocillos dentro de una matriz de ensayo a través de
un número interconectado de canales de tamaño mi-
cro, conectados entre los micropocillos y un depósito
de inóculo.

La patente de EE.UU. número 5.932.177 propor-
ciona una placa de muestras de ensayo como se usa
típicamente en los análisis bioquímicos, que tiene va-
rios pocillos para muestras con forma rectangular del
mismo tamaño y flujo de fluido por medio de una plu-
ralidad de canales pasantes, que encaminan el flujo de
fluido de las muestras a lo largo de ambas superficies
delantera y trasera de la placa. Se disponen trampas
elevadas de burbujas, en la medida que son ranuras
de interrupción integrales, para detectar la posición y
alineación de la placa.

La patente de EE.UU. número 5.922.593 describe
un panel de ensayo microbiológico, que tiene una plu-
ralidad de copas translúcidas que se extienden desde
un primer lado de una superficie plana, y un bastidor,
que tiene una pluralidad de tubos de extremo abierto
formados en el bastidor. El bastidor incluye una plu-
ralidad de paredes de paso levantadas en un segundo
lado de la superficie plana, que forman conductos de
paso sobre las aberturas en los extremos inferiores de

los tubos. Un extremo del conducto de paso tiene una
abertura para permitir que un inóculo circule a través
del conducto de paso. El bastidor comprende además
un orificio de comunicación de aire formado como un
tubo de extremo abierto, que se extiende desde el se-
gundo lado de la superficie plana.

La patente de EE.UU. número 5.766.553 describe
una placa de muestras de ensayo moldeada, que com-
prende un orificio de entrada de fluido, unas regiones
extremas primera y segunda y unas regiones laterales
primera y segunda. Una pluralidad de pocillos de cre-
cimiento o de reacción está situada en el cuerpo de
placa entre las regiones extremas primera y segunda
y las regiones laterales primera y segunda. Una red
de canales de fluido conecta el orificio de entrada de
fluido a dichos pocillos de crecimiento. Para mejorar
el flujo del material durante el procedimiento de mol-
deo, se disponen regiones ahuecadas en al menos una
de las regiones extremas primera y segunda y las re-
giones laterales primera y segunda.

La patente de EE.UU. número 5.746.980 descri-
be una placa de muestras de ensayo con un orificio
de admisión de fluido y unos pocillos para muestras
dispuestos entre sus superficies opuestas. Una red de
canales de fluido conecta el orificio de admisión de
fluido a los pocillos para muestras, y una trampa de
burbujas está conectada al menos a uno de los pocillos
para muestras por una canalización, que está formada
en dicha primera superficie de la placa. La trampa de
burbujas está formada como una depresión, que se ex-
tiende en forma parcial a través del cuerpo de placa y
está cubierta por cinta obturadora.

La patente de EE.UU. número 5.679.310 describe
una placa de microvaloración formada por una placa
polímera sustancialmente rígida, que tiene una super-
ficie superior sustancialmente plana y una matriz de
pocillos cilíndricos o frustocónicos. El fondo de po-
cillo es impermeable o permeable al fluido. En reali-
zaciones con fondos de pocillo permeables al fluido,
se dispone un recinto de vacío debajo de los pocillos
para extraer fluido de los mismos a través del material
permeable.

La patente de EE.UU. número 5.609.828 descri-
be una placa de muestras con un orificio de admisión
y un primer canal de distribución de flujo de fluido
conectado al orificio de admisión, para distribuir una
muestra de fluido desde el orificio de admisión hasta
un primer grupo de pocillos para muestras, y un se-
gundo canal de distribución de flujo de fluido, para
distribuir una muestra de fluido desde el orificio de
admisión hasta un segundo grupo de pocillos.

La patente de EE.UU. número 4.704.255 describe
un cartucho de ensayos que tiene una placa de base
sustancialmente rectangular, una placa superior sus-
tancialmente rectangular y cuatro paredes laterales.
La placa superior tiene una pluralidad de pocillos de
reacción en su lado superior. Un orificio a través de la
placa de base permite reducir la presión en el depósito
de desechos, con relación a la presión en los pocillos,
para extraer la fase líquida de una reacción del poci-
llo a través del filtro y hacia dentro del depósito de
desechos.

De esta descripción, se puede ver que sigue ha-
biendo una necesidad de una bandeja de ensayo que
resuelva simple y económicamente los desafíos téc-
nicos anteriormente descritos. En particular, hay una
necesidad de una matriz sencilla y económica de en-
sayo microbiológico, en el que todos los pocillos de
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ensayo contenidos en él se puedan llenar fácil y con-
venientemente de una muestra microbiológica para la
prueba AST, sin introducir etapas de llenado compli-
cadas. Hay una necesidad adicional de una matriz sen-
cilla de ensayo microbiológico adaptada para mini-
mizar los efectos perjudiciales de las burbujas de aire
dentro de una solución de ensayo durante una prue-
ba óptica. Incluso hay una necesidad adicional de una
matriz sencilla de ensayo microbiológico, en el que
la integridad de la solución de ensayo en un micro-
pocillo lleno se pueda mantener frente a los efectos
perjudiciales de la evaporación.

La presente invención cumple las necesidades an-
teriores disponiendo una matriz de ensayo microbio-
lógico, que tiene una pluralidad de micropocillos lle-
nados previamente de cantidades conocidas de anti-
bióticos diferentes, que se pueden llenar fácil y con-
venientemente de muestra y usar para la prueba AST.
Una realización particular de la presente invención se
dirige a una matriz de ensayo microbiológico con una
base superficial inferior generalmente plana, que tiene
una pluralidad de micropocillos que sobresalen hacia
arriba, teniendo cada micropocillo una parte superior
plana, estando conectados los micropocillos por un
único microcanal a un depósito abierto formado en
una parte superficial superior, generalmente paralela
a la base de la matriz de ensayo. El extremo del depó-
sito más cercano a los micropocillos tiene una abertu-
ra para permitir que una solución líquida de inóculo-
caldo circule desde el depósito a través del microca-
nal, hasta un pocillo de evaporación sacrificial, que
tiene un orificio de purga de aire adaptado para con-
trolar un procedimiento de llenado por vacío y, pos-
teriormente, para ser distribuido a cada uno de la plu-
ralidad de micropocillos. El orificio de purga de aire
se mantiene abierto durante un procedimiento de eva-
cuación por vacío, y se cierra después de ello. En una
realización a modo de ejemplo, el orificio de purga
de aire comprende una abertura termosellable forma-
da en un material plástico fundible. El pocillo de eva-
poración sacrificial se dispone como un depósito no
ensayado desde el que se puede evaporar solución de
inóculo-caldo a la atmósfera, protegiendo por ello la
solución de inóculo-caldo en los pocillos de ensayo.
A fin de minimizar la interferencia óptica durante la
prueba, la parte superior central de cada micropocillo
está provista de un acabado uniforme. Además, cada
micropocillo está provisto de una porción abierta de
borde superior opuesta al flujo de la solución líquida
entrante de inóculo-caldo, de manera que el aire res-
tante dentro del micropocillo es forzado eficazmente
hacia la porción abierta de borde superior y lejos de
su porción superior central.

Estas y otras propiedades y ventajas de la presente
invención se pueden comprender mejor con referencia
a la descripción detallada de las realizaciones preferi-
das expuestas en lo que sigue tomadas con los dibujos,
en los que:

la figura 1 es una vista en planta esquemática sim-
plificada de un analizador microbiológico automati-
zado, en el que se puede usar la matriz de ensayo de
la presente invención;

la figura 2 es una vista en planta desde abajo de la
matriz de ensayo de la presente invención;

la figura 2A es una vista desde abajo a escala am-
pliada de una porción de la matriz de ensayo de la
figura 2;

la figura 2B es una vista desde abajo a escala am-

pliada de una porción de la matriz de ensayo de la
figura 2;

la figura 3 es una vista en planta desde arriba de la
matriz de ensayo de la figura 2;

las figuras 3A y 3B son vistas en corte transversal
de la matriz de ensayo de la figura 3;

la figura 4 es una vista lateral en alzado de la ma-
triz de ensayo de la presente invención;

la figura 5A es una vista desde arriba en perspec-
tiva de la matriz de ensayo de la presente invención;

la figura 5B es una vista desde abajo en perspec-
tiva de la matriz de ensayo de la presente invención;
y,

la figura 6 es ilustrativa de un procedimiento de
llenado de líquido, que usa la matriz de ensayo de la
presente invención.

La figura 1 ilustra esquemáticamente un analiza-
dor 10 microbiológico automatizado multifuncional,
en el que la matriz 12 de ensayo de micropocillos de
la presente invención se puede usar para recibir y al-
macenar reactivos y para soportar reacciones bioquí-
micas usando muestras de ensayo a ensayar y analizar.
Las concentraciones mínimas de inhibidores (MIC)
de antibióticos, identificadas también en esta memo-
ria como la prueba de susceptibilidad a los antibióti-
cos (AST), se determinan midiendo el color, la fluo-
rescencia o el grado de turbidez de una reacción bio-
química entre las muestras de ensayo y los diversos
antibióticos, que han sido diluidos hasta concentra-
ciones que incluyen aquéllas de interés clínico y su-
ministrados a los diferentes micropocillos, dentro de
una matriz 12 de ensayo AST durante su fabricación.
Se puede adaptar una estación 14 de incubación AST
y de medición óptica para efectuar ensayos AST con-
vencionales usando procedimientos conocidos en la
técnica.

Una matriz 12 de ensayo AST de micropocillos se
puede transportar por todo el analizador 10 usando un
sistema de transporte 16 automatizado, que tiene una
porción de entrada 18 y una porción de salida 20 si-
tuadas en la parte delantera del analizador 10, para los
diversos fines descritos en esta memoria. Unas flechas
bidireccionales indican la dirección del movimiento a
lo largo del sistema de transporte 16. El sistema de
transporte 16 comprende tres segmentos independien-
tes adaptados para transportar unos tubos de ensayo
22 apoyados en una gradilla 24 y que contienen un
inóculo de microorganismos aislados de especímenes
biológicos, y con una concentración de bacterias den-
tro de un intervalo manejable predeterminado. El sis-
tema de transporte 16 mueve cada gradilla 24 hasta
la porción más trasera del analizador 10, en la que
un sistema de pipetado 26 trasladable aspira inóculo
y dispensa una cantidad predeterminada del mismo en
una copa de caldo que tiene una solución conocida de,
por ejemplo, caldo Mueller-Hinton. Esta solución de
inóculo-caldo se mezcla, se aspira y se dispensa en un
depósito, descrito en lo que sigue, contenido dentro
de una matriz AST 12 en una estación 28 de dispen-
sación inóculo-caldo.

Se pueden portar varias matrices AST 12 usando
un portador 30 de matrices AST, que es transporta-
do también por el sistema de transporte 16 a lo largo
de la porción más trasera del analizador 10, entre la
estación 28 de dispensación de inóculo-caldo, una es-
tación 32 de carga de portadores de matrices, una es-
tación 34 de llenado de matrices AST, una estación 36
de carga de matrices AST y una estación de elimina-
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ción de matrices AST (no mostrada). Cuando se ha de
cargar un portador 30 de matrices en la estación 32 de
carga de portadores de matrices con matrices AST 12
sin ensayar, las matrices 12 se mueven hasta el por-
tador 30 gracias a un mecanismo de alimentación (no
mostrado) desde un carrusel 38 de almacenamiento
de matrices AST, que contiene varias matrices AST
12 sin llenar. Después de que un portador 30 está car-
gado completamente con matrices AST 12 sin llenar,
los portadores 30 de matrices son transportados has-
ta la estación 28 de dispensación de inóculo-caldo, en
la que una cantidad de solución de inóculo-caldo se
dispensa en un depósito receptor de solución de inó-
culo-caldo, descrito en lo que sigue, dentro de cada
matriz AST 12 individual. Las matrices 12 son trans-
portados posteriormente hasta la estación 34 de llena-
do de matrices, en la que la solución de inóculo-caldo
se dispersa uniformemente en todos los micropocillos
de ensayo en las matrices 12 individuales, usando me-
dios de vacío descritos en lo que sigue.

Se suministra caldo al analizador 10 en un reci-
piente apropiado, de manera que cuando se ha de lle-
nar una matriz AST 12 de solución de inóculo-caldo,
se introduce con la pipeta una cantidad conocida de
inóculo, usando un sistema de pipetado 26 trasladable
desde los tubos de ensayo 22 de muestras en un reci-
piente de caldo, se mezcla y luego se aspira desde el
recipiente de caldo, entrando en el depósito 50 recep-
tor antes mencionado de solución de inóculo-caldo de
las matrices 12 de ensayo individuales.

Después de que varios micropocillos AST indivi-
duales, descritos en lo que sigue y formados dentro
de las matrices 28 de ensayo AST, se cargan con so-
lución de inóculo-caldo, las matrices AST 12 se in-
cuban a temperaturas elevadas durante diferentes pe-
riodos de tiempo, dependiendo de las condiciones de
ensayo, en el transcurso de los que se efectúan varias
lecturas de ensayo. Las lecturas de ensayo se pueden
obtener usando cualquier número de medios conoci-
dos, incluyendo el uso de procedimientos ópticos en
los que la luz, que se ha hecho pasar por un filtro in-
terferencial, es guiada a través de la parte superior de
los micropocillos AST de la matriz 12, usando lentes
o canales de fibra óptica. Unos fotodiodos sensibles
a la luz, o similares, detectan la cantidad de luz que
pasa a través de cada micropocillo y generan una se-
ñal electrónica correspondiente al grado de turbidez
dentro de cada uno. Los medios antimicrobianos es-
tán presentes en diferentes concentraciones especifi-
cadas en diferentes micropocillos de las matrices 12
de ensayo AST. La turbidez será menor, o no existen-
te, en los pocillos en los que se ha inhibido el creci-
miento gracias a los medios antimicrobianos. Así, la
intensidad de la luz generada por una fuente de luz y
capturada por un detector, después de la transmisión a
través de cada micropocillo, es inversamente propor-
cional a la concentración de bacterias en ese pocillo.
Alternativamente, usando un sistema de fluorímetro,
la intensidad de la fluorescencia en cada micropoci-
llo es proporcional a la concentración de bacterias en
ese pocillo. Además, los micropocillos seleccionados
pueden contener sustratos bioquímicos, que presentan
un cambio de color o fluorescencia en presencia de
ciertas bacterias. Una medición colorimétrica o fluo-
rométrica produce información sobre la solución en
el pocillo. La información óptica genera una señal
eléctrica correspondiente, que se convierte entonces
en forma digital compatible con un ordenador y se al-

macena en una memoria informática. La información
digital es usada por una unidad central de procesa-
miento (CPU) 40, que tiene órdenes y circuitería de
control, programados para controlar todos los aspec-
tos de los dispositivos dentro del analizador 10. Des-
pués de que se ha analizado ópticamente una matriz
12 de ensayo y los valores se han almacenado, cada
lectura del pocillo de ensayo se compara con un va-
lor umbral correspondiente a un cierto porcentaje de
absorbencia o fluorescencia relativa, que se encontró
que correspondía a un crecimiento clínicamente signi-
ficativo. Estas señales son procesadas entonces por la
CPU 40, comparándolas con valores de control alma-
cenados, calculando por ello el patrón AST. De este
modo, se determina el MIC de cada medio antimicro-
biano.

Como se ve en la realización de la presente inven-
ción ilustrada en la figura 2, que muestra una super-
ficie de fondo inferior 11 plana de una matriz AST
12 (véase la figura 5B), y en la figura 3, que muestra
una superficie superior 13 irregular de la matriz AST
12 descrita en lo que sigue (véase la figura 5B), cada
matriz AST 12 tiene una longitud L a lo largo y una
pluralidad de micropocillos 44 que sobresalen hacia
arriba, formados en la superficie de fondo 11, como
una fila lineal de micropocillos 44 únicos paralela a la
longitud y tiene, por lo tanto, una forma rectangular
generalmente alargada, con la superficie de fondo 11
y la superficie superior 13 en lados enfrentados, es-
tando separadas las superficies opuestas por una pa-
red lateral 15 con escotaduras (véase la figura 5B) y
una segunda pared lateral 17 opuesta (véase la figura
5A). La matriz 12 incluye una pluralidad de micropo-
cillos AST 44 que sobresalen hacia arriba, dispuestos
en la superficie de fondo 11, por la longitud L a lo
largo (figura 4) de la matriz 12, para formar una única
fila lineal de micropocillos 44 individuales. Los mi-
cropocillos 44 individuales están interconectados por
un único microcanal 42 al pocillo de evaporación 46
sacrificial, formado en la superficie de fondo 11 de
la matriz de ensayo, sobresaliendo hacia arriba de una
porción abierta de la superficie de fondo 11 y dispues-
to entre la fila de micropocillos 44 y un depósito 50
descrito en lo que sigue. El pocillo de evaporación 46
se ve también en la figura 4, con una superficie supe-
rior 49 en forma de cúpula cerrada situada debajo de
la superficie superior 13 de la matriz de ensayo, con
un orificio 48 sellable de vacío formado en ella como
una abertura en una superficie superior 49 en forma de
cúpula del pocillo de evaporación 46 (figura 3, corte
A-A). Los micropocillos 44 tienen la forma general
de un pocillo cerrado que sobresale hacia arriba de la
superficie de fondo 11 de la matriz 12, con una pro-
fundidad de aproximadamente tres cuartas partes del
grosor de la matriz 12, como se ilustra en la vista en
perspectiva de la figura 5A de la superficie superior
13 de la matriz 12, y tiene aberturas a lo largo de la
superficie de fondo 11 de la matriz 12, como se ilustra
en la vista en perspectiva de la figura 5B de la super-
ficie de fondo 11 de la matriz 12.

Como se ve en la figura 2, el microcanal 42 está
formado como una acanaladura abierta en la superfi-
cie de fondo 11 de la matriz 12 y conecta el pocillo
de evaporación 46 a un depósito 50 receptor de so-
lución de inóculo-caldo con forma rectangular, como
se ve mejor en la figura 3, teniendo el depósito 50
una parte superior abierta y un fondo cerrado, ilustra-
do por líneas de trazos en la figura 2. Un extremo del
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fondo del depósito 50 tiene una abertura 52 de flujo,
ilustrada también por líneas de trazos en la figura 2,
para permitir que una solución de inóculo-caldo sea
dispensada en la parte superior del depósito 50, para
que circule desde el mismo a través de un microcanal
41 corto, en primer lugar, al pocillo de evaporación
46 sacrificial y, luego, a través de un microcanal 42
más largo, secuencialmente a cada uno de la serie de
micropocillos 44. Las porciones superficiales abiertas
de los microcanales 41 y 42, la abertura 52 de flujo,
el pocillo de evaporación 46 sacrificial y los micro-
pocillos 44, a lo largo de la superficie de fondo de
la matriz 12, pueden estar cerrados mediante un se-
llado por encima con una capa de cinta adhesiva (no
mostrada), durante un procedimiento de fabricación,
en el que los medios antimicrobianos de interés clíni-
co se colocan en los diferentes micropocillos 44, pero
no en el pocillo de evaporación 46 sacrificial. Opcio-
nalmente, un pocillo se puede dejar vacío de medios
antimicrobianos, de manera que se puede usar como
referencia.

En una realización preferida de la presente inven-
ción, como se ilustra en la figura 3, que muestra la
vista desde arriba de una matriz AST 12, tomada en
unión con la figura 2, cada matriz AST 12 compren-
de una fila lineal singularizada de ocho micropocillos
44 individuales, conectados por el microcanal 42 li-
neal, que está formado en la superficie de fondo 11
de la matriz AST 12, como se ve mejor en la figu-
ra 2. El microcanal 42 está alineado paralelo a la fila
de micropocillos 44 y está conectado a cada micro-
pocillo 44 por un microcanal 43 corto. El microcanal
42 conecta además los micropocillos 44 al pocillo de
evaporación 46 sacrificial, dispuesto entre un extremo
de la fila de micropocillos 44 y el depósito 50 receptor
de solución de inóculo-caldo.

El pocillo de evaporación 46 sacrificial se puede
ver en la vista A-A en corte transversal de la figu-
ra 3, en la figura 3A y en la figura 2B (vista hacia
arriba desde abajo), que comprende un par de pare-
des extremas 68 paralelas mutuamente opuestas co-
nectadas por un par de paredes laterales 72 paralelas
mutuamente opuestas. Las paredes extremas 68 son
más cortas que las paredes laterales 72, y las paredes
extremas 68 y las paredes laterales 72 son sustancial-
mente perpendiculares a la superficie de fondo 11 de
la matriz 12 de ensayo. Las superficies superiores de
las paredes extremas 68 y las paredes laterales 72 es-
tán conectadas por una superficie superior 49 cónica
para formar una pequeña cámara de evaporación 70
generalmente rectangular, cerrada por el pocillo 46
sacrificial. Una propiedad importante del pocillo 46
sacrificial es el orificio 48 sellable de vacío formado
como una abertura en la superficie superior 49 cóni-
ca, que permite que el aire sea evacuado del pocillo 46
sacrificial, sea evacuado de los microcanales 42 y 43
y sea evacuado de los micropocillos 44, durante una
operación de llenado de inóculo-caldo descrita en lo
que sigue. La cámara de evaporación 70 está dimen-
sionada típicamente para alojar una cantidad de solu-
ción de inóculo-caldo en el intervalo de 0,02 a 0,04
ml.

El corte transversal B-B en la figura 3B ilustra los
micropocillos 44 con una porción maciza de la super-
ficie superior 54 irregular de la matriz 12, una porción
66 redondeada de pared extrema (véase también la fi-
gura 2A) de la pared lateral 17, una porción 64 plana
de pared extrema (véase también la figura 2A) de la

pared lateral 15 con escotaduras y dos paredes late-
rales 62 paralelas. Ambas paredes extremas 66 y 64
están formadas sustancialmente perpendiculares a la
superficie de fondo inferior 11 de la matriz 12 y están
separadas por las dos paredes laterales 62 paralelas.
La superficie superior irregular, la porción 64 plana
de pared extrema y la porción 66 redondeada de pared
extrema colaboran para definir una pequeña cámara
58 de ensayo AST. La superficie superior 54 irregu-
lar está configurada para formar una porción rebajada
de borde superior de la cámara 58 de ensayo AST,
adaptada para actuar como una trampa 60 de burbujas
para las burbujas que se pueden generar a medida que
la solución de inóculo-caldo se dispensa a través del
microcanal 42 del depósito 50 a todos los micropoci-
llos 44 de ensayo en una matriz 12. Se ha encontrado
inesperadamente que cuando el micropocillo 44 está
conformado como se describe en la presente memo-
ria, entonces, si el microcanal 43 está situado a través
sobre la superficie opuesta del micropocillo 44 desde
la trampa 60 de burbujas, ésta es eficaz para capturar
burbujas, cuando el micropocillo 44 está constituido
por un material generalmente hidrófilo, como el esti-
reno. Se ha observado que con tal disposición, a me-
dida que la solución de inóculo-caldo entra en el mi-
cropocillo 44, algo del aire restante dentro del mismo
es empujado por la solución expansora de inóculo-
caldo, sin dejar ninguna cavidad de aire atrapado en
el área central crítica superior de la cámara 58 de en-
sayo. Tal llenado se ilustra gráficamente en la figura
6. Así, se elimina aire lejos del área central de la su-
perficie superior 54, a través de la que puede pasar un
haz de radiación interrogante, como se describe en lo
que sigue, sin requerir trampas de burbujas separadas
de la cámara 58 o trampas de burbujas con complejas
propiedades de válvula.

La cámara 58 de ensayo AST está dimensiona-
da típicamente para alojar una cantidad de solución
de inóculo-caldo en el intervalo de 0,03 a 0,04 ml.
Como se ve también en la figura 2A, cada micropo-
cillo 44 tiene una sección transversal lateral en for-
ma generalmente alargada con dos paredes laterales
62 paralelas, la porción 64 generalmente plana de pa-
red extrema perpendicular entre las paredes laterales
62 paralelas y la pared delantera 66 generalmente re-
dondeada, también entre las dos paredes laterales 62
paralelas. En una realización preferida, la superficie
superior 13 y la superficie de fondo inferior 11 tie-
nen una anchura de aproximadamente 0,76-1,02 cm,
la pared lateral 15 con escotaduras tiene un altura de
aproximadamente 0,51-0,64 cm y la dimensión alar-
gada de la matriz 12 de ensayo tiene una longitud de
aproximadamente 6,35-7,62 cm. En tal realización, el
microcanal 42 estaría dimensionado con una anchu-
ra y una profundidad de aproximadamente 0,03-0,05
cm.

El pocillo de evaporación 46 sacrificial está dise-
ñado para conseguir dos fines importantes: en primer
lugar, la provisión de una cámara de evaporación 70,
de la que puede tener lugar la evaporación dedica-
da de las soluciones de inóculo-caldo, inhibiendo por
ello la evaporación de solución de los micropocillos
44. Se inhibe la evaporación de los micropocillos 44,
puesto que la evaporación debe ocurrir inicialmente
de dentro del microcanal 53 y, luego, de la cámara de
evaporación 70 dedicada, antes de que pudiera ocurrir
evaporación de los microcanales 42 y 43 y de los mi-
cropocillos 44. La cámara de evaporación 70 propor-
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ciona además el orificio 48 sellable de vacío, a través
del que se puede evacuar el aire contenido dentro de
los micropocillos 44, de manera que el aire dentro de
los mismos no burbujea por el caldo en el depósito
50 durante la evacuación y no genera burbujas de aire
dentro de las soluciones de inóculo-caldo. Después de
la evacuación, se sella posteriormente el orificio 48
sellable de vacío, a fin de generar una entrada de la
solución de inóculo-caldo desde el depósito 50 en los
micropocillos 44.

Para llenar los micropocillos 44 de una solución
de inóculo-caldo a ensayar, el sistema de pipetado 26
dispensa una cantidad predeterminada de solución de
inóculo-caldo en un depósito 50 para cada matriz de
ensayo AST portada sobre un portador 30 de matrices
AST en la estación 28 de dispensación de inóculo-cal-
do. Cuando todos los depósitos 50 se han cargado con
solución de inóculo-caldo, el sistema de transporte 16
lleva en volandas el portador 30 de matrices AST a
la estación 34 de llenado por vacío de matrices AST,
en la que una cámara de vacío a modo de concha de
almeja se baja sobre el portador 30 de matrices AST
y se aplica vacío a todos los matrices 12 de ensayo
AST portados sobre él. Cuando se aplica vacío alre-
dedor de los matrices 12 de ensayo, se elimina aire
de todos los micropocillos AST 44 a través del ori-
ficio 48 sellable de vacío, que está en comunicación
de fluido con los micropocillos AST 44 individuales
por medio de los microcanales 42 y 43. Con posterio-
ridad a este procedimiento de evacuación, una fuente
de calor, por ejemplo una barra previamente calenta-
da con porciones presionadas o un hilo de resistencia
eléctrica soportado dentro de la cámara de vacío, se
puede poner en contacto con el orificio 48 de vacío y
ser calentada por corriente eléctrica durante un tiem-
po predeterminado para sellar o cerrar el orificio 48
contra el flujo de aire, cuando se libera el vacío. Una
vez que el orificio 48 está sellado, se libera el vacío
dentro de la cámara de vacío. La presión atmosférica
sobre la solución de inóculo-caldo en el depósito 50
hace que la misma entre a través de una abertura 52
en los microcanales 41, 42 y 43, llenando por ello el
pocillo de evaporación 46 y en todos los micropoci-
llos 44 en cada una de las matrices de ensayo AST
portadas por el portador 30 de matrices AST. A medi-
da que los micropocillos 44 se llenan de solución de

inóculo-caldo, todo el aire restante atrapado dentro de
la cámara 58 entrará en la pequeña porción rebajada
60 de borde superior, que actúa como una trampa de
burbujas dentro del micropocillo 44.

Preferiblemente, la matriz 12 de ensayo AST es-
tá construida de un material plástico moldeado, pero
se pueden usar otros tipos de material. Más preferi-
blemente, el material usado en la construcción de la
matriz 12 es generalmente translúcido, a fin de permi-
tir la transmisión ininterrumpida de luz a través de los
micropocillos 44 durante la prueba AST en el analiza-
dor 10 microbiológico. Como se ve en la figura 3, la
matriz 12 incluye además un saliente 76 formado en
la pared lateral 17, estando generalmente conformado
el saliente 76 como un abultamiento que se extiende
desde el cuerpo de la matriz 12 y formado en la por-
ción más alta de la pared lateral 17. El saliente 76 se
usa para facilitar la carga y retención de una matriz
AST 12 dentro del portador 30 de matrices AST y, en
una realización a modo de ejemplo, tiene dimensiones
de aproximadamente 0,26-0,30 mm de prolongación
hacia fuera del cuerpo de la matriz 12, de aproxima-
damente 3-4 mm de longitud a lo largo del borde de la
matriz 12 y de aproximadamente 0,6-0,8 mm de pro-
fundidad a lo largo de la pared lateral 17 de la matriz
12. Alternativamente, el lado de la matriz 12 puede
estar revestido con un material de alto rozamiento, tal
como sílice o un polvo inerte, en lugar del saliente 76,
para conseguir una función similar.

La prueba AST se puede conseguir convenien-
temente dirigiendo un haz de radiación interrogante
desde arriba o abajo de cada matriz AST 12 a través
de la porción central 56 de arco de la superficie su-
perior 54 de cada micropocillo 44 y midiendo el gra-
do de absorción o cambio de color o generación de
una señal fluorescente, usando un fotodetector colo-
rimétrico o fluorométrico situado debajo o encima de
cada micropocillo 44. Por esta razón, la porción cen-
tral superior 56 de la superficie superior 54 de cada
micropocillo 44 (como se ve mejor en la figura 3) y
la porción central inferior 57 de la superficie superior
54 de cada micropocillo 44 están moldeadas a fin de
tener un acabado superficial uniforme equivalente a,
o más uniforme que, un disco pulidor de diamante de
calidad #3 de tipo SPI #A-1, a fin de minimizar la in-
terferencia óptica durante la prueba AST.
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REIVINDICACIONES

1. Una matriz de ensayo (12), adaptada para ensa-
yar la susceptibilidad a los antibióticos de microorga-
nismos, que comprende:

un cuerpo en forma alargada, con superficies su-
perior y de fondo (11, 13) opuestas y paralelas, sepa-
radas por una pared lateral (17) generalmente plana y
una pared lateral (15) opuesta generalmente con es-
cotaduras, teniendo dicho cuerpo una longitud (L) y
una pluralidad de micropocillos (44) que sobresalen
hacia arriba, formados en la superficie inferior (11)
como una fila lineal de micropocillos únicos paralela
a dicha longitud;

un depósito abierto receptor de solución, formado
en la superficie superior de la matriz de ensayo;

un pocillo de evaporación (46) sacrificial, formado
en la superficie de fondo (11) de la matriz de ensayo
(12), que sobresale hacia arriba de una porción abierta
de la superficie de fondo (11) y dispuesto entre la fi-
la de micropocillos (44) y el depósito (50), pocillo de
evaporación (46) sacrificial que tiene una porción su-
perior (49) cerrada próxima a la superficie superior de
la matriz de ensayo, teniendo la porción superior un
orificio (48) termosellable de purga de aire formado
en ella;

un primer microcanal (42) abierto, formado en la
superficie de fondo (11) del cuerpo alargado y que co-
necta cada micropocillo (44) al pocillo de evaporación
(46) sacrificial; y

un segundo microcanal (41) abierto, formado en
la superficie de fondo (11) del cuerpo alargado y que
conecta el pocillo de evaporación (46) sacrificial al
depósito (50) receptor de solución.

2. La matriz de ensayo de la reivindicación 1, que
está formada por un material generalmente translúci-
do, y las porciones superior e inferior (56, 57) centra-
les de la superficie superior (54) de cada micropocillo
(44) están moldeadas de manera se produce un aca-

bado superficial uniforme en dichas porciones centra-
les.

3. La matriz de ensayo de la reivindicación 1 o
2, que comprende además un saliente de retención
(76), formado en la pared lateral (17) generalmente
plana, estando conformado generalmente el saliente
como un abultamiento que se extiende hacia fuera de
la matriz (12).

4. La matriz de ensayo de cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 3, en la que el número de micropocillos
(44) que sobresalen hacia arriba es ocho, y cada mi-
cropocillo forma una cámara de ensayo dimensionada
para alojar una cantidad de solución líquida en el in-
tervalo de 0,5 a 0,9 ml.

5. La matriz de ensayo de cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 4, en la que el pocillo de evaporación
(46) sacrificial está dimensionado para alojar una can-
tidad de solución líquida en el intervalo de 0,02 a 0,04
ml.

6. La matriz de ensayo de cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 5, en la que la superficie superior (11)
y la superficie de fondo (13) tienen una anchura de
0,76-1,02 cm, las paredes laterales (17) opuestas tie-
nen una altura de 0,51-0,64 cm y la matriz (12) tiene
una longitud (L) total a lo largo de 6,35-7,62 cm.

7. La matriz de ensayo de cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 6, en la que el microcanal (41, 42) tiene
una anchura y una profundidad aproximadas de 0,03-
0,05 cm.

8. La matriz de ensayo de la reivindicación 2, en
la que la uniformidad del acabado superficial es equi-
valente a, o más uniforme que, un disco pulidor de
diamante de calidad #3 de tipo SPI #A-1.

9. La matriz de ensayo de la reivindicación 3, en
la que el saliente de retención (76) tiene dimensiones
de 0,26-0,30 mm de prolongación hacia fuera de la
matriz (12), de 3-4 mm por la longitud del mismo y
de 0,6-0,8 mm de profundidad a lo largo de la pared
lateral (17) generalmente plana de la matriz (12).
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