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DESCRIPCION
Identificacidon de bacterias y prueba de susceptibilidad antimicrobiana
Campo técnico

La presente invencion se refiere a la susceptibilidad a los antibiéticos y a kits respectivos para facilitar la identificacion
de un tratamiento adecuado para la mastitis.

Antecedentes de la invencion

Ha habido avances significativos en el campo de la microbiologia clinica y en el tratamiento y manejo de enfermedades
infecciosas en las ultimas décadas. Sin embargo, las infecciones microbianas sistémicas y localizadas, debilitantes y
potencialmente mortales, siguen siendo un grave problema para la salud humana y animal. Ademas, la aparicion de
organismos multirresistentes ha incrementado los retos a los que se enfrentan las practicas sanitarias humanas y
veterinarias.

Las infecciones microbianas tratadas de forma inadecuada o incorrecta son responsables en gran medida del aumento
de cepas de bacterias multirresistentes que provocan muchas infecciones de origen hospitalario y agricola. La
resistencia a los farmacos, especificamente la resistencia a los antibioticos, suele producirse cuando el antibiético
usado para tratar una infeccién o bien se selecciona de forma inadecuada, se prescribe de un modo que no erradica
eficazmente el agente infeccioso o bien es el resultado de un cumplimiento deficiente por parte del paciente o de
practicas de cultivo deficientes. Ademas, cuando se prescriben antibidticos ineficaces o innecesarios, las bacterias
infecciosas presentes siguen multiplicandose sin cesar, lo que a menudo provoca complicaciones potencialmente
mortales que requieren tratamientos caros y agresivos, incluida la hospitalizacion innecesaria. Por tanto, el diagnéstico
preciso y rapido de un posible agente infeccioso es fundamental para mejorar el cuidado del paciente, reducir los
costos de atencion sanitaria y la conservacion de la eficacia antimicrobiana.

La infeccion de personas o animales puede estar causada, entre otros patégenos, por bacterias. Los agentes
antimicrobianos, incluidos los antibiéticos, se emplean en un intento de eliminar una poblacién bacteriana o inhibir su
crecimiento como medio para combatir la infeccion. Una breve lista de bacterias causantes de enfermedades y la
primera y segunda eleccidon de antimicrobianos contra bacterias comunes o importantes figuran, por ejemplo, en
“Pharmacology”, Rang & Dale 1987, Churchchill Livingstone. Los agentes antimicrobianos tipicos usados en medicina
humana y veterinaria incluyen antibiéticos. Por ejemplo, la bencilpenicilina (o penicilina G) es el farmaco de eleccion
para las infecciones causadas por estreptococos, neumococos, menigococos, gonococos Yy estafilococos no
productores de penicilinasa. En el caso de estafilolococos productores de betalactamasas, se recomienda el uso de
cloxacilina, entre otros. Por otra parte, la bencilpenicilina suele ser casi ineficaz contra las bacterias Gram negativas
como las bacterias coliformes como, por ejemplo, Escherichia coli. Los antibioticos de amplio espectro a menudo son
activos contra bacterias coliformes. Los antibidticos de amplio espectro tipicos son ampicilina, amoxicilina o
cefalosporinas tales como cefotaxima o ceftiour.

Los antibiéticos comiunmente usados pueden clasificarse en aminoglucésidos, carbapenems y monobactamicos,
cefalosporinas, cloranfenicol, lincosamidas, macrélidos, pleuromutilinas, glucopéptidos, polipéptidos, penicilinas,
polimixinas, quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas, entre otros.

Otro tipo de agentes antimicrobianos incluyen, por ejemplo, nisina, plata o desinfectantes entre muchos otros.

Curiosamente, la mayoria de los antimicrobianos administrados en todo el mundo no se administran a pacientes
humanos, sino mas bien a animales, incluyendo ganado vacuno, ovejas, cerdos, pollos y peces, para fines de
produccién de alimentos. Los antibidticos se administran a estos animales para tratar la enfermedad en animales
infectados, entre otras razones.

El uso de grandes cantidades de antimicrobianos en la produccién de alimentos y la amplia liberacion no intencionada
de antimicrobianos en el entorno a través de aguas residuales animales y humanas y agua residual de sitios agricolas
tiene consecuencias para la salud publica, mas claramente observado en las bacterias zoondticas resistentes
asociadas a enfermedades de transmisién alimentaria en humanos. Ademas, de importancia cualitativa y cuantitativa
desconocida es el paso potencial de los genes de resistencia de bacterias de origen animal a patégenos humanos.

El tratamiento antimicrobiano oportuno de un paciente infectado puede marcar la diferencia entre el éxito de la terapia,
la discapacidad a largo plazo o incluso la muerte. Desgraciadamente, el uso y mal uso de los antimicrobianos ha
impulsado la expansién incesante de microbios resistentes, lo que ha provocado una pérdida de eficacia de los
regimenes de tratamiento tradicionales. De hecho, la resistencia a los antibiéticos y la evolucion de bacterias
multirresistentes o “superbacterias” han sido identificadas por la Organizacién Mundial de la Salud como una amenaza
significativa para la supervivencia a largo plazo de la poblacién humana.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2952442 T3

Los tratamientos antimicrobianos suelen comenzar poco después de la deteccion de la infeccion o la enfermedad. La
seleccion del tratamiento suele basarse en la primera o segunda elecciéon de antimicrobianos recomendados por
instituciones especializadas para una infeccién bacteriana especifica en humanos y animales (por ejemplo, oido,
garganta, ubre o Utero, etc.).

Seria ventajoso si la identificacion de infeccion o enfermedad infecciosa que provoca bacterias se produce antes del
tratamiento de modo que se pueda seleccionar un antimicrobiano apropiado para el tratamiento para la administracion.
Sin embargo, conocer el tipo de bacterias no siempre es suficiente para seleccionar un tratamiento antimicrobiano
apropiado. Por ejemplo, en el caso de los estafilococos, la bencilpenicilina es el farmaco de primera eleccion si se
trata de estafilococos no productores de penicilinasa. Sin embargo, este tipo de informacién no se conoce
habitualmente antes del tratamiento o necesariamente después de que se haya producido la prueba de
enriquecimiento bacteriano selectiva y/o diferencial.

Idealmente, seria deseable realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana antes del tratamiento que no solo
respalda la seleccién de un régimen de tratamiento antimicrobiano, sino que respalda la seleccién de una dosis
adecuada. Sin embargo, existen varias limitaciones con este enfoque, ya que los ensayos deben realizarse en
laboratorios establecidos con >tiempo de respuesta. Mientras tanto, la infeccion permanece sin tratar o se ha tratado
con (por ejemplo) un agente antimicrobiano de amplio espectro en un intento de combatir la infecciéon. No es de
extrafiar que esta practica haya conducido al uso excesivo de antibiéticos y, en consecuencia, al desarrollo de
farmacorresistencia (por ejemplo, resistencia a los antibiéticos) en muchas especies bacterianas.

Mastitis

La mastitis es una enfermedad inflamatoria de la glandula mamaria de un mamifero. En medicina veterinaria, la mastitis
mas importante y la mastitis mas frecuentemente encontrada es la de los animales bovinos y, en particular, las vacas
lecheras.

Los rebafios lecheros suelen criarse para la produccién de leche. La convencion de ordefiar hasta dos o tres veces
durante un periodo de 24 horas predispone a las glandulas mamarias de las vacas a la infeccion. Ademas, la
implicacion de aparatos mecanicos en las practicas de ordefio automatizado, que pasan de una vaca a otra, significa
que la infeccién puede transmitirse facilmente de un animal a otro.

La glandula mamaria dispone de una serie de mecanismos de defensa naturales contra los patégenos bacterianos.
Sin embargo, estos mecanismos de defensa pueden ser superados por altos niveles de exposicion bacteriana, por
una mala cria de los animales o por cambios fisiolégicos en determinados momentos del ciclo de lactacion. Por
ejemplo, el periodo entre el secado y el parto se asocia a una incidencia relativamente alta de mastitis.

La mastitis puede ser causada por muchas especies diferentes de bacterias Gram positivas y negativas. Esas especies
bacterianas implicadas mas comunmente en la mastitis bovina se dividen en dos categorias. La primera categoria
incluye patégenos del huésped, tales como Staphylococcus aureus 'y Streptococcus agalactiae. Estas bacterias viven
en la piel de la ubre o en la propia ubre y son una fuente de infeccion para otras vacas del rebafio. La segunda
categoria incluye patégenos ambientales tales como Streptococcus uberis y Escherichia coli. Estos patégenos se
encuentran en el entorno inmediato de la vaca lactea y, por lo tanto, presentan un riesgo constante de infeccion.

La mastitis causada por las bacterias caracterizadas anteriormente puede manifestarse como enfermedad clinica o
subclinica.

La mastitis clinica es una respuesta inflamatoria a la infeccién que causa una leche visiblemente anémala (por ejemplo,
color, coagulos de fibrina). A medida que aumenta la extensién de la inflamacién, también pueden manifestarse
cambios en la ubre (hinchazén, calor, dolor, enrojecimiento). Los casos clinicos que incluyen sélo signos locales se
denominan leves o moderados. Si la respuesta inflamatoria incluye afectacion sistémica (fiebre, anorexia, choque), el
caso se denomina grave. Si la aparicion es muy rapida, como suele ocurrir en los casos clinicos graves, se denomina
caso agudo de mastitis grave. Las vacas mas gravemente afectadas suelen tener mas secreciones serosas en el
cuarto afectado. Dicho esto, las presentaciones mas leves de la mastitis clinica son las mas tipicas.

La mastitis subclinica es la presencia de una infeccion sin signos aparentes de inflamacion local o afectacion sistémica.
Aunque pueden aparecer episodios transitorios de leche andmala o inflamacién de la ubre, estas infecciones son en
su mayor parte asintomaticas vy, si la infeccion persiste durante al menos 2 meses, se denominan crénicas. Una vez
establecidas, muchas de estas infecciones persisten durante lactancias enteras o durante toda la vida de la vaca. La
mejor forma de detectarlo es examinando la leche en busca de células somaticas (SCC) (predominantemente
neutrofilos).

La mastitis sigue siendo una de las principales causas de pérdidas econdémicas en la industria lactea a pesar de la
disponibilidad de diversas opciones de tratamiento. En la actualidad, el principal método para tratar la mastitis en las
vacas (inflamacién de la ubre), asi como para tratar la metritis (inflamacioén del utero), es la terapia con antibidticos.
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Los organismos gubernamentales o las instituciones especializadas en enfermedades suelen recomendar agentes
antimicrobianos de primera y segunda eleccion. La mastitis bovina puede estar causada por bacterias Gram positivas
y negativas. Las bacterias mas comunes e importantes son Strep uberis, Staph aureus, Staph negativo para
coagulasa, Strep agalactiae, Strep dysagalactiae y E-Coli. La leche de mastitis cambia de consistencia en comparacion
con la leche de vacas sanas. La leche de mastitis puede tener coagulos y la textura puede ser acuosa y fina o espesa.
El color de la leche de mastitis se puede describir como entre amarillo y parduzco.

Ademas, habitualmente la leche de mastitis tendra un alto recuento de células somaticas que puede ser de hasta
varios millones por mililitro que es diferente para la leche de vaca sana.

Existen varios kits de prueba de bacterias para la mastitis bovina en el mercado y pueden usarse para identificar el
tipo de bacterias que causan infeccion en la granja. Por ejemplo, “The Overnighter” (documento WO 2007/032691)
describe un dispositivo y receptaculo de crecimiento microbiolégico. El medio de cultivo se basa en un medio de agar
(tipo gel) y la identificacion de las bacterias se muestra mediante un cambio colorimétrico. La identificacion de bacterias
se produce dentro de las 24 a 48 h.

Los documentos WO 1999/18439 y WO 2011/139263 describen pruebas de recuento aerdébico y de E. coli/coliformes
a base de pelicula rapida. La pelicula de recuento rapido aerobio detecta todas las bacterias aerobias presentes en
una muestra de leche, mientras que la pelicula de E. coli/coliformes sdlo admite el crecimiento de bacterias Gram
negativas. Una vez que se ha determinado si la infeccion de mastitis esta causada por bacterias Gram positivas o
Gram negativas, se podria tomar una decisidn de tratamiento para resolver la infeccién.”

CHECK-UP Mastitis Diagnostic Tool, On Farm Mastitis Testing, Farm Medix, http://www.farmmedix.com/ es una placa
de agar que comprende cuatro zonas para identificar Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, Staphylococci
SPP y E. Coli. El tiempo de deteccién es de 15 a 24 h.

Sin embargo, ninguna de estas pruebas ofrece pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

La mastitis bovina es sélo un ejemplo tipico de infeccidn. La mastitis también puede afectar a los seres humanos o a
otros animales productores de leche. La metritis es otra infeccion tipica entre muchas otras infecciones bacterianas.
El tratamiento de estas infecciones bacterianas a menudo se ve afectado por el desconocimiento del tipo de bacteria
o la susceptibilidad a los antimicrobianos, lo que puede llevar a la seleccién de un antimicrobiano inadecuado para
tratar la infeccion y, como consecuencia, a otro tratamiento antimicrobiano. El documento CN1858235 describe la
prueba de susceptibilidad antimicrobiana utilizando una baja concentracién de rojo de fenol como indicador de
crecimiento.

El solicitante ha desarrollado ahora nuevos enfoques para la identificacion de bacterias, en particular con respecto a
las bacterias que se sabe que causan infecciones como la mastitis y la metritis. Ademas, el solicitante ha desarrollado
sorprendentemente nuevos enfoques para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana basadas en la colorimetria
que pueden realizarse directamente en muestras bioldgicas obtenidas de animales humanos y no humanos. Este
enfoque proporciona informacion “en tiempo real” con respecto a la susceptibilidad de (por ejemplo) las bacterias a
los agentes antimicrobianos con el fin de informar sobre las opciones de tratamiento. Estas caracteristicas y otras
ventajas se pondran de manifiesto en la descripcion que sigue.

Resumen de la invencion

En un aspecto de la presente invencion se proporciona un método para realizar una prueba de susceptibilidad
antimicrobiana en una muestra biolégica obtenida de un ser humano o animal no humano, donde el ser humano o
animal no humano puede estar infectado por, o en riesgo de infeccién por, una o méas bacterias causantes de infeccion,
el método comprende,

(i) proporcionar una mezcla de reaccién que comprenda una muestra biolégica obtenida de un ser humano o
animal no humano y medios de susceptibilidad que comprendan medios para el crecimiento, un agente antimicrobiano,
rojo de fenol y un agente estabilizador; y

(i) determinar la susceptibilidad de una o mas bacterias de la muestra al agente antimicrobiano observando un
cambio de color cuando se afiade la muestra al medio de susceptibilidad,

en donde el rojo de fenol esta presente en la mezcla de reaccion entre el 0,0035 % y el 0,30 % que es en una cantidad
suficiente para inhibir el crecimiento de una o mas bacterias causantes de infeccién si no fuera por la presencia del
agente estabilizador,

- y en donde el agente estabilizador comprende una proteina derivada de la leche o un extracto de proteina
derivada de la leche para bacterias Gram positivas, y

- el agente estabilizador comprende un hidrato de carbono para bacterias Gram negativas.
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En otro aspecto mas de la presente invencion se proporciona un kit de prueba para realizar pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana en bacterias Gram positivas que causan infeccion en un ser humano o un animal no humano, el kit de
prueba que comprende reactivos para realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en una muestra de prueba
de un ser humano o un animal no humano utilizada en el método de la invencidon detallado anteriormente con
instrucciones de uso, en donde los reactivos comprenden un medio de crecimiento, un agente antimicrobiano, rojo de
fenol y un agente estabilizador que comprende una proteina derivada de la leche o un extracto de proteina derivada
de la leche, y en donde el rojo de fenol esta presente en la mezcla de reaccion del kit de prueba entre el 0,0035 % y
el 0,30 %. En otro aspecto de la presente invencidon se proporciona un kit de prueba para realizar pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana en bacterias Gram negativas que causan infecciéon en un ser humano o un animal no
humano, el kit de prueba que comprende reactivos para realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en una
muestra de prueba de un ser humano o un animal no humano utilizada en el método de la invencion detallado
anteriormente, junto con instrucciones de uso, en donde los reactivos comprenden un medio de crecimiento, un agente
antimicrobiano, rojo de fenol y un agente estabilizador que comprende un hidrato de carbono, y en donde el rojo de
fenol esta presente en la mezcla de reaccion del kit de prueba entre el 0,0035 % y el 0,30 %.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 muestra la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus expuesto a niveles variables de kanamicina
en funcion del tiempo. Control (cuadrado cerrado), 0,5 ug/ml de kanamicina (circulo), 1,0 ug/ml de kanamicina (simbolo
mas), 2,0 ug/ml de kanamicina (cuadrado abierto), 4,0 ug/ml de kanamicina (cruz) y 8 ug/ml de kanamicina (triangulo).

Figura 2 muestra la identificacion/diferenciacion de bacterias entre Staphylococcus aureus y estafilococos negativos
para coagulasa.

Figura 3 muestra la identificacion visual de Staphylococcus aureus mediante la aparicién de sedimento negro.
Definiciones generales

A menos que se defina especificamente lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tendran el mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en la técnica (por ejemplo, en
microbiologia, inmunologia, inmunohistoquimica, quimica de proteinas y bioquimica).

Se pretende que la referencia a un intervalo de nimeros descritos en el presente documento (por ejemplo, de 1 a 10)
también incorpore referencia a todos los niumeros relacionados dentro de ese intervalo (por ejemplo, 1, 1,1, 2, 3, 3,9,
4,5,6,6,5,7, 8,9y 10) y también cualquier intervalo de numeros racionales dentro de ese intervalo (por ejemplo, de
2a8,de1,5a5,5yde3,1a4,7)y, por lo tanto, se describen expresamente todos los subintervalos de todos los
intervalos descritos expresamente en el presente documento. Estos son solamente ejemplos de lo que se pretende
especificamente y todas las combinaciones posibles de valores numéricos entre el valor mas bajo y el valor mas alto
enumerado deben considerarse expresamente indicados en esta solicitud de una manera similar.

El término “y/o”, por ejemplo, “X y/o Y” se entendera que significa o bien “X y Y” o bien “X o Y” y se tomara para
proporcionar apoyo explicito para ambos significados o cualquier significado.

En toda esta memoria descriptiva, la palabra “comprenden”, o variaciones tales como “comprende” o “que
comprende”, se entendera que implican la inclusién de un elemento, nimero entero o etapa establecido, o grupo de
elementos, nimero enteros o etapas, pero no la exclusién de cualquier otro elemento, nimero entero o etapa, o grupo
de elementos, nimero enteros o etapas.

En toda esta memoria descriptiva, a menos que se establezca especificamente lo contrario o el contexto requiera lo
contrario, la referencia a una uUnica etapa, composicién de materia, grupo de etapas o grupo de composiciones de
materia abarcara una y una pluralidad (es decir una o0 méas) de esas etapas, composiciones de materia, grupos de
etapas o grupo de composiciones de materia.

Definiciones seleccionadas

El término “microorganismo” se utilizara en el presente documento para describir cualquier microorganismo eucariota
o procariota, incluyendo, por ejemplo, bacterias, levaduras, hongos, virus y similares.

El término “infeccidon” se utilizara en el presente documento para describir la invasién y multiplicacion de
microorganismos patdgenos en una parte del cuerpo o tejido, que puede producir lesiones tisulares posteriores y
progresar a enfermedad manifiesta a través de diversos mecanismos celulares o toxicos.

El término “estreptococo” se utilizara en el presente documento para referirse a un estreptococo o a una poblacién de
estreptococos.
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El término “estreptococos del grupo D” se utilizara en el presente documento para referirse a un estreptococo del
grupo D o a una poblacion de estreptococos del grupo D. Los ejemplos de estreptococos del grupo D incluyen, pero
no se limitan a, Streptococcus uberis, Streptococcus bovis y Streptococcus equinis.

El término “estafilococos negativos para coagulasa” o “estafilococos negativos para coagulasa” se utilizara en el
presente documento para describir aquellos estafilococos que no tienen la enzima proteica coagulasa que permite la
conversion de fibrindgeno en fibrina. Los ejemplos de estafilococos negativos para coagulasa incluyen, pero no se
limitan a, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus hemolyticus, Staphylococcus arlettae, Staphylococcus aureusd,
Staphylococcus gallinarum, Staphylococcus lentus, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus warneri/pasteuri, Staphylococcus aureus (algunas cepas son coagulasa negativas).

El término “estafilococos positivos para coagulasa” o “estafilococos positivos para coagulasa” se utilizara en el
presente documento para describir aquellos estafilococos que tienen la enzima proteica coagulasa que permite la
conversion de fibrindgeno en fibrina. Los ejemplos de estafilococos positivos para coagulasa incluyen, pero no se
limitan a, Staphylococcus aureus, Staphylococcus delphini, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus lutrae, Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus schleiferi subsp.

El término “bacterias coliformes” se utilizara en el presente documento para describir bacterias Gram negativas con
forma de bastén que fermentan la lactosa con produccién de acido y gas.

El término “indicador” o “composicion indicadora” se utilizara en el presente documento para describir compuestos o
moléculas especificos que incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de rojo de fenol, purpura de bromocresol, azul de
bromotimol, verde de bromocresol, rojo de metilo, purpura de metilo, azolitmina, rojo neutro, naftolftaleina, rojo de
cresol, cresolftaleina, fenolftaleina, 2,4- dimitrofenol, sal disddica de eritrosina, benzopurpurina 4B, N,N-dimtehil-p-(m-
tolilazo)amilina, p-dimetilaminoazobenceno, 4,4'-acido bis(2-amino-1-naftilazo)-2,2'-estilbendisulfénico, sal potasica
de éster etilico de tetrabromofenolftaleina, azul de bromfenol, rojo de congo, naranja de metilo, naranja de etilo, acido
4-(4-dimetilamino-1-nafilazo)-3-metoxibencenosulfénico, resazurina, 4-fenilazo-1-naftilanina, rojo de etilo 2-(p-
dimetilaminofenilazo) piridina, monohidrocloruro de 4-(p-etoxifenilazo)-m-fenilenodiamina, azul de resorcina, rojo de
alizarina S, rojo de propilo, rojo de clorofenol, p-nitrofenol, sal disédica del acido 2-(2,4-dinitrofenilazo) 1-naftol-3,6-
disulfonico de alizarina, 6,8-dinitro-2,4-(1H)quinazolinadiona, amarillo brillante, m-nitrofenol, circuma (curcumina),
purpura metracresol, 4,4'-acido bis(4-amino-1-naftilazo)-2,2'-stilbenedisulfonico, azul de timol, p-naftolbenceno,
fenolftaleina, o-cresolftaleina, bis(2,4-dimetilfenil) etanoato de etilo. Para evitar dudas, el término indicador incluye
indicadores de pH.

El término “sujeto” se utilizara en el presente documento para describir mamiferos humanos y no humanos. Los
ejemplos de animales no humanos incluyen, pero no se limitan a, vacas, ovejas, ciervos, caballos, cerdos, pollos,
peces, perros, gatos, ratones, ratas, primates (incluidos gorilas, monos rhesus y chimpancés), zariglieyas y otros
animales domésticos de granja o de zoolégico. Asi, los ensayos, métodos y kits aqui descritos tienen aplicacion tanto
en animales humanos como no humanos, en particular, y sin limitacién, en humanos, primates, animales de granja
incluyendo ganado vacuno, ovejas, cabras, cerdos, ciervos, alpacas, llamas, bufalos, animales de compafiia y/o de
raza pura incluyendo gatos, perros y caballos. Ademas, aunque el sujeto es preferiblemente un organismo vivo, la
invencion descrita en el presente documento puede utilizarse también en analisis post mortem.

El término “muestra” o “muestra biolégica” se utilizara en el presente documento para referirse a cualquier muestra
tomada o derivada de un sujeto. Dicha muestra puede obtenerse de un sujeto, o puede obtenerse de materiales
biolégicos destinados a proporcionarse al sujeto. Por ejemplo, una muestra puede obtenerse de la sangre o de la
leche evaluada, que puede proceder de un ser humano o animal no humano. Se incluyen las muestras tomadas o
derivadas de cualquier sujeto, como sujetos sanos normales y/o sujetos sanos para los que sea util conocer el nivel
de microorganismo(s) infeccioso(s). Las muestras preferidas son las de fluidos corporales. El término “muestra de
fluido corporal”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una muestra de fluido corporal obtenida con
fines de, por ejemplo, diagnéstico, pronéstico, clasificacién o evaluacion de un sujeto de interés. En determinadas
realizaciones, tal muestra puede obtenerse con el fin de determinar la gravedad de la infeccidon. La muestra puede ser
cualquier muestra conocida en la técnica en la que pueden detectarse uno o mas microorganismos. Se incluye
cualquier fluido corporal como una muestra de sangre completa, plasma, suero, leche, muestra de fluido folicular
ovarico, muestra de fluido seminal, fluido cerebroespinal, muestra de fluido del Utero, saliva, esputo, orina, efusiones
pleurales, fluido intersticial, fluido sinovial, linfa, lagrimas, por ejemplo, aunque la muestra de sangre entera, plasma,
suero y leche son particularmente adecuados para su uso en esta invencidon. Ademas, un experto en la técnica se
daria cuenta de que determinadas muestras de fluidos corporales se analizarian mas facilmente tras un procedimiento
de fraccionamiento o purificacién, por ejemplo, la separacion de la sangre total en componentes de suero o plasma.

El término “tira reactiva” se utilizara en el presente documento para referirse a cualquier configuracion de placas de
ensayo, pocillos, viales o recipientes en los que puedan realizarse los ensayos y métodos de la presente invencion.
Por ejemplo, la identificacion de bacterias y/o las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se realizan
simultaneamente, por separado o secuencialmente, como se describe en el presente documento.
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El término “prueba de susceptibilidad cualitativa” se utilizara en el presente documento para describir los aparatos y
métodos que producen resultados de pruebas que generalmente indican si un microorganismo o espécimen celular
es sensible o resistente a un producto antimicrobiano particular. Segun el método de que se trate, sélo se suelen
utilizar una o dos concentraciones de producto antimicrobiano. En las pruebas cualitativas de susceptibilidad no se
informa del grado de sensibilidad o resistencia.

El término “prueba de susceptibilidad cuantitativa” se utilizara en el presente documento para describir los aparatos y
métodos de prueba que producen resultados que proporcionan datos sobre la concentracion del producto
antimicrobiano que sera suficiente para inhibir el crecimiento del microorganismo. Normalmente, para las muestras de
microorganismos, se utilizan multiples diluciones diferentes del producto antimicrobiano que cubren la gama
terapéutica de concentraciones del producto antimicrobiano. El término concentracion inhibitoria minima (CIM) se
utiliza a menudo para referirse al resultado proporcionado por la prueba de susceptibilidad cuantitativa del
microorganismo y se define como la concentracién minima del producto antimicrobiano que producira la inhibicién del
crecimiento del microorganismo.

El término “agente antimicrobiano” se utilizara aqui para describir un agente que mata o inhibe el crecimiento de un
microorganismo, incluyendo por ejemplo bacterias, levaduras, hongos, virus, parasitos, etc. Se dice que un agente
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un microorganismo o poblacién de microorganismos es microbiostatico
(por ejemplo, bacteriostatico en el caso de un agente antibacteriano que inhibe el crecimiento de bacterias). Del mismo
modo, un agente antimicrobiano que mata un microorganismo o una poblaciéon de microorganismos se dice que es
microbicida (por ejemplo, bactericida en el caso de un agente antibacteriano que destruye bacterias). Se enumeran a
continuacion ejemplos de agente antimicrobianos adecuados.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “tratar” y “tratamiento” se refieren tanto al tratamiento
terapéutico como a las medidas profilacticas o preventivas.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a pruebas de susceptibilidad a los antibidticos y kits respectivos para determinar a
qué antibidtico(s) son susceptibles las bacterias causantes de infecciones y cepas especificas de las mismas.

1. Identificacion de bacterias

Seria ventajoso que la identificacién de la infeccién o de la bacteria causante de la enfermedad infecciosa guiara las
decisiones de tratamiento, de modo que se pudiera seleccionar un antimicrobiano apropiado para la terapia. Es decir,
la identificacion de bacterias causantes de infecciones o enfermedades infecciosas en una muestra bioldgica obtenida
de un ser humano o animal no humano puede utilizarse para informar sobre las opciones de tratamiento para terapias
de seguimiento. La identificacion de bacterias causantes de infecciones o enfermedades infecciosas también puede
utilizarse para mapear la prevalencia de bacterias asociadas a brotes de enfermedades infecciosas y/o dentro de
parametros geograficos definidos. Ademas, la informacién relativa a la identificacion de bacterias causantes de
infecciones o enfermedades infecciosas asociadas a determinados estados patolégicos como, por ejemplo, la mastitis
y la metritis, puede utilizarse para crear una base de datos de informacion util para supervisar los cambios histéricos
y estacionales y los brotes geograficos asociados a determinadas enfermedades infecciosas.

El solicitante ha descubierto nuevos enfoques para la identificacién de bacterias en muestras biolégicas que incluyen,
pero no se limitan a, la identificacion de estreptococos y estafilococos (no parte de la invencion).

que comprenden (por ejemplo) Streptococcus uberis, pueden identificarse en una muestra bioldgica obtenida de un
ser humano o animal no humano mediante enriquecimiento en medios de identificacion que comprenden esculina,
citrato férrico y un agente estabilizador. Los estreptococos del grupo D, incluyendo Streptococcus uberis, por ejemplo,
hidrolizan esculina a esculetina y dextrosa. La esculetina reacciona con el citrato férrico produciendo un
ennegrecimiento del medio de cultivo, proporcionando asi un cambio detectable exclusivo de los estreptococos del
grupo D. La presencia de un agente estabilizador, tal como (por ejemplo) la leche, se utiliza para suprimir la actividad
inhibidora de la esculina y el citrato férrico sobre el crecimiento bacteriano (véanse (por ejemplo) las tablas 2a-2e del
ejemplo 2, donde se demuestra el efecto inhibidor de estos analitos utilizando medios de enriquecimiento
convencionales). Esto significa que se pueden usar concentraciones aumentadas de citrato de esculina y férrico en
los métodos para mejorar la identificacién de estreptococos del Grupo D. Esto es especialmente importante para su
uso en muestras clinicas en las que existe un color de fondo asociado a microrganismos causantes de infecciones.
Este punto se analiza con més detalle a continuacion.

Para mayor claridad, el término “enriquecimiento” se refiere a cualquier técnica conocida que aumente el nimero de
bacterias en la muestra con fines de deteccion e identificacion. Esto incluye no sélo enriquecimiento, sino también
cultivo, asi como técnicas de seleccion de crecimiento positivo o negativo.
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En consecuencia, en un aspecto de la presente descripcion (no parte de la invencidn) se proporciona un método para
identificar estreptococos del grupo D en un ser humano o animal no humano, en donde el ser humano o animal no
humano puede estar infectado por, o en riesgo de infeccion por, estreptococos del grupo D, comprendiendo el método:

(i) proporcionar una mezcla de reaccién que comprenda una muestra biolégica obtenida de un ser humano o
animal no humano y un medio de identificacion que comprenda esculina, citrato férrico y un agente estabilizador; y

(ii) identificar si los estreptococos del Grupo D estan presentes en la muestra,

en donde la esculina y el citrato férrico estan presentes en la mezcla de reaccién en una cantidad suficiente para inhibir
el crecimiento de los estreptococos del grupo D si no fuera por la presencia del agente estabilizador

y en donde, la identificacion de estreptococos del grupo D en la muestra se confirma mediante el ennegrecimiento de
la mezcla de reaccién,

donde la identificaciéon de estreptococos del grupo D en la muestra indica que el ser humano o animal no humano esta
infectado por, o en riesgo de infeccién por, los estreptococos del grupo D.

En un ejemplo, el agente estabilizante comprende una proteina derivada de la leche o un extracto de proteina derivada
de la leche. Los ejemplos de proteinas derivadas de leche o extractos de proteinas derivados de la leche incluyen,
pero no se limitan a, a-caseina, B-caseina (incluyendo una o mas de las variantes A1, A2, A3, B, C, D, Ey F), caseina
de sodio (por ejemplo, que comprende a-caseina, B-caseina y k-caseina), k-caseina, B-lactoglobulina, proteina de
suero de leche, lactoalbumina, lactoferrina y leche o leche en polvo, asi como combinaciones de los mismos.

Las proteinas y extractos lacteos pueden derivarse de cualquier fuente genética que incluye, pero no se limita a, los
descritos en:

http://ansci.illinois.edu/static/ansc438/Milkcompsynth/milkcomp table.html

La caseina sédica puede obtenerse de Sigma Chemicals (n.° de cat. C8654).

En un ejemplo, los estreptococos del grupo D se seleccionan del grupo que consiste en Streptococcus uberis,
Streptococcus bovine y Streptococcus equinis.

En aun otro ejemplo segun la descripcidn (no parte de la invencién), el medio de identificacion comprende ademas
componentes seleccionados de uno o mas del grupo que consiste en medios de enriquecimiento, crecimiento y
seleccién. Los términos “enriquecimiento”, “crecimiento” y “seleccién” serian bien conocidos por un experto en la
técnica. Ademas, los ejemplos de los medios de enriquecimiento, de crecimiento y de seleccion adecuados para su
uso en los métodos también serian conocidos por un experto en la técnica pertinente. Ademas, los ejemplos no
limitativos de medios de enriquecimiento, crecimiento y seleccion se describen en los ejemplos que siguen.

En otro ejemplo, la etapa de combinar la muestra con el medio de identificacion comprende ademas enriquecer las
bacterias durante un periodo de tiempo suficiente para identificar si una o mas bacterias estan presentes en la muestra.

En otro ejemplo mas, la etapa de enriquecer las bacterias comprende cultivar a entre 25 °C y 45 °C durante entre 6 y
48 h. Para evitar dudas y a modo de ilustracién solamente, el cultivo a entre 25 y 45 °C incluye el cultivo a 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44 0 45 °C. De manera similar, para evitar dudas y solo a
modo de ilustracion, el cultivo durante entre 6 y 48 h incluye cultivar 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,47 0 48 h.

Los medios de identificacion pueden comprender cualquier medio de enriquecimiento, crecimiento y/o seleccion
suficiente para enriquecer las bacterias presentes en la muestra con fines de identificacion. Como minimo, los medios
de identificacion deben permitir el crecimiento y la seleccion de bacterias con el fin de identificar las bacterias de
interés. Los ejemplos de medios de enriquecimiento suficientes para soportar el crecimiento del crecimiento de
bacterias se enumeran en el ejemplo 1. Sin embargo, a titulo ilustrativo, algunos ejemplos no limitativos son el caldo
de soja Tryptic, el caldo Mueller Hinton, el caldo MacConkey, el caldo de sal de manitol, el caldo de esculina azida, el
caldo Giolitti Cantoni, en funcién de las bacterias que se desee enriquecer. El experto en la técnica entendera que la
presente descripcidon no se limita a medios de enriquecimiento liquidos y a técnicas de cultivo asociadas, y si es
necesario o deseable, se pueden usar otros medios y técnicas de cultivo. Por ejemplo, el cultivo de muestras en un
gel de agar que contenga los medios de enriquecimiento, crecimiento y/o seleccion deseados.

En un ejemplo, los medios de identificacion para identificar estreptococos del Grupo D comprenden caldo de soja
triptico.

Ademas del medio de identificacidn que soporta el crecimiento de bacterias, el medio de identificacion comprende
ademas al menos un medio de seleccidn para facilitar la identificacion de las bacterias de interés. Para la seleccion
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de estreptococos del grupo D, los medios de seleccion comprenden esculina, citrato férrico y un agente estabilizante.
La esculina y el citrato férrico estan presentes en los medios de seleccion en cantidades que normalmente inhibirian
el crecimiento de las bacterias, si no fuera por la presencia del agente estabilizador que favorece el crecimiento.

La esculina combinada con citrato férrico se utiliza como medio selectivo para la identificacion de Streptococcus del
grupo D. La esculina y el citrato férrico suelen utilizarse en bajas concentraciones, ya que el aumento de las
concentraciones del compuesto podria inhibir el crecimiento de las bacterias en la muestra. Remitase al ejemplo 1y
a la tabla 5, ejemplo 3. Normalmente, se mezclan hasta 100 ul de muestras con 10 ml de caldo de esculina o se
extienden sobre un agar esculina. Esta es una razén en volumen de aproximadamente 1:100. Esta razén o razones
en volumen similares tienen la ventaja de hacer visible la reaccion positiva (ennegrecimiento del medio de cultivo) y
son viables en un laboratorio especializado. Para proporcionar a un lego en la técnica un método factible las razones
en volumen entre 1:10 y 10:1 son mas aplicables. El ejemplo 3, tabla 6 muestra que la concentracién de esculina
utilizada tipicamente de 0,1 % y la concentracion de citrato férrico de 0,05 % conducen a una deteccién colorimétrica
débil de Streptococcus uberis en la leche. El problema se asocia con el color de fondo de la muestra clinica.
Sorprendentemente, el solicitante descubrié que las concentraciones mas elevadas de esculina y citrato férrico no
inhiben el crecimiento de los estreptococos del grupo D en presencia de un agente estabilizador (por ejemplo) proteina
derivada de la leche o extracto proteico derivado de la leche, y la presencia de estreptococos del grupo D en la muestra
de ensayo puede identificarse convenientemente a simple vista (reaccién positiva = formacion de un ennegrecimiento
del medio de cultivo).

En consecuencia, en un ejemplo, los medios de identificacion comprenden ademas entre 0,1 % y 2,0 % de esculina,
y en particular 0,50 % de esculina. Entre 0,1 y 2,0 % de esculina incluye, pero no se limita a, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6,0,7,08, 09,10, 11,12, 13,14, 15,16, 1,7, 1,8, 1,9y 2,0 % de esculina, y comprende todos los valores
intermedios, incluyendo (por ejemplo) 0,25 % de esculina.

En un ejemplo relacionado, el medio de identificacion comprende entre 0,05 % y 1,0 % de citrato férrico, y en particular
0,25 % de citrato férrico. Entre 0,05y 1,0 % de citrato férrico incluye, pero no se limita a, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7, 0,8, 0,9 y 1,0 % de citrato férrico, y comprende todos los valores intermedios, incluyendo (por ejemplo)
0,125 % de citrato férrico. El experto en la técnica sabra que el citrato férrico puede existir en diversas formas,
incluyendo, pero sin limitarse a, citrato férrico amonio, asi como otras formas libres o de sal.

En otro ejemplo relacionado, el medio de identificacion comprende 0,50 % de esculina y 0,25 % de citrato férrico, y el
paso de combinar la muestra biolégica con el medio de identificaciéon comprende el cultivo de las bacterias durante un
periodo de 16 a 24 h a 37 °C.

la muestra bioldgica puede seleccionarse del grupo que consiste en leche, muestra de liquido del Gtero, muestra de
sangre entera, plasma, suero, muestra de liquido folicular ovarico, muestra de liquido seminal, liquido cefalorraquideo,
saliva, esputo, orina, efusiones pleurales, liquido intersticial, liquido sinovial, linfa y lagrimas.

Ademas, cuando la muestra biolégica es leche (por ejemplo, de un ser humano o animal no humano, como un animal
bovino) no hay necesidad de un agente estabilizador en la mezcla de reaccion.

En consecuencia, en otro aspecto de la presente descripcion (no parte de la invencién) se proporciona un método
para identificar estreptococos del grupo D en un ser humano o animal no humano, en donde el ser humano o animal
no humano puede estar infectado por, o en riesgo de infeccién por, estreptococos del grupo D, comprendiendo el
método:

(i) proporcionar una mezcla de reacciéon que comprenda una muestra biolégica que contenga leche obtenida de
un ser humano o animal no humano y un medio de identificacion que comprenda esculina y citrato férrico; y

(i) identificar si los estreptococos del Grupo D estan presentes en la muestra,

en donde la esculina y el citrato férrico estan presentes en la mezcla de reaccidn en una cantidad suficiente para inhibir
el crecimiento de los estreptococos del grupo D si no fuera por la presencia del agente estabilizador en la muestra de
leche,

y en donde, la identificacion de estreptococos del grupo D en la muestra se confirma mediante el ennegrecimiento de
la mezcla de reaccion,

donde la identificacién de estreptococos del grupo D en la muestra indica que el ser humano o animal no humano esta
infectado por, o en riesgo de infeccién por, los estreptococos del grupo D.

Dado que los estreptococos son bacterias Gram positivas, los medios de identificacion pueden comprender ademas
uno o mas agentes antimicrobianos Gram negativos, por ejemplo un antibidtico contra bacterias Gram negativas. Es
importante sefalar que la presencia de un agente antimicrobiano contra las bacterias Gram negativas no afectara al
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enriquecimiento de estreptococos Gram positivos. La inclusion de un antimicrobiano contra bacterias gramnegativas
facilitara el enriquecimiento de estreptococos del grupo D para su identificacion.

Por consiguiente, en otro ejemplo relacionado, el medio de identificacion para la identificacion de estreptococos del
grupo D comprende ademas un agente antimicrobiano contra bacterias Gram negativas.

Algunos ejemplos de antibidticos Gram negativos son los monobactamicos, entre los que se incluye el aztreonam.

A menudo se desea la identificacion especifica y/o la diferenciacion entre estafilococos positivos para coagulasa y
estafilococos negativos para coagulasa. Conociendo el tipo de estafilococos que causan infeccion puede influir en las
decisiones de tratamiento.

En el presente documento se describe un enfoque para identificar y diferenciar los estafilococos entre positivos para
coagulasa y negativos para coagulasa.

En primer lugar, los estafilococos positivos para coagulasa (por ejemplo Staphylococcus aureus) pueden identificarse
en una muestra bioldgica obtenida de un ser humano o animal no humano mediante enriquecimiento en medios de
identificacion que comprenden telurita. La telurita inhibe selectivamente el crecimiento de las bacterias negativos para
coagulasa.

En segundo lugar, si no se detecta enriquecimiento para estafilococos coagulasa positivos, puede lograrse la
identificacion paralela de bacterias coagulasa negativas a partir de la misma muestra biolégica enriqueciendo en
medios de identificacién que comprendan altos niveles de sal (por ejemplo, cloruro sddico), una fuente selectiva de
hidratos de carbono y un indicador de pH. La alta concentracion de sal solo soportara el crecimiento de estafilococos
positivos para coagulasa y negativos para coagulasa. La ausencia de un sedimento negro en los medios de
enriquecimiento con telurita y el crecimiento de las bacterias en los medios de identificacion que comprenden un alto
contenido en sal combinado con una fuente deseada de hidratos de carbono permite la identificacidn indirecta de los
estafilococos coagulasa negativos, interrogados a través de un cambio en el pH. Es decir, en presencia de una fuente
de hidratos de carbono deseada, las bacterias negativas para coagulasa convertiran los hidratos de carbono en
productos de acidificacion que daran lugar a un cambio de pH que puede medirse. Esto se muestra en la figura 2.

En consecuencia, en un aspecto adicional de la presente descripcidn (no parte de la invencién), se proporciona un
método para identificar estafilococos positivos para coagulasa en un ser humano o animal no humano, en donde el
animal humano o no humano puede estar infectado por, o en riesgo de infecciéon por, estafilococos positivos para
coagulasa, comprendiendo el método:

(i) proporcionar una mezcla de reaccién que comprenda una muestra biolégica obtenida de un ser humano o
animal no humano y un medio de identificacion que comprenda telurita y un agente estabilizador; y

(i) identificar si los estreptococos positivos para coagulasa estan presentes en la muestra,

en donde, la telurita esta presente en la mezcla de reaccién en una cantidad suficiente para inhibir el crecimiento de
los estafilococos positivos para coagulasa si no fuera por la presencia del agente estabilizador

y en donde la identificacion de estafilococos positivos para coagulasa en la muestra se confirma mediante la aparicion
de un sedimento de color negro en la mezcla de reaccion,

donde la identificaciéon de estafilococos positivos para coagulasa en la muestra indica que el ser humano o animal no
humano esta infectado por, o en riesgo de infeccidn por estafilococos positivos para coagulasa.

En un ejemplo, los estafilococos positivos para coagulasa son Staphylococcus aureus.

En otro ejemplo, el medio de identificacion comprende entre 0,5 % y 30 % de una solucion de telurita al 1 %, y en
particular entre 10 % y 22 % de una solucion de telurita al 1 %. En un ejemplo relacionado, la telurita es telurita
potasica.

En un ejemplo relacionado, los medios de identificacion comprenden 10 % de una solucién de telurito de potasio al
1% y el paso de proporcionar una mezcla de reaccion que comprende la muestra biolégica y los medios de
identificacion comprende el cultivo de las bacterias durante un periodo de entre 7 y 48 h a 25 a 45 °C.

En el evento de que el método fracase, identificar estafilococos positivos para coagulasa en una muestra biolégica
obtenida del ser humano o animal no humano, la muestra puede ser interrogada adicionalmente para determinar
indirectamente la presencia de estafilococos negativos para coagulasa.

En consecuencia, en un aspecto adicional de la presente descripcidén (no parte de la invencién), se proporciona un
método para identificar estafilococos negativos para coagulasa en un ser humano o un animal no humano, en donde
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el animal humano o no humano esta infectado por, o esta en riesgo de infeccion por, estafilococos negativos para
coagulasa, comprendiendo el método;

(i) establecer que los estafilococos positivos para coagulasa no estas presentes en la muestra de acuerdo con
los métodos descritos en el presente documento;

(i) proporcionar una mezcla de reaccion que comprenda una muestra biolégica obtenida del mismo ser humano
0 animal no humano con un medio de identificacion que comprenda una alta concentracion de sal, una fuente de
hidratos de carbono y un indicador de pH basado en color; y

(iii) identificar si los estreptococos negativos para coagulasa estan presentes en la muestra,

y en donde, el indicador de pH en la mezcla de reaccion esta presente en una cantidad suficiente para inhibir el
crecimiento de los estafilococos negativos para coagulasa si no para la presencia del agente estabilizante,

y en donde, la fuente de hidratos de carbono en la mezcla de reaccidon se selecciona de uno o mas del grupo que
consiste en fructosa, maltosa, sacarosa, glicerol, galactosa, manosa y lactosa,

y en donde la identificacion de estafilococos negativos para coagulasa se confirma por un cambio de color en la mezcla
de reaccion causada por un cambio en el pH,

donde la identificacion de estafilococos negativos para coagulasa en la muestra indica que el ser humano o animal no
humano esta infectado por, o en riesgo de infeccion por estafilococos negativos para coagulasa.

En un ejemplo, la alta concentracién de sal comprende = 7,5 % (p/v) de cloruro de sodio. Alternativamente, la alta
concentracion de sal comprende = 7,5 % (p/v) de cloruro de potasio u otras sales como se conoce por un experto en
la técnica pertinente.

La fuente de hidratos de carbono se selecciona del grupo que consiste en fructosa, maltosa, sacarosa, glicerol,
galactosa, manosa vy, lactosa. Es importante destacar que la fuente de hidratos de carbono no incluye manitol,
trehalosa, ramnosa, xilosa o arabinosa.

En un ejemplo relacionado adicional, el indicador de pH se selecciona del grupo que consiste en rojo de fenol, purpura
de bromocresol y azul de bromotimol. En otro ejemplo adicional, el indicador de pH es rojo de fenol y la acidificacion
del medio que resulta del crecimiento de bacterias provoca un cambio de color de rojo a amarillo.

En otro ejemplo mas, el estafilococo negativo para coagulasa se selecciona del grupo que consiste en Staphylococcus
chromogenes, Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
hemolyticus, Staphylococcus arlettae, Staphylococcus gallinarum, Staphylococcus lentus, Staphylococcus
saprophyticus, Staphylococcus warneri/pasteuri, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococci schleiferi y Staphylococci
caprae. En un ejemplo, los estafilococos negativos para coagulasa se seleccionan del grupo Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococci schleiferi y Staphylococci caprae.

En un ejemplo, el agente estabilizante comprende una proteina derivada de la leche o un extracto de proteina derivada
de la leche. Los ejemplos de proteinas derivadas de leche o extractos de proteinas derivados de la leche incluyen,
pero no se limitan a, a-caseina, B-caseina (incluyendo una o mas de las variantes A1, A2, A3, B, C, D, Ey F), caseina
de sodio (por ejemplo, que comprende a-caseina, 3-caseina y k-caseina), k-caseina, B-lactoglobulina, proteina de
suero de leche, lactoalbumina, lactoferrina y leche o leche en polvo, asi como combinaciones de los mismos.

En ejemplos adicionales, la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en leche, orina, suero, plasma,
esputo y heces.

Es importante destacar que los métodos son particularmente utiles, por ejemplo, en la identificacién de bacterias que
causan mastitis o metritis en seres humanos y animales no humanos. En particular, los métodos son Uutiles en la
identificacion de bacterias que causan mastitis en animales bovinos. Por ejemplo, en vacas lecheras.

En consecuencia, en otro aspecto mas de la presente descripcion (no parte de la invencion), se proporciona un método
para identificar una o mas bacterias que provocan mastitis en un ser humano o animal no humano, comprendiendo el
método:

(i) proporcionar una mezcla de reaccién que comprende una muestra de leche obtenida de un medio de
identificacion e identificacion de animales humanos o no humanos; y

(i) identificar si una o mas bacterias que causan mastitis estdn presentes en la muestra de leche segun

cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, siendo la modificacién que la mezcla de reaccién no
requiere un agente estabilizador.
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En un ejemplo relacionado, el método de acuerdo con este aspecto comprende ademas identificar otras mastitis
provocando la aparicién de bacterias, por ejemplo, bacterias coliformes. Un ejemplo de bacteria coliforme causante
de mastitis es la Escherichia coli.

Por consiguiente, en otro ejemplo relacionado, cuando se desea determinar si las bacterias coliformes pueden estar
presentes en una muestra bioldgica, incluyendo pero no limitado a la leche, los medios de identificacién comprenden
oxbile y un indicador de pH, y la identificacion de bacterias coliformes en la muestra se confirma por un cambio de
color de rojo a amarillo cuando la muestra se combina con los medios de identificacion.

En el ejemplo relacionado, el medio de identificacion comprende caldo MacConkey como fuente de bilis de buey.

En un ejemplo relacionado adicional, el indicador de pH basado en color se selecciona del grupo que consiste en rojo
de fenol, purpura de bromocresol y azul de bromotimol.

En un ejemplo adicional mas, las bacterias que causan mastitis se seleccionan del grupo que consiste en
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus alagactiae, Streptococcus disagalactiae,
Staphylococcus coli y estafilococos negativos para coagulasa que incluyen Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hyicus,
Staphylococcus hemolyticus, Staphylococcus arlettae, Staphylococcus aureusd, Staphylococcus gallinarum,
Staphylococcus lentus, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
warneri/pasteuri, Corynebacterium bovis, Enterococcus faecalis, Entercoccis faecium, Aerococcus viridans,
Enterobacter cloacae, especies de Nocardia, Klebsiella oxttoca, Arcanobacterium pyogenes, especies de Bacillus y
Proteus SPP.

Con respecto a la metritis, los métodos se pueden realizar usando una muestra de fluido obtenida del Utero para
identificar las bacterias que causan infeccion.

Es probable que la infeccion del ser humano o animal no humano esté causada por mas de una especie bacteriana.
En consecuencia, los métodos pueden realizarse en la misma muestra en paralelo para interrogar, en diferentes
niveles, la naturaleza de la infeccion. Por ejemplo, los métodos de identificacion descritos en el presente documento
pueden realizarse en tiras reactivas paralelas de forma que pueda investigarse la identificacion simultanea, separada
o secuencial de las bacterias causantes de la infeccion. Remitase al ejemplo 4 para ejemplos no limitativos
relacionados con la mastitis.

En un ejemplo de los métodos de identificacion de bacterias, la infeccidon es mastitis, y las bacterias causantes de la
infeccion son estreptococos del grupo D. En un ejemplo relacionado, los estreptococos del grupo D incluyen, pero no
se limitan a, Streptococcus uberis.

En otro ejemplo de los métodos de identificacion de bacterias, la infeccion es mastitis, y las bacterias causantes de la
infeccion son estafilococos. En un ejemplo relacionado, los estafilococos incluyen, entre otros, Staphylococcus aureus
y estafilococos negativos para coagulasa.

En otro ejemplo de los métodos de identificacion de bacterias, la infeccion es mastitis, y las bacterias causantes de la
infeccion son estreptococos del grupo D y E. coli o bacterias Gram negativas. En un ejemplo relacionado, los
estreptococos del grupo D incluyen, pero no se limitan a, Streptococcus uberis.

En un ejemplo adicional de los métodos de identificacion de bacterias, la infeccion es mastitis, y las bacterias
causantes de la infeccidn son estafilococos y E. coli o bacterias Gram negativas. En un ejemplo relacionado, los
estafilococos incluyen, entre otros, Staphylococcus aureus y estafilococos negativos para coagulasa.

En aun un ejemplo adicional de los métodos de identificacion de bacterias, la infeccion es mastitis, y las bacterias
causantes de la infeccién son estreptococos del grupo D, estafilococos y E. coli o bacterias Gram negativas. En un
ejemplo relacionado, los estreptococos del grupo D incluyen, pero no se limitan a, Streptococcus uberis. En un ejemplo
relacionado adicional, los estafilococos incluyen, entre otros, Staphylococcus aureus y estafilococos negativos para
coagulasa.

Tal como se definié anteriormente, las tiras de ensayo comprenden cualquier configuracion de placas, pocillos, viales
o receptaculos suficientes para realizar los ensayos y métodos de la presente invencion. Esto incluye la identificacion
de bacterias, asi como la realizacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (véase mas abajo).

En determinados ejemplos, las tiras de ensayo comprenden placas prefabricadas (por ejemplo, placas de micromatriz
de 96 pocillos) que comprenden pocillos de prueba, o pocillos de prueba prefabricados en diferentes configuraciones
tales como (por ejemplo) 1x10, 1x8, 1x6, 1x4, 2x3, 2x5, 3x3, 3x4, 3x8, 4x8, 4x12 etc. En otros ejemplos, los pocillos
de prueba, viales o receptaculos se llenan previamente con los medios de identificacion de bacterias segun la presente
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invencién. Esto permite que la muestra bioldgica se afiada directamente a la tira reactiva y/o a los pocillos de ensayo
con el fin de enriquecer y posteriormente identificar las bacterias presentes en la muestra.

También pueden incluirse reactivos de prueba de identificacién de bacterias conocidas dentro de pocillos, viales o
receptaculos de prueba independientes con el fin de identificar bacterias en la muestra biolégica que se va a analizar.
Por ejemplo, un pocillo, vial o recipiente de prueba puede llenarse con caldo de soja triptico y rojo de fenol para
establecer simplemente la identificacion de bacterias Gram positivas y Gram negativas en la muestra.

2. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Aunque puede ser ventajoso conocer informacion relativa a la identidad de las bacterias causantes de infecciones o
enfermedades infecciosas con el fin de seleccionar un antimicrobiano adecuado para el tratamiento de seguimiento,
la informacién relativa al tipo de bacterias presentes en una muestra obtenida de un ser humano o animal no humano
no siempre es suficiente. Por ejemplo, es posible que una cepa concreta de bacterias causantes de infeccion haya
desarrollado resistencia farmacoldgica a los agentes antimicrobianos convencionales (por ejemplo, antibiéticos) de los
que se sabia previamente que destruian o inhibian el crecimiento de las mismas bacterias. Ademas, determinadas
cepas de bacterias pueden ser mas susceptibles a determinados antimicrobianos o de una o mas clases de
antimicrobianos. Por consiguiente, seria ventajoso realizar pruebas de susceptibilidad a los antibiéticos en tiempo real
en un intento de comprender hasta qué punto las bacterias causantes de la infeccion son susceptibles al tratamiento
con determinados agentes antimicrobianos. Esta informacion también puede utilizarse para documentar tratamientos
eficaces contra brotes historicos, estacionales y geograficos asociados a enfermedades infecciosas, con el fin de
construir bases de datos de informacion. Ademas, mediante la realizacién de pruebas de susceptibilidad cuantitativas,
por ejemplo a través de analisis de dilucion en serie, se puede obtener informacién con respecto a la optimizacion de
la dosis para un tratamiento de seguimiento del ser humano o animal no humano infectado.

Aunque el concepto de prueba de susceptibilidad antimicrobiana es conocido (por ejemplo, Watts y col. (2008)
Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated from Animals;
Approved Standard. Tercera edicién, 28(8) Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, Pensilvania, EE.UU.),
existen limitaciones asociadas con las técnicas existentes. Por ejemplo, las pruebas basadas en laboratorio
convencionales requieren mucho tiempo (es decir, hasta varios dias) e implican el aislamiento y el posterior cultivo de
bacterias antes de la prueba. Esto se debe a que cada prueba requiere un indculo especifico de bacterias. Esto
significa que los cultivos de bacterias deben crecer hasta la fase logaritmica exponencial por la razén de que una serie
de agentes antimicrobianos soélo son eficaces contra las bacterias en division (por ejemplo, las penicilinas). El tiempo
de prueba convencional a base de laboratorio no sélo consume tiempo, sino que también requiere experiencia en el
campo del cultivo de bacterias, aislamiento y microbiologia general. Mientras tanto, un paciente esta esperando un
resultado sin tratamiento o se esta tratando sin conocimiento especifico sobre la infecciéon bacteriana. En cualquier
situacion, las consecuencias pueden ser negativas e incluso mortales para el paciente, por no hablar de la resistencia
a los medicamentos.

Seria deseable realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana directamente en una muestra biolégica obtenida de
un ser humano o animal no humano. Este enfoque podria basarse en una prueba colorimétrica en cultivos liquidos
que pueda ser facilmente detectada y utilizada por un profano. Sin embargo, un problema asociado a menudo con el
uso de muestras bacterianas clinicas es el color de fondo debido a la infeccién. En el caso de la mastitis, por ejemplo,
este color puede describirse de amarillo a marrén en funcion de la gravedad de la infeccion. De manera similar, las
muestras bioldgicas que comprenden orina pueden contener trazas de sangre, lo que significa que las muestras
clinicas pueden tener un color de fondo rojo. Las muestras fecales pueden ser de color amarillo, marrén o incluso
contener sangre. Este color de fondo puede crear dificultades para las lecturas de prueba colorimétricas.

Ademas, existen limitaciones con el uso de indicadores de color a concentraciones suficientes para enmascarar
cualquier color de fondo de la muestra asociada con la infeccion. Por ejemplo, las tablas 2a-2c en el ejemplo 2
demuestran el efecto inhibidor de un indicador de color cominmente usado, rojo de fenol, en crecimiento de bacterias.
Es decir, para enmascarar cualquier color de fondo asociado a la muestra, puede ser necesario afiadir rojo de fenol a
concentraciones que inhiban realmente el crecimiento bacteriano y, por tanto, el enriquecimiento. El resultado es poca
0 ninguna informacién util sobre la eficacia potencial de los antimicrobianos cuando se aplican técnicas colorimétricas
a las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. Por consiguiente, las detecciones colorimétricas son dificiles y a
menudo requieren aislamiento de bacterias antes de la aplicacion de medios de enriquecimiento selectivos o
diferenciales. Un enfoque para superar este problema es diluir muestras clinicas, por ejemplo, 100 veces, 1.000 veces
0 10.000 veces para reducir el color de fondo y/o eliminar los efectos inhibidores. Sin embargo, estas diluciones no
suelen ser deseables, ya que comprometen la sensibilidad de la prueba de susceptibilidad. Alternativamente, se toman
varias muestras en puntos de tiempo deseados y luego se siembran en geles de agar para recuento de células
bacterianas. Sin embargo, este procedimiento lleva ain mas tiempo y es mas dificil de conseguir para la persona no
experta.

El solicitante ha descubierto sorprendentemente que el efecto inhibitorio de los indicadores de pH basados en el color

contra el crecimiento de las bacterias puede suprimirse eficazmente utilizando uno o mas agentes estabilizadores, lo
que significa que pueden utilizarse mayores concentraciones de indicadores de pH, es decir, rojo de fenol, no sélo en
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ensayos de identificacién de bacterias, sino también en pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. La ventaja de
utilizar mayores concentraciones de indicadores basados en el color significa que las pruebas colorimétricas pueden
realizarse utilizando muestras clinicas, eliminando asi los posibles problemas asociados con (i) tener que realizar
técnicas de aislamiento previo y (ii) la contaminacién del color de fondo causada por la infeccién de las muestras que
se van a analizar.

Como tal, la presente invencién proporciona pruebas de susceptibilidad antibiética bacteriana que pueden realizarse
utilizando ensayos de inhibicion del crecimiento basados en el cambio colorimétrico. Mas aun, la presente invencion
proporciona convenientemente métodos y kits que pueden ser utilizados por el profano en la realizacion de pruebas
de susceptibilidad a los antibiéticos con el fin de seleccionar un tratamiento adecuado.

Por consiguiente, en un aspecto de la presente invencién se proporciona un método para realizar una prueba de
susceptibilidad antimicrobiana en una muestra bioldgica obtenida de un ser humano o animal no humano, donde el
ser humano o animal no humano puede estar infectado por, o en riesgo de infeccidon por, una o mas bacterias
causantes de infeccion, el método comprende,

(i) proporcionar una mezcla de reaccién que comprenda una muestra biolégica obtenida de un ser humano o
animal no humano y medios de susceptibilidad que comprendan medios para el crecimiento, un agente antimicrobiano,
rojo de fenol y un agente estabilizador; y

(i) determinar la susceptibilidad de una o mas bacterias de la muestra al agente antimicrobiano observando un
cambio de color cuando se afiade la muestra al medio de susceptibilidad,

en donde el rojo de fenol esta presente en la mezcla de reaccion entre el 0,0035 % y el 0,30 % que es en una cantidad
suficiente para inhibir el crecimiento de una o mas bacterias causantes de infeccién si no fuera por la presencia del
agente estabilizador,

- y en donde el agente estabilizador comprende una proteina derivada de la leche o un extracto de proteina
derivada de la leche para bacterias Gram positivas, y

- el agente estabilizador comprende un hidrato de carbono para bacterias Gram negativas.

Segun este aspecto de la presente invencion, donde la bacteria es una bacteria Gram positiva, el agente estabilizador
comprende una proteina derivada de la leche o un extracto de proteina derivado de leche. Los ejemplos de proteinas
derivadas de leche o extractos de proteinas derivados de la leche incluyen, pero no se limitan a, a-caseina, p-caseina
(incluyendo una o mas de las variantes A1, A2, A3, B, C, D, E y F), caseina de sodio (por ejemplo, que comprende o-
caseina, B-caseina y k-caseina), K-caseina, B-lactoglobulina, proteina de suero de leche, lactoalbumina, lactoferrina y
leche o leche en polvo, asi como combinaciones de los mismos.

Segun este aspecto de la presente invencion, donde la bacteria es una bacteria Gram negativa, el agente estabilizador
comprende un carbohidrato. Los ejemplos de hidratos de carbono segun este aspecto de la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, dextrosa, manitol, lactosa, trehalosa y sacarosa.

Es importante destacar que los medios de selectividad deben desempefiar dos funciones, a saber, (i) favorecer el
crecimiento de las bacterias con fines de enriquecimiento bacteriano, y (ii) incluir componente(s) suficientes para
identificar la susceptibilidad de las bacterias a la inhibicién del crecimiento en presencia de un agente antimicrobiano.

Segun la invencion, el indicador de pH basado en color es rojo de fenol. Otros indicadores a base de color descritos
en el presente documento son purpura de bromocresol, azul de bromotimol, verde de bromocresol, rojo de metilo,
purpura de metilo, azolitmina, rojo neutro, naftolftaleina, rojo de cresol, cresolftaleina, fenolftaleina, 2,4- dimitrofenol,
sal disodica de eritrosina, benzopurpurina 4B, N,N-dimtehil-p-(m-tolilazo)amilina, p-dimetilaminoazobenceno, 4,4'-
acido bis(2-amino-1-naftilazo)-2,2'-estilbendisulfénico, sal potasica de éster etilico de tetrabromofenolftaleina, azul de
bromfenol, rojo de congo, naranja de metilo, naranja de etilo, acido 4-(4-dimetilamino-1-nafilazo)-3-
metoxibencenosulfénico, resazurina, 4-fenilazo-1-naftilanina, rojo de etilo 2-(p-dimetilaminofenilazo) piridina,
monohidrocloruro de 4-(p-etoxifenilazo)-m-fenilenodiamina, azul de resorcina, rojo de alizarina S, rojo de propilo, rojo
de clorofenol, p-nitrofenol, sal disédica del acido 2-(2,4-dinitrofenilazo) 1-naftol-3,6-disulfénico de alizarina, 6,8-dinitro-
2,4-(1H)quinazolinadiona, amarillo brillante, m-nitrofenol, circuma (curcumina), purpura metracresol, 4,4'-acido bis(4-
amino-1-naftilazo)-2,2'-stilbenedisulfénico, azul de timol, p-naftolbenceno, fenolftaleina, o-cresolftaleina, bis(2,4-
dimetilfenil) etanoato de etilo.

En un ejemplo relacionado, el indicador de pH basado en color se selecciona del grupo que consiste en rojo de fenol,
purpura de bromocresol y azul de bromotimol.

Segun la presente invencion, el indicador de pH basado en color es fenol y se afiade afiadido a entre 0,0035y 0,30 %,
entre 0,005y 0,1 % y 0,01 y 0,1 %. En particular, se anade rojo de fenol a una concentracion de entre 0,0125 % y
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0,03 %. A concentraciones comprendidas entre el 0,0035 y el 0,30 %, el color del rojo de fenol es suficiente para
enmascarar cualquier color de fondo asociado a la muestra que se va a analizar.

Ademas, la presente descripcion contempla el uso de agentes de ajuste del pH (es decir, &cidos y bases) suficientes
para ajustar el pH de la mezcla de reaccion a un pH deseado inmediatamente antes de la adicién de la muestra a
analizar. Por ejemplo, cuando se desea tener un pH inicial de 7,2, y la mezcla de reaccién se asienta a 7,0, se puede
realizar la adicion de (por ejemplo) hidroxido de sodio para llevar el pH a 7,2. Estos tipos de modificaciones de ajuste
del pH serian conocidos por un experto en la técnica.

Tal como se discutioé previamente, el proposito del agente estabilizante es suprimir el efecto inhibidor del indicador de
pH basado en el color en el crecimiento de bacterias. Un ejemplo de un agente estabilizador adecuado cuando se
somete a prueba la susceptibilidad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas es una proteina derivada de la
leche o una proteina derivada de la leche, tal como (por ejemplo) a-caseina, B-caseina (incluyendo una o mas de las
variantes A1, A2, A3, B, C, D, E y F), caseina de sodio (por ejemplo, que comprende a-caseina, -caseina y k-caseina),
K-caseina, B-lactoglobulina, proteina de suero de leche, lactoalbumina, lactoferrina y leche o leche en polvo, asi como
combinaciones de los mismos. Un ejemplo de un agente estabilizante adecuado cuando se somete a prueba la
susceptibilidad antimicrobiana contra bacterias Gram negativas es un hidrato de carbono, tal como (por ejemplo)
dextrosa, manitol, lactosa, trehalosa y sacarosa. El efecto del agente estabilizante en la supresion del efecto inhibidor
del crecimiento de (por ejemplo) concentraciones aumentadas de rojo de fenol es evidente a partir de los resultados
enumerados en las tablas 4a a 4d, cuando se comparan con las tablas 2a a 2c.

Ademas, puede ser conveniente probar la eficacia del agente antimicrobiano, o de la combinaciéon de agentes
antimicrobianos, a diferentes concentraciones para determinar cual puede ser una dosis eficaz en un tratamiento de
seguimiento.

En consecuencia, en un ejemplo segun la descripcidn, la etapa de combinar la muestra biolégica con medios de
susceptibilidad que comprenden un agente antimicrobiano comprende pruebas de susceptibilidad cuantitativa. Las
pruebas de susceptibilidad cualitativa se definen especificamente en el presente documento, y se pueden lograr
usando, por ejemplo, dilucion en serie del agente antimicrobiano a analizar o usando concentraciones
preseleccionadas del agente antimicrobiano a analizar. Ejemplos de pruebas de susceptibilidad cuantitativa de
acuerdo con la presente invencion se proporcionan en el ejemplo 6.

En determinados ejemplos, el agente antimicrobiano es un antibiético o una combinacién de antibiéticos.

En un ejemplo relacionado, el antibiético o combinaciéon de antibiéticos se selecciona del grupo que consiste en
penicilinas, cefalosporinas, macrdlidos, lincosamidas, florfenicol, quinolinas, monobactamas, tetraciclinas,
aminoglucésidos, sulfononiimidas, polimixinas y glucopéptidos.

En otros ejemplos, la etapa de combinar la muestra biolégica con el medio de susceptibilidad comprende cultivar las
bacterias durante un periodo de entre 7 y 48 h a 25 a 45 °C.

Los métodos de susceptibilidad microbiana se realizan en menos de 24 h, aunque son deseables periodos de tiempo
de menos de 12 h, y menos de 7 h. Aunque el tiempo hasta la identificacion depende en ultima instancia del in6culo
bacteriano en la muestra clinica o biolégica analizada, también se hace referencia a la figura 1, que muestra la
inhibicion del crecimiento bacteriano en funcién del tiempo. Estos datos indican que una lectura de susceptibilidad a <
7 h puede proporcionar informacién engafiosa, de ahi la importancia de evaluar la susceptibilidad antimicrobiana a lo
largo del tiempo.

En otros ejemplos de la presente invencion, la prueba de susceptibilidad antimicrobiana se usa para determinar la
susceptibilidad de bacterias a antibidticos con el fin de tratar la mastitis o metritis. Esto implica obtener una muestra
de leche de un ser humano o animal no humano sospechoso de infeccion por mastitis o metritis y realizar pruebas de
susceptibilidad a antibidticos segun los métodos de la presente. Realizando pruebas de susceptibilidad a los
antibiéticos “en tiempo real” en una muestra de leche obtenida de un ser humano o animal no humano, se puede
obtener la susceptibilidad de las bacterias causantes de la infeccion a determinados antibi6ticos o combinaciones de
antibidticos, ademas de a cualquier otro agente antimicrobiano. Este enfoque también elimina los posibles problemas
creados por las bacterias resistentes a los farmacos cuando el antibiético se ha seleccionado exclusivamente en
funcién de los analisis de identificacion de las bacterias. Por lo tanto, aumentan las probabilidades de éxito del
tratamiento para el ser humano o el animal no humano.

A pesar de las ventajas que confieren las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos que utilizan muestras
obtenidas de un ser humano o de un animal no humano, también podria ser util determinar la identidad de las bacterias
causantes de la infeccion paralelamente a las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. Por ejemplo, en
investigar la mastitis o metritis. Por consiguiente, la presente invencion también contempla métodos dobles y kits de
prueba para lograr la identificacion de bacterias y la prueba de susceptibilidad a antibiéticos. Remitase al ejemplo 7,
que proporciona ejemplos de identificacion de bacterias y pruebas de susceptibilidad combinadas de acuerdo con la
presente invencion.
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Tal como se describe en el presente documento, el propdsito del agente estabilizante es suprimir el efecto inhibidor
del indicador de pH basado en color. Un ejemplo de un agente estabilizante segun la presente invencion es la leche.
Por consiguiente, en el caso de que la muestra a analizar sea leche, por ejemplo en el caso de pruebas de
susceptibilidad relacionadas con mastitis 0 metritis, entonces no es necesario incluir un agente estabilizador.

En consecuencia, en otro aspecto de la presente descripcion se proporciona un método para realizar una prueba de
susceptibilidad antimicrobiana en una muestra biolégica que comprende leche obtenida de un ser humano o animal
no humano, donde el ser humano o animal no humano puede estar infectado por, o en riesgo de infeccién por, una o
mas bacterias causantes de infeccion, el método comprende,

(i) proporcionar una mezcla de reaccién que comprenda una muestra bioldgica obtenida de un animal humano
0 no humano y medios de susceptibilidad que comprendan un agente antimicrobiano y un indicador de pH basado en
el color; y

(i) determinar la susceptibilidad de una o mas bacterias de la muestra al agente antimicrobiano observando un
cambio de color cuando se afiade la muestra al medio de susceptibilidad,

en donde el indicador de pH esta presente en la mezcla de reacciéon en una cantidad suficiente para inhibir el
crecimiento de una o mas bacterias causantes de infeccidn si no fuera por la presencia del agente estabilizador.

En un ejemplo relacionado, el antibidtico seleccionado para la prueba de susceptibilidad antimicobiana en una muestra
obtenida de un animal humano o no humano sospechoso de estar infectado por mastitis comprende un antibiético
seleccionado del grupo que consiste en amoxicilina, ampicilina, bencilpenicilina o penicilina G, carbenicilina,
clavulanato, cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina, meticilina, nafcilina, oxacilina, penetamato, fenoximetilpenicilina o
penicilina V, sulbactam, tazobactam, cefracetrilo, cefalexina, cefalotina, cefapirina, cefuroxima, ceftiofur, cefquinoma,
eritromicina, oleandomicina, tilosina, clindamicina, lincomicina, pirlimicina, florfenicol, danofloxacino, difloxacino,
enrofloxacino, ibafloxacino, marbofloxacino, orbifloxacino, sarafloxacino, ciprofloxacino, aztreonam, oxitetraciclina,
tetraciclina, dihidroestreptomicina, neomicina, kanamicina, estreptomicina, gentamicina, sulfadiazina, sulfametoxazol,
sulfadoxina y vancomicina.

El método basico de la prueba de susceptibilidad implica probar la susceptibilidad de un microorganismo a la inhibicion
del crecimiento por una concentracién preseleccionada de un producto antimicrobiano utilizando un panel de prueba
con un pocillo o receptaculo de control de crecimiento negativo, un pocillo o receptaculo de control de crecimiento
positivo y un pocillo o receptaculo de prueba. Los términos “pocillo” o “receptaculo” se utilizaran indistintamente en
esta especificaciéon, entendiéndose que el término “receptaculo” es general a cualquier estructura apropiada para
contener analitos de prueba. Los métodos no son dependientes del uso de un panel multipocillo o una placa
multipocillo, y podrian usarse receptaculos individuales separados. Se prefiere el enfoque de panel o placa por la
simplicidad de manejo dentro y fuera de incubadoras y por otras razones que son bien conocidas por la persona
experta.

Un ejemplo de como se podria realizar la prueba de susceptibilidad se describe en los Ejemplos 2 y 6 que siguen. Los
medios adecuados para el cultivo microbiano incluyen caldo de soja triptico, caldo Mueller Hinton, caldo de MacConkey
y caldo de esculina entre otros medios de cultivo conocidos en la técnica. Ejemplos de medios de enriquecimiento
habituales para el cultivo de microorganismos se enumeran en el Ejemplo 1.

La concentracion del medio de crecimiento seleccionado puede estar en el intervalo convencional de concentraciones
usadas actualmente en la industria de las pruebas de susceptibilidad.

También es deseable proporcionar kits de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y/o de identificacién de bacterias
listos para usar que comprendan analitos que tengan una vida util adecuada para sobrevivir al envio y almacenamiento
durante periodos de corto a medio plazo. Algunos antibiéticos de la penicilina o cefalosporina se degradan en medios
acuosos cuando se almacenan a temperatura ambiente a lo largo del tiempo. Si la degradacién del farmaco se produce
en el estante, entonces la concentracion real del farmaco en el memento de la prueba seria desconocida creando
potencial para proporcionar informacion incorrecta (por ejemplo) de resultados falsos negativos de prueba.

Un enfoque para evitar esta limitacion, que es particularmente Gtil en el caso de antibiéticos, es proporcionar agentes
antimicrobianos secos o liofilizados, incluyendo antibiéticos. Otro enfoque es congelar agentes antimicrobianos,
incluyendo antibioticos.

Para proporcionar al usuario final una prueba de susceptibilidad antimicrobiana lista para usar conveniente, los
antimicrobianos deben estabilizarse quimicamente para su almacenamiento. Esto se puede lograr si el antimicrobiano
de eleccidn (por ejemplo, antibidtico) se incluye en el kit de prueba junto con medios de susceptibilidad y almacenados
en el congelador, o si el farmaco de eleccidén se seca o se liofiliza. Por ejemplo, el medio de susceptibilidad que
comprende un antimicrobiano deseado puede anadirse a un pocillo del kit de prueba en el concentrado deseado, y
luego secarse a 75 °C durante 30 min. Los medios de susceptibilidad, incluyendo los antibidticos de eleccion, ahora
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se proporcionan como una pelicula delgada seca dentro del pozo o receptaculo que puede almacenarse a temperatura
ambiente durante periodos de tiempo mas largos (por ejemplo meses o afios). En el dispositivo de muestreo de punto
de tiempo deseado se puede rellenar, por ejemplo, con un volumen de una muestra clinica. La pelicula delgada que
comprende el medio de susceptibilidad que incluye antibiético(s) se reconstituye entonces cuando se afiade el medio
de susceptibilidad.

El medio de susceptibilidad que comprende un antimicrobiano deseado puede afiadirse a un pocillo del kit de prueba
a la concentracion deseada y luego liofilizarse (congelar la muestra hasta -20 °C a presién atmosférica, luego reducir
la presion hasta (por ejemplo)0,001 bar a -20 °C durante 24 horas, luego aumentar la temperatura hasta 25 °C y
mantenerla durante 24 horas, luego aumentar la presidon a presion atmosférica). Los medios de susceptibilidad,
incluyendo los antibidticos de eleccion, ahora se proporcionan como una torta de polvo dentro del pozo o receptaculo
que puede almacenarse a temperatura ambiente durante periodos de tiempo mas largos (por ejemplo meses o afios).
En el dispositivo de muestreo de punto de tiempo deseado se puede rellenar, por ejemplo, con un volumen de una
muestra clinica. La torta de polvo que contiene los medios de susceptibilidad con antibiético(s) se reconstituye
inmediatamente cuando la muestra clinica se combina con la torta de polvo.

En consecuencia, en un ejemplo de la presente descripcion, el medio de selectividad que comprende agente(s)
antimicrobiano(s) seleccionado(s) existe en forma liofilizada o liofilizada en un pocillo o recipiente de prueba antes de
afiadir la muestra que se va a analizar. Este enfoque permite que los antibidticos conserven su actividad durante un
periodo de conservacién prolongado (> meses) antes de ser analizados.

A modo de ilustracion no limitativa, se descubrié que si un medio de enriquecimiento general como el caldo de soja
triptica que contiene 0,0125 % de rojo de fenol forma un polvo/torta relativamente suelto después de la liofilizacién
que puede reconstituirse facilmente. En este caso, se liofilizaron 20 ul de este medio y, a continuacion, se afiadié un
volumen predeterminado de leche que contenia Streptococcus uberis 1046 ufc/ml para su reconstitucion. El medio de
enriquecimiento liofilizado se reconstituyd en cuestion de minutos y con uno o dos golpecitos en el vial se obtuvo una
mezcla homogénea a simple vista. A continuacion, esta muestra se incub6 durante ~16 horas. El crecimiento de la
bacteria Streptococcus uberis tifid de amarillo el medio de enriquecimiento.

Tal como se definid anteriormente, las tiras de prueba segun la presente descripcion comprenden cualquier
configuracion de placas, pocillos, viales o receptaculos suficientes para realizar los pruebas y métodos. Esto incluye
la identificacion de bacterias, asi como la realizacion de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (véase mas abajo).

En determinados ejemplos, las tiras de prueba comprenden placas prefabricadas (por ejemplo, placas de micromatriz
de 96 pocillos) que comprenden pocillos de prueba, o pocillos de prueba prefabricados en diferentes configuraciones
tales como (por ejemplo) 1x10, 1x8, 1x6, 1x4, 2x3, 2x5, 3x3, 3x4, 3x8, 4x8, 4x12 etc. En otros ejemplos, los pocillos
de prueba, viales o receptaculos se llenan previamente con los medios de identificacion de bacterias segun la presente
invencion. Esto permite que la muestra bioldgica se afiada directamente a la tira reactiva y/o a los pocillos de ensayo
con el fin de enriquecer y posteriormente identificar las bacterias presentes en la muestra.

3. Agentes antimicrobianos

Tal como se definié anteriormente, el término “agente antimicrobiano” se refiere a un agente que destruye o inhibe el
crecimiento de un microorganismo, incluyendo por ejemplo bacterias, levaduras, hongos, virus, parasitos, etc.

Los ejemplos de agentes antimicrobianos incluyen, pero no se limitan a, antibiéticos, antivirales, composiciones que
contienen plata, extractos de plantas que comprenden agentes antimicrobianos naturales (por ejemplo,) aloe vera,
arandano, cascara de pomelo, té verde, taragono, etc.

Ademas, los ejemplos de clases de antibidticos adecuados incluyen, entre otros, penicilinas, cefalosporinas,
macrdlidos, lincosamidas, florfenicol, quinolonas, monobactamicos, tetraciclinas, aminoglucdsidos, sulfonamidas,
polimixinas y glucopéptidos. A continuacién se enumeran ejemplos de antibiéticos especificos dentro de estas clases.

Penicilinas que incluyen, pero no se limitan a, amoxicilina, ampicilina, azlocilina, bencilpenicilina/ penicilina G,
carbenicilina, clavulanato, cloxacilina, ciclacilina, dicloxacilina, flucloxacilina, hetacilina, mecillinam, meticilina,
mezlocilina, nafcilina, oxacilina, penetamato, fenoximetilpenicilina/ penicilina V, piperacilina, sulbactam, ticarcilina,
tazobactam.

Cefalosporinas incluyendo, pero sin limitarse a, cefacetrilo, cefadroxilo, cefalexina, cefaloglicina, cefalonio,
cefaloridina, cefalotina, cefapirina, cefatrizina, cefazaflur, cefazedona, cefazolina, cefradina, cefroxadina, ceftezol,
cefaclor, cefonicid, cefprozil, cefuroxima, cefuzonam, cefmetazol, cefotetan, cefoxitina, cefcapeno, cefdaloxima,
cefdinir, cefditoren, cefetamet, cefixima, cefmenoxima, cefodizima, cefotaxima, cefovecina, cefpimizol, cefpodoxima,
cefteram, ceftamere, ceftibuten, ceftiofur, ceftioleno, ceftioleno, ceftioleno, ceftibuten, ceftiofur, ceftioleno, ceftizoxima,
ceftriaxona, cefclidina, cefepime, cefluprenam, cefoselis, cefozopran, cefpiroma, cefquinoma, ceftobiprol, ceftarolina,
ceftolozana.
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Macrélidos incluyendo, pero sin limitarse a, azitromicina, claritromicina, eritromicina, telitromicina, carbomicina A,
josamicina, kitasamicina, midecamicina/acetato de midecamicina, oleandomicina, solitromicina, espiramicina,
troleandomicina, tilosina, roxitromicina.

Lincosamidas incluyendo, pero sin limitarse a, clindamicina, lincomicina, pirlimicina.

Quinolonas incluyendo, pero sin limintarse a, danofloxacino, difloxacino, enrofloxacino, ibafloxacino, marbofloxacino,
orbifloxacino, sarafloxacino, ciprofloxacino.

Monobactamas incluyendo, pero sin limitarse a, aztreonam.

Tetraciclinas incluyendo, pero sin limitarse a, doxiciclina, clortetraciclina, clomociclina, demeclociclina, limeciclina,
meclociclina, metaciclina, minociclina, oxitetraciclina, penimepiciclina, rolitetraciclina, tetraciclina.

Aminogluglucésidos incluyendo, pero sin limitarse a, dihidroestreptomicina, neomicina, kanamicina, estreptomicina,
gentamicina.

Sulfonamidas incluyendo, pero sin limitarse a, sulfadiazina, sulfametoxazol, sulfadoxina.

Polimixinas incluyendo, pero sin limitarse a, polimixina B, colistina.

Glucopéptidos incluyendo, pero sin limitarse a, vancomicina, teicoplanina, avoparcina.

Otros antibiéticos incluyendo, pero sin limitarse a, carbapenems, cloranfenicol, pleuromutilinas, polipéptidos.

Segun los métodos y kits de la presente divulgacion, los antibidticos se usan en forma libre o en diversas formas de
sal. Por ejemplo, la bencilpenicilina puede utilizarse como sal potasica, sédica o procaina, la cloxacilina como sal
sédica o benzatinica, el ceftiofur como sal acida, clorhidrato o sédica, la cefapirina como sal sédica o benzatinica, la
cefazolina puede utilizarse en forma libre 0 como sal sédica, la oxitetraciclina como sal clorhidrato, la neomicina como
sal trisulfato, la cefalexina como monohidrato y la dihidroestreptomicina como sal sulfato. Dependiendo del antibiético
que se vaya a utilizar, (por ejemplo) en las pruebas de susceptibilidad o en un régimen de tratamiento de seguimiento,
por ejemplo en el tratamiento de la mastitis, la persona experta sabra la forma adecuada de antibiotico (es decir, forma
libre o sal particular) que debe utilizarse.

En un ejemplo segun la presente descripcion, los antibiéticos utilizados en pruebas de susceptibilidad en muestras de
leche de mastitis incluyen, pero no se limitan a, bencilpenicilina como sal procaina, oxitetraciclina como sal clorhidrato,
cefalexina como monohidrato, neomicina como sal trisulfato, dihidroestreptomicina como sal sulfato, aztreonam en
forma libre, ceftiofur como clorhidrato y cloxacilina como sal sédica. Ademas, se contemplan combinaciones de
antibiéticos para su uso en los métodos de la presente invencion. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a,
bencilpenicilina como procaina en combinacién con cloxacilina como sodio, asi como oxitetraciclina como clorhidrato
en combinacién con neomicina como sal de trisulfato.

4. Kits de pruebas

La presente invencion también contempla un kit de prueba para realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en
bacterias Gram positivas que causan infeccién en un ser humano o un animal no humano, el kit de prueba que
comprende reactivos para realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en una muestra de prueba de un ser
humano o un animal no humano segun el método de la invencion junto con instrucciones de uso, en donde los reactivos
comprenden un medio de crecimiento, un agente antimicrobiano, rojo de fenol y un agente estabilizador que
comprende una proteina derivada de la leche o un extracto de proteina derivada de la leche, y en donde el rojo de
fenol esta presente en la mezcla de reaccion del kit de prueba entre el 0,0035 % y el 0,30 %. También parte de la
invencién es un kit de prueba para realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en bacterias Gram negativas
que causan infeccién en un ser humano o un animal no humano, el kit de prueba que comprende reactivos para
realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en una muestra de prueba de un ser humano o un animal no
humano segun el método de la invencién junto con instrucciones de uso, en donde los reactivos comprenden un medio
de crecimiento, un agente antimicrobiano, rojo de fenol y un agente estabilizador que comprende un hidrato de
carbono, y en donde el rojo de fenol esta presente en la mezcla de reaccion del kit de prueba entre el 0,0035 % vy el
0,30 %.

Los kits de prueba pueden contener reactivos para realizar la prueba de susceptibilidad antimicrobiana en formas
liquidas o liofilizadas. Sin embargo, se prefieren los reactivos que han sido liofilizados, y que pueden ser rapidamente
resuspendidos en solucién inmediatamente antes de su uso. Esto mejora la vida util de los productos. Ademas, los
medios de reactivo liofilizado pueden incluir ademas un agente de eliminacion de humedad tal como silice coloidal
hidréfila para eliminar el exceso de contenido de humedad/agua. De nuevo, la inclusién de un agente eliminador de
humedad mejora aun mas la vida util de los kits de prueba de acuerdo con la presente invencion.
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La metodologia tipica de secado por congelacion o liofilizacion comprende las siguientes etapas:
Etapa 1: Solidificacion
(i Llenar el recipiente de muestras preferido con medios de cultivo liquidos

(i) Tomar el recipiente de muestras lleno con medios y congelarlo, es decir, a -40 °C bajo presién atmosférica
(esto se puede hacer dentro del liofilizador o en un congelador separado) se denomina solidificacién (etapa 1)

(iii) Transferir el recipiente de muestras con medios congelados al liofilizador
Etapa 2: Secado por sublimacion (secado primario)
o Presion reducida, tipicamente menor que 100 Pa

o Temperatura de inicio -40 °C, la temperatura se aumenta continuamente hasta, es decir, -10 °C, rampa
0,06 °C/min, luego a -10 °C, se mantiene la temperatura durante, es decir, 8 h

Etapa 3: Secado por desorcién (secado secundario)
o Presion reducida, tipicamente menor que 100 Pa

o Temperatura de inicio -10 °C, la temperatura se aumenta continuamente hasta, es decir, -40 °C, rampa
1,5 °C/min, luego a 40 °C, se mantiene la temperatura durante, es decir, 6 h

Etapa 4: Sellado (opcional)

o Una tapa de goma se empuja en el contenedor de muestras a baja presion para proteger los medios
liofilizados

Etapa 5: Aumentar la presion hasta presion atmosférica y sacar las muestras

En determinados ejemplos, las tiras de prueba que comprenden medios de identificacion liofilizados/liofilizados y/o
medios de prueba de susceptibilidad (tubos separados) pueden prepararse de acuerdo con la metodologia descrita
anteriormente. Las tiras reactivas se pueden enviar a continuacioén al punto de uso (por ejemplo, en la granja), donde
se pueden afiadir muestras bioldgicas (por ejemplo, leche) para crear la mezcla de reaccion para el cribado fenotipico.

De acuerdo con la ensefianza de esta memoria descriptiva, la persona experta reconocera que las tiras reactivas
comprenden diferentes reactivos (medios de identificacion/susceptibilidad) dependiendo de la naturaleza de la
aplicacion y las bacterias a (i) identificarse y/o (ii) cribarse potencialmente para la susceptibilidad a los agentes
antimicrobianos.

Por ejemplo, y s6lo a modo de ilustracion, las tiras de prueba de susceptibilidad a antibidticos se envasan para
contener medios de crecimiento liofilizados (por ejemplo, caldo de soja triptico), antibiéticos (por ejemplo,
bencilpenicilina; en diluciones en serie), indicador de pH (por ejemplo, rojo de fenol) y opcionalmente un agente
estabilizante (por ejemplo, una o mas caseinas). Después, las tiras de prueba se sellan en bolsas de aluminio o de
plastico al vacio y/o con bolsitas de gel de silice (eliminadores de humedad) y se envian a un sitio de prueba deseado.
Adiciéon de una muestra de prueba por ejemplo, muestra bioldgica; remitase a lo anterior) dara como resultado la

resuspension del medio de susceptibilidad que proporciona una mezcla de reaccién de acuerdo con los métodos
descritos en el presente documento.

Ejemplos

Ejemplo 1 (por razones de comparacion): Materiales y métodos

1. Medios de enriquecimiento habituales para el cultivo de bacterias
Caldo de soja triptico (pH~7,3) (% p/v)

Tritona (digestion pancreética de caseina) 1,7 %

Soytone (Hidrolizado pancreatico de harina de soja) 0,3 %

Glucosa (=Dextrosa) 0,25 %
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Cloruro de sodio

Hidrogenofosfato dipotasico

Agua

Caldo de MacConkey (pH ~7,3) (% p/v)
Hidrolizado enzimatico de gelatina
Lactosa

Oxidacién

Parpura de Bromocresol

Agua

Agar de esculina (% p/v)

Agar

Hidrolizado pancreatico de caseina
NaCl

Extracto de levadura

Musculo cardiaco, sélidos de infusion
Esculina

Citrato férrico

Agua

Caldo de esculina azida (pH~7,2) (% p/v)

Hidrolizado péptico de tejido animal
Extracto de levadura

Sales biliares

Citrato de sodio

Esculina

Citrato de amonio férrico

Azida de sodio

Agua

Agar con sal de manitol (% p/v)
Agar

Hidrolizado enzimatico de caseina
Hidrolizado enzimatico de tejido animal
Extracto de ternera

D-Manitol

ES2952442 T3

0,5%
0,25 %

97,0 %

2,0%
1,0 %
0,5 %
0,001 %

96,499 %

1,5 %
1,3 %
0,5 %
0,5 %
0.2 %
0,1 %
0,05 %

95,85 %

2,0%
0,5 %
1,0 %
0,1 %
0,1

0,05 %
0,025 %

96,225 %

1,5 %
0,5 %
0.5 %
0,1%

1,0 %

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2952442 T3

Cloruro de sodio 7.5 %
Rojo de fenol 0,0025 %
Agua 88,8975 %

Caldo con sal de manitol (pH ~7,3) (% p/v)

Manitol 0,25 %
Cloruro de sodio 10 %
Peptona de soja 0,3 %
Peptona de caseina 1,275 %
Peptona de gelatina 0,425 %
Rojo de fenol 0,0025 %
Fosfato dipotasico 0,25 %
Agua 87,4975 %

Agar Baird Parker (% p/v)

Triptona 1%
Extracto de ternera 0,5 %
Extracto de levadura 0,1%
Glicina 1,2 %
Piruvato de sodio 1,0 %
Cloruro de litio 0,5 %
Agar 1,5 %
Agua 94,2 %

+50 ml de emulsién de telurito de yema de huevo por litro

Base de caldo Giolitti Cantoni (% p/v) pH ~6,9

Triptona 1%
Extracto de ternera 0,5 %
Extracto de levadura 0,5 %
D-Manitol 2%
Cloruro de sodio 0,5 %
Cloruro de litio 0,5 %
Glicina 0,12 %
Piruvato de sodio 0,3 %
Agua 94,58 %
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Anadir 1,05 ml (~5,24 %) o cuando se analice la carne anadir 0,105 ml (~0,55 %) de solucién de telurita al 1 % en

19 ml de caldo base Giolitti Cantoni

Caldo Mueller Hinton (% p/v)

Hidrolizado acido de caseina 1,75 %
Extracto de ternera 0,3 %
Almidon 0,15 %
Agua 97,9 %
2. Muestras bacterianas

Muestra bacteriana 1:

Escherichia coli en caldo de soja triptico/ufc/ml

a) ~1078; b) ~1077; c) ~1076; d) ~10"5; e) ~1074; f) ~1073; g) ~1072

Muestra bacteriana 2:

Staphylococcus aureus en caldo de soja triptico/ufc/ml

a) ~1078; b) ~107; c) ~1076; d) ~10"5; e) ~1074; f) ~1013; g) ~10°2

Muestra bacteriana 3:

Streptococcus uberis en caldo de soja triptico/ufc/ml

a) ~1078; b) ~1077; c) ~1076; d) ~10"5; e) ~1074; f) ~103; g) ~10"2

Muestra bacteriana 4:

Escherichia coli en leche procesada entera/ufc/ml

a) ~1078; b) ~10"7; c) ~10"6; d) ~1015; e) ~10°4; f) ~1073; g) ~10"2

Muestra bacteriana 5:

Staphylococcus aureus en leche procesada entera/ufc/mli

a) ~1078; b) ~10"7; c) ~10"6; d) ~10"5; e) ~10"4; f) ~1073; g) ~10"2; h) ~106,5
Muestra bacteriana 6:

Streptococcus uberis en leche procesada entera/ufc/ml

a) ~1078; b) ~1077; c) ~1076; d) ~10/5; e) ~1074; f) ~1073; g) ~10"2

Muestra bacteriana 7:

Staphylococcus epidermidis (negativo para coagulasa) en leche procesada entera/ufc/ml
a) ~1078; b) ~10"7; c) ~10"6; d) ~10"5; e) ~10"4; f) ~1073; g) ~10"2; h) ~106,5
Muestra de bacterias 8 (%v/v) (sin bacterias)

Leche procesada entera 100 %

Muestra bacteriana 9:

Streptococcus agalactiae en leche procesada entera/ufc/ml

a) ~1076; b) ~1073;
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Muestra bacteriana 10:

Escherichia coli en orina/ufc/ml

a) 1077; b) 10”5; c) 10”3

Muestra bacteriana 11:

Streptococcus uberis en orina/ufc/ml

a) 1077; b) 105; c) 10”3

Muestra de bacterias 12:

Staphylococcus epidermidis en caldo de soja triptico/ufc/ml
a) 1077; b) 1075

3. Muestras de bacterias clinicas de mastitis bovina
ID de muestra: 1 a 8 obtenido de una granja en South Island, Nueva
4. Composiciones

Composicion 1: (% p/v)

Unica concentracién de caldo MacConkey 99,9875 %
Rojo de fenol 0,0125 %
Composicion 2 (% p/v) (a) (b)
Caldo de soja triptico 99,9985 99,995

% %

% %
Rojo de fenol 0,0015 % 0,005 %

Composicion 3 (% p/v)

Caldo de soja triptico 99,96 %
Purpura de Bromocresol 0,04 %
Composicion 4 (% p/v) (a) (b)
Caldo de soja triptico 99,85 % 98,5 %
Esculina 0,1% 1,0 %
Citrato de amonio férrico 0,05 % 0,5 %

Composicion 5 (% viv)

Caldo Giolitti Cantoni 98,77 %
Solucidn de telurita potasica al 1 % p/v 1,23 %
Composicion 6 (% viv)

Caldo Giolitti Cantoni 98,0 %
Solucion de telurita potasica al 1 % p/v 20%
Composicion 7 (% viv)

Caldo Giolitti Cantoni 83,33 %

23

Zelanda.

(c) (d)
99,9875 99,975

% %
0,0125 % 0,025 %

(c)
97 %
2,0%

1%

(e)
99,95 %

0,05 %

(d)
92,5 %
5,0 %

25%
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Solucion de telurita potasica al 1 % p/v
Composicion 8 (% viv)

Caldo Giolitti Cantoni

Solucién de telurita potasica al 1 % p/v
Composicion 9 (% viv)

Caldo con sal de manitol

Solucidn de telurita potasica al 1 % p/v
Composicion 10 (% viv)

Caldo con sal de manitol

Solucién de telurita potasica al 0,1 % p/v
Composicién 11 (% v/v)

Caldo con sal de manitol

Composicion 12 (% viv)

Caldo con sal de manitol

Agua destilada

Solucién de telurita potasica al 1 % p/v
Composicion 13 (% viv)

Caldo con sal de manitol

Agua destilada

Composicion 14 (% p/v)

Caldo con sal de manitol

Lactosa

Composicion 15 (% p/v)

Caldo de soja triptico

Rojo de fenol

Solucion de telurita potasica al 1 % p/v
Composicion 16 (% p/v)

Caldo de soja triptico

Rojo de fenol

Solucién de telurita potasica al 1 % p/v
Composicion 17 (% p/v)

Caldo de soja triptico

Rojo de fenol

ES2952442 T3

16,67 %

88,89 %

1,11 %

98,77 %

1,23 %

93,02 %

6,98 %

100 %

49,385 %
49,385 %

1,23 %

50 %

50 %

98,75 %

1,25 %

96,362 %
0,025 %

3,614 %

96,374 %
0,0125 %

3,614 %

93,0 %

0,023 %
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Solucion de telurita potasica al 1 % p/v
Composicion 18 (% p/v)

Caldo de soja triptico

Esculina

Citrato de amonio férrico
Composicion 19 (% p/v)

Caldo MacConkey

Rojo de fenol

Composicion 20 (% viv)

Base de caldo Giolitti Cantoni
Solucidn de telurita potasica al 1 % p/v
Composicion 21 (% viv)

Caldo con sal de manitol

Solucién de telurita potasica al 0,1 % p/v
Solucién de cloruro de litio al 10 % p/v
Solucién de glicina al 10 % p/v

Agua destilada

Composicion 22 (% p/v)

Caldo de soja triptico

Esculina

Citrato de amonio férrico
Composicion 23 (% p/v)

Caldo MacConkey

Rojo de fenol

Cloxacilina de sodio

Composicion 24 (% p/v)

Caldo de soja triptico

Rojo de fenol

Composicion 25 (% p/v)

Caldo de soja triptico

Esculina

Citrato de amonio férrico

Gentamicina al 1 % p/v

ES2952442 T3

6,977 %

99,625 %
0,25 %

0,125 %

99,975 %

0,025 %

93,82 %

6,18 %

75,0 %
6,56 %
6,25 %
1,5 %

10,69 %

99,625 %
0,5%

0,25 %

98,98 %
0,02 %

1,0 %

99,98 %

0,02 %

98,56 %
0,22 %
0,11 %

1,11 %
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Composicion 26 (% p/v)
Caldo Mueller Hinton
Rojo de fenol
Composicion 27 (% p/v)
Caldo de soja triptico
Esculina

Citrato de amonio férrico
Rojo de fenol

Composicion 28 (% p/v)
Caldo de soja triptico

Rojo de fenol
Triton X 100

ES2952442 T3

(a)
99,85

0,05 %

1,0 %

99,9875 %

0,0125 %

99,2375 %

0,5 %
0,25 %

0,0125 %

(b)
% 99,85 %

0,05 %

0,1 %

Las composiciones 29-54 se enumeran en la tabla 90.

Composicién 55 g g

Rojo de fenol 0,0125 % 0,001
Caldo con sal de manitol 8,0 % 0,800
agua (estéril) 91,9875 % 9,199
Volumen total 100,0 % 10,000
Composicion 56 %

Manitol 3,39 %

Glicina 0,21 %

Cloruro de litio 0,17 %

Piruvato de sodio 0,51 %

Caldo de soja triptico 95,72 %

Total 100,00 %

Composicion 57 %

Composicion 56 90,0 %

Solucién de telurita de potasio al 1 % 10,0 %

Composicion 58 %

Manitol 3,39 %

Glicina 0,21 %

Cloruro de litio 0,17 %

Piruvato de sodio 0,51 %

Silice coloidal hidroéfila 5,00 %

Caldo de soja triptico 90,72 %

Total 100,00 %

Composicion 59 %

Composicién 60 78,1 %

Solucion de telurita de potasio al 1 % 219 %

26

(c)
99,94 %
0,05 %
0,01 %

(d)
99,95 %
0,05 %
0%
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Ejemplo 2: Prueba de susceptibilidad a antibiéticos

(ejemplos distintos de los que comprenden rojo de fenol en la mezcla de reaccién a entre 0,0035 % y 0,30 % en
combinacién con el agente estabilizante no forman parte de la invencion)

1. Experimentos preliminares basados en el desarrollo de pruebas y validacion

En este ejemplo, se usan las siguientes abreviaturas: McC=caldo MacConkey; TSB= caldo de soja tripico

Bacterias Gram negativas incluyendo E. coli en caldo MacConkey mas adicién de rojo de fenol (medios de
enriquecimiento para bacterias coliformes); El caldo de Conkey se usa para la deteccidon de bacterias coliformes en la
leche y agua.

Férmula para el caldo MacConkey g/l

Hidrolizado enzimatico de gelatina 20 g

Lactosa 1049
Oxidacion 5¢g
Purpura de Bromocresol 0,01g

Si se cultivan bacterias Gram negativas, incluyendo E. coli, en caldo MacConkey con un exceso de rojo de fenol, como
era de esperar el color es inicialmente rojo y se vuelve amarillo con el crecimiento de las bacterias. Es importante
destacar que el color amarillo permanece durante hasta 48 h. Consulte la tabla 1, a continuacion.

La tabla 2a muestra la E. coli cultivada en un medio de enriquecimiento general, que se requiere para la prueba de
susceptibilidad a antibidticos. Los resultados demuestran que, con el aumento de la concentracién de rojo de fenol, la
intensidad de rojo aumenta y, por tanto, la respuesta de color amarillo (datos no mostrados). En aras de la simplicidad,
los resultados descritos en el presente documento simplemente indican rojo o amarillo. Sin embargo, se puede medir
la cinética asociada con el cambio de color. Consulte mas adelante.

Tal como se esperaba, cuando E. coli se cultiva en medios de enriquecimiento generales, se produce un cambio de
color de rojo a amarillo. Sin embargo, el cambio de color no es estable, se degrada de amarillo de vuelta a naranja/rojo
después de ~11,5 h. Aunque puede haber alguna diferencia discernible entre los tonos de rojo en T=0 y T=24, esto
no es deseable. Ademas, dado el efecto inhibidor del crecimiento bacteriano de muchos indicadores de pH basados
en color, tampoco es deseable afiadir simplemente mas (por ejemplo) rojo de fenol a la prueba por la razén que. Esto
se ilustra en las tablas 2b y 2c donde se investigo el crecimiento de Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis en
funcién de la concentracién creciente de rojo de fenol.

Es importante destacar que el éxito de una prueba colorimétrica depende de un cambio de color estable que se
mantenga durante toda la ventana de muestreo. En el caso de la identificacion bacteriana y/o las pruebas de
susceptibilidad a los antibioticos, se desea una ventana de muestreo de ~24 h.

La presente invencion supera estas limitaciones mediante la inclusiéon de uno o mas agentes estabilizadores que
suprimen el efecto inhibidor potencial del indicador de pH basado en el color. Como tal, se pueden usar
concentraciones aumentadas del indicador de pH basado en color (es decir, rojo fenol) en la prueba, logrando asi
estabilidad en el cambio de color asociado al crecimiento de bacterias. Un ejemplo de un agente estabilizante segun
la presente invencion es la leche.

2. Prueba de susceptibilidad a antibiéticos

En este ejemplo, se usan medios de cultivo liquidos que permiten la identificacion temprana y facil de antimicrobianos
susceptibles para apoyar la decisién de seleccién de antimicrobianos para tratar infecciones bacterianas. También
permite la deteccidon de bacterias como gram+ y/o gram- en muestras clinicas estan presentes y/o permite la
estimacion del indculo a partir de analisis cinéticos de cambio de color. La base de este medio de cultivo liquido es un
medio de enriquecimiento de liquido de propdsito general, por ejemplo, caldo de soja triptico (medio de extracto de
caseina de soja) pero también podria ser caldo Mueller Hinton. Este medio TSB tiene un exceso de concentracion de
un indicador de pH como el rojo de fenol y/o el purpura de bromocresol y leche. Dichos medios de cultivo se mezclan
luego con una muestra clinica de ser humano o animal tal como leche cruda, orina, heces, sangre, esputo u otros tipos
de muestras de intercambio. Si la muestra clinica es una muestra de leche, no se requiere leche adicional. Los analisis
colorimétricos pueden realizarse a simple vista 0 mediante un lector 6ptico, por ejemplo a través de un chip de camara
CCD o un fotodiodo.

En las tablas que siguen, se proporciona un inéculo aproximado de bacterias en la muestra sometida a prueba. Por

ejemplo, 1076, 1077 y 1078. El experto reconocera que un indculo de 1078 es aproximado y puede representar a modo
de ejemplo no limitativo 7,6 x 1027 u 8,4 x 10"8.
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Tabla 1: 80 ul de composiciéon 1 + 20 yl de muestra bacteriana 1a, 1c o 1e

E-Coli t=0 h t=5h t=16 h t=24 h t=48 h

Inéculo ufc/ml (108 |1076 |10~4 |10~8 [10”6 [10~4|1078 (1076 (1074 |108 (1076 (10*4 (108 (10”6 (10”4
Composicion 1 |rojo [rojo [rojo [Naranjalrojo |[rojo [amarillolamarillgamarilloamarilloamarillolamarillolamarilloamarilloamarillg
Tabla 2a: 80 pl de composicion 2a, 2b, 2¢, 2d o 2e + 20 pl de muestra bacteriana 1b, 1d o 1f

E-Coli t=0 h t=5h t=7 h t=11,5h t=23,5 h
Inéculo ufc/ml [ 1077|1025/ 10A3| 10A7 | 1075 [1073| 1077 | 1075 |107~3| 107 | 1075 | 10~3 | 1077 | 1075 | 1073
Composicién 2arosa |rosa [rosa |amarilloamarillorosa |amarillgamarillorosa |amarilloamarillo |amarillonaranja/naranja [naranjaj
Composicién 2b|rojo |rojo [rojo |amarillonaranjajrojo |amarillgamarillgrojo |amarillgamarillo|amarillorosa  |rosa rosa
Composicién 2c|rojo |rojo [rojo |amarillgnaranjajrojo |amarilloamarillgrojo |naranja|naranja |naranja|rojo rojo rojo
Composicién 2d|rojo |rojo [rojo |rojo rojo rojo |[naranjajrojo rojo [naranja|rojo rojo rojo naranja |rojo
Composicién 2e|rojo |rojo |rojo |naranja|rojo rojo |naranjajrojo rojo |naranja|naranja |naranja|rojo rojo rojo
Tabla 2b: 80 pl de composicion 2a, 2b, 2c, 2d o 2e + 20 pl de muestra bacteriana 2b, 2d o 2f

Staph aureus t=0 h t=5h t=7 h t=11,5h t=23,5h
Inéculo ufc/ml | 1077 1075(1043| 1077 |10°5|10~3| 1027 | 105 [10~3| 1077 | 10”5 | 1073 | 1077 | 10~5 | 103
Composicién 2a [rosa |rosa |rosa |amarillojrosa |rosa |amarillojnaranjajrosa |amarillojamarillo |amarillojamarillojamarillo [amarillo|
Composicioén 2b rojo [rojo [rojo |amarillojrojo |rojo |amarillo|naranjajrojo |amarillojamarillo [amarillojamarillojamarillo [amarilloj
Composicion 2c [rojo [rojo |rojo |amarillojrojo [rojo |amarillojnaranjajrojo |amarillojamarillo |rojo amarillojamarillo |amarillo
Composicion 2d [rojo  [rojo |rojo |rojo rojo |rojo |[naranja|rojo rojo |naranja|rojo rojo amarillo|rojo rojo
Composicion 2e [rojo [rojo |rojo |rojo rojo |[rojo |[naranja|rojo rojo |(rojo rojo rojo rojo rojo rojo
Tabla 2c: 80 ul de composicién 2a, 2b, 2c, 2d o 2e + 20 uyl de muestra bacteriana 3b, 3d o 3f

Strep uberis t=0 h t=6,5h 18,5h

Inéculo ufc/ml 1077 1075 1073 1077 1075 1073 1077 1075 [1073
Composicion 2a rosa Rosa [rosa amarillo [amarillo [rosa amarillo [amarillo  [amarillo
Composicion 2b rojo Rojo rojo amarillo [amarillo  |rojo amarillo [amarillo  [amarillo
Composicién 2c rojo Rojo rojo amarillo [amarillo  |rojo amarillo [amarillo  [amarillo
Composicién 2d rojo Rojo rojo rojo rojo rojo amarillo  [rojo rojo
Composicion 2e rojo Rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

Tabla 3: E. coli en 80 ul de McC/ 20 ul de leche; inéculo se refiere a ufc/ml en leche.

E. coli t=0 h t=5h t=16 h t=24 h t=48 h

Indculo ufc/ml |1048(1046|10%4| 1078 [1076|10°4| 10°8 | 1076 | 10°4 | 1078 | 10%6 | 10”4 | 1078 | 1076 | 104
Composiciéon 1 |rojo |[rojo [rojo [amarillojrojo [rojo |amarillojamarillojamarillojamarillojamarillojamarillojamarillojamarillojamarillo|
Tabla 4a: E. coli en 80 ul de TSB/20 ul de leche; inéculo se refiere a ufc/ml en leche.

E-Coli t=0 h t=5h t=7h t=11,5h t=23,5h
Inéculo ufc/ml |1047|1075/10~3| 107 | 1075 |10~3| 107 | 1075 | 1073 | 10~7 | 10”5 | 1073 | 1077 | 1075 | 1073
Composicion  [rojo |rojo [rojo |amarillojnaranjajrojo |[amarillojamarillo|naranjalamarillojamarillo|amarillojamarillojamarillojamarilloj
2d

Composicion  |rojo [rojo [rojo |amarillojnaranjajrojo [amarillojamarillojrojo amarillojamarillo|amarillo|amarillojamarillojamarillo
2e

Tabla 4b: Staphylococcus aureus en 80 ul de TSB/20 ul de leche; indculo se refiere a ufc/ml en leche.

Staph aureus t=0 h t=5h t=7 h t=11,5h t=23,5h
Lr}zfm”:° 1077/105(1043 1077 [10A5(10A3| 1077 |1075[103| 1077 | 1075 1023 1077 | 1075 | 1043
Composicién |[rojo [rojo |rojo [naranjarojo |rojo |naranjarojo |[rojo |amarillojamarillgrojo |amarilloamarilloamarillg
2d
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Composicién [rojo [rojo |rojo [naranjarojo |rojo [naranjarojo |[rojo |amarillojamarillgrojo |amarilloamarilloamarillg
2e

Tabla 4c: Strep uberis en 80 ul de TSB/20 ul de leche; indculo se refiere a ufc/ml en leche.

Strep uberis t=0 h t=6,5 h 18,5 h

Inéculo ufc/ml 1077 1075 1073 1077 1075 1073 1077 1075 |1073
Composicién 2d rojo Rojo rojo amarillo |amarillo [naranja |amarillo |amarillo |amarillo
Composicion 2e rojo Rojo rojo amarillo |amarillo [naranja |amarillo |amarillo |amarillo

Tabla 4d: Staphylococci epidermidis (estafilococo coagulasa negativo - CNS) en 80 ul de TSB/ 20ul de leche: inéculo
se refiere a ufc/ml en leche.

Staph epidermidis t=0 h t~16 h 24 h
Inéculo ufc/ml 1078 1076 1074 1078 1076 1074 1078 1076 1074
Composicién 2d rojo rojo rojo amarillo |amarillo |[naranja |amarillo |amarillo |amarillo

Tabla 4e: Strep uberis en 80 ul de TSB/ 20 ul de leche con purpura de bromocresol como indicador de pH; inéculo se
refiere a ufc/ml en leche.

Strep uberis t=0 h

Inéculo ufc/ml 1018 1077 1076 1015 1074 1073 1012

Composicién 3 Morado morado morado morado morado morado morado
t~16 h

Composicion 3 amarillo  Jamarillo  |amarillo  |amarillo lamarillo  |amarillo  [amarillo

Si se produce un cambio de color, éste se produce gradualmente y puede controlarse. El punto de partida del cambio
de color depende del inéculo. Por tanto, una curva de cambio de color cinética puede determinarse a lo largo del
tiempo y se calcula un indculo inicial estimado.

En presencia de un agente estabilizador, se puede incluir rojo de fenol a una concentracién de entre 35 ug/ml y
3000 ug/ml, entre 50 ug/mly 1000 ug/ml, y en particular entre 100 ug/mly 500 ug/ml en combinacién con leche o leche
en polvo como agente estabilizante.

Segun los ejemplos de prueba de susceptibilidad a antibidticos descritos a continuacion, la prueba se realizé usando
muestras (clinicas) durante hasta 24 horas.

El agente estabilizante incluido en los ejemplos a continuacién fue leche procesada (cabeza azul oscura) y, por tanto,
poseia un color blanco.

La tabla 3 muestra E. coli en 80 ul de McC/ 20 ul de leche; inéculo se refiere a ufc/ml en leche. Tal como se esperaba,
los resultados en la tabla 3 se alinean con la tabla 1.

La tabla 4a muestra E. coli en 80 ul de TSB/20 ul de leche; indculo se refiere a ufc/ml en leche. Sorprendentemente,
los resultados en la tabla 4a no muestran practicamente ningun impacto de la concentracion de rojo de fenol en cambio
de color (excepto alas 7 hy un indculo de 10”3 ufc/ml). El cambio de color permanecié constante entre 11,5 hy 23,5 h,
lo que es el periodo de tiempo crucial a pesar de la cantidad en exceso de rojo de fenol. Esto es inesperado si se
compara con los datos de la tabla 2a y apunta al efecto estabilizador de la leche en la supresién del efecto inhibidor
de concentraciones crecientes de rojo de fenol.

Sorprendentemente, los resultados de la tabla 4b no muestran inhibicién de Staphylococcus aureus en presencia de
diferentes concentraciones de rojo de fenol a las 23,5h. Puntos de tiempo anteriores, unos pocos casos de
concentracién de rojo de fenol de 0,25 mg/ml y superiores muestran un ligero retraso de la respuesta del color. Una
vez mas, estos resultados son inesperados si se comparan con los datos de la tabla 2b.

De manera similar, la tabla 4c muestra que el crecimiento de Streptococcus uberis es independiente de la
concentracion de rojo fenol diferente. Una vez mas, estos resultados son inesperados si se comparan con los datos
de la tabla 2c.

Como se muestra en la tabla 4d, también se obtiene el mismo resultado para Staphylococcus epidermidis, una bacteria
negativa para coagulasa.
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Como se muestra en la tabla 4e, el exceso de concentracion de purpura de bromocresol no inhibe el crecimiento de
Streptococcus uberis en todos los inéculos investigados. Curiosamente, las concentraciones tipicas de purpura de
bromocresol en medios de enriquecimiento tipicos como el caldo MacConkey son del orden de ~40 veces menores.

En conjunto y sorprendentemente, estos datos muestran que el efecto inhibidor del crecimiento observado utilizando
concentraciones mayores de indicadores de pH basados en color puede suprimirse en presencia de un agente
estabilizador, por ejemplo, la leche. En consecuencia, pueden utilizarse concentraciones mayores de indicadores de
pH basados en el color para proporcionar una prueba colorimétrica robusta con el fin de evaluar la susceptibilidad de
las bacterias a uno o0 mas antimicrobianos.

Ejemplo 3: Identificacion de estreptococos del grupo D en muestras clinicas (por motivos de comparacion)

El agar de esculina o el caldo de esculina u otros medios de cultivo tipicos que contienen esculina contienen esculina
sola o en combinacién con citrato férrico. Este medio puede usarse para el cultivo y la diferenciacion de bacterias en
funcion de su capacidad para hidrolizar la esculina. Las composiciones de ejemplo de agar o caldo de cultivo de
acuerdo con la presente invencion incluyen:

Agar de esculina

Composicion por litro:

Agar 15,0 g
Hidrolizado pancreatico de caseina 13,09
NaCl 5049
Extracto de levadura 509
Musculo cardiaco, sélidos de infusion 2049
Esculina 1049
Citrato férrico 0,59

Caldo de azida de esculina

Composicion por litro:

Hidrolizado péptico de tejido animal 20,09
Extracto de levadura 50¢g
Sales biliares 10,09
Citrato de sodio 109
Esculina 109
Citrato de amonio férrico 0,59
Azida de sodio 0,25¢
pH final (a 25 °C) 7,2+0,2

Los estreptococos del grupo D, por ejemplo el Streptococcus uberis, hidrolizan la esculina en esculetina y dextrosa,
que reacciona con el citrato férrico produciendo un ennegrecimiento del medio de cultivo. La concentracion tipica de
esculina presente en los medios de enriquecimiento es del 0,1 % y del 0,05 % para el citrato férrico. En el contexto de
este ejemplo, el citrato férrico aqui significa citrato férrico de amonio pero se pueden usar otras formas.

Sin embargo, concentraciones mas elevadas de esculina y/o citrato férrico pueden provocar la inhibicién del
crecimiento bacteriano. Para ilustrar estos puntos, se cultivaron estreptococos del grupo D, y en particular
Streptococcus uberis, en caldo de soja triptica en presencia de (i) 0,1 % de esculina y 0,05 % de citrato férrico, (ii)
1,0 % de esculina y 0,5 % de citrato férrico (iii) 2,0 % de esculina y 1,0 % de citrato férrico y (iv) 5,0 % de esculina 'y
2,5 % de citrato férrico. Brevemente, se dispersd y cultivé Streptococcus uberis en caldo de soja triptico (TSB) y luego
diluciones de 20 ul se mezclaron con 100 ul de TSB que contenia concentraciones de esculina y citratro férrico tal
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como se muestra en la tabla 5 (en los inéculos de ~1026 y ~10”4 ufc/ml). El color del medio inicial de Streptococcus
uberis esculina/citrato férrico era amarillo transparente. El color se comprobé después de ~16 h'y ~48 h. Los resultados
se resumen en la tabla 5.

Tabla 5: Streptococcus uberis en medio de 100 ul de esculina/citrato férrico/TSB; 80 ul de TSB/esculina/citrato férrico
+ 20 ul de bacterias en TSB(2); inéculo se refiere a ufc/ml en TSB(2)

1076 ufc/ml 1074 ufc/ml
esculinaal 0,1 % + nearo nearo
citrato férrico al 0,05 % 9 9
esculina al 1% + no negro no negro
citrato férrico al 0,5 %
esculinaal 2 % +
citrato férrico al 1 % no hegro no negro
esculinaal 5% +

no negro no negro

citrato férrico al 2,5 %

Estos datos muestran que la inhibicion del crecimiento de Streptococcus uberis se sitda entre el 0,1 % de esculina y
el 0,05 % de citrato férrico, y entre el 1,0 % de esculina y el 0,5 % de citrato férrico en medios de enriquecimiento que
comprenden TSB.

Sin embargo, existe una limitacion al utilizar el mismo enfoque en muestras clinicas, ya que éstas pueden adquirir un
fuerte color de fondo causado por la infeccién (por ejemplo, infectadas por estreptococos del grupo D). En otras
palabras, la deteccidon de un precipitado negro/marrén producido por estreptococos del grupo D en presencia de
esculina y citrato férrico puede quedar enmascarada por el color de fondo asociado a la muestra clinica.

Segun los resultados presentados en la tabla 5, no es posible aumentar simplemente la concentracién de esculina (es
decir, >1,0 %) y citrato férrico (es decir, >0,5 %) en la muestra para aumentar la deteccion de un precipitado, debido
al efecto o efectos inhibidores del crecimiento de estos analitos.

Sorprendentemente, el solicitante ha descubierto que la inclusién de un agente estabilizante (por ejemplo, leche)
puede suprimir el efecto inhibidor del crecimiento de la esculina y citrato férrico a concentraciones significativamente
mayores.

A modo de ilustracién, el mismo experimento se realizé como anteriormente, solo esta vez usando muestras de leche
clinicas obtenidas de un animal bovino sospechoso de estar infectado con mastitis.

Incluso para muestras de leche clinica que parecian “blancas”, el solicitante observé que la respuesta de color fue
débil en comparacién con el mismo resultado obtenido utilizando TSB que comprende concentraciones reducidas de
esculina y citrato férrico (es decir, esculina al 0,1 % y citrato férrico al 0,05 %). A pesar de los intentos de obtener un
resultado util afiadiendo a las muestras de leche Streptococcus uberis (datos no mostrados)

Sin embargo, el solicitante ha descubierto que en las muestras clinicas derivadas de la leche pueden utilizarse
mayores cantidades de esculina y citrato férrico. Por ejemplo, a concentraciones de al menos 2 % de esculinay 1 %
de citrato férrico, no se inhibe el crecimiento de Streptococcus uberis. Estos datos se presentan en la tabla 6, por
referencia a la formacion de un ennegrecimiento de los medios de cultivo (se refieren a la descripcion de la quimica
anterior). Contraste estos datos con los experimentos similares realizados en presencia de TSB (tabla 5).

En consecuencia, el solicitante ha descubierto sorprendentemente que un componente de la leche suprime las
propiedades inhibidoras del crecimiento de la esculina y el citrato férrico, estabilizando asi la formaciéon de un
ennegrecimiento del medio de cultivo en presencia de estreptococos del grupo D. La identificacidn de los estreptococos
del grupo D es por tanto posible, incluso cuando la muestra clinica tiene asociado un color de fondo significativo.

Obsérvese que, en los experimentos anteriores, la muestra clinica analizada era leche obtenida de un animal bovino
sospechoso de estar infectado por mastitis. Si se analizara una muestra clinica no lactea, seria necesaria la inclusion
de un agente estabilizador (por ejemplo, leche en forma de liquido o polvo) para suprimir el efecto inhibidor del
crecimiento de la esculina y el citrato férrico a las concentraciones mas altas utilizadas segun esta invencion.

Tabla 6: Strep uberis en 100 ul de medio de esculina/citrato férrico/TSB + 20 ul de leche; indculo se refiere a ufc/ml en
leche

1076 ufc/ml 1074 ufc/ml
esculina al 0,1 % + ligeramente gris ligeramente gris
citrato férrico al 0,05 %
esculinaal 1% + negro negro
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citrato férrico al 0,5 %
esculinaal 2 % +
citrato férrico al 1 %
esculinaal 5% +
citrato férrico al 2,5 %
El color se comprobd después de ~16 hy ~48 h.

negro negro

no negro no negro

El solicitante descubrié ademas que TSB que contenia esculina al 0,5 % y citrato férrico al 0,25 % y 80 ul de muestra
de leche de Streptococcus uberis enriquecida que también contenia una concentraciéon de 100 ug/ml de aztreonam
(antibiético que tiene actividad contra muchas bacterias gram- como E. coli) y/o en combinacién con 0,5 mg/ml de rojo
de fenol conducia a cambios de color faciimente detectables. No se detectd ninguna inhibiciéon del Streptococcus
uberis debida al rojo de fenol o al aztreonam.

Ejemplo 4: Identificacion de estafilococos (diferenciacion y selectividad) en muestras clinicas (por razones de
comparacion)

A menudo se desea diferenciar los estafilococos positivos para coagulasa de los negativos para coagulasa. Conocer
el tipo de estafilococos de coagulasa puede influir en la decisién de tratamiento.

Tradicionalmente, la diferenciacion entre estafilococos positivos y negativos para coagulasa se ha realizado con la
prueba de la coagulasa en tubo, que detecta la estafilocoagulasa extracelular, o la prueba de la coagulasa en
portaobjetos, que detecta el factor de aglutinacion (coagulasa unida) presente en la superficie celular bacteriana.

Alternativamente, la prueba de latex BBL™ Staphyloslide™ es una prueba de aglutinacién en portaobjetos de latex
para la diferenciacion de estafilococos que poseen factor de aglutinacién y/o proteina A, normalmente presentes con
Staphylococcus aureus, de estafilococos que no poseen estas propiedades.

La prueba de latex BBL™ Staphyloslide ™ consiste en particulas de latex azul recubiertas con fibrinégeno humano e
IgG. Al mezclar el reactivo de latex con colonias de estafilococos que contengan factor de aglutinacion o proteina A,
se producira una reticulacion que dara lugar a una aglutinacién visible de las particulas de latex. Dicha aglutinacién se
producira notablemente con Staphylococcus aureus. Si no estan presentes ni el factor de aglutinacién ni la proteina
A, no se producira aglutinacién y el resultado se considerara negativo. Los aislados de estafilococos negativos para
coagulasa y proteina A mas frecuentes son los Staphylococcus epidermidis.

Estas pruebas de coagulasa (portaobjetos, tubo y particulas de latex) requieren el cultivo de muestras en placas de
agar.

Caldo con sal de manitol (MSB; se refiere a un ejemplo del ejemplo 1) es un medio selectivo para el aislamiento de
estafilococos presuntamente patégenos. La mayoria de las otras bacterias se inhiben por la alta concentracion de
cloruro de sodio.

MSB comprende peptona que proporciona nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el
crecimiento. MSB, como sugiere el nombre, también comprende manitol que es la fuente de energia de hidratos de
carbono. El cloruro de sodio suministra electrolitos esenciales para el transporte y el equilibrio osmético. La
degradacién del manitol por bacterias produce productos de acidificacion que pueden detectarse en presencia de un
indicador de pH. En el caso del rojo de fenol, la produccién de productos de acidificacién provoca un cambio de color
de rojo a amarillo. Esto se demuestra mediante los siguientes ensayos de inhibicion del crecimiento realizados a 35
12 °C durante 18-24 horas y después de 48 horas:

Microorganismo Crecimiento Produccion de acido
Escherichia coli ATCC 25922 Inhibido

Proteus vulgaris ATCC 13315 Inhibido

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Bueno +

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Bueno Ligeramente +/-

Se sabe que el Staphylococcus epidermidis produce acido aerébicamente a partir de glucosa, fructosa, maltosa,
sacarosa y glicerol, y entre el 70 y el 90 % de las cepas producen acido aerébicamente a partir de galactosa, manosa
y lactosa. No se produce ningun acido a partir del manitol, la trehalosa, la ramnosa, la xilosa o la arabinosa (Parisi
(1985) Microbiological Reviews 49(2): 126-139).

También se sabe que los medios con sal de manitol pueden utilizarse para cultivar selectivamente estafilococos y
pueden utilizarse para diferenciar entre estafilococos coagulasa positivos (Staphylococcus aureus) y estafilococos
coagulasa negativos (SNC), como Staphylococcus epidermidis. El problema en el caso de la mastitis bovina es que la
leche contiene lactosa (4-5 % de media) y por lo tanto los SNC son capaces de producir acido en la MSB también, lo
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que conduce al cambio de color amarillo. Por tanto, la diferenciacion entre estafilococos positivos para coagulasa y
negativos falla con el medio de sal de manitol para muestras de leche.

Alternativamente, el agar Baird Parker (véase el ejemplo 1 para una formulacién de ejemplo) se utiliza para la deteccién
y el recuento de Staphylococcus aureus en los alimentos. La selectividad del medio se debe a que el cloruro de litio y
el telurito de potasio al 1 % suprimen el crecimiento de organismos distintos de los estafilococos. La diferenciacion de
los estafilococos coagulasa positivos se basa en telurita potasica y la emulsién de yema de huevo. Los estafilococos
que contienen lecitinasa descomponen la yema de huevo dando lugar a la formacién de zonas claras alrededor de las
colonias. Puede formarse una zona opaca de precipitacion debido a la actividad de la lipasa. La reduccion de telurita
de potasio es una caracteristica de los estafilococos positivos para coagulasa y provoca el ennegrecimiento de las
colonias. Agar es el agente solidificante.

El agar Baird Parker contiene ~1 % de telurita en solucién. Los resultados de crecimiento esperados son los siguientes:

Microorganismo ATCC Crecimiento Caracteristicas
Escherichia coli 25922 inhibido

Bacillus subtilis 6633 malo a regular marron

Proteus mirabilis 25933 bueno marron
Staphylococcus aureus 25923 bueno negro
Staphylococcus epidermidis 14990 malo a bueno negro

Estos datos demuestran que la diferenciacion de estafilococos positivos para coagulasa y negativos no es fiable
mediante el uso de agar Baird Parker.

Alternativamente, la base de caldo Giolitti-Cantoni se utiliza para enriquecer Staphylococcus aureus a partir de
alimentos durante los procedimientos de aislamiento. El cloruro de litio inhibe los bacilos Gram negativos. La tepurita
de potasio en combinacidn con glicina inhibe bacterias Gram positivas distintas de estafilococos.

Se afiaden 1,05 ml o0 0,105 ml cuando se analizan productos carnicos Se afiade solucién de telurita al 1 % a 19 ml de
caldo base Giolitti Cantoni (GC). Después, tipicamente se afiade 1g o 1 ml de muestra a 19 ml de caldo de
Gioliti/Telurita. Por lo tanto, la concentracion de solucion de telurita en GO es tipicamente entre 5% y 0,5 %. La
concentracion de muestra es de aproximadamente el 5 % en caldo Giolitti Cantoni.

ORGANISMOS ATCC ™ INOCULO UFC RECUPERACION ASPECTO
Escherichia coli 25922 103-2x103 Inhibicién Sin ennegrecimiento
Micrococcus luteus 10240 103-2x103 Inhibicién Sin ennegrecimiento
Staphylococcus aureus 6538 102-103 Bueno Negro
Staphylococcus aureus 25923 102-108 Bueno Negro

Resultados esperados

Los tubos de lectura para el ennegrecimiento del medio (una reaccion positiva) o sin ennegrecimiento (una reaccion
negativa). Si se produce un ennegrecimiento, el subcultivo a agar Baird-Parker para confirmar, el aislamiento de S.
aureus.

No hay indicios de cédmo se comporta Staph epidermidis en caldo Giolitti/Cantoni/telurita. Cabe esperar que no difiera
del caldo Baird Parker, ya que la recomendacioén es subcultivar en agar Baird Parker.

Ninguno de estos medios para estafilococos enumerados anteriormente ofrece por si solo una solucidon deseada para
obtener una diferenciacion rapida y facil de los estafilococos coagulasa positivos y negativos (Staph aureus frente a
CNS).

Suele anadirse una solucién de telurita de potasio al 1 % a

. Medios Baird Parker ~1 %

. Varia para Giolitti Cantoni entre 0,5 % y 5 %.

Definiciones para los experimentos con estafilococos:

negro significa sedimento negro acumulado en el fondo de un vial/pocillo.
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SA: Staph aureus (positivo para coagulasa); SE: Staph epidermidis (negativo para coagulasa Solucién de telurita al
1 % salvo indicacion contraria

Tabla 7: 81 pl de composicion 5 + 20 pl de muestra bacteriana 5b, 5c¢, 5e, 5f, 5g 0 5 h 0 20 pl de muestra bacteriana
7b, 7c, 7e, 7f, 7g 0 7 h 0 20 pl de muestra bacteriana 8

Inéculo t=0 h
ufc/ml 1077 1076,5 1016 1074 1013 1012 0 (sin 1074 (sin
bacterias) telurita)

Staph aureus |blanco |blanco blanco |blanco |blanco |blanco |blanco blanco
Staph blanco  |blanco blanco |blanco |blanco |blanco |blanco blanco
epidermidis

t~16 h
Staph aureus  |negro negro negro negro negro negro blanco blanco
Staph negro negro negro gris gris blanco blanco blanco
epidermidis

t~48 h
Staph aureus |negro negro negro negro negro negro blanco blanco
Staph negro negro negro negro negro negro blanco blanco
epidermidis

Tabla 8: 81 yl de composicién 6 u 86 ul de composiciéon 7 + 20 ul de muestra bacteriana 5a, 5c, 5e 0 5g o 20 pl de
muestra bacteriana 7a, 7c, 7e 0 79

Inéculo t=0 h
ufc/ml 1078 1016 1074 1012 1078 1076 1074 1012
Comp.6 [Comp.6 |Comp.6 [Comp.6 |[Comp.7 |Comp.7 [Comp.7 Comp. 7

Staph aureus |blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco
Staph blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco
epidermidis

t~16 h
Staph aureus | negro negro negro negro negro negro negro negro
Staph negro negro negro blanco negro negro blanco blanco
epidermidis

t~24 h
Staph aureus |negro negro negro negro negro negro negro negro
Staph negro negro negro negro negro negro negro blanco
epidermidis

t~48 h
Staph aureus | negro negro negro negro negro negro negro negro
Staph negro negro negro negro negro negro negro negro
epidermidis

Los resultados de la tabla 7 demuestran que los estafilococos positivos para coagulasa forman sedimentos negros
después de la incubacion. Esto no es inesperado considerando el conocimiento de la técnica.

Los resultados de la tabla 8 muestran el efecto de aumentar la concentracién de la solucion de telurita (1 % o 10 %).
El caldo Giolitti Cantoni (GO) y la muestra bacteriana se mezclaron al 50/50. Ni siquiera una solucién de telurita al
10 % pudo suprimir el ennegrecimiento de los medios por estafilococos coagulasa negativos (SE).

Por lo general, los medios GC se utilizan para alimentos y su aplicacién a muestras clinicas para distinguir entre
coagulasa positiva y negativa no es evidente.

A pesar de los conocimientos anteriores, se descubrid sorprendentemente que telurita puede utilizarse para diferenciar
los estafilococos positivos y negativos para coagulasa.

Se identificaron tres medios capaces de diferenciar los estafilococos positivos para coagulasa (Staphylococcus
aureus) y los estafilococos negativos para coagulasa (Staphylococcus epidermidis) si el indculo no es superior a 107
ufc/ml. Se consiguid un enriquecimiento de Staphylococcus aureus y al mismo tiempo se suprimié Staphylococcus
epidermidis:

1. Giolitti Cantoni + solucién de telurita + muestra bacteriana (80ul + 10ul + 20ul)
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2. Caldo con sal de manitol + solucién de telurita + muestra bacteriana (80ul + 1ul + 20ul)

3. Caldo de soja triptico + cantidad en exceso de rojo de fenol + 3-6ul de solucién de telurita. Se consiguié el
enriquecimiento de Staph epidermidis con cambio de color.

4. Caldo con sal de manitol + muestra de leche bacteriana (80ul + 20ul), en principio cualquier fuente de hidratos
de carbono, como la lactosa, a partir de la cual el Staph epidermidis pueda producir acido.

Combinaciones novedosas (2 viales/pocillos)

- 1+4;

- 2 +4;

- 3 +4;

Ejemplos (por motivos de comparacion)

Caldo Giolitti Cantoni telurita

Sorprendentemente, se descubrié que si el caldo Giolitti Cantoni, la solucién de telurita y la muestra bacteriana se
mezclan en partes 8:1:2, es posible diferenciar los estafilococos coagulasa positivos y negativos (para un inéculo igual
o inferior a 1027 ufc/ml en la muestra bacteriana) (tablas 9 y 10). Este medio o un medio similar permite la identificacion
de estafilococos coagulasa positivos (por ejemplo, Staph aureus) y suprime los estafilococos negativos para coagulasa
(CNS). Las muestras bacterianas clinicas contienen habitualmente menos de 1078 ufc/ml.

Si se produce un ennegrecimiento, entonces la cantidad de sedimento negro aumenta gradualmente con el tiempo y
el tiempo de inicio del sedimento de negro notable depende del inéculo y junto con una calibraciéon (aparicién de

sedimento negro en exceso), es posible una estimacion del inéculo inicial en la muestra clinica.

Tabla 9: estafilococos; Solucién de telurita combinada con GC; 80 ul de medios + 10 ul de sol. de tel. + 20 ul de
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bacterias en leche

Inéculo t=0 h
ufc/ml 1078 1077 1076 1074 1073 1072 0 (sin bacterias)
SA blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco
SE blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco
t~16 h
SA negro negro negro negro negro blanco blanco
SE negro blanco blanco blanco blanco blanco blanco
t~24 h
SA negro negro negro negro negro blanco blanco
SE negro gris blanco blanco blanco blanco blanco

Tabla 10: estafilococos; Solucion de telurita combinada con GC; 80 ul de medios + 10 ul de sol. de tel. + 20 ul de
bacterias en leche

Inéculo t=0 h
ufc/ml 1077 1016,5 1076 1074 1073 1072 0 (sin bacterias)
SA blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco
SE blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco
t~16 h
SA negro negro negro negro negro gris blanco
SE blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco
t~48 h
SA negro negro negro negro negro negro blanco
SE blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco

Caldo con sal de manitol/telurita
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Tabla 11: estafilococos; Solucién de telurita combinada con MSB; 80 ul de medios + 6 ul de sol. de tel. (0,1 %) + 20 ul

de bacterias en la leche

ES2952442 T3

Inéculo t=0h
ufc/ml 1078 1077 1076 1074 1073 1072 0 (sin bacterias)
SA rosa rosa rosa rosa rosa rosa rosa
SE rosa rosa rosa rosa rosa rosa rosa
t~16 h
SA negroly negroly negroly negro/o gris/p rosa rosa
SE negroly negroly rosa rosa rosa rosa rosa
t~24 h
SA negrofy negrofy negrofy negroly | negro/o | negro/p rosa
SE negrofy negrofy gris/o rosa rosa rosa rosa

Tabla 12: estafilococos; Solucion de telurita combinada con MSB; 80 ul de medios + 1 ul de sol. de tel. + 20 ul de

bacterias en leche

In6éculo t=0 h sin telurita
ufc/ml 1078 1076 1074 1073 1072 0 (sin bacterias) 1074
SA rosa rosa rosa rosa rosa rosa rosa
SE rosa rosa rosa rosa rosa rosa rosa
t~16 h
SA negrofy negroly gris/o rosa rosa rosa amarillo
SE negrofy rosa rosa rosa rosa rosa amarillo
t~24 h
SA negrofy negroly negroly negroly negroly rosa amarillo
SE negroly rosa rosa rosa rosa rosa amarillo

Tabla 13: estafilococos; solucion de telurita al 1 % en MSB; 40 ul de medio + 40 ul de H20 + 1 ul de sol. de tel. + 20
ul de bacterias en leche

Inéculo t=0 h sin telurita
ufc/ml 1078 1016 1074 1073 1012 sin bacterias 1074

SA rosa rosa rosa rosa rosa rosa rosa

SE rosa rosa rosa rosa rosa rosa rosa

t~16 h
SA negroly negrofy negrofy negroly gris/p rosa amarillo
SE negroly rosa rosa rosa rosa rosa amarillo
t~24 h

SA negroly negrofy negrofy negroly negroly rosa amarillo

SE negroly rosa rosa rosa rosa rosa amarillo
Negro/y= sedimento negro con medio amarillo
Negro/y= sedimento negro con medio naranja
Negro/y= sedimento negro con medio rosa
Gris/o= sedimento gris con medio naranja
Negro/y= sedimento gris con medio amarillo
Tabla 14: Staph epidermidis; Caldo con sal de manitol +/- 1,25 % de lactosa

In6culo t=0 h t~16 h
ufc/ml MSB MSB + MSB MSB +
1,25 % de lactosa 1,25 % de lactosa
1076 Rosa Rosa Rosa Amarillo

Sorprendentemente, se descubrio que incluso ~ 1 ul de telurita en MSB o mezcla MSB/H20 suprime el enriquecimiento
de Staph epidermidis si el indculo esta entre 1028 y 10”6 ufc/ml o menos durante un periodo de al menos 24 h. Si no
hay telurita presente, entonces se produce enriquecimiento de Staph epidermidis y, por tanto, el cambio de color
(lactosa esta presente en la leche) (control). Staph aureus se enriquecié en presencia de una solucién de telurita al
1% vy dio lugar a un sedimento negro. Esta es una forma novedosa de identificar estafilococos positivos para
coagulasa.
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Incluso una solucion de telurita de 0,6ul proporciona resultados razonables, pero esta muy al limite. Se prefiere la
solucion de ~1 ul de telurita.

Si hay leche que contenga lactosa, o lactosa pura u otras fuentes de hidratos de carbono que permitan al Staph
epidermidis producir acido, se produce un enriquecimiento con cambio de color. Esto se desea en mi caso. En
consecuencia, la reivindicacién debe incluir también una combinacion de pocillos en la que el pocillo 1 contenga al
menos MSB/solucién de telurito y muestra de bacterias y el pocillo 2 contenga MSB/leche y/o lactosa y/u otras fuentes
de carbohidratos, que permita el acido coagulasa negativo de estafilococos productores, y muestra de bacterias. Esta
combinacién de pocillos permite identificar la coagulasa positiva o negativa de una muestra clinica.

También es posible estimar el indculo inicial. Mismo principio que el descrito en la seccién GC.
Caldo de soja triptico/Rojo de fenol / Caldo de telurita

Tabla 15: estafilococos; Solucién de telurita combinada con TSB/ 0,25 mg/ml de rojo de fenol; 80 ul de medios + 3 ul
de sol. de tel. + 20 ul de bacterias en leche

Inéculo t=0 h
ufc/ml 1078 1077 1076 10”4 1073 1012 0 (sin bacterias)
SA rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
SE rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t~16 h
SA negroly negroly negroly negro/o negro/r rojo rojo
SE negro/o gris/o rojo rojo rojo rojo rojo
t~24 h
SA negroly negroly negroly negroly negroly negro/o rojo
SE negroly negroly rojo rojo rojo rojo rojo

Tabla 16: estafilococos; Solucién de telurita combinada con Tsb +0,125 mg/ml de rojo de fenol; 80 ul de medios + 1 ul
de sol. de tel. + 20 ul de bacterias en leche

Inéculo t=0 h sin telurita
ufc/ml 10”8 1076 10”4 1073 1072 0 (sin bacterias) 1074
SA rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
SE rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t~16 h
SA negrofy negroly | negro/o rojo rojo rojo amarillo
SE negro/o rojo rojo rojo rojo rojo amarillo
t~24 h
SA negrofy negrofy negroly | negro/o negro/r rojo amarillo
SE negrofy rojo rojo rojo rojo rojo amarillo
t~48 h
SE negroly rojo rojo rojo rojo rojo amarillo

Tabla 17: estafilococos; Solucién de telurita combinada con TSB + 0,25 mg/ml de rojo de fenol; 80 ul de medios + 6 ul
de sol. de tel. + 20 ul de bacterias en leche

Inéculo t=0 h sin telurita
ufc/ml 1077 | 1076,5 1076 1074 1073 1072 | O (sin bacterias) | 10”4 (control)
SA rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
SE rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t~16 h
SA negroly| negroly | negroly | negro/o | negro/r rojo rojo amarillo
St rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo naranja
t~48 h
SA negroly| negroly | negroly | negroly | negroly | negro/o rojo amarillo
SE rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo blanco
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Sorprendentemente, se descubrié que la combinacion de TSB y una cantidad excesiva de rojo de fenol, por ejemplo
0,125 mg/ml o mas, en combinacién con 3ul o 6ul de solucién de telurita es capaz de suprimir el enriquecimiento de
Staph epidermidis (CNS) hasta 48 h de tiempo de cultivo, pero al mismo tiempo enriquece Staph aureus, lo que
conduce a un sedimento negro con cambio de color.

También es posible estimar el indculo inicial.

Ejemplo 5: Identificacion de bacterias (por razones de comparacion)

Abreviaturas para las tablas 18 y 19:

GC10 %T

80 ul de caldo base Giolitti Cantoni + 10 ul de solucion de telurita +20 ul de bacterias en la leche

MSB

80 ul de caldo con sal de manitol +20ul de bacterias de la leche

TSB/Fer/FerCit

80 ul de caldo de soja triptico con 0,25 % de esculina y 0,125 % de citrato férrico de amonio +20 ul de bacterias en la
leche

McC/PR0,25 mg/ml

80 ul de caldo MacConkey (concentracion unica) con 0,025 % de rojo de fenol +20 ul de bacterias en la leche
TSB/PR0,25 mg/ml

80 ul de caldo de soja triptico que contiene 0,025 % de rojo de fenol+20 ul de bacterias en la leche

TSB/PR0,125 mg/ml

80 ul de caldo de soja triptico que contiene 0,0125 % de rojo de fenol+20 ul de bacterias en la leche

TSB/PR0,05 mg/ml

80 ul de caldo de soja triptico que contiene 0,005 % de rojo de fenol+20 ul de bacterias en la leche

Negro/w

sedimento negro y medio blanco

Negroly

sedimento negro y medio amarillo

Grislp

sedimento gris y medio rosa

Las bacterias en la leche fueron 10”4 ufc/ml y 1076 ufc/ml. Las tablas 18 y 19 muestran el color de cada pocillo a la
incubacién t=0 horas y t=24 horas. GC10 %T es el medio selectivo y diferencial para estafilococos positivos para
coagulasa (Staphylococcus aureus). Sélo Staphylococcus aureus en ambas concentraciones de bacterias mostro
sedimento negro. Todas las demas bacterias en GC10 %T (Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli y
Streptococcus uberis) no presentaron sedimento negro. MSB es el medio selectivo para estafilococos. Tanto los
medios de Staphylococcus aureus como Staphylococcus epidermidis cambiaron de color a amarillo a t=24 horas. Los
medios de E. Coli y Streptococcus uberis permanecieron con un color rosa. La combinacion de GC10 %T y MSB
permite distinguir entre estafilococos coagulasa positivos y negativos si una de las bacterias esta presente en la
muestra clinica. Si GC10 %T es blanco sin sedimento negro pero MSB es amarillo entonces la muestra clinica contiene
estafilococos coagulasa negativos. Si GC10 %T tiene un sedimento negro y MSB es amarillo entonces la muestra
clinica contiene estafilococos positivos para coagulasa. TSB/Esc/FerCit es el medio selectivo para los estreptococos

del grupo D al que pertenecen los Streptococcus uberis. Sélo el Streptococcus uberis ennegrecié este medio al cabo
de 24 horas. Todas las demas bacterias investigadas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, E. coli)
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no cambiaron el color del medio para estreptococos del grupo D a las t=24 horas. McC/PR0,25 mg/ml es el medio
selectivo para bacterias coliformes. Solo E. coli cambi6 el color del medio a t = 24 horas. Todas las demas bacterias
investigadas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus uberis) no cambiaron el color del
medio de enriquecimiento con coliformes a las t=24 horas. Los medios de enriquecimiento general TSB/PRO0,25 mg/ml,
TSB/PRO0,125 mg/ml y TSB/PF0,05 mg/ml cambiaron de color a las t=24 horas para las cuatro bacterias investigadas.

Esta combinacion de medios generales, selectivos y diferenciales permite la identificacién de bacterias del grupo D
estreptococos, estafilococos coagulasa positivos y negativos y bacterias coliformes, asi como de cualquier otra
bacteria (no identificada).

Tabla 18: 80 yl de composicion 2b, 2c, 2d, 8, 11 o 19 + 20 yl de muestra bacteriana 5¢c o 5e o 20 yl de muestra
bacteriana 7c o 7e

t=0 h t=24 h
Inéculo / ufc/ml (1074 1076 1074 1076

5e (SA) 7e (SE) 5¢(SA) 7e(SE) 5e (SA) 7e (SE) 5c(SA) 7e (SE)
Composicién 8 blanco Blanco blanco blanco negro/w  |blanco negro/w |blanco
Composiciéon 11 |[Rosa Rosa Rosa Rosa amarillo  |amarillo  [amarillo  |amarillo
Composicién 18  |Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Composiciéon 19 [rojo Rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
Composiciéon 2d  [rojo Rojo rojo rojo amarillo  |amarillo  |[amarillo  |amarillo
Composicion 2¢ |- - rojo rojo - - amarillo  |amarillo
Composicion 2b |- - rojo rojo - - amarillo  |amarillo

Tabla 19: 80 yl de composicion 2b, 2c, 2d, 8, 11 o 19 + 20 yl de muestra bacteriana 4c o 4e o 20 yl de muestra
bacteriana 6¢ o 6e

t=0 h t=24 h
Inéculo / ufc/ml  [{g74 1076 1074 1076

6e (SU) 4e (EC) |6¢ (SU) 4c (EC) 6e (SU) |4e (EC) 6¢c (SU) |4c (EC)
Composicién 8 blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco blanco
Composicion 11 Rosa Rosa Rosa Rosa rosa rosa rosa rosa
Composicion 18  |Blanco Blanco Blanco Blanco negro blanco negro blanco
Composiciéon 19 |rojo rojo rojo rojo rojo amarillo rojo amarillo
Composiciéon 2d  |rojo rojo rojo rojo amarillo  |amarillo amarillo  |amarillo
Composiciéon 2¢ |- - rojo rojo - - amarillo  [amarillo
Composiciéon 2b |- - rojo rojo - - amarillo  [amarillo

Abreviaturas para la tabla 20:

GC5,25 %T

80 ul de caldo base Giolitti Cantoni + 5,25 ul de solucion de telurita +20 ul de bacterias en la leche
MSB2-0,5 %T

60 ul de MSB + 5,25 ul de telurita (0,1 %) + 5 ul de LiCl + 1,2 ul de glicina + 8,55 ul de H20 +20 ul de bacterias en la
leche

TSB/Fer/FerCit2

80 ul de caldo de soja triptico con 0,5 % de esculina y 0,25 % de citrato férrico de amonio +20 ul de bacterias en la
leche

McCCLXPRO0,2 mg/ml

80 ul de caldo MacConkey (concentracion tnica) con 0,02 % de rojo de fenol y 1 % de cloxacilina como sodio +20 ul
de bacterias en la leche

TSB/PR0,2 mg/ml
80 ul de caldo de soja triptico que contiene 0,02 % de rojo de fenol+20 ul de bacterias en la leche
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La incubacidon de Streptococci agalactiae (estreptococos del grupo B) no cambia el color de los medios de
enriquecimiento selectivos o) diferenciales investigados (GC5,25 %T, MSB2-0,5 %T,
TSB/Esc/FerCit2/McCCLXPRO0,2 mg/ml) tras 24 horas de incubacion. Sélo el medio de enriquecimiento general
(TSB/PRO0,2 mg/ml) se volvié amarillo tras 24 horas de incubacion.

Tabla 20: 80 ul de composicion 20, 21, 22, 23 o 24 + 20 yl de muestra bacteriana 6¢ o 20 pl de muestra bacteriana 9a

o9

t=0 h t~16 h
Inéculo / ufc/ml 1073 1076 1073 1076

9a (SAg) |- 9b (SAg) 6¢c (SU) 9a (SAg) - 9b (SAg) 6¢c (SU)
Composicion 20 blanco - blanco blanco blanco - blanco blanco
Composicion 21 Rosa - Rosa Rosa rosa - rosa rosa
Composicion 22 blanco - blanco blanco Blanco - Blanco negro
Composicion 23 rojo - rojo rojo rojo - rojo rojo
Composicion 24 rojo - rojo rojo amarillo - amarillo amarillo

Ejemplo 6: Identificacion combinada de bacterias y prueba de susceptibilidad antimicrobiana (ejemplos
distintos de los que comprenden rojo fenol en la mezcla de reaccién a entre 0,0035 % y 0,30 % en combinacién con
el agente estabilizante no forman parte de la invencién)

Una clinica veterinaria de South Island (Nueva Zelanda) recogié muestras de leche de casos clinicos de mastitis
bovina. Las muestras se almacenaron en el congelador durante varios meses y se enviaron congeladas al centro de
pruebas. En este ejemplo, el término “clinico” significa que las vacas lecheras tenian sintomas clinicos de una
infeccion de ubre, por ejemplo, la vaca se comportaba de forma inusual, coagulos de leche, ubre hinchada entre otros
sintomas clinicos. Las pruebas se realizaron en una placa de micropocillos de 24 pocillos (3x8 pocillos).

1. Configuracion de placa n.® 1

El volumen liquido de los medios de enriquecimiento para cada pocillo figura en la tabla 21. Ademas, se afiadieron 20
ul de muestra de mastitis clinica a cada pocillo con una pipeta de laboratorio.

Tabla 21: Configuracion de placa n.° 1; Farmacos: Bencilpenicilina como potasio; Cloxacilina como sodio; Ceftiofur
como clorhidrato; La concentracion de farmaco en cada pocillo (A3 a C8) se basa en 80 ul de composicion + 10 ul de
solucién de farmaco + 20 pl de muestra de leche de mastitis clinica y equivale a la concentracion de fadrmaco indicada
en pg/ml; Se afadieron 20ul de muestra de leche de mastitis bovina clinica a cada pocillo (A1 a C8).

pocillo A B C Concentracién de
farmaco

pg/ml (libre de)

1 86 ul de composicion 8
80 ul de composicion 11
3 80 pl de composicion 2¢ +

80 pl de composicion 18
90 pl de composicion 25
80 ul de composicion 2¢ +

80 ul de composicion 2¢
80 ul de composicion 1
80 pl de composicion 2¢ +

4 pg/ml (pocillos:

10 ul de solucién de
farmaco

10 ul de solucién de farmaco

10 ul de solucién de
farmaco

A3-C3)

4 80 ul de composicion 2¢ +

10 ul de solucién de
farmaco

80 ul de composicion 2¢ +
10 ul de solucién de farmaco

80 ul de composicion 2¢ +

10 ul de solucién de
farmaco

2 ug/ml (pocillos:
A4-C4)

5 80 pl de composicion 2¢ +

10 pl de solucion de
farmaco

80 pl de composicion 2¢ +
10 pl de solucion de farmaco

80 pl de composicion 2¢ +

10 pl de solucion de
farmaco

1 pg/ml (pocillos:
A5-C5)

6 80 ul de composicion 2¢ +

10 ul de solucién de
farmaco

80 ul de composicion 2¢ +
10 ul de solucién de farmaco

80 ul de composicion 2¢ +

10 ul de solucién de
farmaco

0,5 pg/ml (pocillos:
ABG-CB)

7 80 pl de composicion 2¢ +

10 pl de solucion de
farmaco

80 pl de composicion 2¢ +
10 pl de solucion de farmaco

80 ul de composicion 2¢c +

10 pl de solucion de
farmaco

0,1 pg/ml (pocillos:
A7-CT7)

8 80 ul de composicion 2¢ +

10 ul de solucién de
farmaco

80 ul de composicion 2¢ +
10 ul de solucién de farmaco

80 ul de composicion 2¢ +

10 ul de solucién de
farmaco

0,05 pg/ml
(pocillos: A8-C8)

Bencilpenicilina

Ceftiofur

Cloxacilina
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Tabla 22: Color del medio en cada pocillo antes de la incubacién a 0 horas (Tabla 21, Configuracién de la placa n°® 1)
para los numeros de identificacion (ID) 1, 2, 3 y 4 de las muestras de mastitis bovina clinica
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ID
1a4 T=0h
A B C
1 blanco blanco rojo
2 rosa blanco rojo
3 rojo rojo rojo
4 rojo rojo rojo
5 rojo rojo rojo
6 rojo rojo rojo
7 rojo rojo rojo
8 rojo rojo rojo

Tabla 23: Color del medio en cada pocillo después de 22 horas de incubacién a 37 °C (tabla 21, configuracién de la
placa n.° 1) para el niUmero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 1

T=22 h

ID1 A B C

1 blanco negro amarillo
2 rosa negro rojo

3 rojo rojo rojo

4 rojo rojo rojo

5 rojo rojo rojo

6 rojo rojo rojo

7 rojo amarillo amarillo
8 naranja amarillo amarillo

Tabla 24: Color del medio en cada pocillo después de 22 horas de incubacién a 37 °C (tabla 21, configuracién de la
placa n.° 1) para el nimero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 2

T=22 h

ID 2 A B C

1 blanco negro amarillo
2 rosa blanco rojo

3 naranja rojo rojo

4 naranja rojo rojo

5 naranja rojo rojo

6 amarillo naranja rojo

7 amarillo amarillo amarillo
8 amarillo amarillo amarillo

Tabla 25: Color del medio en cada pocillo después de 48 horas de incubacién a 37 °C (tabla 21, configuracion de la
placa n.° 1) para el nimero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 2

T=48 h

ID 2 A B C

1 negro/w negro amarillo
2 amarillo blanco rojo

3 amarillo rojo rojo

4 amarillo rojo rojo

5 amarillo rojo rojo

6 amarillo amarillo rojo
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7

amarillo

amarillo

amarillo

8

amarillo

amarillo

amarillo

Tabla 26: Color del medio en cada pocillo después de 22 horas de incubacién a 37 °C (tabla 21, configuracion de la
placa n.° 1) para el nimero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 3

T=22 h

ID3 A B C

1 blanco blanco amarillo
2 rosa blanco amarillo
3 amarillo rojo amarillo
4 amarillo rojo amarillo
5 amarillo rojo rojo

6 amarillo amarillo rojo

7 amarillo amarillo amarillo
8 amarillo rojo amarillo

Tabla 27: Color del medio en cada pocillo después de 22 horas de incubacién a 37 °C (tabla 21, configuracion de la
placa n.° 1) para el niumero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 4

T=22 h

ID 4 A B C

1 negro/w blanco amarillo

2 amarillo blanco rojo

3 amarillo rojo rojo

4 naranja rojo rojo

5 naranja rojo rojo

6 amarillo naranja rojo

7 amarillo amarillo amarillo

8 amarillo amarillo amarillo
Abreviaturas

1. 80 ul de GC +10 ul de tel.: 80 ul de caldo base Giolitti Cantoni + 10 ul de solucion de telurita (1 %);

2. 80 ul de TSB/Esc/Fer Cit: 80 ul de caldo de soja triptico con 0,25 % de esculina 'y 0,125 % de citrato férrico
de amonio;

3. 80 ul de TSB/Esc/Fer Cit + 10 ul de Genta: 80 ul de caldo de soja triptico que contiene 0,25 % de esculina 'y
0,125 % de citrato férrico de amonio +10 ul de solucién de gentamicina 10 mg/ml;
4. 80ul de McC/PR25: 80 ul de caldo MacConkey (concentracion unica) con 0,0125 % de rojo de fenol; y

5. 80 ul de TSB/PR25: 80 ul de caldo de soja Tryptic con 0,0125 % de rojo de fenol.

Identificacion de bacterias

Las columnas A a C y las filas 1 y 2 se usaron para la identificacion de bacterias. A1: estafilococo positivo para
coagulasa; A2: estafilococos; B1: estreptococo del grupo D; B2: estreptococo del grupo D; C1: medios de
enriquecimiento generales (bacterias Gram+ y Gram-); C2: bacterias coliformes.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Columna A3 a A8: dilucién en serie de bencilpenicilina como potasio. Columna B3 a B8: dilucion en serie de ceftiofur
como clorhidrato. Columna C3 a C8: dilucién en serie de cloxacilina como sodio. Concentraciones de antibidtico se
indican como forma libre que varian entre 4 ug/ml y 0,05 ug/ml.

La concentracion de sustancia inhibitoria minima (CIM) se define aqui como la concentracion si se produce un cambio
de color entre dos pocillos (un pocillo permanece rojo con la concentracion 1 de farmaco, el otro amarillo con la
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concentracion de farmaco 2, mientras que la concentracion de farmaco 1 es mayor que la concentraciéon de farmaco
2) entonces la CIM es el valor de la concentracion de farmaco 1.

La tabla 21 indica la configuracién de la placa de micropocillos n.® 1; Farmacos: Bencilpenicilina como potasio;
Cloxacilina como sodio; Ceftiofur como clorhidrato; La concentracion de farmaco en cada pocillo (A3 a C8) se basa en
80 pl de composicién + 10 pl de solucidn de farmaco + 20 pl de muestra de leche de mastitis clinica y equivale a la
concentracion de farmaco indicada en ug/ml; Se afadieron 20ul de muestra de leche de mastitis bovina clinica a cada
pocillo (A1 a C8).

La tabla 22 indica el color del medio de enriquecimiento en cada pocillo después de la adicion de la muestra de mastitis
clinica en cada pocillo antes de la incubacion (t=0 horas) para las muestras ID 1,2,3,4 (referencia).

La tabla 23 muestra los colores de cada medio de enriquecimiento para el ID de muestra 1 después de la incubacion
a 37 °C durante 22 horas. El medio de enriquecimiento en el pocillo B1 y B2 se volvié negro y C1 se volvié amarillo.
Sin cambio de color en el pocillo A1, A2, C2. Por tanto, esta muestra clinica contiene estreptococos del grupo D. Las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana muestran la CIM para la bencilpenicilina 0,1 ug/ml, ceftiour y cioxacilina
0,5 ug/ml.

La tabla 24 muestra los colores de cada medio de enriquecimiento para la muestra ID 2 después de la incubacion a
37 °C durante 22 horas. El medio de enriquecimiento en el pocillo B1 se volvié negro y C1 se volvié amarillo. Sin
cambio de color en el pocillo A1, A2, B2, C2. Por tanto, esta muestra clinica contiene estreptococos del grupo D. Las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana muestran la CIM para la bencilpenicilina >4 ug/ml, ceftiour 1 ug/ml y
cloxacilina 0,5 ug/ml. La tabla 25 muestra los colores de cada medio de enriquecimiento para el ID de muestra 2
después de la incubacion a 37 °C durante 48 horas. El pocillo B2 permanecié negro y el pocillo A1 tenia un sedimento
de color negro y A2 se volvié amarillo. Por tanto, esta muestra también tiene un estafilicoco positivo para coagulasa.
Existe la posibilidad de que este estafilococo sea un estafilococo productor de betalactamasa, ya que la bencilpenicilina
no es susceptible a concentraciones de farmaco de al menos hasta 4ug/ml.

La tabla 26 muestra los colores de cada medio de enriquecimiento para la muestra ID 3 después de la incubacion a
37 °C durante 22 horas. El medio de enriquecimiento en el pocillo C1 y C2 se volvié amarillo. Sin cambio de color en
el pocillo A1, A2, B1, B2. Por tanto, esta muestra clinica contiene bacterias coliformes. La prueba de susceptibilidad
antimicrobiana muestra la CIM para la penicilina y la cloxacilina >4 ug/ml y ceftiofur 1 ug/ml.

La tabla 27 muestra los colores de cada medio de enriquecimiento para la muestra ID 4 después de la incubacion a
37 °C durante 22 horas. El medio de enriquecimiento en el pocillo A1 tenia un sedimento de color negro y A2, C1 se
volvieron amarillos. Sin cambio de color en el pocillo B1, B2, C2. Por tanto, esta muestra clinica contiene estafilococo
positivo para coagulasa. Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana muestran una CIM para bencilpenicilina
>4ug/ml, ceftiofur 1ug/ml y cioxacilina 0,5ug/ml. Existe la posibilidad de que este estafilococo sea un estafilococo
productor de betalactamasa, ya que la bencilpenicilina no es susceptible a concentraciones de farmaco de al menos
hasta 4ug/ml.

2. Configuracion de placa n.° 2

El volumen liquido de los medios de enriquecimiento para cada pocillo figura en la tabla 28. Ademas, cada pocillo
recibié una gota de muestra clinica de una pipeta de transferencia, que era por término medio de unos 35 mg. Esto se
determin6 pesando la placa de pocillos antes y después de afiadir las muestras clinicas de mastitis. Este peso se
dividié entonces en 24.

Abreviaturas

1. 80 ul de GC +10 ul de tel.: 80 ul de caldo base Giolitti Cantoni + 10 ul de solucion de telurita (1 %);

2. 80 ul de TSB/Esc/Fer Cit: 80 ul de caldo de soja triptico con 0,25 % de esculina 'y 0,125 % de citrato férrico
de amonio;

3. 80 ul de TSB/Esc/Fer Cit + 10 ul de Genta: 80 ul de caldo de soja triptico que contiene 0,25 % de esculina 'y
0,125 % de citrato férrico de amonio +10 ul de solucién de gentamicina 10 mg/ml;

4. 80ul de McC/PR25: 80 ul de caldo MacConkey (concentracion unica) con 0,0125 % de rojo de fenol; y

5. 80 ul de TSB/PR25: 80 ul de caldo de soja Tryptic con 0,0125 % de rojo de fenol.

Tabla 28: Configuracion de placa n.° 2; Farmacos: Bencilpenicilina como potasio; Cloxacilina como sodio; Ceftiofur
como clorhidrato; La concentracion de farmaco en cada pocillo (A3 a C8) se basa en 80 ul de composicion + 10 ul de
solucion de farmaco + 20 pl de muestra de leche de mastitis clinica y equivale a la concentraciéon de farmaco indicada
en ug/ml; Se afiadieron 20ul de muestra de leche de mastitis bovina clinica a cada pocillo (A1 a C8).
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pocillo A B Cc Concentracién de
farmaco
1 110 pl de composicion 8  |100 pl de composicion 18 100 pl de composicion 2¢  |pg/ml (libre de)

100 pl de composicion 11 +
10 ul de solucién de
farmaco

100 pl de composicion 1

10 pl de solucion de
farmaco

10 pl de solucion de farmaco

10 pl de solucion de
farmaco

3 80 ul de composicion 2¢c + (80 ul de composicion 2c + 80 ul de composicion 2¢c + 4 ug/ml (pocillos:
10 ul de solucién de 10 I de solucién de farmaco |10 pl de solucién de A3-C3)
farmaco farmaco

4 80 ul de composicion 2c + (80 pl de composicién 2¢ + 80 ul de composicion 2¢c + 2 pg/ml (pocillos:
10 pl de solucion de 10 pl de solucion de farmaco |10 pl de solucién de A4-C4)
farmaco farmaco

5 80 ul de composicion 2¢c + (80 ul de composicién 2¢c + 80 ul de composicion 2¢c + |1 ug/ml (pocillos:
10 ul de solucién de 10 I de solucién de farmaco |10 pl de solucion de A5-C5)
farmaco farmaco

6 80 ul de composicion 2c + (80 pl de composicién 2¢ + 80 ul de composicion 2c + (0,5 pg/ml (pocillos:
10 pl de solucion de 10 pl de solucion de farmaco |10 pl de solucién de AG-CB)
farmaco farmaco

7 80 ul de composicion 2c + (80 ul de composicién 2¢ + 80 ul de composicion 2¢ + (0,1 ug/ml (pocillos:
10 ul de solucién de 10 I de solucién de farmaco |10 pl de solucion de A7-C7)
farmaco farmaco

8 80 ul de composicion 2c + (80 pl de composicién 2¢ + 80 ul de composicion 2¢ + (0,05 pg/ml

(pocillos: A8-C8)

Bencilpenicilina

Ceftiofur

Cloxacilina

Tabla 29: Color del medio en cada pocillo antes de la incubacién a 0 horas (Tabla 28, Configuracién de la placa n°® 2)
para los numeros de identificacion (ID) 5, 6, 7 y 8 de las muestras de mastitis bovina clinica

ID
5a8 T=0 h
A B C

1 blanco blanco rojo
2 rosa - rojo
3 rojo rojo rojo
4 rojo rojo rojo
5 rojo rojo rojo
6 rojo rojo rojo
7 rojo rojo rojo
8 rojo rojo rojo

Tabla 30: Color del medio en cada pocillo después de 23 horas de incubacién a 37 °C (tabla 28, configuracién de la
placa n.° 2) para el niumero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 5

T=23 h
ID5 A B Cc
1 blanco negro amarillo
2 rosa - rojo
3 rojo rojo rojo
4 rojo rojo rojo
5 rojo rojo rojo
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6 rojo rojo rojo
7 rojo amarillo amarillo
8 rojo amarillo amarillo

Tabla 31: Color del medio en cada pocillo después de 23 horas de incubacién a 37 °C (tabla 28, configuracién de la
placa n.° 2) para el niumero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 6

T=23 h

ID 6 A B C

1 blanco blanco amarillo
2 rosa - amarillo
3 amarillo rojo amarillo
4 amarillo rojo amarillo
5 amarillo amarillo amarillo
6 amarillo amarillo amarillo
7 amarillo amarillo amarillo
8 amarillo amarillo amarillo

Tabla 32: Color del medio en cada pocillo después de 23 horas de incubacién a 37 °C (tabla 28, configuracién de la
placa n.° 2) para el nimero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 7

T=23 h

ID7 A B Cc

1 negro/w blanco amarillo
2 amarillo - rojo

3 rojo rojo rojo

4 rojo rojo rojo

5 rojo rojo rojo

6 rojo amarillo rojo

7 amarillo amarillo amarillo
8 amarillo amarillo amarillo

Tabla 33: Color del medio en cada pocillo después de 23 horas de incubacién a 37 °C (tabla 28, configuracién de la
placa n.° 2) para el nimero de identificacion de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 8

T=23 h
ID 8 A B C
1 blanco negro amarillo
2 amarillo - rojo
3 rojo rojo rojo
4 rojo rojo rojo
5 rojo rojo rojo
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6 rojo rojo rojo
7 rojo amarillo amarillo
8 rojo amarillo amarillo

Tabla 34: Color del medio en cada pocillo después de 7, 11y 23 horas de incubacién a 37 °C (tabla 28, configuracién
de la placa n.° 2) para el numero de identificacién de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 3

T~7 h

ID3 A B C

1 blanco blanco amarillo
2 rosa blanco rojo

3 rojo rojo rojo

4 rojo rojo rojo

5 rojo rojo rojo

6 rojo rojo rojo

7 rojo rojo rojo

8 rojo rojo rojo
T=23 h

ID3 A B C

1 blanco blanco amarillo
2 rosa blanco amarillo
3 amarillo rojo amarillo
4 amarillo rojo amarillo
5 amarillo rojo rojo

6 amarillo amarillo rojo

7 amarillo amarillo amarillo
8 amarillo rojo amarillo
T~11h

ID3 A B C

1 blanco blanco amarillo
2 rosa blanco rojo

3 rojo rojo rojo

4 rojo rojo rojo

5 rojo rojo rojo

6 rojo rojo rojo

7 rojo rojo rojo

8 rojo rojo rojo

Tabla 35: Color del medio en cada pocillo después de 7, 11y 23 horas de incubacién a 37 °C (tabla 28, configuracién
de la placa n.° 2) para el numero de identificacién de la muestra de mastitis bovina clinica: ID 6

T~7h

ID 6 A B Cc

1 blanco blanco amarillo
2 rosa - amarillo
3 amarillo rojo amarillo
4 amarillo rojo amarillo
5 amarillo amarillo amarillo
(] amarillo amarillo amarillo
7 amarillo amarillo amarillo
8 amarillo amarillo amarillo
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T~11h

ID 6 A B C

1 blanco blanco amarillo
2 rosa - amarillo
3 amarillo rojo amarillo
4 amarillo rojo amarillo
5 amarillo rojo amarillo
6 amarillo amarillo amarillo
7 amarillo amarillo amarillo
8 amarillo amarillo amarillo
T~23 h

ID 6 A B C

1 blanco blanco amarillo
2 rosa - amarillo
3 amarillo rojo amarillo
4 amarillo rojo amarillo
5 amarillo rojo amarillo
6 amarillo amarillo amarillo
7 amarillo amarillo amarillo
8 amarillo amarillo amarillo

Identificacion de bacterias

Las columnas A a C y las filas 1 y 2 se usaron para la identificacion de bacterias. A1: estafilococo positivo para
coagulasa; A2: estafilococos; B1: estreptococo del grupo D; B2: -; C1: medios de enriquecimiento generales (Gram+
y Gram-); C2: bacterias coliformes.

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana

Columna A3 a A8: dilucién en serie de bencilpenicilina como potasio. Concentraciones de farmaco dadas como forma
libre que varian entre 4 ug/ml y 0,05 ug/ml. Columna B3 a B8: dilucién en serie de ceftiofur como clorhidrato.
Concentraciones de farmaco dadas como forma libre que varian entre 4 ug/ml y 0,05 ug/ml. Columna C3 a C8: dilucién
en serie de cloxacilina como sodio. Concentraciones de farmaco dadas como forma libre que varian entre 4 ug/ml y
0,05 ug/ml.

La tabla 29 indica el color del medio de enriquecimiento en cada pocillo después de la adicion de la muestra de mastitis
clinica en cada pocillo antes de la incubacion (t=0 horas) para las muestras ID 5,6,7,8 (referencia). La tabla 30 muestra
los colores de cada medio de enriquecimiento para la muestra ID 5 tras incubacién a 37 °C durante 23 horas. El medio
de enriquecimiento en el pocillo B1 se volvié negro y C1 se volvié amarillo. Sin cambio de color en el pocillo A1, A2,
C2. Por tanto, esta muestra clinica contiene estreptococos del grupo D. Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
muestran la CIM para la bencilpenicilina < 0,05 ug/ml, ceftiour y cloxacilina 0,5 ug/ml.

La tabla 31 muestra los colores de cada medio de enriquecimiento para la muestra ID 6 después de la incubacion a
37 °C durante 23 horas. El medio de enriquecimiento en el pocillo C1y C2 se volvié amarillo. Sin cambio de color en
el pocillo A1, A2, B1. Por tanto, esta muestra clinica contiene bacterias coliformes. La prueba de susceptibilidad
antimicrobiana muestra la CIM para la penicilina y la cloxacilina >4 ug/ml y ceftiofur 2 ug/ml.

La tabla 32 muestra los colores de cada medio de enriquecimiento para la muestra ID 7 después de la incubacion a
37 °C durante 23 horas. El medio de enriquecimiento en el pocillo A1 tenia un sedimento de color negro y A2, C1 se
volvieron amarillos. Sin cambio de color en el pocillo B1, C2. Por tanto, esta muestra clinica contiene estafilococo
positivo para coagulasa. La prueba de susceptibilidad antimicrobiana muestra la CIM para la bencilpenicilina y la
cloxacilina 0,5 ug/ml y ceftiofur 1 ug/ml.

La tabla 33 muestra los colores de cada medio de enriquecimiento para la muestra ID 8 después de la incubacion a
37 °C durante 23 horas. El medio de enriquecimiento en el pocillo B1 se volvid negro y A2, C1 se volvié amarillo. Sin
cambio de color en el pocillo A1, C2. Asi pues, esta muestra clinica contiene bacterias estafilococos negativos para
coagulasa y estreptococos del grupo D. Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana muestran una CIM para la
bencilpenicilina <0,05 ug/ml, ceftiofur y cloxacilina 0,5 ug/mi.
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Las tablas 34 y 35 muestran el cambio de color de cada medio de enriquecimiento después de la incubacién a 37 °C
para los puntos de tiempo t=7 horas, t=11 horas y t=22-23 horas para las muestras clinicas ID 3 y 6. Ambas muestras
contienen bacterias coliformes. El color de referencia de cada pocillo se da en la tabla 22 y 29.

La tabla 34 muestra para la muestra ID 3 que tras 7 horas y 11 horas de incubacién no se produce ningln cambio de
color en ninguno de los medios de enriquecimiento en comparaciéon con la referencia (t=0 h). A las 22 horas de la
incubacién se produjo un cambio en los medios de enriquecimiento (véase también la tabla 26 y su descripcion).

La Tabla 35 muestra la muestra ID 6 que el cambio de color del medio de enriquecimiento se produce a las 7 horas y
después permanece sin cambios a las 11 horas y las 23 horas en comparacion con las 7 horas. La comparacion del
cambio de color en las tablas 34 y 35 indica que la muestra ID 6 tenia un indculo alto y la muestra ID 3 un indculo bajo.
Un examen en serie del color en los pocillos, por ejemplo cada hora o cada 15 minutos, permitiria determinar el punto
de inicio del cambio de color. Una curva de calibracion de, por ejemplo, E. coli que muestra color en medios de
enriquecimiento a lo largo del tiempo permitiria estimar el in6culo de una muestra de E. coli clinica. Esto sera el mismo
que para cualquier otra bacteria Gram positiva o Gram negativa.

Las tablas 36 a 38 que siguen muestran otros ejemplos de pruebas de susceptibilidad antibiética realizadas segun la
presente invencion. Tabla 36, pruebas de susceptibilidad antibidtica de Staphylococcus aureus en Mueller Hinton y
caldo de soja triptico en preincubacion y entre 15-24 h. Tablas 37 y 38, pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de
Streptococcus uberis y E. coli con la adicion del antibiético especifico Gram negativo aztreonam. Las tablas 38 a 49
muestran ejemplos adicionales de pruebas de susceptibilidad a antibitticos.

Tablas 36(1) y (2): Prueba de susceptibilidad a antibiéticos; A1 a D10: 70 ul de composicién 26 + 20 ul de solucion de
farmaco + 20 ul de muestra bacteriana 5¢; E1 a G10: 70 ul de composicidon 2c + 10 ul de solucidn de farmaco + 20 ul
de muestra bacteriana 5c¢; H1 a H10: 20 ul de composicién 2¢ + 10 ul de solucién de farmaco + 20 ul de muestra
bacteriana 5¢

1. T = 0 horas (incubacion previa)

g::i‘l’lge farmaco, (forma libre) por| |\ 1 | 500 [ 100 | 50 | 10 | 5 1 0,5 | 0,1 | 0,05 0,01

Antibiotico Caldo pocillo| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Bencilpenicilina Mueller Hinton | A rojo | rojo | rojo | rojo | rojo rojo rojo | rojo | rojo | rojo

Oxitetraciclina Mueller Hinton B rojo | rojo | rojo | rojo | rojo rojo rojo | rojo | rojo | rojo

Cefalexina Mueller Hinton | C rojo | rojo | rojo | rojo | rojo rojo rojo | rojo | rojo | rojo

Neomicina Mueller Hinton | D rojo | rojo | rojo | rojo | rojo rojo rojo | rojo | rojo | rojo

DihidroestreptomicinaSoja triptica E rojo | rojo | rojo | rojo | rojo rojo rojo | rojo | rojo | rojo

Aztreonam Soja triptica F rojo | rojo | rojo | rojo | rojo rojo rojo | rojo | rojo | rojo

Bencilpenicilina Soja triptica G rojo | rojo | rojo | rojo | rojo rojo rojo | rojo | rojo | rojo

Bencilpenicilina Soja triptica H rojo | rojo | rojo | rojo | rojo rojo rojo | rojo | rojo | rojo

2. T=15-24 h (tras la incubacién a 35 °C; nota: cambio de color entre 15y 24 horas)

Cono de farmaco, (forma libre) | ug/ml| 500 100 50 10 5 1 0,5 0,1 0,05 0,01

por pocillo

Antibidtico Caldo pocillo], 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Bencilpenicilina Mueller A rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
Hinton

Oxitetraciclina Mueller B rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo | amarillo| amarillo| amarillo
Hinton

Cefalexina Mueller C rojo rojo rojo rojo rojo rojo | amarillo| amarillo| amarillo| amarillo
Hinton

Neomicina Mueller D rojo rojo rojo rojo rojo | amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo|
Hinton

Dihidroestreptomicinal Soja E rojo rojo | amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo|
triptica

Aztreonam Soja F | amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo| amarillo)
triptica

Bencilpenicilina Soja G rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo | amarillo
triptica

Bencilpenicilina Soja H rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
triptica
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Tabla 37: Streptococcus uberis en presencia de aztreonam, el volumen total de liquido varié entre 5 ul y 220 pl;
Solucién de farmaco: 100 ug de Aztreonam por ml de agua.

Muestra bacteriana 6d / pl
Composicién 27 / l
Solucién de farmaco / pl

Color de los medios antes de la incubacion
Color de los medios después de 24 horas de

incubacién a 37 °C

160 80
40 20
20 10
Rojo Rojo
Negro Negro

40 20
10 5
5 25
Rojo Rojo
Negro Negro

8 4
2 1
1 0,5
Rojo Rojo
Negro Negro

Tabla 38: Escherichia coli en presencia de aztreonam, el volumen total de liquido varié entre 5 pl y 220 pl; Solucién

de farmaco: 100 ug de Aztreonam por ml de agua.

Muestra bacteriana 4d / pl
Composicion 27 / pl
Soluciéon de farmaco / pl

Color de los medios antes de la incubacién
Color de los medios después de 24 horas de

incubacién a 37 °C

160 80
40 20
20 10

Rojo Rojo

Rojo Rojo

40 20
10 5
5 2,5
Rojo Rojo
Rojo Rojo

8 4

2 1

1 0,5
Rojo Rojo
Rojo Rojo

Tabla 39: Configuracion de placa n.° 3; Farmacos: Bencilpenicilina como potasio; Cloxacilina como sodio; Aztreonam
como forma libre; La concentraciéon de farmaco en cada pocillo (A1 a C6) se basa en 20 uyl de composicion + 80 pl de
muestra de leche de mastitis clinica recogida en el dispositivo de muestreo. Cavidades del dispositivo de muestreo A,
B o C 1 a 6, se anadieron 10 yl de solucién de farmaco en cada cavidad y luego se secé durante 30min a 75 °C.
Después se afiadieron 80 ul de muestra bacteriana a 5 cada cavidad; Dimensiones bimétricas de la cavidad: ~4,5 mm,

altura de la cavidad ~5 mm.

pocillo A B C Concentracion |Concentracion de
de Aztreonam / |Bencilpenicilina o
(forma libre) / Cloxacilina (forma
pg/mi libre) / pg/ml
1 20 pl de composicion | 20 ul de 20 ul de 10 10,000
2e composicion 2e composicion 2e
2 20 pl de composicion | 20 pl de 20 pl de 1 1,000
2e composicion 2e composicion 2e
3 20 pl de composicion | 20 pl de 20 pl de 0,1 100
2e composicion 2e composicion 2e
4 20 pl de composicion | 20 ul de 20 ul de 0,01 10
2e composicion 2e composicion 2e
5 20 pl de composicion | 20 pl de 20 pl de 0,001 1
2e composicion 2e composicion 2e
6 20 pl de composicion | 20 pl de 20 pl de 0 0
2e composicion 2e composicion 2e
Aztreonam Bencilpenicilina Cloxacilina

Tabla 40: Color de los medios en cada pocillo tras 0 horas de incubacién a 37 °C (tabla 39, configuracién de placa n.°
3), para las muestras de bacterias 4c, 4e, 5c, 5e, 6d

T~0h

A B C
1 rojo Rojo rojo
2 rojo Rojo rojo
3 rojo Rojo rojo
4 rojo Rojo rojo
5 rojo Rojo rojo
6 rojo Rojo rojo

Tabla 41: Color de los medios en cada pocillo después de ~16 horas de incubacion a 37 °C (tabla 39, configuracion
de placa n.° 3), para las muestras de bacterias 4c
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T~16 h
A B C
1 amarillo rojo rojo
2 amarillo rojo amarillo
3 amarillo rojo amarillo
4 amarillo amarillo amarillo
5 amarillo amarillo amarillo
6 amarillo amarillo amarillo

Tabla 42: Color de los medios en cada pocillo después de ~16 horas de incubacién a 37 °C (tabla 39, configuracion

de placa n.° 3), para las muestras de bacterias 4e

t~16 h
A B C
1 rojo Rojo rojo
2 rojo Rojo rojo
3 amarillo Rojo amarillo
4 amarillo amarillo amarillo
5 amarillo amarillo amarillo
6 amarillo amarillo amarillo

Tabla 43: Color de los medios en cada pocillo después de ~16 horas de incubacién a 37 °C (tabla 39, configuracion

de placa n.° 3), para las muestras de bacterias 5c

T~16 h
A B Cc
1 amarillo rojo rojo
2 amarillo rojo rojo
3 amarillo rojo rojo
4 amarillo rojo rojo
5 rojo rojo rojo
6 amarillo amarillo amarillo

Tabla 44: Color de los medios en cada pocillo después de ~16 horas de incubacion a 37 °C (tabla 39, configuracion

de placa n.° 3), para las muestras de bacterias 5e

T~16 h
A B Cc
1 amarillo rojo rojo
2 amarillo rojo rojo
3 amarillo rojo rojo
4 amarillo rojo rojo
5 amarillo rojo rojo
6 amarillo amarillo | amarillo

Tabla 45: Color de los medios en cada pocillo después de ~16 horas de incubacién a 37 °C (tabla 39, configuracion

de placa n.° 3), para las muestras de bacterias 6d

T~16 h
A B (o
1 amarillo rojo rojo
2 amarillo rojo rojo
3 amarillo rojo rojo
4 amarillo rojo rojo
5 amarillo rojo rojo
6 amarillo amarillo | amarillo
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Tabla 46: 80 yl de muestra bacteriana 5¢ + 20 yl de composicion 28a, b, ¢ o d; incubacion a 37 °C; La tabla muestra
el color de los medios en cada pocillo

Oh
Composicién 28a Rojo
Composicién 28b Rojo
Composicion 28c Rojo
Composicion 28d Rojo

15h

Amarillo
Amarillo
Amarillo
Amarillo

Tabla 47: Configuracion de placa n.° 4: pocillo A1 a A8: 40 uyl de composicion 26 + 10 ul de solucién de oxitetraciclina
+ 10 ul de solucién de neomicina + 40 ul de muestra bacteriana 5e; pocillo B1 a B8: 45 pl de composicion 26 + 10 ul
de solucidn de oxitetraciclina + 15 ul de soluciéon de neomicina + 40 ul de muestra bacteriana 5e; pocillo C1 a C8: 40 pl
de composicion 26 + 10 ul de solucién de bencilpenicilina + 10 ul de soluciéon de cloxacilina + 40 ul de muestra
bacteriana 5e; pocillo D1 a D8: 46,7 ul de composicion 26 + 10 ul de solucion de bencilpenicilina + 3,3 ul de solucion
de cloxacilina + 40 ul de muestra bacteriana 5e.

pocillo

A

B

Cc

D

1

50 pg/ml de oxitetraciclina +
50 pg/ml de neomicina

50 pg/ml de oxitetraciclina +
25 pg/ml de neomicina

50 pg/ml de bencilpenicilina +
50 pg/ml de cloxacilina

50 pg/ml de bencilpenicilina
+ 16,7 yg/ml de cloxacilina

+ 0,01 pg/ml de neomicina

+ 0,005 pg/ml de neomicina

2 10 pg/ml de oxitetraciclina + | 10 pg/ml de oxitetraciclina + | 10 ug/ml de bencilpenicilina + | 10 ug/ml de bencilpenicilina
10 pg/ml de neomicina 50 pg/ml de neomicina 10 yg/ml de cloxacilina + 3,3 pg/ml de cloxacilina

3 10 pg/ml de oxitetraciclina + | 10 pg/ml de oxitetraciclina + | 5 pg/ml de bencilpenicilina + |5 ug/ml de bencilpenicilina +
50 pg/ml de neomicina 2,5 yg/ml de neomicina 5 pg/ml de cloxacilina 1,7 pg/ml de cloxacilina

4 1 pg/ml de oxitetraciclina + |1 ug/ml de oxitetraciclina + |1 pg/ml de bencilpenicilina + 1 pg/ml de bencilpenicilina +
1 yg/ml de neomicina 0,5 yg/ml de neomicina 1 pyg/ml de cloxacilina 0,33 pg/ml de cloxacilina

5 0,5 pg/ml de oxitetraciclina +| 0,5 ug/ml de oxitetraciclina +| 0,5 pg/ml de bencilpenicilina + | 0,5 pg/ml de bencilpenicilina
0,5 ug/ml de neomicina 0,25 pg/ml de neomicina 0,5 pg/ml de cloxacilina + 0,17 pyg/ml de cloxacilina

6 0,1 pg/ml de oxitetraciclina + | 0,1 ug/ml de oxitetraciclina +| 0,1 pg/ml de bencilpenicilina + | 0,1 ug/ml de bencilpenicilina
0,1 pg/ml de neomicina 0,05 pg/ml de neomicina 0,1 pg/ml de cloxacilina + 0,033 pg/ml de cloxacilina

7 0,05 pg/ml de oxitetraciclina | 0,05 ug/ml de oxitetraciclina | 0,05 ug/ml de bencilpenicilina | 0,05 pg/ml de
+ 0,05 pg/ml de neomicina |+ 0,025 pg/ml de neomicina |+ 0,05 pg/ml de cloxacilina bencilpenicilina +

0,017 ug/ml de cloxacilina
8 0,01 pg/ml de oxitetraciclina | 0,01 ug/ml de oxitetraciclina | 0,01 ug/ml de bencilpenicilina | 0,01 pg/ml de

+ 0,01 pg/ml de cloxacilina

bencilpenicilina +
0,0033 pg/ml de cloxacilina

Razén
oxitetraciclina/neomicina
1:1 (forma libre)

Razén
oxitetraciclina/neomicina
2:1 (forma libre)

Razoén
bencilpenicilina/cloxacilina
1:1 (forma libre)

Razon
bencilpenicilina/cloxacilina
3:1 (forma libre)

Tabla 48: Color del medio en cada pocillo tras 0 horas y 24 horas de incubacién a 35 °C (tabla 47; configuracion de
placa n.° 4), para muestras de bacterias 5e

T=0h
A B Cc D
1 rojo rojo rojo rojo
2 rojo rojo rojo rojo
3 rojo rojo rojo rojo
4 rojo rojo rojo rojo
5 rojo rojo rojo rojo
6 rojo rojo rojo rojo
7 rojo rojo rojo rojo
8 rojo rojo rojo rojo
T=24h
A B Cc D
1 rojo rojo rojo rojo
2 rojo rojo rojo rojo
3 rojo rojo rojo rojo
4 rojo rojo rojo rojo
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5 rojo rojo rojo rojo
6 rojo rojo rojo rojo
7 rojo rojo rojo rojo
8 rojo rojo rojo amarillo

Ejemplo 7: Agentes estabilizantes

(ejemplos distintos de los que comprenden rojo de fenol en la mezcla de reaccién a entre 0,0035 % y 0,30 % en
combinacién con el agente estabilizante no forman parte de la invencion)

La presente invencion se basa en gran medida sobre el descubrimiento sorprendente e inesperado de que las
bacterias pueden cultivarse en medios de crecimiento que comprenden cantidades de inhibicion del crecimiento de
medios de identificacion y/o indicador de pH en presencia de uno o mas agentes estabilizantes. Aumentar la
concentracion del medio de identificacion y/o el indicador de pH conduce a una mayor sensibilidad en la prueba, ya
que un cambio fenotipico en la mezcla de reaccién puede observarse mas facil y fiable.

Los experimentos iniciales de acuerdo con la presente invencion se realizaron en presencia de leche con respecto a
bacterias Gram positivas y Gram negativas. El solicitante observé que el medio de identificacién y/o el medio indicador
de pH podrian aumentar a concentraciones que de otro modo inhibirian el crecimiento de bacterias. Por ejemplo,
remitase a los resultados en las tablas 49-52 (Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Staphylococcus
epidermidis y Escherichia coli cultivadas en caldo de soja triptico y rojo de fenol (a una concentraciéon inhibidora del
crecimiento) en comparacién con las tablas 53-56 (mismo experimento solo en presencia de leche en polvo). Los
resultados demuestran que la leche en polvo tenia un efecto estabilizante contra el efecto inhibidor del crecimiento de
rojo de fenol en el experimento de control (es decir, tablas 49-52). Ademas, los resultados en las tablas 5, 6, 79-86
(Streptococcus uberis, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus demuestran el efecto estabilizante de la
leche cuando las bacterias se cultivan en concentraciones de medios de identificacién que de otro modo serian
inhibidores de crecimiento.

Los componentes principales de la leche (incluyendo la leche en polvo) incluyen proteinas de caseina y carbohidratos.
El solicitante luego someti6 a prueba el efecto de inhibicidn del crecimiento de rojo fenol en las mismas bacterias en
presencia de caseina sodio (que comprende a-caseina, 3-caseina y k-caseina) y lactosa. Los datos presentados en
las tablas 53-64 proporcionan una prueba preliminar de concepto que el efecto estabilizante se proporciona por la
proteina de caseina en el caso de bacterias gram positivas (es decir Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis,
Staphylococcus epidermidis) mientras que el efecto estabilizante se proporciona por el carbohidrato en el caso de
bacterias Gram negativas (Escherichia coli).

A continuacion, el solicitante tratd de investigar el efecto estabilizador de diferentes proteinas lacteas y extractos de
proteinas lacteas (p. ej. a-caseina, B-caseina (incluyendo una o mas de las variantes A1, A2, A3, B, C, D, Ey F), k-
caseina, B-lactoglobulina, proteina de suero, lactoalbumina, lactoferrina y leche o leche en polvo), asi como diferentes
hidratos de carbono (por ejemplo, dextrosa, manitol, lactosa, trehalosa y sacarosa) sobre el efecto inhibidor del
crecimiento observado. Estos datos se presentan en las tablas 65-86, cuando se leen conjuntamente con la tabla 90
(es decir, las composiciones). Estos datos muestran que la dextrosa, el manitol, la lactosa, la trehalosa y (en menor
medida) la sacarosa proporcionan un efecto estabilizador contra la inhibicién del crecimiento de las bacterias Gram
negativas, mientras que la a-caseina, la -caseina (incluidas una o mas de las variantes A1, A2, A3, B, C, D, EyF),
la k-caseina, la B-lactoglobulina, la proteina de suero de leche, la lactoalbumina, la lactoferrina y la leche o la leche en
polvo, dependiendo de la bacteria que se esté cultivando.

Ejemplo 8: Muestras de orina (ejemplos distintos de los que comprenden rojo de fenol en la mezcla de reaccién a entre
0,0035 % y 0,30 % en combinacion con el agente estabilizador no forman parte de la invencion)

Los resultados presentados en las tablas 87-89 demuestran la eficacia de los métodos de la presente invencién en
una muestra no lactea, concretamente orina enriquecida con Escherichia coli y Streptococci uberis. Las tablas 87, 88
muestran que las bacterias Gram negativas (por ejemplo, e. coli) con azicar presente (es decir, lactosa y/o trehalosa)
creceran en presencia de cantidades de inhibicion del crecimiento de rojo de fenol en una muestra casi clinica.
Ademas, la tabla 89 muestra que las bacterias Gram positivas (por ejemplo, Streptococci uberis) con proteina(s)
lactea(s) presente(s) (es decir, suero bovino, lactoalbumina, caseina sddica, etc.) creceran en presencia de cantidades
inhibidoras del crecimiento de rojo de fenol en una muestra casi clinica.

Tabla 49 Bacterias: Staph aureus
Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
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Inéculo t=0 h Control
ufc/ml 1078 | 1077 1076 1075 1074 1073 1012 0 (sin bacterias)
composicion 2d rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2e rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicion 2d |amarillo| rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2e rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h
composicion 2d |amarillo|amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2e rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
Tabla 50 Bacterias: Strep uberis
Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol
Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
Inéculo t=0 h Control
ufc/ml 108 1077 1076 1015 1074 1013 1072 0 (sin bacterias)
composicion 2d | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2e | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicion 2d | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composiciéon 2e | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h
composicion 2d | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2e | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f | rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
Tabla 51 Bacterias: Staph epidermidis (Staph - CNS negativo para coagulasa)
Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol
Composicién en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
Inéculo t=0 h Control
ufc/ml 1018 1077 1076 1015 1074 1073 1072 0 (sin bacterias)
composicion 2d rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2e rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicion 2d amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2e rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
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t=24 h
composicion 2d amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2e rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion 2f rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
Tabla 52 Bacterias: E-Coli
Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol
Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
Inéculo t=0 h Control
0 (sin
ufc/ml 1078 1077 1076 1075 10”4 1073 1072 bacterias)
composicion
2d rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
2e rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
2f rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12h
composicion
2d naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo
composicion
2e naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo
composicion
2f naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo rojo rojo
t=24 h
composicion
2d naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo rojo
composicion
2e rojo rojo rojo rojo rojo naranja/rojo | naranja/rojo rojo
composicion
2f rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
Tabla 53 Bacterias: Staph aureus
Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 10 % de leche entera en polvo esterilizada
Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
Inéculo t=0 h Control
0 (sin
ufc/ml 1078 1077 1076 1075 10”4 1073 1072 bacterias)
composicion
30a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
30b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
30c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12h
composicion
30a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
composicion
30b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo naranja rojo
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composicion

30c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo
t=24 h

composicion

30a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

30b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

30c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

Tabla 54 Bacterias: Strep uberis

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 10 % de leche entera esterilizada

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1072 bacterias)

composicion

30a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

30b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

30c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

30a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo

composicion

30b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo

composicion

30c amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion

30a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

30b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo

composicion

30c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo

Tabla 55 Bacterias: Staph epidermidis (Staph - CNS negativo para coagulasa)

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 10 % de leche entera en polvo esterilizada

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1072 bacterias)

composicion

30a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

30b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

30c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h
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composicion

30a amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo

composicion

30b amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

30c amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion

30a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo

composicion

30b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo

composicion

30c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo

Tabla 56 Bacterias: E-Coli

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 10 % de leche entera en polvo esterilizada

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1072 bacterias)

composicion

30a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

30b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

30c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

30a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

30b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

30c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
t=24 h

composicion

30a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

30b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

30c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

Tabla 57 Bacterias: Staph aureus

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 3 % de caseina bovina de sodio

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1072 bacterias)

composicion

31a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

31b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
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composicion

31c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

31a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo

composicion

31b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo

composicion

31c naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo rojo
t=24 h

composicion

31a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

31b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

31c naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo

Tabla 58 Bacterias: Strep uberis

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 3 % de caseina bovina de sodio

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1018 1077 1076 1075 1074 1073 1012 bacterias)

composicion

31a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

31b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

31c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

31a amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo

composicion

31b amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

31c amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion

31a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo

composicion

31b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

31c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

Tabla 59 Bacterias: Staph epidermidis (Staph - CNS negativo para coagulasa)

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 3 % de caseina bovina de sodio

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
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Inéculo t=0 h Control
0 (sin
ufc/ml 1048 10 A7 1046 1045 1074 10 A3 1072 bacterias)
composicion
31a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
31b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
31c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicion
31a amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo
composicion
31b amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
31c naranja naranja rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h
composicion
31a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
composicion
31b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
composicion
31c naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo
Tabla 60 Bacterias: E-Coli
Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 3 % de caseina bovina de sodio
Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
Inéculo t=0 h Control
0 (sin
ufc/ml 108 1077 1076 1075 10”4 1073 1072 bacterias)
composicion
31a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
31b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
31c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicién  |amarillo/naranj
31a a amarillo/naranja | amarillo/naranja | amarillo/naranja | amarillo/naranja | amarillo/naranja | amarillo/naranja rojo
composicion
31b naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo
composicion
31c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h
composicion
31a naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo rojo
composicion
31b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
composicion
31c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

Tabla 61 Bacterias: Staph aureus

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 5 % de lactosa

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
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Inéculo t=0h Control
0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 10”4 1073 1072 bacterias)

composicion

32a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

32a amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion

32a amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

Tabla 62 Bacterias: Strep uberis

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 5 % de lactosa

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1012 bacterias)

composicion

32a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

32a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion

32a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

Tabla 63 Bacterias: Staph epidermidis (Staph - CNS negativo para coagulasa)

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 5 % de lactosa

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB
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In6culo t=0 h Control
0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 10”4 1073 1072 bacterias)

composicion

32a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

32a amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion

32a amarillo naranja rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

Tabla 64 Bacterias: E-Coli

Medio: caldo de soja triptico + rojo de fenol + 5 % de lactosa

Composicion en los pocillos: 80 ul de medio + 20 ul de bacterias en TSB

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 10”4 1073 1072 bacterias)

composicion

32a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

32b rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

33c rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

32a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

32b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

33c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
t=24 h

composicion

32a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

32b amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

33c amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
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Tabla 65 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion 2d, 46 o0 47 + 20 ul de muestra bacteriana 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f 0 2g

ES2952442 T3

Inéculo t=0 h Control
0 (sin

ufe/ml 1078 10A7 1076 10175 1074 1073 102 nacterias)

composicion

2d rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

46 rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

47 rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

2d amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

46 amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo

composicion

47 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo rojo
t=16 h

composicion

2d amarillo amarillo naranja rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

46 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo naranja rojo rojo

composicion

47 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
t=24 h

composicion

2d amarillo amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

46 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

47 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

Tabla 66 Bacterias: E-Coli

80 ul de composicion 2d, 31a o 32a + 20 ul de muestra bacteriana 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1fo 1g

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1072 oacterias)

composicion

32a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

31a rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

2d rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

32a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

31a naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo

composicion

2d naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo
t=24 h

composicion

32a amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
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composicion

31a naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo rojo

composicion

2d naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo | naranja/rojo rojo

Tabla 67 Bacterias: E-Coli

80 ul de composicion 43, 44 o 45 + 20 ul de muestra bacteriana 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1fo 1g

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1072 bacterias)

composicion

45 rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

44 rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

43 rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

45 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

44 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

43 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
t=24 h

composicion

45 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

44 naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo

composicion

43 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

Tabla 68 Bacterias: E-Coli

80 ul de composicion 40, 41 o0 42 + 20 ul de muestra bacteriana 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1fo 1g

Inéculo t=0 h Control

0 (sin

ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1072 bacterias)

composicion

42 rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

41 rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo

composicion

40 rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=12 h

composicion

42 amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

composicion

41 naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo

composicion

40 Amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo
t=24 h

composicion

42 Amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo amarillo rojo

62




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2952442 T3

composicion
41 Naranja naranja naranja naranja naranja naranja naranja rojo
composicion
40 Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo rojo
Tabla 69 Bacterias: Staph aureus
80 ul de composicion 48 + 20 ul de muestra bacteriana 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2fo2g
Inéculo t=0 h Control
0 (sin
ufc/ml 1078 1077 1076 1075 1074 1073 1072 bacterias)
composicion
48 Rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
t=24 h
composicion
48 Amarillo amarillo rojo rojo rojo rojo rojo rojo
Tabla 70 Bacterias: E-Coli
80 ul de composicion 2e, 33, 34, 38, 39 + 20 ul de muestra bacteriana 1b, 1d o 1f
Inéculo t=0 h Control
ufc/ml 1077 1075 1073 0 (sin bacterias)
composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 33 Rojo rojo rojo rojo
composicion 34 Rojo rojo rojo rojo
composicion 38 Rojo rojo rojo rojo
composicion 39 Rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicion 2e naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo rojo
composicion 33 naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo rojo
composicion 34 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 38 naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo rojo
composicion 39 naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo rojo
t=24 h
composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 33 Rojo rojo rojo rojo
composicion 34 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 38 Rojo rojo rojo rojo
composicion 39 Rojo rojo rojo rojo

Tabla 71 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion 2e, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 + 20 ul muestra bacteriana 2b, 2d o 2f
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Inéculo t=0 h Control
ufc/ml 1077 1075 1073 0 (sin bacterias)
composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 33 Rojo rojo rojo rojo
composicion 34 Rojo rojo rojo -
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composicion 35 - rojo - rojo
composicion 36 Rojo rojo rojo rojo
composicion 37 Rojo rojo rojo rojo
composicion 38 Rojo rojo rojo rojo
composicion 39 Rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicion 2e Naranja rojo rojo rojo
composicion 33 Amarillo amarillo rojo rojo
composicion 34 Amarillo amarillo naranja -
composicion 35 - rojo - rojo
composicion 36 Amarillo amarillo rojo rojo
composicion 37 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 38 Naranja naranja rojo rojo
composicion 39 Amarillo amarillo rojo rojo
t=16 h
composicion 2e Naranja rojo rojo rojo
composicion 33 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 34 Amarillo amarillo amarillo -
composicion 35 - rojo - rojo
composicion 36 Amarillo amarillo naranja rojo
composicion 37 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 38 Naranja naranja naranja rojo
composicion 39 Amarillo amarillo amarillo rojo
t=24 h
composicion 2e Amarillo rojo rojo rojo
composicion 33 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 34 Amarillo amarillo amarillo -
composicion 35 - rojo - rojo
composicion 36 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 37 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 38 naranja/rojo naranja/rojo naranja/rojo rojo
composicion 39 Amarillo amarillo amarillo rojo

Tabla 72 Bacterias: Strep uberis

80 ul de composicion 2e, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 + 20 ul de muestra bacteriana 3b, 3d o 3f

64

Inéculo t=0 h Control
ufc/ml 1077 1075 1073 0 (sin bacterias)
composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 33 Rojo rojo rojo rojo
composicion 34 Rojo rojo rojo -
composicion 35 - rojo - rojo
composicion 36 Rojo rojo rojo rojo
composicion 37 Rojo rojo rojo rojo
composicion 38 Rojo rojo rojo rojo
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composicion 39 Rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 33 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 34 Amarillo amarillo amarillo -
composicion 35 - rojo - rojo
composicion 36 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 37 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 38 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 39 Amarillo amarillo amarillo rojo
t=16 h
composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 33 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 34 Amarillo amarillo amarillo -
composicion 35 - amarillo - rojo
composicion 36 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 37 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 38 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 39 Amarillo amarillo amarillo rojo
t=24 h
composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 33 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 34 Amarillo amarillo amarillo -
composicion 35 - amarillo - rojo
composicion 36 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 37 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 38 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 39 Amarillo amarillo amarillo rojo
Tabla 73 bacterias: E-Coli
80 ul de composicion 40, 43 o 45 + 20 ul de muestra bacteriana 1b, 1d o 1f
Inéculo t=0 h Control
ufc/ml 1077 1075 1073 0 (sin bacterias)
composicion 49 Rojo rojo rojo rojo
composicion 50 Rojo rojo rojo rojo
composicion 51 Rojo rojo rojo rojo
t=12 h
composicion 49 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 50 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 51 Amarillo amarillo amarillo rojo
t=24 h
composicion 49 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 50 Amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 51 Amarillo amarillo amarillo rojo
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Tabla 74 Bacterias: Staph aureus

ES2952442 T3

80 ul de composicion 40, 43 o 45 + 20ul muestra bacteriana 2b, 2d o 2f

Inéculo t=0 h Control
ufc/ml 1077 1075 1073 0 (sin bacterias)
composicion 49 Rojo rojo rojo rojo
composicion 50 Rojo rojo rojo rojo
composicion 51 Rojo rojo rojo rojo

t=24 h
composicion 49 Rojo rojo rojo rojo
composicion 50 Rojo rojo rojo rojo
composicion 51 Rojo rojo rojo rojo
Tabla 75 Bacterias: Strep uberis
80 ul de composicion 40, 43 o 45 + 20ul muestra bacteriana 3b, 3d o 3f
Inéculo t=0h Control
ufc/ml 1077 1075 1073 0 (sin bacterias)
composicion 49 Rojo rojo rojo rojo
composicion 50 Rojo rojo rojo rojo
composicion 51 Rojo rojo rojo rojo

t=24 h
composicion 49 Rojo rojo rojo rojo
composicion 50 Rojo rojo rojo rojo

Tabla 76 Bacterias: E-Coli

80 ul de composicion 2e, 53 o 54 + 20 ul de muestra bacteriana 1b, 1d o 1f

Inéculo t=0 h

ufc/ml 1077 1075 1073

composicion 2e Rojo rojo rojo

composicion 53 Rojo rojo rojo

composicion 54 Rojo rojo rojo
t=24 h

composicion 2e Rojo rojo rojo

composicion 53 Rojo rojo rojo

composicion 54 Rojo rojo rojo

Tabla 77 Bacterias: Strep uberis

80 ul de composicion 2e, 53 o0 54 + 20 ul de muestra bacteriana 3b, 3d o 3f

Inéculo t=0h

ufc/ml 1077 1075 1073
composicion 2e Rojo rojo rojo
composicion 53 Rojo rojo rojo
composicion 54 Rojo rojo rojo
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t=24 h
composicion 2e Rojo rojo rojo
composicion 53 Amarillo amarillo amarillo
composicion 54 Amarillo amarillo amarillo

Tabla 78 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion 2e, 53 o 54 + 20 ul de muestra bacteriana 2b, 2d o 2f

Inéculo t=0 h

ufc/ml 1077 1075 1073

composicion 2e Rojo rojo rojo

composicion 53 Rojo rojo rojo

composicion 54 Rojo rojo rojo
t=24 h

composicion 2e Rojo rojo rojo

composicion 53 Amarillo amarillo amarillo

composicion 54 Amarillo amarillo amarillo

Tabla 79 Bacterias: Staph epidermidis

80 ul de composicion 55 + 20 ul de muestra bacteriana 12a o 12b

Inéculo t=0 h t=0 h
ufc/ml 1077 1015
composicion 55 Rojo rojo
t=19h t=19h
composicion 55 Rojo rojo

Tabla 80 Bacterias: Staph epidermidis

80 ul de composicion 55 + 20 ul de muestra bacteriana 7b o 7d

Inéculo t=0h t=0h
ufc/ml 1077 1015
composicion 55 Rojo rojo
t=19h t=19h
composicion 55 Amarillo amarillo

Tabla 81 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion 55 + 20 ul de muestra bacteriana 2d o 2f

Inéculo t=0 h t=0 h
ufc/ml 1015 1073
composicion 55 Rojo rojo
t=19h t=19h
composicion 55 Rojo rojo

Tabla 82 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion 55 + 20 ul de muestra bacteriana 5d o 5f

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2952442 T3

Inéculo t=0 h t=0 h
ufc/ml 1075 1073
composicion 55 Rojo rojo
t=19h t=19h
composicion 55 Amarillo amarillo

Tabla 83 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion 57 + 20 ul de muestra bacteriana 2d o 2f

Inéculo t=0 h t=0h
ufc/ml 1075 1073
composicion 57 amarillo claro | amarillo claro
t=19h t=19h
composicion 57 amarillo claro | amarillo claro

Tabla 84 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion 57 + 20 ul de muestra bacteriana 5d o 5f

Inéculo t=0 h t=0h
ufc/ml 1075 1073
composicion 57 Blanco blanco

t=19h t=19h
composicion 57 Negro negro

Tabla 85 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion liofilizada 59 + 80 ul de muestra bacteriana 2c, 2d, 2e, 2f 0 2g

Inéculo t=0 h

ufc/ml 10”6 1015 10”4 1073 1072

composicion 59 amarillo claro | amarillo claro | amarillo claro | amarillo claro | amarillo claro
t=16 h

composicion 59 marrén claro | marron claro | amarillo claro | amarillo claro | amarillo claro

Tabla 86 Bacterias: Staph aureus

80 ul de composicion liofilizada 59 + 80 ul de muestra de bacterias 5c, 5d, 5e, 5f 0 5g

Inéculo t=0h

ufc/ml 1076 1015 1074 1073 1072

composicion 59 Blanco blanco blanco blanco blanco
t=16 h

composicion 59 Negro negro negro negro negro

Tabla 87 Bacterias: E-Coli

80 ul de composicion 2e, 33 0 49 + 20 ul de muestra bacteriana 10a, 10b o 10c
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Inéculo t=0 h Control
0 (sin
ufc/ml 1077 1075 1073 bacterias)
composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 39 Rojo rojo rojo rojo
composicion 52 Rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion 2e Rojo rojo rojo rojo
composicion 39 Rojo rojo rojo rojo
composicion 52 Amarillo amarillo amarillo rojo

Tabla 88 Bacterias: E-Coli

80 ul de composicion 2e, 36 o 37 + 20 ul de muestra bacteriana 10a, 10b o 10c

Inéculo t=0 h Control
0 (sin
ufc/ml 1077 1075 1073 bacterias)
composicion 2e rojo rojo rojo rojo
composicion 36 rojo rojo rojo rojo
composicion 37 rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion 2e rojo rojo rojo rojo
composicion 36 rojo rojo rojo rojo
composicion 37 rojo rojo rojo rojo

Tabla 89 bacterias: Strep uberis

80 ul de composicion 2e, 36, 40, 49, 33 o0 52 + 20 ul de muestra bacteriana 11a, 11b u 11c

Inéculo t=0 h Control
0 (sin
ufc/ml 1077 1075 1013 bacterias)
composicion 2e rojo rojo rojo rojo
composicion 39 rojo rojo rojo rojo
composicion 52 rojo rojo rojo rojo
composicion 49 rojo rojo rojo rojo
composicion 36 rojo rojo rojo rojo
composicion 37 rojo rojo rojo rojo
t=24 h

composicion 2e rojo rojo rojo rojo
composicion 39 amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 52 amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 49 rojo rojo rojo rojo
composicion 36 amarillo amarillo amarillo rojo
composicion 37 amarillo amarillo amarillo rojo
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leche | caseina
Caldo de entera| sédica
soja |Rojodel en | (leche a K B-lacto- [Suero| Lacto- |Lacto-| Mani-Saca-Treha-
IComposicion triptico | fenol | polvo | bovina) |[CaseinalCaseinalcaseinalglobulinabovinolalbuminafferrinalLactosaDextrosa| tol |rosa| losa | Comentario
icomposicion 2f 99,90 % 10,10 %
icomposiciéon 30a 89,975 %|0,025 %| 10 %
icomposicion 30b 89,95 % 10,05 %[ 10 %
icomposicion 30c 89,90 % 10,10 % | 10 %
icomposicién 31a 196,975 %[0,025 %) 3%
composicion 31b 96,95 % (0,05 % 3%
icomposicién 31c 96,90 %{0,10 % 3%
icomposicion 32a 94,975 %|0,025 %) 5,0 %
icomposicion 32b 94,95 % 0,05 % 5,0 %
lcomposicién 32c 94,90 % 0,10 % 5,0 %
icomposicion 33 98,95 %|0,05 % 1,0 %
icomposicion 34 91,95 % 10,05 % 50 % 3,0 %
icomposicion 35 98,95 % 10,05 % 1,0 %
Centrifugada,
sedimento
descartado,
obrenadant
usado
icomposicion 36 98,95 % 10,05 % 1,0 % solamente
Centrifugada,
sedimento
descartado,
obrenadant
usado
icomposicion 37 98,95 %[ 0,05 % 1,0 % solamente
icomposicion 38 98,95 % | 0,05 % 1,0 %
icomposicion 39 98,95 % | 0,05 % 1,0 %
Centrifugada,
sedimento
descartado,
obrenadant
usado
icomposicion 40 98,95 % | 0,05 % 1,0 % solamente
icomposicion 41 98,975 %[0,025 %) 1,0 %
icomposicion 42 98,975 %[0,025 %) 1,0 %
icomposicion 43 98,975 %[0,025 %) 1,0 %
icomposicion 44 199,875 %]0,025 %) 0,1 %
icomposicion 45 198,975 %]0,025 %) 1,0 %
icomposicion 46 99,875 %|0,025 %) 0,1%
icomposicion 47 99,575 %|0,025 %) 0,4 %
icomposicion 48 94,975 %|0,025 %) 5,0 %
icomposicion 49 98,95 % 10,05 % 1,0 %
icomposicion 50 98,95 % 10,05 % 1,0 %
icomposicion 51 98,95 % 10,05 % 1,0 %
icomposicion 52 97,95 % 10,05 % 1,0 % 1,0 % 1,0 %
icomposicion 53 98,95 % 10,05 % 1,0 % 1,0 %
icomposiciéon 54 98,95 % 10,05 % 1,0 % 1,0 %
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REIVINDICACIONES

1. Un método para realizar una prueba de susceptibilidad antimicrobiana en una muestra biolégica obtenida de un ser
humano o animal no humano, en donde el ser humano o animal no humano puede estar infectado por, o0 en riesgo de
infeccién por, una o més bacterias causantes de infeccion, comprendiendo el método,

(i) proporcionar una mezcla de reaccion que comprende una muestra bioldgica obtenida de un ser humano o
animal no humano y medios de susceptibilidad que comprendan medios de crecimiento, un agente
antimicrobiano, rojo de fenol y un agente estabilizador; y

(i) determinar la susceptibilidad de una o mas bacterias de la muestra al agente antimicrobiano observando un
cambio de color cuando se mezcla la muestra con el medio de susceptibilidad,

en donde el rojo de fenol esta presente en la mezcla de reaccion entre el 0,0035% y el 0,30%, que es en una cantidad
suficiente para inhibir el crecimiento de una o mas bacterias causantes de infeccién si no fuera por la presencia del
agente estabilizador,

— y en donde el agente estabilizador comprende una proteina derivada de la leche o un extracto de proteina
derivada de la leche para bacterias Gram positivas, y

— el agente estabilizador comprende un hidrato de carbono para bacterias Gram negativas.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde la proteina derivada de la leche o el extracto de proteina derivada de
la leche se selecciona de uno o mas del grupo que consiste en a-caseina, B-caseina (incluyendo una o mas de las
variantes A1, A2, A3, B, C, D, E y F), caseina sddica (por ejemplo, que comprende a-caseina, 3-caseina y k-caseina),
K-caseina, B-lactoglobulina, proteina de suero, lactoalbumina, lactoferrina, leche y leche en polvo, y combinaciones de
las mismas.

3. El método segun la reivindicacion 1, en donde el carbohidrato se selecciona de uno o mas del grupo que consiste
en dextrosa, manitol, lactosa, trehalosa y sacarosa.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la muestra biolégica se selecciona del
grupo que consiste en leche, muestra de liquido del Utero, muestra de sangre entera, plasma, suero, muestra de
liquido folicular ovarico, muestra de liquido seminal, liquido cefalorraquideo, saliva, esputo, orina, efusiones pleurales,
liquido intersticial, liquido sinovial, linfa y lagrimas.

5. El método segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el medio de susceptibilidad comprende uno
0 mas medios de crecimiento seleccionados del grupo que consiste en caldo de soja triptico, caldo Mueller Hinton.

6. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el método comprende identificar bacterias
Gram positivas y/o Gram negativas en la muestra y el agente estabilizante es leche.

7. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde cuando la muestra biol6gica es leche no
es necesario que la mezcla de reaccion comprenda un agente estabilizante.

8. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la infeccién es mastitis o metritis.

9. Un método segun la reivindicacién 8, en donde la mastitis 0 metritis es mastitis bovina o metritis bovina, y en donde
la bacteria causante de la mastitis bovina 0 metritis bovina se selecciona de uno o mas de los géneros consistentes
en Streptococcus, Staphylococcus y bacterias Gram negativas.

10. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el método comprende ademas una etapa
de identificacion de bacterias previa, paralela o posterior a la prueba de susceptibilidad antimicrobiana.

11. Un kit de prueba para realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en bacterias Gram positivas que causan
infeccion en un ser humano o un animal no humano, comprendiendo el kit de prueba reactivos para realizar pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana en una muestra de prueba de un ser humano o un animal no humano segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, junto con instrucciones de uso, en donde los reactivos comprenden un medio
de crecimiento, un agente antimicrobiano, rojo de fenol y un agente estabilizador que comprende una proteina derivada
de la leche o un extracto de proteina derivada de la leche, y en donde el rojo de fenol esta presente en la mezcla de
reaccion del kit de prueba entre el 0,0035% y el 0,30%.

12. Un kit de prueba para realizar pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en bacterias Gram negativas que causan
infeccion en un ser humano o un animal no humano, comprendiendo el kit de prueba reactivos para realizar pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana en una muestra de prueba de un ser humano o un animal no humano segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, junto con instrucciones de uso, en donde los reactivos comprenden un medio
de crecimiento, un agente antimicrobiano, rojo de fenol y un agente estabilizador que comprende un hidrato de
carbono, y en donde el rojo de fenol esta presente en la mezcla de reaccién del kit de prueba entre el 0,0035% y el
0,30%.
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FIGURA 3
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