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Evento: 378
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Via Nacional
Via PCT (Fase Nacional) X Capitulo | Capitulo 11
No. Solicitud Internacional PCT/FR2011/051624
Fecha de Presentacion Internacional 07/07/2011

Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de la
Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Rad. N° 13-024077-00000-0000
Reivindicaciones: Rad. N° 13-024077-00000-0000
Dibujos: Rad. N° 13-024077-00000-0000
Prioridad: FR 1055574

2. Analisis de la Prioridad

6/Febrero/2013
6/Febrero/2013
6/Febrero/2013
8/Julio/2010

Se acepta la reivindicacion de prioridad porque ésta solicitud fue presentada dentro del
plazo establecido (Art. 9 D 486) y su contenido técnico corresponde con el de la

prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invencion

De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.2.2.2 del Capitulo Primero del Titulo X
de la Circular Unica para efectos del examen de patentabilidad, se tendra en cuenta la
tasa pagada por el solicitante al momento de comenzar el examen para las
reivindicaciones adicionales; esto es que cuando la solicitud contenga mas de diez (10)
reivindicaciones y no se haya pagado la tasa complementaria, sélo se estudiaran las
cubiertas por la tasa pagada. Por lo tanto, se estudiaran las reivindicaciones 1 a 17.
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Titulo de la solicitud: “Procedimiento de detencidn directa e identificacion de un
microorganismo en una muestra bioldgica diluida en un caldo de enriquecimiento” (Ver
pagina 1 del radicado N° 13-024077-0000-0000).

El problema planteado en esta solicitud consiste en proporcionar procedimientos para la
deteccién directa y en tiempo real de un microorganismo en una muestra diluida o en
suspension en un caldo de enriquecimiento, en el interior de un recipiente cerrado.

Para resolver este problema técnico, la solicitud en estudio proporciona un
procedimiento de deteccién de por lo menos un microorganismo presente en una
muestra colocada en un recipiente cerrado que comprende colocar la muestra en el
recipiente con por lo menos un medio de cultivo y un soporte capaz de capturar el
microorganismo(s) a detectar; cerrar el recipiente, colocar el recipiente en condiciones
capaces de permitir el crecimiento del microorganismo y detectar dentro del recipiente
cerrado, utilizando un medio de deteccion la presencia del microorganismo(s) fijados
sobre el soporte de captura.

El objeto de la presente solicitud se relaciona con la Clasificacién Internacional de
Patentes (CIP): C 12 Q 1/00 // 1/04 // 1/68, C 12 M 1/28 // 1/34, B 01 L 3/00, G 01 N
33/569 // 27/26.

4. De la solicitud de patente
Titulo

El titulo no permite distinguir el objeto a proteger, por lo tanto es necesario cambiar el
titulo, siendo este coincidente con el preambulo de las reivindicaciones, por ejemplo el
titulo podria ser “Procedimiento de detencién directa e identificacibn de un
microorganismo en una muestra bioldgica diluida en un caldo de enriquecimiento
colocada en un recipiente cerrado-.

Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

Durante la evaluacion de claridad y concision de las reivindicaciones, esta Oficina
encontré que:

e Las reivindicaciones 1, a 5, 7, 8 y 10 a 17, no son claras porque presentan
términos generales “condiciones capaces”, “medio de detencion”, “soporte”,
“microorganismos”, “sistema indicador”, “confirmar la detencion”, “pareja de
union especifica o no especifica”, “detector”, que sugieren de forma imprecisa
que la proteccidn se extiende a otras posibles variaciones o modificaciones.

e Las reivindicaciones 1, 3 y 8 no son claras porque presentan términos indefinidos
ylo imprecisos “por lo menos”, “potencialmente”, utilizados para definir el rango
de varias caracteristicas del procedimiento deben eliminarse. Estos términos no
permiten establecer un intervalo puntual para cada una de las caracteristicas
técnicas, no siendo estas precisas y por lo tanto no claras, ya que no permiten
una comparacion con el estado de la técnica.

5. Determinacion del Estado de la Técnica

El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la
solicitud de prioridad, es decir, 8 de julio de 2010.

Consultadas las fuentes de informaciébn con que se cuenta, se encontraron los
siguientes documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:
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item Documento Titulo Fecha de Publicacién
D1 EP 0446972 Device and methods for detecting 18/Septiembre/1991
microorganisms
“Method for the real-time detection of
D2 WO 2009/122069 microorganisms in a liquid culture medium by 8/Octubre/2009
agglutination”
“Method for the detection and/or identification of
bacteria present in a sample”

D3 | WO 2004/092401 28/Octubre/2004

El documento D1* divulga un instrumento y un recipiente sellable (1) para detectar la
presencia de microorganismos en una muestra, el recipiente que contiene un medio de
cultivo liguido que comunica con un medio de sensor (2) que contienen un medio
indicador en el mismo. Los cambios en el medio indicador resultantes del cambio de pH
o cambio en la concentracion de CO; en el medio se detectan desde fuera del
recipiente (Resumen).

El documento D2? divulga un método para la deteccion de probabilidades de estar
presentes en una muestra de al menos un microorganismo, que comprende las etapas
de: a) poner en contacto, en un recipiente: un medio de cultivo que permite el
crecimiento y/o la deteccion de microorganismos, con dicha muestra y un sustrato
sélido que esta siendo sensibilizado; b) someter el conjunto a una temperatura que
promueve el crecimiento y/o la deteccién de microorganismos, y c) observar, en tiempo
real, la aparicion de una aglutinacion indica la presencia de un microorganismo o
microorganismos o confirmando dijo que la presencia cuando dichos microorganismos
se detectan en dicho medio de cultivo cuando la etapa b) se ha completado. La
presente invencion también se refiere a un método para detectar e identificar probable
que esté presente en una muestra de al menos un microorganismo objetivo (resumen).

El documento D3® divulga un método para la deteccién y/o identificacion de bacterias
presentes en una muestra liqguida o solida, caracterizado porque la muestra que
contiene dichas bacterias se coloca en un medio de cultivo liquido en un primer
recipiente; que comprende un segundo recipiente al menos una se proporciona el
sistema de deteccidn; se proporciona un medio para transferir entre los primero y
segundo recipientes; una temperatura T1 se aplica al interior del segundo recipiente, a
continuacion, una temperatura T2 se aplica al interior del segundo recipiente, la
temperatura T1 es mayor que la temperatura T2 de tal manera que un volumen definido
de medio de cultivo se transfiere desde el primer recipiente al segundo recipiente; la
presencia o ausencia de bacterias se determina y/o las bacterias se identifica en el
sistema de deteccion.

6 . Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
Novedad (Art 16 D486)
La reivindicacion 1 consiste en “Procedimiento de deteccion de por lo menos un

microorganismo presente en una muestra colocada en un recipiente cerrado (...)” (Ver
pagina 44 del radicado N° 13-024077-00000-0000).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales D1
Procedimiento de deteccién de por lo menos un | Un dispositivo y un método para detectar y/o
microorganismo _ presente _en una muestra | identificar de forma continua la presencia de

1http://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?
CC=EP&NR=0446972B1&KC=B1&FT=D&ND=&date=19970827&DB=&&locale=en_EP

2 http://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?
DB=EPODOC&II=0&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20091008&CC=WO&NR=200912
2069A1&KC=A1

3http://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/originalDocument?
CC=WO&NR=2004092401A1&KC=A1&FT=D&ND=3&date=20041028&DB=EPODOC&Iocale=en_EP
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cerrado,
dicho

colocada en un recipiente
comprendiendo esencialmente
procedimiento las siguientes etapas:

microorganismos en una muestra que
(resumen, reivindicacién 1).

incluye

a) Coloca dicha muestra en contacto en el
recipiente con por lo menos un medio de cultivo y
un soporte capaz de capturar el microorganismo o
los microorganismos a detectar.

El dispositivo tiene una cadmara interna en el que un
espécimen puede ser cultivado con un medio de
cultivo, que tiene un sensor (reivindicacion 1).

El espécimen se afiade a un medio especialmente
formulado que realiza la producciéon de ciertos
productos metabdlicos microbianos, que son
detectados por un sensor desechable Gnico en un
contenedor. El sensor comprende una composicion
sélida o membrana, la cual nos referimos como un
sistema adjunto o medio de soporte, con un medio
indicador inmovilizado sobre o dentro de ella (Pag.
4, lineas 9 a 14).

b) Cerrar el recipiente.

Un contenedor de muestras se puede sellar con un
medio de sellado (reivindicacién 1).

El recipiente se sella con un tapdn convencional, tal
como un tapén de goma (Pag. 4., linea 29)

¢) Colocar el recipiente en condiciones capaces
de permitir el crecimiento del microorganismo o
los microorganismos.

Las botellas fueron colocadas en el instrumento
como se describe anteriormente, y se inocularon a
35 °C durante 24 a 48 horas.

d) Detectar, dentro de dicho recipiente cerrado,
utilizando un medio de deteccion, la presencia del
microorganismo o de los microorganismos fijados
sobre el soporte de captura.

Los cambios en la apariencia de los sensores se
puede monitorizar en forma continua desde el
exterior de dicho recipiente a través de una seccién
transparente, por lo tanto el seguimiento de la
actividad biol6gica sin violar la integridad de dicho
recipiente después del sellado, dicho medio
detector comprende una membrana y un medio
indicador, siendo seleccionado el medio indicador
por su capacidad para exhibir un cambio detectable
cuando se expone a los productos de la actividad
metabdlica de un organismo, en el que dicho medio
de sellado incorpora dichos medios sensores
(reivindicacion 1).

Este sensor incorpora solucién indicadora universal
de Eastman Kodak, que cambia colores de pH 4 a
10 (ej. 4, Pag. 9, lineas 6).

Un indicador de pH puede ser encapsulado dentro
de una matriz de polimero (Pag. 5, linea 9).

El dispositivo de la invencién proporciona un medio
no invasivo para detectar la presencia de
microorganismos en muestras clinicas, tales como
muestras de sangre u otros fluidos corporales, y en
muestras no clinicas midiendo un aumento en los
productos metabolicos producidos por
microorganismo (Pag. 4, lineas 9 a 11).

De acuerdo con la tabla anterior, las caracteristicas esenciales del procedimiento de la
reivindicacion 1 habian sido divulgadas previamente en el documento D1, por lo tanto,

la materia reivindicada no es nueva.

En consecuencia, la reivindicacion 1 no es nueva, segun lo divulgado en el documento

D1.

Asimismo, el documento D1 divulga las caracteristicas de las reivindicaciones

dependientes asi:

e Reivindicacion 2 y 7, el espécimen se afiade a un medio especialmente

formulado que realiza

la produccion de ciertos productos metabdlicos

microbianos, que son detectados por un sensor desechable Unico en un
contenedor. El sensor comprende una composicién sélida o membrana, la cual
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nos referimos como un sistema adjunto o medio de soporte, con un medio
indicador inmovilizado sobre o dentro de ella (Pag. 4, lineas 9 a 14).

e Reivindicacién 6, las mediciones externas se pueden hacer mediante inspeccion
visual o con un instrumento que mide por reflectancia (Pag. 4, lineas 49 y 50).

e Reivindicacion 12, los productos metabdlicos microbianos se miden en la fase
liguida en la botella de cultivo (Pag. 4, lineas 45 a 49).

e Reivindicacién 13, el sensor comprende una composicién sélida o membrana, la
cual nos referimos como un medio de soporte, con un medio indicador
inmovilizado sobre o dentro de ella (Pag. 4, lineas 13 y 14). El medio de
unién/soporte puede ser una sustancia tal como celulosa, a la que un indicador
de pH puede ser unido covalentemente usando reacciones organicas (...) Otros
materiales de soporte iGnicos que se pueden utilizar son positivos o0 resinas
idnicas cargadas negativamente, tales como dietilamino etil (DEAE) o resina de
DEAE celulosa. El pretratamiento del material de soporte con una proteina puede
ser requerido si la membrana indicadora ha de estar en contacto directo con el
medio de crecimiento microbiano (Pag. 5, lineas 31 a 36).

e Reivindicacion 14, el medio indicador comprende al menos una especie
molecular sensible al pH.

Las reivindicaciones dependientes 2, 6, 7 y 12 a 14 no mencionan alguna caracteristica

gue haga nuevo el procedimiento de la reivindicacién 1, por lo cual se considera que no
son nuevas.

Nivel inventivo (Art18 D486)
La reivindicacion 3 consiste en “Procedimiento de deteccion de por lo menos un

microorganismo presente en una muestra colocada en un recipiente cerrado (...)” (Ver
pagina 44 del radicado N° 13-024077-00000-0000).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales

D1

D3

Procedimiento segun las
reivindicaciones anteriores, que
incluye:

Un dispositivo y un método
para detectar y / o identificar
de forma continua la presencia
de microorganismos en una
muestra que incluye (resumen,
reivindicacién 1).

Método para la deteccion y/o
identificacion de  bacterias
presentes en una muestra
liguida o soélida (resumen)
caracterizado porque:

Una etapa intermedia c’) que
consiste en la transferencia de
toda la mezcla, o parte de ella,
constituida por dicha muestra, el
medio de cultivo, el soporte
capaz de capturar el
microorganismo 0 los
microorganismos a detectar, y
potencialmente del sistema
indicador de presencia desde el
recipiente, en este caso
denominado recipiente principal,
a por lo menos un segundo
recipiente denominado
recipiente secundario.

No menciona.

a) Se coloca en un primer
recipiente, la muestra que se
sospecha que contiene dichas
bacterias en un medio de
cultivo liquido, b) que tiene un
segundo recipiente que
comprende al menos un
sistema de deteccion de
bacterias (Pag. 5, lineas 1 a
4).

Un segundo recipiente que
comprende al menos un
sistema de deteccién, vy
significa por lo menos hay una
transferencia entre un primer

recipiente 'y el segundo
recipiente (Pag. 7, lineas 21 a
23).

Se transfiere un volumen

definido muestra (600 pl) del
primer recipiente (1) al
segundo recipiente (4) (Pag.
11, lineas 28 y 29).
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Los documentos D1 y D3 se consideran el estado de la técnica cercano a la invencion
definida en la reivindicacion 3 porque divulgan procedimientos para identificar
microorganismos.

La diferencia entre la invencion definida en la reivindicacion 3 y el procedimiento de D1
consiste en que en este Ultimo no se menciona una etapa intermedia ¢’) que consiste
en la transferencia de toda la mezcla, o parte de ella, constituida por dicha muestra, el
medio de cultivo, el soporte capaz de capturar el microorganismo o los
microorganismos a detectar, y potencialmente del sistema indicador de presencia desde
el recipiente, en este caso denominado recipiente principal, a por lo menos un segundo
recipiente denominado recipiente secundario.

El efecto que logra el incluir (“etapa intermedia c’) que consiste en la transferencia de
toda la mezcla, o parte de ella, constituida por dicha muestra, el medio de cultivo, el
soporte capaz de capturar el microorganismo o los microorganismos a detectar, y
potencialmente del sistema indicador de presencia desde el recipiente, en este caso
denominado recipiente principal, a por lo menos un segundo recipiente denominado
recipiente secundario”) es que se proporciona un enriquecimiento secundario
aumentando la poblaciéon de microorganismos objetivo mejorando la especificidad de la
deteccidn del microorganismo(s), por lo cual es mas eficiente.

Por lo tanto, el Problema Técnico Objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: ¢,como modificar el procedimiento conocido en D1 para mejorar la
especificidad en la deteccion del microorganismo(s) para hacerlo mas eficiente?.

Sin embargo, la la transferencia de toda la mezcla, o parte de ella, constituida por dicha
muestra, el medio de cultivo, el soporte capaz de capturar el microorganismo o los
microorganismos a detectar, y potencialmente del sistema indicador de presencia desde
el recipiente, en este caso denominado recipiente principal, a por lo menos un segundo
recipiente denominado recipiente secundario, para mejorar la especificidad en la
deteccién del microorganismo(s), ya esta divulgada en el documento D3 que se refiere
a un metodo para la deteccion y/o identificacion de bacterias presentes en una muestra
liquida o soélida (resumen) caracterizado porque: a) se coloca en un primer recipiente, la
muestra que se sospecha que contiene dichas bacterias en un medio de cultivo liquido,
b) se tiene un segundo recipiente que comprende al menos un sistema de deteccién de
bacterias (Pag. 5, lineas 1 a 4), y significa por lo menos hay una transferencia de la
muestra entre un primer recipiente y el segundo recipiente (Pag. 7, lineas 21 a 23). Se
transfiere un volumen definido muestra (600 ul) del primer recipiente (1) al segundo
recipiente (4) (Pag. 11, lineas 28 y 29).

En consecuencia, el la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria
(“etapa intermedia c’) que consiste en la transferencia de toda la mezcla, o parte de
ella, constituida por dicha muestra, el medio de cultivo, el soporte capaz de capturar el
microorganismo o0 los microorganismos a detectar, y potencialmente del sistema
indicador de presencia desde el recipiente, en este caso denominado recipiente
principal, a por lo menos un segundo recipiente denominado recipiente secundario”) de
D3 en el procedimiento de D1 para llegar asi al objeto de la reivindicaciéon 3 de la
solicitud. Por lo cual se considera obvia.
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La reivindicacion 4 consiste en “El procedimiento segun la reivindicaciones anteriores
(...)” (Ver pagina 45 del radicado N° 13-024077-00000-0000).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales D1 D2

Un dispositivo y un método para

detectar y / o identificar de Un método para la deteccion en

- , : ) tiempo real de los
El procedimiento segun una de | forma continua la presencia de -mp . .
AT X ) . microorganismos en un medio de
las reivindicaciones anteriores, microorganismos en una . S S
: cultivo liquido por aglutinacion
muestra que incluye (resumen, !
Comn e Y (resumen):
reivindicacién 1).
Cuando el resultado de los
métodos desarrollados

anteriormente es positivo, es
necesario confirmar la presencia
del patégeno buscado. Esto
requiere una prueba adicional
utilizando un principio diferente
del utilizado en la deteccion
primer andlisis. Las técnicas de
biologia molecular, basadas en
las caracteristicas gendmicas de
microorganismos buscados, es
uno de los medios utilizados para
confirmar la (Pag. 2, lineas 22 a
29).

Incluye una etapa adicional e)
que consiste en confirmar la
deteccion del microorganismo o
de los microorganismos
detectados.

No menciona.

Los documentos D1 y D2 se consideran el estado de la técnica cercano a la invencion
definida en la reivindicacion 4 porque divulgan métodos para identificar
microorganismos.

La diferencia entre la invencion definida en la reivindicacion 4 y el procedimiento de D1
consiste en que en este Ultimo no menciona que se incluye una etapa adicional €) que
consiste en confirmar la deteccidén del microorganismo o de los microorganismos
detectados.

El efecto que logra el incluir (“una etapa adicional e€) que consiste en confirmar la
deteccién del microorganismo o de los microorganismos detectados”) es que permite
verificar el o los microorganismo(s) detectados por otro método para la confirmacién de
la presencia de dicho(s) microorganismo(s) en una muestra.

Por lo tanto, el Problema Técnico Objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: ¢,cémo modificar el procedimiento conocido en D1 para confirmar la
deteccién del microorganismo o de los microorganismos detectados?.

Sin embargo, la utilizaciébn de una etapa adicional e€) que consiste en confirmar la
deteccion del microorganismo o de los microorganismos detectados para verificar la
presencia de dicho(s) microorganismo(s) en una muestra, ya estad divulgada en el
documento D2 que se refiere a un método para la deteccién en tiempo real de los
microorganismos en un medio de cultivo liquido por aglutinacién (resumen), en el cual,
cuando el resultado de los métodos desarrollados anteriormente es positivo, es
necesario confirmar la presencia del patégeno buscado. Esto requiere una prueba
adicional utilizando un principio diferente del utilizado en la deteccién primer analisis.
Las técnicas de biologia molecular, basadas en las caracteristicas gendmicas de
microorganismos buscados, es uno de los medios utilizados para confirmar la (Pag. 2,
lineas 22 a 29).
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En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria
(“una etapa adicional €) que consiste en confirmar la deteccion del microorganismo o de
los microorganismos detectados”) de D2 en el procedimiento de D1 para llegar asi al
objeto de la reivindicacién 4 de la solicitud. Por lo cual se considera obvia.

Asimismo, el documento D2 divulga las caracteristicas de las reivindicaciones
dependientes asi:

e Reivindicacion 5, cuando el resultado de los métodos desarrollados
anteriormente es positivo, es necesario confirmar la presencia del patégeno
buscado. Esto requiere una prueba adicional utilizando un principio diferente del
utilizado en la deteccién primer analisis. Las técnicas de biologia molecular,
basada en las caracteristicas gendmicas de microorganismos buscados, es uno
de los medios utilizados para confirmar la (Pag. 2, lineas 25 a 29).

La reivindicacion 8 consiste en “El procedimiento segun la reivindicaciones anteriores
(...)” (Ver pagina 46 del radicado N° 13-024077-00000-0000).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales

D1

D2

El procedimiento segin una de
las reivindicaciones anteriores,

Un dispositivo y un método para
detectar y / o identificar de
forma continua la presencia de
microorganismos en una
muestra que incluye (resumen,
reivindicacién 1).

Un método para la deteccion en
tiempo real de los
microorganismos en un medio de
cultivo liquido por aglutinacion
(resumen):

En el que por lo menos una
pareja de union especifica 0 no
especifica del microorganismo o
de los microorganismos se fija el
soporte de captura.

No menciona.

“Soporte sensibilizado” se refiere
a la fijacién en el apoyo sélido de
dichos compuestos funcionales
comprenden antigenos,
anticuerpos, fagos enteros o
proteinas del fago (Pag. 10, lineas

5a7).

Los documentos D1 y D2 se consideran el estado de la técnica cercano a la invencion
definida en la reivindicacion 8 porque divulgan métodos para identificar
microorganismos.

La diferencia entre la invencion definida en la reivindicacion 8 y el procedimiento de D1
consiste en que este Ultimo no menciona que por lo menos una pareja de union
especifica o no especifica del microorganismo o de los microorganismos se fija el
soporte de captura.

El efecto que logra que (“una pareja de unidn especifica o no especifica del
microorganismo o de los microorganismos se fija el soporte de captura”) es que permite
fijar el microorganismo(s) para facilitar su identificacion, por lo cual es mas eficiente.

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se puede
formular asi: ¢cémo modificar el procedimiento conocido en D1 para fijar el
microorganismo(s) para facilitar su identificacion hacerlo mas eficiente?.

Sin embargo, que una pareja de unién especifica o no especifica del microorganismo o
de los microorganismos se fije el soporte de captura para aumentar la eficiencia en la
identificacion de los mismo, ya esta divulgada en el documento D2 que se refiere a un
método para la deteccidén en tiempo real de los microorganismos en un medio de cultivo
liquido por aglutinacién (resumen), donde, el “soporte sensibilizado” se refiere a la
fijacion en el apoyo solido de dichos compuestos funcionales comprenden antigenos,
anticuerpos, fagos enteros o proteinas del fago (Pag. 10, lineas 5 a 7).
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En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria que
(“funa pareja de unién especifica 0 no especifica del microorganismo o de los
microorganismos se fije al soporte de captura”) del documento D2 en el procedimiento
divulgado en el documento D1 para llegar asi al objeto de la reivindicacion 8 de la
solicitud. Por lo cual se considera obvia.

Asimismo, el documento D2 divulga las caracteristicas de las reivindicaciones
dependientes asi:

e Reivindicacibn 9, dichos compuestos funcionales comprenden antigenos,
anticuerpos, fagos enteros o proteinas del fago (Pag. 10, lineas 5 a 7). La fijacidon
a un soporte sélido puede ser una inmovilizacién directa o indirecta : la
inmovilizaciéon directa, union covalente o mediante adsorcion pasiva, la
inmovilizacion directa se puede realizar usando un ligando unido quimicamente a
dicho soporte sélido, por medio de inmovilizacion indirecta el ligando/antiligando
interaccion entre un ligando adjunta al antigeno, el anticuerpo o fagos ( en
términos mas generales, el compuesto funcional ) y el ligando complementario o
anti-ligando unido al soporte sélido (Pag. 10, lineas 16 a 22, reivindicaciones 9,
13y 14).

e Reivindicacion 10, la identificacion del microorganismo(s) se realiza en tiempo
real (resumen).

e Reivindicacién 11, b) someter el conjunto a una temperatura de promover el
crecimiento y o la identificacion de microorganismos, y c) en tiempo real a cabo
de la ocurrencia de aglutinacion para llevar a cabo la identificacion de los
microorganismos o confirmar dicha identificacibn cuando  dichos
microorganismos en dicho medio de cultivo, al final de la etapa b) (Pags. 4y 5).

e Reivindicacion 12, el kit de diagndstico microbiol6gico comprende un contenedor
(reivindicacioén 11).

e Reivindicacion 13 y 14, poner en contacto en un recipiente un medio de cultivo
gue permita el crecimiento y/o la identificacion de microorganismos, dicha
muestra y un soporte solido sensibilizado (Pag. 4,lineas 7 a 9 y 19 a 21,
reivindicaciones 11, 13 y 14). El soporte solido se selecciona a partir de
materiales naturales, materiales sintéticos o no modificados, y en particular entre
el cloruro de polimeros de tipo latex de polivinilo, polietileno, poliestireno,
poliacrilato y los copolimeros del tipo base de estireno. Tal soporte sélido puede
estar en forma de particulas (Pag. 9, linea 31 a Pag. 10, lineas 1 a 4).

La reivindicacion 15 consiste en “El procedimiento segun la reivindicacion anterior (...)”
(Ver paginas 46 y 47 del radicado N° 13-024077-00000-0000).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales D2

Un método para la deteccién en tiempo real de los
El procedimiento segun la reivindicacién anterior, | microorganismos en un medio de cultivo liquido por
aglutinacion (resumen):

En el que las particulas sensibilizadas son

" No menciona.
magnéticas.

El documento D2 se considera el estado de la técnica cercano a la invenciéon definida
en la reivindicacion 15 porque divulga métodos para identificar microorganismos.

La diferencia entre la invencién definida en la reivindicacion 15 y el procedimiento de D2
consiste en que en este Ultimo no menciona que las particulas sensibilizadas son
magnéticas.

El efecto que logra el incluir (“particulas sensibilizadas magnéticas”) es que se tiene
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otra alternativa para la deteccion de por lo menos un microorganismo presente en una
muestra, por medio de una sefial magnética.

Por lo tanto, el Problema Técnico Objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: ¢cémo modificar el procedimiento conocido en D1 para disponer de
otra alternativa de sefial para la deteccién de por lo menos un microorganismo presente
en una muestra?.

Sin embargo, una persona normalmente versada en la materia con el saber general de
la técnica (“métodos de deteccion de bacterias inmunoldgicas, incluyendo métodos
basados en la separacion de particulas inmunomagnéticas”(Pag. 280, Col 1, lineas 14 a
22)"), y con una serie de conocimientos especificos de la invencién, estaria motivada a
incluir particulas sensibilizadas magnéticas, en el procedimiento que se da a conocer en
D2, para detectar los microorganismo(s) presentes en una muestra en tiempo real, tal
como se encuentra reclamado en la reivindicacion 15 de la solicitud, motivo por el cual
se considera obvia.

Las reivindicaciones 16 y 17 consisten en “Procedimiento de deteccion segun una de
las reivindicaciones anteriores (...)” (Ver pagina 47 del radicado N° 13-024077-00000-
0000).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Rev. Caracteristicas esenciales D1
Un dispositivo y un método para detectar y /
16y 17 Prpg:edimignto de d_eteccic')n segun las | o identificar de_ forma continua la presencia
reivindicaciones anteriores: de microorganismos en una muestra que
incluye (resumen, reivindicacién 1).
En el que el medio de deteccion esta
16 conectado a un sistema de andlisis de | No menciona
datos.
En el que la conexién entre el soporte de
captura o el medio de deteccion y el .
17 . o P L No menciona.
dispositivo de analisis es una conexion por
cable o una conexion inaldmbrica.

El documento D1 se considera el estado de la técnica cercano a la invencion definida
en las reivindicaciones 16 y 17 porque divulga métodos para identificar
microorganismos.

La diferencia entre la invencién definida en la reivindicacién 16 y el procedimiento de D1
consiste en que en este Ultimo no menciona que el medio de deteccion esta conectado
a un sistema de analisis de datos.

La diferencia entre la invencién definida en la reivindicacién 17 y el procedimiento de D2
consiste en que en este Ultimo no menciona que la conexién entre el soporte de captura
o el medio de deteccion y el dispositivo de analisis es una conexion por cable o una
conexion inaldmbrica.

El efecto que logra el incluir que el (“medio de deteccion esté conectado a un sistema
de analisis de datos por cable o una conexion inalambrica”) es que permite capturar la
seflal del sensor para detectar los microorganismo(s) presentes en una muestra,
analizando los resultados en tiempo real, por lo cual es mas eficiente.

Por lo tanto, el Problema Técnico Objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: ¢como modificar el procedimiento conocido en D1 para para
detectar los microorganismo(s) presentes en una muestra en tiempo real, para hacerlo
mas eficiente?.

4 Anexo 1, http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113507000715
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Sin embargo, una persona normalmente versada en la materia con el saber general de
la técnica (“adquisicion y andlisis de datos™), y con una serie de conocimientos
especificos de la invencion, estaria motivada a incluir un medio de deteccién conectado
a un sistema de analisis de datos por cable o una conexion inalambrica, en el
procedimiento que se da a conocer en D1, para detectar los microorganismo(s)
presentes en una muestra en tiempo real, tal como se encuentra reclamado en las
reivindicaciones 16 y 17 de la solicitud, motivo por el cual se consideran obvias.

7. Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:

Item Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
1,3,2,6,7,12a14 Novedad/Nivel Inventivo
D1 EP 0446972 4,8,16y17 Nivel inventivo
D2 WO 2009/122069 4,5,8,9al15 Nivel inventivo
D3 WO 2004/092401 3 Nivel inventivo

5 http://es.wikipedia.org/wiki/Adquisici®C3%B3n_de datos
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En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir del dia siguiente de la fecha de notificacion de la presente comunicacion.
En caso de no dar respuesta al presente requerimiento, 0 si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término faltante de
sesenta (60) dias para dar respuesta a este requerimiento y presentarla por escrito.

Finalmente, se le recuerda al solicitante que si como respuesta a este requerimiento llegara
a modificar el capitulo reivindicatorio y éste contenga mas de diez (10) reivindicaciones, no
pagard la tasa de modificacidbn voluntaria pero si la correspondiente al pago por
reivindicacion adicional.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

_—

—

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Diractor de Nuevas Craaciones (c)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha 2014-04-29

Elabord: Yenny Marcela Campos Borda
Reviso: Olga Ximena Benavides Salazar

Expediente 13-24077- -4 ler Art 45



Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect m‘ﬁ:ﬁ'ﬂ;}ﬁéy

o s
ELSEVIER Veterinary Microbiology 123 (2007) 274-281

www.elsevier.com/locate/vetmic

Short communication

Growth of Shiga-Toxin producing Escherichia coli (STEC)
and bovine feces background microflora in various
enrichment protocols

A. Vimont *, C. Vernozy-Rozand, M.P. Montet, C. Bavai, B. Fremaux,
M.-L. Delignette-Muller

Unité de Microbiologie Alimentaire et Prévisionnelle, Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon, BP 83,
1 Avenue Bourgelat, 69280 Marcy I’Etoile, France

Received 25 September 2006; received in revised form 1 February 2007; accepted 2 February 2007

Abstract

Cattle are an important reservoir for STEC and eating food contaminated with fecal material is a frequent source of human
STEC infection. It is thus essential to reliably determine the prevalence of STEC contamination in cattle. Currently, different
enrichment protocols are used before the detection of Shiga-Toxin producing Escherichia coli (STEC) in fecal samples.
However, there have not been any studies performed that have compared the effectiveness of these various enrichment protocols
for the growth of non-O157 STEC in fecal samples. The objective of this present study was to characterize the effects of different
enrichment factors on the simultaneous growth of the feces background microflora (BM) and two non-O157 STEC strains. The
different factors studied were the basal medium (TSB and EC), the effect of novobiocin in the broth (N+ or N—) and the
incubation temperature (37 or 40 °C). The BM and STEC growth data were simultaneously fitted by using a competitive growth
model. The STEC final levels obtained after 24 h were higher for the protocols with novobiocin and/or EC compared to the
others. However, novobiocin inhibited the growth of one STEC strain. We observed that the addition of novobiocin into broths is
not advisable for optimal growth conditions. Moreover, given high BM and low STEC levels often observed in feces, predictions
made with the growth model highlighted that false negative results could more likely appear with protocols using TSB without
novobiocin than with protocols using EC. In conclusion, the use of EC broth in enrichment protocols seems to be more
appropriate for detecting non-O157 STEC from bovine fecal samples. This can help avoid false negative results that cause an
underestimation of the STEC prevalence in cattle.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Escherichia coli; STEC; Bovine feces background microflora; Enrichment protocol; Competitive growth model

1. Introduction
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industrialized countries (World Health Organization,
1998). Cattle are the primary reservoir for STEC, and
human diseases are most often associated with eating
food or drinking water contaminated by cattle manure
(Bopp et al., 2003).

Several studies were carried out on bovine fecal
samples to evaluate STEC prevalence in order to
monitor STEC emergence and its implication in feces-
contaminated food and drinking water (Cobbold and
Desmarchelier, 2000). Different methods of screening
for STEC are currently available (e.g. PCR, IMS,
ELISA), and most of them require an enrichment step
in order to increase their ability to detect low levels of
STEC (Cui et al., 2003).

Several types of enrichment protocols character-
ized by different factors are currently used for the
growth of STEC. The main enrichment protocol
factors are the enrichment broth (basal medium), the
addition of selective ingredients, the temperature and
the duration of the incubation period. Vimont et al.
(2006) reported that the Trypticase Soy Broth (TSB)
and the E. coli broth (EC) are the most frequently used
enrichment broths. They are often supplemented with
novobiocin and incubated between 16 and 24 h at 35—
37 °C for STEC growth. Nevertheless, some authors
have also reported an optimal growth temperature of
non-0157 strains around 41 °C (Gonthier et al., 2001).

However, no study has compared the effectiveness of
these various enrichment protocols for the growth of
non-0157 STEC in fecal samples (Vimont et al., 2006).
Consequently, it appears difficult to compare the
prevalence of STEC in cattle published in different
studies.

Furthermore, the enrichment step may be difficult
to control because of the presence of the background
microflora, which may influence the growth of STEC.
So far there has been little information concerning the
interaction between STEC and feces background
microflora. It must be emphasized that with a goal of
optimizing the enrichment conditions, it is essential to
understand the interaction between the two floras
during simultaneous growth.

The aim of the present study was to investigate the
effect of different enrichment factors on the simulta-
neous growth of the feces background microflora and
two non-0157 (STEC) transformed strains. The diff-
erent factors studied were the basal medium (TSB and
EC), the addition of novobiocin in broth (N+ or N—)

and the incubation temperature (37 and 40 °C). In order
to visualize the potential effects of these factors and thus
to optimize the enrichment step, a follow up and a
modelling of the simultaneous growth of the back-
ground microflora and STEC strains were performed.

2. Materials and methods
2.1. Inoculum preparation

The two STEC strains used in the present study
(referred to as Strains 1 and 2), were both isolated
from dairy cattle feces during the course of a previous
study. These strains did not belong to the serogroup
026, 0157, O111 or O55 and their exact serotypes
were not determined. However, they were character-
ized for the presence of genes coding virulence
factors, stx/ and stx2 coding the Shiga-Toxins 1 and 2,
respectively, as well as eae and ehx coding intimin and
EHEC-hemolysin, respectively. Strains 1 and 2 were
stxl—, stx2+, eae—, ehx— and stxl+, stx2+, eae—,
ehx+, respectively. These strains were electroporated
in the presence of a plasmid vector pGFPuv
(ClonTech) carrying ampicillin resistance and the
green fluorescent protein (GFP), according to the
protocol described by Delazari et al. (1998). More
precisely, the transformation was carried out by setting
the electroporation apparatus at 2.5 kVand 25 wF with
the pulse controller adjusted to 200 ). An electrical
pulse of 4.7ms was applied. 0.25 ng of GFP-
ampicillin resistance plasmid (pGFP) was added to
the microcentrifuge tubes containing the bacterial
cells. The plasmid and cells were mixed by pipetting,
and then transferred into an Invitrogen 0.2 cm cuvette.
With the cuvette in the sample chamber, a pulse was
applied using the indicated apparatus settings. Aliquot
of 0.1 ml of the transformant suspension was spread
on Brain Heart Infusion (BHI, 51009, bioMérieux)
agar (M3012, Kalys) (BA) plates containing 150 g
ampicillin ml ™! (Ampicillin Sodium salt, eu0400,
Euromedex) (BA-A). The resulting ampicillin resis-
tant transformed colonies showed bright green fluor-
escent color when viewed with a handheld UV light
(Herolab). This transformation was done in order to
make the numeration of the two STEC strains among
the abundant bovine feces background microflora
during the growth follow up experiments easier.
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Moreover, it must be emphasized that no difference in
behaviour was noted between the transformed non-
0157 strains and their parental strains. Indeed in a
previous study carried out in our laboratory (Fremaux
etal., 2007), we had observed the same decline kinetics
of the transformed and parental strains in manure
microcosms experiments by using the MPN PCR stx
method. Moreover, these last authors also showed the
stability of the GFP plasmid under selective and non-
selective conditions. Prior to the challenge testing, two
green fluorescent colonies corresponding to each STEC
transformed strain were individually grown in BHI at
37 °C in order to reach late exponential growth. After
24 h, the two cultures had yielded a density around
10® CFU ml ™" and these precultures were used for the
inoculation of bovine fecal samples.

2.2. Microbiological culture media

In different stages of the study, various micro-
biological culture media were used. Tryptone Medium
(Fluka-Biochemika, Switzerland) was used for the
preparation of serial dilutions throughout the experi-
ment. Tryptone Soya Broth (TSB, bioMérieux, Marcy-
I’Etoile, France) and E. coli Broth (EC, Fluka-
Biochemika, Switzerland) were tested with the addition
of 20 mg 1"" novobiocin (TSB.N+, EC.N+) (Sigma,
Steinheim, Germany) or without novobiocin (TSB.N—,
EC.N—), for the study of the enrichment protocols.
PCA (Plate Count Agar) was used as a non-selective
medium for the enumeration of the feces background
microflora (BM). BHI agar with ampicillin (BA-A)
(150 wg ml™") was used as a selective medium for the
enumeration of STEC transformed strains visualized by
the appearance under a UV light.

2.3. Feces sample inoculation

Bovine fecal samples were collected from a dairy
farm located in the southeast of France. These samples
were mixed together and 25 g portions of feces were
aseptically weighed and deposited in 16 flasks and
stored at 4 °C for less than 24 h before the experiments.
The precultures of the two STEC transformed strains
were serially diluted to reach a final concentration of
3 log;o(CFU ml™") in fresh Tryptone Medium. One
milliliter of each dilution was then individually
inoculated into a series of eight different flasks

containing the 25 g portions of feces. After manual
homogenization, the 16 flasks (8 for each strain) were
stored overnight at 4 °C. The content of these 16 flasks
was transferred into a stomacher bag in which 225 ml of
TSB.N—, or TSB.N+, or EC.N—, or EC.N+ were added
according to the growth enrichment protocol. The
temperature of each broth was around 25 °C. Hence, a
final concentration of roughly 4 CFU STEC ml~' was
obtained for each stomacher bag.

2.4. Enrichment protocols

Growth experiments were carried out with the two
STEC strains in the presence of BM for different
enrichment protocols, which were the result of the
combination of two temperatures (37 or 40 °C), two
basal media (TSB, EC) and the presence or absence of
novobiocin (N+, N—). For this purpose, the 16
samples obtained at the end of the bovine fecal
sample inoculation were stomached for 1 min and left
at room temperature for a 40 min regeneration step.

2.5. Growth monitoring

At each sampling time (every 2 h for the eight
enrichment protocols), the number of viable cells of
BM and STEC was determined by plating 1.0 ml of
the appropriate dilutions of the samples onto PCA and
0.1 ml onto BA-A. After incubation, the various PCA
and BA-A plates were counted so as to provide the
respective BM and STEC growth data for each
enrichment protocol.

2.6. Modelling of individual BM and STEC
growth kinetics

Two growth models were used to fit the observed
growth kinetics of both BM and STEC for the eight
protocols tested. The first model is a very simple one
in two phases with three parameters (McKellar and
Lu, 2004) (model 1). It only describes the exponential
and the stationary phases and does not take into
account any lag phase:

Mmax

t if 1 <tmax
CRETTT R
y() = Mo . ey
Yo + ln(IO) Xtmax 1f 12> tmax
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where y(¢) is the bacterial density (log;o(CFU mlfl))
at time ¢ (h), yo the initial bacterial density
(logyo(CFU ml™")), fmax the maximum specific growth
rate (h™ 1), and 7,,,.x is the time at which the stationary
phase begins, i.e. the time at which the maximum
bacterial density is reached.

The second model that has four parameters,
incorporates a third phase, a lag phase of duration A
(h) (model 2). It has been described with different
names and by various authors (McKellar and Lu,
2004). Curves described by this model show an abrupt
transition (breakpoint) between the lag and the
exponential phases:

Yo if t<A

if A <1<t

— ) if 12>t

2

2.7. Global modelling of simultaneous growth of
BM and STEC

A global model (model 3) for the simultaneous
growth of BM and STEC is simply defined as using
model 1 (without lag phase) for STEC flora along with
model 2 (with lag phase) for the background flora.
Model 3 is defined by seven parameters (Yo sTgCs
Mmax STEC> fmax STEC> Y0 BM» ABM> Mmax BM> fmax BM)
which may be estimated by two individual fittings
of models 1 and 2 on STEC and BM growth kinetics,
or by a global fitting of model 3. A partial model
nested in model 3 is also defined in the same way, but
assumes a common value of t,,,, for the two floras
(model 4). This final model has only six parameters
(Y0 STEC> max STEC> Y0 BM> ABM> Mmax BM> fmax) and is
based on the hypothesis according to which a
potential competition exists between the two floras
studied. More precisely, in model 4, the growth of
each microflora is assumed to stop as soon as one
microflora has reached its maximum density in
the enrichment basal medium. This phenomenon
has already been described and is commonly referred
to as the Jameson effect (Gimenez and Dalgaard,
2004).

2.8. Statistical methods

Fits of models to the BM and STEC data were
performed by nonlinear regression (Bates and Watts,
1998) by using the least-squares criterion with the
functions of the R-Software (Ihaka and Gentleman,
1996). Comparisons of nested models (model 2 nested
in model 1 and model 4 nested in model 3) were
performed using an F'-test (Bates and Watts, 1998).

3. Results

3.1. Individual fits of BM and STEC growth
kinetics

Fig. 1 demonstrates that Strain 2 did not grow in
media in which novobiocin was added (N+). For the
other enrichment protocols, the growth of the STEC
strains was not inhibited. The STEC growth kinetics
seem to be generally characterized by only two
phases; an exponential phase followed by a stationary
phase. When the two strains grow, model 1 was used to
globally fit the data obtained for the two strains. The
choice of a null lag phase for STEC data was justified
by the fact that no significant difference was found
between model 1 (model in two phases) and model 2
(model in three phases) in terms of the residual sum of
squares (RSS) for each protocol (pr_ies > 0.05).

A similar growth kinetic was obtained with all the
enrichment protocols for the background microflora
growth. It is characterized by three phases, i.e. a lag
phase followed by an exponential and a stationary
phase. In all cases, a significantly better fit of the BM
growth data was obtained by model 2 than by model 1
(107> < prest < 0.03).

3.2. Global fits of simultaneous growth of BM and
STEC

Fig. 1 shows that for each of the eight protocols
studied, the parameters #,.x stec and fmax pm Seem to
be very close. Hence, BM and STEC data were
globally fitted by model 4 with a common #,,,, for the
two microfloras. No significant difference was found
between model 3 (full model) and model 4 (partial
model) in terms of RSS for all the protocols
(PF-est > 0.05), except for one protocol (EC.N—.37,
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Fig. 1. Simultaneous growth kinetics of the two non-O157 STEC transformed strains and background microflora obtained for the eight protocols
and theoretical curves obtained by fitting of model 4. (O) Strain 1; (A\) Strain 2. The grey color (dots and curves) represents background flora
data sets and the black color represents STEC data sets. The f,,,x values are represented by the vertical dotted lines.

Prest = 0.01). Fig. 1 also shows that growth data are
well described by model 4 pointing out that the STEC
strain growth is stopped as soon as BM reaches its
maximal level. Moreover, it is worth noting that this
BM maximal level is almost constant from one
protocol to another (8.13-8.37 log,o(CFU mlfl)).

3.3. Impact of enrichment factors on BM and
STEC growth

Growth inhibition of Strain 2 is observed when
novobiocin was added into the enrichment basal media
(TSB or EC) which would imply a potential
susceptibility of Strain 2 to novobiocin (Fig. 1 and

Table 1). For the other protocols, growth of the STEC
strains is not inhibited and the STEC initial level
(yo sTec) is not significantly influenced by the
enrichment protocol tested where the values vary
from 0.13 to 0.71 log;o(CFU mlfl). On the contrary,
the BM initial level (yogm) appears to decrease by
roughly 1 log;, for the protocols with EC (from 6.15 to
6.41 log,o(CFU ml™Y)), compared to those with TSB
(from 6.95 to 7.22 log;o(CFU ml™")). Furthermore,
the BM lag time (Agy) values seem to increase when
novobiocin is added in the basal medium especially
for protocols with TSB (Fig. 1). Finally, #,,.x values are
higher for the protocols in which selective ingredients
(novobiocin and bile salts) are used compared to those
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Table 1

The maximum concentration of STEC Strains 1 and 2 after each
enrichment protocol, calculated as the average of the bacterial
counts measured after 12 h

Protocols Strain 1 Strain 2
TSB.N—-.40 2.97 3.03
TSB.N-.37 2.90 3.19
TSB.N+.40 4.08 ND*
TSB.N+.37 4.96 ND
EC.N—.40 3b 4.16
EC.N-.37 3.69 3.39
EC.N+.40 4.27 ND
EC.N+.37 4.96 ND

4 Not detected (<4 CFU ml™ ).
® Value obtained at 24 h (not calculated as an average, observa-
tions lacking for experimental reasons).

using no selective ingredients at 37 or 40 °C (Fig. 1
and Table 2).

3.4. Impact of enrichment factors on the maximum
STEC level

It is worth recalling that novobiocin inhibited the
growth of Strain 2. However for Strain 1, the addition of
novobiocin creates a delay in the onset of the Jameson
effect (f,.x values are higher for protocols with
novobiocin than for protocols without novobiocin).
This would allow for a prolonged growth of Strain 1 and
thus higher ym.x stec values regardless of broth and
temperature  tested  (4.08-4.96 log,o(CFU mlfl))
(Table 1). In the same way, bile salts (present in EC)
also delay the onset of the Jameson effect (with an
increase of f,,, of more than 2 h in the absence of
novobiocin), which implies y,.x stec values higher for
protocols with EC than for protocols with TSB at 37 or

Table 2
tmax Obtained for each enrichment protocol
Protocols tmax (h) 95% confidence
intervals of the 7,
TSB.N—.40 4.18 3.86-4.51
TSB.N-.37 4.93 4.46-5.39
TSB.N+.40 8.1 7.68-8.52
TSB.N+.37 8.89 8.31-9.46
EC.N—.40 6.95 6.06-7.84
EC.N—-.37 7.34 6.67-8.01
EC.N+.40 8.83 8.11-9.56
EC.N+.37 10.16 9.62-10.69

40 °C. Furthermore when novobiocin is added, the
temperature has an impact on the y,.x stec values
regardless of the basal medium. The y,,.x sTec values
are higher by roughly 1 log; for the protocols in which
37 °C is used than for those in which 40 °C is used.

4. Discussion

Our results demonstrate a simple competitive
interaction between non-O157 STEC and the prevail-
ing background microflora during the enrichment
step of fecal samples. Indeed, STEC growth is stopped
as soon as BM reaches its maximal level
(~8 log1o(CFU ml™"), which is fairly consistent
regardless of the enrichment protocol used.

Natural compound present in feces might also
inhibit the growth of STEC. However, we hypothesize
that their effects is certainly negligible due to their low
concentration in the enrichment broth (i.e. 25 g in
225 ml).

This present study also shows that the enrichment
protocol factors have an impact on the simultaneous
growth of BM and STEC strains. More precisely, the
protocols with novobiocin and/or EC increased the
tmax values, which consequently yielded higher final
levels of STEC obtained after 24 h of enrichment
(Fig. 1). Indeed, bile salts included in EC broth delay
the onset of the Jameson effect by extending Agy, and
thus permitted a longer growth for STEC. Never-
theless, the action of novobiocin initially directed
against background microflora, could also disadvan-
tage the STEC flora, and could then lead to false
negative results. Indeed, our study displayed no
detected growth of Strain 2 for the enrichment
protocols in which novobiocin was added (N+). An
additional experiment was performed in order to
confirm the potential susceptibility of Strain 2 to
novobiocin. The transformed Strain 2 and its parental
strain were cultured on Muller-Hinton broth contain-
ing 20 mg ml~" of novobiocin and incubated for 24 h
at 37 °C. No growth of Strain 2 (both the transformed
and the non-transformed strains) was observed. This
strongly suggests that the non-O157 Strain 2 is
susceptible to novobiocin (at 20 mg 17"). This result is
in concordance with those reported by Uemura et al.
(2003) who highlighted Minimum Inhibitory Con-
centrations (MIC) varying from 3.13 to >100 mg 1™
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for 57 strains of STEC tested. Moreover, Foster et al.
(2003) demonstrated the superiority of an enrichment
protocol without antibiotics for the isolation of
E. coli O157:H7 from bovine feces. The addition of
novobiocin in enrichment broths appears to be
inadequate for the recovery of STEC.

The final level of STEC (ymax sTeEC) Obtained at the
end of the enrichment step, is obviously expected to be
higher than the detection threshold of the screening
method used for the STEC detection. It is worth noting
that no method is currently validated for detecting
non-O157 STEC in fecal samples. The immunological
methods (ELISA, RIA, immunochromatography, and
immunomagnetic separation (IMS)) often combined
with detection methods, and the genetic methods (like
polymerase chain reaction (PCR)) are the main
methods used for the detection of STEC. With no
prior enrichment step, a minimum concentration of
3.5-4.4 1og,o(CFU STEC g~ of sample) is required
to allow the detection of the bacteria after the
immunomagnetic separation combined with detection
methods (IMS-DM) (Gehring et al., 2004). The PCR
detection threshold with no prior enrichment step
reported in the literature, is 3 log;o(CFU gfl) (Cui
et al., 2003). Fig. 1 shows that the protocols with TSB
and EC at 37 or 40 °C without novobiocin, allowed
STEC levels (after 24 h of incubation) to reach the
PCR and the IMS detection thresholds.

Moreover, it must be emphasized that y.,.x sTEC
obviously depends on the initial STEC level in
feces (yostec). The initial STEC inoculum
(0.6 log;o(CFU ml™) is relatively high in our study
because of experimental conditions. Yet, Fukushima
and Seki (2004) showed that the majority of cattle
infected with STEC were low-carriers that contained
STEC at a concentration less than 2 log;o(CFU g_l).
Hence, for a STEC concentration in feces of
11og,o(CFU g™ 1), and by taking into account the
10-fold dilution carried out at the beginning of the
enrichment protocol (i.e. 25 g of sample transferred
into 225 ml of basal media), this corresponds to a
Yo stec Value around 1 CFU ml~ . Predictions made
by model 4 with this yy stec realistic value give final
STEC levels from 2.3 to 2.4 logo(CFU ml™ " for TSB
without novobiocin at 37 and 40 °C after 24 h of
incubation. It is worth noting that the same levels are
predicted after 6 h (the common enrichment duration
in the IMS-DM detection protocol of non-O157 STEC

and E. coli O157:H7 in food), since the #,,,, values are
lower than 5 h. When the initial level of contamination
by STEC is low, the predictions show that the y,,.x sTEC
values obtained after 6 and 24 h of enrichment, would
be lower than the PCR and IMS-DM detection
thresholds. In the same way, predictions made by
model 4 with an y, stec value around 1 CFU ml™! for
EC without novobiocin at 37 and 40 °C after a 6 h
enrichment step, give ymax stec values (from 2.6 to
2.9 log,o(CFU ml ")) lower than the IMS-DM detec-
tion threshold. However, given higher 7., values for
the protocols with EC, y..x stec values after 24 h of
incubation (from 3.2 to 3.4 log;o(CFU ml™ 1)) would
reach the PCR detection threshold and get closer to the
IMS-DM detection threshold.

Given the high BM level observed in our fecal
bovine samples, the 7., values for protocols with
TSB.N— (37 and 40 °C) are therefore low (<5 h). In
this case, it is not useful to increase the time beyond 5—
6 h and predictions showed that false negative results
could be obtained when the STEC level of contam-
ination is low. However, the predictions highlight that
the protocols with EC.N— seem to be more effective
than the protocols with TSB.N— for the enrichment of
low STEC contamination levels because the 7,
values for EC.N— are higher (>2.5 h) than those for
TSB.N— (Table 2).

In several studies fecal samples have been used to
report prevalence of STEC in cattle. The percentage of
STEC in cattle feces ranged from 6% in an American
study (Cray et al., 1996) to 71% in a French study
(Pradel et al., 2000). The difference of prevalence
between countries could be due to different reasons
(e.g. different samples sizes, various detection
methods, etc.), some of which were discussed in the
present study. Indeed, we have demonstrated that the
current enrichment protocols are sometimes inade-
quate. In addition, some use novobiocin that may
inhibit the growth of the target STEC strain, and other
protocols may be insufficient to enable a low initial
level of the target strain to reach detection threshold
because of the competition with background micro-
flora. Yet, in winter low levels of STEC are excreted
(Besser et al., 1997) and potential underestimation of
the STEC percentage in cattle could certainly be
made.

It will be necessary to perform additional experi-
ments with more bovine fecal samples (from different
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cattle), various STEC serotypes and STEC stressed
cells in order to confirm the present results and
especially the effectiveness of enrichment protocols
with EC broth.
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