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MEMORIA DESCRIPTIVE

Correspondiente a la solicitud de registro de una patente de inven
c¢ién que, por veinte afios, se solicita para Espafia y sus Colonias,

a fgvor de Don Gregorio BAQUERO GIL, de nacionalided espaficla, re-

sidente en Medrid, calle de Viriato niémeroc 60,
. ) 7
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* PROCEDIMIENTO SIMPLIFICADO DEL METODO SERO-DIAGNOSTICO *

P

Unc de los métodos de mayor aplicecidn en el diegnéstico de -

ciertas enfeamedades infecciosas; especialmente la fiebre tifoides,

lés‘enfermgdadeé peratifices, la fiebre ondulante y el tifus exan-
temético es ia reaceidn sero-disgnéstica de agl&tinacién,,llamada
asi porque se realiza con el suero dél_enfermb gon un Tin diagnés-
tico y -porque-el resultado'de la reéccién:se perclbe precisamente
por l& aglutinacién més o menos ostensible de las bacterias enfren
tadas con el\suero; ‘ o ‘

El fundemento de &ate métodoc diagnbstico fué descubiertc en -
el efio 1896 péf GRUBER Y DURHAN, quiégeé observeron el hecho de —-
que cuando mezclaban suerc de enfermo de ficbre tifoides con une -

fina suspensifn de las bacterias juntamente productoras de ésta en

\ fermeded se producia en la mezcle y después de un cierto tiempo de
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éoﬁtacto la sglomeracidn de grumog\de dichas,baoterias, grumos gque

- por efecto de su peso iben sedimenténdo Iéntamente‘ Al observar —-

que cuando enfrentaban la misme suspensién de bacterias con sueros
de\sujetos~sanos“c>defenf§rmns de'otrqs procesbs no.sé prodgeia -
tel aglutfneciln dieron en la hipétesis de que en el cursc de ague
llas enfermedades se producirfan unas substencias liémadas anti--—
Guerpoé, aglutinihas;\cuyo descubriemiento podrfa utilizarse en og
da casohpara sentar el diagn&stiéo del proce:o. ‘

| Y asf, desde entonces; viene utilizéndose en la préctica éste-
método con el fundamento tecnico siguiente: en una serie de tubos

de ensayo se hace una gerie de diluciones del suero en el que S€ -

—quieren investigar las eglutininas aﬁadiendo después a cada unc --

una cierta/oantidad de la suspensién bacteriana que interese en ca
da casc. En los positivos, es decir, en aquellos que el suero tiene
sglutiminas correspondiente, s produée‘la,agiutinaciénrde las bag
teriés, pero, ademéé,’se produce & tanto méé alta dilucién del sue
ro cuanto meyor sea el contenido en aglutininas de éste.

' Para la préotica de la reaccién se necesitan las suspensiones

de beaecterias epropiadas para cada caso. Estas suépensiones se Ob--

. tienen & partir de medios de cultivo donde hayen prosperado las -

baoterias en cuestidn hasta encontrarse en cantided suficiente pa-

‘ra ser incorpoaradaé a un medio lf{quido como el suero fisioldgico

donde luego de una més o menos intesa agitacién resulten incorpora
das y suspendidase. A

El métode idealkde obtencién de estas suspensiones es el de -

practicar cﬁlﬁiﬁﬁw&e_de la sangre de individuos afectos por la bag

" teria que se interese captar. Una ve? aislada éqnseguir cultivos -

préépetos‘para.obtener materiel microblano sufriciente. En estas --
condiciones és preciso probar la senéibilidad de la suspensidén —e-
frénte & sueros positivcs y‘nkgat;vos;porque no todas las cepas mf
orobianas aisladag reaccionan del mismo modo. Y, en dltimc término,

es preciso comprobar la especificided reaccional de le suspensidn,
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es decir, que no sea aglutinada més que por ios sueros que tengan

las aglutininaszcorreapondiqntes no siéndolo ni por los suercs —

- normeles ni porrlos de sujetos gque padezcan otros procesos.,

Este método ideal de obtencidn y comprobacién de las suspen-

‘siones adecusdas pera estas reaccionee no puede llevarse a cabo -

. més que enrdetermihados cén%%os hospitalarioa donde se disponga -

de enfermos en condiciones apropiadas para la captaeién de las --
bacterias en cuestidn y todo el material preciso de un buen depar
tamente de bacteri&iogia.

En la préctica ordinaria los médicos que practican estas re&e
clones se sirven de unas suspensiones expendidas por la industrie
de prdﬂuetos biolbégicos. Estas susperigsiones no swHen reunir las -
condiciones minimhs apetecidas por varias razones: en primer tér-
mino, por no “partir para su preparaci&ﬁ de cepas mierocblenas re--
oientemente’aisladag de enfermos gino de cepas manfenidas en el -~
lehoratorio a través'de cultivos y suboultivos; en segundo lugsar,

porque las suspensiones ﬁo gonservan: indefinidamente sus prigti--

nas caracteristicas sino gque, por el contrerie, las ven perdiendo

‘gradualmente con el envejeeimiento hasta hacerse o totalmente in-

gervibles o totalmente inespecificas.

Se considera actualmente como un hecho cientifico 1ncontro-~
vertible que las cepas microbienas vivas maptenidas a través del
sultivo en medios artificiales luego de meyor o ménor!tiempo en -

relacién con la cepa y con las condiciones del ocultivo verificen

une mutacién que las hace totalmente 1nservibles a los efectos de

su. capacidad reaocional tanto "in vivo™ como "in vitro¥.
~ Esta es la razén de que todo médico de experiehcia compruebe
en la préetica la gran frecuencia de resultados positivos en en--

fermos que no tienen el proceso correspondiente. 0y, por el contra-

rie, la no menor de resulta@qs negativos en enfermas erectivpg —

a

~

del procesoc que se buscaba. .

La observacién de GRUBER y DURHEM,es totalmente clerta pero



85

90

95

100

105
-~

siempre que se7utiliéen'suspensione§ miorobisnas realizadas a ét
pensas de cepas en condiciones de sensibilidad y especirfiocided -
perrectaa, condiciones gque no pueden poseer méa que las practica
das gon cepas recientemente aisladas y debidamente controladas,

La exppriénoia'envla,baoteriolggia clinica de los procesos

para los que se utiliza corrientemente la reacceién de aglutin&—;

' ¢18n registra el hecho de gue le desecacién de suspensiones muy

concentradas de bacterias recientemente aisladas no solo no/moﬁi

fica las condiciones de senaibilidad ¥y especificided de la sug—-

‘pensién pare reaccionar ffente a los gﬁercg éorrespondientes 8l

no qﬁe; por'el“oontrario,\las conserva inalteradasg ‘durante tiem-
p¢.1ndefinidc.'La desecaéién,de la suspensién microbiana evite —
& la vez la contingencia de le éepa,viva de sufrir la mutacién -
que la hace 1nservihle ‘a los efectos-seroﬁiagnosticos ¥y la alte-
racibén de las suspeusiones muertas y conservadas gque las conduce
el mismo resultado. _ . ’
Esta observacién permite en la préétioa desecar;sﬁspensiones
bacterianas péra obtener un polvo microbiano apto pars la prepa-
réaidﬁ de nuevas suspéﬁéionesfén el momento qué.interese utilf--
zarles. Es clarac que 8i 1= desecacidn se efectud luego de un rigu

roso control de 1a oepa microbiane recientemente aislada las re-

‘, auspensiones efeotuédas & base del polvo baoteriano, sea ¢ual-——

quiera el tiempo transcurrido, ngaran de las mismas calidades «

que la susperisién promitiva. Pero la observacidén no se limita a

" \ ’
. éate hecho. En los lsboratorios de bacteriologia se conoce con -~

el;nombre de aglutihaéién~de orientacidn a la que se realiza so-'
bfe la superficie de un porte-objetos mezclando con el agg'de -
platino una gotd de ia suspensién microbiend, bien pertiendo de

une suspeﬁsiGn ya prepa:gda ovbién preparéndole sobre el mismo -

portae-objetos, ddn una gota del suero en el que se quleran invesg

- tiger les sglutininas. El proceder es vélido tanto para identifi

car un suefc partiendb de una cepa microbiana conocida como para

1dentirioar una cepa microbiana con un suero de aglutininas oono‘

I A —_ -
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oidas. Ampliando la observacién de que la desecacién de la suspen

sién micrcbiana.conservas inalteradas las oondiciones reacciona--<

l,les de la misma ge.han hecho distintbs ensayos encam;nados a obte

%

ner gotga de suspensiép desegad& sobre el portapdbjetos capanes -

 ¢6 reaccionar sensible ¥ especificameﬁte luego de pasado el tiem-

pa~de preparados.\x asi luego de obviar un buen nimerc de difi-

_cultadéts partiendo de oepas microbianas raoientemente aisladas y

perfectamente controladas\ep cupnto,a‘su{funcionamiento) se culti-
va en determinados medios hasta obtener concentracciones mhy ri--

cas én bhqtgrias, suapehsiones*que;‘gof‘centrifugaoién, permiten
obtenefAuna pasté{microbiané éue é§ la gque ge ﬁesecé en forma dé
gotas gobre la superflcie del porta-objetos. La deseoacién 8e ——
efectua a temperatura de 37¢, .

El porta—objetos con gotas de la suspenaién miorobiana dese-
cada,censerva sus condiciones de, reaccionabilidad frente a sueros

i
positivos y negativos del mistfio modo—que el polvo bacteriano re--

eultgnte de‘la deseqacién de leas suspeas?gnesantedichas.
Esﬁe«proceaimiento’reune les ventajas dé_ﬁermitir la conser-
vacién 1ndefiﬁid§ de le suspensién micribiane y la de poder reai;
zer una agluﬁﬁﬁécién de‘orientacién,practicamente a la cabecera -
del enfermo. - _. ) - -
‘La préctica,de la reaccién queda 1imitada.a la extracoién de
una pequeﬁa cantided e sangre del enfermc en el que queremos in—

vestigar leas aglutinln&s, a tomar una simple gota del sueroc con -

4 el agg de platin@ enfrentandola ¢on la resusbensién practicada so

bre la gota desecada del porta—objetos con otra gota de agua QO==

‘rriente, mezclando intimamente a favor de los movimientoe circula

: %
res del asa si el suero contlene las aglutininas correspondientes

eperecerén los fléculos de la aglutinacién peffectamente visibles

a Bimple viste; si ei suero no contuviere tales sglutininaes la -

.suspensién,Queda perfectemente intacta.

- El procedimiento cofeiente una investigacién de téonica sen-

0illfsime de tipo serodiagnéstice, manejando artigenos gue reunen
AT N AN . ,
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las oondicionea adecuadas para este tipo de reacciones y sin ——
riesgo alguuo ‘para el méaico 1nvestigador. La vitelidaed de 1as'-
bacterias desecadas sobre el porta-objetos se plerde antes de -~
las veinticuatro horas de su preparacién.

Habiendo descrito y detellado con toda.amplitud la naturale
za del invento,; debe haoerse oonstar que las expresiones escri--
tas anteriormente son susoeptibles de modificacién de deballe —w
sin que por ello se altere el principio fundamental dei invento.

- | o E'0 T & .

EN RESUMEN: La patente“de>in#éﬁé16n que, por veinte aflog se
solicita, pare Espafia yfsus Coloniess, ha de recaer sobfe las A&i-
guientes reivindicaciones. ’ ,

S PROCEDIMIENTO SIMPBIFICADO DEL HETODO SERG-DIAGNOSTICG

que se caractsriza-por»emplear en lugar de suspensiones bacteris

nas ordinerias, que por el tiempo plerden su cgpacidad reactivae,

'suspensioneg_muy concentradas y dessdagas de bgcterias reciente-

" mente aislédas, que conservan indefigidamente sus propiedadea —-—

frente a,lqs,correqpondientes sueros sanguineos, con lo que se -
evifé, al miﬁmu tiempo, que la cepg'viva'Sdfra la mutecidn que -
le hace ingervible. . '\V -

| 2‘:-‘PROCEDIMIENTQ‘SIMPLIFICADO DEL METODO SERO-DIAGNOSTICO
segin reivindicacién anferior, que se caracteriza pngde para ob
tener laé suSpepsiongé bactérianag degecadas, se cﬁltivan bacte~
riag coptroladae en cuanto a sus caracter{sticas, en detérmina-—
ﬂoh mbdids‘apropiados, hﬁsta\obtener céncentraeciones muy rices
en bacterias, obteniendose de ellas por centrifugacién unse paeta
microbiana que’ ge deseca, en forme de gotas sobre la superficie
del porta-obgeto& g la températura de 37¢ C. -

- 3%~ PROCEDIMIENTO SIMPLIFICADO DEL METODO SERO-DIAGNOSTICO(
aegun reivindieaciones anteriores, que se caracteriza.porque pe-
ra su utilizacidn sermezcla la gota.microhiana deseoada, que se

coloca en el porta-objetos, con otre gota de agua corriente pare

1
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practicer une resuspensién ¥y después se . toma eon el ese de plati

no una simple gota de suero de le sangre extrafdea al enfermn, —

 agitando el conjunto con el ase para que sus movimientos eireula

res produzca una mezcle fmtima, con lo que si el suero contiene
los anticuerpoa correspondientes a las bacterias, aparecerén los
rléeculos de aglntinacién, apreciables a aimple vista, o £l el -~
suerc no los contiene permeneceré intacta la mezola, lo que per-
mite el diegndésticc con mayor seguridad ¥ sin peligro alguno ﬁg-
ra el médico.

- 48:. Por filtimo, Be reivindics como obJeto sobre el que ha

de reoaer la patente de invencién que ge salicita, por veinte -

afios, para Espafia y sug Colonias,---—- -
p o T ,
" PROCEDIMIENTO SIMPLIFICADC DEL METODO SERO-DIAGNOSTICC "
| Todo conforme queda expresado en la presente Memoria descrig

tiva que consta de slete. paginas eacritas a maquina por una sola

carae

. : . Madrid, 22 de Marzo de 1.945,
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