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RESUMEN DESCRIPriVO

Una sonda de d iagnóstico  para  comprobar l a  presen 
c ía  de una enzima en una muestra incluye un mango y una 
punta, l a  cu al t ie n e  una forma t a l  que pueda se r  aplicada 

5 a l a  m uestra y que l l e v a  un agente reac tiv o  destinado a .
reacc io n ar con l a  enzima, generando a s i  una seña l de c o lo r.e
La sonda puede se r  una v a r i l l a  o un p a l i l lo  de papel enro 
liado  o de m ateria  p lá s t ic a  con poros a b ie r to s . La muestra 
puede s e r  una co lo n ia  b ac terian a  que crece en un g e l nuárí*

10 t iv o . La re a liz a c ió n  de l a  prueba req u ie re  unos segundeado.* a# *
como máximo unos m inutos, y no req u ie re  incubación.

DESCRIPCION GENERAL DE LA INVENCION ---------------------- --------------------------------
La p resen te  invención se r e f ie r e  a  sondas de prueba

para d iagnóstico  destinadas a comprobar l a  p resenc ia  de** *** * * *15 enzimas. \ *..t.*
En lo s  la b o ra to r io s  de m icrobio log ía,una técnica?., 

de d iagnóstico  c o rr ie n te  co n s is te  en disponer un agente re  
ac tivo  químico elegido en un p o rta  objeto  de m icroscopio, 
t r a n s f e r i r  a l  p o rta  ob je to  una m uestra de l a  cu a l se pien 

20 sa que contiene un microorganismo, incubar l a  mezcla de
m uestra-agente re a c tiv o , y observar a i  se  produce una 
reacción  quím ica. Es p o sib le  u t i l i z a r  un a n il lo  de p la tin o  
para t r a n s f e r i r  l a  m uestra a l  p o rta  objeto y m ezclarla  con 
e l  agente re a c tiv o .

Aunque ampliamente u t i l iz a d a ,  e s tá  té c n ic a  de diagnój3 
^5 t ic o  es algo  f a s t id io s a ,  y también potencialm ente p e lig ro sa
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cuando e s tán  im plicadas b a c te r ia s  patógenas. Una técn ica  
más s e n c i l la  y más segura se r ía  b ien rec ib id a  por lo s  labo 
ra to r io s  de m icrobiología. ....*.

En la s  memorias de la s  p a ten te s  B ritán icas  ñ a s .. . . . .
779514, 1082459, 3365001 y 1406180 se describen sondas para  
pruebas b ac te rian as . Estas sondas llev an  un medio n u tr i t iv oey eventualmente también un agente reac tiv o  de cambio de***.co lo r. E stán  destinadas a se r  p uestas en contacto  con una-* 
m uestra que contiene posiblemente b a c te r ia s  y  a  continuación 
se incuban h as ta  que la s  b a c te r ia s  puedan s e r  observadas. &
id e n tif ic a d a s . Una prueba de e s te  tip o  req u ie re  horas, -o-más* ***generalm ente d ia s . Por e l  c o n tra rio , l a  sonda de l a  presppte
invención es ú t i l  cuando la s  b a c te r ia s  han sido incubadás* ya, 
y l a  id e n tif ic a c ió n  de la s  enzimas se efectúa  en cuestión*de 
segundos o minutos.

En la s  memorias de p a ten te  de Gran Bretaña n * .1246080 
y 1361577 se describe  una prueba de n i t r i t o  que im plica l a  
u t i l iz a c ió n  de un t i r a  de d iagnóstico  que soporta  v a rio s  
agentes re a c tiv o s . Un cu ltiv o  bacteriano  se pone en suspen 
sión  en un tubo de so lución  s a lin a , y l a  t i r a  se sumerge en 
e l  tubo. La u t i l iz a c ió n  de un tubo que contiéñe una so lución  
sa lin a  es fa s t id io s a  cuando es p rec iso  r e a l iz a r  numerosas 
pruebas, y l a  so lución  sa lin a  d iluye  l a  m uestra, haciendo 
a s í  que l a  prueba sea menos se n s ib le . Además, l a  prueba no 
es una prueba para enzimas sino para  un producto inorgánico
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esp ec ífico  de metabolismo b ac te rian o .
En la s  pruebas para enzimas de la  técn ica  an te­

r io r  se ha u ti l iz a d o  agentes re a c tiv o s  líq u id o s que habían 
sido  almacenados a g ranel o que habían sido  preparados *
recien tem ente. Una técn ica  im plica la  ap licac ió n  de una gota*d e l agente re a c tiv o  a la  colonia b ac teriana  que crece en 'un 
gel n u tr i t iv o  para observar un eventual cambiode co lo r; sin  
embargo, e s to  acarrea  la  destrucción  de la  co lo n ia . EH 'btra 
té c n ic a , se impregna un trozo  de papel con e l  agente *^naahti- 
vo y se ap lica  a la  zona impregnada una muestra de la  colo­
n ia ; e s ta  técn ica  es sucia  y puede dar lu g a r, cuando se-*.ras- 
ca e l  p ape l, a la  formación de un aeroso l de bacteriá^Jjóosi- 
blemente patógenas. Una te rc e ra  técn ica  c o n s is te  en suspen­
der un a n il lo  de la  colonia en un tubo que contiene úa .medio... *
n u tr i t iv o  y un agente re a c tiv o  de co lo r; s in  embargo e s te  
procedim iento es también len to  y f a s t id io s o . Otra técn ica  
más co n s is te  en im p re c a r  un d isco  de papel con e l  agente 
re a c t iv e  y p resio n ar e l  d isco  brevemente sobre la  colonia 
que crece en un g e l n u tr i t iv o ;  s in  embargo, e s to  da lugar 
a la  destrucc ión  de la  co lon ia ;po r o tra  p a rte  e l  agente 
re a c tiv o  en tra  inevitablem ente en contacto  con e l  medio nu­
t r i t i v o ,  y a menudo se ha comprobado que e s to  a fec ta  la  prue 
ba de d iag n ó stico .

La p resen te  invención proporciona una sonda de 
prueba para d iag n ó stico , que perm ite comprobar la  p resencia
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de una enzima en una muestra, incluyendo la  sonda un 
mango y una punta la  cual tien e  una forma t a l  que pueda 
se r ap licada  a la  muestra y que lle v a  un agente reac tiv o  
destinado a reaccionar con la  enzima, generando a s i  una

e

señal que ind ica  la  p resencia  de la  enzima en la  m uestra.*Para comprobar la  p resencia  de una enzima en uña 
muestra mediante la  u ti l iz a c ió n  de una sonda de prueba

apara d iagnóstico  d e l t ip o  defin ido  más a r r ib a ,  se rá  néb^áa- 
r io  a p lic a r  a la  muestra la  punta de la  sonda que lleva.** 
e l  agente re a c tiv o , p e rm itir  que la  reacción se efectúe 
en tre  e l  agente re a c tiv o  y la  enzima, y observar la  seña í 
in d ic a tiv a  de la  p resencia  de la  enzima en la  muestra\*ub 
ejemplo de una sonda de prueba para  d iagnóstico  de acuerdo 
con la  invención es un p a l i l lo  de m ateria l poroso in e r te  
d e l cual una extremidad ha sido inmersa en una solución de 
un agente re a c tiv o  deseado para d ep o sita r sobre e l la  (o en 
e l la )  una c ie r ta  cantidad d e l agente re a c tiv o .

La sonda p resen ta  un mango que e s tá  destinado a per­
m itir  la  manipulación de la  aonda, y cuya forma y cuyo t a ­
maño no son c r í t i c o s .  Guando la  sonda es un p a l i l l o ,  una 
extremidad del p a l i l l o  puede c o n s t i tu i r  e l  mango y la  o tra  
extremidad puede c o n s t i tu i r  la  pun ta . Se hará  re fe re n c ia  a l  
d ibu jo  adjunto  que rep resen ta  una v is ta  en p erspec tiva  de 
una sonda de prueba para  d iagnóstico  de acuerdo con la  inven­
ción que e s tá  c o n s titu id a  por un p a l i l l o  de papel e n ro lla -
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do sobre s i  mismo de 60 om. de la rg o , y que incluye una 
p arte  de Bango 10 y una punta 12 que ha sido  inmersa,en 
un agente re a c tiv o .

La punta de la  sonda deberá preferentem ente se rt
suficientem ente la rg a  para que cualqu ier señ a l generada

e

en e l l a  pueda se r  observada c la ra  y rápidam ente; por o tra  
p a rte  deberá se r sufic ien tem ente pequeña para  que pueda +s itu a rs e  y a p lic a rse  con p rec is ió n  en una muestra de tamá-***.
ño reducido , por ejemplo una co lon ia  b ac te r ia n a  pequeka***
en una p laca  de g e l de agar. La punta ten d rá  generalmente
un diám etro de algunos m ilím etros, por ejemplo 0,5 a 10*mm,
aunque no es n e ce sa rio , desde luego, que su  sección tgpns-

* * * *v e rsa l sea c i r c u la r .
Es p re fe r ib le ,  aunque no absolutamente necébqrio , 

que la  sonda se soporte  por s i  so la  y que sea su b s ta n c ia l­
mente r íg id a  durante su u t i l iz a c ió n . Esta p re fe ren c ia  es 
particu larm ente  im portante cuando la  punta de la  sonda e s tá  
d estin ad a  a ser ap licada  contra  un gel o c en tra  una muestra 
só lid a , ya que en e s te  caso una sonda b landa, t a l  como una 
hoja de papel, no s e r ia  apropiada. tLa muestra es preferentem ente una colonia b ac te ­
r ia n a , preferentem ente una colonia que ha crecido  en un gel 
n u t r i t iv o ,  t a l  como un gel de ag ar. En una co lonia  de e s te  
t ip o , la s  enzimas producidas por la s  b a c te r ia s  están  p resen­
te s  en forma concentrada y fácilm ente d e te c ta b le . La sonda
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para prueba según la  invención puede a p lic a rse  a la  colonia 
s in  d e s t ru ir la  to ta lm en te , y s in  to ca r e l  g e l n u tr i t iv o  
en e l  cual e s tá  creciendo . Por ta n to , la  prueba de d iag n ó s ti­
co no e s tá  afectada por e l  g e l n u tr i t iv o ;  y s i  e l  re su ltad o*
de la  prueba es in te re sa n te , la  colonia permanece in ta c ta

4

para su id e n tif ic a c ió n  u l t e r io r .
El agente reac tiv o  situado  sobre (o en e l  in te -

ar io r  de) la  punta de la  sonda se e lig e  para que reaccrdñé***.con la  enzima cuya presencia  se sospecha en la  muestra*^* 
para generar una seña l observable. Una señ a l conveniente es 
un cambio de c o lo r . Se conocen y se u t i l iz a n  en d iagnósticos 
m icrobiológicos numerosas reacciones de cambio de cohpr^ 
véase por ejemplo "Biochemical T est fo r  Id e n t if ic a t i^ í* p f  
Medical B acteria" por J .F . HcFadden, publicado por Wi&TLiams 
and W ilkins, U.S.A. Cuando la  p resencia  de la  enzima ha de 
se r señalizada por un cambio de co lo r, la  punta de la  sonda 
ten d rá  preferentem ente un c o lo r , por ejemplo blanco, que per­
mita observar fácilm ente e s te  cambio.

Estos cambios de co lo r se producen rápidam ente, 
per ejemplo en pocos segundos o como máximo en cuestión  
de m inutos. La incubación de la s  b a c te r ia s  en contacto  con 
la  sonda no es n ecesa rio , y por tan to  e l  agente re a c tiv o  
no incluye un medio n u tr i t iv o  b ac te rian o .

La reacción  de la  enzima puede se r producida de 
d ife re n te s  maneras. Por ejanplo, la  reacción  puede hacerse
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con un agente re a c tiv o  elegido de modo que proporcione 
d irectam ente un producto coloreado. En v a r ia n te , e l  agente 
re a c tiv o  puede se r  una mezcla de su b stan c ia s , en la  cual 
la  reacción  de una de e l la s  puede generar uncambio de +

$ co lor en o tra .  En e fe c to , en e l  ejemplo 3 que sigue , la  **
ereacción  de la  u reasa sobre la  urea genera amoniaco que***

eleva e l  pH y hace pasar e l  ro jo  de feno l de am arillo  a
ro jo . *********.La punta de la  sonda es p referentem ente, áunqhe 

10 no necesariam ente, porosa o absorbente. Los poros de tamaño 
c a p ila r  permiten que una punta de pequeñas dimensiones..*, 
absorbe una gran cantidad  de agente re a c tiv o , o más adelan­
t e ,  de n u e s tra . Sin embargo, también es n e ce sa rio , aññohe*. **.
la  punta sea tran sp aren te  o tra n s lú c id a  a la  señal en&tidaeme*

13 que una proporción su b stan c ia l d e l agente re a c t iv o , y más 
adelan te  de la  m uestra, e s te  p resen te  en la  su p e rfic ie  de 
la  punta en lugar de e s ta r  en e l  in te r io r  de e l l a .  Teniendo 
en cuenta la  n a tu ra leza  h id ró fila /h id ro fo b a  y la s  propieda­
des de mojado d e l m ateria l con e l  cual e s tá  hecha la  punta 

^0 ge la  sonda, es p o s ib le , mediante experim entación, encon trar 
la  porosidad óptima para cada ap lic a c ió n .

La punta ha de se r in e r te  para e l  agente re a c tiv o  
y para cualqu ier agente p in ic o  presente  en la  muestra. Les
m ate ria les  apropiados incluyen m aterias p lá s t ic a s ,  p a r t ic u la r -
mente la s  que tien en  poros a b ie r to s , productos a base de25
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ce lu lo sa  ta le s  como papel o cartón  en ro llad o , y productos
a base de f ib ra s  aglomeradas cano e l  f i e l t r o .

Las sondas para pruebas de d iagnóstico  a la s
cuales se re f ie re  la  invención son productos económicos que******se desechan después de una so la  u t i l iz a c ió n .  Unos productos ̂̂  *económicos apropiados son p a l i l lo s  de papel enro llado  como 
los que se u t i l iz a n  para dulces en p a l i l l o ,  y v a r i l la s  de

wm aterias p lá s t ic a s  porosas ta le s  como p o lie t i le n o  o póTT^ro-**.p ilen o . Las v a r i l l a s  de p o lie ti le n o  y de polipropilene*poroso 
con un tamaño medio de poros de 10 a 250 micrones pueden ob­
tenerse  en e l comercio. Un agente re a c tiv o  deseado pue3e^ 
a p lic a rse  a la s  extremidades de esto s  p a l i l lo s  o de e5$as 
v a r i l l a s  sumergiéndolas manualmente o con métodos máa^Jgecfec- 
cionados. Las sondas se sum inistran preferentem ente em'^orma 
e s t é r i l ,  y pueden e s ta r  envueltas individualm ente o empaque­
ta d a s .

Los ejemplos que siguen i lu s tr a n  la  invención. En 
cada uno de los ejemplos 1 a 3t la  sonda e ra  una v a r i l l a  de 
p o lie t i le n o  poroso de aproximadamente 7 cm de largo  y 4 mm. 
de d iám etro . En los ejemplos 4 y 5 se han u t i l iz a d o  p a l i l lo s  
de papel enro llado  (p a l i l lo s  para  d u lces).

EJEMPLO 1
Se re a l iz ó  una sonda sumergiendo una extremidad 

áe una de e s ta s  v a r i l l a s  en una solución de 1 mg de N itro -  
cefina  en 2 mi. de e ta n o l, y dejando seca r . La extremidad
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de la  sonda se ap licó  a una co lon ia  de una cepa bac­
te r ia n a  r e s is te n te  a la  p e n ic ilin a  creciendo en gel de ag ar. 
La b e ta -lac tam asa , fo rnada.por la s  b a c te r ia s ,  reaccionó 
con la  i t ro c e f in a  e h izo  que la  punta de la  senda pase 
de am arillo  pá lido  a ro jo  b r i l l a n te .  Este cambio necesitó ** 
unos pocos segundos. Por consigu ien te , la  sonda era  conve­
n ien te  p a ra  coprobar la  p resencia  de beta-lactam asa en 
una m uestra.

La n itro c e f in a  es una cefaloesporina  cromogenáfca 
d esa rro llad a  por Glaxo Research Lim ited, (cod ificada 87/312; 
ácido 3 -(2 ,4  d in i t r o s „ ir l l - ( 6 R , 7R)**7B (2 -tien ilace tam ido^  
-c e f-3 e a -4 -c a rb o x ílic o , isómero E ) . *

EJEMPLO 2 ' -'***.
Se preparó una sonda sumergiendo una extremaliad+ * *

de una v a r i l l a  en un agente re a c tiv o  a base de agua in c lu ­
yendo m -dim etil-p-fen ilenodiam ina, oxala to , ácido asco rb i- 
ee y a l f a - n a f to l .  La sonda re su lta n te  era  apropiada para 
comprobar la  p resencia  de oxidaea de citocrom o, en la  p re­
sencia d e l cual la  punta pasó de in co lo ra  a ro jo  oscuro/negro

EJEMPLO 3
Se preparó una sonda sumergiendo una extremidad 

de una v a r i l l a  en un medio acuoso conteniendo ex trac to  de 
levadura, una solución tampen de fo s fa to , urea y ro jo  de 
fe n o l. La sonda re su lta n te  era apropiada para comprobar 
la  p resenc ia  de u reasa , en la  p resencia  de la  cual le  punta
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pasa áe am arillo  a ro jo .
EJEMPLO 4

Se preparó  una sonda sumergiendo una extremidad 
de un p a l i l l o  en un agente re a c tiv o  a base de agua in c lu - *yendo L -fen ila la n in a  y c loruro  f é r r ic o .  La sonda resul^á^Me 
era  conveniente para comprobar la  p resencia  de enzima d6**** 
deaminasa de fe n ila la n in a , en la  p resencia  de la  cual la  
punta pasa de in co lo ra  a verde. ***-'

EJEMPLO 5
Se preparó una sonda sumergiendo una extremidad

de un p a l i l l o  en un agente re a c tiv o  a base de agua conten
niendo o rn it in a , 0,004 mi de una solución tampón de * o t t^****
la to  de ácido de p o ta s io , fo s fa to  de p ir id o x a l, y rojj5*#^** **
brom ofurol. La sonda re su lta n te  e ra  apropiada para cocfpro-A* * 'bar la  p resencia  de decarboxilasa de o rn i t in a , en la  p re ­
sencia de la  cual la  punta pasa de am arillo  a ro sa -ro jo .

En resumen, e l  p resen te  Modelo de U tilidad  que 
se s o l i c i t a  deberá recae r sabré la s  s ig u ie n te s : 

REIVINDICACIONES
1 .-  Sonda para prueba de d iagnóstico  que estando 

destinada  a s e rv ir  de medio para comprobar la  presencia  de una 
enzima en una m uestra, ca rac te rizad o  porque e s tá  c o n s titu id a  
por un cuerpo alargado de escaso grosor en e l  que se d efin e  
un mango de asido y una punta de configuración adecuada para 
su f á c i l  ap licac ión  a la  m uestra, incorporando dicha pun ta ,
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un agente re a c tiv o  su scep tib le  de reaccionar con la  en­
zima , en orden a generar una seña l de cambio de color que 
d ica  la  p resencia  de la  enzima en la  m uestra.

2 . Sonda para  prueba de d iag n ó s tico , según la *
re iv in d icac ió n  1, c a rac te rizad a  porque tien e  la  forma de un

******p a l i l lo  de m a te ria l a base de ce lu lo sa  que lle v a  e l  agente 
re a c tiv o  en una extrem idad. *3 . Sonda para  prueba de d iag n ó stico , segúiflS* 
re iv in d icac ió n  2 , c a rac te rizad a  porque e l  p a l i l l o  es ún-?* 
p a l i l l o  de papel en ro llado  sobre s i  mismo.

4 . Sonda para  prueba de d iag n ó s tico , según le¿*rei-
* .v indicación  1, ca rac te rizad a  porque tie n e  la  forma de*jma

v a r i l l a  de m ateria p lá s t ic a  s in té t ic a  porosa que llevgJ^L 
agente re a c tiv o  en una extrem idad. ** +

3. Sonda para  prueba de d iag n ó s tico , según una 
cualquiera  de la s  re iv in d icac io n es  1 a 4 , c a rac te rizad a  porque 
la s  sonda se soporta  por s i  misma y es substancialm ente 
r íg id a  durante su u t i l iz a c ió n .

6 . Sonda para  prueba de d iag n ó stico , según una 
cu a lq u ie ra  de la s  reivindicaciones 1 a 3$ ca rac te rizad a  porque 
la  punta tie n e  un diám etro de 0 ,3  una a 10 mm.

7- Se re iv in d ic a  por ultim o como ob je to  sobre e l
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que ha de recae r e l  modelo de u t i l id a d  que se s o l i c i t a :  SONDA 
PARA PRUEBAS DE DIAGNOSTICO.
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Todo conforme queda d e sc r ito  y re iv ind icado  en - 
la  p resen te  memoria d e sc rip tiv a  que consta de trece  páginas 
mecanografiadas y d ibu jos ad ju n to s. }

Madrid, 13 Diciembre 1-983 BERNARDO UNGRIA P-P-
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