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RESUMEX DESCRIPTIVO

Una sonda de diagndstico pars comprobar la presen
cia de una enzima en una muestra incluye un mango y una
§un*!:a, la cual tisne una forua tal que pueda ser aplicada
a la mestra y que lleva un agente reactivo destinado a

reac¢ionar con la enzima, generando asi una sefial de color,
La sonda puerde ser una varilla o un palillo de papel eni'.g"'
llado o de materia pldstica con poros abiertos. La muestra
puede ser una colonia bacteriana que crece en un gel nurbri:
tivo. La realizacién de la prueba requisre unos segundo_'s:,: S
como méximo unos ainutos, y no requiere incubacidn.
DESCRIPCION GENERAL DE LA INVENCiON

La presente invencidn se refiere a sondas de pruepa
. [ ]

para diagnésiico destinadas a comprobar la presencisa de*ve*

enzimas. “ eess
En los laboratorios de microbiologia,una técnig:ezo,
de diagnéstico corriente consiste en disponer un agente re
activo quimico elegido en un porta objeto de microscopio;
transferir al porta objeto una muestra de la cual se pien
ea que contiene un microorganismo, incubsr la mezcla de:
muestra-agente reactivo, y observar si se produce una
reaceién quimica. Bs posible utilizar un anillo de platino
para transferir la muestra al porta obdjeto y mezclarla con

el agente reactivo.

Aunque ampliamente utilizada, estd técnica de diagnés

tico es algo fastidiosa, y tumbién potencislmente peligrosa




- 10

15

20

25

cuando estan implicadas baoterias patdgenas. Una técnica
mas sencilla y mds segura seria bien recibida por los 1abg
ratorios de microbdiologia. ceas

- En las memorias de las patentes Britanicas n%s. .
779514, 1082459, 11365001 y 1406180 se describen sondas para
praabas bacterianas. Estas sondas llevan un medio nutritivo
y eventualmente también un agente reactivo de cambio dé.°°'
color. Estan destinadas a ser puestas en contacto con una.'
muestra que contiene poaiblemente bacterias y a continuaciodn
se incuban hasta que las bacterias puedan ser observadag. g
identificadas. -Una prueba de este tipo requiere horas,-o-uas
generalmente dias. Por el contrario, la sonda de la presgpte
inveanclibén es util cuando las bacterias han sido 1ncuba&§;.ya,
¥ la ideatificacién de las enzimas se efectua en ouestigﬁ'de
segundos o minutos.

En las memorias. de patente de Gran Bretafia n%.1246080

y 1361577 se describe una prueba de nitrito que implica la
utilizacidn de un tira de diagnéstico que soporta vurios
agentes reae?ivos. Un cultivo bacteriano se pone en suspen
sién en un tubo de solucidén salina, y la tira se sumerge en
el tubo. La utilizacién de un tubo que contiéfie una solucién
salina es fastidiosa cuando es preciso realizar numerosas
pruebas, y la solucién salina diluye la muestra, haciendo
asi que la prueba sea menos sensible. Ademds, la prueba no

es una prueba para enzimas sino para un producto inorginico
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especificc de netabolisne bacterianc.

En las pruebas para enzimas de la técnica antie-
rior se ha utilizado agentes reactivos liquidos que habian
sido almacenados a granel o que habian sido preparados

recientvenente. Una técnica impilica la aplicacidén de una gota
del agente reactivo a la colonia bacteriana que crece'aﬁuun
gel nutritivo para observar un eventual cambiode colorj; sin
enbargo, esto acarrea la destruccién de la colonia. E@:ﬁtra
técnica, se impregna un trozo de papel con el agente‘éa;bti-
vo ¥ se &plica a la zona impregnada una muestra de la colo-
niaj; esta técnica es sucia y puede dar lugar, cuando se'.ras-
ca el papel, a la fcrmacidn de un aerosol de bacteriégf :posi-
blemente patogenas. Una tercera técnica consiste en é@?}en-
der un anillo de la colonia en un tubo que contiene ﬁq.gedio
nutritivo y un agente reactive de color; sin embargo este
procedimiento es también lento y fastidioso. Otra técnica
mnés consiste en impregnar un disco de papel con el ugente
reactive y presiocnar el disco brevemente sobre la colonia
que crece en un gel nutritivo; sin embargo, esto da lugar

a la destruccidn de 1la coloniajpor otra parte el agente
reactivo entra inevitablemente en contacto con el medio nu-
tritivo, y a menudo se ha coaprobado que esto afecta la prue-
ba de diagnédstico.

La presente invencidén proporciona una sonda de

prueba para diagnéstico, que permite comprobar la presencia
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de una enzima eu una nuebtra, incluyendo la sonda un
nmangoe ¥y una punta la cual tiene una forma tal que pueda
ser aplicada a la muestra y que lleva un agente reactivo
destinado a reaccionar con la enzima,‘generando asi una

sefial que indica la presencia de la enzima en la muestra.

Para comprobar la prasencia de una enzima éﬁ'ﬂia
muestra mediante la utilizacidén de una scnda de prueba
para diagndstico del tipo definido més arriba, sera né??éa-
rio aplicar a la nuestra la punta de la sonda que lleié.}
el agente reactivo, permitir que la reaccién se efectie
entre el agente reactivo y la enzima, y observar la sefiad
indicativa de la presencia de la enzima en la muestré%{ﬁh
ejemplo de una sonda de prueba para diagndsticc de aéﬁééﬂo
con la invencién es un palillo de material poroso in???q
del cual una extremidad ha sido inmersa en una solucidén de
un agente reactivo deseado para depositar sobre ella (o en
ella) una cierta cantidad del agente reactivo.

Ia sonda presenta un mango que esté destinado a per-
mitir la manipulacidn de la sondé, y cuya forma y cuyo ta=-
mafic no son ocriticos. Cuando la sonda es un palillo, una
extremidad del palillo puede constituir el mango y la otra
extrenidad puede constituir le punta. Se hara referencia al
dibujo adjunto que repressenta una vista en perspectiva de
una sonda de prueba para diagndstico de acuerdo con la inven-

cibén que estéd constituida por un palillo de papel enrolla-
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do sobre si nismo de 60 nm. de largo, y que incluye una
parte de mango 10 y una punta 12 que ha sido inmersa en
un agente reactivoe.

La punta de la sonda deberid preferentemente ser

suficientemente larga para que cualduier sefial generada
en ella pueda ser observada clara y répidamente; por 6553
parte debera ser‘suficientemente pequeiia para que pueda

situarse y aplicarse con precisién en una muestra de taua-

ste

fio reducido, por ejemplo una colonia bacteriana pequéha-’
en una placa de gel de agar. La punta tendré generalmente
un didhetro de algunos milimetros, por ejemplo 0,5 a 1O-mm,
aunque no es necesario, desde luego, que su seccidn éiéﬁk—
versal sea circular. R

Zs preferible, aunque no absolutamente negé?qrio,
que la sonda se soporte por si sola y que sea substancial-
mente rigida durante su utilizacidén. Esta preferencia es
particularmente importante cuando la punta de la sonda esté
destinada a ser aplicada contra un gel o camtra una muestra
sblida, ya que en este caso una sonda blanda, tal como una
heja de papel, no seria apropiada.

La muestra es pneferentemente.una coionia bacte-
riana, preferentemente una colonia que ha crecido en un gel
nutritivo, tal como un gel de agar. En una colonia de este
tipo, las enzimas producidas por las bacterias estan presen-

tes en forma concentrada y fécilmente detectable. Ia sonda



10

15

20

25

para prueba segin la invencidn puede aplicarse a la colonia
sin destruirla totalmente, y sin tocar el gel nutritivo

en el cual estd creciendo. Por tanto, la prueba de diagnosti-
co no esta afectada por el gel nutritivo; y si el resultado

de la prueba ez interesante, la colonia permanece intacta
.‘....
para su identificacién ulterior.

El agente reactivo situado sobre (o en el inte-

rior de) la punta de la sonda se elige para que reaccfﬁﬁb

con la enzima cuya presencia se sospecha en la muestfhuv'
para generar una sefial observable. Una sefial conveniente es
un cambio de color. Se conocen y se utilizan en diagndéstdicos
microbiologicos numerosas reacciones de cambio de coipé}
véase por ejemplo "Biochemical Test for Identificatié@{@f
Medical Bacteria" por J.F. McFadden, publicado por W?.;L:L:i.ams
and Wilkins, U.S.A. Cuando la presenéia de la enzima ha de
ger seiflalizada por un cambio de color, la punta de ia sonda
tendréd preferentemente un color, por ejemplo blancé, que per-
mita observar fdcilmente este cambio.

Estos cambios de color se producen répidamente,
por ejemplo en pocos segundos o como médximo en cuestidn
de minutos. La incubacidén de las bacterias en contacto con
la sonda no es necesario, y por tanto el agente reactivo
no inecluye un medio nutritivo bacteriano.

La reaccién de la enzima puede ser producida de

diferentes maneras. Por ejmplo, la reaccidn puede hacerse
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con un agente reactivo elegido de modo que proporcione
directamente un preducto coloreado. En variante, el agente
reactivo puede ser una nezcla de subscancias, en la cual
la reaccidn de una de ellas puede generar uncambio de
color en otra. En efecto, en el ejemplo 3 que sigue, ié"ﬂ
reaccidn de la ureasa sobre la urea genera amoniaco qﬁé"ﬂ
eleva el pH y hace pasar el rojo de fenol de amarillo a

T0jOs sene

La punta de la sonda es preferentemente, éﬁ;;he
no necesariamente, porosa 0 absorbente. Los poros de tamaiio
capilar permiten gue una punta de pequeiias dimensiones...
absorbe una gran cantidad de agente reactivo, o mis é@é?an—
te, de nuestra. Sin embargo, también es necesario, aéééps
la punta sea transparente o translicida a la seiial eﬁﬁtgda
que una proporcion substancial del agente reactivo, y mas
adelante de la muestra, este presente en la superficie de
la punta en lugar de estar en el interior de ella., Teniendo
en cuenta la naturaleza hidrdfila/hidrofoba y les propieda-
des de mojado del matérial con el cual esté hecha la punta
de la sonda, es posible, mediante experimentacidén, encontrar
la porosidad dptima para cada aplicacidn.

Iz punta ha de ser inerte para el agente reactivo
v para cualquier agente -uimico presente en la muestra. Ics

nateriales apropiados incluyen materias plasticas, particular-

mente las que tienen poros abiertos, productos a base de
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celulosa tales como papel o cartdédn enrollado, y productos
a base de fibras agloneradas cocmo el fieltro.
Las sondas para pruebas de diagndstico a las
cuales se refiere la invencidn son productos econdmicos que
.

se desechan después de una sola utilizacién. Unos productos
econdmicos apropiados son palillos de papel enrollado'gagb
los que se utilizan para dulces en palillo, y varillas de
materias plasticas porosas tales como polietileno o pﬁ???ro-
pilenc. Las varillas de polietileno y de polipropilenbcgéroso
con un tamafio medio de poros de 10 a 250 micrones pueden ob-
tenerse en el comercio. Un agente reactivo deseado puedes
aplicarse a las extremidades de estos palillos o de é%ﬁ;b
varillas sumergiéndolas manualmente o con métodos més, ‘Borfec-
cionados. Las scndas se suministran preferentemente em’ £orma

estéril, y pueden estar envueltas individualmente o empaque-
tadas,.

Los ejemplos que siguen ilustran la invencién. En
cada uno de los ejemplos 1 a 53, la sonda era una varilla de
polietileno poroso de aproximddamente 7 cm de largo y 4 mm.
de didmetro. En los ejemplos 4 y 5 se han utilizado palillos
de papel enrollado (palillos para dulces).

EJEMPIO 1

Se realiz6 una sonda sumergiendo una extremidad

de una de estas varillas en una solucidén de 1 mg de Nitro-

cefina en 2 ml., de etanol, y dejando secar. La extremidad
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de la sonda se aplico a uns colonia de una cepa bac-
teriana resistente a la penicilina creciendo en gel de agar.
La beta-lactamasa, formada por las bacterias, reacciond

con la itrocefina e hizo que la punta de la scnda pase

de amarille palido a rojo brillante. Este cambiomecesitd
‘..‘.-

unos pocos segundos. Por consiguiente, la sonda era conve-

niente para ceprobar la presencia de beta-lactamasa en

L ]
una nuestrae. soeee

Ia nitrocefina es una cefaloesporina cromogendirda
desarrollada por Glaxo Research ILimited, (codificada 87/312;

adcido 3-(2,4 dinitros.iril-(6R, 7R)-7B {2-tienilacetamide)

-cef-3en-4-carboxilico, isomero E). LX :1
EJEMPIO 2 ! K

Se prepard una sonda sumergiendo una extreyéqu
de una varilla en un agente reactive a base de agua inclu-
yendo m=dimetil-p~fenilenodiamina, oxalaéo, dcido ascorbi-
¢o y alfa-naftols La sonda resultante era apropiada pars
comprobar la presencia de oxidasa de citocromo, en la pre-
gsencia del cual la punta pasd de incolora a rejo oscuro/negro.

EJEMPLO 3

Se prepsré una sonda sumergiendo una extremidad
de unea varilla en un medio acuoso conteniendo extracto de
levadurs, una sclucidn tampdén de fosfato, urea y rojo de

fenol. La sonda resultante era apropiada para couprobar

1o presencia de ureasa, en la presencia de la cual 1c punta

i

¥
|

i
i

|
!
;
i
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pasa de amarillo a rojo.

EJEMPLO &4

Se prepard una sonda sumergiendo una extremidad
de un palillo en un agente reactivo a base de agua inclu-
yende I~-fenilalanina y cloruro férrico. Ia sonda resultai¥e
era conveniente para comprobar la presencia de enzima dge"

deaninasa de fenilalanina, en la presencia de la cual la

punta pasa de incolora a verde. cvaste
*=e,
EJEMPLO 5 e

Se prepard una sonda sumergiendo una extremidad
de un palillo en un agente reactivo a base de agua contes

niendo ornitina, 0,004 ml de una solucién tampdn de rofth-

lato de acide de potasio, fosfato de piridoxal, y rojs°fe

bromofurol. La sonda resultante era apropiada para corfpro-

bar le presencia de decarboxilasa de ornitina, en la pre-
goencia de la cual la punta pasa de amarillo a rosa-rojoe.

En resumen, el presente lModelo de Utilidad que
se solicita debera recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACICNES

-

l,- Sonda para prueba de diagnbstico que estando
destinada a servir de medio para comprobar la presencia de una
enziné en una muestra, caracterizado porque estid constituida
por un cuerpc alargado de escaso grosor en el que se define
un mango de asido y una punta de configuracidn adecuada para

su facil aplicacidén a la muestra, incorporando dicha punta,
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un agente reactivo susceptible de reaccionar con la en-
gina, en orden a generar una seiial de cambio de color gque
dica la presencia de la enzima en la muestra.

2. Sonda para prueba de diagndéstico, segun la

e
Saboe

reivindicacion 1, caracterizada porque tiene la forma de un

O
TR

palillo de materizl a base de celulosa que lleva el agente

reactivoc en una extremidad.

3. Sonds para prueba de diagndstico, segt'm"lé‘

-l

reivindicacién 2, caracterizada porque el palillo es un--
palillo de papel enrollado scbre si mismo.

4, Sonda para prueba de diagnéstico, segin lecrei-
vindicacidén 1, caracterizada porque tiene la forma de"n.;a:ﬁ
varilla de mteria pléstica sintética porosa que llevé:é:l

.

agente reactivo en una extremidade. %

ars *

5. Sonda para prueba de diagnodstico, segin una

g - g oy

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada porque

las sonda se soporta por si misma y es substancialmente
rigida durante su utilizacién. |

6. Sonda para prueba de diagnéstico, segin una
cualquiera de las reivndicaciones 1 a 5, caracterizada porque
la punta tiene un didmetro de 0,5 mm a 10 mm.

7. Se reivindica por iltimo como objeto sobre el
que ha de recaer el modelo de ukilidad que se solicita: SONDA
BARA PRUEBAS DE DIAGITOSTICO.



1 Todo conforwe queda descrito y reivindicado en
la presente memcria descriptiva que consta de trece paginas

necanografiadas y dibujoes adjuntos.

Madrid, 13 Diciembre 1.983 .
BERNARDO UNGRIA saaee
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