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Le presente invencidén se refiere a un mé
todo y aparato para efectuar determinaciones de hacte~-
riologia médica y quimica clinice por medio de variacig
nes de turbidez, color u otras propiedades dpticas que
girven de indicacidn de la actividad bioldzica, el con-
tenido o la condicidn o estado de la muestra sometida a
examen, lids en particular, esta invencidn se refiere a
un aparato para determinar automdtica y continuamente el
indice, tasa o velocidad de desarrollo de bacterias, por
medios fotométricos,

La muestra o especimen puede ser un flui-
do bioldgico obtenido de un paciente, tal como suero,
plasma, orina, liquido cefalorraquideo, heces o un flui-
do nutriente o reactivo artificialmente preparudo, capaz
de sostener o poner de manifiesto fendémenos en correspon
dencia con un estado, actividad o contenido de tipo pato
18gico, fisioldgico, quimico o metabdlico.,

Ia prdctica clinica actual en bacteriolo-
gia y microbiologia médicas tiene mucho que ver con el
aislamiento y la valoracidn de bacterias patégenas a par-
tir de muestres de interés clinico., Tales muestras pue-
den provenir tanto del paciente (por ejemplo,-su sangre,
orina, exudado de heridas u otro fluido bialdgico) como
de su ambiente inmediato o etioldgico: por ejemplo, los
alimentos, el aire, el agua u otros factores de un siste-
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ma de vectores patoldgicos infecciosos o comunicables.
En concomitancia con la identificacidn de un agente ra
tégeno viral, micdtico o bacteriano en una muestra, vie
ne el requisito de determinar cual es el agente anti-
bidtico eficaz contra el patdgeno concreto y especifico,
¥y hasta que grado es eficaz en comparacidn con otros
agentes quimioterapéuticos a disposicidén del clinico co
mo tratamiento del caso,

El ensayo de fluidos bioldgicos para de-
terminar “in vivo" niveles de antibidtico cae asimismo
dentro del dmbito de la microbiologia médica, si bien
la ejecucidn del proceso es mucho menos frecuente que
las mencionadas identificaciones de efectividad o sen-
gibilidad para con los antibidticos, término derivado
de la “sensividad" del organismo del sujeto o paciente
para con un medicamente. EL procedimiento de ensayo
resulta extremadamente dificil de llevar & cabo en las
condiciones de que actualmente se dispone en el labora=-
torio, y como tal se usa s6lo en la investigacidn, o en
casos de importancia clinica extremada. Aun cuando la
informacidn que se deduce de un procedimiento como ese
resulta muy valiosa para el clinico, ello representa una
imbosicidn anormalmente rigurosa y ardua sobre el perso-—
nal de laboratorio.

La determinacidn de la minima concentra-
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tico contra un determinado germen patdgeno pariticular,
cae también dentro del dmbito de la microbiologia médi
ca, si bien no se suele efectuar con tanta frecuencia
como la de la sensibilizacidén a los antibidticos.

TLos procedimientos de identificacidn de
la técnica ya conocida, en el laboratorio bacterioldgi-
co, se basan en la valoracidn taxondmice de cultivos desa
rrollados en un medio sélido o gelificado, la valoracidn
microsedpica inmunofluorescente o el cambio de color de
un medio nutriente, de tal modo que el desarrollo bacte
riano viene indicado por la reaccidn con los productos
metabdlicos derivados de tal desarrollo, También puede
prepararse un medio nutriente que sostenga o favorezca
el desarrollo de gérmenes o clases de gérmenes patdge-
nos especificos con exclusidn de otrbs, ¥ que indique
tal desarrollo por medio de un cambio de color.

Recientemente ha habido cierto mimero de
intentos encaminados a satisfacer la necesidad de auto-
matizar los laboriosos métodos manuales para la determi-
nzcidn de la sensibilidad de un organismo. Si bien exis
te cierto nimero de dispositivos automdticos en el merca
do, no vienen resolviendo éstos con eficacia los proble-
was de contaminacidén mutua o cruzada entre muestras ni

la lenta velocidad de andlisis, ni han proporcionado un
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medio conveniente de ingreso y escape aleatorio de mues
tras durante el ciclo de desarrollo bacteriano. A causa
de su complejidad, los dispositivos automdticos ya cono
cidos requieren gran proporcidén de espacio de laborato-
rio y mucho mantenimiento.

Son ejemplos de tales dispositivos com-
plicados ya conocidos, para analizar muestras fotométri-
camente en una pluralidad de cubetas, los que se revelan
en diversas patentes recientes, entre las que se incluyen
las de Wood y col., patente de EE.UU. numero 3.523.737,

y de Kuzel y col., patente de EE,UU. mimero 3.609.040.
Estos dispositivos contienen una pluralidad de partes md
viles gque requieren un constante mantenimiento y reducen
su fiebilidad, Xxiste la necesidad, sentida desde hace
mucho tiempo, de disponer de un aparato basado en el uso
de principios fotométricos, que al mismo tiempo sea de
proyecto simplificado, casi sin partes mdéviles y en el
que todas las operaciones se lleven a cabo por medios neu
mdticos y opto-electrdnicos.

En una aplicacidn, cual es la de la indus-
tria de los tintes en géneros textiles, enteramente dis-
tinta a la del presente invento, se ha descrito un colo-
rimetro (patente de BE.UU. mimero 3.531.208, de Wgrd) en
el que una pluralidad de uuestras de tinte es medida Jp-
ticamente por medio de unz pluralidad de detectores y una
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pluralidad de amplificadores, compardndose la medida
con una carta de colores normalizada. Esta referencia
se indica aqui para poner de manifiesto el estado gene
ral de la técnica colorimétrica ya conocida.

El aparato de la presente invencién pro
porciona un analizaedor de fluidos bioldgicos que permi
te hacer pruebas de sensibilidad para con los antibid-
ticos y otros procedimlentos afines con un costo redu-
cido de mano de obra, tiempo e inversiones, y anima de
ese modo al clinico a utilizar métodos hasta ahora con
siderados impracticables a causa de diches costos.

El aparato comprende:

a) una pluralidad de cubetas;

b) una cdmara para el fluido;

¢) medios de poner la camara en comuni-
cacidn de fluido con cada una de las cubetas y para per
mitir el paso de fluido desde la cdmara a ceda una de
las cubetas;

d) una pluralidad de medios dpticos de
transmisién en coincidencia con cada una de las cubetas,
para itransamitir un haz de energia radiante a través de
cada una de las cubetas; y

e) unos medios detectores para intercep-
tar cada uno de los haces de energila radiante y para me

dir toda variacidn dptica de la energia radiante que pa
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sa a través del fluido contenido en cada uua de las cu~
betas. -

La pluralidad de cubetas y la cdmara cons
tituyen una caja o capsula autdénoma de construceidn uni-
taria, que puede hacerse a poco coste de un plastico
transparente rigido tal como, por ejewplo, el poli(clo=w
ruro de vinilo), el poliestireno cristalino y similares,
resultando as{ de un solo uso la cdpsula entera y elimi-
ndndose el uso repetitivo de un equipo no desechable, y
elimindndose también el problema de la contaminacidén mu-
tua de muestras patogénicas.,

Ia cdmara constituye la parte superior de
la cdpsula, que estd llena del medio nutriente o de cul-
tivo. La pluralidad de pequelias celdillas o cubetas es-
tdn en comunicacidén de paso de fluido con la cdmara na-
yor, por medio de una pluralidad de medios de vdlwvula si-
tuados en el suelo de la cdmara, encima de cada una de las
cubetas, a fin de permitir el paso de fluido en un solo
sentido. Cuando la cdpsula estd colocada en un carro que
aloja 1la pluralidad de medios de transmisidn y los me-
dios detectores, cada una de las cubetas queda en coin-
cidencia con los mismos,

e prevén unos medios de agitaciéq para
hacer vibrar mecédnicamente el carro completo y efectuar

la agitacidn de la suspensidn. Ademds, es posible dispo
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ner unos medios neumdticos que permitan la aireacidn
(el borboteo) del fluido contenido en la cdmara y en
las cubetas.

Entre la cdpsula de un solo uso y el ca
rro que aloja los medios de transmisidn y de deteccidn
se establece una conexién neumdtica adecuada., Al lle-
gar del carro una sefial apropiada, se aplice un gra-
diente de presidn diferencial entre la cdmara superior
y las celdillas inferiores, el cual hace que el conte-
nido de la cdmara superior pase & las inferiores a tra-
vés de unos medios de valvula (por ejemplo, una membra-
na permeable) cuya presidn de iniciacidn sea inferior
al gradiente de presidn diferencial aplicado a los mis-
mos. En comunicacidn de paso de fluidos gaseosos con
cada ung de las cubetas hay unos medios de barrera para
1iquido, permeables a los gases, de manera que permiten
al gas inicialmenie presente en cada una de las cubetas
escapar de la cdpsula, facilitdndo el paso de fluido pro
cedente de la cdmara superior a fin de llenar por com-
pleto las cubetas, pero impiden el paso del liquido a su
través.

El método de la presente invencidn com-
prende los pasos o etapas siguientes: 1) poner un liqqi
do bioldzico (por ejemplo, una suspensidn bioldgica) en

la cdmara; 2) colocar una formacidn o disposicién regu-
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lar de material de oposicidn o atague biolégico (por ejem
plo, discos de papel impregnados de agente antibvidtico
liofilizado) en el interior de por lo menos una parte de
la pluralidad de cubetas; 3) observar las variaciones de
las propicdades dpticas del fluido hasta alcanzarse por
lo menos la condicidn deseada de las propiedades dpticas,
¥ hacer pasar luego unas porciones del fluido por sepeara-
do a por lo menos parte de las cubetas que contienen el
naterial de oposicidn o ataque, produciendo asi una for-
macidn o disposieidn regular de muestras de fluido esen-
cialmente idénticas expuestas a dicha formacidén de mate-
riales de atayue bioldgico; 4) valorar la variacidn de
las propiedades dpticas del contenido de cada una de las
cubetes; y 5) mantener sensiblemente constantes las tem-
peraturas del fluido, por unos medios adecuados de con-
trol de la temperatura.

Como resultado de la operacidén 3 arriba in
dicada, por ejemplo, el antibidtico contenido en el disco
se rehidrata y forma una suspensidn de antibidtico y micro
organismos con el medio. Ia valoracidn del antibidtico
viene determinada por la respectiva potencia del antibid
tico en cada una de las cubetas y por el volumen de cada
cubeta, que es constante en el aparato de esta invencidn.
La tasa de desarrollo de las bacterius, en este ejeumplo,
se evalia por medio de la pluralidad de sistemas detecto-
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res 6pticos individuales situados cada uno en coinciden
cia con su cubeta respectiva, o bien por medio de un so
lo detector déptico largo que esté en coincidencia dptica
con todas las cubetas de la cdpsula. '

Hay medios electrdnicos de cdleulo, tales
como los ordenadores y/u otros dispositivos calculadores
ya conocidos, de los cuales se puede disponer para eva-
luar la salida de los medios detectores y hacer los cdl-
culos apropiados, sea por medios analdgicos, sea por me-
dios numéricos, para registrar y presentar los resulta-
dos de manera apropiada e inteligible. Entre estos re-
sultados se incluyen las variaciones en la tasa o veloci~
dad de desarrollo en cada cubeta, las variaciones rela-
tivas entre la cubeta de control que no contiene anti-
bidtico alguno y las cubetas de muestra, y la relacidn
global entre cada una de las cubetas y las demds, si es
necesario. ILos detectores van conectados en comin, y
sus salidas puestas en serle pasan por un solo canal elec
trénico de amplificacidn a los medios de cdlculo, en tan
t0 que el establecimiento de secuencia del intervalo de
observacidn se efectua excitando en serie la circuiteria
de fuentes de luz, 0 multiplicando las fuentes de luz,
con arreglo a unas instrucciones previamente programadas.
Los resultados de las observaciones son amplificados,

normalizados, corregidos en cuanto a su linea de base o

- 10 -
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referencia y puestos en términos de expresidn numérica
("numerizados") o por digitos, para facilitar su pre-
sentacidn en un formato claro y clinicamente inteligible,
sea por impresidn o escritura alfanumérica, registro en
forma de grdficos y/o presentacidn en tubo de rayos ca-
tédicos, de manera ya conocida en la técnica del ramo.

Los indicados y otros objetos y rasgos ca
racteristicos de la presente invencidn se desprenderdn
fdcilmente de la descripeidén detallada que sigue con re-
ferencia a los dibujos adjuntos, en los cuales:

- la figura 1 es una vista general en pers

pectiva de la cdpsula de cubetas de pldstico de un solo
uso;

- la figura 2 es una vista general en
perspectiva de la cdpsula de cubetas colocada en su sitio
dentro de un médulo de deteccidn;

- la figura 3 es una pefspectiva parcial
de detalle, en seccidn, de la conexidn neumdtica estable
cida entre la cdpsula y el médulo de deteccidn;

- la figura 4 es una perspectiva en sec-
cidn tomada por el eje dptico de los sistemas dpticos su-
perior e inférior del conjunto de cdpsula y mddulo de de-
teccidng ,

- la figura 5 es un alzado de la cdpsula,

en seccidn tomada por el eje A-A de la fig. 1;

- 11 -
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- la figura 6 es un alzado en seccidn %o
mada por el eje B-B de la fig. 1j

- la figura 7 es una vista en alzado, en
seccidén tomada por el eje Gptico de la fig. 4, con el
fluido de muestra representado en la cdmara superiors

- la figura 8 es una vista como la de la
fig. T, pero con el fluido de muestra representado en la
cdmara inferior;

- la figura 9 ilustra una pluralidad de
cdpsulas y médulos de deteccidén ensamblados como en la
fig. 2 pero dispuestos ahora en una configuracidén milti-
ple, con una cubierta de control ambiental y con los ele
mentos componentes de salida de control -alojados en una
caja contiguaj;

- la figura 10 es un esquema funcional
por bloques, de los componentes electrdnicos requeridos
en la forma de ejecucidn preferidaj;

- la figura 11 es un esquema eléctrico de
principio del mddulo ‘de correccidn de la linea de base,
de la fig. 105 ¥y

~ la figura 12 es un alzado en seccidn to
mada por el eje Jptico de la fig. 4, con el disipador de
calor de la subplaca controlada en temperatura represen-
tado en intimo contacto térmico con el carro 20.

Con referencia ahora g las figs. 1, 5 y 6,

- 12 -



la cdmara superior 1 y la pluralidad de cubetas 2 cons-
tituyen la edpsula 3 de un solo uso. A todo lo largo de
la cdpsula 3 se representa situado el canal tubular 4,
que estd puesto en comunicacidn de fluidos gaseosos con
cada una de las cubetas 2 por medio de unos orificios 8
¥ consta de un material permeable a los gases como, por
ejemplo, el politetrafluoretileno multicelular de baja
densidad, ¥l tubo 4 estd dentro del canal no permeable
9. Este rasgo caracteristico critico de la presente in-
vencidn se describe mds adelante con mayor detalle, en
relacidbn con el estudio de las figs. 2, 3, 7 y 8. Enci
ma de la cdmara 1 va dispuesta una lumbrera de entrada

o admisidn 10 a través de la cual se hace pasar el flui-
do bioldgico a valorar. Dentro de la lumbrera de entra-
da 10 estd situado en posicidn el bucle de inoculacidn
1ll, Por ejemplo, una tomz de contacto aislada, del or-
ganismo usado en un determinado ensayo, se transporta a
la cdmara 1 por medio del bucle de inoculacidn 11, a tra
vés de las lumbreras de entrada de la cdpsula 3, y es
aislada o separada luego por medio del capuchdn 12. Unos
«Aiscos 14 se impregnan a diversas concentraciones con el
antibidtico, u otro reactivo quimico que se quiera valorar,
convenientemente iiofilisudo, y por lo menos uwno de los
discos se introduce en el interior descargado ¢ ahuecado

de cada tapén 15, situado en cada una de las cubetas 2

-13 -
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como se representa en los dibujos.

A este punto, la cdpsula 3 se halla dis-
puesta para su introduccidn en el bastidor 20 de un md-
dulo de deteccidn 21 como el ilustrado en las figs. 2,
3y 4. EL bastidor 20 puede estar construido de alumi-
nio u otro metal ligero, por mecanizado, colada o extru
sidn. En la superficie exterior de la cdpsula 3 estd
el cddigo 23, que bien puede estar en tinta magnética u
dptica, o bien ser un panel codificado de depresiones
percibidas mecdnicamente. EL cddigo 23 se halla en coin
cidencia y coopera con unos perceptores apropiados 32,
montados en el bastidor 20, para instruir al control 34
de programa (representado en la fig. 10) de la presente
invencidn en cuanto al ensayo que vaya a hacerse con la
cdpsula particular. También puede programarse otra in-
formacidn, tal como la identificacidn de la muestra o el
paciente, para su interpretacidn por los perceptores 32
de manera que el médulo de deteccién 21 pueda identifi-
car adecuadamente la cdpsula para el cdlculo de salida.
Ademds, los perceptores 32 ponen en marcha el mdédulo de
deteccidn 21, colocédndolo en su estado operativo y po-
niéndo a la cdpsula 3 en la secuencia de programa ade-
cuada. Todas las cdpsulas son exploradas por el siste-
ma dptico a un intervalo de tiempo nominal preselecciona
do.

- 14 —
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Dentro del miembro 35 de soporte Sptico
del médulo de deteccidn 21 va montado el sistema JSptico
para la cdmara superior 1, el cual comprende una fuente
de energia radiante o de luz 40, colimada y condensada
por medio de una lente 41 y una abertura 42, Il haz dpﬁi
co atraviesa la pared transparente de la cdmara 1 y la
maestra o especimen de fluido contenido en ella, y pasa
luego a través de la pared opuesta de la cdmara 1, inci-
diendo sobre la superficie activa del fotodetector 45 de
indculo. El medio presente en la cdmara 1 se evalua por
este sistema éptico & cada intervalo hasta que, por ejem
plo, su turbidez alcanzea un valor prefijado. La intro-
duccidn originsria de la cdpsula 3 en el modulo de detec
cidn 21 indieca el control de programa 34 que el desarro-
1llo de células en la cdmera 1 es el unico que hay que vi-
gilar, ya que aun no se ha producido la transferencia a
las cubetas 2. El fotodetector 45 transmite una seiial
eléctrica al amplificador 46 de deteccidn de indeulo
(ilustrado en la fig. 10), el cual compara la turbidez o
la variacidn total de turbidez en la cdmara 1 con el ca-
lor preseleccionado que corresponde a la concentracidn
de células deseada. Al alcanzarse esta concentracidn,
el amplificador de fotodeteccidn 46 envia al control de
prograua 34 una seiial de conmutacidén que activa las vdl-
vulas neumdticas (de solenoide) 49 de la fig. 10, Ilas

-15 -
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vdlvulas 49 suministran un vacio al tubo 4, creando una
diferencia de presiones de un lado & otro de la membra-
na permeable 50, lo cual hace que el fluido (por ejemplo,
la suspensidn bacteriana) contenido en la cdmara 1 fluya
a las cubetas 2 por el orificio 8. ILa transferencia de
fluido se produce solamente cuando la presidén diferen-
cial a través de la meubrana permeable 50 es lo bastante
alta para superar la presién de iniciacidén de paso o flu
jo de la membrana. Tras esta transferencia, las cubetas
2 se llenan complebtamente de fluido y el gas de cada cu~
beta es desplazado a través de los orificios 8 y de las
paredes del ftubo 4 permeable al gas, saliendo luego por
la lumbrera neumitica 51, y por el tubo de salida 52 a la
atmdésfera o a los medios de eliminacidn de gases (no re-
presentados). EL tubo 4 permeable al gas presenta para
con el liquido una efectiva barrera, que impide el paso
de liquido.

Ia fig. T ilustra la condicidén en que se
hella la cdpsula 3 durante el periodo en que la cdmara 1
estd esencialmente llena de fluido, y el haz dptico de
la fuente de luz 40 ilumina su contenido el atravesarlo.
La fig. 8 ilustra la condicidén de la cdpsula 3 durante
el final de la transferencia, representdndo la vdlvula
50 en su posicidn de abierta y estando las cubetas 2 com-

pletamente llenas de fluido. Al llegarse a este punto,

- 16 =
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se activa o habilita el sistema dptico para las cubetas
2y ¥ la fuente de luz 55 da un flujo de fotones puesto
en colimacidn por medio de la lente 56 y la abertura 57
y transmitido a través de las paredes transparentes de
las cubetas 2 y del fluido contenido en ellas, hasta in-
cidir en la superficie activa del fotodetector 58 de ing
culo. Unos conductores eléctricos 60 y 61 proporcionan
la conexidn entre el control de programa 34 y las fuentes
de luz 40 y 55, respectivamente. De igual modo, unos con
ductores 63 y 64 proporcionan la conexion entre el foto-
detector 45 y el amplificador de fotodeteccidn 46, y en—
tre el fotodetector 58 y el amplificador de fotodeteccidn
(AIP) 66 que amplifica la sefial procedente de la multi-
tud de elementos fotodetectores de cubeta del rfotodetec~
tor 58, respectivamente., Para los conductores eléctri-
cos 60, 61, 63 y 64 se dispone un cable 65 de varios con
ductores. In el bastidor 20 va montada una pantalla T0
por encima del fotodetector 58 y de los conductores elég
tricos 63 y 64 de las cubetas 2.

A los fines de la ilustracion, se supone
que hay diez cubetas por cdpsula., Una de las cubetas 2
(la cubeta ne 1) se llena de un cultivo completamente
interrumpido, y se utiliza como muestra en blanco o vir-
gen para el control automdtico de ganancia. Otra cube-
ta, que no contiene el disco de antibidtico 14, se uti-

~
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liza como control para poder comparar con él y medir las
tasas 0 velocidades de desarrollo de los organismos en
las cubetas que contienen los antibidticos. Otra fun-
cién de esta Ultima cubeta es la de verificar el desarro
1lo del organismo en condiciones normales de desarrollo.
5i el cultivo de control no se desarrolla hasta lograr
un mdximo de turbidez, el control de programa recibird
una sefial indicativa de esta condicidn. Un circuito 69
de muestreo y retencidn recibe la sefial representativa

de la luz que pasa a través de la cubeta mimero 1, sefial
que es evaluada contma un valor de referencia contenido
en el detector de error 90 del control automdtico de ga-
nancia (AGC). El intervalo de observacidn es, aproxima-
danente, de 1l segundo por cubeta en este ejemplo. Iuran-
te este periédo, se mide la amplitud de la sefinl, y el
control automdtico de ganancia (AGC) 72 y el detector de
error 90 del AGC compara la sefial procedente de la cubeta
mimero 1 con la tensidn de referencia, y el control auto-
mdtico de ganancia 72 ajusta la ganancia del amplifica-
dor de fotodeteccidn 66 de manera que el valor de la cu~-
beta numero 1 sea igual a este valor de referencia., Como
la cubeta numero 1 contiene un cultivo interrumpido,.se
transmite a su través la mdxima cantidad de luz. Antes
del final del periodo o intervalo de lectura para la cu-
beta mimero 1, el control de programa 34 envia sefial al

- 18 -
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circuito 69 de muestreo y retencidn para las cubetas 2

¥y retiene el valor derivado de aquella., La ganancia del
emplificador 66 permanecerd a este valor de ajuste du-
rante el resto de la secuencia de muestreo, dentro de es
ta disposicidén de médulo de deteccidn y cubetas. Al pa-—
sar en la secuencia a la cdpsule de cubetas inmediata su
cesiva, introducida en el mdédulo de deteccidn, se reajus
tard la ganancia de manera adecuada, como se ha estudia-
do mds arriba, En el sistema amplificador de sefiales
estd inecluido un mddulo 80 de correccidn de la linea de
base. Entre el mddulo 80 de .correccidn de la linea de
base y el amplificador 66 va colocado un filtro activo
8l. Inmediatamente antes de la lectura de la primera cu
beta, todas las fuentes de luz estdn apagadas o desacti-
vadas y este circuito de correccidn examina o muestrea
el valor de oscuro de la linea de base, y retiene este
valor para restarlo de la cubeta mimero 1. Por consi-
guiente, la lectura que sigue a esta resta o sustraceidn
representa tan sélo la seilal inducida por la luz. Iste

circuito es operativo en todas las lecturas individuales,

por la accidn de todos los elementos detectores. Ia ac-
tivaoidn de cada fuente de luz viene precedida de un bre
ve periodo de oscuro, durante el cual se obtiene el va-
lor de correccidn y, por consigulente, se contrarrestan

de manera eficaz todos los efectos de deriva y luz de am
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biente., EL mdédulo de correccidn 80 de la linea de base
constituye una caracteristica critica de funcionamiento
del apargto de la presente invencidn, y se describe con
detalle en relacidn con la fig. 1l.

Las sefiales que provienen del filtro ac-
tivo 81, el cual tiene por objeto reducir el ruido o per
turbacidn, contienen datos Utiles mds una desviacidn de
la linea de base, debida a las dervas térmicas, luz de
ambiente, desviaciones de amplificador y corrientes de
oscuro de defectores. Es objeta del sistema de correc-
cidén de la linea de base medir la desviacidn antes de ca
da lectura, y conservarla en una unidad de almacenaje du
rante el intervalo de lectura, restdndola de la sefial
total que contiene tanto la sefial como la desviacidn.

Ia sefilal que llega al mddulo 80 de correc-
cidn de la linea de base se divide siguiendo dos caminos,
la 1inea 100 y la linea 101, Ia linea 100 va al ampli-
ficador separador 102, cuya salida va, a través de un
elemento de conmutacidn 103, tal como un transistor de
efecto de campo de metal y dxido semiconductor (LOSFET),
a un condensador de almacenaje 104, Durante el periodo
de luces apagadas, el conmutador o interruptor 103 estd
cerrado, por la sefial de conduccidn procedente del empli
ficador 105 y que responde a una orden del control de

programa 34. A la sefial que sale del amplificador 106
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se le resta la sefial procedente de la linea 101, de ma-
nera que, durante el périodo de oscuro, la salida del
amplificador 107 es esencialmente cero., Justamente an~
tes del final del periodo de oscuro, el control de pro-
grama 34, por medio del amplificador 105, abre el interrup
tor o conmutador represcntado por el elemento 103. XKl
condensador 104 retiene shora el valor de la tensidén que
tenia aplicada justamente antes de la apertura del inte
rruptor 103, por no tener caminos de fuga sustancial a
masa. Al llegar la luz para la cubeta particular, el va
lor de la tensidn en la salide del amplirficador separa-
dor 106, lefdo o tomado del condensador 104, como entra-
da, permanece constante y representa esenéialmente el
valor de desviacidén de los datos. La linea 101 contiene
ahora la sefial mas la desviacién. Como la salida del am~
plificador 106 contiene la desviacidn, y se resta de 1los
datos contenidos en la linea 101 por medio del amplifi-
cador diferencial 107, la salida del amplificador 107
contiene solamente los datos significetivos, ya que la
desviacidn se ha anulado en esencia.

' Lss sefiales procedentes del médulo de cor—
reccidn 80 de la linea de base prosiguen luego, sea por
el amplificador logaritmico 112, sea por el amplifica-
dor 113 de reduccidn a escala, segin el mddulo de detec—

cidn esté preparado para la turbidimetria o la nefelome-
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tria, Un conmutador 115 de dos posiciones pone al cire
cuito en una u otra operacidn. Estas operaciones, u
otras que incluyan absorcidn se hallan comprendidas en
el dmbito del presente invento.

La sefial correspondiente a la concentra-
cidén de células secomvierte de tensidén analdgica en mi-
mero digito, en el convertidor analdgico/mumérico 114.
Ia sefial pasa luego al sistema de cdlculo numérico que

- se describe mds adelante con mayor detalle. EL cdlculo

bdsico consiste en leer la turbidez de una cubeta de con
trol y de una cubeta gue contiene disco de antibidtico
14. Se lee la turbidez de cada una de ellas, en dos in~
tervalos de tiempo sucesivos. ILas concentraciones de con
trol sucesivas pueden estar representadas por los simbo-
los C, Ccl’ Ccz’ etec., las concentraciones de muestra su
cesivas pueden estar representadas por los simbolos Cyp o
052’ etc. la razdn o tasa de desarrollo al cabo de dos
lecturas sucesivas viene definida por el cociente

(Csz - Csl)/(ccz - Ccl)'

Ta seccidn de cdlculo recibe esta razdn y
asigna, por ejemplo, los diferentes valores al resultado.
Asi, el resultado final serd siempre uno de entre diez
valores, a saber: O,1l; 0,2; 0,3; 0,45 0,5; 0,65 0,T;
0,8; 0,9; ¥y 1,0, Cuanto mds bajo sea el mimero, mayor

es el efecto que el antibidtico tiene sobre el organismo,
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en un ensayo dado. Una razdm o cociente de 1,0 repre-
sentaria una cepa de organismo completamente resistente.

Ia seccidén de cdlculo comprende la memo=-
ria 116, el médulo 117 de identificacidn de entrada a
lz memoria y registro de datos, el mddulo 118 de identi
ficacidn de salida de la memoria y transferencia de da-
tos, y el sistema de cdleulo 119. ILas tres primeras uni
dades de esta seccidén desempefian la funcidn de retener
la lectura anterior, para restarla de la lectura en cur-
so. BEfectuado. el cdlculo, se almacena la lectura en
curso, asi como la razdn o tasa de desarrollo que acaba
de calcularse, en tanto que se borra la lectura preceden
te.

La variacidn de las razones o relaciones
de tasa de desarrollo procedentes de un cdlculo termina-
do para el médulo de deteccidn 21 establece los crite-
rios bara galida de datos escritos o impresos por medio
del control 121 de aparato impresor, al recibirse una
seflal del control de programa 34. En cuanto la razén o
tasa de desarrollo varie en 0,1, los resultados saldrdn
impresos por el aparato impresor 124. Es posible intro-
ducir criterios auxiliares para dar por terminado el en-
sayo al alcanzarse upa variacidn de razon espegifica ]
una variacién de razdén para una determinada cubeta, en

comparacidén con las demds. EL rformato de salida impresa
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puede ser simplemente una lista de las razones o cocien
tes, en serie, o bien puede incluir numeros de identifi
cacidén de paciente y/o de muestra, Otros formatos mss
complejos pueden incluir la identificacidn del ensayo y,
quigd, ineluso la identificacidn de antibidtico. Ia in-
troduccidn manual de datos adicionales en el programa
puede hacerse mediante un dispositive 195 de introduc-
cidn discrecional de datos, eléctricamente conectado al
control 121 del aparato impresor.

lLa presentacidén de datos no se limita a
lo que antecede, sino que inecluird dispositivos de sali-
da tales como registradores analégicos, mdquinas de tele
tipo, maquinas de escribir, registradores de facsimil,
presentaoioneg en tubo de rayos catddicos, ordenadores
y otros dispositivos de cdlculo.

El control de programa 34 contiene todas
las funciones de establecimiento de secuencia conexiona-
das en equipo fisico, utilizadas en las fuentes de mul-
tiplacidn dé luz en respuesta a las sefiales del ordena-
dor, el control de muestreo y retencidn, la regulacidn
de tiempos (funcidn de reloj) bdsica del sistema, la vi-
gilancia de mal funcionamiento y los enlaces numéricos.
La programacidn de la secuencia de ensayo no se limita
a lo que antecede, sino que serd funcidén de las aplica-

ciones especificas del aparato del presente invento.
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la seccidn electrodptica de la invencidn
consta de multitud de juegos de fuentes de luz, lentes y
detectores. Dispuestos en cajeta, todos los fotodetec-
tores van conectados en paralelo y, sin alterar la fun-
cidn del presente invento, pueden ser un solo fotodetec
tor largo y delgado, o bien una serie de elementos foto-
detectores depositados en un substrato como mds arriba
se indica. La singularidad de esta parte de la inven-
cidn estd en que los elementos fotodetectores se hallan
conectados todos en paralelo, y las salidas de estos ele
mentos van todas a un canal comin electrdnico de pream~—
plificacidn. &1 aparato de la presente invencidn se re-
riere a una multitud de detectores, en nimero mayor que
dos, ¥y quizd hasta de doscientos, en paralelo. ILa inven
cidn no excluye el caso de varios amplificadores electrd
nicos de preamplificacidén cuyas salidas vayan sumadas o
afiadidas a un canal comin., Pudiera ser que, para mds de
diez o veinte cubetas, se requiriesen preauplificadores
independientes o por separado. In este caso, gdlo in-
fluyen en el resultado factores de costo en relacidn con
el funcionamiento. Ia fuente de luz aqui descrita con-~
siste en diodos emisores de luz (LED) de estado sdlido,
de fosfuro y arseniuro de galio, como los fabricados .
por Fairchild, Monsanto y otros, pero esto no coﬁstituye
limitacidn al tipo de fuente de luz. ILa fuente de luz
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puede 0 no contener la lente de colimacidn. Cuando se
necesiten longitudes de onda distintas, se puede recu-
rrir al uso de ldmparas de filamento del tipo de tungs
teno, ldmparas de presentacidn del tipo de plasma o
cualquiera de los tipos de fuente de luz que pueda ser
utilizado econdmicamente en cantidad. Con las ldmparas
de tungsteno se utilizan filiros de determinadas longi-
tudes de onda, para permitir selectivamente el paso de
luz en estrechas bandas a través de la solucidn.

En el dubito de la presente invencidn es
td comprendido también el empleo de la luz polarizada,
como fuente, y en este caso se detecta solamente la luz
no polarizada, en la premisa de que la luz difundida o
diseminada por las particulas en suspensidn sale no po-
larizada., Los cuantos de luz no polarizada son propor-
cionales al mimero de particulas de diseminacidn en el
trayecto del haz transmitido. .

‘ Lag fuentes de luz, en la presente inven
cidn, se multiplan en su activacidn y desactivacidn a
un régimen tal que la luz procedente de una de las fuen
tes ha desaparecido por completo antes de que se active
0 encienda la luz siguiente. De hecho existe un perio-
do de oscuro entre destellos de luz, en el cual el médu-
lo de correccidén de la linea de base muestrea o examino

la cubeta en oscuro.

- 26 =



10

15

20

25

El canal electrdnico de preamplificacidn
contendrd unos elementos de filtro adecuados para dejar
pasar la informacidn relativa a la concentracidn de cé-
lulas y rechazar el ruido o perturbacion, efecto de deri
va y similares, no relacionados con ella. El filtro ac
tivo 81 desempeiie esta funcidn del modo estudiado mds
arriba.

El control de programa 34 es un control
de secuencia que gobierna virtualmente todas las funcio-
nes secuenciales del aparato de esta invencidn, y que
vigila todos los fallos o defectos de funcionamiento y
actia de modo acorde. Su funcidén puede derivarse de un
conjunto de componentes ldégicos numéricos desunidos (dis
cretos), o bien puede derivarse de una memoria de exclu~
gsiva lectura (ROM) como la fabricada por Radiation Inc.,
Pairchild y otros.

Los fotodetectores 45 y 58 pueden ser de
la variedad fotoconductiva o fotovoltaica, o fotodiodos
de siliclo, como los fabricados por Allen Bradley, Vactec
¥y Solid State Radiation Inc., respectivamente,

Los amplificadores de deteccidn 46 y 66
pueden ser del tipo integrado, de gran impedancia de en-
trada. Bl amplificador 74 puede ser de un tipo hibrido,
de bajo nivel de ruidos, como el fabricado por Philbrick
Teledyne, Analog Devices y otros, Il amplirficador 83 de
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reduccion a escala puede ser de un tipo ya conocido en

la industria como, por ejemplo, el fabricado por Fairchild,

Motorola o Texas Instruments.

La conversidn de los datos analdgicos en
nimeros escritos o impresos se consigue mediante una com
binacidén de mbédulos 1légicos numéricos obtenibles en el
mercado, ensamblados para efectuar la funcidén ilustrada
en la fig., 10, entre las salidas del amplificador loga-
ritmico 112 o del amplificador 113 de reduccidn a escala
y el aparatb impresor 124, el cual puede ser un impresor
de lineas tal como el fabricado por Seiko, Monroe, Vic-
tor y otros. Esta ilustracidn del presente invento no
excluye el empleo de un solo circuito integrado en gran
escala, hecho a medida para desempefiar les funciones de
la circuiteria nuuérica de la fig. 10. Los mdédulos 1é-
gicos numéricos para efectuar estas tareas o funciones
incluyen la 1ldgica de transistor-transistor (TTL) fabri-
cada, por ejemplo, por Signetics, TFairchild, Texas Ins-
truments y Motorola.

EL convertidor analdgico/numérico 114 pue
de ser un convertidor binario codificado en decimal (BCD)
de doce bitios, como el fabricado por Philbrick o Burr~
-Brown Inc,

La unidad de memoria 116 de los medios de

céloulo electrdnicos puede constar de una memoria milti-
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ple de semiconductores como la fabricada por Intel,
Fairchild, Micro-Systems, American Micro-Systems Inc.
y otros.

Con referencia ahora a la fig. 9, se re
presentan en ella una pluralidad de cdpsulas 3 intro-
ducidas en una pluralidad de médulos de deteccidn 21,
montados en una cubierta ambiental de control 198 de un
pupitre 200. A la totalidad de los médulos de deteccidn
21 se aplica simultdneamente un suave movimiento orbital,
con el auxilio de unos medios de agitacidn 98 montados
en el interior del pupitre 200, segin se indica en la

ig. 10, Los medios de agitacidn 98 pueden ser un dis-

Hy

positivo electromecdnico cualquiera ya conocido, tal co
mo una leva de desviacidn movida por motor eléctrico con
trolada eléctricamente por el control de programa 34.
Los componentes de salida de control ilusitrados en la
fig. 10 van montados en la envolvente o caja de aloja-
miento 201 contigua., ILos resultados de los componentes
de salida pueden tomarse por lectura de la salida impre
sa 202,

Con referencia ahora a la fig. 12, se re
presenta la cdpsula 3 montada en un mdédulo de deteccidn
21, el cual a su vez se representa montado en un disipa
dor de calor 300. EL mddulo de deteccidn 21 se repre-

senta en intimo contacto térmico con el disipador de ca=~
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lor 300. iEn el disipador de calor 300 van montados unos
calefactores 301 de semiconductor, que proporcionan la
posibilidad o capacidad de dar calefaccidén. Para faci~
litar el enfriamiento del disipador de calor 300 hay unos
medios de aire forzado como, por ejeuplo, el ventilador
302, para dirigir el aire ambiente a gran velocidad so-
bre la superficie del disipador de calor 300. In la su-
perficie superior del mddulo detector 21 va montado un
perceptor de temperatura 303, por ejemplo, del tipo de
seuiconductor, de alto coeficiente. ILa salida del detec
tor de temperatura 303 va conexionada al circuito elec-
trénico 304 de control de temperatura de la fig. 10. Ia
galida del perceptor 303 se amplifica y compara con una
referencia electrdnica, Ia diferencia se amplifica, ¥y
con ella se excita el calefactor de semiconductor a un
nivel de calentamiento que establezca la temperatura ade
cuada en el disipador de calor 300. £l modo de control
aqui ilusirado resulta extremadamente preciso, pues abar
ca tanto un efecto de calefaccidn como un efecto de re-
frigeracidn. Lste control de temperatura es capaz de re
gular dentro de limites muy estrechos, de una precisidn
hasta de 0,12C. Ia mayoria de los demds tipos de contro-
les de incubadora padecen de la incapacidad de recuperar
se rdpidamente de una oscilacidn de temperatura, pues su

eniriamiento depende de la transferencia de calor por
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conveceidn y conduccidn, en tento que en la presente in
vencidn se utiliza un sistema de refrigeracidn por aire
forzado para obtener una simetria de respuesta. La ele~
vada masa térmica del disipador de calor 300 reduce al
minimo la variacidn de temperatura en la cdpsula 3 cuando
se levanta la cubierta ambiental.

La descripeion de este invento que ante-
cede no se considera limitativa, ya que es posible para
las personas versadas en la materia efectuar variaciones
sin apartarse del espiritu ni salirse del dubito de las
reivindicaciones que sisguen.

La presente solicitud que corresponde a
la presentada en Estados Unidos de América, con fecha 20
de Septiembre de 1.972, bajo el mimero 290.654 y con fe~
cha 27 de Agosto de 1.973, bajo el mimero 392,107, se aco
ge a los beneficios del Articulo 51 del vigente Lstatuto
sobre Propiedad Industrial.

~

‘N,
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invenclién propia y nueva, qus
se presentan para que sean objeto de esta solicitud
de Patenten de Invencién en Espafia, por VEINTE afios,
son los que e recogen en las reivindicaciones siguisn
tes:

l&,- Una cépsula autdnoma de comstruccidn
uritaria pars un aparato analizador de fluidos biolé-
glecos, que comprende una pluralidad de cubetas, una
cémara monteds en posicién adyacente por encima ds dai
chas cubatas y wedios dispuestos entre dicha cémara ¥y
dichas cubetas para permitir el paso de fluido desde
dicha cémare directamente = cada una de dichas cube=-
tas.

28,~ Una cépsula segin la reivindicacién le,
en la que dichos medios comprenden una pluraslidad de
vélvulas unidireccionales, cade una de las cuales esté
montada entre el suelo de dicha cdmara y cada una de
dlchas cubetas.

38,~ Una cépsula segin la reivindicacién le,
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en la que dichos medios para permitir el flujo de flui
do desde dicha cémara a dichas cubetas son una membra-
he permeable a los ligquidos.

4¢.,~ Una cdpsula segin la reivindicacién le,
que incluye ademés una aberturas destinada a comunicar
con una fuente de vacio para imponer una diferencia de
presién entre dicha cédmara y dichas cubetas.

58,~ Una cdpsula segin le reivindicacién 24,
que incluye ademés una aberturs destinada a comunicar
con uns fuente de vacio para imponer una difsrencia de
presién entre dicha cémara y dichas cubetas.

6&.- Una capsula segin la reivindicacidm 38,
que incluye ademés una abertura destinada & comunicar
con una fuente de vaclo paras iuponer una diferencia de
presidén entre dicha cédmara y dichas cubetas.

Té¢,=- Une cépsula segun la reivindicacién 18,
en la que dicha cdmara superior estd dividida en dos
cémaras sustancialmente coextensivas, una primera cémg
re pars fluidos y una segunda cémers sin fluido, ha-
biendo medios dispuestos entre dicha primera cémara y
dichas cubetas para permitir el flujo de fluido desde
diche cédmara & dichas cubetas y habiendo unos medios
permsables a los gases dispuestos entre dicha segunda
cémara y dlchas oubetes para permitir que los gases prg

sentes en dichas cubetas escapen de ellas entrando en

- 33 -



dicha seginda cédmara cuando el fluido pasa de dicha pri
mera cédmara a dichas cubetas,

8.~ Una cépsule segin la reivindicacién 78,
que incluye ademds unse abertura en dicha segunda céma-

5 ra destinada a comunicar con una fuente de vacio para
imponer una diferencia de pfesién entre dicha primere
camare y dichas cubetas.

98,~ Una cépsula segin la reilvindicacién 78,
en la gue dichos medios dispuestos en dicha primerd'cé

10 mara son unos medics de vélvula,

102.- Una cédpsula segin la reivindicaciér 82,
en la que dichos medios dispuestos en dicha primora cé
mara son unos medios de vélwvula.

lla.- Una cépsule segin la reivindicacioén 78,

15 en la que dichos medios para el flujo de fluido duzde
dicha primera cémara a dichas cubetas son una membrana
permeable a los liguidos.

128,- Una céapsula segin la reivindicacién 88,
en la que dichos medios para el flujo de fluido desde

20 dicha primera cémare e dichas cubetas son une membrans
permeabls g los liguidos.

138,- Una cépsulae segin la reivindicacién 98,
en la que dichos medios de vdlwvula son una membrana per
meable a los liquidos.

25 142,~ Una cédpsula segin la reivindicacién 10s,

23476 - 34 =
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en la que dichos medios de v&lvula son una membrang,
permeable a los lfquidos.

158,- Una cédpsula auténoma de construccién
unitaria parg un eparato analizador de fluidos biolé-
gicos.

Tal y como se ha descrito en la ilemoria que
entecede, representado en los dibujos que se acompalian
y para los fines qus se han espscificado.

Esta Memoria consta de treinte y cinco hojus
escritas a méquina por una sole cara.

Madrid, 27./8R1975
P.A.

Ckwwr@eﬁhmbun1
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