EUAISTERIO DE INGUSTHA @ AT

 REGISTRO DE LA FROPIEOSD INVUSTRIAL ES @ 453,758

@ FECHA D& PRESENTAGION

29-11-1976

RATENTE DE INVENGIDN Puz_Gi,508

ESPANA » Case 2-Spain
PRIORIDADES:
E)numero @D rrcna PAIS
64.% 465 22-12-75 EE.UU.
@FacHA DE PUBLIGIDAD @CLASIFICACION INTERNACIONAL, -A'rt:u'rz-oz LA QUE ES DIVISIONARIA
Co¥c / CAZK
11

@TITULO DE LA INVENCION

MU PRCCEDINIENDC PARA PREPARAR WA SCLUCICH BSTABLE DE REACOIVO
DX CXIDASA PiRA LA DETERMINACICH DI COLCHIAS MICRCBIAMAS®

71) SOLICITANTE {3}

SHITHELINE CCRPCRATION

ROMIOILIO DEL BOLICITANTE
15C0 Spring garden Street, Filadelfia, Pensilvania 191C1l, fstados
Unidos de imerica

@2 moventor em

‘Batty Anne Bowie y Joseph Frank Pagano

@ TITULAR (ES)

REPRESENTANTE

DON ALBERTC Sr ELZLABURU MARNUEZ

GG

UNE Ard MDD, 3108 UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA

IR e ]



Pa"' 640508

10

15

20

25

30

- Estados Unidos ha establecido eriterios para identificacidnl

miento de colonias. Las colonias de N. gonorrhoeze que se

Hoja nam, 2 02126

Esta invencidn se refiere a composiciones de reac
tivo de oxidasa znhidras, novedosas, particularmente dtiles
en la confirmacién de colonias de Neisseria que producen 1lid
enzima citocromo-oxidasa.

Es bien conocido el empleo de una composicidn de
reactivo de oxidasa para conflrmar la presencia de colo-

nias de Neisseria, tales como Neisseria gonorrhoeae o Nei-

sseria meningitidis. E1l Servicio de Salud Pdblica de los

de presuncidn y confirmatoria de N. gonorrhoeae. Para la
diagnosis de presuncidn, el organismo cultivado sobre un mﬂ

dio selectivo para N. gonorrhoeae debe identificarse como

diplococos positivos a la oxidasa, Gram negativos, que exhi
ben morfologia de colonia tipica. Para confirmacidn ulte-
rior de la dlagnosis, deben también realizarse fermentacio-
nes de azicar y/o pruebas de anticuerpo fluorescentes.

De conformidad con los procedimientos normales de

laboratorio para probar N.gonorrhoese, se obtienen muestras

con un isopo estéril. Ios lados ¥y la punta del isopo se ha
cen rodar después sobre un medio selectivo. Un medio de
cultivo sdlido, tipico, para usarse en el cultivo de N._ go-~
norrhoeae es descrito por Martin J. E., Jr. y Lester A. en
HSMHS Health Reports 86: 30-33, 1971. El medio se incuba

después durante 24~48 horas y se inspecciona para el creci-

sospecha que existen se someten a una pruecba de oxidasa pe~
ra determinar si se produce la enzima citocromo-oxidasa.
Una reaccidn de prueba positiva a la oxidasa se reconoce poj
el desarrollo de un color pirpura obscure en 5 a 30 segun-

dos. Si el examen cuidadoso del medio ne revela ningin cre
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no tratado, se someten a procedimientos de confirmacidn en

Hoja nam, 3 Vel

cimiento, se aplica el reactive de oxidasa al medio comple
to. Esto ayuda a la visualizacidn de las colonias de pun-~
ta de alfiler positivas a la oxidasa que podrian de otro

modo ser pasadaé por alto. El crecimiento de las colonias
positivas a la oxidasa provee una eﬁidenoia preliminar se-
gura de N. gonorrhoeae. Para identificacidn positiva, las
colonias no tratadas sobre el medio o un segundo cultivo

el laboratorio, adicioneles, es decir, fermentacidn de azi
car y prveba fluorescente de anticuerpos.

El reactivo de oxidasa de la técnica anterior y eg
mercial utilizado para confirmar la presencia de colonias
de Neisseria, consiste de una solucidn acuosa al 1% de di-
clorhidrato de N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina. ILa
gsolucidn es muy inestable. Tiene un color azul claro cusn-
do se prepara recientemente y pasa a un color negro dentro
de 2 o 3 dfas y no es ya efectiva para la determinacidn de
la oxidasa debido al deterioro rdpido de la sal de disminag.
Por esta razdn, se recomienda que se prepare diariamente

la solucidn de reactivo comercial.
Debido a la naturaleza inestable del reactivo de

oxidasa de la técnica anterior, se recomiendé también que
se mantenga bajo una atmésfera de nitrdgeno y en un frasco
de vidrio herméticamente selludo si no va a ser usada rdpi
damente. Ademds, el color azul natural del reactivo que se
profundiza por reposo, produce confusidn con el color pérpu
ra profundo obtenido cuando el reactivo se aplica a los or-
ganismos de Neisseria y confunde al laboratorista.
-Es por lo tanto el objeto de la presente invencidén

preparar una solucién estable, incolora, de reactivo de oxi
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dasa para la deteccidn de colonias microbianas, que tenga
una duracidén de almacenamiento relativamente larga.

La composicidn novedosa de reactivo de oxidasa de
esta invencidn resuelve inesperadamente los problemas de
estabilidad asociados con el reactivo de oxidasa de la tée
nice anterior,

' La composicidn de reactivo de oxidasa de esta in-
vencidn es incolora y estable. Por ejemplo, la composicidn
de reactivo de esta invencidn permanece incoldra hasta 8
semanas y retiene actividad excelente. ILa solucidn puede
colocarse en botellss de gotero y se elimina la necesidad
de empacerlas bajo atmdésfera de nitrdgeno.

Ademds, la composicidn anhidra, estable de reacti
vo de oxidasa de esta invencidn provee también un contras-
¥e mucho mejor entre las colonias y ¢l medio. E1 empleo
de una solucidén incolora como material de partida simplifi
ca grandemente la visualizacidn y la interpretacidn de las
colonias que se vuelven de un color pdrpura obscuro en pre
sencia de la solucidn de reactivo. '

Ia composicidn anhidra, es%able de reactivo de oxi
dasa de esta invencidn estd constituida de tetrametil o di
metil-p-fenilendiaming y sulfdxido de dimetilo. Ia fenilen
diemina estard en una cantidad de aproximadamente 0,1% &
aproximadamente 1% en peso de la composicidn., Preferible-
mente, la fenilendiamina estari presente en una cantidad de
aproximadamente 0,2% a aproximadamente 0,5%. Muy ventajosa
mente, la composicidn de reactivo estable de esta invencidn
contendrd N,N,N’,N’-tetrametil-p-~fenilendiamina.

‘Esta invencidn incluye también sales de adicidw:

farmacéuticamente aceptables, no tdxicas, de las bases ante
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riormente definidas, con 4cidos orgénicos e inorgénicos.
Tales sales se preparan fdcilmente por métodbs conocidos
en la téenica. ‘La base se hace reaccionar ya sea con la
cantidad estequioméirica del decido orgdnico o inorgénico en
un solvente miscible, acuoso, tal como acetona o etanol,
con aislamiento de la sal por concentracidén y enfriamiento,|
0 un exceso del 4cido en un solvente no miscible, acuoso,
tal como éter etilico o cloroformo, con la sal deseada se-
pardéndose directamente. Son ilustraciones de tales sales
orgénicas, aquellas con 4cidos maldico, fumdrico, benzdico,
puccinico, acético, propidnico, tartérico, saliciliéo, ci-
trico, estedrico y palmitico. Son ilustraciones de tales
sales inorgdnicas, aquellas con decidos clorhidrico, bromhi
drico, sulfurico, fosfdrico y niirico. Estas sales pueden
también preparasrse mediante el método cldsico de doble des
composicidn de las sales apropiadas que es bien conocido en
la técnica,

Los siguientes ejemplos ilustran especificamente
la composicidn colorante de esta invencidn ¥y harén obvia pa
ra todo experto en lg téenica, la préctica completa del mé-

todo de la invencidn.

BJEMPLO 1

Ingredientes Cantidades
NyN,N’,N’~tetrametil-p-fenilendiamineg 0,300 g
Sulfdxido de dimetilo, c.s. 100, 000 ml

Lz base libre se disuvelve en el sulfdéxido de dime-

tilo para producir una solucidn eclara, incolora.
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EJEMPLO 2

Ingredientes . : Cantidades

Diclorhidrato de NﬁN,N’,N’~tetrametil~p-
fenilendiamina 0,500 g

Sulféxido de dimetilo, c.s. . 100,000 ml

La sal diclorhidrato se disuelve en el sulfdéxido

de dimetilo para producir una solucidn incolora, clara.

EJEMPLO 3
Ingredientes ' Cantidades
NyNr~dimetil-p-fenilendiamina ‘ 1s0 g
Sulfdxido de dimetilo, c.s. 100,0 ml

La base se disuelve en el sulfdéxido de dimetilo.

[N

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidén en Espefia, por VEINTE afios, son 1os que se recoge
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en lag reivindicaciones siguientes:

18.~ Un procedimiento para preparar una solucién
estable de reactivo de oxidasa pare la determinacidn de co
lonias microbisnas, que comprende disolver N,N,N’,N’-tetra
metil-p-fenilendiamina o N,N-dimetil~p-fenilendiemina o sug
sales 4cidas de adicidn en sulfdxido de dimetilo en el que
la concentracidn de fenilendiamina es de aproximadamente
0,1% a aproximadamente 1, 0%,

28,-~ El procedimiento de la reivindicacidn.lﬁ, ca
racterizado porque la diamina es N,N,N'-N’-tefremetil-p-fe
nilendiamina,

38,- El procedimiento de la reivindicacidn 28, ca
racterizado porque la diamina estd presente en una cantided
de aproximademente 0,1% a aproximadamente 0,5%.

42,~ El procedimiento de conformidad con la reivin
dicacidn 28, caracterizado porque la diamina estd presente
como la sal diclorhidrato.

58,- Bl procedimiento de conformidad con la reiv@g

dicacidn 18, caracterizado porque la diamina es N,N-dimetil
-p-fenilendieming.

68.~ "UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR UNA SOLUCION
ESTABLE DE REACTIVO DE OXIDASA PARA LA DETERMINACION DE co

LONTIAS MICROBIANAS™.
Tal y como se ha descrito en la memoria que antece|

de, y para los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de ocho hojas escritas a mé-

guina por una sola cara. .

Madrid, 09.DI0. 1975

Alberfo de Elzgburu
"°'M

P.4.




	Bibliographic data
	Description
	Claims



