1

Lave
B

'MINISTERIO DE INDUSTRIA
Concedido ef Repistro de acuardsy
‘ ~ con lae datez queligiran eala pra=
§ b g g‘ ' tanae do le Wenoria acjunia,

(RAN 4092/2) .‘?_5 ﬂﬁ,

®
@

@ FsiaA DE FZESEQAOIZ U

NUMERGQ

® Al

/1-7-17

197

 REGISTRO DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL ES
scnie decs iny sogln el conw
ESPARA

PATENTE BE INVENGION

@ PRIORIDADES;

@NUMERD @ FECHA

2063/77 18 Febrero 1.977

(33) rars

Suiza

@FECHA RE PUBLICIDAD CLASIFICAGIQN INTERNACIONAL,

o/N

PATENTE'DE LA QUE ES DIVISIONARIA

&) iruLo & LA MvENGION

"METODO CON SU DISPOSITIVO DE REALIZACION
NISMOS EN UNA MUESTRAY

PARA DETECTAR MICROORGA-

@) sovicrrante i3

F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE., S.A.

DOMICILIO DEL SOLICITANTE

BASTLEA (Suiza)

@3 mvenvon e

-

D. 'Hans Forrer Dr. Hans~Glinther Zeller

@ TITULAR (ES)

F. HOFFMANN-LA ROCHE & CIE., S.A.

[ aim

@ REPRESENTANTE

D, JAIME ISERN CUYAS, Agente Oficial de la P

S

ropiedad Industrial.

UNE A-4  MOD, 3106

UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA é




5.

lo,

15,

20,

25,

30

MEMOZIA DESCRIPTIVL

El presexte invento se reflero a la deteccidn
de nmicroorganismos, Mas particularmente el invento se
refiere a un método y aparato para la deteccidn de micro-
organismo, por ejemplo en fluidos corporales,

Para la detécciéﬂ'de ﬁicroorganismos en
fluidos corporales, espec1a1mente de bacterias en 1la
sangre, es necesario 1nocular un medlo nutriente 1fquido
y subsigulentemente continuar el desarroilo en uwn medio
nutriente s8lido, Desde hace afios existe un sistema
en donde ambos medios nutrlentes se combinan en el

mlsmo recipiente para evitar las molestlas, y bajo

‘clertas circunstancias, el riesgo de transferencia

del prescultivo en el medio nﬁ%piente 1fquido sobne
un hedio nutriente sdlido gktérno al recipienteg

Sin embargo, los a?érafos conﬁcidbs en ibé
que se comblna un medlo autriente sélide ¥ un
niedié nutriente liquldo no soh s8atisfactorios por
muchas Pazones, En particular, debido al peligro-de
la disolucidn de los coutituyentes del medio sélido
en el medio nutrieate 1fquido, Solo puede utilizarse,
generalmente, un medio nutriente sélido que Sea compas
tible con el medio nutriente liquidé. Esto tiene, entre
otras, la desventaja considerable de que no es posible
1z diferenciacidn del excitante,

Las soluciones propuestas hasta ghora para
la separacién del medio nutriente slido y el medio
nutriente 1fquido durante el perfodo de incubacién y
el transporte consumen tiempo y s&ﬁ costosas y/o
solo garantizan una Separacién de 1los dos medios durante

1la incubacidn, pero no durante el transporte,
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De coaformidad conoel presente invento
se evitan las desventajas antes citadas efectuando el
transporte del medio nutriente sélido (hacia el usuario
antes de la incubacidn o a una posicién para el tratamieato
adicional después de la incubacibz) de forma separada
del medio nutriente liquido); sin embargo, la inoculacién
del medio nutriente sdlido puede llevarse a cabo como:en
los frascos de cultivo doble convencionales en un aparato
cerrado mediante simple sacudimiento y anegando la supere
ficie del medio nutriente sdlido con el medio nutriente
1liquido,

Mas particularmente, el presente invento se
refiere en un aspecto a un método para la deteccidn de
microorganismos en una muestra, cuyo método comprende

(a) introducir la muestra en un primer
recipiente que contiene un medio nutriente liquido;

(b) poner en comumicacidn el primer reci-
piente, si se desea, despuds de la incubacién, con un
segundo recipiente que cuntiene por lo menos un medio
nubriente sélido de modo que el interior de
los dos recipientes estén en contacto;

(c) llevar la superficie del medio nutriente
s88lido del segunda recipiente en contacto con el contenido
del primer recipiente;

(d) efectuar la incubacién; y

(e) investigér la presencia de colonias
sobre la superficie del medio nutriente sélido,

Adem8s, otro agbecto, el presente invento
se refiere a un aparato para detectar microorganismos,
constituido por wn primer recipiente gue contiene un
medio nutriente lfquido y un segundo recipiente que

contiene, por lo menos, un medio nutriente sdlido,




estando el interior de los dos recipientes en contacto’
v estando estds recipientes conectados de modo que
puedan separarse de nuevé;
Adenis, en otro éSpgcto, el presente invento
se refiere a un aparato para detectar microorgaiismos
5. que compreade un tubo capilar transparente provisto
en anbos extremos coz ua cbturador, fijéndose a uno de los
dos obturadores un portador que se extieade
en el tubo capilar y que esta recubierto cozn uno o con
varios medics nutrientes sélidos,
1o. Con el fin de que pueda comprenderse
facilmente el presente invento se describiri ahora,
con referencia a los éibujos que se acompafian , una
»odalidad preferida del aparato requerido para llevar
a cabo el método antes citado, en cuyos dibujos:
15: La figura 1 muestra , en seceidn longitudinal,
el primer recipiente que contiene medio nutriente 1fquidoj
La figura 2 muestra, en seccidn longitudinal,
el segundo recipiente que con%iené el niedio nutriente
s8lido;
20. La figura 3 muestra, en sedcién %ongiﬁudinai,
la unidad formada por la conexidn de recipiente 1 y 10,
El primer recipiente 1 comprende wn
frasco 2 que es, de preferencia, de material “ranspareante
tal como vidrio o material artificial, E1l frasco 2
25. esti cerrado por um tapdn 6, de preferesicia uwm tapdn
de caucho, que puede ser perforado con una aguja para
1a introduccién-dé un_ fluido corporal tal como sangre.
Bl tapdn 6 se f£ija mediante roscado al cuello del frasco
de una cépsula 4, de preferencia metélica, de modo que
30. con la apertura de la cipsula 4 queda expuesto automi-

ticamente el tapén 6, Para que una agujz pueda introducirse



5.

104

15,

204

254

30

sin dificultad a través del tapdn 6, la chpsula 4 tiene
una parte separable 5, E1 recipiente 1, que contiene

un medio nutriente lfquido 7, se situa, de preferencia
bajo una atmfsfera de didxido de carbono y ur vacfo
parcial,

El seguado recipiente 10 comprende un tubo
capilar transparente 1l de vidrio o material sintético,
y presenta un filete de rosca 12 en el interior del
1fmite cilfndrico 14 en el extremo inferior y un filete
de rosca 13 en el exterior del extremo superior, El
filete de rosca 12 coopera con el filete de rosca preseate
en el cuello del frasco 2 y hace posible la conexidn
de dos frascos. El tubo capilar 11 est4 cerrado por
el extremo inferior con un obturador de rosca 16,

Para obtener una conexidn estanca de los
dos frascos el tubo capilar 11 en el interior del 1limite
cilindrico inferior 14 esti provisto comr ura junta 17,
de preferencia de polietileno, El recipieante 1o esti
provisto en el extremo superior con un obturador 15
roscado en el filete de rosca 13, Un porta=objetos 18,
de preferencia de vidrio o material sintético, revestido
en uno o ambos laterales con uno o con varios medios
nubrientes, se fija al obturador 15.

Con el empleo la sangre de un paciente
se coanduce en el recipiente 1 con la ayuda de un
instrumento de transferencia provisto con uwna aguja.
Para este fin la aguja del instrumento de transe
ferencia se inserta a través del tapdn 6 despuds de
separar la poréién 5, E1 flujo de sangre en el frasco 2
se facilita, de preferencla, mediante un vaqio parcial

prevaleciente en dicho frasco,.
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.Cuando él frasco 2 contiéne la cdntidad
deseada de sangre se extrae la aguja con lo que
el orificio producido en el tapdn 6 por la aguja
se Qierrg por si mismo; El frascc 2 Be incuba a
zb9-37éc durdnte alrededor de 1 hora a alfedeéor de
10 ¢fas, .

A continuaci8n se desenrogca la cépSula
4 del’fraSco 2 y, con ello, se extrae similtineamente
el tapdn 6, El recipiente 1 se rosca en el recipiente ig,
que Se ha abierto por su extremo inferior deseuroscando
el obturador 16,

El aparato de este modo formado, gue coabiene
por lo menos un medio nutriente sélido y otro ligirido,
se hace bascular varias veces para'garantizar un Sptimo
contacto entre los dos medios autrientes, Pespuds de
iz incubacidn a 202L379C durante un tiempo compreandido

entre L hora y 10 dfas, se observa y evalta cualquier

. 13
desarrollo presente ex el medio nutriente sélido,

En caso de no detectarse deSarrollo puede repe%irée
esta forms de proceder varias veces, En el caso de
tiempos de incubacidn mas prolongados se inclina el
aparato por lo menos wna vez al dia'para garantizar
un contacto fntimo entre el medio nutriente iiquido y
s8lido, .
Evidentemente, el presente invénto no se
limita a la modalidad eSpecifiéavahtes descrita, )
Asirpues, por ejemplc, los recipientes
1 y 10 pueden tener uma forma arbitraria y puede cerrarse
de forma diversa, Por ejemplo, el recipiente 10 no precisa

tener un obturador en ambos extremos y el medio nutrieante

sélidc puede disponerse en una de las paredes de este
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recipiente en vez de sobre un porta-cbjetos,

Ademis, los cierres roscados no precisan
utilizarse exclusivameate para el cierre del recipiente.
Los -dos recipieates pueden también conectarse en forma
distinta a la de roscado tal como, por ejemplo, mediaate
encaje a presidn,

Por otra parte, los obturadores de los dos
recipientes pueden disponerse de modo que, con la corexidn
de los dos recipientes tal como mediante roscado los
interiores de estos recipientes se pongan en contacto -
sin necesidad de una separacidn previza de los dos
cierres y de una apertura de los dos recipientes exterior
menttey

-La incubacién del recipiente que contiene
el medio nutriente 1fquido antes de conectarse con el
recipiente que coatiene un medio nutrientexs6lido citado
en la etapa (b) del m8todo antes citado es opcional,

Por otra parte, la etapa de incubacién
(d) del método es esencial y puede llevarse a cabo
no Bolo bajo cozndiciones aeericas sino tambi#n bajo
condiciones anaerdbicas, En este filtimo caso la tapa
del recipiente que contiene el medio nutriente sélido
puede proporcionarse con una abertura para la eantrada
de un gas inerte tal como nitrdgeno o didxido de carborno
y para la extraccilz de aire, El gas inerte (por ejemplo
didxido de carboiro) puede producirse tambidn con la ayuda
de una fuente de gas presente en el recipieate que contiene
el medio nubriente s8lido o dispuesta sobre la propia
tapa.

El presente invento faculta la deteccidn

de microorganismes (por ejemplo bacterias, hongos,
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fermentis; ete;) en una nuestra, Esta muestra puede
derivarse de cualquier fluido, investigfndose de prefereancia
fluidos corporales tal como, por ejemplo, sangre, licor u
orina, .
Por @ltimo, el presente invento no se
limita al empleo de un solo medio nutriente sdlido,
4si pues, por ejemplo, pueden utilizarse simultineamente
diversos tipos de medios nutrientes, Ademis el medio '
nutriente puede contener antibidticos y/o quimicterapéuti-
o8, favoreciendo asi llevar a cabo una prueba seasitiva
de los microorganismos.
= ! =
ROZT4A .

~ Deserito el objeto del presente invente se declaran

nuevas. y de propia invencidn las siguientes reivind@?agiones.
lew Métoﬁo con su dispositivo de realizacida_para

detectar microorganismoE en una muestraj déracterizaéo‘porque
copprendes -
(a) introducir la muestra er un primer recipieate que
contiene un medio nutriente lfquido; e
() poner ea comtacto el primer recipiente, si se deSéa
despuds de iécubacién, con ua Segunde recipiente qu%ﬁ;
contiene, por lo menos, un medio nutriente sélido déf:
modo que el interior de los dos recipientes quede éﬁ*

contactos

(c) llevar la superficie del medio nutriente $8lido del

segundo recipiente en contacto con el contenido del
primer recipiente;

(@) efectuar la incubacidn; y

(e) iavestigar la presencia de colonias sobre la supere

ficie del medio nutriente s8lido,



2, Métodd, de conformidad con la reivindi-
cacidn 1; caracterizado porque el primer recipiente se
incuba antes de conectarse con el seguado recipiente.
34~ Método, de conformidad con la reivindi-
5e " cacidn 1, caracterizado porque el primer recipiente
no Se incuba antes de conectarse con el segundo recipiente,
Ao~ Método, de conformidad com cualquiera .
de las reivindicaciones 1 a 3 inclusives, caracterizado
porque el primer y segunde recipiente se conectan
10, ~ mediante roscado,:
5.= M&todo, de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4 inclusives, caracterizado
porque el segundo recipiente contiene un solo medio
cubriente, R
15, 6y Métqdo, de conformiaad con cdalqﬁiera
de las reivindicutiones 1 a 4 irdclusives, caracterizado
porque el segundo recipiente contiene varios medios<nﬁg
trientes, ' ok
7+~ Método, de conformidad con cualquiera
20+«  de las reivindicaciones 1 a 6 inclusives, caracterizadc
porque dicha muestra es sangre, -
84~ Método de conformidad con las-reivindicagiépes
precedentes, caracterizado en que el dispositive parglbu
realizgcién comprende ua primer recipiente que confiéﬁé
25« ' un medio liquido nutriente y un segundo recipiente que
contiene, por Lo menos, un medio ‘nutriente s8iido, estando
en coatacto el interior de los dos recipientes y ponectén-
dose estos recipientes de modo que puedan separarse de
nuevo, -
30. 9= Mé&todo, secgfin las reivindicaciones precedentes,

caracherizado porque el dispositivo: para su realizacidn.




_comprende 2. 'su vez un tubo capilar transparente

- provisto en 2mbos exbremos con un ebturader, £ijlndose
en wmo de los dos obburadores un portador gue se exbiende

en el tubo capilar y que se recubre com wio o con varics

neéios nutrientes sdlidos,

10.~ Metedo de conformidad con la reivindicacida 9,

‘caracter:.zado porque el portador adopta forma de un po rta~

' obgetos°

1lee Méﬁbdo, de conformidad con la reivindicacidn 9 o

' lo,'caracterizado porque el porﬁaéobjetos se recubre por.

A,ambas ‘caras con un medio nutrieste,

~——

12--Método con su dlSpoSlthD de reallzaCIGn,

© . para detectar microorganismos en una nuestra.

Segur Se describe ¥ rexv:..*:d:.ca en la pr-ese"zte memcria

' deScrlptlva que consta de lo hoaas foliadas y escrltas a

';mgqulna por una sola de sus caraS.-

Madrmd, a 17 FEB 1978
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