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RESUMEN DE LA INVENCION

Ensayos automatizados para evaluar la concentracidn de
anticuerpos de una muestra por incubacibn de una muestra de
ensayo, bacterias y un complemento y deteccidn del crecimien
to bacteriano en ls mezéla incubada y para identificar las
bacterias y su concentracidn en una muestra por ineubacidn
de una muestra de ensayo, antisuero bacteriano y un comple-
mento y deteccibén de la inhibicidén del crecimiento bastoria-
no en la mezcla incubada. Los ensayos automatizados sz pres—
tan a uso diagndstico y pueden presentarse eh forma de equi
pos de ensayo para diagnéstico.

v

i COMPENDIO DE LA INVENGION

Esta inVéncién proporciona, un ensayo automesizado
para determinar la concentracién de anticuerpoé de una mues-—
tra por incubacibn en una placa ie microvaloracién de uwna
mezcla que contiene una muestra de ensayo, las bacterias cu-
&Qs anticuerpos estdn siendo evalﬁados_en la muestra y un
complemenﬁo y medida del crecimiento bacteriano en la mezcla
incubada y:'i un ensayo automatizado para determinar la iden
tidad y la concentracidn inicial de bacterias en una mues-
tra por incubacién en una placa de microvaloracién de una

rezcla que contiene una muestra de ensayo, antisuero bacteri

no, complemento y medio de crecimiento y medida de la inhi-

- .

bicidn del crecimiento bacteriano.,

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Esta invencidn proporciona un método automatizado pa-
ra la medida de la concentracibn de anticuerpos en una mues-
tra bioldgiCa como, por ejemplo, suero, plasma, fracciones
de la sangre, gamma-globulina y similares. La nuestra se

mezcla con complemento de conejo, preferiblemente complemen—

T
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" erecimiento y complemento. -Después de incubar la mezcla du-

to de conejos de hasta unas cuatro semanas de edﬁd y con
las bacterias cuyo nivel de anticuerpos en la muestra se es-
t4 midiendo. Despuéds de incubar la mezela durante un breve
periodo de tiempo, por ejemplo desde unos 30 a unoé 50 minu-
tos, se agrega caldo y la mezcla se incuba durante unas 15
g 30 horas, pfeferiblemente durante unas 20 a 24 horés, a
37°c aproximadamente,

Este invencidn también proporciona un método automnati-
zado para determinar la identidad y la concentracién iniciall
de bacterias en una muestra biolégica como la mencionszda an-
teriormente. Lz muestra se mescla con antisueros para las

bacterias cuya identidad estd siendo determinada, medio de

rante un corto periodo de tiempo, por ejemplo alredednr de
30 a 50 minutos, se agrega caldo'y la mezcla se incqba duran
te unas 15 a ﬁnas 30 horas, preferiblemente durante unas 20
é unas 24 horés, a 37°C aproximadameﬁte.

El'método de anflisis automatizado de esta invencidn
es aplicable a las determinaciones de anticuerpos o bacte-
rias para todas las bacterias Gram—negativas. Tiene especial

utilidad en la determinacidén de anticuerpos de organismos

patégenos como N. meningitidis, Salmonella, Neisseria

gonorrhea, Hemophilus influenza, E. coli y similares o de

estos organiémos patégehos propiamente dichos,

El andlisis se realiza empleando placas de andlisis
normalizaaas de 96 pocillos, un equipo de pipeteado autond-
tico ¥ un equipo de dilucién automdtico., De esta forma, el
anélisis estd auntomatizado, utiliza menores cantidades de

ingredientes que los métodos convencionales y es mds rdvido
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" las bacterias anteriores en muestras clinicas. Este ensayo

vy més preciso. ELl coste del andlisis es reducido considers-
blemnente en compafacidn con el método manual utilizado hasta
shora mientras gue aumenta la precisién del andlisis.

1l método de esta invencidn puede ser llevado a cabo
convenientemente en un équipo de ensayo de diagndstico que
incluye, para la determinacidn de bvacterias, miestras liofi-
lizadas de anticuerpos para lasg bacterias Gram-negativas

como, por ejemplo, anticuerpos de E., coli, §. typhi, N. me-

ningitidis cepas A y G, H. influenza y N. gonorrhea. EL conm |

plemento. puede ser suministrado como parte del equipo o pue-
de Ser.suministrado por el usuario del eguipo. Este equipo

se Utiliza para determinar la identidad de cualquiera de

tiene la ventaja de excluir los efectos no_espécificos.

ELl método de esta invencidn puede llevarse a cabo con-
venientemente en un equipo de ensayo de diégndstico que in-
Eluye, para 1é'déterminaci6n de ahticuerpés, muestras liofi-
lizadas de bacterias Gram-negativas como,‘por ejemplo,

E., coli, S. typhi, N. meningitidis cepas A y C, H. influenzg]

y N. gonorrhea, El complemento puede ser suministrado como

parte del equipo o0 puede ser proporcionado por el usuario
del equipo, Este ensayo también tiene la ventaja de excluir
10s efectos no especificos.
Los siguientes ejemplos ilustran esta invencidn sin
limitarla a los misﬁos.
EJEMPLO 1

Unas muestras de suero congelado se descongelan rdpi-

damente en agua corriente fria. Los sueros se inactivan tér-

. 0 . . :
micamente a 56°C durante 30 minutos ¥y se mantienen en agua

de hielo hasta que se sacan para su anilisis. Se afiaden con
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puntas de.pipeta estériles 25 microlitros de los sueros inac
tivados térmicamente sometidos a ensayo a cada uno de los
12 pocillos de la hilera 1 de las placas HICROTITER(E)

(Cooke Laboratory Products). Se trata de placas de poliesti-

reno rigido, de un solo uso, estériles y con pocillos en for{

ma de U. Se utilizan de 8 a 96 pocillos/muestra, de acuerdo
con la precisidn deseada., Cada placa se coloca en el pipe-
teador automdtico (Cooke Laboratory Products) y se afaden a
cada uno de los 96 pocillos 0,025 ml de solucidn salina equii
librada estéril (Grand Island Biological Co.) y 0,1 % de al~
blmina de suero bovino, Después la placa se coloca en el di-

luidor automdtico (Cooke iaboratory Products) que se acciona

"siguiendo las instrucciones del fabricante., Este diluidor

realiza diluciones al doble si se estdn utilizando diiuido-
res de 0,025 ml, Utilizando una béndeja limpia de un solo

uso, se agregan a cada pocillo 0,025 ml de un cultivo bac-

%ériano fresco de Neigseria meningitidis. Esta preparacidn
debe contener alrededor de 1530 organismos viables frescos/
0,025 ml; Cada placa se sacude durante 20-30 segundos des~
puds de la adicién de las bacterias, A continuacidn se agre-
gan a cada pocillo, con un pipeteador automdtico, 0,025 ml
de complemento de conejillo (PelFreeze). Las placas se sacu~
den de nuevo durante 20-30 segundos y a continuacién se in-
cuban duranté 40 minutos en un incubadorAsaturado de agua a
37°¢. Pranscurrido este periodo de incubacibn, se afiaden
0,125 ml del caldo Hueller Hinton (Difeco) a cada poecillo con
el pipeteador auntomdtico. Esta etapa debe realizarse con una
nueva cabeza estéril y un nuevo depbsito de pldstico de un
solo uso., Las placas se incuban durante la noche (20-24 ho;

ras) en un incubador al 5 % de €0, humidificado, a 37°%¢. Los




it | AT e Syt ot ep

10

15

20

25

30

pocillos que no presentan crecimiento bacteriano se clasifi-

can como negativos. Los pocillos que presentan crecimiento
|
badierlano se clasifican como positivos. ElL uso de un espejo

de lectura de ensayo (Cooke) facilita la lectura de la placa}

Con cada ensayo se incluyen los siguientes controles: ndmero
de bacterias en 0,025 ml de muestra; control de suero; con-
trol de complemento de conejillo; control de complemento de

. .
conejillo inactivado; control de organismo y suero de refe-

rencia.
Valoracién gu- Valoracién manual
tomatizada en placa Petri
HMuestra Pre Pogt Pre Post
’ s e BERT: 128
2 64 2048 64 . 1024
3 32 2048 _ 32 512
4 2 256 2 256
5 128 4096 32 512
6 -8 256 8 256
7 ";l 128 2 256
8 32 512 " 16 256
EJENPLO 2

La siguiente tébla resume la variabilidad del andlisis

eri funcién del nimero de andlisis por muestra.

Nimero de Liﬁites de confianza al 95% para
muestras " el log potencia medio -

1 + 0,692

2 + 0,489

3 + 0,399

4 + 0,346

5 + 0,309

6 + 0,282
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Nimero de. . Iimites de confianza al 95% para
mestras el log potencia medio
7 ‘ . + 0,262
8 + 0,245
9 + 9;231
10 + 0,219
EJENMPLO 3

. Bgquipo de ensayo para anticuerpos

~ Una muestra de suero clinico que ha de ser anaiizada
para determinar la presencia de anticuerpos de E. coli,

S typhi, N, meningitidis cepas A y C, H. influenza y N. go~

norrhea se inactiva térmicamente a 56°C durante 30 minutos.

~ Se afiaden 25 microlitros del suero inactivado que estd sien-

do analizado con unas puhtas de pipeta estériles a un nogi-
1lo sf y otro no de la hilera A de las placas MICROTITER(R)
(Gooke Laboratory Products), El resto de los pocillos de la
hilera A reciben 25 microlitros de solucién salina equili-
brada estéril (Grand Island Biologicals). Cada placa se co-
loca en’ei pipeteador automéiico y se afladen a cada uno de
los 96 pocillos 25 microlitros de solucién salina equilibra-
da estéril con'0,1 % dé albimina de suero bovino. Después
la placa se coloca en el diluidor automdtico que se opera

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se utili-
zan diluciones al doble. Se afladen 25 microlitros de un cul-
tivo bactefiano'liofilizado reconstitufdo de E. coli, con
puntas de pipeta estériles, a todos los pocillos de las hi-
leras 1 y 2. La hilera 1 contiene el suero y la hilera 2 es
un control de crecimiento bacteriano., Las hileras 3 y 4 re-

ciben 8. typhi.y las hileras 5 y 6 reciben N. meningitidis A

Las preparaciones bacterianas contienen entre 15 y 30 orga-
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agua a 37°C, Después se agregan 125 microlitros de caldo

4'de 002 humidificado, a 3700). 8i una muestra de suerc inhibe

nismos viables frescos/25 microlitros. Se suministran en es—
tado liofilizado como parte del equipo de ensayo y, después

de la reconstituciln, contienen la cantidad requerida de bac

1Y

terias. A continuacién se agregan a cada pocillo, con un pi-
peteador automidtico, 25 microlitros de complemento de cone-
jillo. Después las placas se saciden durante 20-30 éegundos

¥ se incuban durante 40 minutos en un incubador saturado de

Mueller-Hinton a cada pocillo, con el pipeteador automdtico.
Bsta etapa debe realizarse con una nueva cabeza estéril y
un nuevo deﬁésito de pléstico de un solo uso. Las placas se

incuban durante la noche (20-24 horas en un incubador al 5 %

el crecimiento bacteriano, se determinan la identidad y la

-

concentracidn,.

EJENELO 4

Bquipo de ensayo para bacteria
Empleando puntos de pipeta estériles se agregan a cada
pocillo de la hilera A de placas MICROTITER(R) 25 microli-

tros de una muestra de.suero clfnico en la gue ha de determi

narse la presencia de las siguientes bacterias: E. coli,

S. typhi, N. meningitidis A y C, H. influenza y N. gonorrhea

Después se afiaden a un pocillo sf y otro no de la hilera A
25 ﬁicrolitrbs de los antisueros de referencia para las bac-
terias analizadas. EL pocillo A-2 recibe el antisuero del

E. coli, el pocillo A-4 el del 8. typhi, etc. Estos antisue-|
ros forman parte del equipo y son suministrados en estado
liofilizado.

Cadza una de las placas se coloca en el pipeteador au-

tomético y recibe 25 microlitros/pocillo de solucidn salina
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equilibrada -estéril con 0,1% de alblmina de suero bovino.
Después la placa se coloca en el diluidor automatico y se
realizan diluciones al doble. A continuacidn se agregan a
cada pocillo, con un pipeteador automético, 25 microlitros
de complemento de conejillo, Después las placas se sacuden
durante 20-30 segundos y se incuban durante #0 minutos en up
incubador saturado de agua a 372C. Después se aiiaden a cada
pocillo, con el pipeteador automdtico, 125 microlitros de
caldo de Mueller-~Hinton. Las placas se incuban durante la
noche (20-24 horas en un incubador al 5% de CO, humidifica-
do, a 3%72C). Bi las muestras de suero de referencia inhiben
el:érecimiento bacteriéno, esto sirve para establecer la
identidad y la concéntracién inicial de las bagterias ¢n el
suero ensayado.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberé recaer.sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES:

l.- Un método y su correspondiente equipo de ensayo
para determinar el nivel de anticuerpos para una bacteria
Gram-negativa, asi como la identidad de dicha bacteria
Gram-negativa en una muestra, cuyo método comprende reali-
zar una primeré incubacidén en los pocillos de una placa de
ensayo de miltiples pocillos, conteniendo'qichos pocillos
una solucidén de muestra de ensayo diluida en serie, un

complemento adecuado y bacterias complementarias al anticue)

[ip)

po para asi determinar el nivel de anticuerpos, o una solu-
cién de muestra de ensayo diluida en serie, un complemento
adeucado y anticuerpos complementarios a la bacteria para
asi determinar la identidad de la bacteria Gram-negativa;

llevar a cabo una segunda incubacién en los pocillos de una
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pla?a de ensayo de miiltiples pocillos que contengas un me-
dioﬂde crecimiento ademés de los ingredientes citados ante-
riormente, siendo continuada la segunda incubacidén durante
el tiempo efectivo necesario para permitir que ocurra el
crecimiento bacteriano, y medir y puntuar cada poci}lo segl:
haya o no crecimiento bacteriano.

2.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn 1, en
el que la incubacidn incluye un primer periodo de incuba-
cidén a aproximadamente 37°2C en una atmésfera saturada de
égua, durante aproximadamente 30 a 50 minutos, y un segun-
do periodo de incubacién a unos 372C en un incubador humi-
dificado al 5% de diéxido de carbono, durante aproximadamen
te 15 a 30 horas. g

3.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn 2, en
el que el medio de crecimientc es afiadido a los pocillos de
la placa de ensayo entretlos periodos de incubacidén primero
¥ segundo.

4.- Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en
que para determinar el nivel de anticuerpos, elhanticuerpo
es seleccionado entre aquellos complementarios a un grupo
predeterminado de bacterias, y en el que las bacterias que
corresponden a cada uno de los grupos'bredeterminados estén

presentes en al menos algunos de los pocillos.

5.- Un método de acuerdo con la reivindicacidén 1, en

que para determinar'la identidad de una bacteria Gram-nega-

tiva, la bacteria esta seleccionada entre un grupo predeter:

minado de bacterias, y en el que el anticuerpo complemen-
tario a cada uno de los grupos predeterminados de bacterias
esta presente en al menos algunos de los pocillos.

6.~ Un equipo de ensayo de acuerdo con la reivindica-
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ciﬁn 1, que-comprende una bacteria Gram-negativa liofiliza-
da Eomplementaria, al antiecuerpo cuyo nivel estd siendo
determinado, asi como un complemento y un medio de creci-
miento adaptados para permitir el crecimiento de la bacte-
ria Gram-negativa liofilizada en una placa de ensayo que
posea una pluralidad de pocillos, ‘ .

7.~ Un equipo de ensayo de acuerdo con la reivindi-
cacién 6, en el qué la bacteria Gram-negativa liofili;ada

esté seleccionada entre E.coli, S. typhi, N. meningitidis,

H. influenza o N. gonorrhoeae.

8.~- Un equipo de ensayo de acuerdo con las reivindicg
ciones 5 y 6, que comprende un anticuerpo complementario a
la bacteria a identificar, un complemento adecuado y medios
de crecimiento adaptados para permitir el crecimientO'bac-
teriolégico en una placa de ensayo que posea una plurali-
dad de pocillos. |
. 9.- Un equipo de ensayo de acuerdo con la reivindica-
cién 8, en el que el anticuerpo liofilizado estd selecciona
do de entre los anticuerpos E. coli, S. typhi, N. meningi-

tidis, H. influenza o N. gonorrhoea.

10.~ Se reivindica por Wltimo como objeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita:
UN METODC Y SU CORRESPONDIENTE EQUIPO DE ENSAYO PARA DETER
MINAR EL NIVEL DE ANTICUERPOS PARA UNA BACTERIA GRAM-NEGA

TIVA,
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la pre
sente memoria descriptiva que consta de doce paginas meca-~

nografiadas.

Madrid, 8 mayo 1.978
BERNARDO) UNGRIA
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