MINISTERIO DE INDUSIRIA Y ENERGIA

Registro de lo Propiedad Industrial

TR S v ) [mumeao » ' '; '
HLEPE i@ ©n

. @ FECHA DE PRESENTAGION
Concedido el Reglstro de gcuerda 13-7-78
con los da-o; uie if. r/reala’pras
sente desen olu W\ Syidn el con-
tenido de la Memoria adjunta,

PATENTE DE INVENCICN

. PRIORIDADES:

@TITULO DE LA INVENCION

@NUM&NO @ F;cHA @ PAIS
721.021 7+9-76 ESTADOS UNIDOS
i
2
l'l @FIQHA OE PUBLICIOAD @CLASU-‘ICACION INTERNACIONAL t:A‘l‘ENT! ;-t I.Adaut 5!6 DIVBISIONARIA
i Coln | 461-917 de 26-8~77
!

UN METODO PARA IDENTIFICAR SUSPENSIONES DE PRUEBAS BACTERIANAS
4 DESCONOCIDAS.

71) SOLICITANTE (3)

WARNER-TAMBERT COMPANY

Webster Road-Milford, Connecticut 06460 ESTADOS UNIDOS.

i COMIGILIO DEL JOLICITANTE

@ INVENTOR (€3)
Walter Earl Jacobson- Donald Paul Kronish; Doris Barbara Taylor
y William Donald Young, todos ellos de naclonalldad estadouni-
dense.

@ TITULAR (E3)

@ REPRESENTANTE

D. BERNARDO UNGRIA GOIBURU

o

UNE A+ 4 MOD. 2108 . UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE L.A MEMORIA

o L . O.UAUTY

-




- ——

[P

A

s . v .

Lenatt

pe

10

10

20

25

30

& o REF: USSN 721.021

RESUMEN DE LA DESCRIPCION

L Un dispositivo para diagndsticos para medir las ca-
ragteristicas bioquimicas de microorgenismos. Se facilita una
primera cémara en la que se inocula una suspensidén de prueba
qu% contiene un organismo desconocido. Los primeros medios de
paéo facilitan selectivamente 1é comunicacidn del liquido en-
tre la primera clmara y una segunda cémara. La segunda cémara
preve el contacto de la suspensidén liquida con un reactivo de
sustrato que se coloca en la miéma. Los segundos medios de paso
conectan la segunda clmara con una tercera y permiten selecti-
vamente la comunicacién del liquido entre las ﬁismas. La tercera

cémara puede contener unos medios de deteccidn adecuados para

" identificar las caracteristicas bioquimicas de la suspensién

de prueba reaccionada cuando se pone en contacto con los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere.a la recogida e iden-
tificacién de microorganismos'y, aunque se describe con mucha

propiedad en dicho contexto, debe observarse que sy estructura

.puede aplicarse a otros usos iin apartarse de la idea de la

invencidn.

Las enfermedades bacterianas se diagnosticsn y tratan
aislando e identificando los microorganismos que las causen.
Convencionalmente, la terapia médica deberia iniciarse scla-
mente después de.la determinacidn del agente etiolégico. bicha
determinacién se basa primariamente en la informacién clinica,
pero los datos confirmabtorios del laboratorio siempre deben
investigarse para que sirvan de ayuda y permitan el tratamien~

to apropiado de la enfermedad infecciosa. Las pruebas clinicas

. para identificar las bacterias dependen de la comparacidn de

un nimero de reacciones fisioldgicas, morfoldgicas, y bioqui-
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micas positivas y/o negativas del agente etioldgico sosbechoso
f’de la comparacién de éstas con las reacciones.de especies
conocidas. Para realizar esta labor, es necesario obtener cul-
tivos de muestra del organismo a partir de fuentes como el
esputo, la sangre; la orina, etec, ¥y someter dichas muestras a
procedimientos de [identificacidn.

Dichos nmedios de identificacién son complejos, lle-
van mucho tiempo i al mismo tiempc se prestan a posibles erro-
res e identificacién defectuosa. Ademéds, la naturaleza prolon-
gada de las muchas pruebas que deben realizarsp supone un lastre
en el cbste de la operacidén de laboratorio y el emﬁleo excesivo
de personal especializado durante largos periodos de tiempo,

Se han empleado varios métodos y aparatos en una ten~
tativa de facilitar la identificacidn de 105 microorganismos.
Estos se dirigen primariamente a acelerar el proceso pesado y

a hacer més positiva la identificacidén. Uno de dichos'disposi-

tivos se describe en la Patenbe estadounidense 3.784.448, que

describe un tubo con compartimientos separados que contiene

medios de cultivo pre-preparados para la identificacidn dife-
rencial de mieroorganismos, particularmente de la familia ente-
robacterifcea. Al usar dicho dispositivo; un miembro rigido en
forma de varilla que contiene un cultivo del organismo se saca
pér el tubo inoculando por ello cada una de las chmaras. Este
diséositivo de la técnica-an%efior se limita por el nﬁmero de
pruebas disponibles que ﬁueden realizarse én la unided y por

su coste asi como por los probleﬁas de almacenamiento y esta-~ -

bilidad.

*

- Hasta la fecha, los mejores avances en esta &rea de
pruebas clinicas de laboratorio implican el uso de papel secan-
te u otro sust:é%o absorbente impregnado con reactivos'que de~
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tectan la presencia de enzimas especificos o productos finales
t
n8tabdlicos caracteristicos de algunos microorganismos. Dichos

redetivos ineluyen un sustrato sobre el gque actia un enzima

badteriano especifico y un sistema de deteccidn que reacciona

con el producto final metabblico para producir un cambio de
cofor fécilmente indentificable. Las Patentes estadounidenses
nimeros 3,122.480, 3.341.427, 3.359.180, 3.378.346, 3.597.321,
3.616.258, 3.645.853 y 3.649.461, que se incorporan en la pre-
sente solicitud por referencia, y las modificaciones de las
mismas describen la preparacién y formulacidn de los diversos
reactivos de sustrato y deteccidn asi como su éplicacién a la
identificacidn de determinados organismos.

Una aplicacién tipica de estas técnicas implica los
sigﬁientes materiales y fases del proceso: )

1. TLas cintas de papel que contienen adecuados reac-—
tivos de sustrato y deteccidén se preparan para un nimero de

pruebas bioquimicas especificas, por ejemplo, Voges-Proskauer,

reduccibén de nitrato, deaminasa de fenilalanina, ureasa, indol,

descarboxilasa de lisina, etc.

\
2. Los tubos de ensayo que corresponden al nimero y

orden de las pruebasra realizarse se colocan en un soporte.
3. Las colonias de bacterias cultivadas eﬁ 0 en un
nutriente adecuado, por ejemplo, un medio de agar, se transfieren
a y se dejan en un tubo que contenga 0,3 ml de %urgan%e salino
por cada prueba a realizarse; La suspensidn resultante tendré

una turbidez aproximadamente igual a Kirby Baver Standard.

4, Aproximadamente 0,3'ml de la éusPensién se pipeta

& cada uno de los tubos de ensayo.

5, Las cinbas de ensayo que corresponden a.la prueba

especifica se afladen a cada uno de los tubos de ensayo y se
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ingubah en 1os mismos durante aproximadsmente cuatro horas a
uﬁé temperaturé de 55—5700.

6. La indicacibén positiva o negativa de la prueba se
led entonces por el color de la zona de sustrato cuando conven-
gay por ejemplo, en la prueba de descarboxilasa de liéiﬁa, °
elftubo se vuelca de forma que la suspensidn incubada humedezca
la gona de deteccién en la que de nuevo el cambio de éolor o}
la ausencia del mismo produce una indicacién positiva o nega-
tiva, como en ia Prueba de Indol, por gjemplo. -

‘Dicho procedimiento de prueba ha tenédo mucho éxito,
al dar resultados exactos tan buenos como 10s procedimientos
standard de labpratorio en un tiempo mucho més corto. Pars
contribuir a la determinacién del organismo exacto implicado
baséndose én las probabilidades determinadag por cadé una de
las pruebas especificas, la Patente estadounidense nfimero
3,957.586 describe un tipo de un sistema de identificacidn que

preve la determinacién répida y exacta del agente causante.

Dicho sistema emplea un nimero de tarjetas de datos de pruebas

con cddigo de perforacién que,, cuando se colocan en correspon-
dencia, dan una indicacidn relativa a la identificacidén del
orgenismo implicado segin los principios conocidos de la légica
de Boole. Otro método es usar un diccionario de programa de
computadora, basado en sistemas de nfmeros reales, para facili-
tar.ia probabilidad de la identificacibn. :

La presente invencién se dirige a mejorar y facili-
tar més el procedimiento de pruebas anterior. Aunque el proce-

dimiento répido de identificacién de pruebas con cinta impreg-

nada de reactivo ha abreviado mucho el tiempo implicado y ha

- aumentado la exactitud de la identificacién de organismos, se

considera que dicha prueba puede mejorarse més utilizando un
N
. L ! ' :
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_ dispositivo que evitaria la necesidad de una pluralidad de tubos

aé ensayo asi como el tiempo y culdado proporcionddos que son
necesarios para su manejo, limpieza y preparacidn. La invencién
contempla un d*sp031tivo diseflado para maneaarse fécilmente y
que permite no obstante la identificacidn répida y exacta.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencidn
es facilitar un dispositivo para diagnésticps mejorado para la
identificacién répida.y exacta de microorganismos. Otro objeto

de la invencidn es facilitar un dispositivo unitario dssechable

 para realizar una gerie de pruebas bioquimicas.: Otro objeto

més de la presente invencidn es ofrecer un dispositivo que fa-
éilite la inoculacidén répida y fécil con un espécimen de ensa-
yo y la valoracidén visual de los resultados de la prueba. Otro
objeto mas de 1la presente invencién es facilitar un dispositi-
vo ie pruebas que contiene en el mismo reactivos de sustrato
y/o deteccidn para la identificacién de microorganismos.

RESUMEN DE LA TNVENCION

Para resolver los problemas asociados con los dispo-

. sitivos de la tégnica anterioray para conseguir los objetos
20 indicados, la presente invencién contempla un dispositivo para
" diagnbésticos que utiliza una primera cémara para contener una

" suspensidn de pruebas. ILa primera cémara se conecta mediante

primeros medios de paso & una segunda cémara para poner en con-

~

tacto la suspensidén de pruebas con un reactivo de sustrato ade-

- cuado durante el periodo ‘de incubacién. Los primeros medios de

paso facilitan selectivamente la comunicacidén del liguido entre

" las chmaras primeré y segunda. Una tercera cimara para poner

en contacto la suspensidn de pruebas reaccionada con un detec-

 1tor adecuado se conecta a la segunda cémara por segundos medios

de paso que 1gua1mente preven selectlvamente la comunicacidn
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de liquido entre las mismas.

\ A
[ 4 . . .
Ta invencidén contempla también una estructura de so~

porte desechable en la que se montan o forman integralmente las
clmaras y los medios de paso de interconexién. Dicha estructura
facilita una primera éémara en forma de una cavidad abierta por
la parte superior a la que se inocula una suspensidn de pruebas
de unAcultivo bacteriano. La segunda camara que también es una
cavidad abierta por la parte superior, se conecta a la primera
cavidad por priumeros medios de paso que comprenden un canal.

En la base del canal se forma una estructura dg rampa, cuya
inclinacidn impide el paso del liquido desde la primera cavidad
a ls .segunda éavidad cuando la estructura de pruebas esté en
un plano nbrmal. Dentro de la segunda cavidad puede colocarse
un reactivo de sustrato que reacciona con el cultivo durante

la }ase de inoculacidén para producir productos finales metabb-
licos tipicos para la prueba que se considere. Yespués de la
incubacidén del cultivo en la segunda cavidad, la suspensidn

se comunica mediante segundos medios de paso o canal a una
tercera cémara o cavidad abierta por la parte superior en la
que la susPensiéh produce una reaccidn de color especifico en
un reactivo de deteccidn. La posicidén de la tercera cavidad

con respehté a la segunda se selecciona de forma que facilite
la .comunicacién del 1f{quido en el segundo canal solamente
cuaﬁao el dispositivo asuma una orientacidén espacial especifi—
ca. La terééra cavidad puede conectarse a una cuarfa cémara
para recoger la suspensidn de pruebas excesiva, y se facilitan

medios de ventilacidn para el escape de aire mientras el iné-

culo se transfiere desde la primera cavidad a la segunda cavidad.

- 'En una realizacién particular, las bases de la cavi-

dad y los canales de interconexién estén en planos paralelos y

~
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los ejes de las cavidades son sustancialmente.ortogonales al
piéno de la estructura de soporte. Tanto las cavidades cbmo

los canales estdn abiertos para inspeccidén visual, siendo las
aberturas coplanares con la superficie superior de la estructura
de soporte. ﬁn miembro claro y visualmenfte transparente se usa
para cerrar el priTer canal y las chmaras segunda, tercera y
cuarta asi como sus canales de interconexién y evitar la pérdi-
da de los contenidos. La primera cavidad o cimara se mantiene
en una condicifn abierta para permitir la inoculacién con la
suspensién de pruebas. Un miembro de tapa articulado se mon#a
a lo lérgo de un margen de la estructura de soéorte ¥ resulta
en el cierre de la cémara de inoculacién abierta cuando se pone
en contacto complementario con la superficie superior de la es-
tructura de soporte. La superficie interior del miembro de tapa
puede estar dotadahde un material secante o absorbente para
evitar la fuga de la suspensidn de prﬁebas cuando est& en una
posicidn cerrada. Varios dispositivos para diagnbésticos pueden
incorporarse en unaﬁhicaestructura de sopbrte para poder rea-
lizar varias pruebas bioquimicss especificas.

Otro aspecto de la presente invencidn se dirige a un

método para determinar la identificacidm de microorganismos

especificos. En dicho método, una suspensidén de pruebas formada
8 partir de un cultivo bacteriano derivado de determinados flui-
dos o especimenes corporales se inocula.a una primera chmara.

Se hace que la cémara de pruebas asuma una orientacién espacial

particular que resulte en el paso de la suspensién liquida por

un canal o.primeros medios de paso & una segunda cémara en la

i~que reacciona con un sustrato seleccienado elegido para dar

*una reaccidn conocide con el organismo implicado. Despuds de

que la suspensidn se incuba con el reactivo durante un periodo

——i
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Predeterminado, la segunda cémara se coloca nuevamente en otra
®

orientacidn espacial que hace que el 1iquido en dicha cémara
comunique con una tercera cdmara que contiene un reactivo de

deteccién. La reaccidn cromdtica del reactivo de deteccidn in-

‘dica una prueba positiva o negativa y facilita por consiguiente

informacidn relativa a la identidad del organismo.

Los objetos y caracteristicas de la presente invencidn
ser&n evidentes después de estudiar la memoria descriptiva de-
tallada expuesta a continuacidén tomada en unidén con los dibujos.
Se pretende que los dibujos ejemplifiquen la invencidn y utili-
cen simbolos de disefio standard y numeracibén consistente del
principio al fin de las diferéntes vistas para su facil compren-
sién;

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS .

Ia figura 1 es una vista en perspectiva parcial del
dispositivo para diagnbsticos de esta invencidn.

Ia figura 2 es una vista en seccidn transversal par-
cial de una porcidén del dispositivo para diagnbsticos de la
figura 1 tomada a lo largo de :la linea 2-2,

Ia figure % es una vista en seccién transversal par-
cial del dispositivo para diagnbsticos de la figura 1 tomada
a lo largo de la linea 3~3,

) . Ta figura 4 es una vista esquemética en perspectiva
parcial del dispositivo para diagndsticos de la figura 1 mos-
trado en una orientaciénzespecifica; y

Lg figufa 5 es una vista eéquemética en perspectiva
parcial del dispositivo para disgndsticos de la figura 1 mos-
traﬂo en otra orientacidn espacial.

DESCRIPCION DE LA REATLIZACION PREFERIDA

Con-referencia a la figura 1, se muestra el disposi-~
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tivo para diagndésticos 10 que tiene una pluralidad de cémaras
yPcavidades interconectadas mlltiples dispuestas transversal-

mente para usarse en la identificacidén de microorganismos. For-

mada en la superficie superior de la estructura de soporﬁe 42
del dispositivo lOiesté la primera cémara o cavidad 11 a la
que puede pipetarse una suspensidén de pruebas que contenga un
cultivo bacteriano, La primera cavidad 11 se interconecta con
la segunda cémara o cavidad 13 mediante primeros medios de paso
12. Ia segunda cavgdad se conecta a la tercera clmara o cavidad
15 mediante segundos medios de paso o canal 14 y la tercera ca-
#idad se conecta a la cuarta cémara 17 medianté terceros medios
de paso o canal 16, Un canal de vehtilacién 18 conecta con la §
cuarta cémara 17 para facilitér la ventilacidn durante el uso !
del dispositivo. ) |
Con referencia a las figuras 2 y 3 ademds de a la

figura 1, la cavidad 1l comprende una:cémara abierta en la par-

te superior rebajada en la superficie 42..La cavidad 11 se forma

de manera sustancialmente cilindrica por la pared lateral 21

y termina en la base 23 que esFé en un plano paralelo a la su-

perficie 42. F1 hombro 22 es un' miembro anular formado conti-

guo con la base 23 de la cavidad 11 lo que resulta en una por-
cibn cilindrica de menor difmetro. Un segmento de pared 21
se‘gbre.hacia apriba a y conecta con el canal 12. El segmento
abéréa un arco de aproximadamente 30° ¥ las paredes 25 del canal
12 forman una transicién ‘suave a la pared 21. La base 26 del
canal 12 es sustanclalmente paralela con la base 23 pero esté
en un plano diferente, que conecta con el plano- de 1la base 26
mediante la rampa que sube verticalmente 24, que impide el paso
de la suspensién de pruebas desde la cayidad 1i a la cavidad 13%.

El'ggnal 12 se gxtiende radialmente desde el eje de

_ ; o

|




.t

10

15

20

25

30

~11-

la cavidad 11 y paralelo al margen o lado 44, En su extremo dise
tgnte, gira tréhsversalmente para unirse con la cavidad 13,

cujo eje se desplaza transversalmente y es excéntrico al eje

de [la cavidad 11. Ia cavidad 13 se forma por la pared cilindrica
29!que es perpendicular a la base 28 que es sustancialmente pa-
raiela a la base 26 y sustancialmente coplanar con la base 23,
El plano de la base 26 pasa al nivel o plano de la base 28 me-
diante una estructura de pared cilindrica bien definida 27, que
forma una porcidén de pared 29. Los salientes que se extienden
axialmente 30 dispuestos en el interior de 1as‘paredes 29y 27
acthan como miembros de interferencia para la contencidén de wa
disco de sustrato cuando se coloca en los mismos.

% Los segundos medios de paso 14 intersectan excéntri~
camente la pared 29 de la cavidad 13 y se extienden sustancial-
mente paralelos con el canal 12, La base 32 de los medios de
paso o canal 14 es coplanar con la base 28 e intersecta con las
paredes laterales verticales 3la y 31b. La tercera cimera o
cavidad 15 se forma por la pared cilindrica 23 que es vertical

a la base 34, cuya base es coplanar con la base 28. El radio

de la pared 33 es sustancialmente igual al de la pared 29 y

contiene sobre la misma salientes que se extienden vertical-
mente 35. Los salientes 35 no se extienden por toda la altura
dé\;a pared 33 sino que terminan en hombros 35a en un nivel in-
term;dio. Los hombros 35a, tres de los cuales SL espacian igual-
mente alrededor de la pared %3, facilitan un asiento o base
sobre el que se coloca el reactivo de deteccidn, facilitando

la posicién elevada mejor visualizacién de un cambio de color
al terminarse el periodo de incubacidén. Los salientes 33a ac-

than para sujetar el disco de sustrato en una posicién deseada.

El eje de la cavidad 15 est& en un plano que contiene el eje
\ .

i
§
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de la cavidad 13 y es paralelo al margen 44, Ia pared 31b del
cBnal 14 es tangencial con las paredes 29 y 3% y la pared 3la
intersecta las paredes cilindricas 29 y 33 en el plano que con-
tiene los ejes de las cavidades.

|
Los terceros medios de paso 16 tienen paredes que

-descienden perpendicularmente 36a y 36b que intersectan con su

base 37-'El'pl§no'que contiene la base 37 estd por encima de
la base 34 y es sultancialmente coplanar con los hombros 35a

de los salientes 35. Por eso la profundidad de la suspensién

de pruebas debe superar el nivel de la base 37 y debe pasar por
el disco de reactivo de deteccidn antes de perﬁitir el paso del
1liquido por el canal 16. Las paredes 36a y 36b son sustancial-
mente paralelas é 1aé paredes 25 dei canal 12, y la pared 36b
est& en el mismo plano que la pared 3la. La pared 36a intersec-
ta la pared cilindrica 33 en un radio'qﬁe se extiende perpendi-
cular & la misma y por ello es tangenéial al radio de la'pared
33 en dicho punto. |

El canal 16 interconecta con la cémara 17, cuya clma-

ra comprende la pared cilindr%ca 38 que intersecta verticalmente

con la base 39, que esg coplanar con la hase 34. Los medios de
ventilacién 18 comprenden un canal que tiene paredes que se
extienden verticalmente 40 que intersectan con la base 4l. Ia
base 41 es paralela al plano de la superficie 42 e intersecta
con’ia pared %8 de la cémara'17. El canal 18 permite el'escape
de 1as-sustancias volétiles producidas pdr los reactivos y del
aire atrapado que resulte de la intr@dﬁccién de la suspensidn
de pruebas,

: Todas las cavidades y canalgs del dispositivo estén

abiertos con respecto a la superficie 42, Los canales 12, 14

30 y 16 y las cavidades 13, 15 y 17 se tapan conuna pelicula adhe-

lll
I
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siva transparente 43, que es impermeable al aire y la humedad

i . . . . . . .
ptro permite la clara inspeccidén visual del interior. El miem-

bro transparente 43 cubre solamente una porcidén de los medios

de ventilacién 18 por lo que preve el escape de sustancias vo-

" l4tiles por la poreién no cerrada de los mismos. La cémara 11

no esté cerrada sino abierta al ambiente para permitir la ino~
culacidn de la cémara con el cultivo o suspensién de pruebas.
En la realizacidn preferida de esta invencidn, una pluralidad
de cémeres de pruebas y canales se dispbnen en paralelo de for-
ma que pueda realizarse una pluralidad de pruebas diferentes

al mismo tiempo utilizando no obstante un ﬁnic; dispositivo
para diagnbésticos. Ia estructura de soporte y las cémaras de

pruebas pueden moldearse integralmente de poliestireno de cle-

vado impacto asi como de otros plasticos adecuados. Una placa

de Lapa articulada 19 se facilita a lo largo de un margen tra-

sero de la esbtructura de pruebas y se articula sobre el eje 20
para cerrar las cavidades 11 cuando la tapa 19 se gira a la
condicién de acoplamiento con la superficie 42, Le superficie
interior de la tapa 19 puede ?ubrirse con un material secante
u otro material absorbente para recoger la suspensidn de prue-
bas excesiva cuando est& en una posicibén cerrada; también la
tapa interior puede contener indicaciones adecuadas para iden~
tificar las pruebas a realizarse en cada cémara sucesiva.

La unidad 10 se disefia generalmente de forma que ten-
ga esquinas redondeadas y carezca de aristas vivas. Dicha ca-
raéteristica permite almacenar el dispositivo en bolsas hermé-
ticamente cerradas sin peligto de que se perforen lo que resul-
tarfa en la degradacidén del funcionamiento debido a la presencia
de aire y humedad. El. dispositivo también puede empagquetarse

con desecantes para evitar el dafio producido por la humedad.

L
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Con referencia ahora a las figuras 4 y 5, puede consi-

A

dérarse un uso tipico del dispositivo para diagnésticos. Con el”
dispositivo 10 en un plano sustancialmente horizontal como se
ilustra en la figura 1, la cavidad 17 puede inocularse con una
suspensién de pruebas del cultivo formado a partir del espécimen
sospechoso. Después de la inoculacidn, el dispositivo 10 se gira
alrededor de un eje paralelo al margen 45 de forma que asuma
una posicién sustancialmente vertical de 90°. En dicha posicidn
se hace que el inoculante 44 avance por la rampa 24 y por el
canal 12 y llegue a la cavidad 13. En la cavidgd 13 un disco

46 formado a partir de papel secante que contenga un reactivo

de susbtrato se coloca y sujeta en posicidn por los salientes 30.
Por éjemplo, como se expone en la Patente estadounidense
3.645,85%, una cinta de papel impregnado puede prepararse segin
la misma y un disco hecho a partir de la misma puede usarse
para realizar una prueba de reduccidén de nitrato. Con el sus-
trato de disco en contacto con el inoculante liquido 44, el dis-
positivo 10 en la orientacidén espacial indicada se incuba du-
rante un periodo de aproximadamente 6uatro horas a una tempera-
tura de 35-37°C. En una prueba positiva, el enzima, reductasa '
de nitrato, producido en casi 100% de 1osrcultivos gue pertene-
cen a la familia entercbacterifcea y por algunas otras bacte-
rias, acta para reducir el nitrato contenido en el disco de
'zona: de sustrato.Despuésdel périoﬁp_ de incubacién, el diSposifi-
v010 se gira alrededor dé un eje perpendicular al plano de la
superficie 42 aproximadamente 90° como se indica en la figura 5.
El dispositivo 10 se manipula alrededor de dicha posicibn para
Vhacer que la suspensidn de pfuebas reaccionada entre en con-
tacto con él disco indicador 47 colocado en la tercera cémara -

15. Si el nitrato se ha reducido a nitrito el nitrito se detecta
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1 por una reaccidn con dcido sulfanilico y un derivado de alfa-
‘ndftilamina sobre el disco de deteccidn, se produce un producto
final de color rojo y se da una indicacidn positiva. La suspen-

| sién de pruebas excesiva puede escapar a la cémara 17 y las

5 sustancias volatiles pueden escapar por el cansl de ventilacién
18.

En un uso propuesto.del dispdsitivo 10, se realizan
varias pruebas diferentes, a saber: Voges-Proskauer, reductasa
de nitrato, deaminasa de fenilalanina, Scido sulfhidrico, indol,

10 descarboxilasa de ornitina, descarboxilasa de lisina, utiliza-
cién de malonato, ureasa, hidrélisis deesculin;, ONPG, y fer-
mentaciones de arabinosa, adonitol, inositol, y sorbitol. Usando
dichas pruebas, puede hacerse un nimero sustancial de diferen-
tes’identificaciones de enterobacterilceas con un elevado gra-

15 do &e precisibn, por ejemplo, diferenciacién de especies dentro
de los géneros Escherichia, Shigella, Edwardsiella, Salmonella,
Arizona, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Pro-
teus, Providencia y Yersinia. Naturalmente, dicho dispositivo
puede usarse con otras combin%ciones de pruebas bioquimicas

20 para identificar los mismos asi como otros orgenismos.

Las tablas siguientes exponen la identidad de culti-

vos conocidos y la precisibén porcentual de su identificacidn

usando el nuevo dispositivo de la invencidén de los solicitantes:
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Organismo

Es¢herichia

{
i
Shigella Spp.

S. sonneil

Edwardsiella tarda

Salmonella typhi

S. enteritidis

8. cholerae—-suis

Arizona hinshawii

Citrobacter freundii

C. diversus

Klebsiella pneumoniae

XK. rhinoscleromatis

K., ozaenae

Enterobacter cloacae

E. aerogenes

E. hafniae

E. agglomerans

16~

TABLA I

Nimero Organismo

115 Serratia marcescens

10

77

10
30

29

<o g . ———

S. liguefaciens

S. rubicaea

Proteus vulgaris

P. mirabilis

- P. morganii
P, rettgeri

Providencia zlcalifaciens

P. stuartii

Yersinia enterocolitica

Y. pseudotuberculosis

1. pestis

!

Igentidad de 440 cultivos usados en este estudio

Nomero

11

12
51
14




TABLA TI
e Exactitud de las pruebas separadas bioquimicas

. Micro-ID comparadas con pruebas convencionales

que usan aislados clinicos frescos

Prueba Ne correcto/ Exactitud
Bioquimica No comprobado Porcentual
Voges—Proskauer 427 /840 97,0%
Reductasa de nitrato U A3A/840 98,6% !
Deaminase de fenilalanina 436/440 _ 99,1% }
HyS 427 /440 97,1%
Indol 434 /440 ' 98,6%
Descarboxilasa de ornitina 431/440 98,0%'
Descarboxilasa‘de lisina  425/440 96, 6%

Malonato 430 /440 ) 98, 6%

Ureésa g ' 421 /410 | 95,7%

Esculina 438 /440 99,6%

ONPG 433/440 98, 4%

Arabinosa 435/44.0 98,9%

Adonitol 433 /440 98,4%

Inositol 45074&0 97,7%

Sorbitol 432/440 98,2%

Por lo anterior es evidente que los solicitantes
han ;nventado un dispositivo para diagndsticos que permite la
identificacién répide y exacta de grandes cantidades de micro-
organismos. El dispositivo es una unidad desechable muy efi~
ciente que hace més flcil el procedimiento de prueba y reduce
la probabilidad de error. Supera lag desventajas de la técnica
anterior y mejora los métodos y aparatos existentes. En resu-
men, los solicitantes han producido un dispositivo unitario.

. { N .
desechable en el-que una primera cémara puede inocularse con
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una- suspensién de pruebas desconocidas. La suspensién de
pruebas se conduce por un canal a una segunda cémara que
contiene un reactivo de identificacidn orientando el dis-
positivo a una posicidén espacial particular. Después de la
incubacidén dirante un periodo y températura predetermina-
dos, el fluido reaccionado se pasa después por otro canal
orientando el dispositivo a otra posicién mé&s. La aceién
del reactivo y el indicador con la suspensidén de pruebas
permite la répida recogida de datos de identificacién exac-

’

tos.
Se pretende que la descripcidn precedente y los
dibujos ilustren la invencidén de los solicitantes y se
considera que todas las modificaciones evidentes a los ex-
peftoﬁ en la materia caen dentro de su ambito. ’
En resumen, la patente de invencidén que se solici-
ta deberi recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar suspensiones de prue-
bas bacterianas desconocidas, 6aracterizado porque compren-
de inocular una primera cémara con la suspensidén de prusba;
pasar la suspensidn de prueba por un primer canal y una
segunda cémara que contiene un reactivo adecuado,orientan~
do dicho primer canal en una posicién predeterminada; in-

cubar el espécimen de prueba en la segunda ¢lmara durante

un periodo de tiempo pre~determinado; pasar después el espécimen

de prueba incubado por un segundo canal y una tercera cé-
mara que contiene un indicador adecuado, colocando el se-
_gundo canal en una segunda posicidn espacial predetermina-

da; y caracterizar el espécimen de prueba por su reaccidén
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2. Un método segin la reivindicacién 1, caracte-

riz]do porque las cémaras y los canales estin conectados

a un elemento de bastidor, extendiéndose el primer canal

lateralmente al primer elemento, el segundo canal sus--
tancialmente paralelo al primer c¢anal y estando situada
la tercera cémara entre la primera y segunda cémara;y por-
que un elemento de bastidor plano se gira alrededor de un
eje transversal al primer canal a fin de que la suspensién
de prueba circule desde la primera cimara a la 'segunda cé-
mara y posteriormente a la incubacidn, el bastidor se gi-
ra alrededor de un eje perpendicular al plano del elemen-
to de bastidor. '

3. Un método segin la reivindicacién 2, caracteri-
zado porque los canales y la segunda y tercera cimaras es-
tén cubiertos de forma hermética por um elemento transpa-
rente a través del cual la segunda y tercera cimaras pue-
den ser vistas.

4, Un método segin la reivindicacidn 1, caracteriza-
do porque se emplea péra realizar una pluralidad de las
siguientes pruebas bioquimicas;

Voges-Proskauer, reductasa de nitrato, deaminasa de fenila-
lanina, &cido sulfhidrico, indol, descarboxilasa de orin-
tina, descarboxilasa de lisina, utulizacidén de malonato,
ureasa, hidrélisis de esculina, ONPG, y fermentaciones de
arabinosa, adonitol, inositol y sorbitol e identificar una

pluralidad de los siguientes cultivos: Escherichia, Shigella

Spp., S. sonnei, Edwardsiella tarda, Salmonells typhi, S. enteri

tidis, S. cholerae-suis, Arizona hinshawii, Citrobacter Freun
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di;, C.diversus, Klebsiella prneumoniae, K. rhinoscleromatis,
K.ozaenae, Enterobacter cloacae, E.aerogenes, E.hafnise,
I, agglomerans, Serratia marcescens, S. liquefaciens, S.ru-
bicaea, Proteus vulgaris, P.mirgbilis, P.morganii, P.rettgeri,
Providencia alcalifaciens, P.stuartii, Yersinia enterocoli-
tica, Y.pseudoturberculosis y Y.pestis;

5. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invencidén que se solicita
UN METODO PARA IDENTIFICAR SUSPENSIONES DE FRUEBAS BACTERIA-
NAS DESCONOCIDAS. ’ '

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva, gﬁe consta de veinte paginas

mecanografiadas y dibujos adjuntos.

e
s

; .
Madrid, 13 de julio 1.978

BERNARDO UNGRIA
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