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Classe Internazionale: GOIN 033/0000
Deserizione del trovato avente per tiiolo:
"PROCEDIMENTO PER LA RILEVAZIONE DI ATTIVITA
BATTERICA TN UN CAMPIONE BIOLOGICO E RELATIVA UNITA
DI RILEVAZIONE"
a nome ALIFAX SR.L. di nazionalith ftaliang con sede legale in Vi
Petrarca, 2/1 - 35020 POLVERARA (PD)
dep. il al n.

EE O

CAMPQO DI APPLICAFIONE

11 presents trovato si riferisce ad un procedimento per la rilevazions
dellattivitd ¢ della presenza di specie batteriche in campioni biologici, in
particolare, ma non solo, di campioni di sangue, tramite tecniche basate
su gas cromatografia mediante utilizzo di un’unitd di rilevgzione.

I presente trovato riguarda, inoltre, un'unitd di rilevazione per rilevare
Pattivitd batterica in campione biologico.

i procedimento in accordo con il presente trovato pud essere adotiato,
ad esemnpio, nell’ambito wedicale per esseri umani o animali, o della
salule pubblica, od anche nell’industria slimentare, farmaceutica o
cosmetica.

STATO DELLA TECNICA

La rlevazione di aftivitd batterica ¢ nyicrobica rapida ed accurata inun
campione biologico ¢ fondamentale nella diagnosi di malattie infettive ¢
quindi nella formulazione della corretta terapia antibigtica.

I principale metodo diretto per la rilevazions di sitivita batterica
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prevede di collecare un campione biologico in terreni, o brodi, di coltura
aventi specificl elementi nutritivi afti ad incrementare la crescita dei
battert,

Le tecniche che prevedono Puso di un terreno, o brodo, di coltura
sono caratterizzare da un tempo di atiesa c¢he varia in base alle
caratteristiche del terrenc, o brodo, di colturs ed alle condizioni che
incrementanc la crescita battericg stessa.

Una ulieriore tecnica per rilevare la presenza di batteri prevede i
analizzare il gas presente nelle spazio di testa di una provetta od altro
contentiore idoneo, quale ad esempio quelll denominati genericamente
“vial”.

Per “spazio di testa” s intende il volume libero allMinterno di una
provetia sigillate posto al di sopra del campione in esame.

Ad oggi vengono wtilizzate provetie che utilizzano pastiglie disposte
sul fondo della provetta, a contatto con il campione biclogico contenents
la carica batterica, additivate del terreno, o brode, di coltura, le cui
pastighe hanno la fimzione di assorbire { gas prodotii dai batteri stessi.

La domanda di brevetto US-A-2010/0255529 descrive un metodo &
rilevazione di sostanze gassose di wn campiong bivlogico noculando
guest’uitimo i un terrenoe di coltura presente n una provetta.

Inoltre, tale documento prevede una misurazione ripetuta di diossido
di carbonio {CO) a diverst intervalll di tempo per escludere eventuali
miswrazioni errate @ per poter definire se il campione biologico & positive
o negativo tramite la miswrazione dells €Oy in aumento rispetto alla
quantita presente nonmalmente nell’arig, quale segnale di esistenza ¢
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replicarione batters presenti nel campiong.

Nel caso in cut la rilevazione di CO, risudti incerta, clod non superi un
determinato valore di soghia di accettabilitd per attestare la presenza di
battert, viene eseguita una seconda fase di incubazione, in aggiunta alla
prima fase, per permettere al gas i saturare nuovamente lo spazio i
festa,

Tali tecniche, benché migliorative rispetie ad altre procedure pit
tradizionali, non permettone di ottencre def risultati immediati, dato che
per ottenere det risultati positivi Pattess media richiede molte ore, 3pesso
non olinicamente utili, ¢id mallentando notevolmente i ciclo di analisi ¢
verifica del campione biologico,

Accade spesso che wali tompi non siano compatibili con ["urgenza del
TESPONse,

E noto che per effettuare Panalisi di un gas pud essere utilizzato un
dispositive ad una via che effetiua esclusivamente il prelieve del gas
stesso tramite cattura della €O, con un disco. Ad esempio, possono
essere utilizeati 1 dispositivi comuncmente noti nello stato dellarte e
proposti, ad esempio, da Biomericux ¢ Becton Dickinson.

In altemativa, si pud rilevare la presenea batterica tramite rilevazions
della varigziong di pressione determinata ¢ misurats da un sensore
cotlocato sul tappo della provetta stessa, ad esempio tramite Pimpiego di
dispositivi di Versatrek-Thermofischer.

Un’altra tecnica per la rlevazione dellattivitd batterica prevede di
valutare la differenza di pressione all’interno della provetts, senza

wlentificare le specie gassose rilevate che s misurane, ad esempio Cy,
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Uno scopo del presente trovate ¢ guello di mettere a punte un
procedimento per la rilevarione dell’attivita ¢ della presenza di balter m
un campione biologico che sia rapide, di facile applicazione ¢ che
garantisca nsuliatl certl,

Un ulteriore scopo © mettere a punto un precedimento che non
richieda di lunght tempi di incubazione per la crescita dei batter] ai it
del analisi.

Un ulteniore scopo € quelle di prevedere un procodimento che
sminmmizz: la quantitd di campione biologico necessaria per rilevare §
battert presenti.

Per ovviare aght inconvemontt della tecmica nota ¢ per oltenere quest
ed ulteriori scopt ¢ vantaggl, la Richiedente ha studiato, sperimentato ¢
realizzato il presente trovato.

ESPOSIZIONE DEL TROVATO

Il presente frovato & cspresso e carstterizeate nella rivendicazions
indipendente, mentre e rivendicazioni dipendenti espongono  altre
caratteristiche del presente trovato o variantl delidea di solusione
pringipale,

In accordo con 1 suddetti scopt, il presenls trovalo rmguarda un
procedimento per Iz rilevazione di attiviia batterica, cioé di batteri vivie
replicantt in un campione biclogico tramite analisi di sostanee gassose,
quali in particolare, ma non sole, COy, CHy, Hy prodoth efo di G
consumata nello spazio di testa di una provetta sigillata all’ierno della
quale & stato introdotto il campione biclogico.
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H presente trovato st basa sul principio che 1 batteri vivi hanno un loro
specifico  metabolismo  attive che comporta la variazione, in un
determinate volume chiuso, della quantitd di ossigene () per i lore
acorgseimento ¢ sopravvivenza © la variazione di specie gassose (CQh,
UHa, Hy ) come nisultato dalla lore respirazione,

Secondo un aspetio del trovate, i procedimento prevede di definire
ung spazic hibero, denominato di seguito spazio di testa, comprese tra i
campione biologico, o la coltura biologica, ed il tappo della provetta.

H provedimento provede, quindi, di prelevare 1 gas contenuti in tale
spazice di testa per analizzarne il contenuto di sostanze gassose quali in
particolare OO, CHy, Hp 00 On

In una forma di realizzazione, onde facilitare la replicazione det batted
eventualmente presentt in un campione biologico, 1 trovato prevede
Piramiesione, nel suddetto spazic di testa, di sostanze adiuvanti tipo
idrocarbun {ctano, propano ed altre sostanze analoghe, od agsimilabill)
che velocizzano la replicazione hatterica.

Il procedimento secondo il trovate pormette di ridwere 1 tempi
necessart per eseguire Panalisi batteriologica in un campione biologico in
quanto la lberszione di COs, ed cventualmente i CH, Hy
contrariamente alle applicazioni descritte nella teonica nota, presenta dei
piochi di rilevazione univocel ¢ quantificabill fino a grandezze di ppm.

In ung forma di realizzazione, € previsto che sia mtrodotte anche un
terreno, o brodo, di coltura provviste di sostanze nutritive per « batteri ¢
che, vantaggiosamente, incrementa la loro crescita, In guesio modo s
erea una coltwra favorevele alla crescita batterica con conseguente

i rmandatario
P «Sﬁ*E??\N{} LIGH
Alpergg e p  RELQH #Eri) o

STUBRY aLpsgﬁg
Yiska k\.&&ff}d Ut-.,: #, 17 IR0 UDINE




2

fommar
LA

20

-6 - glp B4-6774

riduzione del tempi vichiestt per Panalisi,

In una forma & realizzazione, Panalist per Ia rilevasione di variaziond
di concentrazione di COy, CHy, Hs ¢fo Oy avviene mediante Vimpiego di
un’unitd a  gascromatografe ad alta  velocitd miniatunizzate con
rivelazione a termoconducibilita.

In particolare, mediante Nimpiepe di un microgascromatografo @
previsto il prelievo di una quantitd di gas dalle spazio 41 testa atiraverso
Pintroduzione di un age all’interno della proveita,

In tale soluzione, 1l suddette ago & connesso ad wn organe &
aspirazions afto a rimuovers § gas sviluppatr all’mterne delle spasic di
festa della provetta, consentende ¢ facilitando detta variazions della
concentrazione di OOy, UHy, Hy e/ O; anche con provette di prelieve
campione non in setovuoto,

Secondo una vanante del rovato, € prevista, inoltre, la retmmissions
della quantitd di gas prelavata all’interno della provetta per mezzo 4 un
seconda ago,

La reimmissione del volume dello spazio & testa sl mtemno del
microgascromatogralc consente di creare tna cireolazions & gas che
fapibta la  rilevasione delle  sostanze  gassose  da  parte  del
migrogascromatograto,

in una forma realizzativa, all’interno della provetta pud ossere previsto
urt clemento magnetico per permettere Pagitazione del campione
biclogico, o della coltura batterica,

In uwn’ulteriore forma realizzativa, nel campione biologico, o nella
eoltura batterica, pud essere prevista Paggiunta di sostanze sequestrantt
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o/o accelerant del processe metabolico.
ILLUSTRAFIONE DEI DISEGN]

Queste ed altre caratteristiche del presente trovaio appariranno chisre
dalla seguente desorizione di forme di realizzazione, fornite a titolo
esemplificativo, non Hmitativo, con riferimento agli annessi disepnd in
Cui
~ fa fig. 1 ¢ una rappresentazione schematica di un procedimento di
rilevazione secondo una forma di realizeazione.

Per facilitare la comprensione, numerl di riferdmento identicl sono
stati wiilizeati, ove possibile, per identificare elementi comuni identict
nielle figure. Va inteso che elementi ¢ caratteristiche di una forma &
realizzazione possono essere convenientementes incorporatl in alire forme
di realizzazione senza ulteriont precisazioni.

DESCRIZIONE DI FORME DI REALIZZAZIONE

La fig. 1 ¢ utilizzata per descrivers un procedunento 18 per la
rilevazione di attivitd batterica, ciod la rilevazione dell’esistenza di
batteri vivi e replicanti, tramite rilevazione della presenza ¢ della guantitd
di OOy, CHy, Hy efo O, in una provelta ermeticamente chiusa di un
campione biologico.

Ad esempio, per campione biclogice 14, 3t pud inlenders, ma non
solo, sangue, urina, saliva, muceo, lacrime od aliro campione idongo.

In una forma realizzativa, il campione biologico 14 & inserite in una
provetta, o vial, 12 opportunamente sigiliata ¢ sterilizeata,

La sigillatura della provettzs |2 avviene medianie un fappo 16 che
comprende unz membrana, ad esempio di gomma, ante-sigillante e che
elyngndatany
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permette, ad esempio, il passaggio di aght,

Llanalist del campione biclogice 14 avvieng mtroducendo sl mterno
della provetta 12 anche una minima quantitda di campione biglogico 14
stesso, ad esempio mferiore a 5 mi,

Questo aspetto penmetie, vantagginsamente, di poter applicare i
presente procedimente anche quandg si dispone dif piccole guantitd di
campione biologico 14, ad esempio in casoe ¢ analist noonatologiche.

Seconde un aspetio del presente trovato, allMinterne della provetta 12
viene lasciato un volume libero, o spazio di testa 18, definto tra il tappe
16 ed il hvelle del campione biologico 14, ciod sovrastante il campione
biologice 14

Nello spazio di tosta 18 viene consentite Vaccumulo di gas, o sostangs
volatili, clod sostanze gassose prodotte dai batteri (catabolisme batterico)
durante i} lovo accerescimento all interno della provetta 12,

Iy una forma realizzativa, una guantita volumetricamente fissata di gas
viene inviata ad ununitd di rilevazione 22,

Pertanto, ¢ prevista almenc una fase di prelisvoe di un campione
volatile dallo spazio di testa 18, presente all interno della provetta 12,

in un'ulteriore forma realizzativa, Vunita di ridovazione 22 & un’unita
gascromatografica, o microgascromatografo 22 per eseguire Vanalist GC.

H microgaseromatografo, 22, 11 quale & appositamente configurato per
essere mundgturizzate o ndurre al minimo Pingombro di trasferimento, €
moltre dotato di un dispositive di perforazione del tappo 16,

Inoltre, il microgascromatografo 22 ¢ reso trasportabile in modo tale
da rendere possibile Pesecuzione della rilevazione batterica presso i

# puindatarin
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letto di un paziente.

In una forma realizeativa, il prelieve del campione volatile all’interno
dello spazio di testa 18 prevede Putilizzo di un dispositivo ad ago 20 che
perfora il tappe 16 della provetta 12 od aspira una voluta quantitd di
massa gassosa soprastante al campione bislogice 14 al oud intemo €
presente il gas generato dai battern.

T campione volatile viene successtvamente  analizzato  dal
microgascromatografo 22 per rilevare 12 presenza efo la quantitd & C0;,
CH, Hy efo O,

In particolare, il microgascromaiografo 22 prevede un dispositive di
gontrollo ¢ comando 28,

11 dispositive di controllo ¢ comando 28 ¢ in grado di elaborare un
fracoiato & rilevazione di CO,, CHy, He 30, clod delle sostanze
cataboliche gassose prodotte ¢ presenti nello spazio di westa 18,

Inolire, in allernativa, o in aggiunta alla misurazione della CO,, CHy,
Ha i digpositive di controllo ¢ comando 28 ¢ in grado di elaborare un
irageiato & rilevasions dell’ (3, 32,

T una forma realizzativa, i dispositivo ad ago 20 comprende ua solo
age 24 per eseguire i prelievo di un campione volatile dallo spazio &
testa 18,

i prelieve del campiong volatile avviene grazie alla pressions positiva
presente nella provetta 12 che permette Peuntrata del campione volatile
all’interno del microgascromatografo 22,

in una forma realizzativa, il prelieve del campione volatile dalia
provetta 12 pud essere eseguito mediante aspirazione con un orgaso di
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aspirazione 29 integrato nel circuito del dispositive ad ago 20 ¢ collegato
all'ago 24, per facilitare la misurazions delle specie gassose allmterno
delle spazio di {esta 18, anche per piceole concentraziont di tali specie
gassose presentt ed n esame, qualora la pressione all’wnterno della
provetta {2 fosse part a quells atmosferica o negativa

In un’ulteriore forma realizzativa, 1 dispositive ad ago 20 comprende
due aghi 24. In particolare, il secondo ago 24 & predisposto per
reimmettere fa gquantitd di gas prelevata dalle spamo di testa 18
all"interno della provetta 12 stessa.

1l secondo ago 24 pud essere collegato ad un organce di immissione 33
della guantitd di campione volatile all interno della provetta 12,

La presenza di due aghi 24 permette Papplicazione di un ricireolo del
gas  all'mterne della provetta 12 evitande 1 fempr di atlesa,
precedentemente desoritii nella teonica nots, per il nilascio di CO,, CHy,
Ho nelle spazic di tosta 18,

Inoltre, Iz misurazione periedica di COy, CHy, Hy nisuliera avmentata
gcam il crescere del metabolismo dei battert, faciltando anche PVeventuale
musurazione periodica della (. Tale misurazione periodica delle spazio
di testa, effettuata in uno o pitr intervalli 4 tempo definity, fomisce ung
prsuraziong dingmica, ovverp correlata al tompo, in funzione della
guantita di sostanze batteriche presenti. I microgascromatografo 22
permetie in questo modo di rilevare gquantitd crescenti delle sostanse
gassose da rilevare ¢ misurare, n mode da oftenere una dinamica di
greseita, cveniualmente rappresentabile tramite un grafico, delle sostanze

gassose rilovate nispetio al tempe,
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In una forma realizzativa, il campione biclogice 14 pud essers
immesse, wocnlate, o seminate all’interne & una provetta 12 in cui &
presente un brodo di coltura,

i campione biclogicoe 14, assiome al terreno, ¢ brodo, di coltura forma
una coltura batterica 26 dopo Pattesa di un peviede di mcubazions,

in wn'olienore  forma  vealizzativa, 1 procedimento  prevede
gsclustvamente Vintrodusione del campione biologice 14 native
all’interne della provetta 12, In particolare, non & prevista la semina del
campiong belogico 14 in wn terreno, o brodo di colturs.

YVantaggiosamente, non & provista DVatlesa per i1 pericde &
meubazione.

in anceora uwulteriore forma realizzativa, all imterno della provetta 12
possono essere wtrodotie sostanze adiuvantt in grado di accelerare il
processo metabolico delle specie batteriche eventualmente presenti nel
campione biclogico 14

Ad esempio, per sostanze adiovanti st possono intendere sostanze
2assose come elano, propano, o alirt gas, o sostanze liqude, ¢ splide.

In un’uleriore forma realizzativa, all'intemo del campione biologico
14, o della coliira batterica 26 possono esscre introdotte sostanse
seguestrantt. di eventusll | sostanze antibiotiche somministrate
precedentemente al prelieve del campione bwlogice 14, o accelerant
gassost o higuidy, o solidi onde velecizzare la replicazione batterica,

Ad esempioc, per sostanze sequestranii si intende carbong, o resing, ©
altre sostanze in grado di effetfuare un'grione sequestrante di tab
sostanze anfibiotiche.
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It un’uleriore forma realizzativa non illustrata in figura, nel fondo
detla provetta 12 viene introdotio un elemento magnetico per Pagitazione
della coltura batierica 26.

L elemento magnetico interagisce con un dispositive di agitazione che
provoca la sus rotazions ¢ facilita cost i contatto dei batteri con e
sostanze metaboliche presenti nel terreno, ¢ brode, 4U coltura
merementando 1a loro crescita.

Lanahist dei gas, in particolare della CO,, CHy Hy ofo della Oy,
presenti nel campione volatile, con Putilizzo i yn microgascromatografo
22, permette di ottenere un risultate di analisi in tempi molio rapidi, ad
esempio da 5 secondt a 40 secondi

In una forma realizeativa, i procedimento & applicabile anche con
particolari tipologie di provetie 12 sottovuoto.

In questo modo ¢ possibile prelevare i1 campione bivlogice 14
direttamente da un impianto di prefevo di Houidi biologicl, ad esempio
sangue, direttamente dal paziente.

fo una variante realizzativa, qualora si dimostri Ja necessiy, i
procedimento 10 pud prevedere una fase di rifovazione della pressione
presente all’interno della provetta 12, In questo modo & possibile
effettuare  una  rilovazione di  un  parametro  aggiuntive  per
Iindividuazione della classe o specie di batterio presente nel campione
hiologico.

Ad esempio, ¢ possibile misurare e rilevare le specie gassose presenti
nello spazio di testa 18, prodotte dal catsbolismo  bafterico, ¢

contestualmente misurare g variazione di pressione totale nells provetta
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12 mediante un sensore minpturizzato.

£ chiaro che al procedimento 10 od allunity di rilevazione 22 fin qui
descritto possono essere apportate modifiche /o aggiunte di parti, senza
per questo uscire dall’ambito del presente trovato. E anche chiaro che,
sebhene il presente trovato sia stato descrifto con riferimento ad esempi
spectfici, un csperfo del ramo potrd senz’aliro realizzare miolte altre
forme eqmivalentt di procedimento 10 e di unitd & rilevazione 22, avent]
le caratteristiche espresse nelle rivendicaziont ¢ gquindt fulle rientranti

nell"ambito di protezione da esse definito.
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RIVENDICAZION]
1. Procedimento per la rilevazione di attivitd batterica in un campions
bologico (14}, in particolare, ma non solo, di campiont di sangue,
caratierizzato dal fatto che prevede du
- introdurre i campiong biclogico (14} in una provetta (12) sigiliata ¢
steribizzata;
- definire uno sparie di testa {18} per Vaccumule di gas allinterno di
detta provetta {12) ed al di sopra del campione biologico (14},
- prefevare un campione volatile da detto spazio di test;
- analizzare il contenuto delle sostanze gassose, quali in particolare Cl,,
CHy, Hy efe Oy presenti in detlo campiong volatile tramite un’unitd di
rilevazione gascromatografica, o microgaseromatografo (22}
2. Procedimento come nella rivendicazione 1, carafterizzate dal faite
ehe provede di prelevare un campione volatile dallo spazio ditesta (18} ¢
contestialmente misurare Ia variazione di pressione totale nella provelia
{12} mediante vn sensore.
3. Procedimento come in una qualsiasi delle rivendicazioni precedenti,
carsterizzato dal fatto che prevede di
- prelevare un campione volatile da detto spazio di testa (18) altraverso
Vintroduzione di un ago (24) all’interno della provetta (12) atiraverso un
tappo (16);
- reimmettere all’inderne dells provetta (12} la quantitd di campione
volatile prelevata dalla provetta (123 per mezzo di un secondo ago (24}
collegato ad un organo di immissione (33) onde consentire i ricireolo del

volume gassoso preseate in detto spazio di testa (18)
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4. Procedimento come i una qualsiasi delle vivendicaziont precedenti,
caraiterizzato dal fatte che prevede di esgguive, tramile detto
microgascromatograto (223, una misurazione dingmica delle sostanze
gassose presentt 1w detto spazio di testa {18}, n une ¢ pit determinati
wtervalli temporali, per otteners una dinamica di crescita delle singole
sostanze gassose presentt in detto spazio di testa {18y

5. Procedimento coane in ung qualsiast delle nvendicazioni precedenti,
caratierizzato dal fatte che preveds di introdure un terreno, o brodo, di
coltura assieme al campione biclogico (14) all’interno della provelta
{12}

6. Procedunento come in una qualsiasi delle nivendicazioni precedentt da
Foa 4, carstterizeate dal fatte che prevede esclusivaments
Pintroduzione del campione biclogico (14) native slinterno della
provetta (12}

1. Procedumento come in sna qualsiasi delle nivendicazioni precedenty,
caratferizeate dal fatto che provede Uintroduzione di sostanze adiuvanty
i detta provetta (12) predisposte per welocizzare la replicazions
batterica.

8. Procedimento come alla nvendicazione 7, caratterizzate dal fatto
¢he dette sostanze adiuvanti sonoe wrocarbury, guall etanp, propanc o
sostanze analoghe, od assimilabili

2. Procedimentoe come in una qualsiasi delle rivendicazioni precedents,
caratterizzato dal fatte che prevede introduzione di un elemento
magnetico per Pagitazione del campione biologica {14}

10, Procedimento come in una qualsiast delle rivendicaziont precedenti,

JLandatarin
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carsiterizzato dal fatte che prevede di infrodurre detic campione
bologico {14} allinterno di una provetta (12) sottovuoto per effettuare i
prelieve del campione biologico (14) diretfamente da un paziente.

11, Procedimenio come in una qualsiasi delle rivendicaziont precedents,
caratterizrate dal fatto che allinterno di un campione bologico (14) o
di una coltura batterica (26} vengono infrodotie sostanze sequestranti i
eventuali sostanze antibiotiche.

12, Procedimento come in una qualsiast delle rivendicazoni precedenti,
caratterizzate dal fatto che prevede di rilevare la pressione presente
nells provetia (12},

13, Unitd di rilevazione di attivith batterica in un campione biologico
(14}, in particelare, ma noo sole, di campiont di sangue contenuti n una
provetta {12} dotata di fappo (16}, caralterizeats dal fatto che
comprende  uwunitd &1 rlevazione  gascromatografica, o
microgascromatografo (22}, mimaturizzato ¢ trasportabile, dotate d
almeno un ago (24} di perforazione di detio tappo (16) connesso ad un
organe di aspirazione (29) ¢ prehievo di un campione velatile da uno
spazic di testa (18) di detta provetta (12), almenc defto organe di
aspirazione {29} cssendo asservito ad un dispositive di controlle e
comando {28).

14, Unitd di rilevazione di attivita batterica come alla rivendicazione 13,
caratierizzate dal fatte che comprende almene un seconde age (24}
predisposto per relmmettere o guantitd di campione volatile prelevata
dallo spazio di testa (18} nuovamenie all'interne della provetta {12}
stessa, detto secondo ago (24) essendo collegato ad un organo di

Hinaidatadin.
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imnissione {33} della quantitd di campione volatile all'interne della
provetta (12}
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