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PATENTE No 95 633

"Processo de preparag8o de reagentes para a
deteccgdo de microorganismos e de detecgio dos

microorganismos com aqueles reagentes”
para gque

BIO MERIEUX S.A., pretende obter privilégio

de inveng&o em Portugal.

RESUMO

O presente invento refere—-se a um processo de preparagdo de
um reagente para a detecglo de microorganismos, o qgual compreen—
de a associagdc de um meio reaccional em fase aquosa, contendo
uma fonte de carbono e uma fonte de azoto, e de um marcador
constituido pela resorufina, ou por qualquer composto que possua

uma estrutura guimica similar.

0O reagente assim obtido é empregue na identificaglo de
microorganismos, bem comoc na obtengd@o de antibiogramas e de anti-
fungigramas.
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MEMGRIA DESCRITIVA

O presente invento refere-se, de maneira geral, & deteccgdo
de microorganismos em diferentes meios ou sobre substratos dife-
rentes, para diferentes aplicagdes ou fing, tais comc a detecgdo

ou identificacg¢8io microbiana.

Mais pfecisamente, o invento refere-se aos reagentes, com-—
preendendo um meio reacciocnal em fasze aquosa, o qual contém pelo
menos uma fonte de carbeno, assim como um marcador luminescente,
cuja emissdo luminosa € modificdvel em consequéncia do desenvol-
vimento ou do metabolismo do micrcorganismo a detectar, introdu-

zido no meic reaccional.

Por microorganismo entende-se, nomeadamente os micrébios, as

bactérias e as leveduras.

Por ‘"emiss&o luminosa", deve entender—se toda a radiagéo
luminosa emitida sob efeito de uma excitag8o exterior, nomeada-—
mente luminosa, no dominio do visivel ou n8o, susceptivel de ser
modificada pelo desenvolvimento do microorganismo no meio reac-—
cional e de ser observada, controlada ou medida por qualquer meio
de detecgldo optica, entre os quais a simples observagdo a olho
ni. Deduzem-se desta definiglo vdrias propriedades luminosas,
tais como a luminiscéncia, a fluorescéncia, a fosforescéncia,

visiveis, ou n3o, a olho nt, por exemplo.

Desde hd muitos anos gque os fabricantes e profissionais de
reagentes ou de processos de detecg8o de microcrganismos, procu-—
ram uma solugdo dque apresente o conjunto de caracteristicas
essenciais seguintes:

- ter um carédcter universal, isto ¢ independente do tipo ou
espécie de microorganismos procurados

— ser substancialmente independente da natureza do meio ou
do substrato, no qual os microorganismos s#o pesquisados

— apresentar uma grande sensibilidade.

Nenhum dos processos disponiveis actualmente, incluindo os
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mais recentes, permite responder a todas estas exigéncias, como

aqui mostrado a seguir.

Un primeiro processo, € o mais simples, consiste em obter
uma amostra, eventualmente diluir esta de modo sucessive e em
aplicar a amostra obtida & superficie do meio nutritivo gelose.
Depois de incubag8o durante 24 a 48 horas, procede—-se, por meios
manuais cu video, ao controlo da presenca de microofganismos e,
eventualmente, & sua contagem. A técnica, que consiste em emergir
as l&minas impregnadas com um meio nutritivo, directamente no
meio controlado, e em controlar depois de incubagl8o, a presenga
de microorganismos nas l8minag, constitui, de facto, uma variante

deste primeiro processo.

Uma tal solug8o € pouco sensivel e pouco fidvel, em particu-
lar quando se empregam meios de controlo video. Um tal processo
implica igualmente, adaptar ou escolher o meio nutritivo em

fungdo dos microorganismos procurados.

Um segundo processo, muito préximo do primeiro, consiste em
pigmentar ou colorir a amostra obtida, ou provocar a sua
fluorescéncia com quaisquer subst@ncias apropriadas, tais como o
laranja de acridina, e depois em observar directamente a amostra
assim tratada, por exemplo ac microscédpio. Essencialmente, um tal
processo apresenta inconvenientes compardveis aos do primeiro
processo; em particular, uma tal solug8io permanece manual e a sua

automatizagdo torna-se difdicil.

Un terceiro processo consiste em obter uma amostra e em poér
esta Ultima em cultura durante um perfodo predeterminado, e em
seguida observar o meio de cultura por nefelometria ou por turbi-
dimetria. Por outras palavras, a presenga de microorganismos ¢
revelada pela opacidade do meio de cultura. Um tal processo
mostra—-se muito pouco sensivel, e a opacidade observada n&o
resulta apenas da presenga de microorganismos, de modo que esta
solugdo ndio se mostra utilizdvel ou explordvel em meios bioldgi-

cos complexos, por exemplo as amostras de sangue.

Foram propostos védrios processos mais elaborados, para de—
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rimetria ou da fluorimetria.

Um quarto processo consiste em contactar uma amosira a
controlar e um reagente compresndendo um hidratc de carbono, como
a glucose, e um indicador do pH. Uma vez gue ¢ desenvolvimento,
ou o metabolismo, do microorganismo gera dcidos, estes modificam
a coloragdo do indicador do pH. Verifica-se que uma tal solugdo &

~

muites  pouco sensivel, € ndo tem, em gualguer caso, um  cardcter

universal.

Umn guinto processo consiste em fazer contactar uma amostra &
controlar e um indicador cromogénico de coxirredugdo, tal como um
sal de tetrazdlio. Os mecanismos bioquimicos de cadeia respiratd—
ria dos microorganismos presentes, produzem substéncias reduto-
ras, tais como o NADH (nicotinamida—-adenina—dinucleodtido hidroge-—
nado); esta substéncila redutora conduz & reduc#o do indicador, e
portanto & modificagdo da sua cor. Um tal processo & muito pouco
sensivel e os sais de tetrazdlio devem, em particular, ser utili-
zados em grandes quantidades. Notar—-se—d assim que estes ultimos
slio téxicos e precipitam facilmente.

Un sexto processo consiste em utilizar subsiratos enzimdti-
cos de sintese, cromogénicos ou fluorogénicos. A presenga de
certas enzimas ligadas ao desenvolvimento dos microorganismos
conduz ao corte do substrato enzimdtico em dois, e na libertacgdo
da parte cromogénica ou fluorogénicé, a gual pode ent8o ser
detectada.

Un tal processo ndo apresenta cardcter universal, no sentido
de gue o substrato enzimdtico deve ser, de cads vez, adaptado ao
tipo de microorganismo procurado; em pérticular ndo existe uma s
e mesma enzima comum a todos os microorganismos. Por outro lado,
para o5 meios Dbioldgicos complexos, tais como o sangue ou a
urina, jé& contendo enzimas, este processo ndo permité distinguir
as especificas dos microorganismos, por exemplo das bactérias ou
micrdbios, daquelas cuja presenga & procurada.

Un sétimo processo consiste em detectar os microorganismos
por intermédio do metabolito ATP (adenosina-trifosfatc) em pre-

senga de um substrato luciferino e por oxidacg&o deste Gltimo em
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presenga de luciferase, o que conduz & bicluminiscéncia do subs-
trato precipitado. Um tal processo apresenta, essencialmente, os
mesmos inconvenientes do gue oS enunciados para O pProcessoc prece-
dente.

Un oitavo processo € executado colocande o géds carbdnico
produzido pelos microorganismos em presenga de uma ou varias fon-
tes de carbono, num meio reaccional; uma tal técnica é utilizada,
por exemplo, em hemoculturas pare eliminar uma presenga microbi-
ana. A detecgdo do géds carbdnico pode ser feita por radiometria,
caso em que se deve utilizar uma fonte de carbono marcada com
014, ou por espectrofotometria de infravermelhos. Também se pode
medir a produgdo de gds carbdnico, por controlo do aumento da
presséo num sistema fechado, com o auxilio de um mandmetro ou de
um captor de pressdo apropriado. Um tal processo ¢ muito pouco
sensivel e, no caso de um marcador radiocactivo, pbe varios pro-—
blemas de seguranga e de autorizag8o administrativa prévio do
laboratdério de medida.

Un Gltimo processo consiste em detectar os microorganismos
por intermédio da evolugdo dos par&metros eléctricos do meio
reaccional, no qual os microorganismos se desenvolvem; estes
parémetros sdo, nomeadamente, a impedfncia, & conduténcia ou a
capaciténcia. Com base neste processo, desenvolveram—se € coloca—
ram—se no mercado vVvarios biocaptores, nomeadamente no campo
agro—alimentar. Uma tal técnica € muito pouco sensivel, em par-
ticular tendo em mente as exigéncias de diagndstico com fins
meédicos. Os materiais actualmente disponiveis para esta solugdo
s3o muito pouco satisfatorios.

No final desta andlise das solugles anteriores em matéria de
detecgdo de microorganismos, observar—-se—-& de passagem gue alguns
destes processos comegam pela amostragem, isto € pela obtengdo de
uma amostra a partir de um meio ou substrato a controlar, a
cultura desta amostra e, eventualmente, o levantamento do meio de
cultura a intervalos regulares. Tais operagBes, geralmente ma-
nuais, parecem dificilmente automatizdveis.

0 presente invento tem por objecto um reagente para a de-—

tecgldo de microorganismos com um marcador luminescente, que obvia
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a maior parte dos inconvenientes precedentemente observados. Mais
precisamente, ¢ presente invento tem por obijescto um reagente & um
processo de detecgdo correspondente, que permite simultansamente:

— uma detecclo dos microorganismos, directamente no meic ou
amostra a controlar,

- uma automatizac8o acessivel, tendo em conta a simplicidade
do processo de andlise em guestdo.

— um cardcter universal, isto é substancialmente indepen—
dente do meio no qual se procuram os microorganismos s da nature-—
Za ou egpécile destes tltimos,

~ uma boa sensibilidade, em particular uma detecgdo a con—
centragdes relativamente baixas.

Gragas & verificagdo experimental exposta a seguir, encon-
trou—~se um reagente gue responde ao conjunto de exigéncias prece-—
dente.

Este procedimento experimental foi o seguinte:

sob a acgdoc da B-glucoronidase de Escherichia coli, cultiva-

da num caldo apropriado, é possivel cortar o substrato 4-metil-
umbelilferil—-BD-glucurdnido, libertar, assim, a 4-metilumbelil-

ferona fluorescente e, assim, detectar a bactéria precitada.

18 experiéncisa

Ao substituir o substrato 4-metilumbeliferil—-pD-glucuronido
pelo substrato resorufina-pD-glucurdnide, para a pesguisa da B-
~—glucuronidase de E. coli, no mesmo caldo, constatou—-se que ainda
que o novo substrato seja hidrolisado no decurso do crescimento
bacteriano, na ampola, a fluorescéncia rosa da resorufina néo se
exprime; obtém—=se, no maximo, uma superficie rosa na 1nterface
caldo/atmosfera gasosa, umarvez gue a resorufina é soluvel em
meio aguoso.

28 experiéncia

Introduz—-se, em ampolas esterilizadas, contendo o mesmo
caldo gque anteriormente, resorufina livre & concentragdio de 20
micromoles/litro. As ampolas s8c, em seguida, semeadas com
diferentes estirpes bacterianas de enterobactérias, & razdo de

106 bactérias/ml.
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No inicio, o caldo € rosa em todas as ampolas (fluorescéncia

resorufina).

L
M

Depois de 4 horas de incubacglo a 37°C, ¢ meic das ampolas
que apresentam crescimento estéd descorado (por vezes com uma Su-
perficie rosa a superficie)enquanto que o testemunho sem bacté—

rias continua rosa.

CONCLUSAQ DESTAS DUAS EXPERIENCIAS

— O crescimento bacterianc em caldo, em presenga de resoru—

fina prevoca o desaparecimento da fluorescéncia deste marcador.

— Ainda que a natureza da reaccdo em questd3oc nio possa ser
identificada com certeza, & resorufina mostra ser um excelente

indicador do crescimento bacteriano.

A partir desta verificagdo, o presente invento propde, em
primeiro lugar, um reagente para a detecg8io de microorganismos,
compreendendo um meio reaccional em fase aquosa, contendo pele
menos uma fonte de carbono e uma fonte de azoto, assim como um
marcador fluorescente, constituido pela resorufina ou pela orci-
rufina, ou por quaisquer formas anidnicas destes compostos quimi-

cos. Estes dois produtos tém as férmulas respectivas, apresenta-
0 0 0
N
H
OH 0 0
NF
CH3

Como a fluorescéncia dos marcadores precitados tem por ori-

das seguidamente:

gem uma deslocalizag8o eléctrénica importante entre as posigbes 3

¢ 7, procduz um hibride de ressonfincia com a férmula seguinte:
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O presente invento refere-se, & titule de marcador, pelas
estruturas quimicamente prdximas, com as duas foérmulas seguintes,
e qgue apresentavam igualmente propriedades de fluorescéncia,
utilizdveis na detecgdo de microorganismos, no quadro de um

reagente de acordo com o invento.

Trata-se em primeiro lugar de compostos quimicos com & for—

mula seguinte, sob a forma neutra ou anidnica:

na qual:

— as posigBes (2'), (4') e (5') estéo, cada uma, ocupadas
por um &tomo de hidrogénio ou por um substituinte escolhido no
grupo gue compreende o fllor, o cloro, o bromo, os substituintes

alquilo, alcoxi, carboxilato, carboxilico, amida, ciano
— um grupo oxi entre as posigbes (3') e (4)

- as posiges (2), (3) e (5) s&o ocupadas, cada uma, por um
dtomo de hidrogénio ou por um substituinte escolhido no grupo
compreendendo o fllor, o cloro, o bromo, os substituintes
alquilo, alcoxi, carboxilato, carboxilico, amida e ciano, ou as
posigdes (2) e (3) pertencem, em comum, aoc nucleo (A) e a um

nucleo insaturado

~ X é uma func¢d8o amino ou hidroxilo
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Em seguida, refere-se aos compostos quimicos, sob & forma

neutra ou anidnica, que tém a formula seguinte:

na gqual as posigbes (6,8,9) sdo ocupadas, cada uma, por um
&tomo de hidrogénio ou por um substituinte escolhideo no grupo
compreendendc o fluor, o cloro, o bromo, os substituintes alqui-

lo, alcoxi, carboxilico, amida e ciano

— na gual as posigfes (1) e (4) s8o ocupadas, cada uma, Ppor
um dtomo ou substituintes escolhide no grupo compreendendo o©O
hidrogénio, o fluor, o cloro, o bromo, os substituintes algquilo,
alcoxi, carboxilato, carboxilico, amida e ciano; ou as posighes
(1) e (2) pertencem, em comum, ao nucleo (A) e a um nicleo insa-
turado

— X & uma fung&o hidroxilo ou amina.

Os compostos com esta Gltima fdérmula geral, assim como o seu
processo de obtengdio, estdo precisados no guadro gue se segue.

g

(SEGUEM QUADROS 8, 8bis e 9)
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- o pH do meio reaccional estd compreendido entre 6,0 ¢ &,0

— 0 indicador ou marcador estd contido no meio reaccional &
razio de 0,01 mg/l a 100 mg/l e, de preferéncia, de 1 a 10 mg/l

- & fonte de azoto do meio reaccional pode s=er de qualquer
natureza, por exemplo peptona ou sulfato de aménio

— a fonte de carbono pode ser de qualquer tipo, tal como a
gluccse, lactose ou outras.

No que se refere ao meic reaccional, contendo as fontes de
azoto e de carbono necessdrias aos reagentes, podem convir a
maior parte dos caldes comercializados, por exemplo tripticase-
—-soja, coragdo—cérebro, etc...

Um processo de detecgdo de acordo com o invento consiste nas

seguintes etapas:

1) O reagente, compreendendo, como precedentemente, o meio
reaccional e o marcador de acordo com o invento, & preparado, di-
vidido em frascos ou ampolas, ou quaisquer outras formas de

adicionamento, e esterilizado por filtragBo ou em autoclave.

2) 0 reagente € misturado com a amostra, meio ou substratc a

controlar.

3) A mistura obtida € incubada a uma temperatura entre 20° e

65°, durante um periodo compreendido entre 1 minuto e 7 dias, por

exemplo.

4} A flucrescéncia do marcador é medida em intervalos regu-
lares, com a ajuda de um fluorimetro, ou simplesmente avaliada a
olho na.

A diminuig8o da fluorescéncia, e mesmo & sua exting&o total,

traduz a presenga de microorganismos na amostra ou

ct+

ubstra

)]

(e
controlado.

C presente invento é agora descrito e pormenorizado, quanto
as experiéncias efectuadas, em relagdo & resorufina. Este marca-
dor tem, entre outras, as vantagens suplementares e importantes,

seguintes:
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— este produto ndo é téxico

- apresenta uma grande sensibilidade, permitindo o gseu em—
prego a concentragdes muito pequenas, da ordem de 1 a72 mg/1

— e, sobretudo, tratando—se da fluorescéncia, os comprimen-—
tos de onda mdximos de excitagdio e de emiss8o, situam—-se, respec—
tivamente, a 572 nm e 585 nm; estes comprimentos de onda situam—
—se para além das radiag¢®es absorvidas pela maior parte dos meiog
ou amostras analisados, permanecendo, contudo, no dominio do visi-
vel, o que permite observar separadamente a fluorescéncia especi-
fica da resorufina, sem interferéncia ou perturbagdo do meio

ambiente.

Exemplo 1 - Preparacdo do reagente

0 meio reaccional € preparado misturande os ingredientes

seguintes:

— caldo Mueller Hinton desidratado (Difco, ref 0757-01) 21 g

— glucose (Merck, ref B8337) 5 g
— resorufina (Aldrich, ref 23015-4) 2 mg
- dgua destilada 1000 ml
- pH 7.3

Este meio é dividido em tubos de vidro com rolhas roscadas,
4 razdo de 6 mililitros por tubo e levados a autoclave a 121°C

durante 15 minutos.

Os tubos esterilizados s8@io conservados na obscuridade, uma

vez gue & resorufina é sensivel & luz.

O meioc serd utilizado nos exemplos de aplicagso 2 a 4, se-—
gundo o processo geral seguinte: depois de ter junto o ou os di-
ferentes elementos, especificos da aplicag8o considerada, os
tubos rolhados s8o agitados numa estufa com um agitador Vibratest
regulado para 100 rotag®es/minuto. A medigd8o da fluorescéncia
efectua-se com a ajuda de um fluorimetro LKB tipo LS-5B. Os tubos
sdo directamente introduzidos no porta-tubos. C comprimento de
onda de excitag8o é regulado para 572 nm e o da emiss8o para 585

nm. E de notar que no exemplo 4 a glucose presente no meio reac-—
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cional pode ser substituida por outros agucares.

Exemplo 2: Aplicacéo em hemocultura

A 7 tubos de vidro, contendo o reagente preparado de acordo
com o exemplo 1, junta—-se sangue humanc fresco, esterilizado, &

razéo de 1 mililitro por tubo.

¢ primeiro tubo é utilizado como testemunho e os outroz 6

s&u semeados com uma das § estirpes microbianas seguintes:

- Ec = Escherichia coli

- Cf = C(Citrobacter freundil

- Pa = Pseudomonas aeruqinosa
- Sa = GStaphvlococcus aureus
— Ef = Enteroccocus faecalis
- Ca = (Candida albicans

A gquantidade de microorganismos introduzida no inicio, em
cada tubo, ¢é de 100 células vidveis por mililitro de meio. Este
inéculo € controlado por contagem das coldénias formadas & super-—

ficie de uma gelose com sangue, apés 24 horas de incubagdo.

A medigd8o da fluorescéncia é efectuada apds 12h, 24h, 38h e
48h de 1incubagdo a 35°C. A intensidade da fluorescéncia é&
mostrada no guadro que se segue. A exting&o total ou parcial da
fluorescéncia testemunha a presenga de células microbianas nas

amostras de partida.

Inon Estird testemunho Ec Cf Ps Sa Ef Ca
bagdo pe negativo
12 H 4563 11 454 465 447 459 461
24 H 465 9 10 464 460 126 460
36 H 458 8 10 58 27 13 461
48 H 464 9 9 17 13 18 19
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Nesta aplicag8o prefere-se utilizar um caldo especifico para

hemocultura, em lugar do caldo de Mueller-Hinton.

xemplo 3: Aplicac83o no antibiograma

Introduzem—se 6 antibidticos diferentes em tubos preparados
como indicado no exemplo 1. Cada antibidtico é utilizado a 2 con-
centragdes "c" e "C", indicadas no gquadro seguinte. Os tubos sem

antibidético sdo utilizados como testemunhos.

Cada par de tubos, correspondentes a um antibiético nas duas
concentragdes "c" e "C", & semeado com uma das 3 estirpes

seguintes, & razdo de 10 células vidveis por mililitro:

— Ec = Escherichia coli ATCC 25922
—~ Pa = Pgseudomonas aeruginosa ATCC 278533
- Sa = Staphvylocossus aureus ATCC 25923

A medigdo da fluorescéncia é efecuada apds 18 horas de
incubagdo a 35°C. A intensidade da fluorescéncia é mostrada no

quadro gque se segue

Os resultados s8o simbolizados de acordo com:

- 8 = estirpe sensivel = fluorescéncia mdxima
— R = estirpe resistente = extingdo total da fluorescéncia
— I = estirpe intermédia = exting®o parcial da fluorescéncia

0 antibiograma € controlado pela técnica da dilui¢% em

(SEGUE QUADRO)
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Antibidtico Concentra— Ec Pa Sa
gdo em ug/ml

Testemunho c =20 8 10 9

= 7 11 11

Penicilina c = 0,25 9 10 455
R R S

C =16 8 9 457

Piperacilina c = 32 460 S 463 5 459
C = 128 465 450 468 5

Cefoxitina c =8 439 15 448
C = 32 463 5 9 R 457 S

Renamicina c = 2 15 13 438
I R S

C = 16 458 10 447

Tetraciclina c =1 451 15 443
C =4 465 5 19 R 459 5

Eritromicina c =1 8 11 445
R R S

C =4 10 13 460

O antibiograma de acordo com o invento pode ser realizado em

alvéolos miniatura (placa de microtitulacgdo).

Exemplo 4: Aplicac8o em identificacdo

Apresenta—-se neste exemplo a utilizac8o de 7 agucares dife-
rentes para B estirpes microbianas, com fins de identificagdo:

Os 7 aclUcares testados sdo:

— Glucose (GLU)

— Maltose (MAL)

— Sacarose (SAC)
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- Lactose (LAC)
— Celobiose (CEL)
- Tre-halose (TRE)
- Melibiose (MEL)

Oz testes s&o praticados no reagente, em tubos de vidro,
preparado como indicado no exemplo 1. A glucose contida neste
meio € substituida, se for caso disso, pelo agucar correspondente,
com & mesma concentracgdo de 5 g/l.

A bateria de tubos é semeada com as 8 estirpes seguintes:

- Ca

— Ct = Candida tropicalis

Candida albicans

- Tg = Torulopsis glabrata

— Ec = Escherichia coli

— Kp = Klebsiella pneumoniae

- Pv = Proteus vulgaris

— Ah = Aeromonas hvdrophila

— Va = Vibrio alginolyticus

Para cada estirpe, realiza-se uma suspens8o em soro figio-
l6gico, ajustada ao ponto 2 da escala de McFarland. Introduzem—se
200 microlitros desta suspensd8o nos 7 tubos contendo, cada um, os

aclcares.

A medigdo da fluorescéncia é efectuada apés 18 horas de
incubagdo a 35°C. A intensidade da fluorescéncia é mostrada no

quadro gue se segue. Os5 resultados s8o simbolizados por:

fluorescéncia mdxima

il

— reacgdo negativa... (=)

- reacgdo positiva... (+) extingdo da fluorescéncia

Os resultados obtidos s&@o controlados com a ajuda de micro-
-métodos, comercializados com os testes comercializados com a
marca API, pela sociedade BIO MERIEUX, sob os nomes: API 20 E,
RPI 20 C, API 50 CH.

(SEGUE QUADRO)
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iclicar GLU MAL SAC LAC CEL TRE MEL
Lstirpe '
Ca 31 25 37 466 453 19 4393
+ + + - - -
Ct 12 17 21 441 16 20 452
+ + + - + + -
Tg 12 456 447 452 449 16 465
- - - - + -
Ec 9 i3 459 10 454 10 11
+ + - + - + ¥
Kp 10 9 9 11 8 10 8
+ + + + + + +
Pv 9 469 10 458 461 437 456
+ + - - - -
Ah 10 14 11 451 467 12 444
+ - + - - + -
Va 11 10 8 469 451 10 449
+ + + - - + -

2 utilizag8o de fontes de carbono para fins de identifica-
¢cdo, de acordo com o invento, pode ser feita em alvéolos miniatu-
ra (placas de microtitulagdo, por exemplo).

Em consequéncia, os reagentes de acordo com o invento podem
ser utilizados na detecg8o de microorganismos em qualquer tipo de
amostra bioldégica, tal como fluidos corporais (sangue, urina,
liguido céfalo—raquidiano, etc.), produtos alimentares, dgua,

produtos farmacéuticos, cosméticos, etc.

De modo similar ao antibiograma do exemplo 3, o invento
pode ser utilizado para efectuar um anti—fungigrama, caso em que
se utiliza uma pluralidade de reagentes de acordo com o invento,
diferindo uns dos outros apenas pela adig8o de antifdngicos

correspondentemente diferentes.
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REIVINDICACOES

1 — Processo de preparagdo de um reagente para a detecgdo ds
microorganismos, caracterizado por compreendsr a associac8o de um
meio reaccional em fase aquosa e um marcador cuja emissdo lumino—
sa € modificdavel em conseguéncia do desenvolvimento do microor-—
ganismo introduzido no meio reccional, sendo o marcador um com—

posto gquimico com a férmula seguinte, ou uma sua forma anidnica:

na qual:

- as posigles (2'), (4') e (5') sd8o ocupadas, cada uma, por
um &tomo de hidrogénio ou um substituinte escolhido do grupo gque
compreende o fldor, o cloro, o bromo, os substituintes alquilo,

alcoxi, carboxilato, carboxilico, amida, ciano,

- um grupeo oxi liga, entre si, as posigdes (3') e (4)

~ as posigdes (2), (3) e (5) =80 ocupadas, cada uma, por um
dtomo de hidrogénio ou um substituinte escolhido entre o grupo
que compreende o fldor., o cloro, o bromo, os substituintes
alquilo, alcoxi, carboxilato, carboxilico, amida ou cianoc, ou as
posigBes (2) ou (3) pertencem em conjunto ao nucleo (A) e a um
niucleo insaturado,

— X é uma fung8o amina ou hidroxilo.

2 — Processo de preparagdio de um reagente para a detecgfo de
microorganismos, caracterizado por compreender a asscociagdo de um
meio reaccional em fase aquosa e um marcador cuja emigs@io lumino-
sa ¢ modificada em consequéncia do desenvolvimento do microorga-—
nismo introduzido no meio reaccional, sendo o marcador um compos—

to guimico com a férmula seguinte, ou uma sua forma aniodnica:

(SEGUE FORMULA)
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— na qual as posigfes (6, 8, 9) sdo ocupadas, cada uma, por
um &tomo de hidrogénio ou um substituinte escolhido do grupo que
compreende o fluor, o cloro, o bromo, os sushstituintes alquilo,

alcoxi, carboxilico, amida, ciano,

- na qual as posigdes (1) e (4) sdo ocupadas, cada uma, por
um dtomo ou um substituinte escolhido entre o grupo que compreen-
de o hidrogénio, o fldor, o cloro, o bromo, os substituintes
alquilo, alcoxi, carboxilato, carboxilico, amida ou ciano; ou as
posigdes (1) e (2) pertencem em conjunto ao ntcleo (A) e a um
nucleo insaturado,

— X é uma fungdo amina ou hidroxilo.

3 — Processo de preparag&o de um reagente para a detecg8o de
microorganismos, caracterizado por compreender a associag8o de um
meio reaccional em fase aquosa e de um marcador cuja emissd3o
luminosa ¢é modificdvel pelo desenvolvimento do microorganismo
introduzido no meio reaccional, sendo o marcador a resorufina, a

orcifurina, ou a forma anidénica destes compostos guimicos.

4 — Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 3, caracterizado por o meio reaccional conter, igualmente, uma

fonte de carbono.

95 — Processo de acordo com gqualquer uma das reivindicagBes 1
a 3, caracterizado por o pH do meio reccional estar compreendido

encre 6,0 e 8,0.

6 — Processo de acordo com qualquer uma das reivindicag®es 1

a 3, caracterizado por o indicador estar contido no meio reaccio-—
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nal & razdo de 0,01 mg/l a 100 mg/l e, de preferéncia, de 1 a 10

mg/1.

—_

7/ — Processo de produg@o de um ceonjunto para & identificagdo
de um microorganismo, caracterizado por se associar uma plurali-
dade de reagentes, preparados de acordo com gqualguer uma das
reivindicagdes 1 a 6, os gquais diferem uns dos outros unicamente

por as fontes de carbono respectivas serem diferentes.

8 — Processo de producdo de um conjunto para a obtengdo ds
um antibiograma, caracterizado por se associar uma pluralidade de
reagentes, preparadados de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagBes 1 a 6, os quais diferem uns dos outros unicamente por se

adicionarem antibidticos respectivamente diferentes.

9 — Processo de produgdo de um conjunto para a obtengdo de
um antibiograma, caracterizado por se associar uma pluralidade de
reagentes, preparados de acordo com gualquer umé das reivindica-
gbes 1 a 6, os quais diferem uns dos outros unicamente por se

adicionarem antifungicos respectivamente diferentes.

10 — Processo para a detecglo de microorganismos que consis-—
te em colocar um microorganismo perante um meio reaccional em
fase aquosa contendo pelo menos uma fonte de carbono € um marca-—
dor do dito microorganismo, incubar o meio reaccional com o dito
microorganismo, de modo a modificar uma emiss8o luminosa do dito
marcador e observar a dita caracteristica luminosa durante ou
apdés a incubagdo, caracterizado por o marcador ser um composto

guimice com a férmula seguinte ou a sua forma anidnica:

na qual:
— as posigdes (2'), (4') e (5') s8o ocupadas, cada uma, por
um &tomo de hidrogénio ou um substituinte escolhido do grupoc gue

compreende o flior, o cloro, o bromo, os substituintes alquilo,



71 679
DoG/MK/A 03 B 1108
PT

alcoxi, carboxilato, carboxilico, amida, ciano,

— um grupo oxi liga, entre si, as posigles (3') e (4)

- a3 posigdes (2), (3) e (5) =8o ocupadas, cada uma, por um
dtomc de hidrogénic ou um substituinte escolhido entre o grupo
gue compreende o fldor, o cloro, o bromo, o3 substituintes
alguilo, alcoxi, carboxilato, carboxilico, amida ou ciano, ou as
posigdes {2) ou (3} pertencem em conjunto ao nicleo (3) e & um
nicleo insaturado,

— X € uma fung&o amina ou hidroxilo.

11 - Processo de acordo com a reivindicag8o 10, caracteriza-
do por a incubaglo se realizar durante um pericdo compreendido

entre 1 minuto e 7 dias, a uma temperatura de 20°C a 65°C.

12 - Processo de acordo com a reivindicac8o 10 e segundo o
qual se pBe o meio reaccional em contacto com uma amostra sus-—
ceptivel de conter o microorganismo a detectar, caracterizado por
a amostra ser retirada de um dos seguintes fluidos corporais:

sangue, urina ou fluido cefalo-raquidiano.

13 - Processo de acordo com a reivindicagdo 10 e segundo o
qual =e pBe o meio reaccional em contacto com uma amostra suscep-
tivel de conter o microorganismo a detectar, caracterizado por a
amostra ser vretirada de um dos produtos seguintes: produtos

alimentares, &gua, produtos farmacéuticos e cosméticos.

Lisbhoa,

. ey .
19 0L 1650 Por BIO MERIEUX S.A.
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