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‘“PROCESSO E KIT PARA CAPTURAR OU CONCENTRAR
MICROORGANISMOS”

Declaracido de Prioridade

[001]Este pedido reivindica a prioridade do pedido provisério US n°
60/977.180 depositado em 3 de outubro de 2007, cujo conteido esta aqui incorpora-
do para referéncia.

Campo da Invencao

[002]A presente invengao refere-se a processos para capturar ou concen-
trar microorganismos de modo que permanegam viaveis para deteccao ou teste.
Em outros aspectos, esta invengao refere-se, também, a kits de diagndstico para
uso na execugao de tais processos de concentragao.

Antecedentes

[003]Doengas causadas por alimentos e infecgbes adquiridas em hospitais re-
sultantes da contaminagao por microorganismos Sa0 uma preocupagao em varios locais
ao redor do mundo. Assim, é frequentemente desejavel ou necessario realizar testes
para se detectar a presenga de bactérias ou outros microorganismos em varias amos-
tras, sejam clinicas, ambientais ou outras, para se determinar a identidade e/ou a quan-
tidade dos microorganismos presentes.

[004]DNA bacteriano ou RNA bacteriano, por exemplo, pode ser analisado pa-
ra se avaliar a presenga ou auséncia de uma espécie particular de bactérias mesmo
na presenga de outras espécies de bactérias. A capacidade de detectar a presenga de
uma bactéria especifica, entretanto, depende, pelo menos em parte, da concentracao
da bactéria na amostra sendo analisada. As amostras de bactérias podem ser coloca-
das em placas ou submetidas a um processo de cultura para aumentar a quantidade
de bactérias na amostra para garantir um nivel adequado de detecgdo, mas a etapa
de cultura frequentemente exige um tempo substancial e, portanto, pode atrasar signi-

ficativamente os resultados da avaliagao.
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[005]A concentragao das bactérias na amostra pode reduzir o tempo de cultu-
ra ou mesmo eliminar a necessidade de tal etapa. Assim, foram desenvolvidos méto-
dos para isolar (e por meio disso concentrar) determinadas cepas bacterianas utilizan-
do-se anticorpos especificos para a cepa (por exemplo, sob a forma de particulas
magnéticas ou ndo-magnéticas revestidas com anticorpos). Tais métodos, entretanto,
tendem a ser caros e ainda um pouco mais lentos que 0 desejado para pelo menos
algumas aplicagdes de diagnostico.

[006]Também tém sido utilizados métodos de concentragdao que nao sao
especificos para cepas (por exemplo, para se obter uma avaliagdo mais genérica
dos microorganismos presentes em uma amostra). Ap6s a concentragdo de uma
populagao mista de microorganismos, a presenga de determinadas cepas pode ser
determinada, se desejado, utilizando-se sondas para cepas especificas.

[007]A concentragao ou captura nao-especifica de microorganismos tem si-
do realizada através de métodos baseados em interagdes entre carboidratos e prote-
ina lectina. Suportes revestidos com quitosano tém sido usados como dispositivos
de captura nao-especifica, e substancias (por exemplo, carboidratos, vitaminas,
compostos quelantes de ferro, e sideréforos) que servem como nutrientes para mi-
croorganismos também tém sido descritas como ligantes Gteis para permitir a captu-
ra nao-especifica de microorganismos.

[008]Varios materiais inorganicos (por exemplo, hidroxi apatita e hidroxidos
metalicos) tém sido usados para ligar e concentrar bactérias nao especificamente.
Os métodos de concentragao fisicos (por exemplo, filtragem, cromatografia, centrifu-
gacao e deposicao gravitacional) também tém sido utilizados para captura nao-
especifica, com e/ou sem 0 uso de agentes de ligagao inorganicos. Esses métodos
de concentragdo nao-especifica variam em velocidade, custo (necessidade de pelo
menos alguns equipamentos caros, materiais e/ou técnicos treinados), requisitos de

amostra (por exemplo, a natureza da amostra e/ou limitagdes de volume), requisitos
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de espaco, facilidade de uso (necessidade de pelo menos alguns complicados pro-
cessos de multiplas etapas), adequagéao para uso local e/ou eficacia.

Sumario da Invencao

[009]Com isso, reconhecemos que ha uma necessidade urgente por pro-
cessos que permitam detectar rapidamente microorganismos patogénicos. Esses
processos serao de preferéncia nao apenas rapidos, mas também de baixo custo,
simples (sem envolver equipamentos ou procedimentos complexos), e/ou eficazes
sob uma variedade de condi¢gées (por exemplo, com varios tipos de matrizes de
amostra, varias cargas bacterianas e varios volumes de amostra).

[0010]Brevemente, em um aspecto, esta inveng¢ao fornece um processo pa-
ra concentrar nao especificamente as cepas de microorganismos (por exemplo,
cepas de bactérias, fungos, leveduras, protozoarios, virus (incluindo virus nao-
envelopados e virus envelopados), e endosporos bacterianos) presentes em uma
amostra, de modo que 0s microorganismos permanegam viaveis com o proposito
de deteccao ou teste de uma ou mais das cepas. O processo compreende (a) 0
fornecimento de um agente de concentragao (de preferéncia, um agente de con-
centragao particulado) que compreende um silicato amorfo de metal e que tem uma
composi¢cao de superficie com uma razao entre atomos de metal e atomos de sili-
cio menor que ou igual a cerca de 0,5, conforme determinado por espectroscopia
fotoeletronica de raios X (XPS) (por exemplo, um talco esferoidizado); (b) o forne-
cimento de uma amostra (de preferéncia, sob a forma de um fluido) que compreen-
de pelo menos uma cepa de microorganismo; e (c) o contato (de preferéncia, por
misturagéo) do agente de concentragcdo com a amostra de modo que ao menos
uma porg¢ao de pelo menos uma cepa de microorganismo seja ligada ao ou captu-
rada pelo agente de concentragao. De preferéncia, o processo compreende adicio-
nalmente a detecgao da presenga da a0 menos uma cepa de microorganismo liga-

da (por exemplo, por cultura, microscopia/formagao de imagens, genética, biolumi-
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nescéncia ou métodos de detecgcao imunoldgica) e/ou a separagao (de preferéncia,
por deposi¢cao gravitacional) do agente de concentragao resultante ligado ao mi-
croorganismo. O processo pode, opcionalmente, compreender adicionalmente se-
parar da amostra 0 agente de concentragao segregado resultante.

[0011]O processo da presente invengao nao se destina a uma cepa de micro-
organismo especifica. Ao contrario, descobriu-se que certos materiais inorganicos re-
lativamente baratos podem ser surpreendentemente eficazes na captura de uma vari-
edade de microorganismos. Esses materiais podem ser usados para concentrar as
cepas de microorganismos presentes em uma amostra (por exemplo, uma amostra de
alimento) em uma maneira que independe da cepa, de modo que uma ou mais das
cepas de microorganismos (de preferéncia, uma ou mais cepas de bactérias) podem
ser testadas mais faciimente e rapidamente.

[0012]O processo da invengao é relativamente simples e de baixo custo (sem
exigir equipamentos complexos ou caros materiais de cepas especificas) e pode ser
relativamente rapido (em modalidades preferenciais capturando pelo menos cerca de
70 por cento (com mais preferéncia, pelo menos cerca de 80 por cento; com a maxima
preferéncia, pelo menos cerca de 90 por cento) dos microorganismos presentes em
uma amostra em menos de cerca de 30 minutos, em relagao a uma amostra de controle
correspondente sem agente de concentragao). Além disso, o processo pode ser eficaz
com uma variedade de microorganismos (incluindo patégenos como bactérias gram-
positivas e gram-negativas) e com uma variedade de amostras (matrizes de amostras
diferentes e, ao contrario de pelo menos alguns métodos da técnica anterior, mesmo
amostras com baixo teor e/ou grandes volumes de microorganismos). Dessa forma,
pelo menos algumas modalidades do processo da presente invengéo podem satisfazer
a urgente necessidade acima citada de processos simples e de baixo custo de detecg¢ao
rapida de microorganismos patogénicos sob uma variedade de condigdes.

[0013]Em outro aspecto, a invengao fornece, também, um kit de diagnéstico
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para uso da execugao do processo da invengao, sendo que o kit compreende (a) um
agente de concentragao (de preferéncia, um agente de concentragéao particulado) que
compreende um silicato de metal e que tem uma composi¢ao de superficie com uma
razao entre atomos de metal e atomos de silicio menor que ou igual a cerca de 0,5,
conforme determinado por espectroscopia fotoeletronica de raios X (XPS); (b) um re-
cipiente de teste (de preferéncia, um recipiente de teste esterilizado); e (c) instrugdes
para uso do agente de concentragéo na execugao do processo da invengéo. De prefe-
réncia, o kit de diagnéstico compreende adicionalmente um ou mais componentes se-
lecionados a partir de meios de cultura de microorganismos, reagentes de lise, tam-
pdes, componentes de teste de detecgao de bioluminescéncia, componentes de teste
de deteccao genética, e combinagdes dos mesmos.

Descricdo Detalhada

Definices

[0014]Conforme utilizados neste pedido de patente:

“amostra” significa uma substancia ou material que é coletado (por exemplo,
para ser analisado) por um método nao-cosmético (ou seja, por um método diferente
da aplicagao e/ou remogao de uma composi¢cdo compreendendo o agente de con-
centragao descrito acima do corpo de um ser humano);

“matriz de amostra” significa os componentes de uma amostra exceto micro-
organismos;

“detecgao” significa a identificagdo de pelo menos um componente de um
microorganismo, que determina que 0 microorganismo esta presente;

“deteccao genética” significa a identificagcdo de um componente de material
genético como DNA ou RNA que deriva de um microorganismo-alvo;

“detecga@o imunolégica” significa a identificagao de um material antigeno co-
mo uma proteina ou um proteoglicano derivado de um microorganismo-alvo;

“microorganismo” significa qualquer célula que tem material genético ade-
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quado para analise ou detecg¢éao (incluindo, por exemplo, bactérias, leveduras, virus
e endosporos bacterianos);

“cepa de microorganismo” significa um tipo particular de microorganismo que
é distinguivel através de um método de detecgao (por exemplo, microorganismos de
diferentes géneros, de diferentes espécies dentro de um género, ou de diferentes
grupos isolados dentro de uma espécie); e

“microorganismo-alvo” significa qualquer microorganismo que se deseja de-
tectar.

Agente de concentracao

[0015]Agentes de concentragédo adequados para uso da execugao do pro-
cesso da invengao incluem os agentes que compreendem um silicato de metal e que
tém uma composic¢ao de superficie com uma razao entre atomos de metal e atomos
de silicio menor que ou igual a cerca de 0,5 (de preferéncia, menor que ou igual a
cerca de 0,4; com mais preferéncia, menor que ou igual a cerca de 0,3; com a ma-
xima preferéncia, menor que ou igual a cerca de 0,2), conforme determinado por es-
pectroscopia fotoeletrdnica de raios X (XPS). De preferéncia, a composi¢ao de su-
perficie compreende também ao menos cerca de 10 em porcentagem atdmica média
de carbono (com mais preferéncia, a0 menos cerca de 12 em porcentagem atdmica
média de carbono; com a maxima preferéncia, ao menos cerca de 14 em porcenta-
gem atdmica média de carbono), conforme determinado por espectroscopia fotoele-
trdnica de raios X (XPS). XPS é uma técnica que pode determinar a composi¢ao
elementar dos elementos mais externos, aproximadamente de 3 a 10 nanémetros
(nm) em uma superficie da amostra e que é sensivel a todos os elementos da Tabela
Periédica exceto o hidrogénio e o hélio. XPS é uma técnica quantitativa com limites
de detecgdo para a maioria dos elementos na faixa de concentragdo de 0,1 a 1 em
porcentagem atdmica. As condi¢des preferenciais de avaliagdo de composi¢des de

superficie para a técnica XPS podem incluir um angulo de emissao de 90 graus me-
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dido em relagdo a superficie da amostra com um angulo sélido de aceitagao de +
10 graus.

[0016]A concentragao ou captura utilizando-se os agentes de concentragao
acima descritos €, em geral, nao-especifica para qualquer cepa, espécie ou tipo de
microorganismo particular e, portanto, torna possivel a concentragdo de uma popu-
lagao geral de microorganismos em uma amostra. Cepas especificas de microorga-
nismos podem, entao, ser detectadas entre a populagdo de microorganismos captu-
rados usando-se qualquer método de detecgdo conhecido com sondas para cepas
especificas. Dessa forma, os agentes de concentragdo podem ser usados para a
detecgao de contaminantes microbianos ou patégenos (particularmente patdégenos
existentes em alimentos como bactérias) em amostras clinicas, alimentares, ambien-
tais ou outras.

[0017]Quando dispersos ou suspensos em sistemas de agua, os materiais
inorganicos como silicatos de metais apresentam cargas de superficie que sao ca-
racteristicas do material e do pH do sistema de agua. O potencial na interface ma-
terial-agua é chamado de “potencial zeta”, que pode ser calculado a partir de mobi-
lidades eletroforéticas (isto €, a partir das taxas segundo as quais as particulas de
material deslocam-se entre os eletrodos carregados dispostos no sistema de
agua). Os agentes de concentragao utilizados na execugao do processo da inven-
¢ao tém potenciais zeta que sdo mais negativos que os potenciais de, por exemplo,
um silicato de metal comum como talco comum. Ainda assim, os agentes de con-
centragao sado surpreendentemente mais eficazes que o talco em concentrar mi-
croorganismos como bactérias, cujas superficies geralmente tendem a ser carre-
gadas negativamente. De preferéncia, os agentes de concentragao tém um poten-
cial zeta negativo a um pH de cerca de 7 (com mais preferéncia, um potencial zeta
de Smoluchowski na faixa de cerca de -9 milivolts a cerca de -25 milivolts a um pH

de cerca de 7; com mais preferéncia ainda, um potencial zeta de Smoluchowski na
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faixa de cerca de -10 milivolts a cerca de -20 milivolts a um pH de cerca de 7; com
a maxima preferéncia, um potencial zeta de Smoluchowski na faixa de cerca de -
11 milivolts a cerca de -15 milivolts a um pH de cerca de 7).

[0018]Silicatos de metais uteis incluem silicatos amorfos de metais como
magnésio, calcio, zinco, aluminio, ferro, titanio e similares (de preferéncia, magnésio,
zinco, ferro e titdnio; com mais preferéncia, magnésio), e combinagdes dos mesmos.
Sao preferenciais silicatos amorfos de metais em uma forma particulada ao menos
parcialmente fundida (com mais preferéncia, silicatos amorfos esferoidizados de me-
tais; com a maxima preferéncia, silicato amorfo esferoidizado de magnésio). Silicatos
de metais sao conhecidos e podem ser quimicamente sintetizados por métodos co-
nhecidos ou obtidos através da mineragao e do processamento de minérios em bruto
de ocorréncia natural.

[0019]Formas particuladas, ao menos parcialmente fundidas, de silicatos
amorfos de metais podem ser preparadas empregando-se qualquer um dos métodos
conhecidos de derretimento ou amaciamento de particulas de alimentagéo relativa-
mente pequenas (por exemplo, particulas com tamanho médio de até cerca de
25 microns) sob condig6es controladas para produzir particulas geralmente elipsoi-
dais ou esferoidais (ou seja, particulas que tém imagens bidimensionais ampliadas
que sao genericamente arredondadas e isentas de cantos ou bordas agudas, inclu-
indo formatos verdadeiramente ou substancialmente circulares e elipticos e quais-
quer outros formatos redondos ou curvos). Tais métodos incluem atomizagéao, poli-
mento a fogo, fusao direta e similares. Um método preferencial é a fusao a chama,
no qual particulas substancialmente vitreas, a0 menos parcialmente fundidas, sao
formadas por fusao direta ou polimento a fogo de particulas sélidas de alimentagao
(por exemplo, como no método descrito na patente US n° 6.045.913 (Castle), cuja
descrigao é aqui incorporada, por referéncia). Com a maxima preferéncia, tais méto-

dos podem ser utilizados para produzir silicatos amorfos esferoidizados de metais
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convertendo-se uma porgao substancial de particulas de alimentagdo de formato
irregular (por exemplo, de cerca de 15 a cerca de 99 volumes por cento; de prefe-
réncia, de cerca de 50 a cerca de 99 volumes por cento; com mais preferéncia, de
cerca de 75 a cerca de 99 volumes por cento; com a maxima preferéncia, de cerca
de 90 a cerca de 99 volumes por cento) para particulas genericamente elipsoidais ou
esferoidais.

[0020]Alguns silicatos amorfos de metais encontram-se comercialmente dis-
poniveis. Por exemplo, silicato amorfo esferoidizado de magnésio encontra-se co-
mercialmente disponivel para uso em formulagées cosméticas (por exemplo, como
microesferas cosméticas CM-111 da 3M™, disponiveis junto a 3M Company, St. Pa-
ul, MN, EUA).

[0021]Além de silicatos amorfos de metais, 0s agentes de concentragao po-
dem compreender adicionalmente outros materiais incluindo 6xidos de metais (por
exemplo, ferro ou titanio), silicatos cristalinos de metais, outros materiais cristalinos e
similares, desde que os agentes de concentragao tenham as composigdes de superfi-
cie descritas acima. Os agentes de concentragao, entretanto, de preferéncia nao con-
tém essencialmente silica cristalina.

[0022]Na execugao do processo da invengao, os agentes de concentragao
podem ser utilizados em qualquer forma que seja sensivel ao contato da amostra e a
captura de microorganismos (por exemplo, sob a forma de particulado ou aplicado a
um suporte como uma vareta, filme, filtro, tubo, cavidade, placa, capsulas, membra-
na, ou canal de um dispositivo de microfluido, ou similar). De preferéncia, os agentes
de concentragao sao usados sob a forma de particulados, com mais preferéncia
compreendendo microparticulas (de preferéncia, microparticulas com tamanhos de
particula na faixa de cerca de 1 micrdmetro (com mais preferéncia, cerca de
2 micrdbmetros) a cerca de 100 micrdmetros (com mais preferéncia, cerca de

50 micrémetros; com mais preferéncia ainda, cerca de 25 micrdometros; com a maxi-
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ma preferéncia, cerca de 15 micrédmetros; onde qualquer limite inferior pode ser ali-
nhado com qualquer limite superior do intervalo).

Amostra

[0023]0 processo da invengao pode ser aplicado a uma variedade de tipos
diferentes de amostras, incluindo, mas nao se limitando a, amostras médicas, am-
bientais, alimentares, clinicas e de laboratério, e combina¢des das mesmas. Amos-
tras médicas ou veterinarias podem incluir, por exemplo, células, tecidos, ou fluidos
de uma fonte biolégica (por exemplo, um ser humano ou um animal) que devem
ser testadas para diagnéstico clinico. Amostras ambientais podem ser, por exem-
plo, procedentes de um estabelecimento médico ou veterinario, uma instalagao in-
dustrial, solo, uma fonte de agua, uma area de preparo de alimentos (areas de con-
tato e nao-contato com alimentos), um laboratério, ou uma area que tenha estado
potencialmente sujeita a agdes de bioterrorismo. As amostras de areas de proces-
samento, manipulagdo e preparagao de alimentos sao preferenciais, uma vez que
sao, frequentemente, de interesse particular em relagao a contaminagao de alimen-
tos causada por patégenos bacterianos.

[0024]As amostras obtidas sob a forma de um liquido ou sob a forma de uma
dispersao ou suspensao de sélido em liquido podem ser usadas diretamente, ou podem
ser concentradas (por exemplo, por centrifugagao) ou diluidas (por exemplo, mediante a
adicao de uma solugao tampao (com pH controlado)). As amostra sob a forma de um
sélido ou de um semi-sélido podem ser usadas diretamente ou podem ser extraidas, se
for desejado, por um método como, por exemplo, lavagem ou enxague com, ou Sus-
pensdao ou dispersdao em, um meio fluido (por exemplo, uma solugao' tampao). As
amostras podem ser obtidas de superficies (por exemplo, usando-se cotonete ou por
enxague). De preferéncia, a amostra € um fluido (por exemplo, um liquido, um gas, ou
uma dispersao ou suspensao de sélido ou liquido em liquido ou gas).

[0025]Exemplos de amostras que podem ser usadas na execugao do proces-
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SO da invengao incluem alimentos (por exemplo, produtos vegetais frescos ou pratos
pronto para consumo ou carnes preparadas (“frios”)), bebidas (por exemplo, sucos ou
bebidas carbonatadas), agua potavel, e fluidos biolégicos (por exemplo, sangue inte-
gral ou um componente do mesmo como plasma, uma fracdo de sangue enriquecida
com plaquetas, um concentrado de plaquetas, ou células com grandes quantidades de
eritrécitos; preparagdes de células (por exemplo, tecido disperso, aspiragao de medula
Ossea, ou medula 6ssea de estruturas vertebrais); suspensao de células; urina, saliva,
e outros fluidos corpéreos; medula 6ssea; fluido pulmonar; fluido cerebral; exsudatos
de ferimentos; amostras de biépsia de ferimentos; fluido ocular; fluido espinhal; e simi-
lares), bem como preparagdes lisadas, como lisatos celulares, que podem ser forma-
dos usando-se procedimentos conhecidos como o uso de tampoes e lise e similares.
Amostras preferenciais incluem alimentos, bebidas, agua potavel, fluidos bioldgicos, e
combinagdes dos mesmos (com alimentos, bebidas, agua potavel, e combinagdes dos
mesmos sendo as mais preferenciais).

[0026]0 volume da amostra pode variar dependendo da aplicagao especifi-
ca. Por exemplo, quando o processo da invengao é usado para um diagnéstico ou
aplicagao de pesquisa, o volume da amostra pode tipicamente situar-se na faixa de
microlitro (por exemplo, 10 uL ou mais). Quando o processo é usado para um teste
de patogenos em alimentos ou teste de seguranga de agua potavel, o volume da
amostra pode tipicamente situar-se na faixa de mililitro a litro (por exemplo,
100 mililitros a 3 litros). Em uma aplicagao industrial, como bioprocessamento ou
formulagao farmacéutica, o volume pode ser de dezenas de milhares de litros.

[0027]0O processo da invengao pode isolar microorganismos de uma amostra
em um estado concentrado e pode, também, permitir o isolamento de microorganis-
mos dos componentes da matriz de amostra que podem inibir os procedimentos de
detecgao a serem utilizados. Em todos esses casos, 0 processo da invengao pode

ser usado além ou no lugar de outros métodos de concentragéao de microorganis-
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mos. Dessa forma, opcionalmente, as culturas podem ser desenvolvidas a partir de
amostras antes ou depois da execugao do processo da invengao, se for desejada
uma concentragao adicional.

Contato

[0028]0O processo da invengao pode ser executado por qualquer um dos va-
rios métodos conhecidos existentes ou que venham ser desenvolvidos para propor-
cionar o contato entre dois materiais. Por exemplo, 0 agente de concentragao pode
ser adicionado a amostra, ou a amostra pode ser adicionada ao agente de concen-
tragdo. Uma vareta revestida com agente de concentragao pode ser imersa em uma
solugdo de amostra, uma solugao de amostra pode ser derramada sobre um filme
revestido com agente de concentragdao, uma solugdo de amostra pode ser derrama-
da em um tubo ou cavidade revestida com agente de concentragao, ou uma solugao
de amostra pode ser passada através de um filtro (por exemplo, um filtro com tecido
ou nao-tecido) revestido com agente de concentragao.

[0029]De preferéncia, entretanto, o agente de concentragdo e a amostra
sdo combinados (usando-se qualquer ordem de adi¢gdo) em qualquer um de uma
variedade de recipientes (opcionalmente, mas de preferéncia, um recipiente fecha-
do, encerrado ou lacrado; com mais preferéncia, um tubo de ensaio, garrafa ou
jarra fechados). Recipientes adequados para uso na execu¢ao do processo da in-
vengao serao determinados pela amostra especifica e poderao variar amplamente
em tamanho e natureza. Por exemplo, o recipiente pode ser pequeno, como um
recipiente de 10 microlitros (por exemplo, um tubo de ensaio) ou maior, como um
recipiente de 100 mililitros a 3 litros (por exemplo, um frasco de Erlenmeyer ou uma
garrafa de polipropileno de boca grande). O recipiente, o agente de concentragao,
e qualquer outro aparelho ou aditivos que entrarem em contato coma amostra dire-
tamente poderao ser esterilizados (por exemplo, por calor controlado, gas de 6xido

de etileno, ou radiagao) antes do uso, para reduzir ou evitar qualquer contamina-
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¢ao da amostra que possa causar erros de detecgdo. A quantidade de agente de
concentragao que é suficiente para capturar ou concentrar os microorganismos de
uma determinada amostra para a detec¢dao bem-sucedida ira variar (dependendo,
por exemplo, da natureza e forma do agente de concentragao e do volume da
amostra) e pode ser prontamente determinada pelo versado na técnica. Por exem-
plo, 10 miligramas de agente de concentragao por mililitro de amostra podem ser
Uteis para algumas aplicagoes.

[0030]Se for desejado, o contato pode ser realizado passando-se um agente de
concentragao particulado a0 menos uma vez através de uma amostra (por exemplo, por
deposigao gravitacional ao longo de um periodo de, por exemplo, cerca de 10 minutos).
O contato pode ser otimizado misturando-se (por exemplo, por movimentagao, agitacao,
ou uso de uma plataforma de vibragao) de modo que as particulas do agente de con-
centracao passem repetidamente ou decantem através de uma porg¢ao substancial da
amostra. Para pequenos volume da ordem de microlitros (tipicamente menos que
0,5 mililitro), a mistura pode ser rapida como por rotagéo ou “nutagao”, por exemplo con-
forme descrito na patente US n° 5.238. 812 (Coulter et al.), cuja descricao é aqui incor-
porada, por referéncia. Para volumes maiores, da ordem de 0,5 mililitros ou mais (tipi-
camente 0,5 mililitro a 3 litros), a mistura pode ser feita revolvendo-se suavemente o
agente de concentragao particulado e a amostra em uma maneira “extremidade sobre
extremidade”, por exemplo conforme descrito na patente US n° 5.576.185 (Coulter et
al.), cuja descricao € aqui incorporada, por referéncia. A agao de revolver pode ser feita,
por exemplo, por meio de um dispositivo configurado para segurar um tubo de ensaio
ou outro tipo de vaso de reagao e girar lentamente o tubo de ensaio ou 0 vaso em uma
maneira “extremidade sobre extremidade”. O contato pode ser executado por um perio-
do desejado (por exemplo, para volumes de amostras de cerca de 100 mililitros ou me-
nos, até cerca de 60 minutos de contato podem ser (teis; de preferéncia, cerca de 15

segundos a cerca de 10 minutos ou mais; com mais preferéncia, cerca de 15 segundos
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a cerca de 5 minutos).

[0031]Dessa forma, na execugdao do processo da invengdo, a mistura (por
exemplo, agitagcao, vibragao ou movimentagao) e/ou a incubagao (por exemplo, a tem-
peratura ambiente) sao opcionais, mas preferenciais, para aumentar o contato dos mi-
croorganismos com 0 agente de concentragao. Um método de contato preferencial in-
clui a mistura (por exemplo, durante cerca de 15 segundos a cerca de 5 minutos) e a
incubagao (por exemplo, durante cerca de 3 minutos a cerca de 30 minutos) de uma
amostra contendo microorganismos (de preferéncia, um fluido) com agente de concen-
tracao particulado. Se for desejado, um ou mais aditivos (por exemplo, reagentes de
lise, reagentes de teste de bioluminescéncia, reagentes de captura de acido nucléico
(por exemplo, capsulas magnéticas), meio de crescimento microbiano, tampdes (por
exemplo, para umedecer uma amostra sélida), reagentes de coloragdo microbiana,
tampdes de lavagem (por exemplo, para remover material ndo ligado), agentes de elui-
¢ao (por exemplo, albumina sérica), tensoativos (por exemplo, tensoativo nao-iénico
Triton™ X -100 disponivel junto & Union Carbide Chemicals and Plastics, Houston, TX,
EUA), agentes de abrasao mecanica/eluigao (por exemplo, contas de vidro) e similares)
podem ser incluidos na combinagao do agente de concentragéao e da amostra.

[0032]Se for desejado, 0 agente de concentragao (sozinho ou em combina-
¢ao com, por exemplo, materiais microbicida e/ou com materiais veiculo sob a for-
ma de liquidos (por exemplo, agua ou 6leos), sélidos (por exemplo, tecidos, poli-
meros, papéis, ou sélidos inorganicos), géis, cremes, espumas, ou pastas) pode
ser aplicado ou esfregado contra uma superficie ou material nao-poroso ou poroso,
sélido, contaminado por microorganismo ou que pode ser contaminado por micro-
organismos (por exemplo, para uso como agente de “limpeza”). Se for desejado,
podem ser utilizados aglutinantes, estabilizantes, tensoativos, ou outros modifica-
dores de propriedade.

[0033]Para tal uso, o0 agente de concentragao pode ser aplicado a materiais te-
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cidos ou nao-tecidos e pode ser aplicado a superficies descartaveis como papel, lengos
de papel, cotonete, bem como a uma variedade de materiais absorventes e néao-
absorventes. Por exemplo, 0 agente de concentragdo pode ser incorporado em materi-
ais veiculo de pano ou de papel para uso como lengos de “limpeza”. O agente de con-
centragao pode ser aplicado (por exemplo, sob a forma de lengos ou pastas que com-
preendem um material veiculo) em superficies sélidas, por exemplo, em ambientes do-
mésticos, creches, instalagbes industriais e hospitales, para limpar brinquedos, equipa-
mentos, dispositivos médicos, superficies de trabalho e similares. Quando utilizada para
limpeza ou outras finalidades, a amostra pode ser simultaneamente coletada e colocada
em contato com o0 agente de concentragao em uma unica etapa, se for desejado.

Segregacao e/ou separacao

[0034]Opcionalmente, mas de preferéncia, o processo da invengao compre-
ende adicionalmente a segregag¢ao do agente de concentragao resultante ligado ao
microorganismo. De preferéncia, essa segregacao pode ser feita baseando-se, ao
menos em parte, na deposi¢ao gravitacional (sedimentagédo por gravidade; por
exemplo, ao longo de um periodo de cerca de 5 minutos a cerca de 30 minutos). Em
alguns casos, entretanto, pode ser desejavel acelerar a segregagao (por exemplo,
por centrifugagao ou filtragem) ou usar combinag¢des de qualquer um dos métodos
de segregacgao.

[0035]O processo da invengao pode, opcionalmente, compreender adicio-
nalmente a separagéao do agente de concentragao resultante ligado ao microorga-
nismo e a amostra. Para amostras fluidas, isso pode envolver a remog¢ao ou a sepa-
ragao do sobrenadante que resulta apés a segregagao. A separagao do sobrenadan-
te pode ser executada por meio de inimeros métodos que sao bem conhecidos na
técnica (por exemplo, por decantagao ou sifonamento, de modo a deixar o0 agente de
concentragao ligado ao microorganismo no fundo do recipiente ou vaso utilizado no

processo).
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[0036]O processo da invengao pode ser executado manualmente (por exemplo,
por lotes) ou pode ser automatizado (por exemplo, para permitir 0 processamento con-
tinuo ou semicontinuo).

Deteccéo

[0037]Uma variedade de microorganismos pode ser concentrada e, opcional-
mente, mas de preferéncia, detectada pelo uso do processo da invengao, incluindo, por
exemplo, bactérias, fungos, leveduras, protozoarios, virus (incluindo virus nao-
envelopados e virus envelopados), endosporos bacterianos (por exemplo, bacilo (inclu-
indo Bacillus anthracis, Bacillus cereus e Bacillus subtilis) e clostridio (incluindo Clostri-
dium botulinum, Clostridium difficile e Clostridium perfringens)) e similares, e combina-
¢des dos mesmos (de preferéncia, bactérias, leveduras, virus, endosporos bacterianos,
fungos, e combinagbes dos mesmos; com mais preferéncia, bactérias, leveduras, virus,
endosporos bacterianos, e combinagbes dos mesmos; com mais preferéncia ainda,
bactérias, virus, endosporos bacterianos, e combinagdes dos mesmos; com a maxima
preferéncia, bactérias gram-negativas, bactérias gram-positivas, virus nao-envelopados
(por exemplo, norovirus, poliovirus, virus da hepatite A, rinovirus, e combinagbées dos
mesmos), endosporos bacterianos, e combinagdes dos mesmos). O processo tem utili-
dade na detecgao de patdgenos, que podem ser importantes para a seguranga de ali-
mentos ou por razdes médicas, ambientais ou antiterrorismo. O processo pode ser par-
ticularmente atil na detecgao de bactérias patogénicas (por exemplo, bactérias gram-
negativas e gram-positivas), bem como varias leveduras, bolor e micoplasmas (e com-
binagbes de qualquer um desses).

[0038]Os géneros dos microorganismos-alvo a serem detectados incluem, mas
nao se limitam a, listeria, escherichia, salmonela, Campylobacter, clostridio, Helicobac-
ter, micobactéria, estafilococo, shiguela, enterococo, bacilo, neisséria, shiguela, estrep-
tococo, vibrao, yersinia, bordetella, borrélia, pseudomonas, sacaromicetos, candida e

similares, e combinagdes dos mesmos. As amostra podem conter uma pluralidade de
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cepas de microorganismos, e qualquer cepa especifica pode ser detectada independen-
temente de qualquer outra cepa. Cepas de microorganismos especificos que podem ser
alvos para a detecgao incluem Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudo-
tuberculosis, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Listeria mono-
cytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, Staphylococcal enterotoxin ssp, Bacillus cereus, Bacillus anthracis,
Bacillus atrophaeus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum,
Clostridium difficile, Enterobacter sakazakii, Pseudomonas aeruginosa e similares, e
combinagdes dos mesmos (de preferéncia, Staphylococcus aureus, Salmonella enteni-
ca, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus atrophaeus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
virus entéricos nao-envelopados que infectam seres humanos dos quais o0 bacteriéfago
Escherichia coli € um hospedeiro, e combinagdes dos mesmos).

[0039]0s microorganismos que foram capturados ou ligados (por exemplo,
por adsorgao) pelo agente de concentragao podem ser detectados essencialmente
por qualquer método desejado que seja atualmente conhecido ou que venha a ser
desenvolvido. Esses métodos incluem, por exemplo, métodos baseados em cultu-
ras (que podem ser preferenciais quando o tempo permite), microscopia (por
exemplo, usando-se um microscopio de luz transmitida ou um microscépio de epi-
fluorescéncia, que pode ser usado para visualizar microorganismos marcados com
corantes fluorescentes) e outros métodos de formagao de imagens, métodos de
detecgao imunolégica e métodos de detecgao genética. O processo de detecgao
apés a captura dos microorganismos pode incluir, opcionalmente, a lavagem para
remover componentes da matriz de amostra.

[0040]A detecgao imunoldgica é a deteccao de um material antigeno deri-
vado de um organismo-alvo, que é comumente uma molécula biolégica (por exem-
plo, uma proteina ou proteoglicano) agindo como um marcador sobre a superficie

das bactérias ou das particulas virais. A detecgao do material antigeno pode ser
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feita, tipicamente, por um anticorpo, um polipeptideo selecionado a partir de um
processo como Phage Display, ou um aptdmero a partir de um processo de tria-
gem.

[0041]0s métodos de detecgao imunolégica sdo bem conhecidos e incluem,
por exemplo, imunoprecipitagdo e ensaio de imunossorvente ligado a enzima
(ELISA). A ligagcao de anticorpos pode ser detectada de varias maneiras (por exem-
plo, pela marcagéo de um anticorpo primario ou secundario com um corante fluores-
cente, com um ponto quantico, ou com uma enzima que pode produzir quimiolumi-
nescéncia ou um substrato colorido, e 0 uso de uma leitora de placas ou um disposi-
tivo de fluxo lateral).

[0042]A detecgao pode ser executada também por testes genéticos (por exem-
plo, por hibridizagao de acido nucléico ou amplificagao dirigida por iniciador), que é fre-
quentemente um método preferencial. Os microorganismos capturados ou ligados po-
dem ser lisados para tornar seu material genético disponivel para teste. Os métodos de
lise sdo bem conhecidos e incluem, por exemplo, tratamentos como sonicagao, choque
osmético, tratamento por alta temperatura (por exemplo, de cerca de 50°C a cerca de
100°C), e a incubagdo com uma enzima como lisozima, glucolase, zimolose, liticase,
proteinase K, proteinase E, e enolisinas virais.

[0043]Muitos testes de detecgcao genética comumente usados detectam os
acidos nucléicos de um microorganismo especifico, incluindo o DNA e/ou 0 RNA. A
estringéncia das condigdes utilizadas em um método de detecgao genética esta corre-
lacionada com o nivel de variagdo na sequéncia do &cido nucléico que é detectada.
Condic¢oes altamente rigorosas de concentracao de sal e temperatura podem limitar a
detecgao até a sequéncia exata de acido nucléico do alvo. Dessa forma, as cepas de
microorganismos com pequenas variagdes em uma sequéncia de acido nucléico do
alvo pode ser distinguida usando-se um teste genético altamente rigoroso. A detecgéao

genética pode se basear na hibridizagdo de acido nucléico onde uma sonda de acido
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nucléico de filamento Gnico é hibridizada até os acido nucléicos sem propriedade do
microorganismo, de modo que é produzido um acido nucléico de filamento duplo, in-
cluindo a cepa de sonda. O versado na técnica estara familiarizado com identificagdes
de sondas, como radioativas, fluorescentes, e quimioluminescentes, para a detecgao
de hibridos ap6s a eletroforese em gel, eletroforese capilar, ou outro método de sepa-
racao.

[0044]0s métodos de detecgao genética particularmente (teis baseiam-se na
amplificagcao de acido nucléico dirigida por iniciadores. Os métodos de amplificagao de
acido nucléico dirigida por iniciadores incluem, por exemplo, métodos de ciclagem tér-
mica (por exemplo, reagao em cadeia de polimerase (PCR), reagao em cadeia de poli-
merase transcriptase reversa (RT-PCR), e reagao em cadeia de ligase (LCR)), bem
como métodos isotérmicos e amplificagéo de deslocamento de cepas (SDA) (e combi-
nagoes dos mesmos; de preferéncia, PCR ou RT-PCR). Os métodos para a detecgao
do produto amplificado nao se limitam a e incluem, por exemplo, separagao por eletrofo-
rese em gel e coloragao por brometo de etideo, bem como a detecgdo de uma marca
fluorescente ou marca de radio incorporada no produto. Os métodos que ndao exigem
uma etapa de separagao antes da detecgao do produto amplificado podem também ser
usados (por exemplo, PCR em tempo real ou detecgao homogénea).

[0045]0s métodos de detecgao por bioluminescéncia sdo bem conhecidos
e incluem, por exemplo, métodos de detecgéo por trifosfato de adenosina (ATP)
inclusive aqueles descritos na patente US n° 7.422.868 (Fan et al.), cujas descri-
¢Oes estao aqui incorporadas a titulo de referéncia.

[0046]Como nao é especifico para uma determinada cepa, 0 processo da in-
vengao fornece um sistema de captura geral que permite que mdultiplas cepas de
microorganismos sejam o alvo para testes na mesma amostra. Por exemplo, quando
se testa quanto a contaminagao de amostras de alimentos, pode ser desejado testar

a presenga de Listeria monocytogenes, Escherichia coli e salmonela dentro da
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mesma amostra. Uma (nica etapa de captura pode, entdo, ser seguida de, por
exemplo, testes PCR ou RT-PCR usando-se iniciadores especificos para amplificar
diferentes sequéncias de acido nucléico de cada uma dessas cepas de microorga-
nismos. Dessa forma, pode-se evitar a necessidade de manuseio e procedimentos
de preparo de amostras separadas para cada cepa.

Kit de diagnéstico

[0047]Um kit de diagnéstico para uso na execugao do processo da invengao
compreende (a) um agente de concentragéo acima descrito (de preferéncia, particula-
do); (b) um recipiente de teste (de preferéncia, um recipiente de teste esterilizado); e (c)
instrucdes para uso do agente de concentragao na execugao do processo da invengao.
De preferéncia, o kit de diagnéstico compreende adicionalmente um ou mais compo-
nentes selecionados a partir de meios de cultura ou de crescimento de microorganis-
mos, reagentes de lise, tampdes, componentes de teste de detecgao de bioluminescén-
cia (por exemplo, lumindmetro, reagentes de lise, enzima luciferase, substrato de enzi-
ma, tampdes de reagao e similares), componentes de teste de detecgdo genética, e
combinag¢des dos mesmos. Um preferencial reagente de lise preferencial € uma enzima
litica fornecida em uma tampao, e componentes do teste de detecgao genética prefe-
renciais incluem um ou mais iniciadores especificos para um microorganismo-alvo.

[0048]Por exemplo, uma modalidade preferencial do kit de diagnéstico da in-
vengao contém um agente de concentragao particulado (por exemplo, em um recipiente
descartavel esterilizado como um frasco de vidro ou de polipropileno), juntamente com
instrucdes de uso do dito agente para executar o processo da invengao (por exemplo,
misturando-se 0 agente de concentragdo com uma amostra fluida a ser analisada, per-
mitindo-se que 0 agente de concentragao seja depositado por gravidade, removendo-se
0 sobrenadante resultante, e detectando-se a presenga de pelo menos uma cepa de
microorganismo-alvo ligada por agente de concentragdo). O agente de concentragao

pode, opcionalmente, ser hidratado em um pequeno volume de tampao com conservan-
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te para otimizar a estabilidade durante o armazenamento e transporte e/ou pode ser
contido/separado em um saco de conteng¢ao lacrado e de abertura por rasgamento para
evitar contaminagdo. O agente de concentragao pode estar sob a forma de uma disper-
sa0 ou suspensao em um liquido ou pode estar sob a forma de p6. De preferéncia, o kit
de diagndstico compreende aliquotas previamente medidas (por exemplo, com base no
volume da amostra) do agente de concentragao particulado (com mais preferéncia, con-
tido em um ou mais sacos de contengao lacrados e de abertura por rasgamento).

Exemplos

[0049]0s objetivos e vantagens desta invengao sao ilustrados, ainda, pelos
exemplos a seguir, porém, os materiais e quantidades relatados nestes exemplos,
bem como outras condigbes e detalhes, ndo devem ser interpretados de modo a
limitar indevidamente esta invengao.

Materiais

[0050]O agente de concentragao silicato cristalino de magnésio (deste ponto
em diante do presente documento referido como talco) foi adquirido junto a Mallin-
ckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg, NJ, EUA). Todas as culturas de microorganismos
foram adquiridas junto a The American Type Culture Collection (ATCC; Manassas,
VA, EUA).

[0051]O agente de concentragao silicato amorfo esferoidizado de magnésio
(deste ponto em diante do presente documento referido como talco-AS) foi obtido
como microesferas cosméticas CM-111 da 3M™ (conformadas como esferas séli-
das; densidade da particula de 2,3 g/centimetros cubico; area superficial de
3,3 m?/g; tamanho de particula: 90 por cento menos que cerca de 11 microns, 50 por
cento menos que cerca de 5 microns, 10 por cento menos que cerca de 2 microns;
disponivel junto a 3M Company, St. Paul, MN, EUA).

Medicdes do potencial zeta

[0052]Os potenciais zeta das dispersdes aquosas dos agentes de concentra-
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¢ao talco e talco-AS (5,75 por cento em peso de talco e 5,8 por cento em peso de tal-
co-AS, respectivamente, em agua desionizada de 18 mega Ohms obtida utilizando-se
um sistema de desionizagdo Milli-Q™ Elix 10™ Synthesis A10 da Millipore Corpora-
tion, Bedford, MA, EUA) foram medidos como fun¢gdo do acido cloridrico adicionado
(pH) empregando-se um analisador espectral eletroacustico de multi-frequéncia Col-
loidal Dynamics Acoustosizer II™ (Colloidal Dynamics, Warwick, Rl, EUA) equipado
com um médulo de titulagao automatica TM200, eletrodo de pH e célula de condutivi-
dade em linha. As medigdes foram realizadas usando-se calibragao polar e ajustes de

amostra polares com os seguintes parametros gerais:

Volume inicial: 170 mL de disperséao
Volume de titulagao: 5 a 10 mL ao final; 20 etapas para cada titulagao
Titulante: acido cloridrico 1,0 N em agua

(J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA)
Taxa de agitagao: 300 rotag6es por minuto (rpm)
Taxa de bombeamento: 400 mL por minuto
Atraso de mistura: 120 segundos com agitagao apds a adi¢éo de
acido antes da medigao
[0053]JA um pH de cerca de 7, o talco-AS exibiu um potencial zeta de Smolu-
chowski de cerca de —12 mV, e o talco exibiu um potencial zeta de Smoluchowski de
cerca de -8 mV.

Andlise da composicao de superficie

[0054]As composi¢cdes de superficie das amostras dos agentes de concen-
tragao de talco e talco-AS foram analisadas por espectroscopia fotoeletronica de rai-
os X (XPS; também conhecida como ESCA). As amostras dos pés foram prensadas
em fitas adesivas de lado duplo e sensiveis a pressao sobre papel aluminio. O ex-
cesso de po foi removido de cada superficie da amostra aplicando-se gas nitrogénio

comprimido.
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[0055]0s dados espectrais foram obtidos utilizando-se um espectrdmetro
Kratos AXIS Ultra™ DLD (Kratos Analytical, Manchester, Inglaterra) com uma fonte
de excitagao de raios X monocromatica de Al-Ks (1487 eV) e um analisador hemisfé-
rico de energia de elétrons operado em um modo de energia continua. Os fotoelé-
trons emitidos foram detectados a um angulo de emissdao de 90 graus medido em
relagdo a superficie da amostra com um angulo sélido de aceitagao de + 10 graus.
Foi utilizado um canhao de elétrons de baixa energia para minimizar a carga da su-
perficie. As medi¢des foram feitas usando-se uma poténcia de 140 watts no anodo e
uma pressao de cdmara de 2,7 mPa (2 x 108 Torr).

[0056]Uma area da superficie de cada amostra de agente de concentragao
medindo cerca de 300 micrédmetros por cerca de 700 micrometros foi analisada para
cada ponto de dados. Trés areas em cada amostra foram analisadas e sua média
calculada para se obter os valores médios em porcentagem atémica relatados. O
processamento dos dados foi executado usando-se o software padrao Vision2™
(Kratos Analytical, Manchester, Inglaterra). Os resultados (elementos presentes em
um nivel detectavel por XPS sobre a superficie dos agentes de concentragao) sao
mostrados na Tabela A abaixo:

Tabela A.

Magnésio Silicio Carbono Oxigénio

Concentragao [(Média em|(Média em|Razdo en-|{(Média em|(Média em

Agente porcentagem |porcentagem |tre magné- |porcentagem |porcentagem
atdmica) atdmica) sio e silicio |atdémica) atdmica)

Talco 17 26 0,65 6,9 50

Talco-AS 6,5 32 0,20 14 47

Método do teste de concentracdo de microorganismos

[0057]Uma colbnia isolada de microorganismos foi inoculada em 5 mL de cal-

do de soja BBL™ Trypticase™ (Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA) e incubada a
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37°C durante 18-20 horas. Essa cultura formada de um dia para o outro com ~10°
unidades formadoras de coldnia por mL foi diluida em um tampao de adsorgao (con-
tendo 5 mM KCI, 1 mM CaClz, 0,1 mM MgClz, e 1 mM K2HPOs4) com pH de 7,2 para
obter 103 microorganismos por mL de diluigdo. Um volume de 1,1 mL da diluigdo de
microorganismos foi adicionado a tubos de polipropileno de 5 mL, separados, identifi-
cados e esterilizados (BD Falcon™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) con-
tendo 10 mg de agente de concentragéo, cada um dos quais foi fechado e misturado
em um misturador de vortice Thermolyne Maximix Plus™ (Barnstead International,
lowa, EUA). Cada tubo fechado foi incubado a temperatura ambiente (25°C) durante
15 minutos em uma plataforma de vibragdo Thermolyne Vari Mix™ (Barnstead Inter-
national, lowa, EUA). Apés a incubagao, cada tubo permaneceu em repouso na ban-
cada do laboratério por 10 minutos para decantar o agente de concentragao. Os tubos
com as amostras de controle contendo 1,1 mL da diluicdo de microorganismos sem
agente de concentragao foram tratados da mesma maneira. O agente de concentra-
¢ao decantado resultante e/ou o sobrenadante (e as amostras de controle) foram en-
tao usados para analise.

[0058]O agente de concentragao decantado foi ressuspenso em uma solugao
tampao de Butterfield esterilizada de 1 mL (pH 7,2 £ 0,2; solugao tampao de fosfato de
potassio monobasico; nimero de catadlogo VWR 83008-093, VWR, West Chester, PA,
EUA) e colocado em um meio de cultura consistindo em placas 3M™ Petrifilm™ de
contagem aerdbica (secas, reidrataveis; 3M Company, St. Paul., MN) de acordo com
as instrugdes do fabricante. A contagem aerdébica foi quantificada usando-se uma lei-
tora de placas 3M™ Petriflm™ (3M Company, St. Paul, MN, EUA). Os resultados fo-
ram calculados usando-se a seguinte formula:

Porcentagem de UFC/mL no agente de concentragao ressuspenso =

(numero de colbénias do agente de concentragao ressuspenso em placas) /

(nGmero de coldnias da amostra de controle nao tratada em placas) x 100
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(onde UFC = unidade formadora de col6nia, que é uma unidade de micro-
organismos Vivos ou viaveis).

[0059]0s resultados foram entdo relatados em termos de porcentagem de
captura dos microorganismos pelo agente de concentragao usando-se a férmula
abaixo:

Eficiéncia de captura ou porcentagem de captura = porcentagem de
UFC/mL no agente de concentragao ressuspenso Agente de concentragao

[0060]Para fins de comparagao, em ao menos alguns casos 1 mL do sobrena-
dante foi removido e colocado em placas nao diluido ou diluido a 1:10 na solugdo tam-
pao de Butterfield e colocado em um meio de cultura consistindo em placas 3M™ Petri-
film™ de contagem aerdbica. A contagem aerdbica foi quantificada usando-se uma lei-
tora de placas 3M™ Petrifilm™ (3M Company, St. Paul, MN, EUA). Os resultados foram
calculados usando-se a seguinte férmula:

Porcentagem de UFC/mL no sobrenadante =

(numero de coldnias do sobrenadante colocado em placas) / (nUmero de co-
I6nias da amostra de controle nao tratada em placas) x 100

(onde UFC = unidade formadora de col6nia, que é uma unidade de micro-
organismos Vivos ou viaveis).

[0061]Quando as colénias de microorganismos e 0 agente de concentragao
apresentaram cor similar (fornecendo pouco contraste para a leitora de placas), os
resultados foram baseados no sobrenadante e foram entdo relatados em termos de
porcentagem de captura dos microorganismos pelo agente de concentragao usando-
se a formula abaixo:

Eficiéncia de captura ou porcentagem de captura = 100 - porcentagem de
UFC/mL no sobrenadante

Exemplos 1 e 2 e exemplos comparativos 1 e 2

[0062]Usando-se 0 método de teste de concentragdao de microorganismos
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descrito acima, 10 mg de silicato amorfo esferoidizado de magnésio (preparado
conforme descrito acima; deste ponto em diante do presente documento referido
como talco-AS) e silicato cristalino de magnésio (nao-esferoidizado) (deste ponto
em diante do presente documento referido como talco) foram testados separada-
mente quanto a concentragdo bacteriana em relagdo a microorganismos-alvo, a
bactéria gram-negativa Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica se-
rovar (ATCC 35987) e a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC
6538). Os resultados sao mostrados na Tabela 1 abaixo (desvio padrao para todas

as amostras menor que 10 por cento).

Tabela 1.
Agente de concen- | Porcentagem de
Exemplo n°. Microorganismo tragao captura
C-1 Estafilococo Talco 58
1 Estafilococo Talco-AS 99
C-2 Salmonela Talco 69
2 Salmonela Talco-AS 92

Exemplos 3 a 5 e exemplos comparativos 3 a 5

[0063]Usando-se o0 método de teste de concentragdo de microorganismos
descrito acima, diferentes pesos por volume unitario de talco-AS e de talco foram
testados separadamente quanto a concentragao bacteriana do microorganismo-alvo,
Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica serovar (ATCC 35987). Os
resultados sao mostrados na Tabela 2 abaixo (desvio padrdao para todas as amos-

tras menor que 10 por cento).

Tabela 2.
Exemplo Microorganismo | Agente  de | Quantidade de | Porcentagem
ne. concentragao | agente de con- | de captura
centracao
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(mg/mL)
C-3 Salmonela Talco 1 63
3 Salmonela Talco-AS 1 82
C-4 Salmonela Talco 5 64
4 Salmonela Talco-AS 5 90
C-5 Salmonela Talco 10 69
5 Salmonela Talco-AS 10 95

Exemplos 6 a 8 e exemplos comparativos 6 a 8

[0064]Usando-se 0 método de teste de concentragao de microorganismos des-

crito acima, 10 mg de talco-AS e de talco foram testados separadamente em relagao a

diferentes concentragées bacterianas do microorganismo-alvo, Salmonella enterica,

subespécie Typhimurium enterica serovar (ATCC 35987). Os resultados sao mostrados

na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3.

Exemplo Microorganismo | Agente  de | Concentragéo de | Porcentagem

ne. concentragao | microorganismos | de captura +
(UFC/mL) desvio padrao

C-6 Salmonela Talco 10 68 +9

6 Salmonela Talco-AS 10 92 + 11

C-7 Salmonela Talco 100 74 +3

7 Salmonela Talco-AS 100 98+3

C-8 Salmonela Talco 1000 69 * 1

8 Salmonela Talco-AS 1000 92 +1

Exemplos 9 a 11 e exemplos comparativos 9 a 11

[0065]Usando-se 0 método de teste de concentragcdo de

microorganismos

descrito acima, 10 mg de talco-AS e de talco foram testados separadamente quanto a

concentragao bacteriana do microorganismo-alvo, Salmonella enterica, subespécie
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Typhimurium enterica serovar (ATCC 35987) durante 5, 10 e 15 minutos de incuba-
¢ao. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4 abaixo (desvio padrao para todas as

amostras menor que 10 por cento).

Tabela 4.
Exemplo n°. | Microorganismo | Agente de | Tempo de incu- | Porcentagem
concentracao | bacao (minutos) | de captura
C-9 Salmonela Talco 5 74
9 Salmonela Talco-AS 5 97
C-10 Salmonela Talco 10 77
10 Salmonela Talco-AS 10 96
C-11 Salmonela Talco 15 75
11 Salmonela Talco-AS 15 92

Exemplo 12 e exemplo comparativo 12

[0066]Usando-se 0 método de teste de concentragdo de microorganismos des-
crito acima, com exce¢ao do uso da solugao tampao de Butterfield Em vez da solugao
tampao de adsorgao, 10 mg de talco-AS e de talco foram testados separadamente
quanto a concentragao de levedura do microorganismo-alvo, Saccharomyces cerevisiae
(102 UFC/mL; ATCC 201390). Os materiais resultantes foram colocados em um meio
de cultura consistindo em placas 3M™ Petrifilm™ de contagem de levedura e bolor (se-
cas, reidrataveis; 3M Company, St. Paul, MN) e incubados durante 5 dias de acordo
com as instrugdes do fabricante. As coldnias isoladas de levedura foram contadas ma-
nualmente, e a porcentagem de captura foi calculado conforme descrito acima. A por-
centagem de captura foi de 97 por cento para o talco-AS e de 82 por cento para o talco
(desvio padrao para todas as amostras menor que 10 por cento).

Exemplos 13 a 15

[0067]Amostras de alimentos foram adquiridas em uma mercearia local (Cub

Foods, St. Paul). Fatias de peru e suco de maga (11 g) foram pesados em pratos de
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vidro esterilizados e adicionados em bolsas de filtro esterilizadas de polietileno Sto-
macher™ (Seward Corp, Norfolk, Reino Unido). As amostras de alimentos foram
injetadas com culturas bacterianas a uma concentragdo de 102 UFC/mL usando-se
uma cultura formada de um dia para o outro durante 18 a 20 horas (estoque) de
Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica serovar (ATCC 35987). De-
pois disso, foi adicionada uma solugao tampao de Butterfield de 99 mL em cada
amostra injetada. As amostras resultantes foram misturadas durante um ciclo de 2
minutos em um misturador Stomacher™ 400 Circulator (Seward Corp. Norfolk, Reino
Unido). As amostras misturadas foram coletadas em tubos de centrifugagcao de
50 mL esterilizados (BD Falcon™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) e
centrifugadas a 2000 rotagdes por minuto (rpm) durante 5 minutos para remover re-
siduos grandes. Os sobrenadantes resultantes foram usados como amostras para
testes adicionais. O pH do sobrenadante a base de suco de maga foi ajustado para
7,2 antes do teste pela adicao de 1N de hidréxido de sédio (VWR, West Chester, PA,
EUA.). Agua potavel (100 mL) de um bebedouro foi coletada em uma garrafa de vi-
dro de 250 mL esterilizada (VWR, West Chester, PA, EUA) e inoculada com o mi-
croorganismo-alvo Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica serovar
(ATCC 35987) a 102 UFC/mL, misturada manualmente de uma extremidade a outra
5 vezes, e incubada a temperatura ambiente (25°C) durante 15 minutos. Essa amos-
tra de agua foi usada para testes adicionais.

[0068]Usando-se 0 método de teste de concentragdo de microorganismos
descrito acima, cada 1 mL da amostra de teste preparada conforme descrito acima
foi adicionado separadamente em um tubo de ensaio contendo 10 mg de talco-AS e
testado quanto a concentragao bacteriana do microorganismo-alvo, Salmonella ente-
rica, subespécie Typhimurium enterica serovar (ATCC 35987). Os resultados sao
mostrados na Tabela 5 abaixo (desvio padrao para todas as amostras menor que 10

por cento).
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Tabela 5.
Exemplo Microorganismo | Agente de | Amostra Porcentagem
ne. concentracao de captura
13 Salmonela Talco-AS Suco de | 86
maca
14 Salmonela Talco-AS Peru 78
15 Salmonela Talco-AS Agua potavel |98

Exemplos 16 e 17

[0069]O talco-AS foi testado quanto a concentragao do microorganismo-alvo
Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica serovar (ATCC 35987) a partir
de amostras de grande volume (300 mg de talco-AS por 30 mL de volume de amos-
tra). Agua potavel (100 mL) de um bebedouro foi coletada em uma garrafa de vidro de
250 mL esterilizada (VWR, West Chester, PA, EUA) e inoculada com o0 microorganis-
mo-alvo Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica serovar (ATCC 35987)
a 102 UFC/mL. A agua inoculada resultante foi completamente misturada manualmen-
te 5 vezes e incubada a temperatura ambiente (25°C) durante 15 minutos. Amostras
de 30 mL da agua incubada foram adicionadas em tubos de centrifugagao conicos de
polipropileno de 50 mL esterilizados (BD Falcon™, Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, EUA) contendo 300 mg de talco-AS e foram testadas usando-se o método de tes-
te de concentragdo de microorganismos descrito acima. O talco-AS decantado resul-
tante foi ressuspenso em 30 mL de solugao tampao de Butterfield esterilizada, e 1 mL
da suspensao resultante foi colocado em um meio de cultura consistindo em placas
3M™ Petrifiim™ de contagem aerdbica. A porcentagem de captura foi de 98 por cento
(desvio padrao menor que 10 por cento).

[0070]11 g de tomates-uva integrais adquiridos em uma mercearia local (Cub
Foods, St. Paul) foram colocados em placas de petri esterilizadas e inoculados com

0 microorganismo-alvo Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica sero-
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var (ATCC 35987) a 102 UFC/mL, misturados manualmente agitando-se 5 vezes, e
incubados a temperatura ambiente (25°C) durante 5 minutos. Os tomates foram adi-
cionados em bolsas de filtro esterilizadas de polietileno Stomacher™ (Seward Corp,
Norfolk, Reino Unido) contendo 99 mL da solugao tampao de Butterfield. O contetdo
das bolsas foi misturado por agitacao durante 1 minuto. Amostras de 30 mL foram
adicionadas em tubos de centrifugacao cénicos de polipropileno de 50 mL esteriliza-
dos (BD Falcon™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) contendo 300 mg de
talco-AS e testadas quanto a concentragao bacteriana usando-se 0 método de teste
de concentragdo de microorganismos descrito acima. As particulas de talco-AS fo-
ram decantadas por centrifugacao a 2000 rpm durante 5 minutos (Eppendorf, West-
bury, NY, EUA). As particulas decantadas foram ressuspensas em 30 mL de solugao
tampao de Butterfield esterilizada, e 1 mL da suspensao resultante foi colocado em
um meio de cultura consistindo em placas 3M™ Petrifim™ de contagem aerébica. A
porcentagem de captura foi de 99 por cento (desvio padrao menor que 10 por cento).

Exemplos 18 e 19

[0071]10 mg de talco-AS foram testados quanto a concentragao dos endospo-
ros bacterianos-alvos Bacillus atrophaeus (ATCC 9372) e Bacillus subtilis (ATCC
19659). O método de teste de concentragdo de microorganismos descrito acima foi
utilizado com as seguintes modificagbes: as culturas formadas de um dia para o outro
tinham 2 x 102 UFC/mL de Bacillus atrophaeus e 7 x 102 UFC/mL de Bacillus subtilis,
respectivamente; os sobrenadantes resultantes foram colocados em placas nao dilui-
dos; o0 agente de concentragdo decantado com Bacillus atrophaeus ligado foi ressus-
penso em 1 mL de solugdo tampao de Butterfield esterilizada e colocado em placas; e
0 agente de concentragdo decantado com Bacillus subtilis ligado foi ressuspenso em
5 mL de solugao tampao de Butterfield esterilizada e colocado em placas (1 mL cada).
As eficiéncias de captura foram calculadas com base nas contagens dos sobrenadan-

tes em placas, e os resultados sao mostrados na Tabela 6 abaixo (desvio padrao para
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todas as amostras menor que 10 por cento).

Tabela 6.
Exemplo n° Microorganismo Agente de con-| Porcentagem de
centracao captura
18 Bacillus atrophaeus | Talco-AS 97
19 Bacillus subtilis Talco-AS 95

Exemplos 20 e 21

[0072]10 mg de talco-AS foram testados quanto a concentragdo do virus
nao-envelopado infectante de bactérias, bacteri6fago MS-2 da Escherichia coli
(ATCC 15597-B1; que é frequentemente usado como um substituto para varios virus
nao-envelopados entéricos que infectam seres humanos). Um método agar de duas
camadas (descrito a seguir) foi utilizado para testar a captura do bacteriéfago MS-2
da Escherichia coli (ATCC 15597-B1) usando-se bactérias Escherichia coli (ATCC
15597) como hospedeiro.

[0073]O estoque de bacteri6fago MS-2 de Escherichia coli foi diluido dez ve-
zes serialmente em um tampao de adsorgao 1X esterilizado (contendo 5 mM KCl,
1 mM CaClz, 0,1 mM MgClz, e 1 mM K2HPQO4) a um pH de 7,2 para obter duas dilui-
¢oes com 102 e 102 unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/mL), respectiva-
mente. Um volume de 1,0 mL da diluigdo resultante do bacteriéfago foi adicionado a
um tubo de polipropileno de 5 mL identificado e esterilizado (BD Falcon™, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) contendo 10 mg de agente de concentragao e
misturado em um misturador de vortice Thermolyne Maximix Plus™ (Barnstead Inter-
national, lowa). O tubo fechado foi incubado a temperatura ambiente (25°C) durante
15 minutos em uma plataforma de vibragdo Thermolyne Vari Mix™ (Barnstead Inter-
national, lowa). Apés a incubagao, o tubo permaneceu em repouso na bancada do
laboratério por 10 minutos para decantar o agente de concentragao. Um tubo com a

amostra de controle contendo 1,0 mL da diluicao do bacteriéfago sem agente de con-
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centragao foi tratado da mesma maneira. O agente de concentragao decantado resul-
tante e o sobrenadante (e a amostra de controle) foram entdo usados para analise.

[0074]100 microlitros do sobrenadante foram removidos e testados quanto a
presenga do bacteriéfago usando o método agar de duas camadas descrito a seguir.
Um volume adicional de 800 microlitros de sobrenadante foi removido e descartado.
Um volume de 100 microlitros do agente de concentragao decantado foi também tes-
tado quanto a presenga do bacteriéfago.

Método 4gar de duas camadas:

[0075]Uma unica coldnia de bactérias Escherichia coli (ATCC 15597) foi ino-

culada em 25 mL de caldo de soja triptico, 3 por cento em peso, esterilizado (Bacto™
Tryptic Soy Broth, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA; preparado de
acordo com as instrugdes do fabricante) e incubada a 37°C em um incubador de agi-
tacdo (Innova™ 44, New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, NJ, EUA) ajustado pa-
ra 250 rotagbes por minuto (rpm) de um dia para o outro. 750 microlitros dessa cultura
formada de um dia para o outro foi usada para inocular 75 mL, 3 por cento em peso,
de caldo de soja triptico esterilizado. A cultura resultante foi incubada a 37°C no incu-
bador de agitagao ajustado para 250 rpm para obter células de Escherichia coli na
fase exponencial conforme medido pela absorbancia a 550 nm (valores de absorban-
cia 0,3-0,6) usando-se um espectrofotdometro SpectraMax M5 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA). As células foram incubadas sobre gelo até serem utilizadas
para testes.

[0076]Um volume de 100 microlitros com as amostras do teste de bacterio-
fago descrito acima foi misturado com 75 microlitros das células de Escherichia coli
incubadas no gelo (bactérias hospedeiras) e incubado a temperatura ambiente
(25°C) durante 5 minutos. As amostras resultantes foram misturadas com 5 mL de
agar do topo derretido esterilizado (3 por cento em peso de caldo de soja triptico

esterilizado, 1,5 por cento em peso de NaCl, 0,6 por cento em peso de agar; prepa-
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rado naquele dia e mantido em banho-maria a 48°C). A mistura foi, entao, derra-
mada no topo do agar do fundo (3 por cento em peso de caldo de soja triptico, 1,5
por cento em peso de NaCl, 1,2 por cento em peso de agar) em placas de petri. O
componente do agar derretido da mistura foi deixado solidificar durante 5 minutos,
e as placas de petri ou placas foram invertidas e incubadas a 37°C. As placas fo-
ram inspecionadas visualmente apés a incubagao de um dia para outro, e as pla-
cas contendo agente de concentragédo decantado (bem como a placa de controle)
mostraram a presenga de placas do bacteriéfago. As eficiéncias de captura foram
calculadas com base nas contagens dos sobrenadantes em placas e seu valor de-
terminado em 72 por cento para a diluigdo 102 UFP/mL (desvio padrao menor que
10 por cento).

Exemplo 22

[0077]0O suco de maga foi adquirido em uma mercearia local (Cub Foods,
St. Paul). O suco de maga (11 g) foi pesado em um prato de vidro e adicionado a
99 mL de solugéao tampao de Butterfield em condi¢gbes estéreis. A combinagéao re-
sultante foi misturada por movimentagao circular durante 1 minuto e foi injetada
com duas culturas bacterianas, cada uma a uma concentragao de 1 UFC/mL,
usando-se culturas formadas de um dia para o outro durante 18-20 horas (esto-
ques bacterianos) de Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica sero-
var (ATCC 35987) e Escherichia coli (ATCC 51813). As diluigdes seriais dos esto-
ques bacterianos tinham sido feitas em um tampao de adsor¢ao 1X esterilizado
conforme descrito acima.

[0078]Usando-se 0 método de teste de concentragdo de microorganismos
descrito acima, um volume de 10 mL da amostra de suco de maga injetada foi adicio-
nado em um tubo de centrifugagao cénico de polipropileno de 50 mL esterilizado (BD
Falcon™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) contendo 100 mg de talco-AS e

incubado durante 15 minutos para captura/concentragéo bacteriana do microorganis-
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mo-alvo, salmonela (na presenga de Escherichia coli, um microorganismo concorren-
te). O sobrenadante resultante foi removido, e 0 agente de concentragdo decantado
foi transferido para outro tubo de 50 mL esterilizado contendo 2 mL de caldo de soja
triptico esterilizado, 3 por cento em peso, (Bacto™ Tryptic Soy Broth, Becton Dickin-
son and Company, Sparks, MD, EUA; preparado de acordo com as instruges do fa-
bricante). O tubo foi fechado de maneira frouxa, e seu contetido foi misturado e incu-
bado a 37°C. Apés a incubagao de um dia para outro, a mistura do caldo resultante foi
testada quanto a presenga de salmonela usando-se uma tira de teste RapidChek™ de
imunoensaio de fluxo lateral de salmonela disponivel junto a SDI (Strategic Diagnos-
tics, Inc., Newark, DE, EUA). A inspegao visual da tira de teste mostrou a presenga de
salmonela.

[0079]A detecgao de acido nucléico por reagao em cadeia de polimerase (PCR)
foi realizada também para a mistura do caldo contendo microorganismos. 1 mL do caldo
contendo agente de concentragdo incubado de um dia para o outro conforme descrito
acima, foi testado como amostra de teste quanto a presenga de salmonela utilizando-se
o kit de detecgado TagMan™ ABI de Salmonella enterica, disponivel junto a Applied
Biosystems (Foster City, CA, EUA). Como amostra de controle, foi testado também um
volume de 1 mL da cultura formada de um dia para o outro durante 18-20 horas (esto-
que) de Salmonella enterica, subespécie Typhimurium enterica serovar (ATCC 35987).
O teste de PCR foi conduzido em um sistema Stratagene Mx3005P™ QPCR (PCR
quantitativo) (Stratagene Corporation, La Jolla, CA, EUA) utilizando-se as seguintes
condi¢des de ciclo por ciclo durante 45 ciclos: 25°C durante 30 segundos, 95°C durante
10 minutos, 95°C durante 15 segundos, e 60°C durante 1 minuto. Foi obtido um valor
limite de ciclo médio (n=2) (valor CT) de 17,71 para a amostra de controle. Foi obtido
um valor CT médio (n=2) de 19,88 para a amostra de teste contendo agente de concen-
tracao, indicando uma reagao positiva ao teste de PCR e confirmando a presenga de

salmonela.
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[0080]As descrigdes aqui referidas e contidas nas patentes, documentos de
patente e publica¢des citadas no presente documento estao aqui incorporadas a titu-
lo de referéncia em sua totalidade como se cada uma fosse incorporada individual-
mente. Varias modificagbes e alteragbes imprevisiveis desta invengdo se tornarao
evidentes aos versados na técnica sem divergir do escopo e do espirito desta inven-
cao. Deve-se compreender que esta invengao nao tenciona ser desnecessariamente
limitada pelas modalidades e exemplos ilustrativos aqui apresentados e que tais
exemplos e modalidades sao apresentados somente a titulo de exemplo, tendo o
escopo da invengao a intengao de ser limitado apenas pelas reivindicagbes aqui

apresentadas da seguinte forma:
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REIVINDICACOES

1. Processo para capturar ou concentrar microorganismos, O Processo
sendo CARACTERIZADO pelo fato de que compreende (a) fornecer um agente de
concentragao que compreende um silicato amorfo esferoidizado de magnésio e
que tem uma composi¢ao de superficie com uma razao entre atomos de metal e
atomos de silicio menor que ou igual a 0,5, conforme determinado por espectros-
copia fotoeletrdnica de raios X (XPS); (b) fornecer uma amostra que compreende
pelo menos uma cepa de microorganismo; e (c) colocar em contato o dito agente
de concentragao com a dita amostra de modo que ao menos uma por¢ao da dita
ao menos uma cepa de microorganismo seja ligada ao ou capturada pelo dito
agente de concentragao.

2. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que o dito processo compreende adicionalmente a detec¢ao da presencga de pelo
menos uma cepa de microorganismo ligada.

3. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que o dito agente de concentragao € um agente de concentragao particulado.

4. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que o dito agente de concentragao compreende um silicato amorfo esferoidizado
de magnésio sob a forma particulada ao menos parcialmente fundida.

5. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que a dita amostra esta na forma de um fluido.

6. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que a dita cepa de microorganismo é selecionada a partir de cepas de bactérias,
fungos, leveduras, protozoarios, virus, endosporos bacterianos e combinag6es dos
mesmos.

7. Processo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato

de que o dito contato é realizado através da mistura do dito agente de concentragao e
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a dita amostra; e/ou em que o dito processo compreende adicionalmente a segrega-
¢ao do agente de concentragao resultante ligado ao microorganismo.

8. Kit para capturar ou concentrar microorganismos, o0 kit sendo
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende (a) um agente de concentragcao
que compreende um silicato amorfo esferoidizado de magnésio e que tem uma com-
posicao de superficie tendo uma razao entre atomo de metal e atomo de silicio me-
nor que ou igual a 0,5, conforme determinado por espectroscopia fotoeletronica de
raios X (XPS); (b) um recipiente de teste; e (c) instrugées de uso do dito agente de

concentragao na realizagao do processo conforme definido na reivindicagao 1.
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