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RESPUESTA AL EXAMEN DE FONDO -

Yo, MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y
domiciliada como aparece al pié de mi firma, atentamente me permito presentar
respuesta al oficio No. 11361 notificado por fijacion en lista del 14 de Septiembre de
2007, en los siguientes términos: '

1. CLARIDAD DE LA SOLICITUD
1.1 Claridad de la Descripcion:
En cuanto a la claridad de la solicitud, el examinador menciona:
No aparece a lo largo del capitulo descriptivo una evidencia experimental sobre la

solucién al problema planteado: menor duracién del método, su reproducibilidad y su
menor costo.

En cuanto a esta objecion, el solicitante discrepa del sefior examinador, toda vez que en el

aparte de la descripcion Esencia de la Invencidn, si se aportan evidencias experimentales

acerca de las soluciones a los problemas citados en el aparte Nivel Conocido de la Técnica.




Los problemas existentes en el estado de la técnica que plantea el solicitante son:

- Problemas relacionados con los largos tiempos de incubacién para preparar
muestras de ADN bacteriano intacto e inmovilizado de bacterias, Utiles para tipificar
mediante Electroforesis de Campos Pulsantes estos microorganismos. —=

- Uso de enzimas liticas y proteasas para llevar a cabo este proceso y moldes que no pj‘g/\

forman muestras con tamarios homogéneos conteniendo los ADN inmovilizados. :;7

Las evidencias que resolvieron los problemas del estado del arte mencionados se describen

en las siguientes paginas del aparte Esencia de la Invencién:

- En la pagina 17, lineas 3-14: (se muestra el inicio y el fin de la cita)

“La presente invencion provee un proceso y un juego de reactivos que permiten tipificar
aislados de microorganismos en un dia de trabajo (entre 7 y 13 horas)...” “...que brinda
minibloques cuyos grosores son homogéneos y pueden estar entre 0.03 y 0.1 cm segun
las dimensiones del molde que se emplee.”
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- En la pagina 18, linea 5 a pagina 20, linea 21: (se muestra el inicio y el fin de la Qé\d\ '@(\

cita)

“El metodo de preparacion de muestras provistd en esta invencion consume 60 minutos a j

lo sumo, es sencillo y barato, pues no requiere de enzimas liticas ni proteasas en las
soluciones de incubacion de los microorganismos...” “...También con este tipo de molde
pueden prepararse minibloques que contengan cualquier otro tipo de células.”

Adicionaimente, la descripcion proporciona evidencia experimental en los siguientes
ejemplos de realizacion:

- Ejemplo 1, pagina 29, linea 26 a pagina 30, linea 12. Molde esterilizable para
preparar muestras.

- Ejemplo 3, pagina 32, linea 4 a pagina 33, linea 4. Preparacién no enzimética de
ADN intacto e inmovilizado de Pseudomonas aeruginosas procedente de cultivos
en medio sdlido y liquido.

- Ejemplo 4, pagina 33, linea 6 a pagina 34, linea 8. Preparacién no enzimética de
ADN intacto e inmovilizado de Staphylococcus aureus procedente de cultivos en
medio sélido.

- Ejemplo 8, pagina 35, linea 1-25. Tipificacién de aislados de Escherichia coli
mediante el empleo del miniCHEF.

- . Figuras 1, 3,4y 10.

En cuanto a la reproducibilidad de las soluciones propuestas, ésta se hace evidente en los
Ejemplos 1, 3, 4 y 8 y en las Figuras 1, 3, 4 y 10 contenidas en la Esencia de |a Invencién
(Ver también Breve descripcion de las figuras, pag. 40, linea 27 a pag. 13, linea 18).



Aclaro al sefior examinador que no es objeto de esta invencidn reivindicar los costos de las
soluciones propuestas por lo que no era necesario demostrar su menor costo frente a las
soluciones establecidas en el estado del arte. Es evidente que si se reducen los tiempos de
preparacion de las muestras de ADN, asi como los reactivos biolégicos que son
comunmente utilizados (enzimas liticas y proteasas) son reemplazados por reactivos
quimicos, los costos de las soluciones son menores y por €so se mencionan como ventajas
de las soluciones propuestas. Por solo sefialar un ejemplo el costo de 1 g de Proteinasa k
(la proteasa mas utilizada en el estado del arte) es de 690 délares americanos mientras que
el costo de 1 kg de Urea es 28.50 dolares americanos (datos de precios tomados del
catalogo Sigma-Aldrich Biochemicals & Reagents for Life Science Research 2004-2005)

1.2 Claridad de las Reivindicaciones

Con el objeto de superar las objeciones hechas a la claridad de las reivindicaciones,
presento un nuevo pliego reivindicatorio, el cual no incluye nueva materia a la solicitud,
comprendido por 14 reivindicaciones que sustituyen a las reivindicaciones originales 1 a 17.

Las modificaciones realizadas consistieron en:

- Plantear nuevas reivindicaciones dirigidas a un proceso para la tipificacion de
bacterias;

- Cancelar las reivindicaciones originales No 14-17,;

- Eliminar las reivindicaciones del método de calculo que posee como salida la serie
de duraciones de los pulsos mas eficiente para lograr la mejor separacién de los
fragmentos de restricciobn de cada especie bacteriana en el minimo tiempo de
electroforesis, asi como la representacion grafica de los patrones electroforéticos de
bandas predichos.

- Adicionalmente, se presenta un nuevo resumen de la solicitud.

- La nueva reivindicacién 1 limita la materia reivindicada a los dos objetos de
invenciéon novedosos revelados en esta solicitud y que forman parte del proceso de
tipificacion rapida de bacterias. Los dos objetos de invencidn son los siguientes:

o El molde flexible para formar los minibloques.

o El juego de reactivos quimicos, su composicién y los pasos para preparar
ADN bacteriano intacto e inmovilizado en los mencionados moldes y de
forma rapida mediante el uso de dicho juego de reactivos.

Del nuevo pliego reivindicatorio se desprende que no se caracteriza el proceso por el
modelo matematico empleado sino por las etapas que lo caracterizan y o hacen
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novedoso e inventivo sobre los procesos conocidos. Las etapas del proceso reivindicado,
aunque poseen los mismos fines que las conocidas en el estado del arte, se llevan a cabo
mediante un procedimiento nuevo ya que utiliza, para inmovilizar las células bacterianas en
un gel, moldes flexibles y esterilizables nunca antes descritos y para preparar los ADN

intactos e inmovilizados de P. aeuginosa, E. coli y S. aureus disoluciones que solo

contienen reactivos quimicos y que tampoco eran conocidas antes de esta solicitud. Estas

nuevas caracteristicas del proceso permiten que el mismo sea realizado eficientemente
en tiempos cortos y a menor costo.

En cuanto a la afirmacién del sefior examinador: ‘No es posible la identificacién de las
propiedades técnicas y novedosas e inventivas del método reivindicado en las
reivindicaciones 1 a 17 ni su aporte al estado de la técnica...’, el solicitante manifiesta su
desacuerdo toda vez que los fines de las etapas_del proceso_reivindicado-no-se
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diferencian de los conocidos en el estado del arte_pero.lo_que_si_es novedoso es la forma

en que se realizan tal y como se describe_en los apartes de la descripcion ya

mencionados de la Esencia de la Invencién y que se resumen en las Ventajas de las

soluciones propuestas (pag. 38). -

No obstante enumeraré algunas de las caracteristicas de las soluciones propuestas que

\J
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hacen novedoso el proceso reivindicado: M CA‘;—/I(QJC-\;Q(Q‘

= En la solicitud de patente, el molde estd compuesto de diferentes materiales
flexibles y forma minibloques individuales de tamafios idénticos.

= El molde flexible permite ser doblado para despegarle facilmente los minibloques
de el, y de esta forma los minibloques puedan caer directamente dentro de la
disolucion de tratamiento y asi se evitan manipulaciones innecesarias. Esta
propiedad de ser flexible lo diferencia de las soluciones conocidas en el estado del
arte que describen moldes rigidos que no pueden ser doblados.

» |os materiales flexibles empleados para construir el molde descrito en ia solicitud
de patente pueden ser esterilizados en autoclave. Los moldes que pueden ser
esterilizados en autoclave son utiles para tipificar bacterias patégenas porque elios
incrementan la bioseguridad del proceso. Los moldes conocidos con anterioridad
estan compuestos por materiales que no pueden ser esterilizados en autoclave.

= El molde reivindicado en la presente solicitud permite formar miniblogues
individuales e idénticos, mientras que los moldes conocidos en el estado del arte
forman tiras de agarosa que tienen que ser cortadas para obtener los minibloques
lo cual constituye una manipulacién adicional. Cuando las tiras de agarosa son
cortadas pueden obtenerse minibloques de diferentes tamafios. El uso de
minibloques de diferentes tamafos afecta la reproducibilidad de los patrones de
bandas.
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La novedad de esta parte de la invencion es el molde en si mismo y los materiales
flexibles utilizados para su construccién, por ej. silicona. Los materiales flexibles poseen
la propiedad de poder ser esterilizados por autoclave y doblados, asi como también
mayor durabilidad, por ej. el molde de acrilico es mas fragil. EI molde descrito en esta
solicitud permite obtener directamente minibloques individuales sin realizar
manipulaciones adicionales. Por otra parte, la construccidon de estos moldes es mas
simple, ya que los materiales flexibles pueden ser fundidos y los moldes construidos en
un ‘pre-molde’ disefiado previamente para que le confiera la forma requerida al molde de
formar minibloques independientes. Esta tecnologia facilita Ia produccién industrial del
molde. Por ultimo, los moldes de acrilico tienen que ser construidos uno a uno mediante
carpinteria de plastico.

Adicionalmente, la presente solicitud revela la siguiente modificacién para el aislamiento

de ADN intacto de P. aeruginosa, E. coli y S. aureus inmovilizado en minibloques:

» La sustituciébn de los reactivos bioldgicos (enzimas liticas y proteasas) por
reactivos quimicos para el tratamiento de las células de P. aeruginosa, E. coliy S.
aureus inmovilizadas en minibloques y la obtencion de ADN inmovilizado de
calidad de eétos microorganismos para ser analizado mediante las minicamaras
CHEF de Electroforesis de Campos Pulsantes.

El resto de las caracteristicas del proceso (la disminucién de los tiempos de preparacion,
la disminucién de la cantidad de células inmovilizadas, la disminucién de los costos) se
derivan precisamente de la utilizacién de este procedimiento para preparar ADN intacto e
inmovilizado de estos microorganismos.

Este proceso de preparacion de ADN intacto e inmovilizado de P. aeruginosa, E. coliy S.
aureus se diferencia de todo lo conocido hasta el momento en el estado del arte. Hasta el
momento, no habia sido demostrado que las disoluciones que contienen agentes
quelantes, detergentes y urea eran capaces de liberar los ADN de bacterias para que
fueran digeridos con enzimas de restriccion y posteriormente analizados mediante
Electroforesis de Campos Pulsantes (Nivel Conocido de la Técnica). Lo unico conocido

era que disoluciones conteniendo urea y detergentes permitian la desproteinizacion de
e .
ADN de S. cerevisiae. Por ejemplo, El tercer parrafo de la seccion de Introduccidndel

documento ‘Non-enzymatic deproteinization...’ (Analytical Letters (1994) vol 27, N° 7, pp.
1255-1264) describié ‘... un método de desproteinizacion de las moléculas de ADN para
la preparaciéon de ADN de talla cromosomica. El método utiliza disoluciones que contienen
urea, detergente o ambos combinados para disociar los complejos de ADN-proteinas’. Sin
embargo, los resultados presentados en el cuerpo del documento demostraron solamente

la obtencion de ADN de S. cerevisiae de tamafio cromosémico de calidad para ser
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analizado mediante Electroforesis de Campos Pulsantes después de la incubacién de los
protoplastos de S. cerevisiae con urea y un detergente. Ese procedimiento reportado fue
simplificado en el documento ‘Rapid non enzymatic...". (Analytical Letters, (1996) vol 29,
N° 12, pp 2079-2084) eliminando el paso de formacién de protoplastos de S. cerevisiae.
Sin embargo, la extension de esta informacién para la preparacion de ADN inmovilizado
de P. aeruginosa, E. coliy S. aureus no es de ninguna forma una tarea obvia para una
persona entrenada en el arte de preparar ADN y por tanto la inclusién de estos reactivos
en una disoluciéon del juego de reactivos no resta novedad y actividad inventiva a esta
aplicacion. Las evidencias técnicas y cientificas de la anterior afirmacién se presentan a
continuacion:

* Los mecanismos por los cuales las disoluciones que contienen urea y detergentes

rindieron ADN inmovilizado de S. cerevisiae de buena calidad para ser analizado

A\
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medlante Electroforesis de Campos Pulsantes no fueron revelados en Ia/ ZZ

mformacuSn publicada previamente a la presentacion de esta solicitud.

= S, cerevisiae es un organismo eucarionte. La pared celular de las especies de
levaduras contienen como principales componentes [(-glucanos y quitina. La
composicion de las mencionadas paredes celulares difiere de las de las bacterias.
El principal componenté de las paredes celulares de la bacterias son los
peptidoglicanos; otroé componentes son acido teicoico, lipoproteinas y
lipopolisacaridos. Por otra parte, la mayoria de los métodos conocidos para la
extraccion de ADN de levaduras requieren de enzimas, tales como zimolasa, que
tiene especificidades diferentes de las que se utilizan para lisar las paredes

celulares bacterianas. Por ejemplo, para formar esferoplastos de células de E. coli

y P. aeruginosa se requiere lisozima, mientras que para formar los de S. aureus
es necesario lisostafina. Por tanto, para la preparacién de ADN de S. cerevisiae 0
bacterias se utilizan diferente enzimas en el paso de ruptura de las paredes

celulares. En el acapite Nivel conocido de la técnica. Caracteristicas de las

soluciones técnicas analogas se presentan varios ejemplos (vea pagina 9, linea 24

a la pagina 12, linea 16) Q/‘\)\QB

Por tanto, si hasta el momento el mecanismo de accién de las disoluciones publicadas
previamente a la presentacion de esta solicitud eran desconocidas; y S. cerevisiae, E.
coli, P. aeruginosa y S. aureus requieren diferentes enzimas para romper sus paredes
celulares, la inclusiQn'de urea y detergentes en las disoluciones utilizadas para romper las
paredes ceIuIarestacterianas no es una tarea obvia. De aqui, que los autores de la
solicitud de patente no tenian disponible ninguna informacién publica que indicara que las
disoluciones utilizadas para romper las paredes celulares de S. cerevisae podrian actuar

sobre los componentes de las paredes celulares bacterianas.
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s Argumentos adicionales forman parte del ‘know-how' de la invencion y por eso no
fueron revelados en la solicitud de patente. Por ejemplo, las paredes celulares de
P. aeruginosa se rompen antes de la inmovilizaciéon y no se obtienen moléculas de
ADN intactas, si las c¢élulas de este microorganismo son lavadas e inmovilizadas
en las disoluciones que se utilizan para lavar e inmovilizar las células de S.
cerevisiae, o E. coli, o S. aureus. Esto demuestra que no se pueden deducir
generalizaciones a partir de la informacién conocida del estado del arte.

» La utilizacién de disoluciones compuestas solamente por reactivos quimicos para
tratar las células inmovilizadas, permiti6 que en la etapa de lavado de las de
moléculas de ADN solo se utilicen reactivos quimicos en las disoluciones de
lavado y no sea necesario utilizar inhibidores de proteasas o largos tiempos de
lavados como esta establecido en el estado del arte.

En la actualidad continian utiliziandose protocolos enzimaticos costosos para
tipificar bacterias mediante Electroforesis de Campos Pulsantes en todo el mundo, a
pesar de las informaciones conocidas del estado del arte y que en este momento las
enfermedades infecciosas permanecen siendo un serio problema emergente de salud.
Este hecho provee evidencias adicionales de que no es obvio deducir generalizaciones a
partir de la informacién conocida del estado del arte.

Los argumentos anteriores respaldan que el método para preparar ADN
inmovilizado de bacterias mediante el uso solamente de reactivos quimicos; y ahora
reivindicado en las reivindicaciones No 1-14 enmendadas, requiere actividad inventiva y
es totalmente nuevo.

En conclusion, las modificaciones efectuadas a la solicitud superan las objeciones
por excepcidn de patentabilidad y claridad. Entonces, la presente solicitud cumple con

las disposiciones de los articulos 28 y 30 y, dado su caracter novedoso e inventivo

también cumple los requisitos de patentabilidad exigidos por los articulos 14 y 18 de la

Decisién 486. Por lo tanto, respetuosamente solicito a ese Despacho que se conceda el
privilegio de patente a la presente solicitud.
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2, ANEXOS

Capitulo reivindicatorio

Nuevo resumen

Formato de modificaciones

Recibo de pago por modificaciones

Sefiora Jefe,

‘Vl garita Castellanos Abondano

C.C. No. 39.779.654 de Usaquen

T.P.A. No. 70819 del Cons. Sup. de la Judicatura
Carrera 92. No. 93-09 - Bogota, D.C.

Teléfono: 6107420 - 6107480

44 BIT. 2007

Bogota D.C.

PATENTES/4868/MEMORIAL FONDO
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NTENDENCIA,

Espacio reservado para el adhesivo de radicacion

OLICITANTE

Teléfono:

E-mail;
® _ Nombre: MARGARITA CASTELLANOS A.
REPRESENTANTE
O APODERADO Direccion: CALLE 94A No. 7A-09

Teléfono: 61074 20 Fax: 610 07 06

E-mail: info@castellanosyco.com

IDENTIFICACION

c.C. N
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Cual

Numero  39'779.654 TPA 70.819

@ Anexos:

mComprobante de pago de la tasa.

mNuevo capitulo reivindicatorio

DPoderes si fuere el caso, junto con la sustitucion de los mismos a mi favor.
DDocumento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean personas juridicas
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PROCESO PARA LA TIPIFICACION RAPIDA DE MICROORGANISMOS Y
JUEGO DE REACTIVOS EMPLEADO

RESUMEN

Se provee un proceso para tipificar rapidamente levaduras, parasitos y bacterias.
Comprende los siguientes pasos: a) Preparar, en 5 a 60 minutos, ADN intacto e
inmovilizado mediante un método que emplea un juego de reactivos que solo
contiene solucién tampon, un detergente, un agente quelante y un agente que
rompe los puentes de hidrégeno. b) Separar moléculas de ADN intactas o sus
fragmentos de restriccion usando miniequipos de electroforesis de campos
pulsantes de los sistemas CHEF (Contour Clamped Homogeneous Electric Field) y
TAFE (Transversal Alternating Field Electrophoresis) en tiempos comprendidos
entre 2.5 y 7 horas. ¢) Seleccionar las condiciones éptimas que se aplicaran en el
miniCHEF empleando un método que simula a priori los patrones electroforéticos
que se obtendrian en dichos geles. d) Brindar los tiempos de reorientacion,
velocidades de migracion y tallas de las moléculas sin emplear marcadores de

tallas pero valiéndose de un método que analiza distancias migradas.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la tipificaciéon rapida de bacterias mediante Electroforesis
de Campos Pulsantes (ECP); proceso que es realizado durante 7 a 13 horas dado
que las separaciones mediante ECP de los fragmentos de restriccion del ADN
bacteriano son realizadas en minicamaras del sistema CHEF (‘Contour Clamped
Homogeneous Electric Field’); proceso caracterizado porque la preparacién de
ADN intacto e inmovilizado de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa o

Staphylococcus aureus comprende las etapas de:

( a) inmovi]_iz_a_c_ign de las células bacterianas en minibloques de agarosa
mediante rpgj_ci_?g flexibles con tapas y disoluciones compuestas por reactivos
| qUimicos; disgl,uéiones que conforman un juego de reactivos y que contienen
una sal (NaCl 0.15 M) o un agente quelante de metales (EDTA 0.01M) y una
sal (NaCl 0.15M); disoluciones que podrian contener adicionalmente agarosa
de bajo punto de fusion; siendo dichos moldes y tapas ensamblados
completamente y las células bacterianas inmovilizadas en minibloques de

agarosa formados en dichos moldes de acuerdo con diferentes pasos,

b) tratamiento de las células inmovilizadas mediante la incubacién de los
minibloques en disoluciones compuestas por reactivos quimicos; disoluciones
que conforman un juego de reactivos y que contienen un agente quelante de
metales (EDTA 0.1M), dos detergentes aniénicos (Sarcosil 1% y Nonidet P-
40 1%) y Tris base 0.01M, disoluciones que podrian contener adicionalmente
Urea 4M,

¢) lavado y almacenamiento de las moléculas de ADN intacto inmovilizado de
cada especie bacteriana mediante la incubacién de los minibloques que las
contienen en disoluciones compuestas por reactivos quimicos; disoluciones
que conforman un juego de reactivos y contiene un agente quelante de
metales (EDTA 0.1M) y Tris base 0.01M,

proceso donde las etapas son realizadas dg acuerdo con diferentes pasos en
dependencia de la especie bacteriana. y

=

2. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicacion No. 1 caracterizado porque el molde flexible donde se inmovilizan
las células de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus
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aureus en minibloques de agarosa son laminas de materiales tales como la
silicona, y se cubren con tapas de vidrio; laminas que poseen hasta 0.5 cm de
grosor y tienen estampadas en una de sus superficies multiples depresiones
cuadradas con lados de 0.3 cm de tamaiio y desde 0.03 hasta aproximadamente
0.1 cm de profundidad, depresiones en las cuales la mezcla de agarosa y células
bacterianas solidifica formando minibloques con dichas dimensiones, moldes que
son lo suficientemente flexibles para doblarse y permitir que los minibloques se
despeguen de los mismos, moldes que son reutilizables después de esterilizarlos

mediante autoclave.

3. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicacion No. 2 caracterizado porque las laminas flexibles que forman dichos
moldes flexibles y autoclavables son de silicona, goma o cualquier otro material
flexible, laminas que pueden tener cualquier forma, tamafio y hasta 50

depresiones cuadradas idénticas estampadas en una superficie.

4. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con las
reivindicaciéon N° 1 caracterizado porque la etapa de ensamblaje de uno de dichos
moldes flexibles e inmovilizacién de células bacterianas en minibloques de

agarosa para preparar ADN intacto inmovilizado comprende los pasos siguientes:

i) verter la suspension de células bacterianas y agarosa sobre la superficie

del molde que posee estampadas las depresiones,

ii) distribuir uniformemente dicha suspension con una espatula hasta

rellenar dichas depresiones,

iii) cubrir el molde con su tapa y esperar hasta que se formen los
minibloques,
iv) doblar el molde sobre un frasco cualquiera para despegar los

minibloques.

5. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicacion N° 1 caracterizado porque la composicion de una disolucién de
dicho juego de reactivos utilizada para lavar las células en la etapa de
inmovilizacion de las mismas en minibloques de agarosa mediante moldes
flexibles es NaCl 0.15M y EDTA 0.01M, pH 8.0 (disolucién N° 1).
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6. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicacién N° 1 caracterizado porque la composicion de una disolucién de
dicho juego de reactivos utilizada para lavar las células en la etapa de
inmovilizacion de las mismas en minibloques de agarosa mediante moldes
flexibles es NaCl 0.15M (disolucion N° 2).

7. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicacién N° 1 caracterizado porque la composicion de una disoluciéon de
dicho juego de reactivos utilizada para formar los minibloques de agarosa en la
etapa de inmovilizacion de las células mediante moldes flexibles es agarosa de
bajo punto de gelificacion fundida en NaCl 0.15M a una concentracion entre 1.5y
2.0 % (disolucion N° 3). '

8. Un prdceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicaciéon N° 1 caracterizado porque la composicion de una disolucién de
dicho juego de reactivos utilizada para formar los minibloques de agarosa en la
etapa de inmovilizacion de las células mediante moldes flexibles es agarosa de
bajo punto de gelificaciéon fundida en NaCl 0.15M y EDTA 0.01M, pH 8.0 a una

concentracion entre 1.5y 2.0 % (disolucion N° 4).

9. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicacién N° 1 caracterizado porque la composicién de una disolucion de
dicho juego de reactivos mediante la cual se realiza la etapa de tratamiento de las
células inmovilizadas es EDTA 0.1 M, Sarcosil 1 %, Nonidet P-40 1 % y Tris base
0.01 M, pH 8.0 (disolucién N° 5).

10.  Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicacién N° 1 caracterizado porque la composicion de una disolucién de
dicho juego de reactivos mediante la cual se realiza la etapa de tratamiento de las
células inmovilizadas es EDTA 0.1 M, Sarcosyl 1 %, Nonidet P-40 1 %, Tris base
0.01M y Urea 4M, pH 8.0 (disolucion N° 6).

11. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con la
reivindicacion N° 1 caracterizado porque la composicion de la disolucion de dicho
juego de reactivos mediante la cual se realiza la etapa de lavado y conservacion
de los minibloques es EDTA 0.1 M y Tris base 0.01M, pH 8.0 (disolucién N° 7).
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12.  Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con las
reivindicacion N° 1, caracterizado porque las etapas para la preparacion de ADN
intacto e inmovilizado proveniente de células de P. aeruginosa comprenden los

pasos siguientes:

i) colectar las células del microorganismo cultivadas en medio liquido o sélido

y lavarlas en la disolucién N° 2 de dicho juego de reactivos,

ii) resuspender dichas células en la disolucién N° 3 de dicho juego de

reactivos y verter la suspension sobre un molde flexible,

iif) despegar los minibloques del molde, después que la agarosa solidifique,
doblando dicho molde e incubar los minibloques en la disolucién N° 6 de

dicho juego de reactivos durante 30 minutos a 50°C,

iv) lavar los minibloques dos veces a 50°C durante 10 minutos en la disolucién
N° 7 de dicho juego de reactivos y posteriormente conservarlos en dicha

disolucion.

13. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con las
reivindicacion N° 1, caracterizado porque las etapas para la preparacion de ADN
intacto e inmovilizado proveniente de células de S. aureus comprenden los pasos
siguientes:
i) colectar las células del microorganismo cultivadas en medio liquido o sélido
y lavarlas en la disoluciéon N° 1 de dicho juego de reactivos,

i) resuspender dichas células en la disolucién N° 4 de dicho juego de
reactivos y verter la suspensién sobre un molde flexible,

iii) despegar los minibloques del molde, después que la agarosa solidifique,
doblando dicho molde e incubar los minibloques en la disolucion N° 6 de

dicho juego de reactivos durante 60 minutos a 50°C,

iv) lavar los minibloques dos veces a 50°C durante 10 minutos en la disolucidn
N°® 7 de dicho juego de reactivos y posteriormente conservarlos en dicha
disolucion.

14. Un proceso para la tipificacion rapida de bacterias de acuerdo con las
reivindicacion N° 1, caracterizado porque las etapas para la preparacion de ADN
intacto e inmovilizado proveniente de células de E. coli comprenden los pasos

siguientes:

i) colectar las células del microorganismo cultivadas en medio liquido o sélido

y lavarlas en la disolucion N° 1 de dicho juego de reactivos,
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ii) resuspender dichas células en la disolucion N° 3 de dicho juego de

reactivos y verter la suspension sobre un molde flexible,

iii) despegar los minibloques del molde, después que la agarosa solidifique,
doblando dicho molde, e incubar los minibloques en la disolucion N° 5 de

dicho juego de reactivos durante 10 minutos a 37°C,

iv) incubar los minibloques en la disolucién N° 6 de dicho juego de reactivos
durante 30 minutos a 50°C.

v) lavar los minibloques dos veces a 50°C durante 10 minutos en la disoluciéon
N° 7 de dicho juego de reactivos y posteriormente conservarlos en dicha
disolucion.
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Bacteriophage typing (BT) (World Health Organization method) has been used at the Centers for Disease
Control and Prevention for over 30 years to type isolates of Staphylococcus aureus. Since studies have shown that
BT patterns have poor reproducibility and because BT fails to type a high percentage (15 to 20%) of isolates,
the Centers for Disease Control and Prevention has converted from using BT to using pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) for strain typing S. aureus. We compared the results of BT with results of PFGE for
typing 300 isolates of S. aureus, including strains from several well-characterized outbreaks, Ninety-six isolates
were BT group I, 19 were group Ii, 82 were group III, 7 were group V, and 96 were nontypeable. PFGE identified
subgroups within each phage group and thus was more discriminating than BT, which identified no subgroups.
PFGE was able to type all isolafes and distinguish related from unrelated strains of . aureus. Our modified,
standardized PFGE methodology should enable typing laboratories to obtain rapid, reliable results in 3 to 4

days when starting with an isolated colony on agar media.

Outbreaks of infections caused by Staphylococcus aureus
continue to be a problem for health care facilities (16). Iden-
tifying strains among the outbreak isolates is a major step in
determining the source of the outbreak and in designing sub-
sequent control measures. Two typing techniques frequently
used for strain delineation of S. aureus are bacteriophage typ-
ing (BT) (4, 14) and pulscd-ficld gel electrophoresis (PFGE)
(7, 8, 10, 15). The Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) has used BT for over 30 years to discriminate among
strains of outbreak-related S. aureus. Unfortunately, this tech-
nique has several weaknesses: (i) it characterizes isolates on
the basis of a phenotypic marker that has poor reproducibility;
(ii) it does not type all isolates; and (iii) it requires mainte-
nance of a large number of phage stocks and propagating
strains, which confines its use to relatively few reference lab-
oratories. PFGE is a molecular typing technique that does not
have the same limitations as BT, since the bacterial genome is
more stable than most protein markers. PFGE offers advan-
tages over other DNA-based S. aureus strain-typing techniques
(9, 12). For example, plasmid typing offers only moderate re-
producibility, restriction fragment length polymorphism typing
requires the analysis of complex banding patterns, and ribotyp-
ing is highly labor-intensive and time-consuming. To date, all
S. aureus isolates are typeable by PFGE; however, criteria for
PFGE banding pattern interpretation have not been standard-
ized despite several attempts (9, 11). In addition, PFGE tech-
niques currently being used are technically demanding.

This paper presents the data that served as the basis for
moving from BT to PFGE as the method of choice for strain
typing S. aureus isolates at the CDC. During this investigation,
we developed (i) a shorter and easier standardized method for
typing S. aureus by PFGE, (ii) the interpretation of the result-
ing banding patterns used at the CDC, and (iii) the criteria for
submitting outbreak isolates of S. aureus to CDC for PFGE
analysis.

* Corresponding author. Mailing address: Hospital Infections Pro-
gram, Mailstop C16, 1600 Clifton Rd., Atlanta, GA 30333. Phone:
(404) 639-3599. Fax: (404) 639-1381. Electronic mail address:
TZB6@cidhipl.em.cdc.gov (Internet).
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates. A total of 300 isolates of §. aureus were selected for inclu-
sion in this study. Ninety-six isolates were BT group 1. 19 were group 11, 82 were
group 111, 7 were group V, and 96 were nontypeable. Phage group | contained
cultures representing 16 outbreak clusters; isolates having a phage pattern of
80/81 or 52/52A/80/81 were placed into two clusters because of cvidence sup-
porting their close relationship (1, 2, 5). Phage groups II, III, and V contained
cultures representing four, seven, and one outbreak cluster(s), respectively.
These selected isolates were taken from a collection of strains that were sent to
CDC for phage typing from a variety of hospitals located in the United States
over a period of 35 years,

BT. Phage typing was performed as described previously by using the inter-
national bacteriophage typing sel at the routine test dilution and 100 times the
routine test ditution (3), Outbreak strains that diffiered by the presence or
abscnce of one phage were considercd related: strains. which differed by the
presence or absence of two or mare phages were considered unrclated.

PFGE. The protocol for the preparation of chromosomal DNA was modified
from that described by Goering and Winters (6). The cultures were grown
overnight in 5 ml of brain heart infusion broth, and 0.7 ml of this overnight
culture was harvested by centrifugation (7,000 rpm for 2 min {Eppendorf model
5415C]) in a microcentrifuge wbe. Cells were washed once in 1 ml of autoclaved
TEN buffer (0.1 M Tris CL. 0.15 M NaCl, 0.1 M EDTA) and centrifuged again.
The washed cells were resuspended in 0.3 ml of autoclaved EC buffer (6 mM Tris
Cl. 1 M NaCl, 0.1 M EDTA, 0.5% Brij 58, 01.2% deoxycholate, 0.5% Sarkosyl).
Two microliters of a 1-mg/ml solution of lysostaphin (Ambicin L; Applied Mi-
crobiology, New York. N.Y.) dissolved in 20 mM sodium acctatc was added to
the cell suspension, and the mixture was subsequently vortexed. Three hundred
microliters of 2% SeaPlaque agarose (FMC Corp., Rockland, Maine) dissolved
in EC buffer was added to the lysostaphin-cell suspension. The suspension was
briefly vortexed and quickly pipeted into a plug mold. The plug was allowed to
solidify at room temperature for about 10 min. After solidification, the plug was
placed in a tube (16 by 100 mm) containing 3 ml of EC buffer and the cells in the
plug were lysed for 1.0 h at 37°C without shaking. After the lysing step, the EC
bufler was removed and replaced with 3 mi of autoclaved TE buller (10 mM Tris

Cl, 5§ mM EDTA) and the tube was incubated for 1 h at 55°C without shaking, -

The plug was then transferred to 3 ml of fresh TE buffer for storage at 4°C until
further analysis.

For electrophoresis, the plug was cut into small slices (2 by 5 mm) and placed
in a 125-pl total restriction enzyme mixture (restriction buffer plus sterile dis-
tilled water) containing 20 U of Smal (New England BioLabs, Beverly, Mass.).
After a 2-h incubation at 25°C with shaking at 140 rpm, chromosomal restriction
fragment patterns were analyzed by loading the trimmed slices of the plug into
a well of a 1% SeaKem agarose running gel (FMC Corp.). The running gel was
prepared in 0.5X TBE buller (Bio-Rad. Richmond, Calit.). The wells containing
the plug slices were sealed with 0.8% SeaPlaque agarose. Electrophoresis was
performed with the CHEF-DR II or CHEF-DR III electrophoresis cell (Bio-
Rad, Mclville, N.Y.). Bacteriophage lambda DNA concatemers (Bio-Rad) were
used as size standards and served as a control for the running parameters of the
CHEF-DR units. The running parameters were as follows: initial pulse, 5 s; final
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FIG. 1. PFGE patterns from an outbreak of BT-nonreactive isolates. Molec-
ular size standards (lambda oligomers) are in lanes 1 and 13, Lanes 2 to 12 each
contain a different isolate.

pulse, 40 s; voltage, 200 V or 6 V/em; time, 20 h; and temperature, 12 to 14°C.
The gels were stained with ethidium bromide and photographed.

Interpretation of PFGE banding patterns. The interpretation of the banding
patlerns was done visually according to the following guidelines: (i) banding
patterns from the majority of epidemiologically related isolates that appeared
identical in size and number of bands were considered to represent the same
strain (modal pattern), which was designated strain A; (i) isolatc banding pat-
terns that differed from the main pattern because of one or (wo genetic events
(three or fewer band differences due to a mutation, insertion, deletion, and/or
inversion) were considered those of a subtype within the main group (¢.g.. A;.
Aa, and A,, ete.); and (iif) isolate banding patterns that differed from the main
pattern by four or more bands which could not be explained by at most two
genetic events were considered those of a different strain (e.g., designated strains
B, C. and DD, etc.).

RESULTS

Typeability. Nincty-six (32%) of the 300 isolates of S. aureus
were nonreactive by BT. Eighty-three of the 96 isolates were
isolated from three different outbreak clusters. Because of the
inability of BT to type these isolates, no usable information was
available to enable infection control personnel to confirm the
occurrence, or support the resolution, of an outbreak. PFGE
was able to show strain relationships within two of the out-
breaks. The third outbreak cluster was found by PFGE to
contain two different strains. Figure 1 displays the PFGE band-
ing patterns of outbreak isolates that were nonreactive by BT.
The uppermost band in this figure is not undigested DNA, but
a large piece of DNA that has no Smal restriction site.

Discriminatory power. Discriminatory power refers to the
ability of a technique to differentiate among unrelated strains.
A comparison of the abilities of BT and PFGE to differentiate
among isolates representing phage groups I, I, III, and V is
given in Table 1. The number of patterns for BT and PFGE
was determined by analyzing each outbreak independently.

(i) Phage group I. Representatives of phage group I in-
cluded 15 outbreak cluster isolates from a large variety of
geographic locations and sources. For the 96 isolates studied,
BT produced 18 patterns and PFGE produced 15 type patterns
and 31 subtype patterns. Strain-typing agreement occurred be-
tween the two typing techniques for all outbreaks except two.
For one of these two outbreaks (outbreak 1 in Table 2), BT
gave three patterns, 29/52/80/81, 29/52/95, and 29, indicating

J. CLIN. MICROBIOL.

TABLE 1. Comparison of the discriminatory powers of BT
and PFGE

; Total no. of .
No. of No. o Total no. of PFGE patterns
Fhage group isolates outbrcaks®  phage patterns®

Types  Subtypes

Nontypeable 96 7 0 8 8
I 96 15 18 15 31
II 19 4 4 4 2
I 82 7 15 11 13
v 7 1 1 1 5

“ Number of presumed outbreak-related clusters as determined hy cpidemio-
Io%ic data.

* Total number of patterns for BT and PFGE was determined by analyzing
cach outbreak independently,

three strains were present. For the same outbreak, PFGE
showed one type pattern and one subtype pattern, indicating
the presence of one strain. For the second outbreak, BT
showed phage types of 29/52/79/80 and 29/80, indicating two
strains were present. PFGE results showed one type pattern
and one subtype pattern, indicating one strain was present.
Comparison of the different outbreak patterns revealed two
predominant or main PFGE patterns for this phage group.
This finding suggests that a small number of clones constitute
phage group I. Further studies are under way to help elucidate
these results. All of the subtypes were found to have one of the
two main patterns, Lanes 2 and 3 of Fig. 2 show the main
representatives of phage group I; lane 2 shows the predomi-
nant pattern.

(ii) Phage group II. Representatives of phage group II in-
cluded isolates from four outbreak clusters and four different
geographic locations. For the 19 isolates studied, BT produced
four patterns and PFGE produced four type patterns and two
subtype patterns. For outbreak 2 (Table 2), BT included a
nonoutbreak isolate as part of the outbreak. Each cluster of
isolates from the four sets gave a different main PFGE pattern,
with two of the main patterns showing a subtype or slight
variation. Three of the four main patterns are shown in Fig. 2
(lanes 4 to 6).

(iii) Phage group III. Representatives of phage group III
included isolates from five different geographic locations and
seven different outbreak clusters. For the 82 isolates studied,
BT showed 15 patterns and PFGE produced 11 type patterns
and 13 subtype patterns. Strain-typing agreement between the
two techniques occurred for all outbreaks except three. For
one of these three outbreaks, BT gave two phage types of 53/77
and 53/54/75/77/95, indicating two strains were present. PFGE
results showed the presence of one strain by giving a type
pattern for isolates having the phage pattern of 53/54/75/77/95
and a subtype pattern for isolates having the phage type of
53/77. For the second outbreak, PFGE results showed 3 type
patterns and 11 subtype patterns, indicating the presence of
three strains. BT gave results indicating that there were six
strains. The first of the three strains for PFGE consisted of
phage types 75 (BT strain 1), 75/77 (BT strain 1), and 47/81
(BT strain 2). The second PFGE strain consisted of phage
types 47/54/75 (BT strain 3), 47/54/75/77 (BT strain 3), 47/54/
75/81 (BT strain 3), 47/54/75/77/81 (BT strain 3), 6/47/54/81
(BT strain 4), and 53 (BT strain 5). The third PFGE strain
consisted of the phage type 47/53/54/75/77/83A (BT strain 6).
PFGE showed 7 main patterns (Fig. 2, lanes 7 to 13), with the
13 subtype patterns falling under 2 of the 7 main patterns
(lanes 8 and 9). BT gave a wide variety of different phage
combinations. For the third outbreak (outbreak 3 in Table 2),
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TABLE 2. Epidemiologic application of PFGE to representative outbreaks of §. aureus infection

R No. correctly
.. No. ol different patlerns O 4 No.

Outbreak Phage group |2?at§§f" Nrgl';‘)é d(':l;:{:tael; Clasflﬁed by*: misclassiged
Expected By BT By PFGE? BT PFGE by BT -

1 I 6 6 1 3 1 4 6 2

2 II 8 7 2 1 2 7 7 1

3 I 17 14 4 5 4 13 14 1

4 I 13 12 2 3 2 11 12 1

5 v 7 7 1 1 1 7 7 0

“ Total number of outbreak cluster isolates submitted for strain analysis.
* Number of major PFGE patterns, excluding subtypes.
¢ Number of isolates correctly classified as outbreak related.

4 Outbreak isolates were classified as unrelated for outbreaks 1, 3, and 4, and one nonoutbreak isolate was classilied as related for outbreak 2.

BT gave five difierent patterns and PFGE gave four main
patterns with one subtype. BT excluded an outbreak isolate
from the outbreak-related cluster.

Figurc 3 demonstrates the usefulness of PFGE in distin-
guishing related from unrelated isolates in a food outbreak
(outbreak 4 in Table 2). Nine of the 13 isolates were found to
be the same strain, designated strain A, by PFGE (Fig. 3, lanes
2 t0 8, 11, and 12). Isolates in lanes 9, 10, and 13 differ by one
band (around 48 kb) from strain A; therefore, they are sub-
types. This band difference may be attributable to the loss of a
plasmid in the subtype isolates. The final isolate was desig-
nated strain B by PFGE because of the completely different
banding pattern (Fig. 3, lane 14). Among the nine strain A
isolates and threc subtypes, BT gave a pattern of 47/54/75 for
all except one strain A isolate that was nonreactive. Strain B
was phage type 95 by BT.

(iv) Phage group V. The isolates tested for phage group V
came from one outbreak. For the seven isolates, BT gave one
pattern, 94/96. For PFGE, therc was only one main pattern,
with the remaining isolates being classified as subtypes (Fig. 4).
The isolates in fanes 2 and 5 of Fig. 4 have the same PFGE
pattern. On the basis of the CDC criteria for PFGE banding
pattern interpretation, these two isolates were classified as
belonging to the same strain, designated strain A. The other

1 2 3 45 6 7 8 910111213 14

582 582
388 388
194 194
48.5 R 48.5

FIG. 2. Main PFGE patterns for the isolates found to belong to phage groups
1, 11, and 1. Representatives of phage group I are in lanes 2 and 3. Represen-
tatives of phage group II are in lanes 4 to 6. Representatives of phage group III
are in lanes 7 to 13. Molecular size standards (lambda oligomers) are in lanes 1
and 14.

isolates are subtypes of strain A and were classified as subtypes
A, to As. As shown in Table 2 (outbreak 5), both techniques
were correct in identifying all isolates as outbreak related.

DISCUSSION

Strain identification is an integral part of outbreak investi-
gations. For over 30 years, the CDC, like other large reference
laboratories around the world, has been using BT as its strain-
typing method. However, this technique has several reported
problems, including problems with typeability, reproducibility,
and the labor required. The goal of this study was to detcrmine
if PFGE is a more epidemiologically accurate strain-typing
method than BT for §. aureus. Our studies found two main
advantages of using PFGE: (i) it had universal . aureus strain-
typing ability, and (ii) it was better than BT at distinguishing

- epidemiologically rclated strains from unrelated strains.

After PFGE was established as the method of choice, it was
necessary to develop a simple procedure that could provide
rapid, reliable results. The procedure described here can be
completed within 3 to 4 days, starting with an isolated colony
on agar media. The main difference between this procedure
and other published PFGE procedures is the lack of a protein-
ase step. Unlike that of some genera, staphylococcal DNA can
be released from intact cells in agarose plugs, restricted with
endonucleases, and electrophoresed before significant DNA

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213

582 |

582
388 388
194 194
48.5 EE 48.5

FIG. 3. PFGE patterns from food outbreak isolates. Molecular size stan-
dards (lambda oligomers) are in lanes 1 and 15. Lanes 2 o 14 each contain a
different isolate.
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FIG. 4. PFGE patterns from outbreak isolates belonging to phage group V.
Molecular size standards (lambda oligomers) are in lanes 1 and 9. Lanes 2to 8
each contain a different isolate.

degradation takes place. However, if one is using a restriction
endonuclease that requires overnight digestion, a proteinase or
similar step may be necessary because restriction incubation
temperatures of 25 to 37°C allow the resident nucleases to
cleave DNA. The stability of the DNA in the plugs will differ
from strain to strain. Some plugs (prior to restriction endonu-
clease digestion) have been kept in TE buffer for 3 to 6 months
without any noticcable DNA degradation, while the DNA in
other plugs has shown degradation after 1 month. Since a
critical process in PFGE is the lysis of the isolate, the use of the
recombinant lysostaphin Ambicin L is an essential component
of our protocol. This protocol can also be applied to the co-
agulase-negative staphylococei with two modifications: (i) an
increase in the lysostaphin amount from 2 to 10 ul and (ii) an
increase in the lysing time from 1 to 2.0 or 2.5 h, depending
upon the species. Further optimization of PFGE for strain
typing staphylococci is currently under way. This technique,
unlike BT, does not require the time-consuming maintenance
of a large number of stocks. The cost per PFGE assay of 13
isolates is around 336, excluding technician time and the initial
cost of equipment. The total price consists of the costs for
reagents, $15; media. $10; glassware, $9; and miscellaneous
items (film), $2. In comparison, the total cost for BT is about
$10 per isolate. The disadvantage of this technique in compar-
ison with BT is the high cost of the capital equipment for
PFGE.

A final goal of this study was to provide to health institution
personnel intercsted in having strains of staphylococci ana-
lyzed by PFGE at the CDC criteria for submission of isolates.
The criteria are as follows: (i) testing will be performed only on
outbreak-related isolates submitted in pure culture on Trypti-
case soy agar slants (or equivalent); (ii) all isolates must be sent
in one shipment, since accurate interpretation requires that all
isolates from an outbreak be tested on the same gel, if possible;
(iii) cultures should be sent to the CDC through the state
health department with a letter from the requestor explaining
the epidemiologic need for PFGE analysis, the demographics
of the outbreak, and locally obtained testing results (e.g., an-
timicrobial susceptibility); and (iv) if hospitals have had a pre-
vious problem with S. aureus, they are encouraged to submit
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one or two historical control strains to determine whether the
same strain is responsible for the outbreak.

The results from PFGE analysis must always be analyzed in
light of the information from the epidemiologic investigation.
There are four main categories into which isolates may fall
when the interpretation guidelines presented herein are used
(13). (i) Isolates with identical banding patterns (same number
and sizé of bands) will be considered “indistinguishable™ and if
epidemiologically related will be considered the same strain
(i.e., designated strain A); (ii) isolates with banding patterns
differing from that of strain A as a result of one genetic event
will be considered “probably related” to that main strain and
will be considered subtypes if the epidemiologic data suggest
that they are linked to the outbreak; (iii) isolates with banding
patterns differing from that of strain A as a result of two
genetic events will be considered “possibly related” to strain A
and will be considered subtypes if the epidemiologic informa-
tion suggests that they are involved in the outbreak; and (iv)
isolates with banding patterns differing from that of strain A as
a result of three or more genetic events will be considered
“different” strains (i.e., designated strain B, C, or D, etc.).

Because of the advantages PFGE has over BT, including
greater discriminatory power, universal typeability, and ease of
use and interpretation, the CDC has converted to using PFGE
in epidemiologic investigations of S. aureus. The PFGE
method described herein should enable typing laboratories to
obtain rapid, reliable results when investigating staphylococcal
outbreaks.
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