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DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES ——————————_ _ .
SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT
' Patente de invencion [] Patente de Modelo de Utilidad
1 | TIPO DE SOLICITUD Czpitulo | | ] capitulo I
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/FR2011/051624 Fecha 0710712011
Publicacién Internacional No.  WQ2012/004540 A1 Fecha 12/01/2012

3 I TiTULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

PROCEDIMIENTO DE DETECCI'ON DIRECTA E IDENTIFICACION DE UN MICROORGANISMO
EN UNA MUESTRA BIOLOGICA DILUIDA EN UN CALDO DE ENRIQUECIMIENTO

4 | CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP)

5 I SOLICITANTE (S) D Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria

APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
1 BIOMERIEUX ‘

6 | DATOS DEL SOLICITANTE

DIRECCION Chemin de I'Orme F-69280 Marcy L'étoile No. TELEFONO
CIUDAD ‘ CORREO
ELECTRONICO
DEPARTAMENTO/ESTADO NACIONALIDAD O FRANCIA
LUGAR DE
PAIS DE RESIDENCIA FRANCIA CONSTITUCION
7 | INVENTOR (ES) . Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. ATRACHE, Vincent AU
2. COLIN, Bruno FR
3.  LAFAY, Aurelie FR
4.  MAKROUF, Bouchra FR
5. MONTES, Pascal FR

. DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:

8 | DATOS INVENTOR (ES)

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
FR CALUIRE 42, Cours Aristide Briand F-69300
FR MARCY L'ETOILE 23, chemin des Garennes F-69280
FR SAINT LAURENT DE VAUX | 37, chemin de la Grande Serve F-69670
FR LYON 18, rue Roger Salengro F-69009
FR ' SAINTE CONSORCE 11, Impasse du Grand Cerisier F-69280

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

|Z| Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 l [ ] REPRESENTANTE LEGAL Xl APODERADO

APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
DELGADO VILLEGAS JAIME EDUARDO c.c. 19.270.955 T.P .43.308 C.S.J.
DIRECCION Avda. Carrera 24 No. 37 - 31 Of. 202 No. TELEFONO 2444096
CIUDAD BOGOTAD.C,, gf;cﬁi%mco mde@mde.com
No. RADICACION DE
PAiS COLOMBIA PROTOCOLO DE
PODER GENERAL
10 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD IZI S [JNO
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS ’ (31) NUOMERO (32) FECHA (AAAA/MM/DD)
1. FRANCIA FR 1055574 08/07/2010

PI02-FO6 vr4 (2012-04-19)



| | l

| DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

sl X NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o niimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

12 I DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

[Isl I NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o
nuimero de registro expedido por la Autoridad competente.

13 i REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econoémicos para presentar la solicitud de patente.

sl X NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a
que se refiere la resolucidn vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

°

Micro, pequefias y medianas empresas [ |
Universidades publicas o privadas ]

Entidades sin animo de lucro |:]

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA [] SI NO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las
notificaciones en linea a través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y
Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacién a través de internet.

15 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO N° Fecha
16 FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL
Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su calldad (SI tal calldad no es ohvia al leer el petitorio)
JA DUARDO DELGADO VILLEGAS
APODERADO
17 | ANEXOS
Documentacion Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. [ Poderes, sifuera el caso.
10. [0 Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor al
1. X Descripcion N° de folios: 48 solicitarjte 0 a su causante. )
L 0t s s . 11. [] Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
§' ) % gglv!ndlcacmnes No Re'IVIr.ldlcac;ones. 18 derivados, certificado o niumero de registro, si fuera el caso.
. ibujos y/o figuras N° folios: 8 12. [ Copia de la licencia o autorizacién de Conocimientos

4. X Resumen. ' Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
5. [ Certificado de depésito de material biologico si 13. Reduccién de tasas

Micro, pequefias 0 medinas empresas

fuera el caso. e - . .
[1 Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente

6. [ Listado de secuencias de nucleétidos y/o . el
o . . anterior, 0 en su defecto prueba documental idénea.
aminoacidos en forma digital si fuera el caso.
[ Documento de constancia de cumplimiento con lo establecndo en
7. X Arte final 12 x 12.
8 A f to diqital la ley 905 de 2004.
) nexo tormatio digital. Universidades publicas o privadas

[] Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el
Ministerio de Educacién
Entidades sin animo de lucro

[J Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[] Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar

14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

15. [[] Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacién.

17. Comprobante de pago por reivindicacién adicional a 10.

P102-FO6 vr4 (2012-04-19)




Industria y Comercio

{ HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT ]

SUPERINTENDENCIA
1 | (12) TIPO DE SOLICITUD

[] Patente de invencién[_] Patente de Modelo de

NUMERO DE RADICACION

Utilidad FECHA DE PRESENTACION

4 | (71) SOLICITANTE (S)

APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO

2.
3.
4.

5 DATOS DEL SOLICITANTE

PAIS DE RESIDENGIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
2.
3.
4.
TELEFONO E-MAIL NACIONALIDAD

2.
3.
4.

6 | (72) INVENTOR (ES)

APELLIDOS NOMBRE NACIONALIDAD

6. MOSTICONE, David FR
7. RAYMOND, Jean Claude FR
8. SOFIA, Thierry FR
9. VIMONT, Antoine FR

7 DATOS INVENTOR (ES)

DIRECCION CIUDAD DEPARTAMENTO/ESTADO PAIS RESIDENCIA

6. 115, rue Marcel Mérieux F-69280 Sainte Consorce FR
7. 20 Allée du Clos du Centre F-69690 Bessenay FR
8. 256, route de Charnay F-69480 Marcy FR
9. 56, Rue de la Favorite F-69005 Lyon FR

9 | (30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD

PAIS DE ORIGEN CODIGO PAlS NUMERO FECHA (AAAA'MM/DD)

4
5.
6.
7.
8.
9.
10.

P102-F06 vr4 (2012-04-19)
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

PCT

. NOTIFICATION RELATIVE
A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION
DU DOCUMENT DE PRIORITE

(instruction administrative 411 du PCT)

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

Destinataire :

SPRUGNOLI, Claude
bioMérieux

Chemin de I'Orme
F-69280 Marcy L'étoile
FRANCE

Date d'expédition (jour/mois/année)

01 septembre 2011 (01.09.2011)

Référence du dossier du déposant ou du mandataire

TALKING BAG

NOTIFICATION IMPORTANTE

Demande internationale n°

PCT/FR2011/051624

Date du dépét international (jour/mois/année)

07 juillet 2011 (07.07.2011)

Date de publication internationale (jour/mois/année)
Pas encore publiée

Date de priorité (jour/mois/année)

08 juillet 2010 (08.07.2010)

Déposant

BIOMERIEUX

Le Bureau international notifie ci-aprés au déposant la date de réception (ou la date a laquelle celui-ci a été obtenu) du ou des
documents de priorité concernant toute demande antérieure dont la prlorlté est revendiquée Sauf indication contraire consistant en les
lettres "NR" flgurant dans la colonne de droite, ou un astérisque figurant & c6té dune date de réception, le document de priorité en
question a été présenté ou transmis au Bureau international, ou obtenu par ce dernier, conformément a la regle 17.1a), b) ou

b-bis). Le présent formulaire remplace toute notification antérieure relative & la présentation, a la transmission ou & lobtention de
documents de priorité.

Date de réception du
document de priorité

12 aofit 2011 (12.08.2011)

Pays, office_régional ou
office_récepteur selon le PCT

1055574 FR

Date de pj;iorjté Demande de priorité n®

08 juillet 2010 (08.07.2010)

Les lettres "NR" signalent un document de priorité qui, & la date d'expédition du présent formulaire, n'a pas encore été requ ou obtenu
par le Bureau international selon la régle 17.1.a), b) ou b-bis). Lorsque le déposant n'a pas preseme demandé quiil soit établi et transmis
ou obtenu et transmis, on demandé an Bureau international d'obtenir le document de priorité dans le délai prescrit par cette régle,
l'attention du déposant est appelée sur la régle 17.1.c) selon laquelle aucun office désigné ne peut décider de ne pas tenir compte de la
revendication de priorité considérée avant d'avoir donné au déposant la possibilité, a Touverture de la phase nationale, de remettre le
document de priorité dans un délai raisonnable en 'espéce.

Un astérisque "*" figurant a c6té de la date de receptlon signale un document de priorité présenté ou transmis au Bureau international,
ou obtenu par ce dernier, mais de maniére non conforme a la régle 17.1.a), b) ou b-bis) (le document de pl‘lOl‘l[e a été Tequ apreés le délai
prescnt par la rdgle 17.1.a) ou la demande d'établissement et de transmission du document de pl'lOI‘lle a été soumise a l'office recepteur
apres le délai prescrit par la regle 17.1.b) ou la demande afin quil se procure le document de priorité a été adressée & l'office recepteur
ou au Bureau international aprés le délai prescrit par la régle 17.1.b-bis)). Méme si le document de priorité n'a pas été remis
conformément a la régle 17.1.a), b) ou b—bls), le Bureau international transmettra une copie du document aux offices désignés, pour leur
appreCIatlon Dans le cas oll une telle copie n'est pas acceptée par un office désigné comme document de priorité, la régle 17.1.c) énonce
qu'aucun office desxgne ne peut décider de ne pas tenir compte de la revendication de pnorlte considérée avant d'avoir donné au
déposant la possibilité, a l'ouverture de la phase nationale, de remettre le document de priorité dans un délai raisonnable en l'espéce.

Fonctionnaire autorisé

Beate Giffo-Schmitt
e-mail pt03.pct@wipo.int
n°® de téléphone +41 22 338 74 03

Bureau international de 'OMPI
34, chemin des Colombettes
1211 Genéve 20, Suisse

"[ne de télécopieur +41 22 338 87 20
Formulaire PCT/IB/304 (juillet 2010)

1/NVNXV4ZA22RNKC



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(régle 92bis.1 et instruction administrative 422 du PCT)

Expéditeur : lc BUREAU INTERNATIONAL

Date d'expédition (fonr/imois‘année)
20 septembre 2011 (20.09.2011)

Destinataire :

SPRUGHNOLI, Claude
bioMérieux

Chemin de ['Orme
F-69280 Marcy L'étoile
FRANCE

Référence du dossier du déposant ou du mandataire

TALKING BAG

NOTIFICATION IMPORTANTE

Dentande internationale n®

PCT/FR2011/051624

Date du dépdt international gour/mais‘année)
07 juillet 2011 (07.07.2011)

1. Les renseignements suivants étaient enregistrés en ce qui conceme :

B8 le déposant D4 linventeur [ 1c mandataire [ le représentant commun

Nom et adresse

Nationalité (nom de I Etat) Domicile (nom de 1Etat)

n° de téléphone

1° de télécopieur

Address électronique

2. Le Bureau international notific au déposant que le changement indiqué ci-aprés a €té enregistré en ce qui concerne :

la personne [J lenom [ radresse [ la nationalité [ le domicile
Nom et adresse Nationalité (nom de 1Etat) Domicile {nom de IHtat)
VIMONT, Antoine FR FR

56, Rue de la Favorite 1° de téléphone

F-89005 Lyon

FRANCE n° de télécopieur

Address électronique
[ ] Autorisation de recourir au courrier électronique

3. Observations complémentaires, le cas échéant :

La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée 4 la demande internationale comme déposant pour les Etats-Unis
d'Amérique seulement et inventeur pour tous les Etats désignés.

4, Une copie de cette notification a ét& envoyée
4 Foflice récepteur
5 A ladministration chargfc dé la recherche intemationale

D [A1" ] [aux] administeation(s) indiquée(s) pour fa recherche supplémentaire D autrs destinataire :

2 l'administealion chargée de I'examen préliminaire intemational
aux offices désignés concernés
aux offices élus concernés

00O

34, chemin des Colombettes
1211 Geneéve 20, Suisse

Bureau interational de I'OMPI Fonctionnaire autorisé

] e-mail pl09.pet@wipo.int
n° de télécopicur+41 22 338 71 30 n° de téléphone +41 22 338 74 09

Deruaz Chantal

)
1/T6MG4KSDO0

Formulaire PCT/IB/306 (janvier 2009)




TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(régle 92bis.1 et instruction administrative 422 du PCT)

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

Dastinatairs :

SPRUGNOLI, Claude
bioMérieux

Chemin de 'Orme
£-69280 Marcy L'étoile
FRANCE

Date dexpédition (four/imois‘année)

20 septembre 2011 (20.09.2011)

Référence du dossier du déposant ou du datai.

TALKING BAG

NOTIFICATION INMPORTANTE

Demande intemationale n®

Date du dépdt intemational Gour/mois/année)

Nom ct adresse

PCT/FR2011/051624 07 juillet 2011 (07.07.2011)
1. Les renseignements suivants étaicnt enregistrés en ce qui conceme :
B4 le déposant B4 linventeur O 1c mandataire [ 1e représentant commun
MNationalité (nom de 1Ttat) Domicile {nom d¢ 1Etat)

n° de téléphone

1° de télécopicur

Address électronique

2. Le Burcau international nolifie au déposant que le changement indiqué ci-aprés a éié enregistré en ce qui concerne :

B4 la persome 1 le nom [ l'adresse ] 1a nationalité - O 1e domicile

Nom et adresse

SOFIA, Thierry

256, route de Charnay
F-89480 Marcy
FRANCE

Nationalité (nom de IEtat) Domicile (nom do 1Etat)
FR FR
n° de téléphone

n° de télécopieur

Address électronique
O Autorisation de recourir au courrier électronique

3. Observations complémentaires, le cas échéant

La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée 4 la demande internatlonale comme déposant pour les Etats-Unis
d'Amérique seulement et inventeur pour tous les Etats désigneés.

4. Una copie de cette nofification a été envoyde
4 Yoflice réeepteur
%] 2 ladministration chargée de la recherche intemationale

A Padministration chargée da l'axamen préliminaire intemational
aux oflices désignés concemés
aux offices élus concemés

O0o0o

D [21" ] {aus] adminisiration(s) indiquée(s) pour la recherche supplémentaire [:I autre destinataire :

Burcau international de 'OMPI
34, chemin des Colombeties
1211 Genéve 20, Suisse

1° de télécopieur +41 22 338 71 30

Fonctionnaire autorisé

Deruaz Chantal

e-mail pl09.pet@wipo.int
n° de téléphone +41 22 338 74 09

Tormulaire PCT/IB/306 (janvier 2009)

I/T6MGRIC40




TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(régle 92bis.1 et instruction administrative 422 du PCT)

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

Destinataire ¢

SPRUGNOLI, Claude
bioMérieux

Chemin de I'Orme
F-69280 Marcy L'étolle
FRANCE

Date dlexpédilion (four/mois/année)

20 septembre 2011 (20.09.2011)

Référence du dossier du déposant ou du mandataire

NOTIFICATION IMPORTANTE

TALKING BAG
Demande infermationale n® Date du dépbt international (jour/mois/année)
PCT/FR2011/051624 07 juiltet 2011 (07.07.2011)
1. Les renseignements suivants élaient enregistrés en ce qui conceme : ’
D4 1e déposant B4 linventeur [ 1e mandataire O 1e représentant commun
Nom et adresse Nationalité (nom de 1Etat) Pomicile (nom de [Etat)
n® de téléphone
n° de télécopieur

Address électronique

2. Le Bureau imtemational notifie au déposant que le changement indiqué ci-aprés a éié enregistré en ce qui concerne :

20 Aliée du Clos du Centre
£-69690 Bessenay
FRANCE

la personte O lenom [ l'adresse [ 1a nationalité (O le domicile
Nom et adresse Nationalité (nom de 1Etat) Domicile (nom de 1Etat)
RAYMOND, Jean Claude FR FR

11° de téléphone

1n® de télécopieur

Address électronique
O Autorisation de recourir au courricr électronique

3. Observations complémentaires, le cas échéant :

La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée & la demande internationale comme déposant pour les Etats-Unis
d'Amérique seutement et inventeur pour tous les Etats désignés.

4, Une copie do cefte notification a ét§ envoyée
4 l'office récepteur
2 Padministration chargée dc la recherche intemationale

D A1’ ] [aux] administration(s) indiquée(s) pour la recherche supplémentaire D autre destinataire ;

2 Padministration chargée de fexamen préfiminaire intemational
aux offices désignés concemés
aux offices élus concemés

Oan

Bureau international de 1OMPI
34, chemin des Colombettes
1211 Genéve 20, Suisse

1° de (élécopienr +41 22 338 71 30

Fonctionnaire autorisé

Deruaz Chantal
e-mail pt09.pet@wipe.int
1° de téléphone +41 22 338 74 09

Fonmulaire PCT/AB/306 (janvier 2009)

1/T6oMGGNCWO




TRAITE DE COOPERATION

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(régle 92bis.1 et instruction administrative 422 du PCT)

EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

Expéditeur ; le BUREAU INTERNATIONAL

Destinataire :

SPRUGNOLI, Claude
hioMérieux

Chemin de I'Orme
F-69280 Marcy L'étolle
FRANCE

Date d'expédition (four/mois/année)
20 septembre 2011 (20.09.2011)

Référence du dossier dn déposant ou du mandataire

TALKING BAG

NOTIFICATION IMPORTANTE

Damande internationals n®

PCT/FR2011/051624

Date du dépdt international (four/mols/année)

07 Juillet 2011 (07.07.2011)

1
D4 le déposant

Les renseignements suivants étaient cnregistrés en ce qui conceme :

P'inventeur

O 1e mandataire

[ I représentant commun

Nom et adresse

Nationalité (nom de LEtat) Domicile (nom do 1Etat)

n° de téléphone

n° de télécopieur

Address électronique

2. Le Burcau intemational notifie au déposant que le changement indiqué ci-aprés a été enregistré en ce qui concernie :

11, Impasse du Grand Cerisier
F-69280 Sainte Consorce
FRANCE

la personne O te nom [ Yadresse [ 1a nationalité [ le domicile
Nom et adresse Nationalité (nom do IEtat) Domicile (nom de 1Etat)
MONTES, Pascal FR FR

n°® de téiéphorte

1° de télécopienr

Address électronique
[] Autorisation de recourir av courricr ¢lectronique

3. Observations complémentaires, le cas échéant :

La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée a la demande internationale comme déposant pour les Etats-Unis
d'Amérique seulement et inventeur pour tous les Etats désignés.

4, Une copie de cetle notification a été envoyde
& Toffice récepteur

] & Padministration chargée de la recherche internationale

i

[21 ) [aux] administration(s) indiquée(s) pour la recherche supplémentaire D

4 P'administration chargée de Fexamen préliminaire international
aux offices désignés concermés
aux offices élus concernés

00

autre destinataire :

Bureau international de 'OMPI
34, chemin des Colombettes
1211 Genéve 20, Suisse

n° de télécopicur +41 22 338 71 30

Fonctionnaire autorisé

Deruaz Chantal
e-mail pt09.pct@wipo.int
n° de (&léphone +41 22 338 74 09

Formulaire PCT/IB/306 (janvier 2009)

I/T6MFNJURO




TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

P CT Destinataire :

SPRUGNOL!, Claude
bioMérieux
Chemin de I'Orme

e . e F-69280 Marcy L'étoile
(régle 92bis.1 et instruction administrative 422 du PCT) | FRANCE

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

Date d'oxpédilion (four/molsfannée)

20 septembre 2011 (20.09.2011)

Référence du dossier du déposant ou du mandataire :
NOTIFICATIO! TANTE

TALKING BAG N N IMPORTANTE

Demnnde internationals n® Dale du dépdt international our/moistannée)
PCT/FR2011/051624 07 juiltet 2011 (07.07.2011)

1. Les renseignements suivants étaient enregisirés en ce qui conceme :
le déposant BQ rinventeur [] le mandataire ' [} le représentant commun
Nom et adresse Nationalité (nom de 1Ftat) Domicile (nom do |Etat)

n® de téléphone

n° de télécopicur

Address électronique

2. Le Bureau intemnational notific au déposant que le changement indiqué ci-aprés a été enregistré en ce qui concerne :

Ia personne {7] lenom [ ladresse [ la nationalité 3 le domicile

Nom et adresse » » Nationalité (nom de 1Etat) Domicile (nom de IEtat)
MOSTICONE, David FR FR

115, rue Marcef Mérieux n° de téléphone

F-69280 Sainte Consorce

FRANCE . n° de télécopieur

Address électronique
[[] Autorisation de recourir au courricr électronique

3. Observalions complémentaires, le cas échiéant :
La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée 4 la demande internationale comme déposant pour les Etats-Unis
d'Amérique seulement et inventeur pour tous les Etats désignés.

4 l'administration chargs de l'examen préliminaire intemational
aux oflices désignés concernés
aux offices &lus concemés

4, Une copic de cette notification a été envoyés
A Toffice récepteur
g 2 T'administration chargéo de la recherche intemationale
D [A1 ] [aux] administration(s) indiquée(sy pour la recherche supplémentaire D autee destinataire :

onn

Bureau infemational de I'OMPI Fonctionnaire autorisé

34, chemin des Colombettes
1211 Genéve 20, Suisse Deruaz Chantal
e-mail pl09.pet@wipo.int
n°® de télécopieur +41 22 338 71 30 1° de téléphone +41 22 338 74 09

Tormulaire PCT/IB/306 (janvier 2009) LT6MF4VVYO0




TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(régle 92bis.1 et instruction administrative 422 du PCT)

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

Destinataire :

SPRUGNOLY, Claude
bioMérieux

Chemin de I'Orme
F-68280 Marcy L'étoile
FRANCE

Date dexpédition (four/moislannée)
20 septembre 2011 (20.09.2011)

Référence du dossier du déposant ou du mandataire

TALKING BAG

NOTIFICATION IMPORTANTE

Demands infemationale n®

Date da dépdt intemational (fow/mois/année)

PCT/FR2011/051624 07 juiliet 2011 (07.07.2011)
1. Les renseignements suivants étaient enregistrés en ce qui conceme
B4 le déposant I'inventeur [ le mandataire [ le représentant commmun
Nom el adresse Nationalité (nom d¢ 1Etat) Domicile (nom de 1Etat)
1° de téléphone

n° de télécopieur

Address électronique

2. Le Burean interational notific au déposant que le changement indiqué ci-aprés a été enregisteé en ce qui conceme :

37, chemin de la Grande Serve.
F-69670 Saint Laurent de Vaux
FRANCE

Bl Ia persomne 3 lenom O radresse 1 1a nationalité [ 1e domicile
Nom et adresse Nationalité (rom de [Ftat) Domicile (nom de 1Etat)
LAFAY, Aurelie FR FR

n°® de téléphone

n® de télécopienr

Address électronique
O Aulorisation de recourir au courrier électronique

3. Observations complémentaires, le cas échéant :

La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée 2 la demande internationale comme déposant pour les Etats-Unis
d'Amérique seutement et inventeur pour tous les Etats désignés.

4, Une copie ds cette nofification a été envoyse
4 T'office récepteur
a fadministration clargée de la rechenche intemationale

D (a1’ ] [aux] administration(s) indiquée(s) pour la recherche supplémentaire D autre destinataire ;

& Fadministeation chargée de l'examen préliminaire intemational
aux offiees désignés concemés
aux offices &lus concemés

mimn

Bureau international de 'OMPI
34, chemin des Colombettes
1211 Gengve 20, Suisse

1° de télécopieur +41 22 338 71 30

Fonclionnaire autorisé

Deruaz Chantal
e-mail pt09.pet@wipo.int
n° de téléphone +41 22 338 74 09

Formwlaire PCT/IB/306 (jenvier 2009)

1/T6ME34460



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(r3gle 92bis.1 et instruction administrative 422 du PCT)

Bxpéditeur : lc BUREAU INTERNATIONAL

Destinataire :

Date doxpédition (four/imois/année)

20 septembre 2011 (20.09.2011)

SPRUGNOLI, Claude
bioMérieux

Chemin de I'Orme
F-69280 Marcy L'étolle
FRANCE

Référence du dossier du déposant on du mandataire

TALKING BAG

NOTIFICATION IMPORTANTE

Demande internationale n°

PCT/FR2011/051624

Date du dépdt intemational (fonr/moislannée)

07 juillet 2011 (07.07.2011)

1. Les renseignements suivants étaient enrcgisirds en ce qui concerne ¢

B4 le déposant B4 linventeur 1 le mandataire 1 1e représentant commun

Nom et adresse

‘Nationalité (nom de IEtat) Domicile {(nom de IEtat)

1° de téléphone

n° de télécopieur

Address électronique

2. Le Bureau international notific au déposant que le changement indiqué ci-apres a été enregisiré en ce qui conceme :

Ia personne [ te nom [T Tadresse [7] 1a nationalité 1 1e domicile
Nom ct adresse Nationalité (nom de 1Ttat) Domicile (nom de IEtat)
MAKROUF, Bouchra FR FR

18, rue Roger Salengro n° de téléphone

F-69009 Lyon
FRANCE

n° de télécopicur

Address électronique
[[] Autorisation de recourir au couirier €lectronique

3. Observations complémentaires, le cas échéant :

La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée 2 la demande internationale comme déposant pour les Etats-Unis
d'Amérique seulement et inventeur pour tous les Etats désignés.

4. Une copie de celte notification a &¢ envoyée
4 Toffice rdecpteur
4 ladministration charge de la recherche intermationale

D 21 ] [aux] administration(s) indiquée(s) pour la recherche supplémentaire D autre destinataire :

o000

a l'administration chargée de I'examen préliminaire intemational
aux offices désignés concemés )
aux oflices élus concernés

Bureau intcmational de TOMPI
34, chemin des Colombettes
1211 Genéve 20, Suisse

Fonctionnairc autorisé

e-mail pt09.pet@wipo.int
n° de téléphone +41 22 338 74 09

n° de télécopieur +41 22 338 71 30

Deruaz Chantal

Formulaire PCT/IB/306 (janvier 2009)

1/T6ME9ITU20




TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(régle 92bis.1 et instruction administrative 422 du PCT)

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

Destinataire :

SPRUGNOLY, Claude
bioMérieux

Chemin de 'Orme
F-69280 Marcy L'étoile
FRANCE

Date dexpédition (four/mois/année}

20 septembre 2011 (20.09.2011)

Référence du dossier du déposant on du mandataire

NOTIFICATION IMPORTANTE

TALKING BAG
Demande intemationate n° Date du dépét intermational (four/mois/année)
PCT/IFR2011/051624 07 juiltet 2011 (07.07.2011)
1. Les renscigneiments suivants étaient enregistrés en ce qui conceme :
Bd le déposant l'inventeur [ le mandataire O Ile représentant comnmun
Nom et adresse Nationalité (nom de ITitat) Domicile (nom de IEtat)

1° de téléphone

1° de télécopieur

Address électronique

2. Le Bureau intemational notifie au déposant que le changement indiqué ci-aprés a éé cnregistré en ce qui concerne :

F-69280 Marcy I'Etoile
FRANCE

la personne [ tenom {C] I'adresse O Ia nationalité O 1e domicile
Nom et adresse Nationalité (nom do 1Etat) Domicile (nom de 1Ttat)
COLIN, Bruno FR FR

23, chemin des Garennes 1° de téléphone

1° de t€lécopieur

Address électronique
O Auwtorisation de recourir au courrier électronique

3. Obscrvations complémentaires, le cas échéant :

La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée a la demande Internationale comme déposant pour les Etats-Unls
d'Amérique seulement et Inventeur paur tous les Etats désignés.

4. Une copie da cette nofification a été envoyée
2 loffice réeepteur
A Tadministration chargée da la recherche intemationale

I:] A1’ ] [aux) administeation(s) indiquée(s) pour fa recherche supplémentaice D autre destinataire :

A l'administration chargée de Pexamen préliminaire international
aux offices désignés concemés
aux oftices élus concemss

oa

Bureau intemational de 'OMPIL
34, chemin des Colombettes
1211 Gengve 20, Suisse

1° de télécopieur +41 22 338 71 30

Fonctiomaire autorisé

Deruaz Chantal
e-mail pt09.pel@wipo.int

n° de téléphone +41 22 338 74 09

Formulaire PCT/IB/306 (janvier 2009)

I/TEeMEVNWMO



TRAITE DE COOPERATION

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(régle 92bis.1 ¢t instruction administrative 422 du PCT)

EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2011/051624

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

Destinataire :

SPRUGNOLI, Claude
bioMérieux

Chemin de 'Orme
F-69280 Marcy L'étoile
FRANCE

Date d'exp&dition (our/mois/année}
20 septembre 2011 (20.09.2011)

Référence du dossier du déposant on du mandataire

TALKING BAG

NOTIFICATION IMPORTANTE

Demande intemationale n°

PCT/FR2011/051624

Date du dépdt intemational (four/moislannée)

07 juillet 2011 (07.07.2011)

1. Les renseignements suivants étaient enregistrés en ce qui conceme :

DA 1c déposant DA Tinventeur le mandataire le représentant commun
po: P

Nom et adressc

Nationaliié {(nom de 1Etat) Domicile (nom de 1Tat)

n° de téléphone

n° de télécopienr

Address électronique

2. Le Bureau intemational notifie au déposant que le changement indiqué ci-aprés a ét¢ enregistré en ce qui conceme :

B 1a personne [ le nom ] tadresse {3 1a nationalité [ 1e domicile
Nom et adresse Nationalité (nom de 1Etat) Domicile (nom de IEtat)
ATRACHE, Vincent AU FR

42, Cours Aristide Briand 1° de téléphone

F-69300 Caluire

FRANCE I de télécopteur

Address électronique
O Aulorisation de recourir au courrier électronique

3. Obscrvations complémentaires, le cas échéant :

La personne mentionnée au cadre 2 a été ajoutée & la demande internationale comme déposant pour les Etats-Unis
d'Amérique seulement et Inventeur pour tous les Etats désignés.

4. Une copie de cctto nofification a é1é envoyée
it Toftice récepteur
2 Tadministration charg$e de la recherche intemationale

4 Padministeation chargée de 'examen préliminaire intemational
aux oftices désignés concemés
aux offices élus concemnés

aoa

D a1 ] [aux] administration(s) indiquée(s) pour la recherche supplémentaire D autre destinataire :

Burean international de 'OMPI
34, chemin des Colombettes
1211 Gendve 20, Suisse

[ n® de télécopienr +41 22 338 71 30

Fonctionnaire autorisé

Deruaz Chantal
e-mail pto9.pet@wipo.int
n° de téléphone +41 22 338 74 09

Fonnulaire PCT/IB/306 (jauvier 2009)

VTEMEKP540
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PROCEDIMIENTO DE DETECCION DIRECTA E IDENTIFICACION DE UN
MICROORGANISMO EN UNA MUESTRA BIOLOGICA DILUIDA EN UN
CALDO DE ENRIQUECIMIENTO

La presente invencion se refiere en general al campo del andlisis, por
ejemplo, al analisis biolégico. Mas concretamente, la presente invenciéon se
refiere a un procedimiento de deteccidén directa y en tiempo real de un
microorganismo en una muestra diluida o en suspension en un caldo de
enriquecimiento, en el interior de un recipiente cerrado.

El analisis microbiolégico requiere técnicas precisas para las que el
tiempo de obtencion del resultado debe ser tan corto como sea posible.

En el campo médico, es necesario prever y diagnosticar el riesgo de
infeccion: cuanto mas rapido y mas preciso sea el diagnéstico, mas eficaz sera
la gestion de los pacientes y menor el riesgo de transmisién. VEI enfoque es
similar para la salud animal.

En el ambito agroalimentario, los problemas son idénticos. Sin embargo,
se destacan:

¢ los microorganismos patdgenos y sus toxinas, cuya presencia se busca
en materias primas, productos intermedios y productos acabados
comercializados,

e los microorganismos no patégenos utilizados como indicadores de
calidad en el procedimiento de produccién, desde las materias primas

hasta los productos acabados, a lo largo de toda la cadena, y

¢ las bacterias de interés tecnologico tales como las enzimas.

La deteccion rapida y precisa de presuntas contaminaciones permite que
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sean monitorizadas y por lo tanto permite poner en marcha acciones
correctivas. | |

Técnicamente, el analisis microbiologico puede poner en practica una o
mas fases de pre-enriquecirhiento y/o enriquecimiento, una o mas fases de
deteccion, y una o mas fases de recuento de microorganismos. Para
aplicaciones concretas, tales como la vigilancia microbiol6gica agroalimentaria,
también puede ser necesaria una fase de confirmacién, con el fin de cumplir
con las normas vigentes en este campo.

Actualmente no existe ningun procedimiento para detectar un
microorganismo diana en una cantidad de muestra inicial grande, sin hacer uso
de una etapa de enriquecimiento.

La fase de pre-enriquecimiento y/o enriquecimiento hace uso de medios
de cultivo selectivos o no selectivos, que tienen como objetivo promover el
crecifniento de los microorganismos diana en muestras biolégicas o
ambientales, limitando al mismo tiempo el crecimiento de la flora no diana. Los
medios se utilizan con frecuencia en recipientes estériles de plastico de tipo
b.olsa, en los que se ponen en contacto con muestras ambientales o de
alimentos con el fin de volver a suspender y volver a enriquecer los
microorganiémos buscados. Esta fase es necesaria con el fin de ecumplir con el
requisito de poner de manifiesto la presencia inicial potencial de por lo menos
un microorganismo diana en una cantidad de muestra muy variable y
posiblemente muy grande, por ejemplo de 25 gramos (g) a 375 g diluida en 225
mililitros (ml) a 3.375 ml en el medio de cultivo. Al final de esta etapa de
enriqguecimiento, se muestrea una alicuota (de 5 microlitros (ul) a 5 mi) para

poner en practica la etapa de deteccién de los microorganismos diana. Es
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necesario disponer de una cantidad suficiente de microorganismos diana en
esta alicuota para permitir su deteccién sistematica.

La fase de deteccion se basa histéricamente en el cultivo de los
microorganismos en un medio de agar, para demostrar las caracteristicas
metabdlicas de los microorganismos buscados. Convencionalmente se utilizan
sustratos enzimaticos especificos. Estos sustratos enzimaticos se componen
genera|men{e de dos partes, uné primera parte que es especifica para la
actividad enzimatica que se pondra de manifiesto, también denominada parte
diana, y una segunda parte que actia como un marcador, denominada parte dé
marcador, generalmente constituida por una croméforo o un fluoréforo. Al elegir
estos sustratos dependiendo de si existe o no una reaccién, es posible
caracterizar la naturaleza de un microorganismo o diferenciar entre diferentes

grupos de microorganismos. Por lo tanto, la aparicién o la desapariciéon de una

coloracion o de una fluorescencia indicaran un género o un tipo de -

microorganismos. En este sentido, el uso de medios cromogénicos permite
detectar e identificar simultdneamente los gérmenes buscados. Esto simplifica
el procedimiento y reduce considerablemente el tiempo de obtencion del
resultado. A modo de ejemplo, se podrian citar los medios ChromID® del
solicitante. Estos medios cromogénicos se basan en la deteccién de las
caracteristicas metaboélicas especificas de los gérmenes buscados, tales como
la actividad enzimatica beta-glucuronidasa para Escherichia coli, por ejemplo.
Los inmunoensayos constituyen otra de las tecnologias utilizadas para el
ensayo de deteccion. Estos hacen uso de las caracteristicas inmunogénicas de
los microorganismos buscados. Sin dnimo de exhaustividad, se pueden citar

las técnicas de ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas)
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competitiva o de tipo sandwich.
Por ultimo, también se emplean técnicas de biologia molecular basadas

en las caracteristicas genémicas de los microorganismos buscados para

~ detectar e identificar los microorganismos diana. A modo de ejemplo, es posible

citar técnicas de amplificacion convencionales tales como la PCR (reaccion en
hebra de la polimerasa) y la NASBA (amplificacién basada en la secuencia de
acidos nucleicos), que se pueden asociar con técnicas de deteccion en tiempo
real conocidas por la persona experta en la materia.

Sin embargo, el uso de todas estas técnicas requiere que la bolsa se
abra al final de la fase de pre-enriquecimiento/enriquecimiento con el fin de
recuperar una alicuota del homogeneizado y para llevar a cabo la etapa de
deteccidn.

La fase de confirmacion, por su parte, esta mas especialmente asociada
con el analisis microbiolégico en el campo agroalimentario. En efecto, cuando
el resultado de los procedimientos expuestos anteriormente es positivo, es
necesario confirmar la presencia del agente patégeno buscado. Esto requiere
un ensayo complementario y el uso de un principio de deteccion que es
diferente al utilizado durante el primer analisis. Para la confirmacién se utilizan
las técnicas descritas supra, a voluntad.

Por lo tanto, I'a identificacion completa y precisa de un microorganismo
en una muestra requiere una secuencia de varias etapas: enriquecimiento,
deteccion y confirmacién. La estandarizacién de los ensayos utilizados de
manera rutinaria ha permitido la automatizacidon de los procedimientos de
deteccién, aunqgue su aplicacion sigue siendo larga. En efecto, una desventaja

del estado de la técnica es que estas etapas se llevan a cabo secuenciaimente
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y requieren un gran nimero de manipulaciones que requieren mucho tiempo, lo
que repercute en el tiempo necesario para obtener resultados.

Ademas, las técnicas descritas 'supra requieren que las bolsas de
enriquecimiento sean abiertas una vez o mas para muestrear las alicuotas.
Cuanto mayor sea el nimero de muestras negativas durante la identificacion
sistematica (especialmente en las industrias agroalimentarias), mas perjudicial
resulta. Por tanto, es beneficioso para el manipulador no tener que volver a
abrir los recipientes para averiguar el resuitado de positividad/negatividad de la
muestra eétudiada.

Con respecto a los problemas técnicos asociados con el estado de la
técnica considerada anteriormente, uno de los objetivos esenciales de la
presente invencion es proporcionar un procedimiento simplificado para la
deteccion, la identificacién y la confirmacién de los microorganismos presentes
en las muestras, en concreto muestras agroalimentarias.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento
para la deteccidn, la identificacién y la confirmacién de los microorganismos,
que limite la manipulacién de la muestra contenida en el recipiente, limitando
de ese modo los riesgos de contaminacion, tanto del personal que manipula la
muestra como de la propia muestra.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento
para la deteccion y la identificacién de microorganismos, que reduzca él tiempo
necesario para el analisis de la muestra.

Otro objetivo de la presente invencidn es proporcionar un procedimiento
para la deteccion, la identificacion y la confirmacion de los microorganismos en

el volumen total de la muestra durante el enriquecimiento, aumentando



manifiestamente la sensibilidad de la medicién, e incluso su especificidad.

Oftro objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento
que haga posible aumentar considerablemente la velocidad del analisis de las
muestras.

) Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento
que permita la deteccion multiple.

Otro objetivo de la presente invencién es mejorar la trazabilidad del
analisis reduciendo drasticamente las etapas de manipulacioén de la muestra.

Estos objetivos, entre otros, se alcanzan mediante la presente invencion,

10 que en primer lugar se refiere a un procedimiento de deteccion de por lo mehos

un microorganismo presente en una muestra colocada en un recipiente
cerrado, comprendiendo basicamente dicho procedimiento las siguientes
etapas:

a) Colocar dicha muestra en contacto en el recipiente con por lo menos un

16 medio de cultivo Y un soporte capaz de capturar el microorganismo o los
microorganismos a detectar, |

b) Cerrar el recipiente,
c) Colocar el recipiente en condiciones capaces de permitir el crecimiento
del microorganismo o de los microorganismos,

20 d) Detectar, dentro de dicho recipiente cerrado, utilizando un medio de
deteccién, la presencia del microorganismo o de los microorganismos
fijados sobre el soporte de captura.

De acuerdo con una forma de realizacién concreta, durante la etapa a)
se pone en contacto en el recipiente un sistema indicador de presencia capaz

25 de permitir detectar la presencia del microorganismo o de los microorganismos.

A
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Se entiende por sistema indicador de presencia cualquier molecula
capaz de acoplarse con los microorganismos o las parejas de unién de dichos
microorganismos que, en virtud de sus propiedades de transduccidn
(fluorescencia, coloracién, radiactividad en concreto), hacen posible poner de
manifiesto la presencia de dichos microorganismos.

De acuerdo con otra forma de realizacién concreta, el procedimiento
segln la invencién incluye una etapa intermedia c¢’) que consiste en la
transferencia de toda la mezcla, o parte de ella, constituida por dicha muestra,
el medio de cultivo, el soporte capaz de capturar el microorganismo o los
microorganismos a detectar y, potenciaimente, un sistema indicador de
presencia, del recipiente, denominado en este caso recipiente principal, a por lo
menos un segundo recipiente, denominado recipiente secundario, en el que es
posible llevar a cabo potencialmente un segundo enriquecimiento afiadiendo de
antemano en dicho recipiente secundario los elementos nutritivos y agentes
selectivos ad hoc. Un segundo enriquecimiento de este tipo aumenta la
poblacién del microorganismo o de los microorganismos diana en relacién con
la de los microorganismos no diana, lo que mejora la especificidad.

Ventajosamente, sobre el soporte de captura se fija por lo menos una
pareja de unién especifica o no especifica del microorganismo o de los
microorganismos. De acuerdo con una forma de realizacién preferente de la
invencion, la pareja de union especifica se toma del grupo que comprende:
anticuerpos, fragmentos Fab, fragmentos Fab’, proteinas de fago
recombinantes 0 no recombinantes y fagos o cualquier otro ligando bien
conocido por la persona experta en la materia.

Ventajosamente, los medios de deteccion se toman del grupo que
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comprende: medios de deteccién eléctricos, en concreto, medios de deteccidon
electroquimicos, medios de deteccién 6pticos, medios de deteccidén acusticos,
medios de deteccién térmicos, medios de deteccién mecanicos y medios de
deteccién magnéticos.

El soporte de captura puede ser un soporte convencional. En concreto,
se citan soportes particulados, potencialmente magnéticos, o soportes de una
sola pieza. Puede ser simplemente un soporte inerte, tal como una placa de
fibra de vidrio o plastico. A continuacion, se conecta un soporte de captura de
este tipo al medio de deteccion. El soporte de captura puede sensibilizarse
ventajosamente con una pareja de unién, potencialmente especifica.

Como alternativa, el soporte de captura puede estar integrado en los
medios de deteccion. Este es el caso, por ejemplo, en el que el soporte de
captura esta constituido por un biodetector electroquimico o una fibra 6ptica.

De acuerdo con una forma de realizacion concreta, es totalmente posible
prever la combinaciéon del medio de deteccion con el fin de realizar la deteccion
y de llevar a cabo la confirmacién simultineamente o posteriormente. Por
ejemplo, es posible realizar la deteccidon del microorganismo o de los
microorganismos diana por medio de un biodetector electroquimico. Si los
microorganismos diana se fijan a través de parejas de unién especificas, la
etapa de deteccion en este caso constituye una etapa de identificacion. Un
andlisis optico de los microorganismos fijados especificamente sobre el
biodetector en la zona de analisis mediante el dispositivo de deteccién 6ptico
permite la identificacion de los microorganismos a confirmar. Si el dispositivo de
deteccidén 6ptico es un espectrometro de Raman, entonces un analisis del

espectro Raman por comparacién con una base de datos de los espectros de
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posible confirmar la identificacion de dicho microorganismo.

De acuerdo con otra forma de realizacion concreta, es posible realizar la
deteccién y la confirmacion con la misma tecnologia. Por lo tanto, si el medio
de deteccién es un medio Optico tal como un medio de medicién de
fluorescencia intrinseca, resulta especialmente ventajoso realizar la deteccién
de los microorganismos diana por la aparicién de fluorescencia intrinseca. La
respuesta es en este caso “si” (presencia de fluorescencia) o “no” (ausencia de
fluorescencia). Si hay fluorescencia, entonces, un analisis espectral de la sefial
de fluorescencia comparado con una base de datos de espectros de referencia
correspondiente a los diferentes microorganismos diana permite que dicho
microorganismo sea identificado, y permite de ese modo la detecciéon de la
presencia de dicho microorganismo a confirmar.

Preferentemente, la deteccién del microorganismo o de los
microorganismos se realiza en tiempo real. No obstante, como alternativa, la
detecciéon del microorganismo o de los microorganismos se puede lograr, al
final, después de la etapa de crecimiento de dicho microorganismo o
microorganismos.

De acuerdo con una forma de realizaciéon concreta del procedimiento
segun la invencion, el recipiente es una bolsa de homogeneizacion. Podrian
utilizarse igualmente recipientes rigidos, tales como matraces, botellas o
frascos. ‘

De acuerdo con otra forma de realizacion concreta del procedimiento
segln la invencion, el medio de deteccion esta conectado a un sistema de

analisis de datos.
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Ventajosamente, la conexién entre los medios de deteccion y el
dispositivo de andlisis de datos es una conexién por cable o una conexion
inalambrica.

La invenciéon también se refiere a un biodetector electroquimico para la
deteccion de por lo menos un microorganismo presente en una muestra
colocada en un recipiente cerrado. Dicho biodetector comprende un soporte
que incluye:

e por lo menos un electrodo de deteccion, recubierto con por lo menos un
polimero electroactivo, sobre un extremo del cual se fija por lo menos un
oligonucledtido monocatenario o bicatenario, estando el segundo
extremo de dicho oligonucledtido unido a por lo menos una pareja de
unién del micrborganismo o de los microorganismos a detectar,
especifica 0 no especifica;

e por lo menos un contraelectrodo.

Ventajosamente, el polimero electroactivo se toma del grupo que
comprende polipirrol, poliacetileno, poliazina, poli(p-fenileno), poli(p-fenileno
vinileno), polipireno, politiofeno, polifurano, poliselenofeno, polipiridazina,
policarbazol, y polianilina.

De acuerdo con una forma de realizacion concreta, el polimero
electroactivo incluye por lo menos un mediador electroquimico. Un mediador
electroquimico de este tipo se toma del grupo que comprende ferroceno,
quinona y derivados de éstos o cualquier otro mediador bien conocido por la
persona experta en la materia.

De acuerdo con una forma de realizacion alternativa, el mediador

electroquimico esta en forma libre en el medio de cultivo. Un mediador de este
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tipo puede ser, por ejemplo, el par ferricianuro/ferrocianuro [Fe(CN)6]3’/4', el
par cloruro de iridio [IrCls]37/4", o rutenio hexamina [Ru(NH;)g]3*/2".

La unién entre el oligonucleétido y la pareja de unién del microorganismo
o de los microorganismos se efectia preferentemente por medio de por o
menos un par de unién biotina-estreptavidina o biotina-avidina. |

Cuando el oligonucleétido es monocatenario, se fija una biotina sobre el
extremo 3’ de dicho nucleétido, permitiendo el extremo 5' que éste dltimo se
una sobre el polimero electroactivo, en concreto mediante un enlace covalente.
Mediante el uso de una pareja de unién} que también esta biotinilada, resulta
entonces facil unir este al extremo 3’ del oligonucleétido a través de una
molécula de estreptavidina o avidina.

Cuando el oligonucleétido es bicatenario, la primera hebra se fija, en
particular mediante un enlace covalente, al polimero electroactivo a traves de
su extremo 5. La segunda hebra por su parte esta biotinilada en su extremo %',
lo que perrhite a la pareja de union, también biotinilada, que se fije a través de
una molécula de estreptavidina o avidina.

Ventajosamente, la pareja de unién se toma del grupo que comprende:
anticuerpos, fragmentos Fab, fragmentos Fab’, proteinas de fago
recombinantes o no recombinantes y fagos.

Los objetivos y las ventajas de la presente invencién se entenderan
mejor a la luz de la siguiente descripcion detallada y de los dibujos asociados
en los cuales:

- La figura 1 representa una bolsa de pre-enriquecimiento y/o
enriquecimiento en combinacién con un biodetector electroquimico.

- La figura 2 representa una vista frontal del biodetector
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electroquimico.

- La Figura 3A es una representacién de la superficie del detector
electroquimico no estando presente el microorganismo.

- La Figura 3B es una representacion de la superficie del detector
electroquimico estando presente el microorganismo.

- La figura 4 es una _representacién esquematica de un sistema
para analizar la bolsa de pre-enriquecimiento/enriquecimiento con el
biodetector electroquimico.

- La figura 5 es un gréafico de las mediciones de espectrometria de
impedancia obtenidas durante la deteccidén de E. coli O157:H7 en una
muestra de alimento.

- La figura 6 es un grafico de las mediciones de espectrometria de
impedancia obtenidas durante la deteccién de Listeria innocua en una
muestra de alimento. |

- La figura 7 es una representacion esquematica de un sistema de
analisis por deteccion Optica en una bolsa de
pre-enriquecimiento/enriquecimiento con un soporte de captura
sensibilizado, de acuerdo con una primera forma de realizacién.

- La figura 8 es una representaciéon esquematica del sistema de
analisis tal como se representa en la figura 7, con una posicién de la
bolsa que permite la lectura del soporte de captura sensibilizado.

- La figura 9 es una representacion esquematica de un soporte de
captura sensibilizado.

- La Figura 10 es una representacion esquematica del soporte de

captura sensibilizado, representado en la figura 8, después de un
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analisis que dio un resultado positivo.

- La Figura 11 es una representacién esquematica de un sistema
de analisis por deteccibn 6ptica en una bolsa de
pre-enriquecimiento/enriquecimiento con un soporte de captura
sensibilizado, de acuerdo con una segunda forma de realizacién.

De acuerdo con una primera forma de realizacion de la presente
invencién, el procedimiento de deteccibn o de identificacion de
microorganismos consiste en el empleo de una bolsa de homogeneizacion de
plastico estéril, denominada convencionalmente bolsa de Stomacher®. A dicha
bolsa se le ha asignado el numero de referencia 10 en la figura 1. Esta bolsa 10
esta constituida por dos laminas de plastico aproximadamente rectangulares,
12 y 14, unidas una a otra por 3 de sus lados, de manera que definan un
espacio interior para recibir el medio de cultivo y la muestra a analizar. Sus
accesorios comprenden un filtro 16 aproximadamente rectangular conectado a
las laminas 12 y 14 por un lado, que separa el espacio.interior en dos. La bolsa
contiene finalmente un biodetector 18. Este biodetector es un biodetector
electroquimico, que se representa detalladamente en la figura 2. El biodetector
18 estd metido entre las laminas 12 y 14, de manera que una parte 181 que
corresponde a la zona de deteccién se encuentre en el espacio interior de la
bolsa 10, mientras que una parte correspondiente a la zona de conexion se
encuentre fuera de la bolsa, a fin de permitir que él chip se conecte a un
dispositivo de analisis de datos. Esto se explica infra.

La Figura 2 representa detalladamente el biodetector electroquimico 18.
Como se ha explicado anteriormente, el biodetector 18 esta constituido por una

zona de analisis 181 y una zona de conexién 182. La zona de analisis incluye
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ocho electrodos de trabajo 20, dispuestos alrededor de un electrodo central,
denominado contraelectrodo, 22. Ademas, la zona de analisis contiene un
electrodo de referencia 24, en forma de anillo abierto situado alrededor del
contraelectrodo 22. Todos estos electrodos estan unidos independientemente a
diez extremos de conexion 26, por medio de unas pistas conductoras 28. Los
extremos de conexion estan hechos del mismo material que los electrodos de
trabajo. Este material es preferentemente oro. No obstante, se puede utilizar
cualquier otro material conductor bien conocido por la persona experta en la
materia, tal como carbon, platino o diamante. El material que constituye el
soporte de los electrodos es un material polimero, tal como poliimida. Sin
embargo se puede prever el uso de cualquier otro material con propiedades
equivalentes bien conocidas por la persona experta en la materia.

Cabe sefialar que la configuracién de los electrodos que se presenta en
la figura 2 es s6lo una configuracién entre otras, y de ninguna manera limita el
ambito de la proteccién conferida por la presente solicitud de patente.

Las Figuras 3A y 3B representan una secciéon transversal de un
electrodo de trabajo a nivel microscépico, en ausencia o presencia de
microorganismos, respectivamente.

En Ips electrodos de trabajo, se pueden ver tres capas superpuestas. La
primera de estas capas 30 es la capa de polimero que constituye el soporte
biodetector. La capa intermedia 32 es la capa de material conductor, por lo
general oro. Finalmente, la capa 34 es una capa de polimero conjugado
eléctroactivo. Un polimero de este tipo es por ejemplo un polipirrol. Tales
polimeros son bien conocidos por su caracter conductor y electroactivo.

También se sabe que los polipirroles mantienen su conductividad y su
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electroactividad cuando se sustituyen determinados ciclos pirrol en la posicién
3 6 4 con grupos funcionales. Polimeros que portan este tipo de grupo
funcional se describen en el ddcumento WO-A1 - 95/29199, Garnier y col.
(Synthetic Metals, 100: 89-94,1999) Ho-Hoang y col. (Synthetic Metals, 62:
277-280, 1994), Ho-Hoang y col. (J. Mater. Chem., 6 (7), 1107- 1112,1996), y
Korri-Youssoufi y col. (Materials Science and Engineering, Cl 5, 265-268,2001).
Por lo tanto, se pueden injertar diferentes moléculas en los grupos funcionales
portados por un mondémero de polipirrol. ElI documento WO-A1-95/29199
describe asi la sintesis de un polipirrol obtenida por electro-oxidacion a un
potencial superior o igual a 0,8 V/ECS. La sintesis de polipirrol por oxidacion
electroquimica conduce a la formacién de una pelicula electroactiva en la
superficie del electrodo, mas concretamente en un sustrato conductor en forma
de pelicula autoportante. Este es un procedimiento de inmovilizacién indirecta
de oligonucleétidos en polipirrol. Los monémeros de pirrol sustituidos en la
posicién 3 del nucleo pirrol con grupos funcionales se diluyen en una solucién
de mondmeros no sustitdidos, que inmovilizara los grupos funcionales durante
su electrocopolimerizacion por inclusién en la cadena de unidades funcionales.
En una segunda etapa, se acopla quimicamente un anti-ligando, tal como un
oligonucleétido, un polinucleétido o un péptido, sobre los grupos funcionales del
polimero precursor. El polimero asi obtenido mantiene sus propiedades
conductoras y electroactivas. Por lo tanto, se pueden utilizar estos polimeros
para detectar un analito que interactie especificamente con el anti-ligando
injertado sobre el polimero midiendo una diferencia de potencial o una
variacion de corriente: el documento WO-A1-00/77523- describe también el

acoplamiento quimico de un anti-ligando, tal como un oligonucleétido, sobre un
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polimero precursor que porta grupos funcionales.

Esto también puede ser un procedimiento de inmovilizacion directa de
oligonucleétidos en polipirrol por electrocopolimerizacién. Los monémeros de
pirrol sustituidos en la posicién 3 del nacleo pirrol con oligonucledtidos se
diluyen en una solucién de monémeros no sustituidos, que inmovilizaran los
oligonucleétidos directamente durante su electrocopolimerizacion por inclusion
en la cadena de unidades funcionales.

Sobre esta capa de polimero electroactivo, se injerta una doble hebra de
acido nucleico 36, a través del extremo 5’ de una de estas hebras, portando la
hebra complementaria una molécula de biotina 38 en su extremo &', de manera
que sea posible una unién a un pareja de unién especifica 40 también unida a
una biotina 42 a través de una molécula de estreptavidina 44. La pareja de
unién especifica 40 representada en las figuras 3A y 3B es un anticuerpo.
Puede ser uno o mas anticuerpos monoclonales o policlonales. También puede
ser un fragmento de anticuerpo, tal como un fragmento Fab o Fab'2, asi como
cualquier anticuerpo obtenido por recombinacién o modificacion genética y
especifico de un microorganismo coﬁcreto.

Como alternativa, la pareja de unién especifica puede ser un fago o una
proteina de fago recombinante, que se une especificamente a los
microorganismos diana. Tales proteinas y su uso para la captura de las
bacterias se describen en la patente EP-B-1 356 080, entre otras.

Cabe sefialar que la estructura representada en las figuras 3A y 3B es
so6lo un ejemplo entre otros, y no debe entenderse de ninguna manera como
una restriccion de la invenciéon. De hecho, como una variacion, se puede prever

fijar la molécula anti-ligando directamente sobre el electrodo sin utilizar la doble
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hebra de acido nucleico.

Con el fin de realizar el analisis, el biodetector electroquimico, unido a la
bolsa de la homogeneizacion, se pone en contacto con la muestra dispersada,
el medio de cultvo y un mediador electroquimico, tal como el par
ferricianuro-ferrocianuro. En ausencia de microorganismos, tiene lugar un
intercambio de electrones entre el polimero conjugado electroactivo y dicho
sistema redox presente en el medio de reaccién. Esto se muestra en la figura
3A. El intercambio de electrones se transforma en corriente eléctrica y se mide
por espectroscopia electroquimica, utilizando un potenciostato, como se explica
infra.

Cuando la muestra contiene microorganismos 44, son capturados por
las moléculas anti-ligando 40. La presencia de microorganismos en la
proximidad del electrodo provoca un impedimento estérico, que interrumpe y
disminuye el flujo de electrones entre el electrodo modificado por el polimero
conjugado electroactivo y dicho sistema redox presente en el medio de
reaccion. A continuaciéon, se mide esta modificacion por medicion de la
impedancia y se caracteriza por la resistencia a la transferencia de cargas,
resistencia cuyo valor aumenta cuando se capturan las bacterias (resultado
positivo).

El sistema de medicion de los resultados del analisis se representa
esquematicamente en la figura 4, de acuerdo con una primera forma de
realizacién. Como puede verse en esta figura, la bolsa 10, por medio de su
biodetector 18, esta conectada a un potenciostato 50. Esta conexién se efectua
mediante un conector 52, que esta conectado a la zona de conexién 182 del

biodetector 18. El conector 52 se extiende por un cable 54 unido al
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potenciostato 50. El potenciostato, por su parte, esta unido a un sistema
informatico 56 capaz de registrar y analizar los datos de medicién de la
impedancia.

Para los fines de deteccion de los microorganismos, la bolsa de
homogeneizacion 10 se incuba preferentemente durante tanto tiempo como
sea necesario para permitir el crecimiento de los microorganismos. Esta
incubacién se puede realizar convencionalmente en una incubadora a una
temperatura de entre 25 °C y 45 °C. El tiempo de incubacioén puede variar de 3
a 72 horas dependiendo de la cantidad inicial de microorganismos presentes en
la muestra y del tipo de microorganismo a detectar.

De acuerdo con una primera forma de realizacién, la medicion de la
impedancia se puede realizar al final. De hecho, la bolsa de homogeneizacién
se incuba durante el tiempo que sea necesario y suficiente para el crecimiento
de los microorganismos, a continuaciéon se saca de la incubadora y se conecta
al sistema de medicion 'dekla impedancia descrito supra. A continuaéién se
realiza la medicion de la impedancia y se compara el resultado con un valor de
la impedancia de referencia. Una medicién de la impedancia de este tipo es
posible en la medida en que uno o mas electrodos de trabajo 20 estan
recubiertos con polimero electroactivo conjugado y/o una molécula anti-ligando
no-especifica para el microorganismo a detectar. La medicion de la impedancia
en este/estos electrodo(s) constituye el valor de la impedancia de referencia.
En la medida en que la diferencia entre el valor de la impedancia en los
electrodos de deteccién (electrodos sobre los que las moléculas anti-ligando
del microorganismo diana estan directa o indirectamente fijadas) y el valor de

referencia sea superior a un valor umbral, la deteccién de los microorganismos



10

15

20

25

19

es eficaz.

Una segunda forma de realizacién es en momentos puntuales, es decir
mediante mediciones puntuales de la impedancia durante la incubacion. En
este caso, la bolsa de homogeneizacion se saca de la incubadora y se conecta
al sistema de medicion de la impedancia, durante el tiempo necesario para la
medicion, y a continuacién se incuba de nuevo. El intervalo entre dos
mediciones puede ser de entre 30 segundos y 2 minutos. Esta segunda forma
de realizacién tiene como ventaja principal sobre la primera forma de
realizacion la capacidad de detectar la presencia de los microorganismos
después de un tiempo de incubacién mas corto.

Finalmente, en una tercera forma de realizacion que es la forma de
realizacion preferente, se prevé disponer en el interior de la incubadora de un
medio para conectar el biodetector al sistema de medicién de la impedancia.
Puede ser un sistema de conexion inalambrica o por cable. Una forma de
realizacion de este tipo resulta especialmente ventajosa porque hace posible
llevar a cabo una mediciéon a intervalos regulares dentro de las bolsas de
homogeneizacién sin tener que manipular estas ultimas. Ademés, la medicion
de la impedancia a intervalos regulares hace posible llevar a cabo la deteccion
de microorganismos en tiempo real. Cuando se une a un sistema informatico
que avisa al personal técnico cuando se efectia una deteccién, este ultimo ya
no esta limitado por el volumen de trabajo que consiste en realizar mediciones
sucesivamente a lo largo del tiempo. Su intervencion se requiere solamente
cuando se detecta un microorganismo en una bolsa.

Un medio de conexiéon por cable esta constituido por cualquier medio

que haga posible conectar dos dispositivos electrénicbs entre si a fin de
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permitir la transmision de datos. En concreto, un medio de conexién por cable
puede ser un sistema de conexién en serie (estdndar RS 485, RS 232), un
sistema de conexion USB (bus de serie universal), un sistema de conexion de
red (Ethernet), un sistema de conexién en paralelo (GPIB) o cualquier otro
medio equivalente.

Un medio de conexién inalambrica es un transmisor-receptor de ondas
de radio. Por ejemplo, puede ser un sistema Wi-Fi (estandar 802.11b),
Bluetooth (estandar 802.15) o ZigBee (estandar 802.15.4).

De acuerdo con una alternativa, el medio de adquisiciéon de datos puede
ser un lector RFID (identificacién por radiofrecuencia), una tarjeta Labjack o
cualquier otro medio bien conocido por la persona experta eh la materia.

De acuerdo con una alternativa al procedimiento segun la invencion,
esto puede ponerse en practica mediante un medio de deteccién oOptico. Este
medio de deteccidon puede ser independiente del soporte de qaptura. Este es el
caso por ejemplo de un detector optico, tal como una camara. Como
alternativa, el medio de deteccién éptico y el soporte de captura pueden estar
integrados. Este es el caso por ejemplo de una fibra éptica, cuyo extremo actda
como soporte de captura.

En la figura 7 se representa una alternativa de este tipo. Se incuba una

bolsa de homogeneizacién cerrada 10, como se ha descrito anteriormente, con

una muestra de alimento 60, constituido en este caso por una muestra de carne
picada. Esta muestra de alimento 60 se sumerge en un medio-de cultivo 62,
complementado con un sistema indicador de presencia. También se coloca en
la bolsa de homogeneizacion 10 un soporte de captura senéibilizado 64,

mantenido en su lugar en la bolsa mediante cualquier medio apropiado, y se
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sumerge en el medio de cultivo 62. El soporte de captura sensibilizado 64 se
funcionaliza mediante por lo menos una pareja de unién especifica para un
microorganismo diana a detectar. El soporte de captura puede estar constituido
por cualquier soporte capaz de fijar las parejas de union especificas y bie’n‘
conocido por la persona experta en la materia. A modo de ejemplo no limitativo,
un soporte de captura apropiado puede estar hecho de poliestireno irradiado,
tal como el comercializado por la empresa Nunc/Thermo Scientific (Cat. No.
472230). En la figura 9 se representa esquematicamente un soporte de captura
de este tipo, con la referencia 64. Ventajosamente y de acuerdo con una forma
de realizacion preferente, la parte inferior puede estar dividida en dos. La zona
con la referencia 641 puede sensibilizarse con una soluciéon de parejas de
unién (anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, ffagmentos Fab’ o
Fab'2, proteinas de fago), mientras que la parte superior 642 se mantiene libre
de cualquier pareja de unién y por lo tanto actia como control negativo.

El soporte de captura se funcionaliza mediante por lo menos una pareja
de unién especifica tal como anticuerpos, aptameros, fagos, proteinas de fago
recombinantes, o cualquier medio equivalente que permita la captura especifica
de las bacterias diana.

Estas Ultimas pueden colorearse al tiempo que crecen, gracias al
sistema indicador de presencia contenido en el medio de cultivo.

De acuerdo con un ejemplo concreto, el sistema indicador de presencia
se basa en la reduccion del TTC por los microorganismos. Al tiempo que
crecen, el TTC (incoloro en su forma no reducida) es internalizado por dichos
microorganismos, a continuacion reducido por estos ultimos a trifenil-formazan

(rojo), coloreando asi dichos microorganismos de rojo y permitiéndoles ponerse
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de manifiesto en el soporte.

El procedimiento de deteccién directo en tiempo real de
microorganismos en una muestra de alimento, durante el periodo de
incubacion, se lleva a cabo de forma automatica o no automatica mediante la
lectura 6ptica de un soporte de captura sensibilizado. La incubaciéon puede
realizarse a temperaturas entre 25 °C y 44 °C durante 6 horas a 48 horas.

Ademas, una vez que se captura de manera eficaz una determinada
cantidad de microorganismos tefiidos de color (en el caso de una muestra
positiva), tiene lugar un cambio en las propiedades 6pticas del soporte por la
aparicion de una coloracion roja sobre el mismo (es decir, la transduccién de la
sefial bioldgica). A continuacién, esta coloracién del soporte de captura es
detectable a simple vista o0 mensurable mediante el uso de una maquina de
lectura tal como una camara. El soporte de captura se representa
esquematicamente en la figura 10 después del analisis que da un resultado
positivo. Como puede verse, la zona 641 aparece coloreada debido a la fijacion
de los microorganismos diana en las parejas de unidn especificas. La zona
642, que actiia como control negativo, mantiene el color inicial del soporte de
captura.

Para facilitar la lectura, resulta preferible que el soporte de captura
sensibilizado ya no esté en contacto con el medio de cultivo. Para este fin, se
puede prever, por ejemplo, inclinar la bolsa de homogeneizacion 10, que se
representa bien en la figura 8. Como se ha explicado supra, la lectura puede
llevarse a cabo al final puntualmente, o en tiempo real.

De acuerdo con otra alternativa del procedimiento segin la invencion, el

soporte de captura esta cohstituido por particulas sensibilizadas, es decir que



10

15

20

25

23

portan una pareja de unién especifica o no especifica para el microorganismo o
los microorganismos a detectar. A continuacion, la deteccion se demuestra
preferentemente por la presencia de aglutinacién en tiempo real de las
particulas sensibilizadas, mediante los microorganismos diana unidos a estas
tltimas, durante el periodo de incubacién. Una forma de realizacion de este tipo
se describe en el documento WO-A-2009/122069.

De acuerdo con una forma de realizacién concreta, las particulas
sensibilizadas pueden ser particulas magnéticas. Esta forma de realizacion
consiste en detectar directamente, por la aglutinacion de las particulas
magnéticas sensibilizadas, la presencia del microorganismo diana (es decir, E.
coli O157:H7) en una muestra de alimento durante el enriquecimiento. La
deteccién se realiza durante el periodo de incubacién por inmersiéon de las
particulas magnéticas sensibilizadas con una pareja de unién especifica (es
decir, proteina de fago recombinante anti-E coli O157:H7) en el recipiente
cerrado que contiene la muestra de alimento, diluida en el medio de cultivo.

En esta alternativa, puede resultar ventajoso utilizar un recipiente
secundario de tipo de tubo en el interior del recipiente principal (bolsa de
homogeneizacién) a fin de mejorar la demostracién de la aglutinacion de ias
particulas sensibilizadas. Como puede verse en Ié figura 11, la bolsa de
homogeneizacién 10 contiene ademas del medio de cultivo 62 y de la muestra
60, un tubo 66. Este tubo 66 estd en comunicacion fluida con el medio de
cultivo 62 contenido en la bolsa de homogeneizacion 10 a través de. un
conducto 68. A continuacién, se puede transferir una fraccion del medio de
cultivo 62 que contiene la muestra de alimento al tubo 66, en el que tiene lugar

la deteccion. Una transferencia de este tipo se puede conseguir en particular
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mediante cambios de temperatura, en base a la ley de los gases perfectos
(PV=nRT). En el documento WO-A-2004/092401 se describe un
procedimiento de este tipo.

En el caso de utilizacién de particulas magnéticas, la lectura en el
recipiente secundario que contiene el medio de reaccion al final del periodo de
incubacion se lleva a cabo utilizando un lector magnético.

La sefial magnética puede ser amplificada por el uso previo de un
campo magneético (me'diénte un iman) que concentra la aglutinacion en el
centro de la zona de lectura.

La aplicaciéon de un campo magnético también puede mejorar el limite
de deteccion cuando este fendbmeno desencadena la formacidbn de una
aglutinacion, después de la agrupacion de las particulas magnéticas que han
capturado los microorganismos. 'De hecho, si la concentracion de
microorganismos no es suficiente para desencadenar la aglutinacion pasiva, la
agrupacion de las particulas magnéticas, algunas de los cuales han capturado
previamente los microorganismos, forzard una aglutinacién. Ademas, la
repeticion de esta secuencia (es decir, la magnetizacién y resuspension)
también puede amplificar el fenémeno de captura y formacién de aglutinacién y
aumentar asi la sensibilidad del analisis.

Los ejemplos que se exponen a continuacién tienen como objetivo
presentar diferentes formas de realizacién del procedimiento segun la invencion
y los resultados obtenidos. De ninguna manera limitan la invencion.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Preparacion de los electrodos de analisis del biodetector

electroquimico.
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Reactivos:

Perclorato de litio (LiCIO4), cloruro soédico (NaCl), hidroxido sodico
(NaOH), hexacianoferrato de potasio (lll) (KsFe(CN)e), hexacianoferrato de
potasio (Il) trihidrato (K4sFe(CN)s; 3H,0), Tween 20, tampdn fosfato (BPS),
albumina de suero bovino (BSA), tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), acido
maleico, ADN de salmén y 50X Denhardt procedentes de Sigma-Aldrich.

El tampén de lavado, pH 7,2, es PBS 0,01 M, NaCl 0,5 M y Tween al
0,05 %.

El tampdn de hibridacién es PBS 0,01 M, NaCl 0,5 M, 2X Denhardt y
ADN de salmén a una concentracién de 10 pg/mi.

El tamp6n de injerto de la pareja de union es el tampén TRIS-MALEATO
BSA, pH 6,2, constituido por 24,23 g/l de TRIS, 23,2 g/l de acido maleico, 6 g/l
de hidréxido sédico y 5 g/l de BSA. |

El 3-(2-hidroxietil)pirrol o PyOH y el 3-(etanoato de ftalimida)pirrol o
PyNHP son suministrados por EZUS Lyon.

Los oligonucledtidos sintéticos que contienen 20 nucledtidos y que
portan un grupo amino en el extremo 5’ se fijan covalentemente por susﬁtucién
de los grupos NHP.

E! monémero funcional es el siguiente:

Pyr-*TTTTTTTTTTGAATCCTCAGTTTTTCAACG®.

El nucledtido complementario porta un grupo biotina en el extremo 5’. Su
secuencia es la siguiente: *CGTTGAAAAACTGAGGATTC?.
Biodetector y equipo de deteccioén electroquimica:

Las mediciones de deteccion electroquimica se llevaron a cabo

utilizando un potenciostato BiolLogic controlado por ordenador de Sciences

38
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Instruments.

El detector utilizado se deriva de la tecnologia de placa de circuito
impreso (PCB). La deposicion de oro en los electrodos es una deposicion
galvanica por electrélisis a partir de un bafio a base de oro. Los electrodos
estan compuestos por una multicapa de resina epoxi, cobre, niquel y oro.

Preparacion de los electrodos:

Para lavar los electrodos, la zona de analisis de los detectores se
impregna en una solucion de agua destilada/etanol 1:1 durante un minuto en un
bafo de ultrasonidos.

Después del lavado, los detectores se limpian y se activan
electroquimicamente. Para ello, se deposita en la zona de analisis del detector
una gota de 30 pl de NaOH 0,2 M en agua destilada, para humedeéer todos los
electrodos. El detector esta conectado a un potenciostato y se generan, por
cronoamperometria, varios ciclos de salto de potencial en oxidacion y en
reduccion. El objetivo de este etapa es generar burbujas de oxigeno en la
interfaz con los electrodos a fin de eliminar cualquier contaminante organico y/o
inorganico. A continuacién se aclara el detector con agua destilada.

La superficie de los electrodos de trabajo se maodifica por
electrodeposicion de copolimero. Todos los electrodos estan por tanto
cubiertos con una gota de la solucién de electropolimerizacion, 100 mM de
PyOH y 25 uM de PyODN (relacion de concentracion 1/4.000) y LiCIO4 0,5 M.
A continuaciéon, se somete la reaccién a electroconducciéon aplicando un
potencial fijo de 0,8 V/pseudorreferencia de oro, generado por
cronoamperometria. La polimerizacion se interrumpe una vez que se alcanza la

carga impuesta de 11 mC/cm?. El copolimero se forma de manera simultanea
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en todos los electrodos de trabajo. A continuacion. se aclaran los electrodos con
agua destilada.

La siguiente etapa consiste en la hibridacion. El detector esta cubierto
con una gota de 30 ul de soluciéon tampén en presencia de 100 nM de ODN
diana biotinilado. La hibridacién se realiza a 37 °C durante 30 minutos.
Después de una etapa de lavado con tampén PBS, el detector se impregna en
una solucién de estreptavidina a una concentracion de 100 pg/ml en tampédn

PBS durante 15 minutos con agitacién. A continuacién, se fija la molécula

‘anti-ligando colocando el detector en contacto con una soluciéon de 1 pg/ml de

molécula anti-ligando en el tampén TRIS-maleato BSA.

En los siguientes ejemplos, la molécula anti-ligando es una proteina de
fago recombinante para la deteccion de E. coli 0157, o un fragmento Fab’ para
la deteccién de Listeria spp.

Ejemplo 2: Deteccion de E. coli O157:H7 en una muestra de alimento

Se incuba un biodetector funcionalizado con proteinas de fago
recombinantes especificas para E. coli 0157, como se ha descrito supra, y
unido a una bolsa de homogeneizacién, con una muestra de alimento.

Se incuban dos bolsas que contienen los biodetectores con
preparaciones de enriquecimiento positivas. Se incuban dos bolsas que
contienen los biodetectores con preparaciones de enriquecimiento negativas, y
se incuban dos bolsas que contienen los biodetectores con una preparaciéon de
enriguecimiento no contaminada con el fin de medir el ruido de fondo de la
matriz de alimento.

Preparacion del enriquecimiento positivo

Se colocan asépticamente 25 g de carne cruda que tiene un minimo de
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un 5 % de materia grasa en la bolsa de Stomacher® con un filtro y' se ponen en
contacto con E. coli O157:H7 ATCC 43888. Se coloca la bolsa durante 24
horas a 2 °C-8 °C para someter la cepa a estrés.

A contihuacic’m se afiaden a la muestra 225 ml de agua de peptona
tamponada (bioMérieux ref. 42043) precalentada durante 24 horas a 41,5 °C y
5 mM de sonda redox [Fe(CN)g]37/4".

Se verifico previamente el crecimiento de la E. coli 0187:H7 en
presencia de 5 mM de sonda redox [Fe(CN)B]*"*. Se confirmé que la presencia
de esta sonda redox no ralentizaba el crecimiento bacteriano en un medio de
cultivo. |

Después de la homogeneizacion de la suspensién, se coloca en la bolsa
de Stomacher® un soporte de captura funcionalizado.

Este protocolo se repite a fin de someter a ensayo dos suspensiones

positivas por medio de dos bolsas que contienen un soporte funcionalizado.
" Un recuento en una placa de Petri, a partir de .dos su_spensiones
positivas, hizo posible evaluar, antes de la incubacién en la bolsa de
Stomacher®, una concentracion media de E. coli O157:H7 ATCC 43888 de
0,92 UFC/g de carne cruda.

A continuacion, se incuba la preparacién a 41,5 °C durante 3 horas.

Preparacién de los enriguecimientos negativos

Control negativo: del mismo nlimero de lote de carne cruda, se c;olocan
asépticamente 25 g en una bolsa de Stomacher® con un filtro y se ponen en
contacto con Bacillus cereus ATCC 27522. Se coloca la bolsa durante 24 horas
a 2 °C-8 °C para someter la cepa a estrés.

A continuacién, se afiaden a la muestra 225 ml de agua de peptona



10

15

20

25

29

tamponada (bioMérieux ref. 42043) precalentada durante 24 horas a 41,5 °C y
5 mM de sonda redox [Fe(CN)6]>"*". |

Después de la homogeneizacion de la suspension, se coloca en la bolsa
un soporte de captura funcionalizado.

Este protocolo se repite a fin de someter a ensayo dos suspensiones
negativas por medio de dos bolsas que contienen un soporte funcionalizado.

En las dos suspensiones, se evaluan las tasas de contaminacion por
Bacillus cereus ATCC 27522, antes de la incubacion en la bolsa de
Stomacher®, a una concentracién de 1,32 UFC/g de carne cruda (medicion
tedrica).

A continuacion se incuba la preparaciéon a 41,5 °C durante 3 horas.

Medicion del ruido de fondo generado por la matriz: se repite el mismo
protocolo sin bacterias. A continuacién se incuba la preparacién a 41,5 °C
durante 6 horas.

El objetivo de este ensayo es verificar si es posible detectar E. coli
0157:H7 después de 3 horas de incubacién/enriquecimiento.

Resultados obtenidos:

Para cada bolsa, la medicién de la impedancia se realiza directamente,
sin la etapa de lavado del biodetector.

En la figura 5 se exponen los graficos de Nyquist (-Im(z) frente a Re(z))
obtenidos-a 200 mV en una escala de frecuencias de entre 1 Hz 'y 100 kHz.

El espectrb de impedancia electroquimica obtenido después de 6 horas
de incubacion de la preparacion de carne cruda en la bolsa de Stomacher® sin
contaminacion, y la que se obtiene después de 3 horas de incubacion de la

preparaciéon de carne cruda con contaminacion negativa presentan la misma
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resistencia a la transferencia de electrones R (diametro de los semicirculos),
los valores son respectivamente iguales a 116 kQ y 115 kQ.

La resistencia a la transferencia de electrones se atribuye asi al ruido de
fondo de la matriz, que es idéntica a la resistencia a la transferencia de
electrones durante el crecimiento de las bacterias no diana.

Después de 3 horas de enriquecimiento de la preparacion de carne
cruda con contaminacion positiva, por E. coli 0157:H7 (0,92 UFC/g de carne
cruda), el valor de la resistencia a la transferencia de electrones es 719 kQ, es
decir, aproximadamente seis veces superior a la obtenida con la contaminacion
negativa, asi que permite la clara deteccién de E. coli O157:H7.

El valor Rt medio obtenido con todas las bolsas de homogeneizacion, la
desviacion estandar y los valores del coeficiente de variacion, se exponen en la
siguiente Tabla 1. Los valores indicados son los valores totales de la
resistencia de carga correspondientes al diametro del semicirculo de la senal

de impedancia.

Ruido de fondo de la Contaminacion Contaminacion
matriz (sin negativa positiva
contaminacion) B. cereus E. coli
(1,32 UFC/g) (0,92 UFC/g)
R medio (kQ) | 109 90 708
Desviacion 9 8 25
estandar
Coeficiente de |8 9 4
variaciéon (%) _
Numero de 16 7 16
mediciones
Tabla 1

Ejemplo 3: Deteccion de Listeria innocua en una muestra de alimento.



10

15

20

25

31

Se incuba un biodetector funcionalizado con fragmentos Fab’ especificos
para Listeria, como se ha descrito supra, y unido a una bolsa de
homogeneizacién, con una muestra de alimento.

Se incuba una bolsa que contiene los biodetectores con una preparacion
de enriquecimiento positiva. Se incuba una bolsa que contiene los
biodetectores con una preparacién de enriquecimiento negativa.

Preparacion del enriguecimiento positivo

Se colocan asépticamente 25 g de carne cruda que tiene un minimo de un 5 %
de materia grasa en una bolsa de Stomacher® con un filtro y se ponen en
contacto con Listeria innocua ATCC 33090. Se coloca la bolsa durante 22
horas a 2 °C-8 °C para someter las bacterias a estrés.

A continuacion se afaden a la muestra 225 ml de caldo Xpress para
Listeria (bioMérieux, ref. 42626) precalentado durante 18 horas a 30 °C y 5 mM
de sonda redox [Fe(CN)6]>"™.

Se verifico previamente el crecimiento de las bacterias de Listeria
innocua en presencia de 5 mM de sonda redox [Fe(CN)6]3-/4-. Se confirm6 asi
que la presencia de esta sonda redox no inhibia el crecimiento bacteriano
dentro de un medio de cultivo.

Después de la homogeneizacion de la suspensioén, se colocan en la
bolsa de Stomacher® dos soportes de captura funcionalizados.

Un recuento en una placa de Petri hizo posible evaluar la concentracion
de Listeria innocua ATCC 33090, antes de la incubacién en la bolsa de
Stomacher®, a una concentracién de 0,48 UFC/g de carne cruda.

A continuacion se incuba la preparacién a 30 °C durante 6 horas.

Preparacion del enriquecimiento negativo

™~
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Control negativo: del mismo nimero de lote de carne cruda, se colocan
asépticamente 25 g en una bolsa de Stomacher® con un filtro y se ponen en
contacto con Staphylococcus aureus ATCC 6538P. Se coloca la bolsa durante
22 horas a 2 °C-8 °C.

A continuacion se afaden a la muestra 225 ml de caldo Xpress para
Listeria (bioMérieux, ref. 42626) precalentado durante 18 horas a 30 °C y 5 mM
de sonda redox [Fe(CN)6]3-/4- .

Después de la homogeneizacion de la suspension, se colocan en la
bolsa de Stomacher® dos soportes de captura. La concentracion de
Staphylococcus aureus ATCC 6538P es 4,10" UFC/g de carne cruda (medicién
tedrica), antes de la incubacién en la bolsa de Stomacher®.

A continuacién se incuba la preparaciéon a 30 °C durante 6 horas.

El objetivo de este ensayo es verificar si es posible detectar bacterias del
género Listeria después de 6 horas de incubacion/enriquecimiento.

Resultados obtenidos:

Para cada bolsa, la medicién de la impedancia se realiz6 directamente,
sin la etapa de lavado del biodetector.

En la figura 6 se exponen los graficos de Nyquist (-Im(z) frente a Re(z))
obtenidos a 200 mV en una escala de frecuencias de entre 1 Hz y 100 kHz.

El espectro de impedancia electroquimica obtenido después de 6 horas
de incubacion de la preparacion de carne cruda en la bolsa de
homogeneizaciéon con contaminacién negativa (Staphylococcus aureus a una
concentraciéon de 4,10" UFC/g) (linea discontinua de la Figura 6) muestra que
el valor de resistencia a la transferencia de electrones es de 13 kQ.

Después de 6 horas de enriquecimiento de la preparacion de carne
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cruda con contaminaciéon positiva, por Listeria innocua ATCC 33090
(0,48 UFC/g de carne cruda antes de la incubacién)r (linea continua de la figura
6), el valor de la resistencia a la transferencia de electrones es 45 kQ, es decir,
aproximadamente tres veces superior al obtenido con la contaminacién
negativa.

Este resultado demuestra claramente que es posible detectar la
presencia de bacteria Listeria innocua presente en una muestra de alimento
con los fragmentos Fab’ especificos fijados en un biodetector electroquimico en
contacto con un medio de enriquecimieﬁto que contiene dicha muestra sin la
etapa de lavado del detector, y sin amplificacion de la sefial.

El valor R¢ medio obtenido con todas las bolsas de homogeneizacion, la
desviacién estandar y los valores del coeficiente de variacion se exponen en la
siguiente Tabla 2. Los valores indicados son la resistencia a la carga total de

los valores correspondientes al diametro del semicirculo de la sefal de

impedancia.
Contaminacién negativa | Contaminacioén positiva
S. aureus L. innocua
(4,10 UFClg) (0,48 UFC/q)
Rt medio (kQ) 15 45
Desviacion estandar 1 8
Coeficiente de variacién (%) 5 17
Numero de mediciones 16 12
Tabla 2

Ejemplo 4: Elaboracion de un soporte de captura sensibilizado con por lo
menos una pareja de union especifica para el microorganismo diana para

la deteccion dptica.
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Un soporte de captura, hecho de poliestireno irradiado, vendido por la

empresa Nunc/Thermo Scientific (N° de Cat. 472230) y que se muestra en las

figuras 9y 10.

La sensibilizaciéon del soporte de captura se realiza en seis etapas, de la

5 siguiente manera:

10

15

20

25

1)

2)

3)

4)

5)

6)

el soporte de poliestireno se sumerge a 37 °C durante una noche en una
solucién biotinilada de 5 ug/ml de BSA (albamina de suero bovino) en
tampon de carbonato a pH 9;6;

a continuacién, se aclara el soporte con un tampén PBS durante varios
segundos;

después del aclarado, se sumerge el soporte a 37 °C durante dos horas
en una solucion de 10 ug/ml de estreptavidina en tampén fosfato a pH
7,2

a continuacién se aclara el soporte con un tampén carbonato a pH 9,6
durante varios segundos;

a continuacion se sumerge el soporte durante dos horas a 37 °C en una
solucién de parejas de union especificas (1 pg/ml a 40 pg/ml) en tampédn
carbonato a pH 9,6;

finalmente se pasiva el soporte en una solucion de BSA en tampén
carbonato a pH 9,6, durante dos horas a 37 °C.

El soporte sensibilizado asi elaborado se puede utilizar para la deteccién

optica de los microorganismos o se puede mantener a 2 °C-8 °C para su uso

posterior.

Ejemplo 5: Deteccion optica de Escherichia coli O157:H7 en una muestra

de alimento mediante el uso de un soporte sensibilizado.
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El objetivo de este experimento es detectar directamente, mediante el
uso de un soporte sensibilizado como se ha descrito anteriormente y mostrado
en la figura 8, la presencia de la bacteria diana E. coli O157:H7 en una muestra
de alimento durante el enriquecimiento.

Como se detalla a continuacion, la deteccion se lleva a cabo dUrante el
periodo de incubacién sumergiendo el soporte de captura sensibilizado con una
proteina de fago recombinante anti-E. coli O157:H7 en una bolsa de
homogeneizacion que contiene la muestra de alimento, diluida 1/10° en el

medio de reaccion.

Protocolo:

Etapa 1: Resuspension de las muestras en el medio de reaccién

Se preparan cuatro muestras de la siguiente manera:

e Muestra A: en una bolsa de homogeneizacién, se resuspenden 25 g de
carne picada contaminada por 5 unidades formadoras de colonias (UFC)
de E. coli O157:H7 en 225 ml de BPW (bioMérieux, Ref. 42043.)
complementada con 0,01 g/l de vancomicina (Sigma, N° de Cat. 75423)
y 0,3 g/l de TTC (bioMérieux, Ref. 04568088);

e Muestra B: en una bolsa de homogeneizacién, se resuspenden 25 gvde
carne picada no contaminada por E. coli O157:H7 en 225 m|l de BPW
complementada con 0,01 g/l de vancomicinay 0,3 g/l de TTC;

¢ Muestra C: en una bolsa de homogeneizacion, se resuspenden 375 g de
carne picada contaminada por 5 UFC de E. coli 0157:H7 en 3.375 mi de
BPW complementada con 0,01 g/l de vancomicinay 0,3 g/l de TTC;

e Muestra D: en una bolsa de homogeheizacién, se resuspenden 375 g de

carne picada no contaminada por E. coli O157:H7 en 3.375 ml de BPW
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complementada con 0,01 g/l de vancomicinay 0,3 g/l de TTC;

Los analisis se llevan a cabo tres veces para cada muestra.

Etapa 2: Inmersion de los soportes sensibilizados en las bolsas de

homogeneizacion antes de la incubacion

El soporte de captura sensibilizado se coloca en cada bolsa de
Stomacher (Muestras A, B, C y D), como se describe mas adelante. A
continuacion, se vuelven a cerrar las bolsas de homogeheizacién por medio dé
un pasador de cierre y se incuban en una incubadora a 41,5 °C durante 16 a 24
horas.

Etapa 3: Lectura de los soportes de captura después del periodo de incubacion

Al final de la incubacion (20 horas a 41,5 °C) y después de la reduccidn
no especifica del TTC por todas las bacterias presentes en la muestra (es
decir, que pertenecen a la flora anexa y a la flora diana), el medio de reaccion
es de color rojo. Por ultimo, con el fin de poder observar el soporte de captura
qgue pone de manifiesto la positividad o negatividad de la muestra analizada, las
bolsas de homogeneizacién se inclinan con el fin de aislar dicho soporte de
captura del medio de reaccién.

De acuerdo con el plan experimental, las muestras B y D son positivas
mientras que las muestras A y C son negativas. El analisis de estas mismas
muestras por el procedimiento VIDAS® ECPT comercializado por el solicitante
(ref. 30122) condujo a resultados similares, confirmando asi los resultados
obtenidos mediante la lectura 6ptica del soporte de captura sensibilizado.

Por dltimo, los niveles diana alcanzados después de 20 horas de
incubacién son de aproximadamente 5,5 logio UFC/ml para la muestra B y

3,5 log1p UFC/ml para la muestra D.
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Ejemplo 6: Deteccion optica de Listeria spp. en muestras ambientales
mediante el uso de un soporte sensibilizado.

El objetivo de este experimento es detectar directamente, mediante el
uso de un soporte sensibilizado, la presencia de las cepas bacterianas que
pertenecen al género Listeria en muestras ambientales durante el
enriquecimiento.

Como se detalla a continuacion, la deteccién se lleva a cabo durante el
periodo de incubacién sumergiendo un soporte de captura como se describe en
la figura 10, sensibilizado con tres proteinas recombinantes de fago anti-Listeria
spp. en un recipiente cerrado que contiene la muestra, diluida en el medio de

reaccion.

Protocolo:

Etapa 1: resuspension de las muestras en el medio de reaccién

Todas las muestras ambientales se preparan como en el ejemplo que se
detalla a continuacién; |

Se dividen en dos mitades esponjas (8 cm x 3 cm) utilizadas para la
toma de muestras de superficie, tratadas de la siguiente manera:

Muestra 1: en un recipiente (es decir, frasco), se contamina
artificialmente la primera 1/2 esponja mediante 5UFC de una cepa
perteneciente al género Listeria y se resuspende en 45ml de medio LX
(bioMérieux, Ref. 42635) complementado con 0,1 g/l de TTC (bioMérieux,,Ref.
04568088);

Muestra 2: en un segundo recipiente (es decir, frasco), se resuspende la
otra mitad, que no esta contaminado por una cepa perteneciente al género

Listeria, en 45 ml de medio LX (bioMérieux, Ref. 42635) complementado con
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0,1 g/l de TTC (bioMérieux, Ref. 04568088).
La unidén entre las muestras y las cepas inoculadas artificialmente se

presenta en la siguente tabla 3:

N° de Muestra Cepa inoculada
Muestra A1 L. monocytogenes 4b ATCC 19115
Muestra A2 N/A

Muestra B1 L. seeligeri NSB 22460

Muestra B2 N/A

Muestra C1 L. welshimeri 6a

Muestra C2 N/A

Tabla 3

Etapa 2: Inmersion del soporte sensibilizado en el recipiente (frasco) antes de

la incubacién

Se coloca en cada frasco un soporte sensibilizado, tal como se describe
en las figuras 9 y 10. Para ello, se hace un agujero en la tapa del frasco de
manera que la soporte de captura sensibilizado 64 pueda insertarse a la fuerza
hasta que la zona de analisis (las zonas 641 y 642) quede completamente
sumergida en el medio de cultivo. A continuacién se cierran los frascos con su
tapon y se incuban en una incubadora a 30 °C durante 24 a 48 horas.

Etapa 3: Lectura de los soportes de captura al final del periodo de incubacién

Al final de la incubacion (24-48 horas a 30 °C) y después de la reduccion
no especifica del TTC por todas las bacterias presentes en la muestra (es
décir, que pertenecen a la flora anexa y a la flora diana), el medio de reaccién
es de color rojo. También con el fin de poder observar el soporte de captura
sensibilizado que pone de manifiesto la positividad o negatividad de la muestra

analizada, las bolsas de homogeneizacion se inclinan a fin de aislar la muestra
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del medio de reacciéon. Cada muestra se analiza también mediante el
procedimiento VIDAS® LIS (Ref. 30700).

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente Tabla 4:

N° de Cepa inocuiada Resultado del Resultado del
Muestra biodetector éptico VIDAS LIS
Muest. A1 | L. monocytogenes 4b + +
ATCC 19115
Muest. A2 N/A - -
Muest. B1 | L. seeligeri NSB 22460 + +
Muest. B2 N/A - -
Muest. C1 L. welshimeri 6a + +
Muest. C2 N/A - ’ -
S Tabla 4

Para el soporte de captura sensibilizado, una coloracién roja de la zona
641 y una ausencia de coloracién de la zona 642 _del soporte de captura
destacan la positividad de la muestra (véase la figura 10).

10 De acuerdo con el plan experimental, las muestras 1 son positivas,
‘mientras que las muestras 2 frente a los negativos son negativas. El analisis de
estas mismas muestras mediante . el procedimiento VIDAS LIS condujo a
resultados similéres, confirmando asi los resultados obtenidos mediante la
lectura éptica de un soporte de captura sensibilizado.

15 Ejemplo 7: Elaboraciéon de las pérticulas funcionalizadas (conjugadas)
mediante por lo menos una pareja de unién especifica para el
microorganismo diana.

Para este ejemplo, se ‘elaboran dos tipos de conjugados a partir de

particulas de latex de 400 nm de diametro.
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e Preparacion por adsorciéon de la pareja de union especifica (proteina de

fago recombinante anti-E. coli O157:H7) siguiendo las siguientes etapas:

1.

lavado de las particulas de latex (Plain Hidye blue, Polymer lab)
en agua VERSOL por centrifugacion;

adsorcién de las parejas de union especificas a una
concentracion de 150 pg/ml en tampédn fosfato a pH 7 en
presencia de las particulas de latex con un contenido de sélidos
de un 0,5 % durante 3 horas a temperatura ambiente y con rueda

de agitacién.

Los rendimientos de adsorcién son superiores al 80 %, por lo que no es

necesario lavar las particulas de latex después de la adsorcién.

e Preparacién por acoplamiento de la pareja de unién especifica (proteina

de fago recombinante anti-O157) siguiendo las siguientes etapas:

1.

lavado de las particulas de latex (Carboxylic Hidye, Polymer lab)
en agua Versol por centrifugacion;

acoplamiento a clorhidrato de
etil-(N’,N'-dimetilamino)propilcarbodiimida (EDC) de 125 pg/ml de
estreptavidina en tampén fosfato 20 mM a pH 7 en presencia de
Iaé particulas de latex con un contenido de sélidos del 0,5 % por
agitacion en un termomezclador a 37 °C y 700 rpm durante 3
horas;

la estreptavidina no acoplada se elimina mediante 20 minutos de
centrifugacion a 5.000 g y el resto se retoma de nuevo en tampédn
Tris 20 mM a pH 7;

adicion de los 150 pug/ml de la pareja de unién especifica
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biotinilada (proteina de fago recombinante biotinilada anti-E. coli
0157:H7) e incubacioén durante 3 horas a temperatura ambiente
con rueda de agitacion;

5. eliminacién del exceso de pareja de unién por centrifugacion
durante 10 minutos a 7.000 g y recogida de nuevo en tampén Tris
20mMapH?7.

Ejemplo 8: Deteccion de Escherichia coli O157:H7 en muestras de
alimento por la aglutinacion de particulas de latex sensibilizadas en
medio liquido.

El objetivo de este ekperimento es detectar directamente, por la
aglutinacion de particulas de latex azul sensibilizadas tales como las descritas
en el ejemplo anterior, la presencia de la bacteria diana E. coli 0157:H7 en una
muestra de alimento durante el ehriquecimiento.

Como se detalla a continuacion, la deteccion se lleva a cabo durante el
periodo de incubacidn por inmersibn de las particulas de latex azul
sensibilizadas con una proteina de fago recombinante anti-E. coli O157:H7, en
el recipiente cerrado que contiene la muestra de alimento, diluida en el medio
de enriquecimiento.

Protocolo:

Etapa 1: resuspension/dilucion de las muestras en el medio de enriquecimiento

Se preparan seis muestras de la siguiente manera:

Muestra A1: en una bolsa de homogeneizacién, se diluyen 25 mi de
leche pasteurizada contaminada por 5 UFC de E. coli O157:H7 en 225 ml de
BPW (bioMérieux, ref. 42043);

Muestra A2: en una bolsa de homogeneizacién, se diluyen 25 ml de
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leche pasteurizada no contaminada'por E. coli O157:H.7 en 225 ml de BPW;
Muestra B1: en una bolsa de homogeneizacidn, se resuspenden 25 g de
salmoén contaminado por 5 UFC de E. coli O157:H7 en 225 ml de BPW,
Muestra B2: en una bolsa de homogeneizacién, se resuspenden 25 g de
salmén no contaminado por E. coli O157:H7 en 225 ml de BPW,;
Muestra C1: en una bolsa de homogeneizacién, se resuspenden 25 g de
ensalada contaminada por 5 UFC de E. coli O157:H7 en 225 m| de BPW,
Muestra C2: en una bolsa de homogeneizacion, se resuspenden 25 g de
ensalada no contaminada por E. coli O157:H7 en 225 ml de BPW,
Se llevaron a cabo tres repeticiones para cada muestra.

Etapa 2: Insercion del tubo que contiene el medio de reaccion en la bolsa de

homogeneizacion antes de la incubacién

De acuerdo con la figufa 11, a continuacién se afnade a la bolsa de
homogeneizaciéon un tubo que contiene el medio de reaccién. El medio de
reaccion se compone de 100 pl de particulas de latex azul sensibilizadas y
1,4 ml de BPW complementada con 10 mg/l de vancomicina.

Las bolsas de homogeneizacién se vuelven a cerrar por medio de un
pasador de cierre y se co‘Iocan en una incubadora programable para una
incubacién en tres fases. De hecho, la trénsferencia de una alicuota de la
muestra (0,5 mi) de la bolsa de homogeneizacién al tubo que contiene el medio
de reaccion se realiza de acuerdo con el procedimiento descrito en el
documento WO-A-2004/092401, en base a la ley de los gases perfectos
(pV = nRT).

El periodo de incubacion se divide de la siguiente manera:

Fase 1: 16 horas a 41,5 °C; enriquecimiento de la muestra de 25¢g
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diluida en BPW,

Fase 2: 1 hora a 30 °C; transferencia de 0,5 mi de la muestra al tubo que
contiene el medio de reaccion, |

Fase 3: 8 horas a 1,5 °C; enriquecimiento del medio de reaccidén que
contiene la alicuota de 0,5 ml,

De acuerdo con el plan experimental, las muestras Muest. N°1 se
determinaron como positivas frente a las negativas para las muestras Muest.
N° 2. El analisis de estas mismas muestras mediante el procedimiento VIDAS
ECPT condujo a resultados similares, confirmando asi los resultados obtenidos

por la aglutinacion de particulas de latex sensibilizadas en medio liquido.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccidbn de por lo menos un microorganismo
presente en una muestra colocada en un recipiente cerrado, comprendiendo
5 esencialmente dicho procedimiento las siguientes etapas:

a) Colocar dicha muestra en contacto en el recipiente con por lo menos un
medio de cultivo y un soporte capaz de capturar el microorganismo o los
microoganismos a detectar,

b) Cerrar el recipiente,

10 c) Colocar el recipiente en condiciones capaces de perrhitir el crecimiento
del microorganismo o de los microorganismos

d) Detectar, dentro de dicho recipiente cerrado, utilizando un medio de
deteccion, la presencia del microorganismo o de los microorganismos

fijlados sobre el soporte de captura.

15
2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que un sistema
indicador de presencia capaz de permitir la deteccién se pone en contacto en el
recipiente durante la etapa a).

20 3. El procedimiento segin una de las reivindicaciones anteriores, que

incluye una etapa intermedia ¢’) que consiste en la transferencia de toda la
mezcla, o parte de ella, constituida por dicha muestra, el medio de cuitivo, el
- soporte capaz de capturar el microorganismo o los microorganismos a detectar,
y potencialmente del sistema indicador de presencia desde el recipiente, en

25 este caso denominado recipiente principal, a por lo menos un segundo
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recipiente denominado recipiente secundario.

4. El procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, que

incluye una etapa adicional e) que consiste en confirmar la deteccion del

- microorganismo o de los microorganismos detectados.

5. El procedimiento segun la reivindicacién 4, en el que la etapa de
confirmacioén e) se logra utilizando un medio de deteccién que es idéntico o

diferente al medio de deteccidn utilizado para la etapa de deteccion.

6. El procedimiento de deteccidbn segin una de las reivindicaciones
anteriores, en el que el medio de deteccién se toma del grupo que comprende:
medios de deteccion eléctricos, en concreto, medios de deteccidn
electroquimicos, medios de deteccién 6pticos, medios de deteccidén acusticos,
medios de deteccién térmicos, medios de deteccidbn mecanicos y medios de

deteccién magnéticos.

7. El procedimiento seglin una de las reivindicaciones anteriores, en el que

el soporte para la captura del microorganismo o de los microorganismos

también constituye el medio de deteccion.

8. El procedimiento de deteccidn segun una de las reivindicaciones
anteriores, en el que por lo menos una pareja de unién especifica 0 no
especifica del microorganismo o de los microorganismos se fija sobre el

soporte de captura.
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9. El procedimiento de deteccién segun la reivindicacién anterior, en el que
la pareja de unién especifica se toma del grupo que comprende: anticuerpos,
fragmentos Fab, fragmentos Fab’, proteinas de fago recombinantes o no

recombinantes, y fagos.

10.  El procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que
la deteccién del microorganismo o de los microorganismos se realiza en tiempo

real.

11.  El procedimiento de deteccion segin una de las reivindicaciones
anteriores, en el que la deteccidén del microorganismo o de los microorganismos
se realiza después de la etapa de crecimiento de dicho microorganismo o

microorganismos.
12. El procedimiento de deteccion segun una. de las reivindicaciones
anteriores, en el que el recipiente es una bolsa de homogeneizacién, un

matraz, una botella o un frasco.

13. EL procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el

que el soporte de captura es un soporte particulado o de una sola pieza.

14.  El procedimiento segun la reivindicacién anterior, en el que el soporte

particulado esta constituido por particulas sensibilizadas.

15. EL procedimiento segun la reivindicacién anterior, en el que las
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particulas sensibilizadas son magnéticas.

16. El procedimiento de deteccidbn segun una de las reivindicaciones
anteriores, en el que el medio de deteccidén estd conectado a un sistema de

analisis de datos.

17.  El procedimiento de deteccion segun la reivindicacién 16, en el que la
conexion entre el soporte de captura o el medio de deteccién y el dispositivo de

analisis de datos es una conexién por cable o una conexion inaldmbrica.
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RESUMEN

PROCEDIMIENTO DE DETECCION DIRECTA E IDENTIFICACION DE UN
MICROORGANISMO EN UNA MUESTRA BIOLOGICA DILUIDA EN UN
CALDO DE ENRIQUECIMIENTO

La presente invencién se refiere en general al campo del analisis, por
ejemplo, al analisis biolégico. Mas concretamente, la presente invencion se
refiere a un procedimiento de deteccién de por lo menos un microorganismo
presente en una muestra colocada en un recipiente cerrado, comprendiendo
esencialmente dicho procedimiento las siguientes etapas:

a) Colocar dicha muestra en contacto en el recipiente con por lo menos un
medio de cultivo y un soporte capaz de capturar el microorganismo o los
microorganismos a detectar,

b) Cerrar el recipiente,

c) Colocar el recipiente en condiciones capaces de permitir el crecimiento
del microorganismo o de los microorganismos, |

d) Detectar, dentro de dicho recipiente cerrado, utilizando un medio de
deteccion, la presencia del microorganisrho o de los microorganismos

fijados sobre el soporte de captura.
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d) Detectar, dentro de dicho recipiente cerrado, utilizando un medio de deteccion, la presencia del microorganismo o de los
microorganismos fijados sobre el soporte de captura
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