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DESCRIPCION
Nuevos substratos cromdgenos para la deteccion de hidrolasas

La presente invencion, se refiere a la evidenciacion de enzimas del tipo peptidasas, para la utilizacion de substratos
cromogenos eficaces. La presente invencion, se refiere igualmente a un procedimiento y a un dispositivo de identifil]
cacién de micro-organismos que son, a la vez, simples y fiables.

Desde hace muchos afios, se utilizan substratos particulares para permitir la determinacién de la presencia o de la
ausencia de actividades enzimaticas caracteristicas de las bacterias. Para la eleccion de los substratos, segun haya
reaccion o no, es posible el caracterizar la naturaleza de una clase de bacterias o de diferenciarla de las especies de
una clase bacteriana dada.

Los substratos sintéticos de enzimas, se encuentran constituidos por dos partes, una primera parte especifica de la
actividad enzimatica a revelar, y una segunda parte que hace la funcién de marcador, a la cual se la denominara, en
la parte que sigue de este documento, como parte marcador.

Estos substratos particulares, pueden ser substratos fluorescentes o cromégenos. De hecho, es la segunda parte o
parte marcador que es fluorescente o cromégena, cuando ésta no se encuentra asociada a la primera parte.

Los substratos fluorescentes, pueden ser de diferentes composiciones.

En primer lugar, los substratos a base de umbeliferona o de aminocumarina y sus derivados sustituidos en la posil]
cion 2, los cuales permiten la liberacion de un compuesto fluorescente de color variante, del azul al verde, bajo
lampara a ultravioletas (UV)(Aex = 365 nm).

A continuacion, los substratos a base resorufina (y derivados), en donde existe liberacién de un compuesto fluores(]
cente rosa, bajo luz natural (Aex = 530 nm).

Finalmente, los substratos a base de fluoresceina (y derivados), la cual, después de degradacion, libera un com(]
puesto fluorescente amarillo9, bajo la luz natural )(Aex = 485 nm).

Estos substratos, estan poco adaptados a una utilizacién en medios gelosados (gelificados), y son mas utiles en
medio liquido.

Los substratos cromogenos, pueden igualmente ser de diferentes naturalezas.

En primer lugar, existen los substratos a base de indoxil y sus derivados, los cuales, en presencia de oxigeno, prol|
ducen un precipitado variante del azul al rosa.

Sus aplicaciones, se encuentran esencialmente limitadas a las osidasas, esterasas, y no conciernen a la deteccion
de una actividad peptidasa. Bien adaptadas a una utilizacién sobre soporte sélido (filtro, gelosa, gel de electrofore(|
sis,...), estos se encuentran, en cambio, menos bien adaptados a una utilizacién en medio acuoso liquido (formacion
de un precipitado).

En segundo lugar, existen substratos a base de hidroxiquinolina o de esculetina y sus derivados, los cuales, en
presencia de sales de hierro, producen un precipitado marron.

También, otra vez, sus aplicaciones, se encuentran limitadas a las osidasas y esterasas. Estos se encuentran adap!(
tados a una utilizaciéon sobre soporte sélido, y poco adaptadas a una utilizaciéon en medio acuoso liquido.

En tercer lugar, existen substratos a base de nitrofenol y nitroanilina y derivados, en donde se obtienen la formacion
de un compuesto amarillo.

Estos permiten detectar las actividades osidasas y esterasas en el caso de substratos a base de nitrofenol, y activi®
dades peptidasas, en el caso de substratos a base de nitroanilina. Mientras tanto, en el caso de la deteccion de
actividades peptidasas, la nitroanilina liberada, es toxica para las bacterias que se desea identificar o caracterizar, lo
cual puede ser perjudicial para los analisis en curso o ulteriores. Por otra parte, éstos estan poco adaptados a una
utilizaciéon sobre soporte soélido y, mejor adaptados a una utilizacion en medio liquido. Ademas, éstos son poco
cromoégenos, debido al coeficiente de extincion relativamente débil del color (amarillo), en donde, el contraste, es
poco pronunciado en los medios bioldgicos.
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En cuarto lugar, existen substratos a base de naftol y naftilamina y sus derivados. En este caso, la reaccion, se
efectia en dos tiempos, el naftol o naftilamina liberada mediante la actividad enzimatica, sigue un efecto “azol
coupling” (azo-acoplamiento), en presencia de una sal de diazonio que se ajusta en el momento de la revelacion,
conduciendo a la formacién de un compuesto insoluble coloreado.

Estos permiten detectar las actividades osidasas y esterasas mediante la intermediacién del naftol, y las actividades
peptidasas mediante la intermediacién de la naftilamina. La reaccion “azo-coupling”, se efectia en un medio que es
a menudo quimicamente agresivo, téxico para las bacterias y que convierte a la muestra en inutilizable para otros
analisis y, ademas, las naftilaminas, son cancerigenas.

Para revelar la naftilamina y, por lo tanto, una actividad peptidasa, es también posible el afiadir, al final de la reacl]
cion enzimatica, p-dimetilaminocinamaldehido en medio acido, en lugar de una sal de diazonio, siempre con los
inconvenientes de toxicidad con respecto a la muestra analizada.

La solicitud de patente francesa FR — A — 2 708 286, propone utilizar una mezcla de substratos cromégenos, propor(’]
cionando, cada cromégeno, una coloracién particular para una enzima especifica, que es diferente de la coloracion y
de la enzima asociada al otro cromoégeno. Cuando las dos coloraciones y, por lo tanto, las dos enzimas, se encuen(|
tran presentes, existe formacion de una “tercio-coloracion”.

Esta técnica, no es de todos modos satisfactoria, debido al hecho de que, en funcién de la reducida concentracion
de una de las dos enzimas, no es posible detectar esta actividad enzimatica la cual se encuentra entonces enmasca
rada mediante la coloracion asociada a la enzima, cuya concentracion es preponderante.

Finalmente, las solicitudes de patentes estadounidenses US — A — 4.681.841 y US — A — 4.588.836, describen un
procedimiento indirecto de deteccion de una sola actividad enzimatica, que utiliza un acoplamiento entre un amino(l
benceno y un derivado aromatico hidroxilado (por ejemplo, el alfa-naftol), acoplamiento éste, el cual engendra la
formacion de un indicador cromégeno, en presencia de oxidasa. Uno de los dos compuestos (el aminobenceno),
entra en la composicion del substrato de partida: si la actividad enzimatica investigada se encuentra presente, este
compuesto, se liberara y podra reaccionar con el otro compuesto.

No obstante, la presencia de oxidasa, en el medio reactivo, para que sea posible la evidenciacion de la enzima
buscada, es una absoluta necesidad. No obstante, si bien es cierto que estas informaciones disuaden a la persona
experta en el arte especializado de la técnica, de buscar una solucién en la que no se utilice oxidasa, el solicitante,
por mediacion de numerosos tests de ensayo efectuados en estos laboratorios, a probado qu4e es posible el evill
denciar la enzima buscada, mediante la utilizaciéon de, por ejemplo, del amino-benceno y del a-benceno, sin la adil]
cion de oxidasa.

Es por lo tanto facil de comprender, el hecho de que no existe hoy en dia, un substrato no cromégeno, que permita
revelar por lo menos dos actividades enzimaticas que sea particularmente eficaz e interesante.

En cuanto a lo concerniente al procedimiento y el dispositivo de identificacion, el estado actual de la técnica, se
encuentra constituido por un procedimiento de identificacion que permite una manipulacién en tres etapas:

- extraccioén de la colonia a identificar

- realizacion de un test de ensayo de orientacion, e

- investigacién de colonias parecidas a las observadas y realizacién de un inéculo.

El test de ensayo de orientacion, debe practicarse antes de la utilizacién de un sistema de identificacion.
Este es particularmente el caso, para la coloracion Gram que necesita una observacién microscépica.

Mientras tanto, esta coloracion, no siempre es facil de realizar y, sobre todo, de interpretar. Por otra parte, el coste
que acarrea este test de ensayo queda lejos de no tenerse en consideracion.

Uno de los objetivos de la presente invencion, es por lo tanto el crear el lazo de union entre un medio de cultivo y los
sistemas de identificacion y de antibiograma, ofreciendo, a los bidlogos, la posibilidad de efectuar un test de ensayo
simple en una etapa, permitiendo, a la vez, la confirmacion del resultado de la coloracién de Gram y la preparacion
del in6culo. Asi, de este modo, se fiabiliza la eleccion de los tests de ensayo de identificacion y de antibiograma.

La solicitud de patente europea EP — A — 0 122 028, propone un procedimiento de colorimetria que permite detectar
la presencia de por lo menos una enzima sospechosa de encontrarse presente en una muestra bioldgica. Esta
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preconiza el preparar un material absorbente montado sobre un soporte rigido, tal como un escobillén, absorbiendo,
en este material, por lo menos un substrato especifico de la enzima que se desea detectar. Previamente a su utilizall
cion, el material absorbente que contiene el substrato o los substratos, se seca.

La invencion, permite evidenciar, de una forma calorimétrica, las actividades enzimaticas del tipo peptidasa, con la
ayuda de substratos sintéticos a base de dos componentes, asi como un nuevo procedimiento, que puede aplicarse
a medios reactivos, tanto liquidos como sdlidos.

Esta propone, igualmente, un procedimiento y un dispositivo de identificacién de microorganismos, que orientan la
identificacion, y que permiten la recuperacion de los citados microorganismos para permitir efectuar un indculo. Este
inoculo, permite utilizar los mismos micro-organismos para una o varias otras etapas, tales como una identificacion,
un antibiograma.

Después de la hidrdlisis de los substratos, la deteccién de las actividades enzimaticas, se basa en la formacion de
un complejo coloreado, a partir de un acoplamiento oxidante de los dos compuestos precedentemente citados. El
acoplamiento oxidante, puede facilitarse mediante un oxidante afiadido al medio reactivo o producto, en el momento
de un procedimiento metabdlico, en el seno de este medio, o de una forma mas simple, mediante la presencia de
oxigeno enddgeno en este mismo medio.

Segun una primera interpretacion, la presente invencion, se refiere a una asociacién de dos entidades distintas,
siendo, una de ellas, una molécula no cromégena y, siendo, la otra, el substrato que permite detectar la presencia de
la actividad enzimatica de por lo menos una enzima. El substrato, se caracteriza por el hecho de que, éste, se en(]
cuentra constituido por una parte especifica de la enzima, y por una molécula no cromégena, diferente de la primera,
que constituye la parte marcador del substrato; las dos moléculas no cromdégenas, reaccionan conjuntamente, cuan(J
do éstas son en forma libre, y pueden generar una molécula cromégena.

A dicho efecto, la presente invencion, pone en practica un substrato croméfero, que permite detectar la presencia de
la actividad enzimatica de por lo menos una enzima, caracterizado por el hecho de que, éste, se encuentra constituill
do por menos por dos moléculas, constituida, una primera molécula, por una parte marcador, no cromégena, asol
ciada a por lo menos una parte especifica diana de la enzima, y una segunda molécula, constituida por otra subs
tancia no cromégena, y que, la parte marcador, no cromégena, una vez liberada, reacciona con la primera molécula,
para formar una molécula cromégena.

Segun la invencion, la parte marcador, no cromoégena de la primera molécula, se encuentra constituida por aminol
benceno, o por uno de sus derivados:

R,
R N
S | E
=~
Ry Ry
NH;

la parte marcador no cromégena de la segunda molécula, se encuentra constituida por a-naftol o uno de sus derivall
dos:

Ry

I

v

Fa.
R-',r"”

Re

y la molécula cromdgena obtenida, se encuentra constituida por:
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B
Bs Rz
Ry Ry
Rg M
Y
Rs Rz
Re O

Férmulas en las cuales, el radial R+, se encuentra constituido por

X
/

—OH 6 -SH 6 -N |, el radical R4p, se encuentra cons(]
\

Z,
tituido por —H & por un atomo, tal como —Br, -Cl, -I, 6 un grupo de atomos, tal como -SH, el cual puede retirarse
durante el acoplamiento oxidante, y cada radical Rz a Rg, R11 6 R12, se elige de entre —H, -OH, -Br, -ClI, -I, —CH3s, 0

CH2CHs, -OCHas, -OCH2CH3, -COOH.

En el caso del radical R+, X, y/6 Z, se encuentra constituido por —H, u otros sustituyentes mas complejos, tales como
—CHjs, -CH2CH3;,

S I\
—N —N  N-CHj
CH; "

N{CH}-CH}-OH N H
“CH,.CH,-OH cOH
Segun la presente invencion, el procedimiento de deteccion de una actividad enzimatica por mediacion de substral

tos, tales como los que se describen abajo, a continuacion, consiste en:

- poner por lo menos un substrato descrito anteriormente, arriba, en presencia de por lo menos un tipo de microor’]
ganismos, tales como bacterias, contenido en una muestra a someter a test de ensayo, sin la adicién de oxidasa,

- esperar que la(s) bacteria(s) hidrolice(n) los substratos, y

- detectar las actividades ezimaticas basadas en la formacién de un complejo coloreado a partir del acoplamiento
oxidante de las dos partes marcador.

Otro objeto de la presente invencién, es el de proponer un procedimiento, en el cual, las moléculas, se encuentran
presentes en un material absorbente, y se ponen en contacto con la muestra, y, después de la deteccion, los micro(]
organismos de esta forma extraidos, se vuelven a poner en suspension, con el fin de permitir analisis ulteriores
(identificaciones, antibiogramas, etc.).

Las moléculas y otros compuestos que entran en la composicién reactiva contenida en el material absorbente, son:

- la primera molécula constituida por amino-benceno o uno de sus desrivados, asociado a por lo menos una
parte especifica diana de la enzima, y
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- la segunda molécula, constituida por a-naftol 6 uno de sus derivados.
La composicion reactiva, contiene igualmente un oxidante, tal como el ferricianato de potasio.

Entre los otros compuestos, es posible el tener igualmente un activador da la reaccién, tal como una reducida cantiC
dad de la primera molécula y / o de la segunda molécula presente(s) en la muestra a someter a test de ensayo.

Siempre entre los otros compuestos, es posible que la constitucién contenga un ligante o cola, tal como la polivinilpil’]
rrolidona (PVP).

El procedimiento, puede utilizarse para identificar el Gram de una especie bacteriana a someter a test de ensayo vy,
en este caso, la primera molécula se encuentra constituida por AlaDMpPD, y la segunda molécula, se encuentra
constituida por a-naftol.

Adicionalmente, ademas, la composicién de la mezcla reactiva absorbida por el material absorbente, es la siguiente:
- a-naftol de 0,01 a 5 g/l, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l y, por ejemplo, 0,5 g/I,

- ferricianato de potasio de 0,01 g a 5 g/I, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l y, por ejemplo, 0,5 g/l, y

- AlaDMpPD de 0,01 a 5 g/l, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l, y por ejemplo, 0,35 g/l.

Segun una variante, el activador, se encuentra constituido por Ala-DMpPD, a una concentracion de 0,01 g a 0,5 g/,
de una forma preferente, de 0,05 a 0,1 g/l y, por ejemplo, de 0,075 g/l.

Segun una variante, la composicion, comprende, ademds, de 1 a 50 g/l de PVP, de una forma preferente, de 10 a 25
g/l de PVP y, por ejemplo, 15 g/l de PVP.

Un dispositivo de identificacion que permite la puesta en practica del procedimiento de identificacion anteriormente
descrito, arriba, se encuentra constituido por un soporte, por ejemplo, de plastico, el cual es inerte con respecto al
material absorbente del substrato o de los substratos, que éste contiene, y / 0 con respecto a la muestra sometida a
test de ensayo, sobre el cual se encuentra montado un cabezal de material absorbente, tal como la viscosa.

| - Nuevos substratos cromdgenos y procedimiento de utilizaciéon

La invencion que se describira a continuacién, se refiere a algunas formas de realizacion particulares de la inven(]
cioén.

El substrato cromdgeno, que permite detectar la presencia de la actividad enzimatica de por lo menos una enzima,
se encuentra constituida por lo menos por dos moléculas, encontrandose constituida, una primera molécula, de una
parte marcador no cromoégena, asociada a por lo menos una parte especifica diana de la enzima, y una segunda
molécula, constituida por otra substancia no cromégena. La parte marcador no cromégena, una vez liberada, reacl]
ciona con la segunda molécula, para formar una molécula cromégena.

En el caso de una revelaciéon de una sola actividad enzimatica, existen dos moléculas no cromégenas, es decir, una
primera molécula que tiene una parte especifica de la actividad enzimatica a revelar y una parte marcador, mientras
que, la segunda molécula, sélo se encuentra constituida por la parte marcador. Las dos partes marcador, se encuen(]
tran respectivamente constituidas por los compuestos | y Il que se presentan abajo, a continuacion.

Rl R.g R 10
RS RZ RE ] I RI. }
R4 R; R4 th
NH; Rs OH
Compuesto | Compuesto |l

en donde, X
/
‘R1=—OH 6 -SH 6 -N ,con Xy/6Z=-H,
\
V4
u otros sustituyentes mas complejos, como CHs, -CH>CH3, CH2CHs,
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CH;

i & ]

—N N W

“ —N W —CH;

CH; \ /
N{CH}-CH}-OH N H
“CH,-CH,-OH coH
- R1p = -H 6 un grupo o atomo que puede retirarse durante el acoplamiento oxidante, como —Br, -Cl, -1, -SH, etc.

. Rz, R3, R4, R5, R7, Re, Rg, R11 y Ry = -H, -OH, -BI’, -C|, -|, -CH3, CHzCHs, -OCH3, -OCH2CH3, -COOH.

El compuesto lll, obtenido mediante la combinaciéon de dos compuestos | y Il, es por lo tanto el siguiente:

R,
Rs Ry
Ry Ry
Ry N
oo
R? R]j
Rs O
Compuesto llI

5  Para comprender la invencién, se recuerda que la férmula de un substrato enzimatico hidrolasa, puede esquematiC
zarse bajo la forma:

- A - O - B, si se trata de un substrato de osidasa, de fosfatasa, o de esterasa o de sulfatasa.
La hidrdlisis enzimatica, puede entonces escribirse:

A-O-B+H0

> A-OH + B-OH,

10 con, segln la invencion:
A-OH = osa, fosfato, sulfato, acido graso (después del mas simple, es decir, el acido acético), y
B-OH = compuesto | con Ry = -OH 6 compuesto Il
- A-CO-NH-B, si se trata de un substrato de peptidasa.

La hidrdlisis enzimatica, puede entonces escribirse:

15 A-CO-NH-B + H,0 > A-COOH + B-NH,
con, segun la invencion:

A-COOH = aminoacido o cadena de aminoacidos terminados o no por un agente bloqueante, y

7
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B-NH; = compuesto I.

El procedimiento utilizado en concordancia con la presente invencién, por una parte, un substrato enzimatico, tal
como se describe anteriormente, arriba, a base de un compuesto 1 derivado del aminobenceno, con Ry = -OH, por
otra parte, un agente de revelacién inicialmente presente en el medio reactivo, o que puede afiadirse durante o
después de la reaccion enzimatica, siendo, este agente:

el compuesto Il para la evidenciacion del compuesto 1 resultante de la hidrélisis enzimatica de los substratos a base
de este primer compuesto.

La formacion, en el medio reactivo, del complejo coloreado Il (derivado del indofenol), a partir del acoplamiento
oxidante de | y Il, permite decelerar la hidrdlisis del substrato y, por lo tanto, la actividad enzimatica implicada.

El color del compuesto lll, depende de los sustituyentes sobre los compuestos | y II.

Este es por ejemplo un color purpura, si Ry = -OH, y Roa Ry1 = -H, 0 azul, en el caso en donde, Ry = -OH, R,y Rs = -
C|, y R5 a R11 =-H.

El procedimiento de esta forma descrito, es en particular extremamente interesante, para decelerar colorimétricall
mente las actividades del tipo peptidasas. En efecto, segun el estado anterior de la técnica, la eleccion de las reacl]
ciones coloreadas, se limitaba a la utilizacion de los substratos a base de nitroanilina, poco cromégena, y de substral’
tos a base de naftilamina, muy téxica, que necesitaban la adicién de un reactivo, al final de la reaccién (sal de diazolJ
nio, por ejemplo), para decelerar la amina liberada.

La invencion, pone en practica un nuevo tipo de substratos de peptidasas, a base de aminobenceno o derivados
(compuesto |).

Este ultimo, a medida que se libera en el medio reactivo, en el momento de la hidrélisis enzimatica, forma un com(
plejo fuertemente coloreado (rojo a azul, generalmente), mediante acoplamiento oxidante con el a-naftol o un derival]
do (compuesto Il), presente en este medio.

La reaccion de acoplamiento, puede igualmente obtenerse al final del test de ensayo, si la adicion del compuesto I,
interviene al término de la reaccion enzimética.

Otra aplicacién de los substratos descritos, que no pertenece a la invencion, consiste en asociar dos substratos en el
medio reactivo, segun el procedimiento, uno a base del compuesto |, y el otro a base del compuesto Il.

Se pueden imaginar, de este modo, todos los tipos de combinaciones de detecciéon simultanea de dos actividades
enzimaticas (por ejemplo, una peptidasa y una osidasa, una esterasa y una osidasa, dos osidasas, etc.). En este
caso, habra la formacién del complejo coloreado Il Unicamente, si los dos substratos estan hidrolizados. Esta com(]
binacién, puede ser Util para los tests de ensayo de diagndstico que requieren una gran especificidad, especialmen(’
te, cuando se trata de caracterizar micro-organismos.

Uno de los ejemplos citados, ilustra el interés de esta deteccion simultanea de dos actividades enzimaticas en el
sector de la identificacion de las bacterias.

Es también posible, el proporcionar una doble funcionalidad al compuesto. Es en efecto posible el injertar quimicall
mente, sobre el compuesto |, por una parte sobre el grupo —NH,, un aminoacido o una cadena de aminoacidos
terminados o no por un agente bloqueante y, por otra parte, sobre Ry, si se trata de un grupo hidroxilo (-OH), una
osa, un fosfato o un acido graso. Se obtiene una molécula que puede calificarse de doble substrato, la cual, para
generar el compuesto | en el estado libre, en el medio reactivo, debe hidrolizarse mediante dos actividades enzimatil
cas distintas, por una parte, una peptidasa y, por otra parte, una oxidasa, fosfatasa o esterasa, segun la naturaleza
del producto injertado sobre Rj.

Asi, de este modo, en presencia del compuesto Il, el complejo coloreado lll, no puede obtenerse mas que si, las dos
actividades enzimaticas, se encuentran presentes. El interés de estos substratos de doble funcionalidad, reside en
su especificidad muy grande, la cual puede aprovecharse, para caracterizar micro-organismos, por ejemplo.

En el mismo sentido, se puede concebir una mezcla de un substrato de doble funcionalidad, a base del compuesto |,
tal como se ha descrito anteriormente, arriba, y un substrato a base del compuesto Il, para la investigacion o
blusqueda de otra osidasa, fosfatasa o esterasa. En este caso, la produccion del producto coloreado lll, necesita la
presencia simultanea de tres actividades enzimaticas, con el fin de liberar los compuestos | y Il. Dos actividades
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enzimaticas, permiten hidrolizar la molécula a base del compuesto |, una actividad enzimatica, permite hidrolizar la
molécula a base del compuesto Il. Se aumenta asi todavia la especificidad del test de ensayo.

Segun la invencion, es también posible el combinar diferentes tipos de substratos en el mismo medio reactivo, en
particular, substratos conocidos en el arte anterior de la técnica, y substratos segun el procedimiento reivindicado.
Esto permite poner en practica diferentes reacciones coloreadas y, por lo tanto, revelar, al mismo tiempo, varias
actividades enzimaticas, en el seno del mismo medio reactivo.

La invencion, puede aplicarse a la investigacién o busqueda de actividades enzimaticas en diferentes tipos de mues[]
tras, bioldgicas o no.

Esta puede igualmente utilizarse para caracterizar micro-organismos, como bacterias o levaduras. Los tests de
ensayo enzimaticos, pueden entonces practicarse en medio liquido, en tubos individuales, o en soportes compartiC
mentados, como las placas de microtitrimetria, por ejemplo. Estos pueden igualmente practicarse en medio gelosado
(en placas de Petri, por ejemplo), con coloracién de las colonias que producen las actividades enzimaticas investigal
das.

La presente invencion, se refiere, por lo tanto, a un procedimiento de detecciéon de por lo menos dos actividades
enzimaticas, mediante la intermediacion de substratos, tal y como se describen anteriormente, arriba, el consiste en:

- poner los substratos en presencia de por lo menos un tipo de bacterias,
- esperar que las bacterias hidrolicen los substratos, y

- detectar las actividades ezimaticas basadas en la formacién de un complejo coloreado a partir del acoplamiento
oxidante de dos partes marcador.

El acoplamiento oxidante, se facilita mediante bien ya sea:
- la adicion de por lo menos un oxidante en el medio reactivo,

- la produccion, en el momento de un proceso metabdlico, en el seno de este medio reactivo, de por lo me[]
nos un oxidante,

- la presencia de oxigeno endégeno en el citado medio reactivo.

Los ejemplos que se facilitan abajo, a continuacién, permitiran el comprender mejor la invencién. Estos se refieren
unicamente al sector de bacteriologia, pero esta claro que, el procedimiento, puede aplicarse a todos los otros
sectores de la enzimologia, que implican la investigacion o bisqueda de hidrolasas.

Ejemplo 1
Deteccion de la B-glucosidasa en medio liquido (método 1) (no perteneciente a la invencion)
El medio reactivo propuesto en este ejemplo tiene, como formulacion:
-peptona de carne 1049
-NaCl 59

-a-naftil-B-D-glucopiranésido 0,5 g

-4-aminofenol 50 mg
-H20 1000 mg
‘pH 7,0

Esta medio, se esteriliza mediante filtracion, sobre Millipore 0,22 y, y se reparte en tubos estériles a razén de 5 ml
por tubo.
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El test de ensayo de investigacion de la B-glucosidasa, se practica sobre 4 capas cultivadas, durante un transcurso
de tiempo de 24 horas, a una temperatura de 35 — 37°C, sobre gelosa Tripticasa-Soja. Estas cepas, pertenecen
exclusivamente a las especies:

- Escherichia coli,

- Staphilococcus sciuri,

- Streptococcus pyogenes,

- Enterococcus faecalis.

A partir de los cultivos anteriores, se realizan suspensiones acuosas ajustadas a 0,5 McFarland.

Se utilizan 100 microlitros de estas suspensiones, para sembrar cuatro tubos de medio reactivo, correspondiendo,
cada tubo, a una cepa.

Los tubos tapados, se incuban a una temperatura de 35 — 37°C, durante un transcurso de tiempo de 18 a 24 horas.

Después de la incubacién, se observa la aparicion de una coloracién purpura, correspondiente a la formacién del
complejo indofenol, y traduciendo la presencia de una actividad B-glucosidasa.

Los resultados obtenidos, son los siguientes:

Cepa Resultado tedrico Resultado obtenido
Esperado
E. coli - -
S. sciuri + +
S. pyogenes - -
E. faecalis + +
Ejemplo 2

Deteccion de la B-glucosidasa en medio liquido (método 2): (no perteneciente a la invencion)

El medio reactivo propuesto en este ejemplo tiene, como formulacion:

-peptona de carne 1049
‘NaCl 59
-a-naftol 50 mg

-4-aminofenil-B-D-glucopirandsido 0,5g
-H20 1000 mg
-pH 7,0

La preparacién del medio, la eleccion de las cepas sometidas a test de ensayo, y la practica del test de ensayo, son
idénticas a las del procedimiento descrito en el ejemplo 1.

La aparicién de una coloracion purpura, debida a la formacién del complejo indofenol, indica la presencia de una
actividad 3-glucosidasa.

Los resultados obtenidos, son los siguientes:

10
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Cepa Resultado tedrico Resultado obtenido
esperado
E. coli - -
S. sciuri + +
S. pyogenes - -
E. faecalis + +

Estos resultados, muestran el hecho de que es posible el detectar una actividad del tipo osidasa, procediendo a
utilizar, segun la invencién, de la misma forma, tanto un substrato a base del compuesto |, como un substrato a base
5  del compuesto Il. Seria lo mismo, para investigar las actividades de los tipos esterasas o fosfatasas.

El medio reactivo propuesto en este ejemplo tiene, como formulacion:

-peptona de carne

10 -NaCl

-a-naftol

Ejemplo 3

10¢g
59

50 mg

-L-piroglutamil-4-amino-2,6-diclorofenol 0,59

‘H20

15 La preparacion del medio, la eleccidn de las cepas sometidas a test de ensayo, y la practica del test de ensayo, son

1000 mg

7,0

idénticas a las del procedimiento descrito en el ejemplo 1.

La aparicion de una coloracién azul, debida a la formacién del complejo indofenol, evidencia una actividad piroglulJ
tamil-aminopeptidasa. Debe tomarse debida nota del hecho de que, la tonalidad azul, resulta de la presencia de los

grupos cloros, en posicién 2 y 6, sobre el 4-aminofenol.

20 Los resultados obtenidos, son los siguientes:

Deteccion de la piroglutamil-aminopeptidasa en medio liquido:

Cepa Resultado tedrico Resultado obtenido
esperado
E. coli - -
S. sciuri - -
S. pyogenes + +
E. faecalis + +

11
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Ejemplo 4

Investigacion combinada de dos actividades enzimaticas segun el procedimiento de la invencién. Aplicacion
a la deteccion simultanea de la B-glucosidasa y la piroglutamil-aminopeptidasa: (no perteneciente a la inven(]
cion)

El medio reactivo propuesto en este ejemplo tiene, como formulacion:
‘peptona de carne 1049

‘NaCl 59
-L-piroglutamil-4-amino-2,6-diclorofenol 0,5 g

‘H20 1000 mg

‘pH 7,0

La preparacion del medio, la eleccidn de las cepas sometidas a test de ensayo, y la practica del test de ensayo, son
idénticas a las del procedimiento descrito en el ejemplo 1.

La aparicidon de una coloracion azul, debida a la formacion del complejo indofenol, no es posible, mas que, si los dos
substratos, se encuentran hidrolizados. Esta traduce por lo tanto una combinacion de las actividades B-glucosidasa y
piroglutamil-aminopeptidasa, en el mismo medio reactivo. La ausencia de una de las actividades, impide la formall
cion del complejo coloreado.

Los resultados obtenidos, son los siguientes:

Cepa Resultado tedrico Resultado obtenido
Esperado
E. coli - -
S. sciuri - -
S. pyogenes - N
E. faecalis + +

Este ejemplo, ilustra claramente una de las ventajas de la invencién, permitiendo una mayor selectividad en la
caracterizacion de los microorganismos (E. faecalis, en esta aplicacion).

Ejemplo 5

Caracterizacion de las bacterias en medio gelosado, mediante la investigaciéon simultanea de las actividades
B-galactosidasa (BGAL) y L-alanina-aminopeptidasa (Ala): (no perteneciente a la invencion)

A un medio tripticasa gelosado, se le afiaden a-naftil-B-D-galactopirandésido y L-alanil-N,N’-dimetil-p-fenilen-diaminal’
naftaleno-sulfonilhidrazina. Este substrato, de deriva del compuesto | segun la invencion.

El medio, se reparte y se siembra de la siguiente forma:
-seis placas con cultivos puros:
- Escherichia coli [BGAL (+), Ala(+)]

- Klebsiella pneumoniae [BGAL (+), Ala(+)]

12
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- Salmonella typhimurium [BGAL (-), Ala(+)]

- Pseudomonas aeruginosa [BGAL (-), Ala(+)]

- Staphylococcus xilosus [BGAL (+), Ala(-)]

- Candida albicans [BGAL (-), Ala(-)]

-dos placas, con las mezclas de las cepas E. coli / S. xylosus y S. typhimurium / C. albicans.

Los medios, se incuban a una temperatura de 35 — 37°C. Después de un transcurso de tiempo de 18 — 24 horas de
incubacién, solamente las placas que contienen las cepas de E. coli y K. pneumoniae [BGAL (+), Ala(+)], presentan

colonias coloreadas en azul.

Con la mezcla E. coli / S. xylosus, solamente las colonias de E. coli son azules, permaneciendo incoloras las de S.
xilosus.

De la misma forma que en el ejemplo 4, la producciéon del complejo coloreado Ill, a base de indofenol, tiene por lo
tanto la necesidad de la presencia conjunta de dos actividades enzimaticas, aqui, la B-galactosidasa y la L-alaninal]
aminopeptidasa.

Por el contrario, la presencia de solamente una o de ninguna de estas dos actividades, no conlleva la formacion del
complejo coloreado.

Tal y como es el caso en el ejemplo 5, la eleccién de un derivado apropiado de la fenilen-diamina, permite obtener
una coloracién que permanece en las proximidades inmediatas de las colonias, y asi, de este modo, el distinguir dos
poblaciones diferentes en la mezcla.

Este ejemplo, muestra que es posible, segun la invencion, el colorear especificamente las colonias, en la superficie

de un medio gelosado, y asi, por lo tanto, el caracterizarlas. En el presenta caso, podria aplicarse a la deteccién de
las bacterias coliformes, las cuales son bacillos de Gram negativo, que poseen las dos actividades (-galactosidasa y
L-alanina-aminopeptidasa.

Ejemplo 6
Investigacion combinada de tres actividades enzimaticas segun el procedimiento de la invencion. Aplical
cioén a la deteccion simultanea de la B-glucosidasa (BGAL), de la B-glucosidasa (B-GLU) y de la L-alaninal]

aminopeptidasa (Ala):(no perteneciente a la invencion)

El medio reactivo propuesto en este ejemplo tiene, como formulacion:

-peptona de carne 109
‘NaCl 59
-a-nafil-B-D-glucopirondsido 0,59
-L-piroglutamil-4-amino-2,6-diclorofenil-3-D-galactopirandsido 0,59
‘H20 1000 mg
-pH 7,0

La preparacion del medio, es idéntica a la del procedimiento descrito en el ejemplo 1.

El test de ensayo de investigacién, de las 3 actividades enzimaticas, se practica sobre 5 cepas cultivadas, durante
un transcurso de tiempo de 24 horas, a una temperatura de 35 — 37°C, sobre gelosa Triticasa-Soja. Estas cepas,
pertenecen, respectivamente, a las especies:

Eschrichia coli [BGAL (+), BGLU (-), Ala(+)]

Klebsiella pneumoniae [BGAL (+), BGLU (+), Ala(+)]
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Salmonella typhimurium [BGAL (-), BGLU (-), Ala(+)]
Stenotrophomonas maltophilia [BGAL (-), BGLU (+), Ala(+)]
Staphylococcus saprophyticus [BGAL (+), BGLU (-), Ala(-)].

La aparicion de una coloracion azul, debida a la formacion del complejo indofenol, no es posible, mas que, si los 3

substratos, se encuentran hidrolizados. Esta traduce por lo tanto una combinacion de las actividades B-glucosidasa
B-glucosidasa y L-alanina-aminopeptidasa, en el mismo medio reactivo, tal y como es el caso para la cepa de K.
pneumoniae. La ausencia de una de las actividades, impide la formacion del complejo coloreado.

Los resultados obtenidos, son los siguientes:

Cepa Resultado tedrico Resultado obtenido
Esperado
E. coli - -
K. penumoniae + +

S. typhimurium - -

S. maltophilia - -

S. sapropriticus - -

Este ejemplo, muestra, otra vez, las potencialidades de la invencién, para poner en practica tests de ensayo altalJ
mente selectivos.

Los seis ejemplos citados, describen Unicamente tests enzimaticos segun la invencién.

En el bien entendido, es posible el combinar éstos a otros tests de ensayo conocidos el arte especializado de la
técnica anterior, utilizando substratos cromogénicos o fluorogénicos.

Il -Procedimiento y dispositivo de identificacion

El principio del medio, utilizado con el procedimiento y el dispositivo de identificacion, se basa en la utilizacion de los
substratos emparejados, anteriormente descritos, arriba.

Segun un ejemplo representativo, el procedimiento de identificacion de los GRAM, utiliza un substrato a base de
amino-benceno, o uno de sus derivados, tal como la dimetil-parafenilendiamina (DMpPD). En el ejemplo que se
presenta a continuacion, el substrato, se encuentra constituido por la alanina-dimetil-parafenilen-diamina
(AlaDMpPD). La actividad evidenciada, es por lo tanto la alanina-aminopeptidasa, actividad especifica de las bacte(]
rias a Gram negativo.

Su funcionamiento, es el siguiente. Existe, mediante hidrélisis enzimatica, liberaciéon del grupo DMpPD. A continuall
cion, el DMpPD, se une con el a-naftol (o un derivado), mediante acoplamiento oxidante facilitado por un oxidante,
el ferricianato de potasio (K3Fe(CN)6). Existe entonces formacion de un complejo coloreado gris violeta.

En un primer tiempo, el dispositivo, se define de la forma siguiente:
un medio biogelytone, que contiene el substrato AlaDMpPD, y
un escobillén impregnado de una mezcla reactiva constituida por a-naftol y ferricianato de potasio.

Se ha definido otro dispositivo, el cual es ain mas especifico en la identificacion del Gram y que es también utiliza’l
ble con las gelosas con sangre del tipo Columbia. Este consiste en:

- un medio constituido por una gelosa con sangre del tipo Columbia (con o sin AlaDMpPD), y
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- una mezcla reactiva que impregna un escobillén y que se encuentra constituida a base de a-naftol, de ferricianato
de potasio y de AlaDMpPD y que después se seca.

Esta mezcla reactiva contenida por el escobillén, se mejord todavia mas, mediante la adiciéon de una etapa de
secado de los escobillones, lo cual facilita su manipulacion ulterior.

La composicion exacta, es la siguiente:

-para la gelosa:

presencia o no de AlaDMpPD a 0,075 gramos por litro, y

-para el escobillon:

- a-naftol de 0,01 a 5 g/l, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l y, por ejemplo, 0,5 g/I,

- ferricianato de potasio de 0,01 a 5 g/l, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l y, por ejemplo, 0,5 g/l, y
AlaDMpPD de 0,01 a 5 g/I, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l y, por ejemplo, 0,35 g/l.

Los resultados obtenidos, en términos de sensibilidad y especificidad, se obtienen entonces de una forma mejor. En
este caso, la deteccidn de la reaccion, no es instantanea. Debe esperarse de 15 a 30 segundos (s), para observar la
aparicion de una eventual coloracion, tiempo necesario para la hidrélisis del substrato para la aminopeptidasa bacte’
riana.

Se procedié a someter a test de ensayo sesenta y una cepas, sobre diferentes medios, tales como: gelosa, chocolal’

te Polyvitex (marca registrada), medio CPS ID2 (marca registrada), TSA +/- sangre y Columbia +/- sangre, test de
ensayo éste que se realizd con escobillones impregnados con a-naftol, ferricianato de potasio y AlaDMpPD vy, a
continuacion, se secaron. Este estudio, mostré el hecho de que, el sistema, era compatible con la mayoria de los
medios convencionales y cromogénicos usuales.

Para mejorar todavia mas el tiempo de reaccion, en el medio, se incorpora un activador de la reaccion.

En este contexto de activacién de la reaccion, se ha verificado el hecho de que, la adicién en el medio, de una
reducida cantidad de AlaDMpPD y/o de a-naftol, permite la deteccion de la reaccion, sin disminuir la sensibilidad.
Ademas, el tiempo de deteccion, disminuye asi, de esta forma, de una modo considerable, debido al hecho de que,
éste, se lleva de 0 a 10 segundos. Esta reducida cantidad, corresponde a una concentracion de 0,01 a 0,5 g/I, de
una forma preferible, de 0,05 a 0,1 g/l y, por ejemplo, de 0,075 g/l.

Segun una variante de realizacion, es igualmente posible el afiadir ligante sobre el escobillén. El aporte de ligante,
permite, a la vez, apretar las fibras del cabezal del escobillon, y limitar la liberacién de los productos presentes en el
escobillén, en la suspension del inéculo. Un ligante de este tipo, puede estar constituido por la polivinilpirrolidona
(PVP), la cual puede no Unicamente responder a los criterios precedentes, sino también, aumentar sensiblemente la
especificidad. En la composicion precedentemente descrita, con las concentraciones, el PVP, se introduce en los
constituyentes del cabezal de viscosa del escobillén, en una concentracion comprendida dentro de unos margenes
que van de 1 a 50 g/l, de una forma preferible, de 10 a 25 g/l, y por ejemplo, de 15 g/l.

1°) Experimentacion

Se procedid, por lo tanto, a realizar una evaluacion sobre ciento treinta y tres (133) cepas repartidas segun las
especies siguientes. La tabla 1, la cual se facilita a continuacion, enumera las especies sometidas a test de ensayo,
asi como el nimero de cepas para cada especie.
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Especies sometidas a test de ensayo y nimero de cepas para cada especie

Tabla 1

Especie

Numero de capas

Acinatobacter Baurmani

Acinatobacter juril

Citrobactar fraundii

2
2
3

Citrobacler spp

=k

Entarobacter cloacae

et

Entarabacter intermidis

==

Enterabactar spp

Ezcherchia coll

Kishsiglla oxyloca

Kilsbsiala priswmanias

Morganella morganit

Protaus mirabils

Proteus vulgarls

Providancia stuartii

Psaudomonas aeruginess

Psaudomonas fluorescans

Serralla marcescens

Bacillus caraus

Zl &l & &l &] &) &) =

Baclllus lontus

Bacillus mycoides

Baclllus subiilis

Corynabacterium aquaticum

Corynebacterium wicerans

Enterococcus faacalis

Entarocaccus fascium

Enterococcus galiinarum

Hasmophilus haamolylicus

Hasmophilus influenzas

Lactobacillus casaf

Listarla monccylogenas

Staphylococcus amraus

Staphylococcus epldermidis

Staphylococcus haemolylicus

Staphylacoceus sapraphyiicus

Straplococeus agalactiae

Sireplococcus praumaoniae

StraplococcUs pyogenas

o | e | S | L | Lo | L | fed [ S | Sl B3| ORI | Ll ] LEfLh | R RS RS RS =

La tabla 2, enumera los resultados obtenidos:
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Tabla 2

Sensibilidad y especificidad de las especies sometidas a test de ensayo

Sensibilidad 93%
Especificidad con respecto a los  Gram + 81 a 90%
Especificidad con respecto a las levaduras 89 a 100%

Entre los resultados obtenidos sobre las cepas sometidas a tests de ensayo, ciertas cepas, son falsos negativos.
Estos falsos negativos, son dos (2) de las cuatro (4) cepas de P. aeruginosa, dos (2) de las cinco (5) cepas de P.
fluorescens, y una (1) de las dos (2) cepas de H. influenzae. Ciertas cepas, son falsos positivos. Estos falsos positil
vos, se encuentran constituidos por las dos (2) cepas de C. ulcerans, una (1) de cinco (5) cepas de E. faecalis, las
tres (3) cepas de S. pyogenes, dos (2) de la cuatro (4) cepas de S. agalactiae, la cepa de C. guilliermondii y la cepa
de C. parapsilosis.

2°) Lisibilidad del test de ensayo

La casi totalidad de las bacterias a Gram negativo, con la excepcion de las Pseudomonas, proporcionan una coloral |
cion gris violeta franca, cuya intensidad, es superior estrictamente a 2 (sobre una escala semi-cuantitativa que va
hasta 4), mientras que, las bacterias a Gram positivo, o que son falsos positivos, con la excepcion de S. pyogenes,
tienen una intensidad de coloracion inferior a 1, sobre esta misma escala.

3°) Tiempo de deteccién
Aproximadamente un 90% de las bacterias a Gram negativo, se detectan en un transcurso de tiempo que vade 0 a
10 segundos, la mayor parte de las bacterias a Gram positivo, o que son falsos positivos, se detectan después de un

transcurso de tiempo de 10 segundos, con la excepcion de las cepas de S. pyogenes.

El medio actual, presenta, por lo tanto, una buena sensibilidad y una buena especificidad. Las otras cepas falsos
positivos, son generalmente de intensidad muy débil, y presentan un tiempo de deteccién superior a 10 segundos.
Estas cepas, son por lo tanto mas bien cepas dudosas, mas bien que falsos positivos.

4°) Definicién del escobillén

El modelo de escobillon, particularmente interesante, es un escobillén que responde a los criterios siguientes:
- un bastoncito de plastico, de un diametro de 2,5 milimetros (mm) y de una longitud de 150 mm, y

- con un cabezal de viscosa de un diametro inferior a 4,5 mm.

5°Forma de fabricacion del escobillén

Las condiciones de fabricacion del escobillon, son las siguientes:

- inhbibicion en una solucién tal y como la que se ha definido anteriormente, arriba, durante un tiempo de 2 a 3
minutos (mn),

- secado, durante un tiempo de 2 horas (h), a una temperatura de 37°C,
- acondicionamiento en saco de plastico estanco, y al abrigo de la luz.
6°)Acondicionamiento de los escobillones

Los escobillones, pueden por ejemplo almacenarse de una forma estéril (rayos gamma), en un embalaje que con(]
tiene uno (1), veinticinco (25) o cien (100) a mil (1000) de estos escobillones. No obstante, es del todo posible el
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pretender un acondicionamiento de veinte (20) a veinticinco (25) escobillones, no obligatoriamente esterilizados,
después del secado. El acondicionamiento, se efectia con o sin substancia de desecacion, y al abrigo de la luz.

7°) Parametros criticos

La utilizacidon de los substratos aparejados, es por lo tanto idéntica a la expuesta en el inicio de la descripcién. Asi,
de este modo, el cabezal del escobillén, contiene por lo menos dos moléculas. Asi, en el ejemplo facilitado, una
primera molécula (AlaDMpPD), se encuentra constituida por una parte marcador (DMpPD) no cromégena, asociada
a por lo menos una parte especifica (alanina) de la enzima (Alanina-aminopeptidasa) y una segunda molécula cons[’
tituida por otra substancia no cromégena (a-naftol), la parte marcador no cromégena (AlaDMpPD), una vez liberada,
reacciona con la segunda molécula (a-naftol), para formar una molécula cromégena.

La utilizacién del escobillén, sirve de soporte de los reactivos, y permite la utilizacion de la suspensién del inéculo,
que se utilizara en otros sistemas de identificacion y antibiograma, sobre la base de las mismas cepas que se han
evaluado precedentemente. Esto disminuye por lo tanto, de una forma considerable, los errores, en el momento del
transplante de nuevos microorganismos “parecidos”, para efectuar las operaciones siguientes de identificacion y de
antibiograma, etc.

Ademas, es igualmente posible el realizar escobillones para otros tipos de tests de ensayo, por ejemplo, oxidasa,
indol, esterasa, fosfatasa...
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento de deteccion de una actividad enzimatica peptidasa, caracterizado por el hecho de que consiste
en:

- poner por lo menos un substrato constituido por lo menos por dos moléculas,

5 . una primera molécula constituida por una parte marcador no cromégena asociada a por lo menos una parte especil’
fica diana de la enzima, encontrandose constituida, la citada parte marcadora no cromdégena, por aminobenceno 6
uno de sus derivados,

Ry
Rs ] R
Ry "Ra
- NH;

. ¥y una segunda molécula constituida por una parte marcador, no cromoégena, constituida por a-naftol o uno de sus
derivados,

-

Fg._ ;;;j\h ,j:I UK
I
g e

Fg OH

¥

en presencia de por lo menos un tipo de microorganismos, tales como las bacterias contenidas en una muestra a
someter a test de ensayo, sin la adicién de oxidasa

10 - esperar que las bacterias hidrolicen el (los) substrato(s), y

- detectar la formacion de un complejo coloreado, a partir del acoplamiento oxidante de dos partes marcador, col
rrespondiendo, el citado complejo coloreado, a la molécula

R,
Ri Rg-
Ry R;
Ry N
) crr”
Ry Rya
Rs O

Férmulas éstas en las cuales:
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- el radial R1, se encuentra constituido por OH, SH, 6 N(X)(Z), en donde, Xy / 6 Z, se eligen de entre H, CHjs,
CHQCHs, N(CH3)2; N(CHQCHQOH)Z, Yy

—N Nl—c’ﬂs
\__/

H
COH

- el radical R10, se elige entre -H, Br, Cl, |, y los grupos de atomos tales como SH, que pueden retirarse durante el
acoplamiento oxidante

- y cada radical R2 a R9, R11 y R12, se elige entre H, OH, Br, Cl, e I, CH3, CH,CH3, OCH3, OCH,CH3 y COOH.

2.- Procedimiento, segun la reivindicacién 1, caracterizado por el hecho de que, las citadas moléculas, se encuen(]
tran presentes en un material absorbente, y éstas se ponen en contacto con la muestra, y porque, después de la
deteccion, los microorganismos de esta forma extraidos, se vuelven a poner en suspension, para permitir analisis

ulteriores (identificacion, antibiogramas, etc.).

3.- Procedimiento, segun la reivindicacion 2, caracterizado por el hecho de que, las citadas moléculas, se encuen(]
tran asociadas a un oxidante.

4.- Procedimiento, segun la reivindicacion 3, caracterizado por el hecho de que, el oxidante, es el ferricianato de
potasio.

5.- Procedimiento, segun una las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por el hecho de que, éste, comprende un
activador de la reaccion, tal como una reducida cantidad de la primera molécula y / o de la segunda molécula, prel]
sente(s) en la muestra a someter a test de ensayo.

6.- Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por el hecho de que, la composicion,
comprende un ligante, tal como la polivinilpirrolidona (PVP).

7.- Procedimiento, segun una de las reivindicaciones 1 a 6, para identificar el Gram de una especie bacteriana a
someter a test de ensayo, caracterizado por el hecho de que, la primera molécula, se encuentra constituida por el al’
naftol.

8.- Procedimiento, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en combinacién con la reivindicacién 7, caracl
terizado por el hecho de que, la composicion del material absorbente, es la siguiente:

- a-naftol de 0,01 a 5 g/l, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l, y por ejemplo, de 0,5 g/,
- ferricianato de potasio de 0,01 g a 5 g/l, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l, y por ejemplo, de 0,5 g/l, y
- AlaDMpPD de 0,01 a 5 g/I, de una forma preferente, de 0,1 a 1 g/l y, por ejemplo, de 0,5 g/l.

9.-Procedimiento, segun la reivindicacion 5, caracterizado por el hecho de que, el activador, se encuentra constituido
por AlaDMpPD, en una concentracion de 0,01 a 0,5 g/l, de una forma preferente, de 0,05 a 0,1 1 g/l y, por ejemplo,
de 0,075 g/l.

10.- Procedimiento, segun la reivindicacion 6, caracterizado por el hecho de que, la composicidon, comprende,
ademas, de 1 a 50 g/l, de una forma preferible, de 10 a 25 g/l y, por ejemplo, 15 g/l de PVP.
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