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MEMORIA DESCRIP&IVA
que se presenta para unlir a la solicitud
d e
PATENTE £ INTRODUCCION
formulada el 7 de Marzo de 1.9G7, cén el nim, 337.678
en
ESPAT L
por DIEZ aiios
a nombre de MILES LABORATORIES, INC., entidad norteameri-
cana, establecida en 1127 Nyrtle Street, Elkhars, Indiana,
Estados Unidos de América, por:
"UN METODO PARA PRODUCIR UN SISTEMA INDICADCR INMUNOLOGI-
CO PARA DETECTAR GONADOTROPINA CORIONICA EN UNA MHUESTRA
DE ORINA"

fste invento se reflere a un nuevo ensayo de
diagndstico inmunoldpico para ser utilizado en la determi
nacidn de la presencla o ausencia del embarazo, especial~
mente en hembras humanas. Mis particularmente, este ensa-
yo esté basado en una preparacidn imnmunoldgica ¥ en un mé
todo que determina especificamente el embarazo mediante
ensayos conducidos sobre vn fluido corporal o fisioldsico,
tal como una muestra de orina, obtenido de una mujer sos-

pechosa de esbar embarazada.
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Hagba ahora, se han ubilizado un cierto nume

ro de ensayos de embarazo. Existen ensayos bioldzicos
que implican la utilizacién de un animal espécifico. En-
tre dichos ensayos hay uno conocido familiarmenbe como
5 "ol Ensayo del Conejo" (bambiéa conocido como el ensayo
de Friedman), obro conocido como "el Ensavo del Ratdén"
(también conocido como el ensayo de Aschheim-Zondek), ¥
un tercer tipo de ensayos conocildo como "el Ensayo de la
Rana". Istos ensayes no pueden ser realizados por el téc-—
10 nico ordinario de laboratorio, pueden necesitar varios
dias mara su ejecucldn, requieren el sacrificio del ani-
mal, y entraflan un cierto nimero de operaciones ¥ obser-
vaciones intermedias.
Una grave desventaja de los ensayos bioldgi-
15 cos consisbe en que muchos labhoratorios de hogpiltales o
consultas de médicos no btienen dispositivos pars conservar
los animales. Ademds, el animal utilizado en el Ensayo del
Ratdn, del Conejo o de la Rana tiene determinadas exigen~
cias especificas. E1l ratdn debe ser una hembra no madura
20 de una edad especifica, los conejos deben ser hembras vip
genes que no han sido enjaulodas con machos, y las ranas
dan resultados falsos durante ciérbas estaciones. Consi-
suientemente, un ensayo inmunoguimico del embarazo tiene
wn nimero de ventajas especificas. No requiere el suminig
25 tro de animales especiales, ¥ eliminari los cuidados re-
queridos para desarrollar un ensayo con exactlbtud. En su
aplicacidn final, se pretende que el ensayo se desarrolle
en una consulta de médico sin la necesidad de un laborato
rio. Ademas, el ensayo se puede desarrollar por una DErso

30 na no adiestrada, tal como un recepcionista o una enferme
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ra de médico.
El presente invento estd basado en un método
inmmoldgico para la deteccidn de cantidades significati-

2

énica -~ citado en

vas de la hormona de gonadotropina cori
lo que sigue como CGTH. Esta técnica inmunoldgica repre-
senba una mejora susbancial cuando se la compara con ana-
lisis quimicos o bioldgicos ordinarios.

¥nsayos quimicos, que son satisfactorios para
la deteccidn de moléculas relatlivamente simples, por ejem
plo glucosa, cebtonas, aldehidos, etc., i sueden distiu-
pguir entre moléculas complejas muy complicadas que perte-
necen a la misma familia o cabegoria de compuestos. Por
ejemplo, no se pueden diferenciar, mediante enszyos quimi
cos, entre miembros separados de la familia de yroveinac,
nuco~proteinas, lipo-proteinas, nolisaciridos y similares.
Por lo tanto, la mayor parte de las reacciones quimicas,
ya sea para la porcidn de nroteinas o la de polisaciridos
de la CGTH, no pueden distinguir la orina de las embaraza
das de las no embarazadas.

8in embarzo, los cnsayos inmunoldglcos, son
especificos pera la confisuracidn estérica o espacial de
la molécula, 7 se adapban a su vez a la porcidn superfi-
cial de la misma. Ya que los anticuerpos presentes en el
antisuero se unen de manera homdloga con la CGTH, son ca-
naces de distinguir esha protelna comnleja de otras de la
misma familia que pueden tener composiciones quinicas si~
milares o idénticas. Ssta caracteristica de ensayos inmu-
noldgicos ha sido verificada ampliamente en el pasado,
principalmente en los trobajos de Carl Landstiener y otros.

Por lo tanto, ubtilizando téenicas inmunoldgicas, es posi-
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nos; dicha condicidn de especificidad no es posible zcn

ningln ensayo quimico simple, que utiliza materiales orgd
nicos o inorgénicos.

La hormona CGTH es producida por el tejido
placentario. Este tejido ha sido observado morfoldgicamen
te a los 10 u 11 dias de la gesbacidén en la hembra humana.
Cuando el tejide placentario comienza a formarse como re-
sultado del embarazo, la CGTH producida mor la nlaceutsa
comienza a aparecer en la orina de la mujer. Se ha encon-
trado que en un espacio de dos a Lres semanas después de
la fertilizacidn esti presente en la mujer una canbtidad
suficiente de CGTH para ser detectada por la presente téc
nica inmunoldgica. Es también interesante hacer observar
que esba hormona es producida en concentraciones crecien-
tes hasta aproximadamente 16 a 18 semanas después de la
concencibn, y después de esto estd presente en cantidades
decrecientes, aunque todavia permanece por encima de valo
res normales en la semana nimero 40 del embarazo.

Tal como se indicd anteriormente, el invento
se refiere a un ensayo del embarazo que estd basado en la
detececidén inmunoldsica de la hormona especifica de sona-~
dotropina coridnica.

Tal como se apreciard, la utilizacidn de las
reacciones inmunoldgicas es bien conocida en la técnica.,
Tos anticuerpos o "cuerpos inmunes" desempeilan un papel
clave en procedimientos inmunoldgicos. Por ejemplo, es
formado un anticuerpe vor un individuo, ya sea animal u

hombre, cuando un antigeno logra penetrar en el sistema

linfético o vascular de la sangre. Estos anbicuerpos se
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encuentran en la poreidn de gamme globulina del suwers de
la sansre. Ya que estos anticuernos se forman pars acc-
plarse con la confijuracildu externa o estérica del antie
no anflogo, noseen un alto grado de especificldad en lo
que respecta a su capaclidad para combinarse con el antl-
peno anilogo, 7 lo hanin selectivamente en una mezcla de
otros materiales similares (es decir una proteina especi-
fica en una mezcla de nrotelaas). Por lo bvanto, es posi-
ble detectar la presencia de cantidades muy pequeilas de
una sustancia antinénica en presencia de grandes canbida-
des de otros materiales similares nor ubilizacidn de un
anticuerpo que sea especifico pave. una sustancia ontipéni
ca particular.

Dicho de manera breve, el nresente invento
comprende un ensayo del embarazo, en el cual wa Tldldo cop
poral, tal comc gangre, suero, orina y simllares, es pueg
to en contacto con un sistema indicador para detectar la
presencia o ausencia de la hormona de jonadotropina corid
nica en dicho fliido corporal. En su aspecto mds amplio,
el invento considera poner en contacto dicho IlGido corpo

ral con un antisuero o anivicueryo para la CGTH y un sisot

—

ma indicedor, utilizando técnicas inmunoldgicas.

¥l sistema indicador comprende un naterial in
dicador que ha sido tratado con CGYLH de maners que, en la
presercia del anticuerpo, el material indicador se desco-
lorard, resultord coloreado, se ajlomerari, nrecivitari o
dard alguna obtra indicacidén visible de la presencia o au-
sencla de CGTH en el flhido corporal que esti siendo ensa
yado.

" 81 material indicador anbes citado vuede ser
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un material en particulas tales como glébulos rojos {o cé
lulas rojas de la sangre), por ejemplo eribtrocitos de ove
ja, o glébulos rojos fécilmente obtenibles de otras fuen=~
tes animales. Puede comprender bambién una susnensida de
5 latex, tal como una suspensidén en particulas de polibuta-
dieno, poliestireno, bubtadieno-estireno nolimerizado, etc.,
material orgénico finamente dividido, materiales siliceos
triturados, etc.
En el concepbto del invento se considera el hg
10 cho de que el material en particulas puede ser nuestc en
contacto direchbamente con CGTH, en cuyo caso la hormona se
adhiere a la superficie de las marbiculas por fuerzas
electrostéticas, fuerzas de Van Der Waal o similares. Se
considera también, sin embargo, que la CGTH puede estar
15 enlazada con el mabterial en vnarticulas por medio de una
unibn quimica, tal como utilizando materiales conjusmado-
res llustrados con la bis-diago~bencidina (BDB) y simila-
res. En este caso, la suspensidn en latex de los zlébulos
rojos de oveja, por ejemplo, es puesta en conbacto prime-
20 ramente con la mezcla de BDB y después es puesta en .con-
tacto con CGTH. Otros medios de preparacidn del mabterial
indicador pueden ser utilizados sin aparbtarse del alcance
del concepto del invento.
Cuando se utiliza un material en particulas
25 tal como eritrocitos de oveja, se prefiere que el miémo
sea tratado antes de la conjugzacibén con el agente de con-
Jugacidn en alguna maners, de forma que mejore su esbabi-
lidad. Por ejemplo, los gldébulos rojos pueden ser trata-

dos con formaldehido, 4cido ténico u obtros maberiales con

A
o

servadores conocidos, para hacerlos més resistentes a la
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hemdlisis. Cuando se utiliza una suspeasidn emn portviculas
de létex, material orzinico finamenbe dividide ¢ maberial
giliceo finamente triturado, este tratamiento eshbabiliza-
dor no se requlere, desde luego.

Tal como se indlcd anteriormente, la deteccidn
de la CGTH en el flhido corporal necesita noner en coatag
to al fliido con un aubisuero para la CGTH y el indicador
inmunolédgico descrito. Bsto se puede realizar mesclandn
reactivos liquidos en el tubo de ensayo, tal como poOTr
ejemplo, la adicidn del indicador inmunoldzico a una mez-—
cla liguida del fldido corvoral ¥ el autisuero. Se consi-
dera también que el indicador puede ser liofilizado, igual
que lo puede ser el anbtisuero, y ser reconstituido con
una solucidn apropiada inmediabamente antes de llevar a
cabo el ensayo. Sin embarigo, el concepto del invenbo abar
ca cualquier medio fisico de poner en convacto el slstema
indicador con el fldido corporal a ensayar. Por ejeuplo,
el sistema indicador puede cer confipurado en uua tableta
0 puede ser incorporado dentro de la misma. Puede ser im-
pregnado sobre una tira de papel y el fliido cowporal a
ensayar puede ser simplemente poteado sobre la misma, o
la tire de manel nuede ser sumerpida en el mismo.

A1 invento counsiders también un sistema indi~
cador inmunoldgico que comprende una CGUH en forma de com
nlejo, que ha reacclonado con el anticuerpo para el CGTH,
de manera que se pueden juntar entre si dos o mis comple-
jos. Cuando se oone en contacto con un fléido corporal
que contiene CGTH, este conjunto se disocia, debido a la
mayor afinidad del anticuerpo pars la CGIH libre que para

la CGTH que.ha formado complejo, a la cual estd unido. Es
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ta disociacidn puede ser discernida por'alguna manifesta-
c¢ibn susceptible de ser inbernretada, tal como formacibn

de color, desplazamiento de color, cambio fisico o simi-
lar. Este sistema puede ser incorvorade similarmente en

una bableta de ensayo, nuede ser depositado sobre un sopor
te absorbente tal como una tira de panel, o0 alguna de dichas
formas fisicas que aumentan la facilidad de ubilizaciln.

De acuerdo con el concepto del invento, se¢ pre
paran anticuernos de CGTH inyectando CGTH en coadyuvanbe
completo de Freund y/o una solucidn salina de CGTH, en wn
huésped tal como un conejo. Después de un periodo estable
cido de tilempo, el huésped es desangrado ¥ es separado el
suero que contiene los anticuervos. ILa presencia de anbi-
cuerpos en el suero puede ser esbablecida por procedimien
tos ipmunoguimicos convencionales o por ubilizacidén en un
sistema de ensayo tal como el sesuidemente descrito.

Los glbébulos rojos de ovela pueden ser emplea
dos como un sistema indicador y nueden ser preparados for
mando un_complejo entre los gldbulos rojos y CGTH ubili-
zando bis-diazobencidina., Cuando se ailade este sistema in
dicador a un sistema que conbiene el anticuerpo especifi-
co para el CGTH, los gldbulos rojos se aglomeran de mane-
ra perceptible. Sin embargo, si el indicador de glébulos
rojos-his-diazobencidina-CGTH es ailadido a una muestra de
ensayo que no contiene anticuerpos de CGTH, no bendrid lu~
zar una aglomeracidn de la sangre.

Lsi, la adicibén de orina de una mujer embaraza
da, es decir orina que contiene CGTH, a un anbisuero de
gonadotropina coridnica de conedo (suero que conbiene anti
cuernos de CGTH) da como resultado una combinacidn enbre

., 337678



los anticuerpos del antisuero y el CGTH de la orina de
enbarazada. Cuando el indicador, gldbulos rojos que han
Tormado complejo con CGTH, esti presente en la mezcla, no
nuede combinsrse con los anticuerpos en el antisuero de

conejo, ya que estos anbicuerpos han reaccionado preleren

i

temente con la CGTH libre de la muestra de ensayo. De es-
ta manera, no tiene luzar la aglomeracidén de la sangre.
For lo tanto, la orina de una mujer embarazads no da como
resultado la azlomeracidén de la sanpre mientras que la oxi

10 na de una mujer no embarazada da como resulbado una ajlo-
meracidén de la sanjre definida ¥ vperceptible.

Por lo tanto, se ha de hacer observar que es-
te concento del invento implica las operaciones de noner
en contacto una muestra de orina de ensayo con dos reacti

15 vos: (1) un material que contiene anticuervos de CGTH, y
(2) wn material indicador ilustrado vor gldbulos rojos .
gue han sido conjugados con CGTH. Si la muestra de ensayo.
contiene CGTH, es decir si la orina es de una mujer emba-
razada, no habrd aglomeracibén de la sangre, suscepbtible

20 de ser observada., Si, en cambio, la orina no contiene
CGTH, tal como en una nujer que no estvi embarazada, se ob
tendrd una reaccibn observable definida.

Se indica sepuldamente en detalle la prevara-
cidn de un cierbo ndmero de reactivos que se willizan en

25 este invento.

Prevaracidn de solucidn salina bamnonada de vero~

nal gSTVZ.

Uno cantidad de 5,75 g de barbital (veronal)
es disuelta en 500 ml de ajua destilada caliente. Ia soly

Z0 cibn es enfriada y se afladen a la misma 85,0 £ de cloruro

7.4,67. , 337;78
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de sodio, 3,75 g de barbital de sodio, 5 ml de una solu-
cién 1 M de cloruro de magnesio y 1,5 ml de una solucidn
1 M de cloruro de calcio. Después, esta solucidn es com-
pletada hasta 2 litros con agna destilada ¥ es almacenada

OQC .

@

Esto es una concentracidn gquintuple de SIV.
Cuando se ubiliza esta solucibn de STV, se aflade vna par-
te de la solucidn de reserva a 4 parbes de agva destila-
da.

Prevaracidn do bis-diaso bencidina (BIB).

A 0,92 g de bencidina se afladen 100 ml de
arua destilada y 6 ml de Acido clorhidrico 6 F. Be oiladen
s egta mezcla cien (100) ml adicionales {2 agua dsstilada.
Después que se ha disuelto la bencidina, la solucién es
onfriada hasta 02C en un bafio de hielo ¥y =al. Tan pronvo
como comienzan a formarse crigtales de hiclo en la solu-
¢ibn, se afladen ripidamentie, mientras se agiba, 6,5 ml
de una solucidn al 103 de nitrito de sodio. Se continfa
la agitapién hasta oue la solucidn es negativa para el pa
pel de yoduro de almidbén. Durante la agitacibn, no se de~
bera permitir nunca que la solweidn alcance una Gtemperatu
ra por encima de 12C.

Tste material es de color amarillo pdlido, ¥
cuando se aflade un tampdn de fosfato (pH 7,4) vira a un
color pardo rojizo. La solucidén de color amarillo pdlido
es estable a la temperatura ambienbe durante 5 a 7 horas;
a 49C es estable durante anroximadamente 7 dlas; cuando
estd congelada y es almacenada a -202C, es estable duran-

te aproximadamente 60 dias; ¥ cuando es almacenada por de

bajo de -352C, es estable durante aproximadamente 6 meses.

. 337678



10

15

20

70

7eteO7

Prenaracidén del indicador.

aritrocitos de oveja fueroinr lavados una vesn
con goluciodn de BTV y dos veces con solucidn salina. 7 ml
de CGTH, completados con solucidn salina hasta una coucen
tracién de 1 mz de CGTH nor ml, fueron colocados en un bu
bo de ensayo. A esto se afladieron 0,56 ml de solucidn sall
na y 0,05 ml lde eritrocitos de oveja compactados y lava-
dos. Bsta mezcla fue agibtada suavemente para asezurar una
suspensidn homogénea de las células de oveja.

Medio ml de solucidn de his-diazobencidina
(BDB) v 7 ml de la solucildn tampdn de fosfato fueron mez-
clados a fondo y se afladid 1 ml de esba mezcla al tubo de

nsayo antericr. Bl tubo de ensayo fue enbonces agitado ¥
dejado reposar a la temperatura ambiente durante 10 minu-
tos. Se afladieron 10 ml de albvtmina S49V, y el tubo de en-
sayo fue centrifugado a 1700 rpn durante 6 a 7 minutos.
Bl material flotante fue decantado y el material sdlido
del fondo del tubo fue nuevamente lavado con aproximada—
mente 15 ml de albimina SYV. Después de lavar, el maberial
sb6lido representado por las cdlulas de oveja sensibllliza-
das fue suspendido en 2,5 ml del diluyente.

(La A10o0mina-89V es preparada aflsdiendo 1 ¢
de alblinina de suero bovino a 1 litro de solucidn de SiV
v calentando en un horno a 802C durante 1 hora. Latonces
es dejada enfriar y es glmacenada a 02C).

Frecaracidn de anticuernog de gonadotrorina

coridnica.
Jdemnlo 1
L un conejo que pesaba 7,4 k3 se adniulstra-

ron 6 inyecciocnes ilntrovenosas de CATH disuelta en solu-
ey

. wa;
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cidn salinc. un tobol de aproximadamente 1500 unidades de
CGTH) en un espacio de tiempo de 12 dias. Slete dlas des-
tués de la Gltima inyeccidn, se tombd una muestra de la
sansre del conejo. La sangre mostrd un valow de concentra
cibn de 1/40 a 1/360.

Se adminiétraron al conejo otra scrie de tres
inyecclones intraverosas de CH%M1 precipitada en alumbre.
Siete dias después de la ltima inyeccidn, se tomd obra
muestra de sansre y ésba mostvrd une concentracidn de
1/1280,

Obra nuestra de sancre fue tomada 21 dias des
puds de la Gltima inyeccidn y lo concentracidn de la san-
gre era de 1/320. Este resultade indica que el nivel de
anticuerpos tiende a disminuir rdpidamente.

Este conejo habla recibido un Hotal de 25 mg
de CGTH de 2250 U.I. '

Tjemplo 2

Un conejo que pesaba 3,7 ki fue inyectado sub
cutdneamente con un total de 10 mg de CGTH disuelto en 5
nl de solucidn salina a la que se habian afiadido 5 ml de
una solucidn de gel de alumbre, siendo adminisiradas las
inyeceiones con una separacidn de dos dias.

Un mes después de la Olbima inyeccidn y de
nvevo dos dias méds barde se inyectaron 2 1/2 mg de CGTH
nrecipitada en alumbre por la vena del oido. Una semana
despuds de la filtima inyeccidn se tomd una nuestra de san
gre que mostrd una concentracidn de sangre de 1/2560;
tres cemanas después de la filtima inyeccidn la concentra-

cidén de sangre era de 1/640.

.. 337678
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ﬁna solucidn de 10 mg de CGTH por ml de solu-
cibn salina fue mezclade con proporciones iguales de coad
yuvante completo de Freund. 0,1 ml de la mezcla fueron in
vectados en cada una de las plantas de las patas de un cQ

a

nejo que pesaba aproximadamente 7,5 kg. Al final de un e

b

riodo de dos semanas, se inyectd intravenosamente una in-
yeccidn activadora de medio ml de una solucidn de 5 mg de
GGTH por ml de solucidén salina, y dos dias después de la
primera inyeceidn activadora se administrd una segunda.
luestras de sangre de este huésped son retiradas al final
de una semans a parbtir de la (ltima inyeccidn activadora,
vy esta sangre tenia una concentracién de 1/2550.

Procediniento de ensayo.

El antisuero es dilufdo en dos filas de tubos
de ensayo. Las diluciones de antisuero oscilaban entre
1/40 v 1/5120. Esto se efectfia preparando una dilucidn de
1/40 con el diluvente por ejemplo 1 ml de antisuero por
79 ml de diluyente. 1 ml de la dilucidn citada es coloca-
do en el primer tubo de cada fila; medio ml de esba mezcla
es transferido al segundo tubo de cada fila, que contiene
mnedio ml de diluyente, y esvo se repite hasta que se obtie
ne una dilucidn de 1/5120.

En la primera fila de tubos se aflade 0,1 ml de
diluyente a cada tubo y en la segunda fila se aiiaden 0,1
ml de orina de ensayo. Todos log bubos son entonces agita
dos y se allade a cada tubo una gota de los gldbulos rojos
sensibilizados (eritrocitos de oveja conjugados con CGTH).
El Gltimo tubo que muestra aglomeracidn de los sldébulos
rojos es tomado como el punbto final. La orina que contie-

ne CGTH nettraliza los anvicuerpos presemies y se observa
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aglomeracidn solo con menores diluciones de antisuero,
mientras que en la fila en la que no estd presente CGTH se
observd aglomeracidén en una diluveidn mucho mayor.

Estudios clinicos.

Treinta y tres paclentes embarazadas del
Obstetrical Out Patient Department de un Hospital de Uni-
versidad fueron utilizadas en este estudio.

Catorce de estas pacientes fueron ensayadas‘
con un antisuero que fue »reporado tal como se indica en
el Ejemplo 2 anterior.

Los eritrocilbos de oveja ubilizados fueron
conjugados de la siguiente manera:

Una mezcla de 3,0 ml de CGTH (Parke-Davis Lot
ntmero Rx 206.108 con un anflisis de 2700 U,I. por mg) de
una concenbracidn de 1 mg por mnl, fue afiadida a 0,6 ml de
solucibn salina, 0,05 ml de eritrocitos de oveja lavados
v 1,0 ml de solucidn salina. Esta mezcla fue agitada sua-
vemente para asegurar una susnensién homogénea de las cé-
lulas de. oveja.

Medio ml de solucibn de bis-diazobencidina
(BDB) y 7 ml de la solucidn tampbdn de fosfato fueron mez-
clados a fondo y se afiadid al tubo de ensayo anberior 1
nl de esta mescla. Entonces el bubo de ensayo fue agitado
v dejado reposar a la temperatura ambiente durante 10 mi-
nutos. Se afladieron 10 ml de alblmina-STV y el tubo de en
sayo fue centrifugado a 1700 rpm. durante 6 a 7 minubos.
Fl material flotante fue decantado y el material sblido
del fondo del tubo fue lavado nuevamente con aproximada-
mente 15 ml de alblmina de STV. Xsta fue complebada hasta
2,5 ml y era aproximadamente una suspeniiénkda?células al

6
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£l entisuerc ubilizado aglomerd las células
conjucadas hasta una dilucidn de 1/2560, Un microgremo de
CGTH inhibia esta aglomeracidn hasta una diluciln de
1/320. Diez micrdgramos de CGTH reducian la concentracidn
hasta O.

0,1 ml de orina de 6 de las 14 vaclentes redu
cian la concentracidn hasta por debajo de 1/320. Estou in-
dicaba que 0,1 ml de su orina contenian mis de 1 micrdgra
no de CGTH. 0,1 ml de la orina de 7 de las 14 pacientes
reducian la concentracidn hasta 1/320, indicando que es-
tas siete pacientes tenian el equivalente de 1,0 microgra
mo de CGTH en 0,1 ml de su muestra de orina. Una paciente
redujo la concentracidén hasta 1/640, Egto indicaba que es
ta paciente tenia menos de 1 micrbgramo de CGYH en 0,1 ml
de la muestra de orina.

Todas las 6 paclentes cuyas muesbras de orina
contenian més de 1 micrdgramo de CGTH diercn también re-
sultados positivos en el Insayo de la Rana. Dos de las 7
vacientes que tenian el equivalente de 1 micrdsamo de
CGTH en su orina dieron wn eusayo positivo de la Rana.
Las obtras 5 pacientes tenian todas ellas ensayos nepabivos
de la Rana, igual que la paclente que tenia menos de 1 mi
crégramo de CGTH en su muestra de orina.

Bubsiguientemente, se ensayaron 19 pacientes
adicionales. Se utiliraroa l& misma preparacidn de anbti-
suero y la misma preparacidn de CGIH,

IZn este experimento, la orina fue ajustads a
un pH de 7,0 a 7,6 antes del ensayo. La conceuntracidn del

antisuero era de 1/2560. 0,1 micrdgramo de CGTH no tenia
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efecto. Un micrdgramo de CGTH reducia la concentracidn
(inhibia la aglomeracidn de las células conjugadas por el
antisuero) hasta a una dilucibén de 1/%20. 10 microgranos
de CGTH reducian la concentracidn hasta 0.

Entre estas 19 pacientes, 4 indicaron que 0,1
ml de su orina contenia mls de 1 microgramo de¢ CGTH. 2 de
estas pacientes dieron ensayos vositivos de la Rana y las
otras 2 dieron ensayos nesabivos. © de las pacientes ve~
nian el equivalente de 1 microsramo de CGTH por 0,1 ml de
orina, 5 de estas paclentes dieron ensayos pogitvivos de
la Rana y 1 di6 un resultado nesativo.

9 de las pacientes mostraron menos de 1l micrg
gramo de CGTH por 0,1 ml de orina. 4 de estas pacientes
dieron ensayos positvivos de la Rana, 2 dieron ensayos ne-
gativos, y 5 ensayos dudosos de la rana, cibados como ne-
sativos.

Combinando los datos de las 33 pacientes se

tiene la siguiente tabla:

TABLA T
7
Nmero Insavo de la rana
de pva~ Positivo| Nezativo
cientes

Mis de 1 microgramo de :
CGTH/0,1 ml de orina 10 8 2

El equivalente de 1 mi-
crogramo de CGTH/0,1 ml
de orina 13 7 6

Menos de 1 microgramo de
CGTH/0,1 ml de orina 10 4 6

Un examen de los datos indicados en la Tabla
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anterior indica la correlacidn de ia cantidad de CGIH en
la orina y los resultados del Ensayo de la Rana. Se puczde
observar que en la serie presentada, se obtuvieron un
cierto nfmero de respuestas errdneas del Ensayo de la Ra-
na. Es particularmente evidente que cuando esbln presen-
tes en la orina cantidades de CGTH de 1 microgramo poxr
0,1 ml o menos, los resultados del Ensayo de la Rana son
irregulares.

. Una segunda realizacidén del presente inveato
comprende un material indicador mejorado que es estable
durante largos periodos de tiempo ¥y que puede ser liofili
7zado y conservado durante G meses a 2 aios. Bste indica-
dor mejorado puede ser formado tratando con formalina el
material en particulas utilizado en la preparacién del in
dlcador. Por ejemplo, eritrocitos de oveja son tratados
con formaldehido, son hechos reaccionar con bis-diazoben-
cidina (BDB) y después son conjugados con CCTH,

Esta realizacién serd explicada mis particu-
larmente haclendo referencia a lo sigulente:

Frenaracibn de ¢lbbulos rojos de oveja trata-

dos con formalina.

els porciones de 2 ml de formaldehido de ca-

[€2]

lidad U.S. P. al %7% fueron ajustadas a un pH de 7,3 con
NaCH 1 N, y el volumen total fue completado hasta 25 ml
afladiendo solucibn salina al 0,85/%.

1 nl de eritrocitos de oveja compactados fue
lavado tres veces por centrifugacidn a partir de 10 vdlu-
wenes en golucidn salina isotdnica. Las células lavadas
fueron suspendidas entonces en 11,5 ml de solucibén salina

isotbnica y 12,5 nl de la solucidn de formaldehldo afiadi-
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do. Ia mezcla fue mantenida a 372C durante 18 a 20 horas
v después fue lavada cuatro veces por centrifugacidn a
partir de 10 vollmenes de asua destilada por lavado.

Prenaracidn del indicador.

Una porcién de 0,5 ml de células trabadas con
formalina compactadas, fue mezclada a fondo con 10 ml de
solucibén salina que contenia 10 mg de CGTH, Esbta mezcla
de células y CGTH fue nezclada después a fondo con una so
lucidn recientemente preparada de 1,5 ml de BDB en 6 ml
de tampdn de fosfato (0,11 M, pI 7,4). La mezcla fue incu
bada después con agitacidn constante durante 20 minutos a
la temperatura ambiente, para conjugar las células a la
CGTH con BDB. El conjugado fue lavado después dos veces
por centrifugacidén a partir de 100 ml de alblmina -8IV.
Se prepard para ser ubtilizada una suspensidn al 1 del
conjugado en alblmina -STV. Esta suspensidn puede ser lio
filizada hasta un polvo pardo claro que es ficilmente sus
pendida de nuevo pars ser utilizada.

Procedimiento de ensayo

El antisuero es diluido en dos filas de tubos
de ensayo. Las diluciones del antisuero oscilan entre
1/200 y 1/51.200. Esto se efectla preparando una dllucidn
de 1/200 con el diluyente, por ejemplo 0,1 ml del anbisug
70 por 19,9 ml del diluyente. 1 ml de la dilucidn indica~-
da e5 colocado en el primer tubo de cada fila; medio ml
de esta mezcla es transferido al segundo tubo de cada fi-
la que contiene medio ml de diluyeute, y esto se repite
hasta que se obtiene una dilucidn de 1/51.200.

En la primera f£ila de tubos se afiade una gota

de diluyente a cada tubo y en la segunda fila se afiade una
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zota de orina de ensayo. Todos los tubos son ajitados en-

tonces y se aflade a cada tubo una gota de las células sen

sibilizadas (eritrocitos de oveja conjugados con CTUI).

El 4ltimo tubo que muestra aglomeracidn de glbbulos rojos

es tomado como el punto final. La orina gque contiene CGLH

neutraliza los anticuervos presentes y se observa ajgleme-

racidén solo con menores diluciones de antisuerc, nieutras

que en la fila en la que no esbaba vresente CGTH, se chsexr
v6 aglomeracidn a una dilucidn mucho mayor que la que se

muestra en la Tabla II.
TABLA IX

Deteccibn de CGTH utilizando células de oveja tra-

tadas con formalina, conjuzadas con CGTH.

Adiciones
Una gota | Una goba de orina de ensayo

Dilucidn de de dilu-

antisuero yente No embarazada| Imbarazada
1-200 + + +
1-400 + + +
1-800 + + +
1-1.600 + + -
1-3,200 + + -
1-G.400 + + -
1~12.300 + + -
1-25.600 + - -
1-51.200 - - -

+ indica aglcmeracibn; - indica ninguna aglomeracidn.
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Para ilustrar la esbabilidad del indicad-r
aue se prepara con el conjugado de glébulos rojos con for
malina~BDB~CGTH antes descrito, se dan los sizulenbes da-
Gos.

Los gldébulos rojos de oveja fueron divididos
en dos porciones iguales. Una vnoreidn fue sometida a la
operacibén de tratamiento con formalina que se describe =zpn
teriormente vy la segunda porcibén no fue tratada. Ambas
norciones fueron conjugadas entonces con BDD y CGIH, para
vreparar indicadores para el ensayo anteriormente descri-
to.

Después de la preparacidn y de ensayar con re
lacidn a un antisuero comin, ambos indicadores dieron una
concentracidn de 1/1280. Al final de una semans, el indi-
cador que utilizaba las células no tratadas hubo de ser
desechado debido a la lisis de las células, mientras que
un mes mis barde el indicador preparado con las células
tratadas daba todavia una concentracidn de 1/1280 con el
antisuero comin. Este indicador fue entonces liofilizado.

Al final de cuatro, y siete meses, el indica-
dor liofilizado fue reconstituido con agua destilada has-
ta 6,6 mg /ml, o suspensién al 1%, ¥ dio concentraciones
satisfactorias al final de estos periodos.

Ia reconstitucibén sesuida vor incubacibn a
372C durante la noche no afecta a la estabilidad del indi
cador preparado a partir de células tratadas con formali-
na, ni lo hace una refrigeracién durante un periodo de
tiempo tan largo como un mes.

El presente invento tiene también como objeti

vo la adaptacién del indicador estable que se describe an

». 337678
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teriormente a una composicidn de diagndstico para delec-

tar la presencia de CGTH en solucidn en un simple enzazo
de un fnico tubo. En esta composicidm, la presencia ¢ zu-
sencia de CGTH es detectada por medio de un indicador in-

munoldgico que consiste en erltrocitos de oveja trabaics

con formalina u otros glbébulos rojos que han sido conjuga

dos con CGTH utilizando BDB y el conjugado que subsisvien

Laes

temente ha formado complejo con el anticuerpo para CGII,

Este nuevo ¥ mejorado indicador inmunoldgico puede scv de

nominado aglomerado inmune que consiste en gldbulos rojos

conjugados con CGTH y anticuerpo para formar un complejo

aglomerado. Cuando este indicador es expuesto a CGIH solu

ble, tal como por ejemplo la orina de una mujer embaraza-
da, el complejo aglomerado tiende a resultar disociado a
causa de que la porcidn de anticuerpo del complejo reac-
ciona preferentemente con el CCTH en solucibu. isi, cuan-
do el nuevo indicador de este invento es combinado con la
orina de una mujer embarazada, es decir CGIH en solucidn,
tendrd lugar una disociacibn, y el indicador de plbbulos
rojos-BDB-CGTH se sedimentard en el fondo del recipiente

O

de ensayo en uuna forma no azlomerada. S1 no esté presente

CGTH en solucidn, tal como en la orina de una mujer no em

barazada, el indicador inmunoldgico permanecers. aglomera-
do.

Este concepbo serd descrito seguldamente con
mds claridad:

Fusayo de un Unico tubo.

Suero de conejo, que contenia anticuerpos de
CGTH, fue calentado durante 70 minutos a 562C y después

fve tratv ado ewit ua volumen igual de exritrocitos de oveja.

337678

-2l -



10

25

74,67,

(Bsto es para eliminar anticuerpos.heteréfilos). Bsbe sug
ro de conejo tratado (anbtisuwero) fue diluido de 1 a & con
alblinina - 3TV, v se combind medio ml del antisuero ailti
do con 5 ml de suspensidn al 1,25 del conjusado de gldébu
los rojos trabados con formalina-CGTH-BDB. La mezcla fue
agitada a la temperaturs ambiente durante 20 minubos, fue
lavada dos veces por cenbtrifugacidn a nartir de 25 ml de
alblmina-81V y fue susnendida de nuevo en 4 ml de alblimi-
na-STV. Zsta suspensidn al 1,575 fue dividida en norciones
de una goba y fue colocada en Hubos de vidrio de 10 x 75
mm, 7 se afladieron a cada tubo 0,1 ml de STV no diluido
que contenia 750 mg 5 de alblmina y 275 de sacarosa. Zabon
ces los tubos fueron liofilizados.

Tl ensayo simple de un unico tubo se realiza
afiadiendo una gota de la orina a ensayar al tubo liofili-
zado, seguido por 9 gotas de asua destilada. Al final de
2 a 4 horas serd fhcilmente discernible un botén del con-
Jjugado de gldébulos rojos~BDB-CGTH en el fondo del tubo de
ensayo, en el caso de la orina de embarazada. las células
aparecerdn aglomeradas en el caso de una orina de no emba

razads, tal como se muestra en la tabla IIT,
TABIA ITT

Fnsayo de un unico tubo de embarazo

Ensayo (una gota de orina, 9 gotas
Testizo (10 go- de Hy0)
tas de H?O)
) Mo embarazada Embarazoda
+ + -

+ indica aglomeracién; - indica ninguna aglomeracién.
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: 1
fubos liofilizados fueron almacenados duran- i

te 2 meses a la temperabura ambiente y cuando fueron re- |

‘constituidos dieron resulivados ijualmenie buenos con en-

| sayos recientemente preparados.

Para resumir brevemente, el nreseabte invento |

i

%comprende el ensayo de diagnlstico del embaraco gue esta
zbasado en una reaccién immunolégica entre CGTH y su anti--
icuerpo. El ensayo comprende un sistema indicador inmunol$
zgico que depende de una combinacidn de wa maverial en pqg?
10 iticulas v CGTH, y el anbicuerpo para esba hormona. &l en—?

t

,Sayo esta diseflado de tal manera que cuondo el sisftema in .

‘dicador inmunoldgico es puesto en combtacto con el fllido

.corporal que contiene CGIH, ocurre un cambio isico obser
: 1
.vable, que estd evidenciado por un cambio de tamailo de

15 particulas, un cambio de color o algin otro fenlmeno ob- |

. servable.

N O & &

Los puntos de invencidn propia, no nueva, pe—:
r0 no establecida, practicada ni divulgada en BEspaila, que .

se presentan para que sean objeto de esta Pavente de In-

20 troduceibn, por VIEZ afios, son los siguientes:

1.~ Un método para producir un sistema indica
dor inmunoldgico para detecltar zonadotropina coribnica en

una muestra de orina, que comprende preparar una suspen-
24 sibn de gonadotropina coridnica, un mabterial en particulas

6.2.68. : 5 3 7 6 7 8
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seleccionado del grupo consistente en gldbulos rojos ¥y
glébulos rojos tratados con formalina y bis-diazobencidi-

na, agitar la suspensibn, y separar el material indicador

formado y afiadirle el anticuerno para la gonadotronina cO

2.~ El método de la reivindicacibén 1, en que

el material en particulas es de $ldbulos rojos tratados

: con formalina y la mezcla formada es liofilizada después i

hasta la forma de polvo, i

3,- Un método vara producir un sistema indi- !

! cador inmunoldgico para debectar gonadotrovia coridnica en

{ una muestra de orina, que comprende preparar una suspen-

P

: y recuperar el material indicador formado.

" salina, afladir a ésto, con agitacidn, bis-diazobencidina

!

sién de gonadotropina coribnica y un material en vaorbicu-

oo -

las seleccionado del grupo gue consiste en gldbulos rojos

¥ glébulos rojos tratados con formalina en una solucidn

e mm A ——

4,- EL método de la reivindicacidén 3, en que

el material en particulas es de slébulos rojos tratados
con formaling y el indicador recuperado es liofilizado
hasta la forma de polvo.

5.- Un método para producir un sisbema indi-

cador inmunoldgiéo para debtectar sonadobropina coridnica
en una muestra de orina.

Tal y como se ha descrito en la llemoria que

antecede y para los fines que se han especificado.

eyt s T b
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Esta Memoria consta de veinticineco hojas escri

tas a miquina por una sola cara.
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