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Memoria descriptiva

pora solicitar PATIYE DE TIVEIOION por VEIIM'Eios

a nombre de MITES LABORATORIES, IC.

entidad / deonacishiulidad norteamericana,

con domicilio en 1127 lfyrtle Street, Blkhart, Indlena, Estados
Unidos de América

por: = UN LEPODO DE PREPARAR UN INDICADOR IIIUITOLOGICC PARA
SER fJfLIIDO QUIIICAMETPE A SUSTANGIAS MIPIGRITICAS » (Clase
Internacional BOL 1)

16.6.67



s

1o

20

25

Este invento se vefiere a un indicador inmunoldglco
compuesto por células mierobianas, que tiene un agente de
copulacidu unido con las mismas aue puede ser ligado quimi-
canenbe con sastancias entigénicas con el f£in de orear sis-
temas indicadoxes inmonoldgicos, oue se pueden ubilizar para
detectar visualmenie antigenos o sntiouerpos homdlogos, ¥ se
refiere taubien a métodos para preparar dlcho indiocador inmu-
noldgico y a sistemas de ensgyo y a dispositivos basadcs en
dichos sisteres indicadores,

. La ocapacidad de detectar la presencia de sustancias
antigénicas en diversos fluidos tisne una extensa importan-
oia., Hn muchos procedimientos industrisles, los materiales
nroteinicos que tienmen caracterisiices antigénicas son uti-
lizados ocomo reacelionantes o son hechos actuar de slguna
obxra manera, La eptlitud para detectar cambios en la concen-
tracidn de estos materiales, con el fin de observar o Seguir
dlohas reacelones, es de imvoivancla pximordial para el con-
trol de estos proosdimientos industriales y para la apbitud
de Los mismos para ger reproducidos, Ofro campo de gran i
portancia es el de la deteccidn de diversos antigenos y an-
ticueimos en fluidos corvorales, Los niveles o concentracio-
nes de muchas de las hormonas, proteinas, lipoproteinas, mu-
coproteinas, gliconroteinas, eto,, y sus productos de hidrd-
lisis que aparecen de forme natural en el cuerpo asi como
Gurante diversos estados pa’solégicos. son de gran importan=-
oia para los profesionales de la mediocina, Algunas de esbas
sugtencias interesantes han sido tradi cionalmente dificiles
de detectar utilizendo los métodos quimicos analfticos nor-
meles, Sin embargo, empleando procedimientos de andlisis o

ensayo inaunoouimicos, algunos de estos amt{genos y antiouer-
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pos son susceeptibles de ser debectados en mezolas gque con-
tienen otras moldonlas grandes que tienen agrupaciones qui-
alcas similares, pero que no tienen exactasente la micma
configuracidn espacial de la macromolécula que interesa. Un
olerto nufero de estos procedimientos immunologicos han sido
dificiles de realizer y frecaentemente han sido prolijcs y
téenicemente complicados, pero Se ha confiado en ellos péra
detectar la presencia de dichas sustancias en diversos fiui-
dos coryporales. Iara &8lguios antigenos y entionerpos no se
ha dispuesto de ningdn pmeedimiento de emsgyo.

iag reocientemente, se han perfeoci onado sistemas de
hemoaglutinacién (aglutinacidn de gldbulos 1o jos) para detec-
tar ent{genos o sus anticuerpos. Estos sistemas emmlean glé-
bulos roJos como paritieulas indieadoras, las cuales para ser
utilizadas, son unidas de slguna manera con una Sustencia
entigénica con el fin de proporelonar wa sisbema indiocador
que se pueda ubilizar para debectar el amticuerpo houdlogo
o la sustameia entigénica propiamente dicha. Para una deter-
minacidn de la presencia o ausencia de la sustancia que se
ensaya, por utilizacidn de Gichos sistemas, ©s necesario
usualmnente interpretar el aspecto del dibujo exihlibido por
los gldbulos rojos con el fin de debterminar si ha tenido lu-
gar hemoaglutinaoidn, Ta hemoaglutinacidn tiene lugar cusndo
el antiouerpo homdloge esté presente en el medio de ensayo
en una forme que le permite reascionar con la sugtancia an-
tigenicacopulada con los gldbulos rojos y para formar ocon
la miswa un aampleqo innune. La hemoaglubinacidn no tiené
lugar ocuando el anticuerpo homdlogo no puede former comple=
Jo con los globulos rojos con los que estd copulada la sus-

tancia antigénioca. Dependiendo de muchas condieciones, inolu=
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yendo los tempones y otros meiteriales muy reactivos, este
procedimiento de ensayo es de aplicabilidad liuitada, y
tiene el entecedente de requerir personal adiestrado para
interpretar el aspeoto de los dibujos resultaates, aunoue
se han estableoido para alguaas sustancias sisbemas de en-
sayo practicables o fasctibles. Otra dificultad perturbudexa
asociada con 1os sistemas de hemoaglutinacidn es la conoci-
da como »problema de enticuernos heterdfilos®, que es origl-
nado por algunas de las proteinas del svero contenidas en
la solucidn de antisuero, que reaccionan con los grupos an-
tigénicos presentes de forme naturel en la superficie QG los
glébulos rojos, inoluso cuando el entisuero se ha tomado de
ﬁna especie di Perente de la especie animal que produjo los
gldbulos rojos ubilizados. Le ovoelbdmina fué detectada
pronto en el suexo de esta manera, de ascuexrdo con Pressmen,
D., Cambell, D, H., Pauling, L.: Joumal of Inmunology 44,
pdginas 101 - 105 (1.942). Un método similar se empled para
detectar un derivado de proteinas purificadas de tuberouli-
na, Cole, L. R, Farrell, V, R. : Journal of Experinmental ile-
dicine 102, vndgina 157 (1.945), y la insulina fuéd defectada
en el suero por Arwailla B. i, y Staviisky A. B., y esto
fué informado en Journal of Clinical Investigatidn 55, pé-
ginas 45> -~ 466 {1,956). La patente USA ndumero 3.256.732 de
Bdward :i, Arquilla describe w: sistena siwmilar para ensayar
la hormona de gonadotropina eoriénioa; Une sustancia anbigé-
niea patoldgioca, toxoide de difteria, fué tambien analizada
o ensayada Ce esta manera, Subtler, V. T.; Journal of Immuno=-
logzy 90, pdginas 665 - 671 {1.983).

Je oree shora que la limitada utilizacidn comercial

de este tipo de ensayo de hemoaglutinaeidn ha sidqddebido,
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en parte, al estrecho margen de tamgios y a la confligura-

9

¢idn neculiar de los gidbulos rojos de animales que se uti-
lizan usuelmente, y que ge podria lograr una meyox ublliza-
eidn de los sistemas de ensayo inuunolo icos de aglutinacidn
gi se pudieran encontrar particulas indieadoras para reem~
plazar los gldbulos rojos, que pernitiesen una mayor veria-
cidn de taeios. Genervalmente, le utilizasidn de gldbulos
rojos de enimales como periiculas indicadoras para diversos
ant{genos, excluye la utilizacidn de mecanismos de algubina-
oldn oromatogrifico o del tipo para porteobjetos. Igualmen=-
te, los glébulos rojos son caros para ser ubtllizados comer-
cialmente, ya que se debea oriar y sostener enimales de la-
boratorio y se deben presoribir ouldadosanente las gondiecio-
nes de reocogida, para evitar la hemdlisis de las celdlas y
aotivar la wniformidad, sin lo cual el ensgro de hemoaglu-
tinacidn no se pusde llevar & cabo de manera reproducible.
Se hae descubierto gue las celulas microbianas ser-
viran como particulas indicadoras fnnunoldgicas y peraiti-
rén superar muchas de las dificultades amberiores. Las cé~
lulas mierobianas existen con un amplio margen de tanaiios
y formas, y los tameios estdn dentro de los nérgenes que se
requileren tanto para los ensayos de aglutinacidn en tubo de
amsayo ¥y en portaébjetos coo para ensgyos de tipo cromato-
gréfico. De esta meners, §6 puede euplear une variedad de
mecenismos de ensayo cuando se utilizen células microblanas
como partfculas indicadoras. Tas oflulas son culiivadas T4-
ollmente bajo condiciones de laboratorio y se pueden préﬁu~
oir comercialmente con bajo coste. Las células microbianas
pueden ser seleccionadas de acuerdo con el tauaio necesario

oon las caracteristiocas superficiales que sean mes ventbajo-
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sas para un mecanismo de ensayo particular, y en cuanbo a
la facilidad vara producirlas. De esta manera, es posible,
mediante la utilizacidn de oélulas mierobiangs, una ayor
flexibilided en la construceién de sistenas de ensayo inmwno
1ézico. Peambidn, mediani:e la ubilizacidn de eélulas micro-
bianas, se elimina el probleia de anticuerpos neterdfiious.

76l como se utiliza equf, el término »part{calas in-
@i cadorase se refiere a las células miorobiamas sin agente
de copulzeidn wnido a las mismas, »indicador inmunoldgioon
se refiere & las celulas miocrobianas con el agente de copu~
lacién wnido con las mismas, vero sin sustancia antigénioca
copulada con las mismas, y »sistema indicadoxr inmunolégi con
se refiere a la combinacidn de oélulas, agente de copvla-
oldn y sustancia antizénica.

Por lo tanto, un objeto de este invento es el de
orear un indicador inmwnoldgioco compuesto de céiulas nioro-
bianas y un agente de copulacidn quimica unido, con el cual
las susteancias sntigénicas se pueden copular de forme cova-
lente, y que se puede ubtilizar para indicar visualmente reac
ciones de antigenos y antiocuerpos.

QOtro objeto del mresente invento es el de crear un
indl cador imaunoldgico para reacciones de eantigenos y autbi-
ouexrpos, que consiste en uno cnalquiera entre un amplio mar
gen de tamarfios de oelulas microbianas.

Gtro objeto consiste en crear wn sistema Indicador
inmunoldgico para ubilizarse en la deteceidn de un aniicuer
po en que el sistema indicador estd compuesto por oélulas
microbianas copulades quimicanente oon al antigeno homdlogzo

para dicho anticuerpo por medio de un agente de copulacidn

. o 341483
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Todevia otro objeto del presemte iavento es sl de

orear un &istema indicador inmunoldgico para ubilizarse en
1a deteceidn de un ant{zeno, y rara utilizarse en unidn con
el eunticuerpo homélogo, en cue el'sistema indicador esté
compuesto por eédlulas microbianas copuladas quinicamente oon
dieno entf{geno por medio de un agente de eopulacidn quimidé.

Todavia otro objeto consiste en orear indicadores .
inmunolézicos del tipo euterior en forma pulverizada y se-
ca sonortada sobre un vericulo o soporte de material absor-
bente, nara nronorcionar dispositivos de ensayo basados aa
dichos sistenas.

F1l indloador inmunoldgico del nresente invento pue-
de ser descrito de forme breve como unc que éstd compuesto
por cdlulas microbianas a la que esten unidas quimicamente
moléeulas de un sgente de copulacidn gue tiene @l menos un
grupo reactivo no ligado, que es capaz de fommar un enlace
covalente con un gruno reactlivo en sustancias antigénicas
por contacto y por reaceidn con las mismas, El indicador es
preparado susvendiendo las células microbiamas en un 1fqui-
do, y efiadiendo sl mismo el agente de copulacidn que es oa-
vaz de reaccionar oon un grupo reactivo sobre la sunerfiocie
de las células miorobianas, La sustancia antigénica que se
ha de copular cson las cblulas microbianas puede estar pre-
sente en la misua suspensidén liquida ocuando se ailade el agen
te de copulacidn, de manera que se forma inmediabamente un
sistema indicador inmunoldglco espeeifico, o la susbencia
puede ser afladida mds taxrde al indiocador prevarado. La o?pur
lacidn del indicador con una sustencia antigénica forma un
sistema indicador que se puede ubtilizar de una manera espe-

eifica, tal como se describe seguidamente.

341497
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Las odlulas miorobisnas del indicador inmunoldgieco
y del sistem de ensayo puedén ser cualquier microorganismo
de repzoducﬁién asp ontdnea que se nropague con o sin depen-
dencia Ge otros organismes. S pueden utilizar tanbo oélu-
las baoterianas gram~positivas como odlulas bacterianas gram-
negativas, odlulas de hongos y celulas de nrotozoos, que Se
pueden emplear similarnente, igual que células de virusbpé-
ra alguop sistemas de enssyo. Lstos son generalmente orgu-
nismos uniocelulares gue Se reunen ocesionalrente en azlome-
rados o pellas. Las células puedén ser utilizadas en esta
forma con tal que su tamaiio de aglomerado no forme uwna pay-
ticula de soports que sea tan grende que el sistema de ensa
yo formado oon l& misma no se aglubine en presencia de une
susbancia que sea homdloga a la sustancia antigénica ligada
e las células aglomeradas. Generalmente, las células niexro
bianas preferidas son céLulas bacterianas o aglomerados de
las mismas que tienen tamalio y forma wniforme y tienen di-
mensiones exteriores méximas, en una direccidn, de aproxima
damente G,2 a'lO micras. Auaque no se prefiere, se puede
wbilizar wa mezela de células diferentes nero uniformes.
Para estas bacteries, las células miorobiamas ubilizables
inecluyen las que Se enocuentran en la Divisidn I del Reino
Vegebtal ineluyendo las Clase I,II y III, Orden I. Las -eélu-
las mieroblanas de la Clase III, Orden I, incluyen los orga
niswos de virug intracelulares, que tienen dimensiones de
aproxinacdamente C,2 mioras.

Se puede hacer referencia al Bergey’s Ilianual of De-
terminative Bacsteriology de N.S. Breed, E.G.D. lMurray, I7.R.
Smith, 7& Bdieidn, 1947, de Williams and Wilkins Company,

para una enumeracidn completa de las odlulas bacterisnas

o 341495



utilizables. Son particulamente dtiles las bacterias de la
Clase II, Suborden II, Familia IV (Pseudomonadaceas) y Cla=-
se II, Orden IV, Familia IV (Enterobacteriaceas). Se consi-
dera que todas las Pribus I-V representan oélulas microbia~

5 nas preferidas para los fines de este invento. Paombién se
consideran preferidas las de la Clase II, Orden 1V, Familias
VY (Brucellaceas), X (Laotobasillaceas) y XIII (Bacillaceas).
Se puede emplear orgénismos de los Ordenes I y II de la Cla
se III ouvsndo se desean part{oulas de tamsfio menor, aproxi-

lo mademente de 0,2 mioras o inferior. Partioularmente los Vi-
rus o Virales del orden II son de pequeila dimensidn, lo

cual limita su utilidad.

CéLulas bacterianas esnecialmente preferidas son

Brucella sbortus, Escherichia eoli, Bacillus subtilis,

15 Bacillus pumilué, Laotobaocillus leichmannii, y Pseudomonas

fragi. Las faces de crecimiamto de levadura de las oélulas
de ﬁéngos gson tambidn preferidas para ser utilizadas en el
invento. Es partioulamente preferida la levadure cominmen-

te disponible, Saccheromyces cerevisiae.

20 Les células microbianas se pueden wbilizar en su es
tado natural, es decir que €l agente de copulacidn pusde ser
hecho reacelonar con las mismas y después se puede wnir la
sustacia antigénics, por medio del agenbe de copulacién.
Sin embergo, si se considera oue son peligrosas las caracte

25 risticas patogénicas naburales de una cualquiera de las oé-
lulas microbienas, se pueden elinminar la setividad antige-
nioa natural y por lo tanto las caracteristicas pa’oogén;oaa,
tratando o matando & las células microbianas con un agente
de conservacidn. Los agentes de conservacién més comunes

3o ~son formaldehido y fenol. Es notsble el hecho de gue ocuando

. 341495
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las células microbilanss hen sido tratadas con agenbte de con-
servacidn y despupes hen sido alteradas adicionalmente unien
d agentes de eopulacidn y sastanocias entigénicas, los gru-
pos anbigdnicos que aporecen de forme natursl sobre las su-
perficies de las célules son modificados de forase sufielens
te para hacerlos inactivos, Con el fin de eliminar de mane-
ra compleba todas las células que tengan actividad anbigé-
nioca natural, los sistemas de ensgyo preparados pueden ser
abso rbidos con suefo que conbtiene el anticusipo para el wn-
tizeno navuralumente presente sobre la superficie de las cé-
lulas, con el fin de foxmar complejos que no interfieran
eon la experimentacio’n ulterior. Por ejemnlo, cuando se ubi-
liza E,Coli para las particulas indicadoras del indi ca_d.‘of
v estfn presentes ea la muestra de ensayo anbticuerpos para
E. Qoli, se puede blogquear la reaceidn entre el indiocador
y su antieuerpo adsorbiendo el indicador de células de E.
Goli con anbtisusros que conbienen el anticierpo para los

smos. Jor lo tanto, las eélulas mierobianas uitilizadas
en el presente invento ya no se puede considerar que bti een
eotividad ant igénica natural.

51 se desea, las oflulas microbianas pueden ser colo

readas con el fin de mejorar la capaeidad de di stineldn vi-A
jzsm.sa.'l, del slstema indiceador resultante desde el medio o fondé

circundante. Los coloreantes ordinarios, Gales como henabto-

‘xilina, fuesina y oristal violeta se pueden wtilizer para

‘este fin. Ubro tratamiento opcional conclste en lavar las
?;células con disolvenbes orgénicos tales como &dlcoholes,

iéteres, eto. para dliminar cuslguier capa de polisacdridos
! ‘
.0 ceras que pueda estar presente. :

H
[

Los agentes de copulacidn gue pucden ser nechos

Ly -
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reacei onar quimicazente con grunos reactivos tanto de las
células nicerobianas como de las sustancias antigénicas son
generelmente compuestos que tienen dos o mis de los sigulen
tes grupos reactivos: azo, dcido sulfénico, grunos fluoro
combinados con grupos nitro, azida, imina, y grupos oloro
resctivos conectados ocon un anillo que tiene anropladas
esiructuras de resonancia., Estos grupos reucitivos son capa-
ceg de reaccionar con los grupos anino primario, sulaidrilo
(meroapto), e hidroxilo en las cadenas polimeras de las subs
tancias antigénicas y de las superficies de oélulas nicro=
blanas.

Una lista representativa de asgentes de copulacidn
conocidos es: bis-diazo-~bencidina, 4eido bis-diazo-bensidi-
no disulfénico, tetraszo-p~fenilenodiamina, difluorodinitro
bencano,varias carbodiimidas, diisooianato de tolueho, oclo~
ruro oiandrico, dicloro~S-triazina, y perclorato de Ii=t-bu-
t1l~5-metil-igoxazolio. Algunos de estos agentes de copula=
oidn, esnecialmente los agentes olsnurantes, son canzoes de
consexrvar las cédlulas al misio tierpo cue se copulan con
gronos de las saperficies de oélulas miorobianas, de mane=-
ra que no es necesario con estos ggentes de copulacidn nin-
gﬁn tratamiento pmvio separado para conservar las oélulas.
Para utilizar el dltimo compuesto enumerado, las particulas
indicadoras son tratadas en primer lugar con un reactivo de
suceinilacidn, tal como amnidrido suceinico.

Para formar el indicador inmunoldgico, el agente de
covulacidn es hecho reaceionar en primer lugar con las qé-
lulas microbienas que son suspendidas en un 1liquide, y des=

pués de esto, cuando se necesita, este indicador es mezola-

"do con la sustancia antigénica para fomar un sistema indi-

341495



cador. Is decir, €l indicador propiamentie dieno es conside-
rado como wn artfeilo comercial, y& que puede ser preparado
; y vardido para ser ubtilizado por el usuvario para construir
sistemas de ensayo para caalquler sustancia antigénica par-
5 tieulax,

Ia manere preferida de poner en contacto las eélu=
las nicrobianas y la sustancia antigénioa con el sgente Ge
oopulacidn para formar los sisbemas de ensayo, consiste en
suspender las oélulas microbiansas y la sastancia antigéhi-

1o oo en un liquido, y afiadir al mismo el agenbte de copulacidn
con mezelado a fondo. Ofra manera de poner en contacto con-
siste en afiedir simulbténeamente las eélulas microbianag 7-
la sustaneia antigénica & una solucidn que oontiene el agen
te de copulacidn. Estas meneras de poner en omtacto limi-

15 fan la copulacidn oruzada o mutua de células microbianas y
la copulacidn cruzada o mﬁtua de moléculas de sustancias an
tigénicas, |

Generelmente, cuslquier sustanocia entigdnica puede
ser conulada con el indicador inmunoldgico de este invento.

20 Bl téraino »sustancia antigénicar, tal como se utilize aqui,
significa u.;1 maberial que, ocuando es intwroducido en el sisg-
tema civoulatorio de un enimal, produce un anticuerpo homd-
logo. Bste amplio margen incluye antigenos de suero tales
cono gamma-globulina y albinina de suero o sustencias de

25 grunos de la sangre »iw y »Br, para reallzar ensayos para
determinar el tipo de la sangre. Ios antigenos microbianos
pueden ser oopulados con el indicador para dstectar el mi-
croblo propiamente dicho o su anticuerpo en fluidos,., Subs-~
tancias de hormona antigénicas presentes en los sistemas

30 de fluidos de orgenismos pueden ser copulados tambien con

16.6,67 -12 - 5 ZS‘ ég /Z% 9 @
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el indi cador., Tambien se pueden utilizar en salidad de sus-
tancias smbtigénicas enzimas y productos de hidrdlisis de
protefnas. Tos antigenos o anticuerpos microbianos pueden
ser de naturaleza baoteriana, fungica, parasitoldgica o de
viras, Ta exigenoia primordiel para las sustaneias antig'éni&-
0as consiste en jue estas temgan al menos un ZIpo ea sus
caden as polfmeras que pueda reaceionar con el gruno reachi-~
vo de al menos uno de los agentes de eopulacidn conocides.
Se oree que todas las sustancias entigénicas conocidas cwa-
plen con csba exigemeia.

La sustencia antigénica puede ser wn meterial de pro

-oedencia nabural, o puede ser un material preparado artifi-

cialmente. Alganas sustancias de procedencia natural que
pueden ser copuladas con el indicador im.nunologiao de este
invento son ovoalbimina, derivado de probteinas purificadas
de tuberoulina, insulina, la hormona de gonadotronina sorid-
nica (CGI), temto humana como animal, albdnina de suero hu-
mano, y gemma-globulina de caballo,

Hay tres métodos generales para reallizar ensayos con
los sistemas indicadores inmunologicos del presenbte ilmvento,
Tatos son los metodos gue implican el prineipio dé cromato=
grafia, los que impliceam la aglutinacidn en un tubo y los
que implicen la aglutinacidn en wn portaobjetos. EL método
particular escogido determina en gran manera el tamaio de
las células microbiammas gque se ubtilizan.

Para un easayo de bipo cromatogrdfico, se prefieren
células miorobianas que tienen la forua de varillas elip’soi-
dales de aproximadamente G,5 a 0,4 mioeras de longitud. Para
emsayos de aglutinaoidn en portaobjetos, las células mioro-

bianas pueden ser varillas mayores con logitudes de 1 a 3
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mioras y didmetros de sproximadamente 0,5 mioras, con la
condicidn de que las oélulas pueden ser igualmente de for-
ma cocoide. Un ensgyo de aglubinacidn en tubo se puede eons
truir a partir de uwa amplio mergen de tamaiios de células ni-
crobianas, incluyendo las dimensiones entre aproximadsaente
0,2 wicras y aproximadamente 10 mieras, en cnalculexr direa~
cidn de longitud o didmetro.

Los ensayos de aglutinacidn en tubo y en portaobje-
tos estdn basados en la aptitud del sistema indicador inmu-~
noldgico nara aglubinarse y para formar de esta menera uha
diferencla reconoecible entre su dibujo y el dibujo exhib:'-._&.b
en ausencie de aglutinacidn. Este tipo de experimen'taciéh :
se puede realizar de dos maneras generalss denominadas an
el primer caso Qomo aglubinacidn y en el segando caso couno.
inhibicidn de aglutinacidn. rFara la aglutinacidn, un anti-
geno es copulado con la célula microbiana para formar un
sistema indicador y este se utiliza para ensayar en ocuantbo
a la presencia del aanticuexpo homélogo en una muestra. Si
la muestra contiene el anticuerpo, el sistema indicador se
aglotinard con el anbicuerpo y este estado puede ser reco-
nido por el dibujo mostrado o exhibido por el sisteme indli-
cador. Para la inhibicidn de la aglutinacidn, el antigeno
es copulado con la ¢élula microbiana para formar un siste-
pa indicador inmunoldgico que es empleado entonces con el
antlonerno homdlogo parz ensgyar ea cugnio & la presencia
del antigeno en une muestra, 5i la muestra contiene el enti-
geno, serd inhibido o neutralizado el enticuexpo homdlogo
por dicho antigeno, y no se aglutinard el sisbema indloadox.

Ea el estado de susencia de ‘agiutinacidn, el sistema indica-

dor, consistente ex células microbianas 3304%\1%192}3(9%15&11-
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t{geno wiido, se separard nor sedimentacién del 1quido de
ensayo para dar una diferencia reconoecible entre su dibujo
y el dibujo exhibido por el sisftema indiceador aglutinado.

La aglutinacidn, en el caso de un ensayo en porta-
objetos, estd indicada nor la formacibn de un dibujo granu-
lado, nientras e en un ensayo en tubo la agluf;inacién gy
t4 indicada por una susI)ensio'n wiiforme y howozénea de cé?.\i;
las., 7l estado de ausencia de aglutinaci éa en el caso de vn
ensgyo en norbaobjetos estd indicado por la formacién de
dibujo 1liso, y en el ocaso de un enssyo en tubo este estado
estd indicado por la sedimentacidn del sistema indiocador en
el fondo del tubo, bien en wi dibujo amular o ea un didbujo
de motas o manchas.

Bste mismo tipo de aglubinacidn o inaibicidn de
aglutinacidn es el fundamento del ensgyo de tipo cromato-
gréﬁ co, en el cual si la ruestra ensayada contiene el anti-
geno o antiocuerpo nariiculaw, habrd wna caracteristica par-
tioular de desplazamiento o migracién presentada nor la so-
lueidn cz*omatogréfica. n el oaso de un ensayo de aglutina-
oidn del tipo oromatozrdiico, se Genosita una mota o mancha
del sistema indi cador sobre wa soporte oromatogrdsico apro-
plado, tal como panel de filtxro, ¥y después se coloca sobrs
esta migna mancaa una gota de la muestra de fluido que se
ha de ensayar en cuanto a la presencia del antieuerpo, y el
borde de este soporte es puesto ex countmeto con una solucidn
cromabogréfica tal corio una solucidn salina, Si la nuestra
contiere el snticuemo, se aglutinard el sistema indi cador
y Srmard un aglomerado inaune con el antiouerpo. Este aglo-
merado no se moverd con la solucidn eromatogrdfica que se
desplaza y tendrd lugar un cambio muy peguefio de 1a mancha,
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3in embargo, si le muestra no contiene el anﬁcuerpo, no

ge fowmard aglomerado inamune, y el sisbema indioador se mo-
verd eatonces con la solucidn en desplazamiento para formar
un dbujo rayado o veteado., Con el Iin de realizaxr un ensayo
de inhibicidn de aglutinacida de %ino cromatogrdfico, se
Porma wna mota o macha de aglomerado innwue colocando tna
gota de una solucl én que contiene un antiocnerpo sobre una
manche de sistema indicador inaunologico depositado. l‘mtch-
ces, una gota de la muestra que se ha de ensayar en cuantd
a la presencia del antfgeno es colocada sobre la mancha de
aglomerado inmine, y se permite que una soluci én se despla-
oe por ei soporbte o, alternabivamente, el boxde dei soporie
puede ser puesto directamente en contacto con la mu.estr%
para peruitir que el antigeno, si estd presente, entre en
conbacto ocon la manche de aglomerado inmune. Si la muestra
contiene el antigeno, el aglomerado inmune serd disociado
debido a la reaceidn preferente entre el anbleuerpo y el
mtigeno, y el sistewa indiczdor se desplazard y presentard
un dibujo veteado. Desde luego, si no estd presente ningdn
antigeno en la muestra, no se exhibird desplazamieanto de la
maacha de aglomerado inmune,

Los objetos y la descripeidn anteriores son detalla-
dos adiclionalmente en los sigulentes ejemnlos, que hen de
ser considerafos solo oome ilustrativos y no como limitati-
vos Gel invento. Das partes son en peso/volumen y las con=
ceatraciones de teandn son molares, !I, salvo gque Se espeoi-
figque lo contravio.

Ejemplo I.~ Se prepard un sistema indieador inmuno-

18gico utilizando célules de Brucella abortus como células

microbianas, bis~diazobenoidina (BDB) como agente de copula-
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oidn, y gonadotronina coridnica humans (OGTH) como antfgeno.
Iste sistema ind cador fué denositado entonces sobre un
miembro de sonorte absorbente, en asociacidn con el enbi-
euerno para CGPH, y entonces se ensayaron muestras de orina
en ocuanto a la presexcia de CGTH con el dispositivo resul-:
taute. Hste dispositivo indi cador funecionaba por un mecaniﬁf

mo oromatogréfico, tal como se describe seguidamente.

Drenaracifn de los reactivos.

Soluci én salina isoténioca. Se prepard una solucién salina

al C,85 ,.» disolviendo 8,5 g de cloruro de sodio en 1 litro
de sgua destilada. »

Pampdn de fosfato. Se prepard una solucidn tamwdn 0,15 I de

pH 7,4, disolviendo una mezola seca de 8L ;o de fosfato doi-
do disddieo y 19 ;5 de fosfato dideido sodico en agua desti-
ladae, haste me se alcanzd e. pl deseado.

Soluecién de bis-diazobeneidina. 4 0,92 g de bencidina se

afiedieron 100 ml de ague destilada y 6 ml de dcido clorhi-
drico 6 I, Se aiadid a esta wezola un volumen adicional de
100 ml de agua destilada. Después que se hubo disuelto la
bencidina, la solueidn fud enfriada hasta 02 C an un bafio
de hielo y sal. Tan pronto comenzaron & formarse oristales
de hielo en la solucidn, se aladiexon répidamente, con agi-
tacién, 6,5 ml de una solucidn al 10 j» de nitrito de sodio.
Se continud la agltacidn hasta que la solucién daba resul-
tado negativo frente al panel de almiddn y yoduro. Durante
la agitacidn no se debid permitir jemds que la solucidn ‘al-
canzase una temperatura superior a aproximadamente 12 C.

Este maberial era de color amarilio pélido. Cuando

se eiadid tampdn de fosfabo, vird a un color pardo rojizo,

v- 341495
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Ia solucidn de color amarillo pdlido era estable a la tem-
veratura amblente durante 5 a 7 horas; a 4¢ ¢ era estable
durante aproximadacente 7 dias; ouendo habia sido congelada
y elurcenada a =202 (1, era estable durante aproximadazente
60 dias; y cumudo habla sido elmacencda por debajo Ge =35¢
0, era estable dursnte &l maios 6 meses.

iratamiento de odlulas miorobianaes con formelina.

gélulas de Brucella abortus fueron hechas crecer duranbe 72

horas a %% U sobre agar de triptosa y despuds se separd
por lavado el agar con una solucidn salina &l 9,88 ;3, que
contenia 1 wde formaldehido. Las células fueron btratadas
inmediatanente con formaldenido suspendlendolas a1 wna solu=~
oidn de folmaldenido y solueidn salina durente 24 horas 2
la Seaperatura ambiecte {252 ), Intonces, las células foe-
rén lavadas & fondo para eliminer el agente de conservacidn

residual, El lavado de las células de Brncella aborbtus se

realizd suspendiendo las cllulas en agua destilada. Las cé-
lulas fuerom recogldas por centrifugacidn y fueron suspeadi=
das de nuevo en agua destilade, repitiendose varias veoes
la dltima operacidn. Las células oconservadss fueron enton-

ges coloreadsas.

Coloracidn de células mierobianas tratadas con for-

malina, 2 g de las cdlulas de Brucella aborius tratadas con

formalina, hdmedas y compactadas, 1 ml de sulfabo ferwoso

al 2 » y b ml de nemaboxilina acuosa al 1 ,5, fueron afladi-
dos a 100 ml de agua destilada y fueron agitados de manera
conbinua durente 24 horas. Las células resulbtavon coloree~
das de manera permanente y el color no fué separado por la-

vado o lixiviacidn.

;renaraclon del sistema indicador,.{Células microbia-

ae. 941493
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nas formalinizaedes-BDB-CGILH) Células de Brucella abortus,

osoloreadas con hemeboxilina tal como se indica enberiormen-
te, fueron utilizadas como partieulas indicadoras de UGTH
humene obtenida de la forna Viteameriocan Corp., Little Falls,

Nueva Jersey. Un volumen de 0,5 g de células ooloreadas ¥

compactadas fud atadido a 10 ml de solucién salina que con-
tenia 8¢ mg de CGUH y despuds se siiadiexon 12 nl de tamp én
de fosfato y 40 ml de soluoidn diluida de BDB, preparada
mezelando 8 ml de la solucidn anberior de DB con 32 ml de
tempén de fosfato. La reaceidn de copulacidn se desarrolld
bajo agitacidn continua durante 20 minutos a la temperatura
smbiente (252 C)., Z1 complejo de color pardo resultenbe fue
recogido entoneces nor centrifugaci én y fué lavado tres veces
por centrifugacidn con ggua destilada, Ya que se deseaba 8o~
nortar este sistema indiocador sobre un miembro de soporte
gbsorbente, una poreidn de 0,2 g del sistema indicador fué
homogeneizada en un mortero o alrirez, Se mezold a fondo

con una gota de mortiolato al 1 7 y se aiadio después lenta=
mente 1 g de jarabe de sacarosa {al 75 » en peso/volumen).

Preparacidn del antiouerpo para CGIH. Conejos de la-

boratoric fueron inyeotados con CGTH humana en coadyuvente
completo de Freund en wia serie de inyecciones. Desnués de
un periodo de tlempo dado, los conejos fueron desangrados ¥
el suwero que contenla el anbtioenerpo fué senarado del conjuu~
to de la smgre, La CGTH empleada puede prooeder de uno oual
quiera de los dlsbtribuidores comerciales de la misma, Es par-
tloularmente dtil la vendida por Vitamericam Corp., que tie-
ne wa actividad de aproximadamente 2000 - 25600 unidades in-
ternacionales (U, I.) por mg, Un procedimiento tipico de

inyeoeci én y Separacidn del anticuerpo es como sigue: una so=
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lueidn que contenia 10 mg por ml de CGEE ea solueidn salina
fue mezelada en piovorciones igneles con eoadyuvante comple-
to de Freund. 0,1 nl de la mezcla fueron inyectados ea cada
wia de las callosidades de las patas de un conejo que pesa-
ba $,b kg. AL final de un periodo de dos senanas, se luyee-
t4 intravenosamente una primera inyeecién de refverzo 0 ue~
tivadora de 3,5 ml de una solucidn que contenia & mg yor ml
de CGYE en solucidn salina, Dos dlas despuds de la prime.;_a
inyeocidn activadora o de refnerzo se admini strd una segaﬁ-
da. luestras de sangre del conejo feron tomsdas 7 dias des-
nués de la ltima inyeccidn activadora de refuerzo. ElL anti-
suero tenia un tftulo o concentracifn Ge 1/2560, determinado
por hemoaglubinacidn.

1:étodos de ensgyo. {cromabtogralico). Una mencaa o

motva del sistema indicador anteriormente preparado fué colo-
sada aproximadanente a 19 mm. del borde en eil interioxr de
wna hoja de papel de filtro, y w.a gota del antisuero ante-
rior fue colocada sobre la misme para forwsr un aglomerado
inmune. Snbonces, el borde del papel fmd puesio en contasio
con una muestra de orina Ge heabia no enbaraz:ds normal.
Segin asceadia la orine por el papel, la mencha de aslomere~
do inaune permamescia fija sobre el papel. Esto ogstrd nue el
aglomerado inmune foxmedo no era disociado por Los componern-
tes de la orina normal. Se prepard otra bira de pavel de fil-
tro con obtra mexeha G2 a@lomai*ac.o iamae y o« bowlds 1T pa-
pel fué puesto en contacto con una muestra de owina de una
mejer embarazada. Segdn ascendia la oxina por la tira de pa-
nel, se disociaba wia porcién del aglomerado innuae y causa-

ba la formacidn de vetas o el desplazamiento hacia arviba

del soistema indlcador coloreado desde la mancha de aglomeras

w4149
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do, ouya intensidad de color Tué di sninuida o aclarada co-
rrespondientezente,

3 c;tro ensayo, las motas o manch&s de aglomerado
{nmune fueron Tormadas Sobre varies tiras de pasel, y enton-
ces lac muestras de orina Ifueron anlicadac por goteo sobra
estas mencass, bnbonces log bordes de las tiras fucron pues-
tos ex contacto con solucidn selina fisioldgica. Guando lg
soluci én salina se desplazd fuera de las manchas tratadas
oon orina de uaa mujer embarazada, a&lguna catidad del sis-
fena indicador ocoloreado emigré o 8o desplazé, para produ-
olr un dibujo vebeado. Se encontrd rel ati vamente noca formes
oifn de veteado ouando la solucidn selina se desplazd fuera
de los mamchas tratades con oxine norwmal de mujer no embara-
zada,

Se construyeron dispositivos de andiisis para enses=
yar eax cuanto a la presencia delL enticuerpo para CGILH huma-
na disponiendo motas o menchas del onterior sistema indieca-
dor a esproximadamente 19 mm del borde en el interior de ho-
Jas de pavel de filtro. Entonces, se colocd una gota de sue-
ro de cone jo que contenia el anticuerpo sSobre wa naneha del
sistema indicador en una de las tiras, y el borde de la mis~
ma fué puesto en contacto con solucidn salina fisiologica.
Ta solucidn salina se desplazd fuera de la mencha sin for-
mar vebas del sistema indicador, indicando gue se habia for-
mado un aglomerado inmune insoluble., Entonces, wna gota de
suero de conejo normal fue ensgyada de manera sinilar, y
se encontrd que el sistema indicador emigraba o se despla-
zaba fuera de la mancha, indieando qne no se habia formado
aglomerado inmune.

El anterior sisbteaa indicador mostrd tambien aglubi-

2. 341405
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nacidn nor los antiocuerpos para CGTH humenc en ensayos rea-
lizados por aglubinaciones del tipo de btubo. Estes aglutina~
olones fueron inhibidas féeilmente afiadiendo al medio de en-
sg7 0 vequelias cantidades de una solucidn gue contenia CGUH.

Cuando se prepara la composicidn de diagndstico so-
bre un soporte absorbente, ubilizando un indicador que com~
preade células microbisnas, es esencial gue el mabterial ce~
lular sea estabilizado vor tratamiento con agente de congex-
vacién, tel como se describe aumteriormente. »

Se puede construir otro dispositivo indicador wez- _
clando el anterior sistema indlcador con el anticuexpo dara.
formar wa aglomerade inmune, depositando uaa dnica mancha
sobre wa zona separada del borde de la tira, y secand. ?i’a?
ra la utilizaoidn, uwna gota de muestra de orina es colocada
sobre esta mancha o entre esta mancha y el borde, y ol extre
mo o borde de la tira es oolooado en una solucidn selina., Si
la orir;a contiene CGTH, se disoeiard €l aglomerado para per-
mitir que el sistewa indicador coloreado se mueva con la so-
lucidn saiina y nresate un aspecto vebteado. 5i no existe
CGTH presente, no habrd ocambio.

Altemativanente, la muestra de orina puede ser ubi-
lizada e1 calidad Ge soluoidn cromatogréfica igual que ante-
riormente. En una realizaoidn preferida, dicho dlspvositivo
se construye prepax:ando el reactivo de diagndstico en forma
de tira la cual a titulo de ejeaplo, comprende colocar wia
banda del sistema indicedor y aglomerado de anticuerpo a

anroximadamente 15 ma del borde largo de waa hoja de 135 em

3

or 26 om de papel de Tiltro Baton-Dikeman ndmero 6CY, deja-
ran secarse al reactivo a la tenperatura ambiente, cortar

el papel a lo ancho en forma de tiras, y almacenas enx reci-
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pientes apropiados hasta la ubilizacidn.

Se spreciard féeilmente que se pueden utilizar mu~
enos moteriales diferentes en el ensayo de tira ebsorbente.
Por ejemlo, se pueden ubilizar muchos tipos de materialss
oromatogrdfioos, asi como machos tipos de fluidos oromatogpé
fiocos reveladores.

Ejemplo II.- Se empleardn oélulas de Eschericnia
goli como partioulas indicadoras para conzbrolr un sisvend
indicador inaunologico de oélulas microbienas-DDB-CGil, Se
empled este sistema indiocador juntemente con el anticusrpo
para CGPH para esbablecer un ensayo de aglutinacidn del ti-
no para nortaobjetos, y se realizaron con el mismo evalua~
clones elinicas de embarazo,

Prenaracidn de reactivos.

Solucidn salina al 0,85 ;. 66 g de clorvuro de sodio

fueron disueltos en 6 li.zos de agua destilada y la solucidn
fue tratada en amtoclave a 1,056 kg/omg manométricos y 2508

¢ durante 30 minutos. Después fue enfriada y almacenada &
42 C, El tratamiento en autoclave se realizé pars esterili-
zar la solucidn salina.

Solucidn de formaldeiido al 1 ;5. Una solucidn de

fornalina al 37 ;3 fud tratada siisdiendo & la solucién carbo-
nato de calelo pulverizade, y dejendola reposar durante 24

a 46 horas, EL 1fquido flotante fue vertide entonces en

obro recipiente, y fue filtrado tres veces a través de pa-
nel de filtro blanco de alta callidad, con superficle rugosa
o acresponada. Cuando eL pil era menor de aproximadamente/7,0,
se ajusté a este pil con solucién de LjalH al 0,1 i, Una can-
tided suficiente de este solucidn tratade de formalina al

57 . fue aiadida a sgua destilada para obtener une solucién

- 25 -
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Solucidn tempdn de fosfato. Se prepararon 100 ml de

wn tampén de fosfato de pi 7,4, mezolando 80,8 ml de wa S0
lucidn de fosfato de sodio con 19,2 ml de una solueidn de
fosfato Ge pofasio a 2020, La solucidén de fosfato de sodio

contenfa 55,726 g de Ya HEO .12320 por litro de agua desti-

&
lada. Ia soludidn de fosfato de potasio contenia 20,414 g
de KH2P04 por litro de agua destilada, ‘

Bisdiazo-benocidina. (BDB). 0,640 g de bencidina,

2HCL Pueron disueltos en 100 ml de una solucidn de YG; al
0,56/ en un matraz Erlenmeyer de Pyrex de 250 ml. Esis me
traz fue colocado sobre una bandeja o cubeta plana coniagi-
tacidn magnébica, rellena de hielo, con un agitador magnéti
00 sumergido en la solucidn. Cuando la Temperatura liegd a
49¢, se recoglo con una piveta seroldgica una parbe aiicuo-
té de & ml de goluci6n de nitrito de sodio a 42¢, nréparada
sfiadiendo 0,680 g de Wall0p a 10 ml de agua destilade, y se
ailadié gova a gota, a la solucidn de benoidina de forna. vni
forme durante un periodo de 7 a 10 minubtos, moviéndose el
ggitador mognético a 200 rpm {uwna gobta oada 4 a 6 segundos)
Esta soluaidn fue agitada de manera oontinua Qurante 20 mi-
nutos, despuds de cuyo tiempo fue ocongelada inmediatamente
v nantenida a -602¢ en un cierto nimexro de viales de 4 &.
Esta solucidn es éusoeptible de descomponerse incluso entra
0 y 520 y nor lo tento se utilizd la congelacibn para man-
tenerfla estabiliGad. Se puede calenbtar naste la femperatn
ra de wbilizeoidn cuando se necesite.

Anticuerpo para CGMH. Se prepard una emulsidn que

contenf{a 10 mg de CGTH por ml disolviendo 100 mg de CGTH

purificada en § ul de la solucidn salina anberior, ailadien

341495
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do &5 ml de coadyuvante completo de Freund mezelado a fondo,
¥ agitaado pare producir una emulsidn hounogénea. Una ceanbi=
dad de 0,2 ml de la eaulsidn fue inyecbada en cada una de
las callosidades de las patas de un conejo sano, mantenido
en wn aabiente normal de laboratorio, con ua total de 0,8
ml de la emulsién {8 mg de CGIH).

Seguidamente, se administraron &l conejo una serie
de inyecciones, que consistien cada una en C,U ml de u@&lqg
lucién preparada disolviendo suficiente cantidad de CG¥ii pu
rificada en la solucidn salina al C,8Y,5, para obtener wna
concentracidn de 5 mg nmor ml. Las inyecciones fueron 2dmi-
nistradas en las venas del oido, Isbas inyecciones sunsi-
guicntes fueron aduinisitradas en los siguiaiies dfas das-
puds de la primera inyeccidn de emalsidn: dfas 25, 24, 38,
4C, 7L y 73. Se recogieron del conejo dos muestras da 40 a
50 ml de sangre por puncifn cardiaca, cada uno de los dlas
50 y 83, Entonces, los glébulos de estas muestras fueron
sen arados del suero de cada muestra dejando que ia sangre
se aoagulase en un tubo de centri{fuza a aproximadanente 258
¢ durante aproximadamente 2 horas, entonces el suero flotan
fe fue colocado en un tubo de pequefio diduetro (uenor de
30 mm) ¥y el tubo fue sumergido durante 50 minutos en un ba-
flo de agua a 569C.,

Tntonces se aliadieron 10 mg de £ldébulos rojos de
oveja formalinizados (liofilizados) por cada ml de la mugs-
tra de suero, y fueron mezclados durante L& minubos a apro-
ximadamente 25%C para adsorber anticuerpos heterdfilos del
suero. Intonces el suero adsorbido fue separado de lescdlu~

las por centrifugascidn con wne aceleracidn aproximadauente

341495
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Se vrevard para esta adsorcidn uns cantidad de 40
nl de globulos o células de oveja compactadas, centrifugan-
do y separando con sifdn o por descarza sifénica el 1iquido
flobante de 200 ml de glébulos rojos de oveja de nueve epor
taoidn, dispersados en una solucidn de Alserver, y lavando
después de esto tres veoces con solueidn selina al 0,857,
ubilizando 120 a 200 ml de solucidn salina por lavado. A
estas células se afiadieron 460 ml de la anterior soluelén
salina y 500 ml de una solucidn de formalina al 3 con—gﬁ
7,3. La suspensidn resultamte fue mezclada y dejada reposar
durante 18 a 20 horas a $72C, Entonces, las células Tueron
senaradas por sentrifugacidn y lavadas 9 veces con aprﬁximg
damente 300 ml de azue destilada por lavado. Se afiadio su-
ficiente cantidad de agua destilada para obtener una sﬁspeg
sidn al 105 de las odlulas. Esba suspensién fue almaceauda
8 49C hasta su utilizacidn nara la adsoreidn.

¢élulas microbianas. Se obtuvieron eélulas de E. Co~

1i oultivando una mucosa intestinal de un consjo de labora-
torio muerto en wa oaldo de cultivo de infusidn de cerebro
y corazdn (I.C.0.). Un volumen de 68 ml de wn oultivo bien
desarrolla&o (Gurante 18 horas) fue utilizade para inogular
% litros de I0C que habia sido investigado previamente en
cusnto a esterilidad. Entonces las eélulas fueron ilnouba-
das durante 4 1/2 horas a 3720 oon agitaciéﬁ. Se encontrd
que las células resultentes éran de temefio y forma unifor-

mes.

Preparacidn del sisbema indicador., Los & litros de

oélulas de B, Coll suspendidas fueron cenbrifugedos a 10000
rpm durante 10 minubtos para separar el fluido en exceso de

las oélulas comnactadas. EL liquido flotemte fue separade
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con sifén o descarge sifbnica y las células compachtadas re-
manentes fusron puestas en contacto con aproximedsmente 45
ml de solucidn de formaldenido al37i tratada con earbonato
do caleio, con el fin de asegurar la destruceidén o muerte

5 de las células de E. Coli. Se dejd que la formalina perma=
neciese en contacto con las célules durante una hora, des=-
pués de euyo tiempo las odlulas fueron lavaedas tres veoes
con la enberior solucidn salina, y despuds de esto fueron
suspendidas en 1600 ml de solucién de formaldehido al Lj

1o durante 41 horas a la temperatura aubiente (25%C), Enson-

ces estas células fueron eenbrifuzadas y reoupefadas en for
ma de céiulas compactadas tratadas con agente de conserva=
cidn. Estas oélulas compactadas fueron susnendidas entonces
de nuevo con 500 ml de la anterior solucidn salina, y fue-

15 ron almacenadas a 42C, La concentracidn de células era de
4., medida en un hematderito.

Una poreidn de la anterior suspensidn de células
fue aenfrifugada para recuperar un volumen de células com=
vactadas, y se retireron 0,5 ml de las oélulas compactadas

20 y se sfladieron & 10 £l de la snterior solucién salina a la
que se hebfan afiadido 20 mg de CGIH, 12 ml del teudn de fos
fato y 40 ml de solucidn dilufida de BDB, preparada combinan
do 8 mL de BdB con 32 ml del tampén de fosfato. El CGIH te-
nfa una actividad de 3600 U;I. por mg y se obtuvo de la fir

25 ma Vitamerican Corp. Esta mezcla fue agitada de forma oonti
nua durante 20 minutos a la temperatura ambiente, y después
de esto se reouperd nor cenbrifugecidn el sistema indicador
formado, y se lavd tres veces com la solucidn salina antexror
y despuds de esto se centrifugé y volvid a suspender en una

3o dilucidn de 1:50 de albimina de suero bovino (&l 305) en la

16.6.67 - B 341 495
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solueidn selina anterior. Ia albimina de swero bovino, ASB,
fue obtenida de la Lirma Armour and Co.

Le suspensidn resultanbe del sistema indlcador exhi-
bid un color parduzao y se encontrd gue era estable por to~
do un amplio margen de Henperaiuras,

Exnerimentacién vreliminar con €l sisbeman indicedoxr.

Para determinar las cantidades menores de CGIH suscepbibles
de ser detectadas, Se prepararon muesiras de orina nohgal,
afiadiendo a las misaas centidades conocidas de CGGTH, Bntdn—
ces, el sistema indiocador anberiormente preparado se empled
juntaneate oon el enberior antiousipo nara CGPH (Ae~CGTH)
para realizar ensayos de aglutinacidn del tipo para porta-
objetos.

Para esta experimentacidn, el anberior sistemauanE
cador fue suspendido de nuevo en suficiente cantidad de so=
loel én séiina y de ASB 1:50 para obbener una concenbracidn
de 8ﬁ de aélulas, Seguidamente, se prepararon tres dilueio-
nes Ge la anterior solucidn de ambicuerpos, diluyendo una
parte de la solucidn de anticuerpos con 250 paries de la
solucidn selina anteriox, éon b00 partes de la solucidn sa-
lina, y con 1000 partes de Ja solueidn salina. Estas dilu-
oiones fweron tituladas, respectivamente, como de 1:260 ¥y
13500 y 1:1000, Se prepeararon muestra de oxina, con ocada
una de las siguientes ooncentraciones de CGILH, afiadiendo
0,25 ml de una solucidn de reserva de 4 mg de UGIH/ml de so
lucién salina (8600 U.I./mg) a 100 ml de wa muestra de ori
na de heuabra nbrmal no esbaragzads, y diluyendo después en
serie con solueidn salina: oon 2,25, 4, 5, 6, 9, 18 y 36
U.I. de OGIH/mL de orina y solucién salina. Se dejé a wn la

do, en calidad de testigo o comparacidn, una poreidn de la

- - 3@14@5
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muestra de orina,
Una gota de cada wna de las muestra de orina fue mez
olada con una gota de la dilucidn apropiada de anbicuernos,
y fue mezclada sobre un portaobjetos, Desmués de esto, se
afindid a las edlulas, que ya se encontraban sobre el porta-
objetos, una gota de la anbterior suspensién al &5 de siste-
ma indicador, y se mezcld, Ios resultados de esba serie de
ensgy o8 estan indicados a1 la tabla L, siguiente, en dué
n = » rapresenta ag;lut.inacién y nor lo tanto wa dibnjo gra~
ﬁulado a1 la suspensidn cue se encuentra sobre el portadhjes
tos, y » ¥ » renresenta un dibujo no aglubtinado liso Qoﬁre

el portéobjétos.

PABLA 1
Concentracidn de Diluciones de Ac-CGTH
CGZH en la orina
0 Testlgo o con~
trol - - -
2.25 - - -
4.5 - - !‘
6'0 e 4‘ *
9,0 i + b
118.0 + + <
36.0 £ + <

La tabla 1 muestra que cuendo no esté presente CGIH
en la orina, hgy aglutinaoién debido al hecho de que la mues
tra de orina no conbiene CGIH que puvede reaccionar p:cefe[ren—
temente con el Ao~CGRH, y de esta manera el anticuerpo se
aglutina con ol sistena indicador, y forma un dibujo o asveg
to granulado de células aglomeradas o arracimadas sobre la

341495
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poreidn humedecida Gel portaobjetos, Afladiendo 2,25 U.I./
ml de GGTH 2 la musstra de orina, todavia hay suficiente
Ao~CGiH presente en el sisteaa para reacoionar con todo el
0G%H y causar la sglomeraocién de las células, o aglutinacidn,
ineluso ex la dilueida 1:1000. Cusndo se enseyd la muestra
de oxina qus contenfa 4,5 U.I./ml cont las tres diluciones
de Ae-UGTH, el anticuezpo nabfa reacgionado totalmente con
¢l CGTH enbtre las diluciones de L:i500 y 1311000, de fd;ﬁa gue
el dibujo de la dilucidn 131000 no es granulado sino'qﬁe es
un dibujo liso de celulas de sistema indlcador suspendidas
indi cando que no hay aglutinaoién. Se puede observar qﬁe
con 6,0 U,I. de CGIH/ml, la cemtidad necesaria de antiouer-
po se¢ presenta entre las dilueiones de L:20C y 1:500 tal co
mo se podfa asperar, ya gque estéd nrescnte una mgyor canbi-
dad de C6H, y nox lo tanto es necesaria una centidad mayor
de Aec~Q@IH para reaccionar completamente com el UGEH, con
el fin de hacer que anarezca un dibujo granvlade con la di-
lucidn 1:250. A partir de la tabla 1 se puede observar en-
tonces que se nueden debestar canticdades muy pequeilas, de
aproxinadansnte 4,5,U.I, de CGTH/ml de orina, utilizando ba
jas concentraciones de Ao-OGTH en el sistema de emsgyo, a
saber diluciones de 1:1000 o menores. Se ha enconbrado tam-
bién que doblando la cantidad de orina utilizada hasta dos
gotas, se pueden deteciar cantidades btan pegueilas como 2 V.
I. de CGTH/ml de oxina.

Con el Tin de ensayar los tiempos exactos de forma-
eidn de los dibujos granulados en un margen de concenbtracio-
nes de Ae=0GTH y de odlulas, se llevd a cabo la siguiente
experimentacidn adicional,

Porciones de sistenma indicador fueron suspendidas

341495
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de nuevo en suficiente ceniidad de la waterior dilucidn
1:50 de AS? en solucidn salina, para preparar concentracio=-
nes de 0,625, 1,25, 2,5: y 5 de oélulas, Seguidaments,
ge prepararon una serie de diluciones de soluocidén de Ao~
CGTH con la anterior ASB 1:50 en solucidn salina, para obte
ner diluciones de 1:125, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000,
1:4000, 1:8000 y 1316000, Se anliceron por goteo 4 gotas de
cada una de las dilueiones de Ac-CGIH en filas paraleias 8@
naradas, a lo largo de la superficie de una placa de vidrio
econ trama de rayas cruzadas. A la primera gota de cada wna -
de estas diluciones se ofiadid una gota de la concentynaidn
més baja de suspensiones de células de sistema indicador.

A la segunde  gota de ocada una de las diluciones de Ao-CATH
se afladio una gota de la susmensidn al 1,254, ¥y a la terce-

ra y cuarta gotas de cada una de las diluciones se afiadid,

respectivamente, una gota de las susvensiones de céluias al

A 2,50 y 8l 2. Los resultados estal mostrados en la tabla 2

sigulents, en la cual estd dado a1 segundos el tiempo nece-

- sario para la formacidn de wn dibujo de aglutinacién graiu~

lado, para cada una de las mezclas de ensayo, Una »Se indi-—ﬁ

o2 que hsbia cantidad insuficiente de AC-CGTH en la dflu-

ol én parbiculsr de saticuernos, para producir la aglub iha— ‘

' B0

cidn de las células, y por lo tanto el dibujo permanecfs 11!

i
i
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TABLA II

Tiempos de sglutinacidn, sezundos

Siste~ , ‘

ma Ine Dilueldn de Ao-CGYH

dicadox

Gonceq-

tracion
30 1:185 1250 1:500 1:1000 1:2000 1:4000 18000 1816000
0.628 34 50 PARG) 85 107 280 ] S
1.25 L 80 ®6 58 56 150 120 S
2.5 25 31 43 62 92 140 5 B
5.0 35 30 55 60 75 S 3 -8

Los tiempos necesarios para la aglutinacién, regis=
trados e la tabla 2, musestran que es necesario un yeiriodo
de ftiempo relabivanente corto nara deteminar el fendmer o

de aglutinacién el cusl, en un easgyo real, representa un

" resultado negativo en cuanto al embarazo., Por lo tanbo, se -

puede descartar el exbarazo mediante un ensayo de aglubina-

oidn en yortaobjetos con el anterior sistema indicador, en '

aproximadeaente 1 minubto o menos. Este es un periodo de

tiempo mucho més corbo que el gue se requiere para Los sis=

temas de sglutinacidn del tipo de tubo, basados en glébulos

:rojos. Igualmente, los dibujos gque distinguen la aglutiné-

‘eién de la no aglutinacidn estan uarcados muy claramente,

'y estos ensayos no muesbran esencialmente dibujos dudosos

- interme dlos, De esba manera, es posible selecclonar los

%reactivos de manera gue se puedan obtener los dibujos ela-
¢

iramente definidos requeridos para el diandstico del embara{

20,

ILa tabla 2 muestra también que se puede emplear un

amnlio morgen de dilueciones de AC~CGTH, igual que un amplio

341495



margen de concentraciones de indisador. Ta concentracidn del
sistema indicador en dilueida 1 : 50 de ASB en soluclén sa-
lina puede ser cdesde menos de 1 ~ hasta aproximadanent e 12,
nara un sistema de ensgro apto para ser utilizado,
bs] Con el fin de ensayar el sistema indicador del ejem-
nlo II econ 16 nmuestras reales de orina, se obtuvieron mueg-
trag de orina de 10 hembras no embarazadas, cuatro de las
ovales desarrollaban programas regalares de pildoras anti-
concep tivas. Bl método de experimentacidn era el misao gue
lo se indicd anteriormente. Esto es, uune gota de la muestra
de orine fue mezelada con una gota de una dilueidn 1 @ 1000
de he-CGPH, y despuds se colocd una gota dc esta mezela so-
bre un portaobjetos de vidrio y a la mezela, ya presente so=
‘bre el portaobjetos, se &icdid una gota de wna suspencidn V
15 el 4, del enberior sistena indieador. Bn Sodos los 16 oa~ .
805 se enocontrd wi didujo grenulado que indi caba aglubina-
eidn, y por lo tanto ausencia de embarazo, Zste tipo de ex=
nerirmentacidn da wna evidencia limitada de que los resulta-
“dos positivos falsos no constituyen ua dificultad del an-
20 terior sistena indicedor, y aque para esbe tipo narticular
‘de experimentacidn, no interfieren los niveles de horaonas
“que resulbtan de programas anticonceptivos activos.

Ensayos elinicos utilizando un sistema indicador,

Se recibieron 51 muestras congeladas de orina y se veallza-

{

25 . ron ensgyos en fora de un estudio a ciegas, en el ocual ?

i ‘
. i

" eran desconocidos Los estados de las pacientes de las que
" ge nabian tomado las nuestras. Se incluyd en calidad de tes
"tigo o control wna muestra de orina de hembra embarazada qg
;nocida, y en calidad de otro testigo o control se ineluyd ‘

do  una muestra de orina de heabrs no embarazada conocida, Se

i
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realizaron ensayos en portacbjetos de la manera anterior,
'y Se compararon con ensayos en poxbaobjetos realizados so-
; bre las mismas muestras de orina con un ensayo de embarazo
en portaobjetos, comerclalmente disponible, basado en un
5 sistema indicador de partioulas de létex en coumbinscidn com
QeLH,
El sistema indicador se ubilizd en la foma de una
‘suspensién el 4 5. La solucién de enticuerpos consistia en
‘wna @llucidn de 1 : 100G de la amberior solucidn de anti-
lo ouerpos e Solucidn salina. EL procedi:iento de ensayo col=
sistia en mezclar una gota de cada wna de lag muestras de
orina junto ocon uua gota de la solueidn de& antiouerpos ¥
solocar enboneces una gota de este mezcla sobre waa superli-
cie liupia de poxtaobjetos de vidrio, &iadlir a esto ﬁga 80~
15 ta de lsa suspensidén de sistema indiocador al 4 ﬁ, A mezolar;
. Entonces los resulbados se registraron conmo positivoé, T
por la presencia de un dibujo liso que mostraba gue la aglu
“$insacidn habia sido inhibida e indieando por Lo taato emba-
razo, y cémo negativos, - , por la preseaacia ée un dbujo
20 granulado que mosbrabe aglubinacidn, e indicando por lo
tanto ausencia de embarazo.
| Bl enssyo comercialmente disponible se wealizd ajus-
teandose estrictamente con las.instrucciones econbenidas en
el envese, y se reglstraron los reéultaﬂos con wespecto a
25 la nregeucia o ansencia de cabarazo., Los resultados fuoron;

. los indicados ea la tabla & siguiente.

341495
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TATLA &
LESULAA0TS DE BSEUDLOS CLINICES

livestra de orina Slstema indicador  Insayo comercial en
‘ineosniva n® del Fjemnlo Il cianto & embaravo.
1 % -
] 2 2 -
o + :
4 - -
5 + ]
6 < -
lo 7 4 4
8 : no se elfectud
9 + *
1¢ + -
11 ) -
15 12 : 3 .
13 3 3
14 + 4
15 % %
16 + -
20 L7 ¥ -
18 1 -
19 4 4
20 % -
<l 4 4
25 a2 4 no se efectud
Lo 23 3 -
/
24 + )
25 )
26 3 5 4 1 /] gm
50 a7 + § :)

1
[
<

1
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{Tabla & continwecidn)

lvestra de oxina Sistema, indicador Insayo comercial en
dincognite ne del Ejemnlo LI cugnto a embarazo
' 28 : 3

29 i :

30 < no se¢ efectud

(e
=
she

no se efecind

A vartir de la tabla anberior, se puede observan -
gue todas las Il muestras de orina indlcaron ser de muﬁéres
;embarazaaas, de acuerdo con el sistewa indicador del ejemplo
11. Onee Ge las 87 muestres Ge orina que fueron ensayadas
con €l ensayo fe embarazo comercidlmente disponihle indl ca-
ron ser hegativas, indi ecendo ausencia de embarazo. Cuando se
raveld el secreto, se descubrid que todas las nuestras de
oxine desconocidas procedian de hexbras enbarazadas, ?arianQ
do la gestacidn eatre wnes pocas semanas y 8=1/2 meses, (

La orina (e hembra erbarazada y la orina de hembra
no aibarszada conocida fueron ensayadas solo con &l sistema
indicador del ejeaplo IIL, y nor lo tento no fuweron ineluidas
@ la %abla 3. Tgl como era de esperar, los resultados eran
wo negativo para la oxina d¢ hembra no embarazada y uno no-
sitivo para la orina de hembra embarazada tue se encontraba
&1 la octava semena de gestacidn. E

Bjemplo IIil.- A diferencia del Ljemplo II anteriox, -
se prepard un sistema indicador de acuerdo con wia reaccidn
ﬁe Gos etzpus, adadiendo ea prizer lugar las células de B.
Qg;g a una soluocidn tempdn, y adadiendo Gespuds Ge esto uia -
%olucién de BDB para formar un indicador inawnologlco. Para
breparar un sistema indicador, se aicdid después una solu-

cidn de OGH, y se llevd a csbo la reaceidn de copulacidn.

" 341493
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Preparacién de reacihivos

farmén de fosfato y solueidn salina, ni 7,0, 150 ml

de una solucidn Ge fosfalo disédico y solueidn salina se va-
loraron hasta pX 7, con 75 ml de solueidn de fosiabo monoséf
dico y solueidn salina. La primera solucién Mué premarada
mezclondo 150 ml de solueién C,u N de NaylP0,.7H.0 con 350
ml de agua destilada desionizada, y 500 ml de solucidn sali-
na al 0,85 ;5. Se nrepaxd la solucién de fosfato monoesddlco

y solucidn salina mezelando 150 ml de I'aiHy¥04.HaOy 0,5 IT.,

oidn salina al 0,85 ..

Tempdn de fosfato y solueién selina, vH 7,5. Se va-

loraron hasta pif 7,5, 180 ml de la anberior solucidn sslina
de fosfato disddico, con la anberior solucidn salina de fos~
-fato monosddico.

Solucs én de BIB, Se aficdid wi volumen de bencidina..

2HCL 0,025 il en HOL 0,56 1, & un voluma de Isll0, 0,1 1M en
}agua desionizada destilsda, y se dejd reaccionar durante

2 minutos a la nmezela resulbante. Esta fue valorada entonces
:has‘ca DH 7,0, con wna mezola de volumenes iguales del anbe-.
f;rior tempdn de fosfato y solucidn salina, de pi 7,0, y NaOH
;0,.‘51 I en agua destiloda. Inmediatamente despuds de esto,
‘partes aiicuotas de 6 ml y 2 ml de la solucidn de 3D3 ﬂzerozfl

i i

; colocadas en recipientes gue fueron tapados, cerrados herner

1 H
i

Etioamente y eongelados hasta ~-832 ¢, El BDB fud descongela~

tdo hasta 42 ¢ cuaido era necesario.

. s '
! ¢élulas de B.Coli fueron formelinizadas de la mene-
{

‘ra indicada en el EBjemplo II y entonces fueron nrenaradas
~en foma de wna suspensidn de célules al 1,4 5, y fuevon

f;intmduoidas con pipeta en unr tubo de contrifuga de 860 ml,

e 341485
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30 !Una porcidén de 0,3 ml de la aterior proparacidn fué colo- .

y fuerou centrifugadas a 5100 yopn, darante 16 minutos. Bo-

‘tonces se desecud el Lfguido flotante, y las células compac-

tadas fueron susnendicdas de nuevo mezelando ea primer lugar

a1 un mezolador de borbellino o cicldn, hasta que fud visi-

‘ble un preparado homogtneo, y aiadiendo entoneces 20 ml de

1a solucidn selina del Ejemplo II. Entonces las células fue-

ron centirifuzadas y se desecad un 1fquido flobante. Se re-

pitid este lavedo con solucidn salina con dos lavados agicio-

pales, Una eentidad de C,2 ml de las células compactadas re-

sultentes fue suspsndida exbonces en & ml de la anberior So=-

luci dn seiina. Inbonces, osba suspensidn fué slmucenads a

42 ¢ durante 1 hora, Despaés de este tlewpo, se aisdieron

9 ml de w.a diluocidn 1 : 5 de la amterior solueidn de 208

en la soiucidn de fosfato del Bjaaplo II, y se colocaron

‘a1 un agitador robatorio a 42 C durante 30 minutos en la

oscuridad. Eatonees, las células fueron cenbri fugadas duran~-
te b minubos a 42 C y fueron lavadas doe veces con 4 nml de
taupén frio de fosPato y solucidén salina, de pi 7,&, para
producit una suspensidn reisubtivamente estable.

Despuds de esto, se oladieron a la suspensida de
edlulas 1,6 ml de tampdn frio de fosfato y solueidn salina

de pil 7,0 ¥ 0,8 ml de CGPLH en & ml de solueidn salina

{4 mg/ml). Se prepard para la experitentacidn el sistema
;indicador resultante lavando el prenarado u:a vez ocon 29 mlL
.de ASB 1 : 50 en molucidn salina, centrifugando a 3000 zpm |
: durante o minnbos y volviendo a suspender ea un mezelador

- de torbellino o ecieldn. SJe aiadid entonces 0,  ml de solu-

eidn Ce ASB 1 : 50 en solucidn salina para volver a suspen-

der el sistema indi cador para almacenar en uan refrigerador.

s
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Elas cdlulas de levadura fueron suspendidas de nuovo a1 400 |

cada en un agitador a la bemperatura ambiente durante 4 ho-
ras, Despuéds, la susneasibn fue colocada en un agitadar a
379C durante 1 hora., Despuds la suspensidn fue lavada dos
veces en la mterior solucidn salina y wa vez con ASB 1:50
an solucidn salina., Despuds las eéiulas fueron susnendides
de nuevo hasta 0,3 ml en ASB 1:50 en solucién selina, nare
dar una coucentracién de 1G5 de células,

Desnuds de esto, se llevd a cabo un ensayo de aglu~
tinacidn indireeta mezeleando una goba de la suspensidn da |
células con una gota de cada una de 3 diluciones crecientes
de soluoidn de enticuerpos. Las diluoiones eran de L:250,
11500 y 1:1000, Se formé un dibujo liso, indicando una bue-
na sglutinacidn indireecta, para ambas diluciones de 1:1C00,

aunque no tan fuerte como las otras dos, se consideré que

' era wna aglutinaeidn homogénea. Zsto demuestira que el mate-
“rial indicador del nresente inveato puede ser preparajo y
almacenado separadamente y empleado despuds de esto para co

:pular materiales antigdnlcos que pueden ser utilizados ultg

riormente para la experimentacidn.

Tjemplo IV.~ Se prevard un sistema indicador inmuno

llégico para engeyar muesiras de orina en cuanto a la presen
' ola de CuiH, copulando UGEH humena sobtre odlulas de levadu~
;ra nediante el agente copulador quinmico BDR. fe utilizé el

% sistama indicador en unidn con €. anbicusipo para CGTH, pa~

' ra desarrollar un ensayo de inhibicidn de 1a aglutinscidn. |

Se pesé 1 g (1°0 g) de Saccharomyces cerevisiae,

?y se lavd tres veces con 200 ml de la anterior solusidn sa=
lina, La levadura empleada era la vendida bajo la designa~-

-l én comercial Levadura Seca Activa de Fleischmann. Entonces

3
[
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‘ml de soluoién de formaldenido al 1,y e solucidn salina. Ia

suspensidn fue dejada a la temperaturs ambiente Curante 24
horas, con agitacida ocasional, Zntonces las células fueron
centrifugadas & 2000 rpm, duwrante 10 minulos y el volumen

de células compactadas fue rebtirado y almacenado en 2060 ml

de la solucidn selina anterior a 492C, Bsta suspensidn mostrd

un valor de 1,4 en el hematderito,
A 0,5 nl de las células de levadura foraalinizades
compactadas se afladieron 12 ml del anterior tumpdn de Los-

fato, y después 6 wl de una solucidn salina que contenfa 20

ng de CGL/10 ml, y después de esto las odlulas fuercn pnes

- tag en contacto con 40 mlL de una dilucidn 1:5 de la enterior

solucidn de BIB, La reaccidn tramsourrid con agitacidn son--

finva durente 20 minutos a la temperatura ambiente, Se raco

- gié el sistema indicador resultante por centrifugacisn, y

lavando tves veces en la snterior solueidn salina, y des=

_pues de lo cual las células compactadas fueron suspendidas'

) . .2 " . —
de nuevo en una dilucidn 1:50 de ASB en solucidn salina, Ia

susnensidn resultante mosird un valor de 6,5 en el hematderi

3
—

to.

Beta suspensidn de oélulas sl 6,0 fue utilizada en-

tonces eon una dilucidn de 1:500 de Ace~CGTH para ensayar en

“ouanto @ la presencia de CGTH en dos muestras de orina. Una

poreida Ge 0,2 ml de la susopensidn de células al 6. fue la-

veda wna vez y fué dilufda con dilueidn 1:50 de ASB en so- |

lueidn salina hasta la concentracidn original, con el fin

- do tener un volumen final de $,2 ml, Una gota de una mues-

tra de orina de henbra eubarazada eonocida fue mezclada a

‘wna gota de la solucidn de A0~COTH y fue dejada durante 2 .

.minutos, y después se ocolocd sobre un portaobjetos de vidrio

: i
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5

una daica gobta Ge la mezcla, BEnbonaes, wna gota Gel sisteme
“indi ecdor fue mezelada con el material sobre el nortaobjetos.
‘Anarecid ua dibujo liso indiecando embarazo. 3Se repitié el
-ensayo coa una orina de hembra no enmbarazada, y se for14 un:
dibujo aglutinado granulado en un c¢orto btiemno.

Este ejennlo ilustra que se pueden ubtilizar células
-de levadura en calldad de particulas indiceadoras nara los
sistenas indicadores. Bstas células ofrecen la ventzje de
fencontrarse actualnente disnponibles comercislmente enluna
forme seca y estable,

Bjemnlo V.~ Se prenaro wn sistena indicador ubili-

zando E, Goli en calidad de eélulas microbianas, una carbo-
diimida como agente de copulacién, y OGTH como sustanocia an
tigénioca., Se utilizd entonces este sistema indicador nera

_ambos ensayos de aglutinacidn y de inhibicién de la egluti-
‘nacidn. |

Prenareot én de reactivos.

¢élulas microbianas., Se hicieron crecer células de

.BE. Coli, se oosecharon y tratarzon con formaldehido de la me
‘nera desorita en el Ejemnlo II., Se prepard de esta menera
‘un volwnen de 20 ml de una suspensién sl 2,55, Esta suspen=
éaién fue centrifugada y se recuperaron 0,5 ml-de edlulas aqé
gpactadas, para utilizarse ean la preparacién del sistema in-§
;dicador.

Agente de copulacidn., Se disolvieron C,2 g de H,N’-E

| ¥
‘diciclohexil oarbodiimide en 0,5 ml de tetrahidrofurano, y !
" despuéds se afiadieron a la solucidn 1,0 ml de sgua desbila- -
i I
. dae ;

Sustencia antigénloca. Se disolvieron 40 mg de CGTH

Ean 2 ml de sgua destilada, Bl CGTH ubilizado tenfa una acti-

+
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vidad de 2590 U.I./mg y se obtuvo de la firma Vitameriocan
gorp. Litile Falls, liueva Yoxlk, o Kueva Jersey.

Solucidn de Ao-CGPH, Se utilizaron poreiones de la.

golucidn de snticaerpos y de la solucidn salina al 0,855
§ | preparadas para el Hjemnlo II, para preparar diluciones de-
1:50, 1:100 y 1:200 de la Ac~CULH,
Preperacidn del sisteme indicador. EL volumen de _
0,5 ml de oélulas compactadas de D. Uoli fue lavado § veces
con agua fria y fue suspendido desmue’s en Jos 2 ml de solu-
1o  oldn de CGTH, Entonces, la solucién de sgente de copulucién
fue afiedida & las eélulas suspendidas y &) CGTH, con 5é‘L fin
de conularlos. Ia mezcla fue agitada y después'fue dejada |
reposar durante 24 horas a 25%C. Se realizaron entonoss los
- 8lgulentes lavados para liberér a1 sisbeme indiocador forma-
15 do de cualesquiera iupurezas arrastradas: 3 veces cou solu-
cidn 0,011 de carbonato de sodio, 3 veces con HCl O,CL I,
3 veces oon agus destilada, 1 vez con NaCl al 14 (sE 2,3)
1 vez con una dilueidn de 1:20 del Tosfatbo y solueidn sali-
na del Ejemplo III ea solucidn salina & C,855 (»H 7,0), ¥
20 1 vez con una dilueidn de 1:50 de ASB en solueibn salina al
0,85, Bl sistema indicador lavado fue suspendido enbtonoes
de nuevo hasta wna concentracidn de 87 de odlulas en dilu- |
~6idn 1:50 de ASB en soludidn salina de 0,85%. Esta suspen-
sidn sl 8, fue almacenada en une ofmara frigorifisa y fue
] izretirada para la experimentacién, tal como se indileca segui-il
dament e.
i Se realizd una aglutinecidn preliminar mezelando wna
.gota de cada una de las anteriores diluciones de antieuexpoé
scon una gota de la suspensidn de sistema indicador en Zonas
o0 .separadas sobre ung placa de vidrio. Se realizdé un ensayo
| 341495
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tostigo mezelando una gota de wia dilueién de 1:50 de sue~
ro de conajo normel (SCN), en soluecidn salina al 0,853, con
una gota de la suspeasidn de sisbema indicadar en una zona
separada de la misaa placa, Los resultados estén indicados

a1 la Tabla 4 siguieunte, az la oual la letra »In designa un

(4}

dibujo 1iso y nor Lo tanto no aglubinado, y la »G» designa

~un dibujo granulado y nor lo tanbo aglutinado.

PTABLA IV
lo Ensoyos de azlutinacidn indirecta
" Sigtema Diluciones de anticuerno Pestigo o vontrol
indiocador 1:50 1:100 1:200 sen
Ejegplo v,
8% G G I L

3

15
Ta tabla 4 ruestra que tuvo lugar aglubinacidn con '
Vlas diluciones 1:50 y 1:100 pero que estaba presente una :
cantidad insuficiente Ge Ao~CGIE en la dilucidn de 1:200 na
ra producir la aglutinacidn del sistema indicador. EL ensa-
2o yo testlgo o de comparacién rostrd un dibujo liso, indioan-.
‘do que el sistema no se aglubtina esponbtaneamente con la so-
%lucién de 30N. !
' Se realizd wn exnerimento adicional mezoelando 0,5
%ml de wa nuwesbra de orina de heabra embarazada con 0,5 ml .
25 %de la dilucidn €e 1:100 de anticuerno en un tubo de ensayo,:
%y dejando reposar a esta mezelae durante b minutos a 2520,
iEntonces se rebird una gota del tubo de ensayo y se mezglé i
‘con una gota de la suspensidn al 8§ de sistema indicador ag’
ibre un portacbjetos de vidrio. Se observd un dibujo liso,
o EHL", indlcando que la aglutinacién del gistema indicador pé#

Pe . .
H ' g o L o .
| 3 ISR
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ol Ao-GGPE habla sido inhibida por el GGIH presente en la
nuestra de orina.

3e repitié gl ensayo utilizando 0,5 ml de una nues-
tra e oxina de hembra no embarazada con el resulbtado de que
en un corto GTiempo se desarrollo um dibujo granular, »Gw,

Bets ejenplo muestra ¢ue se pusde emmiear una car-
bodiimida en calidad de agente de copulacidn pafa unir sus-
tencias antigénicas con células microbianes.

Ejeuplo VI, Se prepararon ¢os sisbemas indicadares

adicionales de acuerdo con el Bjemplo V. Los antigonos ubi-
lizados fueron slbumina de suero humsno (ASH) y gamma-globu
lina de oaballo., El sistema indicador para ASH se prepard
utilizendo 10 mg de ASH por 0,25 ml de volumen de odlulas
compactades de B.Coli en lugar del CGTH. El sistema indioa-
dor para la gamma globulina de caballo se prepard utilizen-
do 40 mg de este ant{geno nor 0,25 ml de voluaen de odlulas
compactadas de E. Coli en lugar del OGIH.

Se realizd un ensayo de aglusinacidn mezelando una -

gota de oada uno de los sistenus indicadores prenarados,

con wna gota de una dilneidn de 1:10 de sus repestivos an-~
tisueros e soluscidn salina al G,857. Se prepard una mues-
tra bestigo de comparacién para cada ensayo utiligzando wa
gota de una dilucidn de 1:1C de suero de conejo noxmal en
solucidn salina al 0,85..

Cada wia de las gobtas de anbisuero produjeron un
buen dibujo de aglutinacidn de los respecbivos sistemas ine-
dicadores. BL msaero de conejo normal no produjo & gluvinacio

hes,

Bjemnlo VII.- Se repitiexron los sistemas indicado-

res y los ensayos de aglutinacidn del B }31172, 1,4099 ssul
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tados idénticos, atilizando nerclorato de I=t=-bubil-S-metil
isoxazolio, e luger del agente de copulacidn de cerhbodiimi
da.

Se utilizd este acente de eopulacidn tomando 10 ml
de una suspensidn al 2,U4s de las células formalinizadas del
Bjeaplo II y centrifucando durante § a 10 minutos para sepa
rar la soluoidn flotante. Entonces, las oélulas fuevon lava
das cuatro veces con asua fris y despuds fueron suspendidas
de nuevo en 20 ml de bicarbonato de sodio al C,Lk on agua
destilada. Je afiadlid entonces una cantidad de 5 mg de anhi-
drido suceinico, y se acltaron las células durante ia noche
a 49C¢, Ias células fueron entonces cenbrifugndas y lavadas
tres veces adicionales coxn azva, después de lo cual laz eé-
lulas suceiniladas fueron suspendidas de nuevo en O ril de
agua destilada. Se ubtilizd enbtonces una pipeta nera afladir
a las células 10 microlitros de triebtilawmina, Seguidamente
se afladieron 17 mg de perclorato de il-t-butil-G-metilisoxa-
zolio. Este szente de conulacidn es conoaido fambidn como
Leactivo »Im de Woodward. El indicador inmunoldégico as{ for
medo fue utilizado para eonular los antfgenos indicados en
el Ejemplo VI en las cantidades alli dadas, La &lbdminae de

suero hureno y la gamma globulina de caballo copuladas ocon

E. Ooli mnor el método anterior, dieron aglutinaciones cuan

do reacclionaron con uie dilucidn de 1:10 de anbi(albumina de
suero humano) de conejo y uné dilucidn de 1:10 de anti{ga-
mag globulina de caballo) de conejo. o se nrodujo aglutina
ol én vor parte de la dilucidn de 1:10 de suero de Gonejo’
noxrmal.

Bjemnlo VIII.~ Se prepararon 12 sisteias indicado-

res diferentes siguiendo el EjJemplo II en cuanto a la mona=

~45 - 541495
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ra de formelinizar las odlulas microbianas y copular aubi-
genos con las misuas usilizando BDB. Ias oélulas microbia-

nas utilizadas fueron: Bacillus subtilis, Dacillus pwnilus,

Lactobacillus lelghmannii, y Pseudomonas Fragl, y los antf
genos utilizados con cada wna de estas varticulas indicado-
ras fueron ASH, gauna globulina de oabello, e imsulina hu-
mana, Se reslizaron ensayos del tipo de agluﬁinaoién en por
taobjctos.

Ias células de B, subbilis y B. pumilus fueroh he-

chas orecer de la misma manera que las de E. Coli del Hjem-

plo II, Se hizo crecer L. leichmannii durante el mismo tiem

po a la misma btemperatura de 37%C, en un caldo de oculiivo
compuesto de ¢ 890 ml de agua, 100 nl de filtrado de jugo
de tomate, 10 ml de »Baoto-Tween 80w, 7,5 g de extracto de
levadura, 7,8 g de pevtona, 10 g demdextrosa y & g de fos=
fato disddico. Bl ealdo de oultivo tenia un pH de 6,8 y ha-
bia sido tratado en auboclave durante 1O minutos & 121910,
bajo 1,05 kg/om® menométricos para ser esterilizado. '

EL 2, fragi fue ocultivado duraute 4,5 horas a la tem
veratura embiente (269C) en un caldo de cultivo previamente
esterilizado compuesto de ¢ 1 litro de agua, 5 g de tripto-
na 5 g de extracto de levadurae, 1 g de dextrosa, y 1 g Ge
fosfato disddioco.

Bntonces, las células recoloctadas fueron formalini
zadas y se ubilizd wn volwaen de 0,25 ml de cada una de las
células compactadas, de acusrdo con el método dGe copulacidn
del ejeaplo II, suspendiendo tres tandas de cada una de es-
tas celulas en 6 ml del bampdn de fosfato de este sjeaplo,

y aiindiendo entonces, a cade una de las borciones da las od-

. L l =, 4 e
lulas sugpendicas, los siguientes anbtigenos disuclios en

- 45 - L

7

T

B
IR

=

5 =

[ g



\
J

u;%.

‘ 1“11?:.}:"1'11":‘:"

5 ml de solucidn salina al C,88 ;43 3 mg Ge ASE, 40 ng de

gamaa globulina de cabslle y 20 mg de insulina. Decpuds de
esto, se aladieron 20 ml de una dilucidn de 1 : &§ de la so-
lucidn de BIB del Ejemplo II en tempén de fosfato, para lLle-
5 var a osbo remcciones de copulacidén similares.
Cada uno de los 12 indicadores fué ensayado con sus
-rasp eotivos anticnemos y con muestras testigo de suero nor-
mal, Los sigtemas indicadores de ASH y de gamna globuilna
de caballo fueron ensayados, respectivanente, con uwua dilu-
lo cidn de 1 : 50 de anti-ASH de conejo y anbi-{gamue globuli-
na de cabzllo) de conejo, en solueién salina, mieutres yue
los sistemas indicadores de insulina fueron ensayados coﬁ
un anti{suero de insulina) de cobaye no diluido, en solucidn
‘salina. Las muestras tesbigo de comparacidn de cada vna de
15 los 12 ensayos se prenararon con una dilueidn de 1 : 10 de
Esuero de conejo normal en solucidn salina. Tos anticuerpos
para eada wio de los antigenos eglubtinaron eada uno de los
4 sistemas indicadores preparados con los entigenos indivi-
;duales, ¥ no se encontrd eglutinacidn en las muestras testi-
20 g0,
llediante al nresente invento se proporciona un am-
fplio margen de indicadores inmmunologicos del tino de noé-
.lulas microbianss-agente de copulaciénr, Hetos pueden sSer
:aﬁedidos a sustancias antigénicas para nronorcionar siste-;
25 ;mas indieadores inamoldgicos del tipo de noélulas microbia}
fnas-agente de copulacidn~sustancia antigénicar que se puede%
iu.tilizar para consbruir un amplio margen de ensayos y digpo;
sitivos para experimentacida.
La presente solicitud que corresnonde a la presenta-

(3}

30 :da en Egtados Unidos de América el 26 de junio de 1,966 con

- 341495



el nlmero 560,997 se acoge a los hencficios del articw e

51 del vigente BEstatuto sobre Propiedad Industrial.

-NO0OT A -

10

Los puntos de invenecidn propia ¥y nueva que se

presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
“tente de Invencidn en Espafia por VEINYE afios son los si-
15 guientes:

12,- Un método de prepurar un indicador inmuno-
16gico para ser unido quimicamente a sustancias antigéni-
cas, caracterizado por las opericiones de poner en contac
to célulag microbianas con moléculas de un azente de co-

20 rpulacién, cada una de las cuales tiene 2l menos dos zru-
pos reachivos no ligados, hacer que uno de dichos grupos
reactivos forme un enlace quimico covalente con dichas cé
lulas microbianas, y mantener el otro de dichos grupos -
reactivos en un estado no li:iado, con lo cuadl dicho indie-

25 cador es capaz de reaccionar con sustancias antigénicas -
cuando es puesto en contacto con las mismes.,

20,- Un método de acucrdo con la reivindicacidn
1, en que dichas células microbianas estdn sileccionadas
entre el srupo de células bacterianas, funglcas, parasitg

30 1dgicas y de virus.

o558 - ce- 341495



10

15

20

30

§=5=68

32,- Un método de acuerdo con la reivindicacidn

1, en que dichas célules microbianwus son de forma y tama-

flo uniformes, v tienen una dimensidén mdxima, en una direg
cidn, de aproximadamente 0,2 a 10 micras,

42,— Un método de acuerdo con la reivindicaeidn
1, en que dichas células microbianas son células tratadas
con agente de conservacidn.

52,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn
1, en que dichas células microbianas son células colorea-
das y tratadas con agente de conzervacidn.

62,~ Un método de acuerdo con la reivindicaeidn

1, en que dicho a:ente de copulacidén estd secleceionado en

tre el srupo que consicte en bisdiazobencidina, deido big

.diazobencidino disulfonico, tetraago-p-fenilenodiamina, -

difluorodinitrobenceno, una carbodiimida, diisocianato -
de tolueno, cloruro cianirice, dicloro-S-triazina y per——
clorato de N-t-butil-S-metil-isoxazolio.

72.~ Un método de preparar un indicador inmuno-
1dzico para ser unido quimicamente a sustancias antigéni-
cag, aue comprende las operaciones de formar unad suspen—-
gién de células microbianas y un antizeno, poner en contag
to Gicha suspension con un a<ente de copulacidn que tiene
al menos dos grupos reactivos no lizados, uno de los cud-
les es susceptible de reaccionar con dichas células nicro-
bhianas, ¥y el otro de los cuales es susceptible de reaccio-
nar con dichio antiseno, mantensr dicho arente de COPULAew
cion en contacto con dichas célnlas microbianis y dicho -
antizeno durante un periodo de tiemvo suficiente naATra pég
mitir 1la reaccidn entre los mismos, y separar despuds de

esto el sistema indicador inmunol.drico resuliante de dicha

Cave
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suapension liquida,

82.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn
T, en aue dichas células microbianas son puestas en con-
tacto en primer lugar con un a2 cnbte de conservacibn, an-
tes de dicha operacidn de puest2 en contacto.

92,~- Un nétodo de preparar un indicador inaung
logico para ser unidc quimicamente a sustancias antigéni-
cas,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an
tecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cincuenta hojasg escritas

. 8 miquina por una sole de sus caras.

Madrid, A 4 WAY. 1968

8-5-68/RTA, ~
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