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Este invento se re fie re  a un indicador inaiunológioo 

compuesto por células microbianas, que tiene un agente de

cemente con sustancias antigénicas con el fin  de orear s i s ­

temas indicadores inmonológioos, que se  pueden u t i liz a r  para 

detectar visualmente antígeaos o anticuerpos homólogos, y se 

re fiere  también a métodos para preparar dioho indicador inmu- 

nológico y a sistemas de ensayo y a d ispositivos basados en 

dichos sistemas indicadores.

La capacidad de detectar la  presencia de sustancias 

antigénioas en diversos fin idos tiene una extensa importan­

cia . En muchos procedimientos in d u stria le s, lo s  m ateriales 

proteínicos que tienen carac terísticas antigénicas son u t i­

lizados oomo reaccionantes o son hechos actuar de alguna 

otra manera. La aptitud para detectar cambios en la  concen­

tración de estos materiales, oon el ü n  de observar o seguir 

dichas reacciones, es de importancia primordial para el con­

tro l de estos procedimientos in du stría les y para l a  aptitud 

de lo s mismos para ser reproducidos. Otro o aspo de gran im­

portancia es el de la  detección de diversos antígenos y an­

ticuerpos en flu idos coro orates. Los n iveles o concentracio­

nes de muchas de la s  hormonas, proteínas, lipoproteínas, mu- 

ooproteínas, glicoproteínas, e to ., y sus productos de hidró­

l i s i s  que aparecen de forma natural en el oaerpo a sí como 

durante diversos estados patológicos, son de gran importan­

cia para lo s  profesionales de l a  medioina. Algunas de e sta s  

sustancias interesantes han sido tradicionalmente d if íc i le s  

de detectar utilizando los métodos químicos an alítico s nor­

males. Sin embargo, empleando procedimientos de a n á lis is  o 

ensayo inmunoquímioos, algunos de estos antígenos y antiouer-

oopulación unido con la s  mismas que puede ser  ligado quími-
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pos son susceptibles de ser detectados en mezclas que con­

tienen otras molóoulas grandes que tienen agrupaciones quí­

micas sim ilares, pero que no tienen exactamente la  misma 

configuración espacial de la  macromolécula que in teresa. Un 

cierto numero de estos procedimientos inaunologicos han sido 

d if íc i le s  de rea lizar y frecuentemente han sido p ro lijo s  y 

técnicamente complicados, pero se ha confiado en e llo s para 

detectar la  presencia de dichas sustancias en diversos f lu i ­

dos corporales. Para algunos antígenos y anticuerpos no se 

ha dispuesto de ningún procedimiento de ensayo.

Has recientemente, se han perfeccionado sistemas de 

hemoaglutinacion (aglutinación de glóbulos ro jos) para deteo- 

tar  antígenos o sus antiouerpos. Estos sistemas enplean gló­

bulos rojos oomo partícu las indicadoras, la s  cuales para ser 

u tilizad as, son unidas de alguna manera con una sustancia 

antigénica con el fin  de proporcionar un sistema indi oador 

que se pueda u tiliz a r  para detectar el anticuerpo homólogo 

o l a  sustancia antigénica propiamente dicha. Para una deter­

minación de la  presencia o ausencia de la  sustancia que se 

ensaya, por u tilización  de dichos sistemas, es neoesario 

usualmente interpretar el aspecto del dibujo exhibido por 

lo s glóbulos rojos con el fin  de determinar s i  ha tenido lu­

gar hemoaglutinacion. La hemoaglutinacion tiene lugar cuando 

el antiouerpo homólogo está presente en e l medio de enseyo 

en una forma que le permite reaccionar con la  sustancia an- 

tigenioaoopulada con lo s glóbulos rojos y para formar con 

l a  misma un complejo inmune. La hemoaglutinaoión no tiene 

lugar ouando e l anticuerpo homólogo no puede formar* comple­

jo con lo s glóbulos ro jos con lo s que está copulada l a  sus­

tancia antigénica. Dependiendo de muchas condiciones, inclu­
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yendo lo s tempones y otros m ateriales muy reactivos, este 

procedimiento de ensayo es de ap lica!)ilidad  lim itada, y 

tiene e l antecedente de requerir personal adiestrado para 

interpretar el aspeoto de lo s  dibujos resu ltantes, aunque 

5 se han estábleoido para algunas sustancias sistem as de en­

sayo practicab les o fa c t ib le s . Otra d ificu ltad  perturbadora 

asooiada con lo s  sistemas de hemoaglutinaoién es la  conoci­

da como "problema de anticuerpos h eteró íllo s", que es o r ig i­

nado por algunas de la s  proteínas del suero contenidas en 

lo  l a  solución de antisuero, que reaccionan con lo s grupos an- 

tigénicos presentes de forma natural en la  superficie  de lo s 

glébulos ro jo s, incluso cuando el antisuero se ha toíaado de 

una especie diferente de la  especie animal que produjo lo s 

glóbulos ro jo s u tilizados. La ovoalbámina f ié  detectada 

15 pronto en el suero de e sta  manera, de acuerdo con Pressman, 

D., Cambell, D. H., Pauling, L . : Journal o f Inmunology 44, 

páginas 101 - 105 (1.942). Un método sim ilar se empleo para 

detectar un derivado de proteínas purificadas de tuberouli- 

na, Colé, L. R. F arre ll, V. R. : Journal of Experimental Re- 

2o dicine 102, página 157 (1.955), y l a  insulina fue detectada 

en el suero por Arquilla E. R. y S tav itsly  A. B ., y esto 

fue informado en Journal of C linioal Investigation 35, pá­

ginas 45b - 466 (1.956). La patente OSA námero 3.236.732 de 

Edward R. Arquilla describe ui sistema sim ilar para ensayar

25 la  hormona de gonadotropina corionioa. Una sustancia antigie­

nica patologica, toxoide de d ifte r ia , fue también analizada 

o ensayada de esta  manera, Butler, Y7. íC.; Journal of Immuno- 

logy 90, páginas 663 - 671 (1.963).

Se oree ahora que l a  lim itada u tilizac ión  oomercial 

3o de este  tipo de ensayo de hemoaglutinación ha sido debido,

^ "1? á Ó ^  ^16.6.67 -  4  -
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en parte, a l estrecho margen de tamal os y a la  configura­

ción peculiar de los glóbulos rojos de animales que se u t i­

lizan  usualmente, y que se podria lograr una mayor u t i l iz a ­

ción de los sistemas de ensayo inmundo,.,icos de aglutinación 

s i se pudieran encontrar partioulas indicadoras para reem­

plazar lo s glóbulos ro jos, que permitiesen una mayor varia­

ción de tamaños. Generalmente, la  u tilización  de glóbulos 

rojos de animales como partícu las indicadoras para diversos 

antígenos, excluye l a  u tilización  de meoanismos de algutina- 

oión cromatográfico o del tipo para portaobjetos. Igualmen­

te, lo s glóbulos ro jos son caros para ser utilizados oomer- 

cialmente, ya que se deben oriar y sostener anímales de la ­

boratorio y se  deben presoribir cuidadosamente la s  condicio­

nes de reoogida, para ev itar la  hemolisis de la s  células y 

aotivar l a  uniformidad, sin  lo  oual el ensqyo de hemoaglu- 

tinación no se puede llevar a cabo de manera reproducible.

Se ha descubierto que la s  célu las microbianas ser­

virán como partícu las indicadoras inrmmológioas y permiti­

rán superar muohas de la s  d ificu ltades anteriores. Las oe- 

lu la s  microbianas existen con un amplio margen de tamaños 

y formas, y lo s tamaños están dentro de los márgenes que se 

requieren tanto para lo s ensayos de aglutinación en tubo de 

ensayo y en portaobjetos oomo para ensayos de tipo cromato- 

gráfico . De esta manera, se puede emplear una variedad de 

mecanismos de ensayo cuando se u tilizan  cála las microbianas

como partícu las indicadoras. Las oálulas son cultivadas fá-
/

oilmente bajo oondioiones de laboratorio y se pueden produ- 

o ir comeroialmente con bajo coste. Las células microbianas 

pueden ser seleccionadas de aouerdo oon el tamaño necesario 

oon la s  oaraoteristioas su perfic ia les que sean mas ventajo-
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sas para un mecanismo de ensayo partioular, y en cuanto a 

la  fac ilid ad  para producirlas. De esta manera, es posible, 

mediante la  u tilización  de oélulas microbianas, una mayor 

flex ib ilid ad  en la  construcción de sistemas de ensayo inmuno, 

lógico. También, mediante la  u tilización  de célu las micro­

bianas, se elimina el problema de anticuerpos h eteró filo s.

Tai como se u t i liz a  aquí, e l término "partícu las in­

di oadoras" se re fie re  a la s  célu las microbianas sin  agente 

de copulación unido a la s  mismas, "indicador inmunolégioo* 

se re fiere  a la s  oelulas microbianas con el agente de copu­

lación unido con la s  mismas, pero sin  sustancia antigénioa 

oopulada con la s  mismas, y "sistem a indi oador inmunológico" 

se re fie re  a la  combinación de oelu las, agente de copula­

ción y sustancia antigénioa.

Por lo  tanto, un objeto de este  invento es e l de 

orear un indicador inmunológioo compuesto de célu las micro­

bianas y un agente de oopulación química unido, con el cual 

la s  sustancias an tigálicas se pueden copular de forma oova- 

lente, y que se puede u t i liz a r  para indicar visualmente rean 

oiones de antígenos y anticuerpos.

Otro objeto del presente invento es e l de crear un 

indicador inmunológico para reaociones de antígenos y anti­

cuerpos, que consiste en uno cualquiera entre un amplio mar 

gen de tamaños de oelulas microbianas.

Otro objeto consiste en crear un sistema indicador 

inmunologico para u tiliz a r se  en la  detección de un anticuar 

po en que el sistema indicador e sta  compuesto por oélulas 

microbianas copuladas químicamente oon el antígeno homologo 

para dicho anticuerpo por medio de un agente de oopulaoión 

química.

16 .6 .67
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Todavía otro objeto del presante inveho es el de 

crear un sistema indicador inmunológioo para u tiliza rse  en 

la  detección de un antígeno, y para u tiliza rse  en unión oon 

el anticuerpo homólogo, en que el sistema indicador esta  

compuesto por oálulas microbianas copuladas químicamente oon 

dicho antígeno por medio de un agente de copulación química.

Todavía otro objeto oonsiste en orear indicadores 

inmunológicos del tipo anterior en forma pulverizada y se­

ca soportada sobre un vehículo o soporte de material absor­

bente, para proporcionar d ispositivos de ensayo basados en 

dichos sistem as.

31 indi oador inmunológico del presente invento pue­

de ser descrito de forma breve oomo uno que e stá  oompuesto 

por célu las microbianas a l a  que están unidas químicamente 

moléculas de un agente de copulación que tiene al menos un 

grupo reaotivo no ligado, que es oapaz de formar un enlace 

covalente oon un grupo reactivo en sustanoias antigáhioas 

por contacto y por reacción con la s  mismas. El indi oador es 

preparado suspendiendo la s  células microbianas en un líq u i­

do, y añadiendo ai mismo el agente de oopulación que es oa­

paz de reaocionar oon un grupo reactivo sobre l a  superficie 

de la s  células miorobianas. La sustanoia antigónica que se 

ha de copular coa la s  célu las miorobianas puede estar pre­

sente en la  misma suspensión líqu ida cuando se añade e l agen 

te de copulación, de manera que se  forma inmediatamente un 

sistema indicador inmunológico especifioo, o la  sustanoia 

puede ser añadida más tarde al indicador preparado. La oopu­

lación del indicador con una sustanoia antigónica forma un 

sistema indicador que se puede u tiliz a r  de una manera espe­

c if ic a , t a l  oomo se describe seguidamente.

7
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Las o&ulas microbianas del indicador inaunológico 

y del sistema de ensayo pueden ser cualquier microorganismo 

de reproducción espontánea que se  propague oon o sin  depen-

5 la s  bacterianas gram-positivas como células bacterianas gram- 

negativas, oálulas de hongos y células de protozoos, que se 

pueden emplear similarmente, igual que oelulas de virus pa­

ra algunos sistemas de ensayo. Estos son generalmente orga­

nismos unicelulares que se reúnen ocasionalmente en agí órne­

lo  rados o p e lla s . Las oelulas pueden ser u tilizad as en e sta  

forma oon ta l que su tamaño de agí amerado no forme una par­

tícu la  de soporte que sea tan grande que el sistema de ensa 

yo formado oon la  misma no se  aglutine en presencia de una 

sustanoia que sea homologa a l a  sustancia antigánica ligada 

15 coi la s  oelulas aglomeradas. Generalmente, la s  oálulas micro 

bianas preferidas son oelulas bacterianas o aglomerados de 

la s  mismas que tienen tamaño y forma uniforme y tienen d i­

mensiones exteriores máximas, en una dirección, de aproxima 

danente 0,2 a 10 mieras. Aunque no se prefiere , se puede 

2o u t i liz a r  una mezcla de oálu las diferentes pero uniformes. 

Para e sta s  bacterias, l a s  células microbianas u tiliza b le s  

incluyen la s  que se enouentran en l a  División I del Reino 

Vegetal incluyendo la s  Clase 1,11 y I I I ,  Orden I . Las célu­

la s  microbianas de la  Clase I I I ,  Orden I, incluyen lo s  orga 

25 ni saos de virus intraoeL a lares, que tienen dimensiones de 

aproximadamente 0,2 mioras.

Se puede hacer referencia al Bergey's Manual of De­

terminativa Bacteriology de R.S. Breed, E.G.D. Hurray, II.R. 

Smith, 7R Edición, 1947, de Williams and Willcins Company,

3o para una enumeración completa de l a s  célu las bacterianas

dencia de otros organismos. Se pueden u t i l iz a r  tanto célu-

-  8 -



u tiliz a b le s . Son particularmente u tile s  l a s  bacterias de l a  

Clase II) Suborden I I , Familia IV (Pseudomonadaceas) y Cla­

se I I , Orden IV, Familia IV (Enterobacteriaceas). Se consi­

dera que todas la s  Tribus 1-V representan células microbia­

nas preferidas para los fin es de este invento. También se 

consideran preferidas la s  de la  Clase II , Orden IV, Familias 

V (Brucellaceas), X (Laotobaoillaoeas) y XIII (Baoillaceas). 

Se puede emplear organismos de los Ordenes I  y II  de la  Cía 

se I I I  ouando se  desean p artícu las de tamaño menor, aproxi­

madamente de 0,2 mioras o in ferior. Particularmente lo s Vi­

rus o V irales del orden II  son de pequeña dimensién, lo 

cual lim ita su u tilidad .

célu las bacterianas especialmente preferidas son 

Brucella abortus, Esoherichia o o li, B acillus su b tilis , 

B acillus pumilus, Lactobaoillus leichmannii, y Pseudomonas 

fra g i. Las fa se s  de crecimiento de levadura de la s  oelulas 

de hongos son también preferidas para se r  u tilizad as en e l  

invento. Es particularmente preferida la  levadura comunmen­

te disponible, Saccharomyoes cerevisiae.

Las oelulas microbianas se pueden u t iliz a r  en su es 

tado natural, es decir que el agente de copulación puede ser 

hecho reaocionar con la s  mismas y después se puede unir la  

sustancia antigénioa, por medio del agente de copulacién.

Sin embargo, si se oonsidera que son peligrosas l a s  oaraote 

r is t io a s  patogénicas naturales de una cualquiera de la s  cé­

lu la s  microbianas, se pueden eliminar la  actividad antige- 

nioa natural y por lo  tanto la s  características patogénicas, 

tratando o matando a l a s  células microbianas con un agente 

de oonservaoién. Los agentes de conservacién mas comunes 

son formaldehido y fenol. Es notable e l  hecho de que ouando

** 9 **
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la s  c á la la s  microbianas han sido tratadas con agente de con­

servación y despapes han sido alteradas adicionalmente unien 

agentes de copulación y sustancias an ti geni cas, lo s gru­

pos antigénicos que aparecen de íbraa natural sobre l a s  su- 

5 perfío ies de la s  oélulas son modiíicados de forma suficien-r 

te para haoerlos inactivos. Con el fin  de eliminar de mane­

ra completa todas l a s  célu las que tengan actividad antigé- 

nica natural, lo s sistemas de ensayo preparados pueden ser  

absorbidos con suero que contiene el anticuerpo para el an- 

lo  tígeno naturalmente presente sobre la  superficie de la s  cé­

lu la s , con el fin  de formar complejos que no in te rfie ran ' 

con la  experimentación u lte rio r . Por ejemplo, cuando se u t i­

l iz a  E.Coli para la s  partícu las indicadoras del indicador' 

y están presentes en la  muestra de ensayo anticuerpos para 

E. C oli, se puede bloquear l a  reacción entre e l indicador 

y su anticuerpo adsorbiendo el indicador de células de E. 

Coli con antisueros que contienen el anticuerpo para lo s  

mismos. Por lo  tanto, l a s  cabulas microbianas u tilizadas 

en el presente invento ya no se  puede considerar que tienen 

2o actividad antigenioa natural.

Si se desea, la s  oélulas microbianas pueden se r  colo 

rendas oon el fin  de mejorar la  capacidad de distinoión v i- 

¡siial del sistema indicador resultante desde el medio o fondo 

'circundante. Los coloreantes ordinarios, ta le s  corno heñíate-, 

25 ¡x ilin a, fucsina y c r is ta l  v io leta  se pueden u t iliz a r  para 

-este fin . Otro tratamiento opcional consiste en lavar la s  

¡céLulas con disolventes orgánicos ta le s  como alcoholes, 

¡éteres, etc. para eliminar cualquier oapa de polisacaridos 

[o ceras que pueda estar presente.

So ! Los agentes de copulación que pueden ser hechos ;
; ^

16.6.67 ¡ - l o -
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reaccionar químicamente con grupos reactivos tanto de la s  

oálulas microbianas como de la s  sustancias antigáaicas son 

generalmente compuestos que tienen dos o más de los siguien 

te s  grupos reactivos: azo, ácido sulfonico, grupos fLuoro 

combinados con grupos n itro, azida, imina, y grupos cloro 

reactivos conectados oon un an illo  que tiene apropiadas 

estructuras de resonancia. Estos grupos reactivos son oapa- 

ces de reaccionar con lo s grupos amlno primario, sulhidr.tlo 

(meroapto), e hidroxilo en la s  oadenas polímeras de la s  subs 

tan d as antigánicas y de la s  superficies de oálulas micro­

bianas.

Una l i s t a  representativa de agentes de copulacián 

oonocidos es: bis-diazo-bencidlna, ácido bis-diazo-benoidi- 

no disulfánioo, tetraazo-p-fenilenodiamina, diAuorodinítro 

benoano,varias carbodiimidas, diisooianato de tolueno, clo­

ruro cianúrico, d icloro-S-triazina, y perclorato de U-t-bu- 

til-5-m etil-isoxazo lio . Algunos de estos agentes de copula­

cián, especialmente lo s agentes cianurcntes, son oapaoes de 

oonservar la s  oálulas al mi sao tiempo que se  copulan con 

grupos de la s  superficies de células microbianas, de mane­

ra que no es necesario oon estos agentes de copulacián nin- 

gán tratamiento previo separado para conservar la s  oálu las. 

Para u t i l iz a r  el ultimo compuesto enumerado, la s  partícu las 

indicadoras son tratadas en primer lugar oon un reactivo de 

succinilacián, ta l como anhídrido succínico.

Para formar el indicador inmunolágioo, el agente de 

copulacián es hecho reaocionar en primer lugar oon la s  qá- 

lu la s  microbianas que son suspendidas en un líquido, y des­

pués de esto , cuando se neoesita, este indioador es mezcla­

do oon la  sustancia antigenioa para formar un sistema indi-



oador. Es decir, el indicador propiamente dicho es conside­

rado como un artículo  comercial, ya que puede ser preparado 

y v ai dido para ser utilizado por el usuario para construir 

sistemas de ensayo para cualquier sustancia antigenica par­

ticu la r .

La manera preferida de poner en contacto la s  célu­

la s  microbianas y l a  sustancia antigénioa con e l agente de 

oopulacién para formar los sistem as de ensayo, consiste en 

suspender la s  oélnlas microbianas y la  sustancia antigéni­

oa en un líquido, y añadir a l mismo el agente de oopulaoion 

con mezclado a fondo. Otra manera de poner en contacto con­

s is te  en añadir simultáneamente la s  célu las microbianas y 

la  sustancia antigénica a una solución que oontiene el agen 

te de oopulaoién. Estas maneras de poner en ocmtacto lim i­

tan l a  copulación cruzada o mutua de células microbianas y 

l a  copulación oruzada o mdtua de moléculas de sustancias en 

tígenioas.

Generalmente, cualquier sustancia antigénioa puede 

ser copulada oon el indicador inmunologioo de este invento. 

El término "sustancia antigénioa", t a l  como se u t i liz a  aquí, 

s ig n ific a  un material que, ouando es introducido en el s i s ­

tema circulatorio  de un animal, produce un antiouerpo homo­

logo. Este amplio margen incluye antígenos de suero ta le s  

como gamma-globulina y albúmina de suero o sustanoias de 

grupos de l a  sangre "A" y "B", para rea liza r  ensayos para 

determinar el tipo de la  sangre, lo s antígenos microbianos 

pueden se r  copulados con el indicador para detectar el mi­

crobio propiamente dicho o su anticuerpo en flu id os. Subs­

tancias de hormona antigénicas presentes en lo s sistemas 

de flu id os de organismos pueden ser oopulados también oon
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e l indicador. También se pueden u t iliz a r  en calidad de sus­

tancias antigénicas enzimas y productos de h id ró lis is  de 

proteínas. Los antígenos o anticuerpos microbianos pueden 

ser de naturaleza bacteriana, fungica, parasitológica o de 

v irus. La exigenoia primordial para l a s  sustancias antigéni- 

oas consiste en que estas tengan al menos un grupo en sus 

oadenas polímeras que pueda reaccionar oon el grupo re a c t i­

vo de al menos uno de los agentes de copulación oonocidos.

Se oree que todas la s  sustancias antigónicas conocidas cum­

plen con esta  exigencia.

La sustancia antigónica puede ser un materi al de pro 

oedencia natural, o puede ser un material preparado a r t i f i ­

cialmente. Algunas sustanoias de procedencia natural que 

pueden ser oopuladas con el indicador inmunologico de este 

invento son ovoalbúmina, derivado de proteínas purificadas 

de tuberoulina, insulina, la  hormona de gonadotropina oori ó- 

nica (CGTH), tanto humana como animal, alb&iina de suero hu­

mano, y gamma-globulina de caballo.

Hay tre s métodos generales para rea liza r  ensayos con 

lo s sistemas indicadores inmunologioos del presente invento. 

Estos son lo s  métodos que implican el principio de cromato­

grafía , los que implican l a  aglutinación en un tubo y lo s 

que implican la  aglutinación ai un portaobjetos. El método 

particu lar escogido determina en gran manera el tamaño de 

la s  células microbianas que se u tilizan .

Para un anscyo de tipo cromatográfico, se prefieren 

células miorobianas que tienen la  forma de v a r il la s  e lip so i­

dales de aproximadamente 0,3 a 0,4 mieras de longitud. Para 

ensayos de aglutinación en portaobjetos, la s  células micro­

bianas pueden se r  v a r il la s  mayores con logitudes de 1 a 3
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Miaras y diámetros de aproximadamente 0,5 mioras, oon la  

condición de que la s  células pueden ser igualmence de fo r­

ma coooide. Oh ensayo de aglutinación en tubo se puede oons 

tru ir  a p a rtir  de un amplio margen de tamaños de célu las Mi­

crobianas, incluyendo la s  dimensiones entre aproximadamente 

0,2 mieras y aproximadamente 10 mieras, en cualquier direc­

ción de longitud o diámetro.

lo s  ensayos de aglutinación en tubo y en portaobje­

tos están basados en la  aptitud del sistem a indicador inmu- 

nológico para aglutinarse y para formar de e sta  manera una 

diferencia reconocible entre su dibujo y el dibujo exhibido 

en ausencia de aglutinación. Este tipo de experimentación 

se puede realizar de dos maneras generalas denominadas sn 

e l primer oaso como aglutinación y en e l segundo caso como 

inhibición de aglutinación. Para l a  aglutinación, un antí- 

geno es copulado con la  célula microbiana para formar un 

sistema indi oador y este se u t i liz a  para ensayar en cuanto 

a la  presencia del anticuerpo homólogo ai una muestra. Si 

l a  muestra oontiene el anticuerpo, e l sistema indicador se 

aglutinará con el anticuerpo y este estado puede ser reco- 

nido por e l  dibujo mostrado o exhibido por el sistema indi­

cador. Para l a  inhibioión de la  aglutinación, e l antígeno 

es copulado con l a  célu la microbiana para formar un s i s t e ­

ma indicador inmunológioo que e s  empleado entonces con el 

antiouerpo homólogo para anseyar ai cuanto a l a  presencia 

del antígeno en una muestra. Si la  muestra contiene e l an tí­

geno, será inhibido o neutralizado el anticuerpo homólogo 

por dicho antígeno, y no se aglutinará el sistema indicador. 

En el estado de ausencia de aglutinación, el sistema indica­

dor, consistente ai células microbianas or­

lo  .6 .6 7 - 14 -
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tfgeno miido, se separará por sedimentación del liquido de 

ensayo para dar una diferencia reconocible entre su dibujo 

y el dibujo exhibido por e l  sistema indicador aglutinado.

La agL utina ci ón, en el caso de un ensqyo en porta- 

5 objetos, está  indicada por la  formación de un dibujo granu­

lado, mientras que en un enssyo en tubo la  aglutinación es- 

tá  indicada por una suspensión uniforme y homogénea de célu­

la s .  El estado de ausencia de aglutinación en el caso de un 

ensero en portaobjetos está indicado por la  formaoión de un 

lo  dibujo l iso ,  y en el caso de un ensayo en tubo este estado 

está indicado por la  sedimentación del sistema indicador en 

el íbndo del tubo, bien en un dibujo anular o en un dibujo 

de motas o manchas.

Este mismo tipo de aglutinación o inhibición de 

15 aglutinación es el fundamento del ensayo de tipo cromato-

gráfico , en el cual si la  muestra ensayada contiene el anti- 

geno o anticuerpo particu lar, habrá una característica  par­

ticu la r  de desplazamiento o migración presentada por la  so­

lución cromatogràfica. En el oaso de un ensayo de agLutina- 

2o ción del tipo cromatogràfico, se deposita una mota o manoha 

del sistema indicador sobre un soporte oromatográíico apro­

piado, ta l  como panel de f i l t r o ,  y después se coloca sobre 

esta misma mancha una gota de la  muestra de fluido que se 

ha de ensayar en cuanto a la  presencia del anticuerpo, y el 

25 borde de este soporte es puesto en contacto con una solución 

cromatografica ta l como una solución salin a . Si la  muestra 

oontiene el anticuerpo, se aglutinara el sistema indicador 

y ibrmarà un aglomerado inmune con el anticuerpo. Este aglo­

merado no se moverá con la  solución cromatogràfica que se 

3o desolaza y tendrá lugar un cambio muy pequeño de la  manoha.

3414951 6 .6 .6 7 -  15 -



Sin embargo, ai la  maestra no contiene el antiouerpo, no
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se fouñará aglomerado inmune, y el sistema indicador se mo­

verá entonces con l a  solución en desplazamiento para formar 

un dibujo rayado o veteado. Con el f in  de re a liz a r  un ensayo 

de inhibición de aglutinación de tipo  cromatografía o, se 

forma una mota o mancha de aglomerado inmune oolocando una 

gota de una solución que contiene un anticuerpo sobre una 

manoha de sistema indicador inmunologioo depositado. En ten- 

oes, una gota de la  muestra que se ha de ensayar en cuanto 

a la  presencia del antrgeno es colocada sobre la  manoha de 

aglomerado inmune, y se parante que una solución se desola­

os por e l soporte o, alternativamente, e l borde del soporte 

puede ser puesto directamente en oontacto con l a  muestra 

para perm itir que el antrgeno, s i  está  presente, entre en 

contacto con la  manoha de aglomerado inmune. Si la  muestra 

contiene e l antfgeno, el agí oaerado inmune será disociado 

debido a l a  reacción preferente entre el anticuerpo y el 

antígeno, y el sistema indicador se desplazará y presentará 

un dibujo veteado. Desde luego, si no está  presente ningún 

antrgeno en la  muestra, no se exhibirá desplazamiento de la  

mancha de aglomerado inmune.

Los objetos y l a  descripción anteriores son d eta lla­

dos adicionalmeate en lo s siguientes ejemplos, que han de 

ser considerados solo ooao ilu stra t iv o s  y no como ÜEÜ.tati- 

vos dei invento. Las partes son en peso/volumen y l a s  con­

centraciones de taupón son molares, 1.1, salvo que se especi­

fique lo  contrario.

Ejemplo 1.-  Se preparó un sistema indicador inmuno- 

lógico utilizando células de Brucella abortus como células 

microbianas, bis-diazobenoidina (BDB) como agente de oopula-
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oión, y gonadotropina ooiiónioa humana (CGTH) corno antigeno. 

Este sistema indicad or fuá depositado entonces sobre un 

miembro de soporte absorbente, en asociación con el an ti­

cuerpo para CGTH, y entonces se ensayaron muestras de orina 

en cuanto a la  presencia de CGTR con eL dispositivo resu l­

tante. Este dispositivo indicador íhncionaba por un meconis­

mo cromatogràfico, ta l corno se describe seguidamente.

Solución sa lin a i  so tónica. Se preparó una solución salina 

al 0,85 ,j disolviendo 8,5 g de cloruro de sodio en 1 l itro  

de agua destilada.

Tampón de fo sfa to . Se preparó una solución tampón 0,15 H de 

pH 7,4, disolviendo una mezola seca de 81 de fosfato  áoi- 

do disódico y 19 ^ de fosfato  diáoido sodico en agua d esti­

lada, hasta que se alcanzó el pH deseado.

Solución de bis-diazobencidina. A 0,92 g de bencidina se 

añadieron 100 mi de agua destilada y 6 mi de ácido clorhí­

drico 6 H. Se añadió a esta  mezola un volumen adicional de 

100 mi de agua destilada. Después que se hubo disuelto la  

bencidina, l a  solución fuá enfriada hasta 03 C aa un baño 

de hielo y sa l . Tan pronto comenzaron a formarse c r is ta le s  

de hielo en l a  solución, se añadieron rápidamente, con ag i­

tación, 6,5 mi de una solución a l 10 ^ de n itr ito  de sodio. 

Se oontinuó l a  agitación hasta que la  solución daba resu l­

tado negativo frente a l papel de almidón y yoduro. Durante 

la  agitación no se debió permitir jamás que la  so lución 'al­

canzase una temperatura superior a aproximadamente i s  c .

Este material era de color amarillo pálido. Cuando 

se añadió tampón de fosfato , viró a un oolor pardo ro jizo .

Preparación de lo s reactivos.
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La solución de color amarillo pálido era estable a la  tem­

peratura ambiente durante 5 a 7 horas: a 43 c era estable 

durante aproximadamente 7 d ías; cuando había sido congelada 

y almacenada a -2CS o, era estable durante aproximadamente 

5 60 d ias; y cuando había sido almacenada por debajo de -853

0, era estable durante al menos 6 meses.

Tratamiento de cálu las microbianas con formalina. 

Células de Bruoella abortas fueron hedías crecer durante 72 

horas a 873 0 sobre agar de trip to sa  y después se separó 

lo por lavado el agar con una solución sa lin a  al 0,86 ,j, que 

contenía 1 ¡ó de formaldohido. Las célu las fueron tratadas 

inmediatamente con formal debido suspendiéndolas en una solu­

ción de folmaldehido y solución sa lin a  durante 24 horas a 

la  temperatura ambiente (2os o ) . Entonoes, l a s  célu las íUe- 

15 ron lavadas a fbndo para eliminar el agente de conservación 

residual. El lavado de la s  célu las de Brucella abortus se 

realizó  suspendiendo la s  células en agua destilada. Las cé­

lu la s  fueron recogidas por centrifugación y fueron suspendi­

das de nuevo en agua destilada, repitiéndose varias veces 

2o l a  ultima operación. Las células conservadas fueron enton­

oes coloreadas.

malina. 2 g de la s  oéíulas de Brucella abortus tratadas con 

fbrmalina, hómedas y compactadas, 1 mi de sulfato ferroso 

2o a l 2 y S ¡al de hematoxilina acuosa a l 1 fueron añadi­

dos a 100 mi de agua destilada y fueron agitados de manera 

oontinua durante 24 horas. Las célu las resultaron colorea­

das de manera permanente y el color no íUe separado por l a ­

vado o lix iv iac ión .

So preparación del sistema indicador.(cé lu las mlcrobia-

Ooloraoión de oéíulas microbianas tratadas oon for
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ooloreadas oon hematoxilina ta l como se  indica anteriormen­

te , Rielan u tilizadas como partícu las indicadoras de CGTH 

humana obtenida de la  forma Titamerioan Coro. L ittle  F a lls , 

Nueva Jersey . Un volumen de 0,5 g de células coloreadas y 

compactadas fue añadido a 10 mi de solucí én salina que con­

tenía 20 mg de CGTH y después se añadieron 12 mi de tampén 

de fosfato  y 40 mi de soluoién diluida de BDB, preparada 

mezclando 8 mi de la  solucién anterior de BDB oon 32 mi de 

tampén de fo sfato . La reacción de copulación se desarrollé 

bajo agitación continua durante 20 minutos a la  temperatura 

ambiente (25S C). El complejo de color pardo resultante fue 

recogido entonoes por centrifugación y fue lavado tre s voceó 

por centrifugación con agua destilada. Ya que se deseaba so­

portar este sistema indicador sobre un miembro de soporte 

absorbente, una porción de 0,2 g del sistema indicador fue 

homogeneizada en un mortero o almirez. Se mezcló a fondo 

oon una gota de mertiolato al 1 % y se añadió después lenta­

mente 1 g de jarabe de sacarosa (al 75 en peso/volumen).

Preparaoién del anticuerpo para CGTH. Conejos de l a ­

boratorio Rieron inye otados oon CGTH humana en coadyuvante 

oompleto de Freund en una serie  de inyecciones. Después de 

un periodo de tiempo dado, lo s conejos Rieron desangrados y 

el suero que oontenla el anticuerpo fué separado del conjun­

to de la  sangre. La CGTH empleada puede prooeder de uno oual 

quiera de lo s distribuidores comerciales de l a  misma. Es par­

ticularmente ú t i l  la  vendida por Vitamerican Corp., que t ie ­

ne una actividad de aproximadamente 2000 - 2500 unidades in­

ternacionales (U. I . )  por mg. Un procedimiento típico de 

inyeoción y separaoion del anticuerpo es oomo sigue: una so-



lución que contenía 10 mg pon mi de CGíH en solución sa lin a

fue mezclada en proporciones iguales con coadyuvante comple­

to de Freund. 0,1 mi de la  mezcla fueron inyectados en cada 

una de la s  callosidades de la s  patas de un conejo que pesa- 

o ba 5,5 hg. Al f in a l de un periodo de dos semanas, S6 inyec-

tivadora de 0,5 mi de una solución que contenia o mg por mi 

de CGTH en solución salin a . Dos d ias después de la  primera 

inyección aotiv adora o de refuerzo se administró una segar­

lo  da. Muestras de sangre del conejo Rieron tomadas 7 di as des­

pués de la  última inyección activadora de refuerzo. El ant'i- 

saero tenia un t fta lo  o concentración de 1/2560, determinado 

por hemoaglutinación.

cada aproximadamente a 19 mm. del borde en el in terio r de 

una hoja de papel de f i l t r o ,  y u<.a gota del antisuero ante­

rio r  fue colocada sobre la  misma para formar un aglomerado 

inmune. Entonces, el borde del papel f ie  puesto en contacto 

2o con una muestra de orina de hembra no a.ibaraz¿da normal.

Según ascendía la  orina por el papel, la  mancha de aglomera­

do inmune permanecía f i j a  sobre el papel. Esto mostró que el 

aglomerado inmune formado no era disociado por los componen­

te s de la  orina normal. Se preparó otra t i r a  de papel de f i l -  

25 tro con otra mancha de aglomerado inmune y el borlu pa­

pel íhé puesto en contacto con una muestra de orina de una 

mujer embarazada. Según ascendía la  orina por la  t i r a  de pa­

pel, se disociaba una porción del aglomerado inmune y causa­

ba l a  formación de vetas o el desplazamiento hacia arriba 

5o del sistema indicador coloreado desde l a  mancha de aglomera-

/

métodos de ensqyo. (cromatografico). Una mancha o 

15 mota del sistema indicador anteriormente preparado fhé colo
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do, oaya intensidad de color fue disminuida o aolarada co­

rrespondí ent ement e.

3n otro ensqyo, la s  motas o manchas de agLomcrado 

Inmune fueron firmadas sobre varias t ir a s  de papel, y enton­

ces la s  muestras de orina fueron aplicadas por goteo sobre 

estas man cuas. Entonces lo s  bordes de la s  t ir a s  fueron pues­

tos en contacto con solución salina fis io ló g ica . Guando la  

solución salin a se desplazó fuera de la s  muchas tratadas 

ooa orina de una mujer embarazada, alguna cantidad del s i s ­

tema indicador coloreado emigró o se desplazó, para produ- 

o ir un dibujo veteado. Se encontró relativamente poca forma­

ción de veteado ouando la  solución salina se desplazó f ie ra  

de la s  manchas tratadas con orina normal de mujer no embara­

zada.

Se construyeron dispositivos de an á lis is  para ensa­

yar en cuanto a la  presencia del anticuerpo para CGTH huma­

na disponiendo motas o manchas del anterior sistema indica­

dor a aproximadamente 13 nm de3. borde en el in terior de ho­

ja s  de papel de f i l t r o .  Entonces, se colocó una gota de sue­

ro de conejo que contenía el anticuerpo sobre una mancha del 

sistema indicador en una de la s  t ir a s ,  y e l borde de la  mis­

ma fue puesto ai contacto con solución sa lin a fis io ló g ic a .

La solución salina se desplazó fuera de l a  mancha sin  for­

mar vetas del sistema indicador, indicando que se había for­

mado un aglomerado inmune insoluble. Entonces, una gota de 

suero de conejo normal fie  ensayada de manera sim ilar, y 

se encontró que e l sistema indicador emigraba o se despla­

zaba f ie ra  de l a  mancha, indicando que no se  había formado 

aglomerado inmune.

El anterior sistema indicador mostró también agluti-
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nación por lo s antioueipos para CGTH humana en ensayos rea­

lizados por aglutinaciones del tipo de tubo. Estas aglutina­

ciones fueron inhibidas fácilmente añadiendo a l medio de en­

sayo pe cuelas cantidades de una solución que contenia CG2H.

5 Guando se prepara la  como osi oión de diagnóstico so­

bre un soporte absorbente, utilizando un indicador que com­

prende células microbianas, es esencial que el m aterial ce­

lu la r  sea estabilizado por tratamiento con agente de conser­

vación, ta l como se describe anteriormente, 

lo  Se puede construir otro dispositivo indicador mez­

clando el anterLor sistema indicador con el anticnexpo para 

formar un aglomerado inmune, depositando una única mancha 

sobre una zona separada del borde de la  t ir a , y secando. Pa­

ra la  u tilización , una gota de muestra de orina es colocada 

18 sobre esta mancha o entre esta  mancha y el borde, y el extre 

mo o borde de la  t i r a  es oolocado en una solución sa lin a . Si 

l a  orina contiene CGTH, se d isociará el aglomerado para per­

m itir que e l  sistema indicador coloreado se mueva oon l a  so­

lución salin a y presente un aspecto veteado. Si no ex iste  

2o CGTH presente, no habrá oambio.

Alternativamente* la  muestra de orina puede ser u t i­

lizad a en calidad de solución cromatográfica igual que ante­

riormente. En una realización  preferida, dicho dispositivo 

 ̂ se oonstruye preparando el reactivo de diagnóstico en forma 

28 de t i r a  l a  cual a títu lo  de ejemplo, comprende oolocar mía 

banda del sistema indicador y aglomerado de anticuerpo a 

aproximadamente 15 mm del borde largo de una hoja de 1S cm 

por 26 otn de papel de f i l t r o  Eaton-Dikeman número 6C9, deja­

ran secarse al reactivo a la  temperatura ambiente, cortar 

3o el papel* a lo  ancho en forma de t ir a s ,  y almacenar en rec i-
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pientes apropiados hasta la  u tilización .
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Se apreciará fácilmente que se pueden u tiliz a r  mu­

chos materiales diferentes en el ensayo de t ir a  absorbente. 

Por ejemplo, se puedai u t i liz a r  muchos tipos de materiales 

oromatográfioos, asi oomo machos tipos de fluidos oromatográ 

fioos reveladores.

Ejemplo I I .-  Se emplearán células de Esoherichia 

coli como partícu las indicadoras para construir un sistema 

indi oador inmunologico de ocluías microbianas-BDB-CCTH. Se' 

empleá este sistema indicador juntamente con el anticuerpo 

para CGTH para establecer un ensayo de agLutinacion del t i ­

po para portaobjetos, y se realizaron con el mismo evalua­

ciones c lín icas de embarazo.

Preparación de reactivos.

Solución sa lin a  a l 0,8o 68 g de cloruro de sodio

fueron di sueltos en 8 lia ro s de agua destilada y la  solucián 

Ríe tratada en autoclave a 1,03 kg/om^ manomátricos y 230S 

C durante 30 minutos. Después fue enfriada y almacenada a 

4M C. El tratamiento en autoclave se rea lizá  para e s t e r i l i ­

zar la  solucián salin a .

Solucián de formal debido al 1 ¿t. Una solución de 

formalina al 37 fuá tratada añadiendo a l a  solucián carbo­

nato de calcio pulverizado, y dejándola reposar durante 24 

a 48 horas. El líquido flotante fue vertido eutonoes en 

otro reoipiente, y fie  filtrado  tre s veces a través de pa­

pel de f i l t r o  blanco de a lta  calidad, con superficie rugosa

o aoresponada. Cuando el pE era menor de aproximadamente 7,0, 

se ajustá a este pE con solucián de EaOH al 0,1 Una can­

tidad suficiente de esta solucián tratada de formalina al 

37 fue añadida a agua destilada para obtener una solucián
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Soluoión tampón de fo sfa to . Se prepararon 100 mi de 

un t ampón de fosfato  de pñ 7,4, mezolando 80,8 mi de una so 

luoión de fosfato  de sodio oon 19,2 mi de una solución de 

fosfato  de potasio a 2020. La solución de fosfato  de sodio 

contenía 63,726 g de KagHB0^.12Hg0 por l i t r o  de agua d esti­

lad a. La solución de fosfato  de potasio contenía 20,414 g 

de KHgPÔ  por l i t r o  de agua destilada.

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

2HC1 fueron d isueltos en 100 mi de una solución de HC1 a l 

0,56% en un matraz Erlenmeyer de Pyrex de 250 mi. Este ma­

traz fue oolocado sobre una bandeja o cubeta plana con agi­

tación magnética, rellena de h ielo , con un agitador magnóti 

co sumergido en la  solución. Cuando la  temperatura llegó  a 

420, se recogió con una pipeta serológica una parte alícuo­

ta  de 5 mi de solución de n itr ito  de sodio a 4oc, preparada 

añadiendo 0,680 g de XalfOg a 10 mi de agua destilada, y se 

añadió gota a gota, a la  solución de benoidina de forma, uni 

forme durante un periodo de 7 a 10 minutos, moviéndose e l 

agitador magnético a 200 rprn (una gota cada 4 a 6 segundos) 

E sta  solución fue agitada de manera continua durante 20 mi­

nutos, después de cuyo tiempo fue congelada inmediatamente 

y mantenida a -6020 en un cierto nómero de v ia le s  de 4 g. 

Esta solución es susceptible de descomponerse incluso entre 

0 y 520 y por lo tanto se u tilizó  la  congelación para man­

tener l a  estabilidad. Se puede calentar hasta la  temperatu 

ra de u tilización  cuando se necesite.

Anticuerpo para CCKPH. Se preparó una emulsión que 

contenía 10 mg de CGTH por mi disolviendo 100 mg de CGTH 

purificada en 5 tal de l a  solución sa lin a  anterior, anadien



do 5 mi de coadyuvante completo de Freund mezclado a fondo, 

y ¡pitando para producir una emulsión homogénea. Una canti­

dad de 0,2 mi de l a  emulsión íhe inyectada en cada una de 

la s  callosidades de la s  patas de un conejo sano, mantenido 

en un ambiente normal de laboratorio, con un to tal de 0,8 

mi de la  emulsién (8 mg de CG3!H).

Seguidamente, se administraron al conejo una serie  

de inyecciones, que consistían cada una en 0,3 mi de una so 

luoion preparada disolviendo suficiente cantidad de CGTii pu 

r ificad a  en la  solucién salina a l C, 83,i, para obtener una 

concentración de 5 mg por mi. Las inyecciones fueron admi­

nistradas en la s  venas del oido. Bstas inyecciones subsi­

guientes fueron administradas en lo s  siguientes días des­

pués de la  primera inyección de emulsión: días 22, 24, 38, 

40, 71 y 73. Se recogieron del conejo dos muestras da 40 a 

50 mi de sangre por punoién cardiaca, cada uno de lo s  días 

50 y 63. Entonces, lo s glébulos de estas muestras fueron 

separados del suero de cada muestra dejando que la  sangre 

se coagulase en un tubo de centrífuga a aproximadamente 25R 

C durante aproximadamente 2 ñoras, entonces el suero flotan  

te fue colocado en un tubo de pequeño diámetro (menor de 

30 mm) y el tubo fue sumergido durante 30 minutos en un ba­

ño de agua a 560C.

oveja formalinizados ( lio filiz ad o s)  por cada a l  de l a  mues­

tra  de suero, y fueron mezolados durante 13 minutos a apro- 

xiaadamente 25^0 para adsorber anticuerpos heteréíilo s del

suero. Entonces el suero adsorbido fue separado de las célu­

la s  por oentrifugacién con una aceleraoién aproximadamente 

1000 veoes l a  de la  gravedad.

Entonces se añadieron 10 mg de gLébulos rojos de

- 25 -



Se preparo para e sta  adsorción una cantidad de 40 

mi de glóbulos o célu las de oveja compactadas,, centrifugan­

do y separando con sifón  o por descarga sifónioa el líquido 

flo tan te de 200 mi de glóbulos ro jos de oveja de nueva epor 

5 taoión, dispersados en una solución de Alserver, y lavando 

desoues de esto tre s veces con solución salin a al 0,85%, 

utilizando 120 a 200 mi de solución sa lin a  por lavado. A 

estas célu las se añadieron 460 mi de la  anterior soluoión 

salin a y 500 mi de una solución de formalina a l 3% con pH 

lo 7 ,3 . La suspensión resultante fue mezclada y dejada reposar 

durante 18 a 20 horas a 373(3. Entonces, la s  célu las fueron 

separadas por oentrifugaoión y lavadas 5 veoes con aproxima 

damente 200 mi de agua d estilad a  por lavado. Se anadio su­

fic ien te  cantidad de agua destilada para obtener una suspen 

15 sión a l 10% de la s  oélulas. Esta suspensión fue almacenada 

a 430 hasta su u tilización  para la  adsorción.

célu las microbianas. Se obtuvieron célu las de E. Po­

l i  oultivando una mucosa in testin a l de un conejo de labora­

torio muerto en un oaldo de cultivo de infusión de cerebro 

2o y oorazón (I.C .C .). Un volumen de 68 mi de un oultivo bien 

desarrollado (durante 18 horas) fue utilizado para inooular 

3 l i t r o s  de ICC que había sido investigado previamente en 

cuanto a e ste r ilid ad . Entonces la s  oélulas fueron incuba­

das durante 4 1/2 horas a 373C con agitaoión. Se encontró 

25 que l a s  c& ulas resu ltan tes eran de tamaño y forma unifor­

mes.

Preparación del sistema indicador. Los S l i t r o s  de 

oélulas de E. Coli suspendidas fueron centrifugados a 1C000 

rnm durante 10 minutos para separar el flu ido  en exceso de 

So la s  oéiulas compactadas. El líquido flo tan te fue separado

3414
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oon sifón  o descarga sifon ica y la s  célu las compactadas re­

manentes fueron puestas en contacto oon aproximadamente 45 

mi de solución de formaldehido al37% tratada con carbonato 

de caloio, con el fin  de asegurar la  destruooión o muerte 

de la s  células de E. C oli. Se dejó que la  foraalina perma­

neciese en oontacto con la s  células durante una hora, des­

pués de cuyo tiempo la s  células fueron lavadas tre s veoes 

oon la  anterior solución salina, y después de esto  fueron 

suspendidas en 1600 mi de solución de formaldebido a l 1% 

durante 41 horas a l a  temperatura ambiente (2 5 sc), Enton­

ces estas células fueron centrifugadas y recuperadas en for 

ma de células compactadas tratadas oon agante de conserva­

ción. Estas oélulas compactadas fueron suspendidas entonces 

de nuevo con 500 mi de la  anterior solución salina, y fue­

ron almacenadas a 4ac. La concentración de células era de 

4,j, medida en un hematécrito.

Una porción de la  anterior suspensión de células 

fue centrifugada para recuperar un volumen de células com­

pactadas, y se retiraron 0,5 mi de la s  oélulas compactadas 

y se añadieron a 10 mi de la  anterior solución salina a la  

que se habían añadido 20 mg de CGTH, 12 mi del tanón de fos 

fato y 40 mi de soluoión diluida de BDB, preparada combinan 

do 8 mi de BdB oon 32 mi del tampón de fo sfato . El CGTH te­

nía una aotividad de 3600 U.I. por mg y se obtuvo de l a  f i r  

ma Vitamerioan Corp. Esta mezcla fue agitada de forma conti 

nua durante 20 minutos a l a  temperatura ambiente, y después 

de esto se recuperó por centrifugación el sistema indicador 

formado, y se lavó tre s veces con la  solución salina anterior 

y después de esto se centrifugé y volvié a suspender en una 

diluoion de 1:50 de albúmina de suero bovino (a l 30^) en la

5 4 1 4 9 51 6 .6 .6 7
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solución sa lin a  anterior. La albúmina de suero bovino, ASB, 

fue obtenida de la  firma Armour and Co.

La suspensión resultante del sistema indicador exhi­

bió un color parduzco y se encontró que era estable por to­

do un amplio margen de temperaturas.

Experimentación preliminar con aL sistema indicador. 

Para determinar la s  cantidades menores de CGTH susceptibles 

de ser detectadas, se prepararon muestras de orina normal, 

añadiendo a la s  mismas cantidades conocidas de CGTH. Enton­

ces, el sistema indi oador anteriormente preparado se empleó 

juntamente con el anterior anticuerpo para CGTH (Ac-CGTH) 

para rea lizar ensayos de aglutinación del tipo  para porta­

objetos.

Para e sta  experimentación, el anterior sistema jndjL 

oador fue suspendido de nuevo en suficien te cantidad de so­

lución sa lin a  y de ASB 1:50 para obtener una concentración 

de 8/ de cé lu las. Seguidamente, se prepararon tre s d ilucio­

nes de l a  anterior solución de anticuerpos, diluyendo una 

parte de la  solución de anticuerpos con 250 partes de l a  

solución saLina anterior, con 500 partes de la  solución sa­

lin a , y con 1000 partes de la  solución salina. Estas d ilu­

ciones fueron titu ladas, respectivamente, oomo de 1:250 y 

1:500 y 1:1000. Se prepararon muestra de orina, con oada 

una de la s  sigu ientes concentraciones de CGTH, añadiendo 

0,25 mi de una solución de reserva de 4 mg de CGTR/ml de so 

lución salina (3600 U.I./mg) a 100 mi de una muestra ¿e ori 

na de hembra normal no embarazada, y diluyendo después en 

serie  con solución sa lin a : oon 2,25, 4, 5, 6, 9, 18 y 36 

U .I. de CGTH/ml de orina y solución sa lin a . Se dejó a un l a  

do, en calidad de testigo  o comparación, una porción de la

16 .6 .6 7 -  28
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maestra de orina.

Una gota de oada una de la s  muestra de orina fue mejz 

d ad a  con una gota de la  dilución apropiada de anticuerpos, 

y fue mezclada sobre un portaobjetos. Después de esto, se 

añadió a l a s  células, que ya se encontraban sobre el porta­

objetos, una gota de la  anterior suspensión al 8,'J de s i s te ­

ma indicador, y se mezcló, Los resultados de esta serie  de 

enssyos están indicados en la  tab la  1, siguiente, en que 

" - " representa aglutinación y por lo  tanto un dibujo gra­

nulado en la suspensión que se encuentra sobra e l portaobje­

to s, y " 4 " representa un dibujo no aglutinado l iso  sobre 

el portaobjetos.

TABLA I

Concentración de Diluciones de Ao-CGTH
CGTH en la  orina 

U .I./m l. 1:250 1:500 1:1000

0 Testigo o oon- 
tro l - «M —

2.25 - - -

4.8 - - 4

6.0 - * 4

9.0 *4 4 &

:ie .o 4 4 ¿

36.0 4 4

25 La tab la  1 muestra que cuando no está  presente CGTH

en la orina, hqy aglutinación debido al hecho de que la  mués

tra  de orina no contiene CGTH que puede reaccionar preferen-/
tómente con el Ao-CGTH, y de esta manera el anticuerpo se 

aglutina oon el sistema indicador, y forma un dibujo o aspe¿ 

3o to granulado de células aglomeradas o arracimadas sobre la

341495
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porción humedecida del portaobjetos. Añadiendo 2,25 U .I ./  

mi de OGTH a la  muestra de orina, todavía hay su ficien te 

Ac-OGTH presente en el sistema para reaccionar con todo el 

OGTH y causar la  aglomeración de la s  cálalas, o aglutinación, 

incluso en l a  dilución 1:1000. Guando se  ensayó la  muestra 

de orina que contenía 4,5 U.I./ml con la s  tre s  diluciones 

de Ac-GGTH, el anticuerpo había reaccionado totalmente oon 

el GGIH entre la s  diluciones de 1:500 y 1:1000, de forma que 

el dibujo de l a  dilución 1:1000 no es granulado sino que es 

un dibujo l i s o  de células de sistema indicador suspendidas 

indi oando que no hay aglutinación. Se puede observar que 

oon 6,0 U.I. de CGTH/ml, la  cantidad neoesaria de anticuer­

po se presenta entre la s  diluciones de 1:250 y 1:500 ta l co 

mo se podía esperar, ya que está  presente una mayor canti­

dad de CGTH, y por lo  tanto es necesaria una cantidad mayor 

de Ao-CGBH para reaccionar completamente con el CGTH, con 

el fin  de hacer que aparezca un dibujo granulado con la  d i­

lución 1:250. A p a r t ir  de la  tab la  1 se puede observar en­

tonces que se pueden deteotar cantidades muy pequeñas, de 

aproximadamente 4 ,5 ,U .I, de CGTH/ml de orina, utilizando ba 

ja s  concentraciones de Ao-CGTH en el sistema de ensayo, a 

saber diluciones de 1:1000 o menores. Se ha encontrado tam- 

bión que doblando la  cantidad de orina u tilizad a  hasta dos 

gotas, se pueden detectar cantidades tan pequeñas como 2 U. 

I .  de CGTH/ml de orina.

Con el f in  de ensayar los tiempos exactos de forma­

ción de lo s  dibujos granulados en un margen de concentracio­

nes de Ao-CGTH y de cábulas, se llevó  a cabo la  siguiente 

exp eriment aci ón adici onal.

Porciones de sistema indicador fueron suspendidas

3o -
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de nuevo en suficiente cantidad de la  anterior dilución 

1:50 de AS3 en solución salina, para preparar oonoentraoio- 

nes de 0 ,625,5, 1,25)5, 2,5)5 y 5)5 de oólulas. Seguidamente, 

se prepararon una serie  de diluoiones de solución de Ao- 

CGTH oon la  anterior ASB 1:50 en solución salina, para obte 

ner diluciones de l:12ó, 1:250, 1:500, 1:1000. 1:2000, 

1:4000, 1:8000 y 1:16000. Se aplicaron por goteo 4 gotas de 

cada una de la s  diluciones de Ao-CGTH en f i l a s  para le las se 

paradas, a lo  largo de la  superficie de una placa de vidrio 

oon trama de rayas cruzadas. A l a  primera gota de cada una 

de estas diluoiones se añadió una gota de la  concentración 

más baja de suspensiones de célu las de sistema indicador.

A l a  segunda gota de oada una de la s  diluoiones de Ao-CGTH 

se añadió una gota de la  suspensión a l  1,25,5, y a la  terce­

ra y cuarta gotas de oada una de la s  diluoiones se añadió, 

respectivamente, una gota de la s  suspensiones de célu las al 

2,5,5 y a l 8,5. Los resultados e staá  mostrados en la  tabla 2 

siguiente, en la  cual e sta  dado en segundos e l tiempo nece­

sario  para l a  formación de un dibujo de eglutinaoión granu­

lado, para oada una de la s  mezclas de ensayo. Una "S" indi­

ca que había oantidad insuficiente de AC-CGTH en l a  dilu- - 

oión particu lar de anticuerpos, para producir la  aglutina-  ̂

oión de la s  oólulas, y por lo tanto el dibujo permaneoía lii

! so.

t
}
¡
}
¡¡
ii

- 31 -
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TABLA I I

____________Tiempos de aglutinación, segundos ______ _

S is te —
ma In- Dilución de Ao-CGTH
dioador 
Oonoen- 

8 tración
%________ 1:125 1350 1 :500 1:1000 1:2000 1:4QC0 3:8000 I¿L6W

0.625 34 50 213 85 107 280 S S

1.25 31 30 36 58 56 150 120 S

2 .5 25 31 43 62 92 140 s s
5 .0 35 30 55 60 75 S s  s

Los tiempos neoesario s paz a l a aglutinación, regiS'

trados ea l a  ta b la  2, muestran que es necesario un periodo 

de tiempo relativamente corto para determinar e l fenómeno 

18 de aglutinación él cual, en un ensayo re a l, representa un 

resultado negativo en cuanto a l  embarazo. Por lo  tanto, se 

puede descartar el embarazo mediante un ensayo de aglutina­

ción en portaobjetos con e l anterior sistema indicador, en ' 

aproximadamente 1 minuto o menos. Este es un periodo de 

2o tiempo mucho más corto que e l  que se requiere para lo s  s i s ­

temas de agLutinaoión dél tipo  de tubo, basados en glóbulos 

. ro jo s. Igualmente, lo s dibujos que distinguen la  aglutina- 

' ción de l a  no aglutinación están marcados muy claramente,

' y estos ensayos no muestran esencialmente dibujos dudosos 

25 ; intermedios. De esta  manera, es posible seleccionar lo s

i reactivos de manera que se puedan obtener lo s dibujos o l a - - 
! ' 
I ramea te  definidos requeridos para el dianóstico del etnbara-
i

20  .

La tabla 2 muestra tambión que se puede emplear un 

3o amplio margen de diluciones de AC-CGTH, igual que un amplio

¡ 341495
1 6 .6 .6 7
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margen de concentraciones de indicador. La concentración del 

sistema indicador s i  dilación 1 : 50 de ASB en solución sa­

nara un sistema de ensqyo apto para ser u tilizado .

Con el fin  de ensayar el sistema indicador del ejem­

plo II  con 16 muestras reales de orina, se obtuvieron mues­

tra s  de orina de 16 hembras no embarazadas, cuatro de la s  

ouales desarrollaban progranas regulares de píldoras anti­

conceptivas. El método de experimentación era e l mismo que 

se indicó anteriormente. Esto es, una gota de la  muestra 

de orina fue mezclada con una gota de una dilución 1 : 1000 

de Ac-CGüR, y despuós se colocó una gota de esta  mazóla so­

bre un portaobjetos de vidrio y a la  mezcla, ya presente so­

bre el portaobjetos, se áiadió una gota de una suspensión 

al 4 del anterior sistema indicador. En todos lo s 16 oa- ! 

sos se encontró un dibujo granulado gue indicaba aglutina­

ción, y por lo tanto ausencia de embarazo, Este tipo de ex­

perimentación da una evidencia lim itada de que los resu lta­

dos positivos fa lso s  no constituyen mía d ificu ltad  del an- . 

terio r sistema indicador, y que para este tipo particu lar 

de experimentación, no interfieren  lo s n iveles de hormonas 

' que resultan de programas anticonceptivos activos.

Ensayos clín icos utilizando un sistema indicador.

Se reoibieron 31 muestras congeladas de orina y se realiza- 

- ron ensayos an forma de un estudio a ciegas, en el cual ;

' eran desconocidos lo s estados de la s  pacientes de la s  que i 
se habían tomado la s  muestras. Se incluyó en calidad de te s  

' tigo o oontrol una muestra de orina de hembra embarazada oo 

nocida, y en calidad de otro testigo  o control se incluyó 

! una muestra de orina de hembra no embarazada conocida. Se! i

lin a  puede ser desde meaos de 1 ^ hasta aproximadamente 12,j

16.6.67 ** <3)0 "



realizaron ensayos s i  portaobjetos de la  manera anterior, 

y se compararon con ensayos en portaobjetos realizados so- 

; bre la s  mismas maestras de orina con un ensayo de embarazo

s i  portaobjetos, comercialmente disponible, basado s i un 

8 sistema indicador de partí otilas de lá tex  en combinación con 

OG'iií.

El sistema indicador se u tiliz ó  en la  íbraa de una 

suspensión al 4 La solución de anticuemos con sistía  en 

una dilución de 1 : 1000 de la  anterior solución de ai t i ­

lo  ouerpos eñ solución sa lin a . El procedimiento de ensayo con­

s i s t í a  ai mezclar una gota de cada una de la s  muestras de 

orina junto con una gota de la  solución de anticuerpos y 

colocar entonces una gota de e sta  mezcla sobre una superfi­

cie limpia de portaobjetos de vidrio, a l  adi r  a esto una go- 

18 ; ta  de la  suspensión de sistema indicador a l 4 /j, y mezclar.; 

Entonces lo s  resultados se registraron como positivos, 4 , 

por l a  presencia de un dibujo l iso  que mostraba que l a  aglu 

tinación había sido inhibida e indicando por lo  tanto emba­

razo, y como negativos, - , por l a  presencia de un dibujo 

2o granulado que mostraba aglutinación, e indicando por lo  

tanto ausencia de embarazo.

El enssyo comercialmente disponible se realizó  ajus­

tándose estrictamente con la s  instrucciones contenidas en 

el envase, y se registraron los resultados con respecto a  ̂

28 la  presencia o ausencia de ombarazo. Los resultados fueron .

- lo s indicados en la  tabla 8 siguiente.

041 6 .6 .6 7
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IJuestra áe orina 
incógnita n^

1

5 2

4

3

6

lo  7

8

9

1C

, 11

15 12

13

14

15

16

2o 17

' 18

19

20

: 21

25 22

' ¡ 23

' 24

23 

26

So 27

Sistena indicador Ensqyo comercial en
del Ejemnlo II cnanto a embarazo.

A

A

A

A

4
i

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4
A

no se efecto
A

A

4
A

no se efeotnó

A"

A
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(Tabla S continuación)
Muestra de orina Sistema, indicador Ensayo comercial en
incógnita na del Ejemplo I I  ouanto a embarazo

28 * A

29 4 i

5 30 no se  efectuó

31 4 no se  efectuó

A partir  de la  tabla anterior, se puede observar 

que todas la s  31 muestras de orina indicaron ser de mujeres 

lo  'embarazadas, de acuerdo con e l sistema indicador del ejemplo 

I I .  Once de la s  27 muestras de orina que fueron ensayadas 

con el ensayo de embarazo comercialmeate disponible indica­

ron ser negativas, indicando ausencia de embarazo. Cuando se 

reveló él secreto, se  descubrió que todas la s  muestras de 

Ib orina desconocidas procedían de hembras embarazadas, varian­

do l a  gestación entre unas pocas semanas y 8-1/2 meses.

Ha orina de hembra embarazada y la  orina de hembra 

no embarazada conocida Rieron ensayadas solo con el sistema ' 

indicador del ejemplo II , y por lo  tanto no fueron incluidas 

3o ai la  Tabla 3. Tal como era de esperar, lo s  resultados eran 

uno negativo para l a  orina de hembra no embarazada y uno po­

s it iv o  para la  orina de hembra embarazada que se encontraba 

en l a  octava semana de gestación. ;

Ejemplo I I I .-  A diferencia del Ejemplo I I  anterior, 

25 se preparó un sistema indicador de acuerdo con una reacción 

de dos etapas, añadiendo en primer lugar la s  célu las de E. 

Coli a una solución tampón, y añadiendo después de esto una 

solución de BDB para formar un indicador inmunologico. para 

preparar un sistema indicador, se  añadió después una solu- 

3o ción de CGTH, y se llevó a cabo l a  reacción de copulación.

34149516.8 .67 - 36 -



Preparación de reactivos

'lampón de fosfato y solución saj.ina, pH 7 ,0 . 150 mi 

de una solución de fosfato  disódico y solución salina se va­

loraron hasta pH 7, con 75 mi de solución de fo sfato  monoso- 

5 dico y solución sa lin a . La primera solución Ríe preparada 

mezclando 150 ral de solución 0,5 H de nagHP0^.7Hg0 con 350 

mi de agua destilada deslonizada, y 500 mi de solución s a l i ­

na al 0,85 ,j. Se preparó la  solución de fosfato  monosódico 

y solución salin a mezclando 150 mi de EaHgl'O .̂HgO, 0,5 M., 

lo  con 350 mi de agua desionizada destilada y 300 mi de solu­

ción sa lin a al 0,85 ,.í.

Tampón de fosfato y solución sáLina, pH 7 ,5 . Se va­

loraron hasta pH 7,5, 180 mi de la  anterior solución salina 

de fosfato di sódico, con la  anterior solución sa lin a do fos- 

15 fato monosódico.

Solución de BDB. Se añadió un volumen de bencidina.; 

2HC1 0,025 i: en EC1 0,36 H, a un volumen de EaNOg 0,1 H en '

;agua desionizada destilada, y se dejó reaccionar durante 

2 minutos a la  mezcla resultante. Esta fue valorada entonoes 

2o hasta pE 7,0, con una mezola de volúmenes iguales del ante­

rior tampón de fo sfato  y solución salina, de pH 7,0, y EaOH 

0,31 1.1 en agua destilada. Inmediatamente después de esto, ¡ 

partes alícuotas de 6 mi y 2 mi de la  solución de BDB Rieron

¡colocadas en recipientes que fueron tapados, cerrados herme!-
! , i25 ¡tioamente y congelados hasta -833 c . El BDB fue desoongela-;
i * t
j do hasta 4a C cuando era necesario.
* /
' Células de E.Coli fueron formalinizadas de la mane-
1
ra indicada en el Ejemplo II  y entonces fueron preparadas 

en fortna de una suspensión de células al 1,4 ¿J, y fueron
' t

3o ¡introducidas con pipeta en ui tubo de centrifuga de 50 mi, :

341495 ^1 6 .6 .6  7 -  37 -
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y fu.eyou centrifugadas a 51QO rpm. durante 15 minutos. En­

tonces se desecnó el líquido flotan te , y la s  células compac­

tadas fueron suspendidas de nuevo mezclando en primer lugar 

ea un mezolador de torbellino o ciclón, hasta que fue v is i -  

5 ble un preparado homogéneo, y añadiendo entonoes 20 mi de 

l a  solución salin a del Ejemplo I I .  Entonces la s  células fue- 

ion centrifugadas y se desechó un líquido flotan te . Se re ­

p itió  este lavado con solución salina con dos lavados adicio­

nales. Una cantidad de 0,2 mi de la s  célu las compactadas ra­

lo saltan tes fue suspendida entonces en 2 mi de la anterior so­

lución sa lin a . Entonces, e sta  suspensión fue almacenada a ; 

da O durante 1 hora. Después de este tiempo, se añadieron 

2 mi de u .a di lucí ón 1 : o de l a  anterior solución de BDB 

ai la  solución de fosfato del Ejemplo II , y se colocaron 

Ib ai un agitador rotatorio  a 42 C durante 50 minutos en la

oscuridad. Entonces, l a s  célu las fueron centrifugadas duran­

te b minutos a 43 c y fueron lavadas dos veces con 4 mi de 

tampón fr ió  de fosfato  y solución salin a , de pE 7,5, para 

producir una suspensión relativamente estable.

3o Después de esto , se añadieron a la  suspensión de

células 1,6 mi de tampón fr ío  de fo sfato  y solución sa lin a  

de pK 7,5 y 0,8 mi de OGTH en 6 mi de solución salin a

(4 mg/ml). Se preparó para la  experimentación el sistema

25

indicador resultante lavando el preparado una vez con 2b mi 

de AS3 1 : 50 en solución sa lin a , centrifugando a 3000 rpm 

durante o minutos y volviendo a suspender en un mezolador 

de torbellino o ciclón. Se añadió entonces O,  ̂ mi de solu.-

ción de ASB 1 : 50 en solución salin a para volver a suspen­

der e l sistema indicador para almacaiar en un refrigerador. 

3o i Una porción de 0,5 mi de la  anterior prqiaración fue colo- .
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oada en un agitador a l a  temperatura ambiente durante 4 ho­

ra s . Después, la  suspensión fue colocada en un agitador a 

3730 durante 1 hora. Después la  suspensión fue lavada dos 

veces en la anterior solución salina y una vez oon ASB 1:50 

en solución salin a . Después la s  células fueron suspendidas 

de nuevo hasta 0,3 mi en ASB 1:50 en solución salina, para 

dar una oonoentración de 10/5 de cólulas.

Despuós de esto , se llevó a cabo un ensayo de aglu­

tinación indirecta mezclando una gota de la suspensión da 

cólulas con una gota de cada una de 3 diluciones orecientes 

de solución de anticuerpos. Las diluciones eran de 1:250, 

1:500 y 1:1000. Se formó un dibujo l is o , indicando una bue­

na aglutinación indirecta, para ambas diluciones de 1:1C00, 

aunque no tan inerte o orno la s  otras dos, se oonsideró que 

era una aglutinación homogénea. Esto demuestra que el mate­

r ia l  indicador del presente invento puede ser preparado y 

almacenado separadamente y empleado después de esto para oo 

pular materiales antigónioos que pueden se r  utilizados u lte 

riormente para la  experimentación.

Ejemplo IV.- Se preparó un sistema indicador inmuno 

lógico para ensayar muestras de orina en cuanto a la  presen 

: oia de CuTH, oopulando CGTH humana sobre células de levadu- 

' ra mediante el agenta copulador químico BDB. Se u tilizó  el : 

sistema indicador en unión oon eL anticue ip o para CGTH, pa­

ra  desarro llar un ensayo de inhibición de la aglutinación. : 

Se pesó 1 g (l'O  g) de Saccharomyces oerevisiae,  ̂

-y se lavó tre s veces con 200 mi de la  anterior solución /Sa­

lin a . La levadura empleada era la  vendida bajo la  designa­

ción comercial Levadura Seca Activa de Fleischmann. Entonces 

la s  células de levadura fueron suspendidas de nuevo en 400 i

5 4 1 4 9 5
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mi de soluoión de íormaldehido a l l ;j  m solución sa lin a . La 

suspensión fue dejada a l a  temperatura ambiente durante 24 

horas, con agitación ocasional. Entonces la s  célu las fueron 

centrifugadas a 2000 rpm. durante 10 minutos y el volumen 

de células compactadas fue retirado y almaoenado en 200 mi 

- de l a  solución salin a anterior a 4sc. Esta suspensión mostró 

un valor de l,4 ;j en el hematócrito.

A 0,5 mi de la s  células de levadura fornaíinizadas 

compactadas se añadieron 12 mi del anterior tampón de fo s­

fato, y después 6 mi de una solución salina que contenía 20 

mg de OGfH/lO mi, y después de esto la s  células fueren pues 

ta s  en contacto con 40 mi de una dilución 1:5 de l a  anterior 

solución de BDB. La reacción transcurrió con agitación con­

tinua durante 20 minutos a la  temperatura ambiente. Se reco 

gió el sistema indicador resultante por centrifugación, y 

lavando tre s veoes en l a  anterior solución sa lin a , y des­

pués de lo  cual la s  células compactadas fueron suspendidas 

de nuevo en una dilución 1:50 de ASB en solución sa lin a . La 

suspensión resultante mostró un valor de 6,ó en el hematóori 

to .

Esta suspensión de células al fue u tilizad a  en­

tonces con una dilución de 1:500 de Ac-GGTE para ensayar en

25

5o

cuanto a la  presencia de CGTH en dos muestras de orina. Una 

porción de 0,2 mi de l a  suspensión de células a l 6,J fue l a ­

vada una vez y fue dilu ida con dilución 1:50 de ASB en so- ¡ 

i lucí ón sa lin a  hasta la  concentración orig in al, con el fin  ; 

de tener un volumen fin a l de 0,2 mi. Una gota de una mues­

tra  de orina de hembra embarazada conocida fue mezclada a

' una gota de la  solución de Ao-CGTH y fue dejada durante 2 

minutos, y después se colocó sobre un portaobjetos de vidrio

i
¿y s j

<1 6 .6 .6 7
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una ónioa gota de la  mezcla. Entonces, una gota del sistema 

indicador fue mezclada con el material sobre e l portaobjetos. 

Apareció un dibujo l iso  indicando embarazo. Se repitió  el 

ensayo oon una orina de hembra no embarazada, y se formó unn 

dibujo aglutinado granulado en un corto tiempo.

Este ejemnlo ilu stra  que se pueden u t i l iz a r  células 

de levadura en calidad de partícu las indicadoras para lo s  

sistemas indicadores. E stas célu las ofrecen la  ventaja de 

encontrarse actualmente disponibles comercialmente en una 

forma seca y estable.

Ejemolo V.- Se preparo un sistema indicador u t i l i ­

zando E, Coli en calidad de células microbianas, una carbo- 

diimida como agente de copulación, y CGTH como sustancia an 

tigénioa. Se u tiliz ó  entonces este sistema indicador para 

ambos ensayos de aglutinación y de inhibioión de la  aglu ti-, 

¡nación.

Preparación de reactivos.

Células microbianas. Se hicieron crecer células de ' 

E. C oli, se cosecharon y trataron oon formaldehido de la  ma 

ñera descrita en el Ejemplo I I .  Se preparó de esta manera 

un volumen de 20 mi de una suspensión al 2,3,j. Esta suspon- 

. sión fue centrifugada y se  recuperaron 0,5 mi* de células com 

pactadas, para u tiliza rse  en la  preparación del sistema in-! 

di oador.

i Agente de oonulación. Se disolvieron 0,2 g de N,N'-j

¡d iciclohexil oarbodiimida en .0,5 mi de tetrahldrofurano, y j 

después se añadieron a la solución 1 ,0  mi de agua d estila- ' 

ida. ' !

Sustancia antigénioa. Se disolvieron 40 mg de CGTH i 

en 2 mi de agua destilada. El CGTH utilizado tenía una aoti-

¡ 3 4 1 4 9 5  !
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vidád de 2590 U. I./mg y se obtuvo de la  firma Vitamerioan 

Coro. L itt le  F a lls , llueva York, o llueva Jersey.

Solución de Ao-CG2H. Se u tilizaron  porciones de l a  

solución de anticuerpos y de la  solución sa lin a  al 0,85% 

preparadas para el Ejemplo I I , para preparar diluciones de 

1:50, 1:100 y 1:200 de la  Ao-CGTH.

Preparación del sistema indicador. El volumen de 

0,3 mi de oelulas compactadas de E. Coli fue lavado 5 veoes 

con agua f r ía  y fue suspendido después en los 2 mi de solu- 

oión de COTE. Entonces, la  solución de agente de copulación 

fue añadida a la s  célu las suspendidas y al CGTH, con el fin  

de copularlos. La mezcla fue agitada y después fue dejada 

reposar durante 24 horas a 25 RC. Se realizaron entonces lo s  

siguientes lavados para lib e ra r  al sistema indicador forma­

do de cualesquiera ii.nurezas arrastradas: 3 veces co.u solu­

ción 0,01M de carbonato de sodio, 3 veoes con HC1 0,01 H,

3 veces con agua destilada, 1 vez con NaCl al 1% (pH 2,3)

1 vez con una dilución de 1:20 del fo sfato  y solución s a l i ­

na déL Ejemplo I I I  en solución sa lin a  áL 0 ,83,Ó (pH 7 ,0 ), y 

1 vez con una dilución de 1:50 de ASB en solución sa lin a  a l 

0,85%. El sistema indicador lavado fue suspendido entonoes 

de nuevo hasta una concentración de 8% de cóiulas en dilu-  ̂

ción 1:50 de ASB en solución sa lin a  de 0,85%. Esta suspen­

sión al 8% fue almacenada en una oamara fr ig o f if io a  y fue 

retirada para la  experimentación, ta l  como se  indica seguí-: 

damente.

; Se realizó  una aglutinación preliminar mezolando una

gota de cada una de la s  anteriores diluciones de anticuerpos 

con una gota de la  suspensión de sistema indi oador en zonas 

separadas sobre una placa de* v id rio . Se realizó  un ensayo
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testigo  mezclando una gota de una dilución de 1:50 de sue­

ro de conejo normal (SON), en solución salina al 0,85%, con 

una gota de la  suspensión de sistema indicador en una zona 

separada de l a  misma placa. Los resultados están indicados 

5 en la  Tabla 4 siguiente, en la  oual l a  le tra  "L" designa un 

dibujo liso  y por lo  tanto no aglutinado, y la  "0" designa 

un dibujo granulado y ñor lo tanto aglutinado.

TABLA IV

lo  _____________ Ensayos de aglutinación indirecta___________

Sistema Diluciones de anticuerpo Testigo o control
indicador 1:50 1:100 1:200 sen

Ejemplo T,
8% G G L L

1 5 * * r

La tabla 4 muestra que tuvo lugar aglutinación oon ' 

la s  diluciones 1:50 y 1:100 pero que estaba presente una 

cantidad insuficiente de Ac-CGTK en l a  dilución de 1:200 pa 

ra producir la  aglutinación del sistema indicador. El ensa- 

2o yo testigo  o de comparación mostró un dibujo l iso , indican­

do que e l sistema no se aglutina espontáneamente con la  so- 

ilación de SON. '

Se realizó  un experimento adicional mezclando 0,5 

mi de una muestra de orina de hembra embarazada con 0,5 mi 

25 de la  dilución de 1:100 de anticuerpo en un tubo de ensayo,: 

-y dejando reposar a esta mezcla durante 5 minutos a 253(3. 

Entonces se re tiró  una gota del tubo de ensayo y se mezcló ; 

con una gota de la  suspensión al 8% de sistema indicador s ¿  

ibre un portaobjetos de v idrio . Se observó un dibujo l is o ,

So "L", indicando que la  aglutinación del sistema indicador por

1 6 .6 .6 7



el Ac-CGTH había sido inhibida por e l  CGTH presente en l a  

maestra de orina.

Se rep itió  el ensayo utilizando 0,5 mL de una mues­

tra  de orina de hembra no embarazada oon e l resultado de que 

5 en un corto tiempo se desarrollo un dibujo granular, "G".

Este ejemplo muestra que se  puede emplear una car- 

bodiimida en calidad de agente de copulación para unir sus­

tancias antigónioas con células microbianas.

Ejemplo VI. Se prepararon dos sistemas indicadores 

lo adicionales de acuerdo con el Ejemplo Y. Los antígonos u ti­

lizados fueron albúmina de suero humano (ASE) y gamma-globu 

lin a  de oaballo. El sistema indicador para ASE se preparo 

utilizando 10 mg de ASE por 0,35 mi de volumen de célu las 

oompaotadas de E.Ooli en lugar del CGTH. El sistema indica- 

15 dor para l a  gamma globulina de oaballo se preparó u tilizan ­

do 40 mg de este  antígeno por 0,35 mi de volumen de célu las 

compactadas de E. Poli en lugar del CGTH.

Se realizó  un ensayo de aglutinación mezclando una 

gota de oada uno de lo s  sistemas indicadores preparados,

2o con una gota de una dilución de 1:10 de sus repestivos an­

tisueros en solución sa lin a  al 0,85%. Se preparó una mues­

tra  testigo  de comparación para cada ensayo utilizando una 

gota de una dilución de 1:10 de suero de conejo normal en 

solución salin a a l 0,85%.

25 Cada una de la s  gotas de antisuero produjeron un

buen dibujo de aglutinación de lo s  respectivos sistemas in­

dicadores. El suero de conejo normal no produjo aglutinacio 

nes.

bo

Ejemplo V II.- Se repitieron lo s  sistemas indicado­

res y lo s ensayos de aglutinación del Ejemplo VI, .ccm resul

4
1 6 .6 .6 7
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tados ideáticos, utilizando perclorato de lü-t-batil-6-metil- 

isoxazolio, Gíi lugar del agente de copulación de carbodiind

lo

16

So

26

3o

1 6 .6 .6 7

Ejemplo II y centrifugando durante 6 a 10 minutos para sepa 

rar la  soluoién flo tan te . Entonces, la s  células fueron lava 

das cuatro veces oon agua f r ía  y después fueron suspendidas 

de nuevo en 20 mi de bicarbonato de sodio al 0,1^ en agua 

destilada. Se anadié entonces una oantidad de 3 ng de anhí­

drido saccínioo, y se agitaron la s  células durante la  noche 

a 4se. Las célu las fueron entonces centrifugadas y lavadas 

tre s veces adicionales con agua, después de lo  cual la s  oé- 

lu la s  succiniladas fueron suspendidas de nuevo en 6 ni de 

agua destilada. Se u tilizo  entonces una pipeta para añadir 

a la s  célu las 10 m icrolitros de trietilam in a. Seguidamente 

se añadieron 17 mg de perol orato do Ií-t-butil-5-m etilisoxa- 

zolio . Este agente de copulación es conocido también como 

Reactivo "L" de Woodward. El indicador inmunolégioo a sí for 

nado fue utilizado para copular lo s  antígenos indicados en 

el Ejemplo TI an la s  cantidades a l l í  dadas. La albdmina de 

suero humano y la  gamma globulina de caballo copuladas oon 

E. Poli por el método anterior, dieron aglutinaciones cuan 

do reaccionaron con una dilucién de 1:10 de antiíalbúmina de 

suero humano) de conejo y una dilucién de 1:10 de anti(ga- 

mma globulina de caballo) de conejo. Ko se produjo aglutina 

oién por parte de la  dilucién de 1:10 de suero de conejo' 

normal.

Ejemplo V III.- Se prepararon 12 sistemas indicado­

res diferentes siguiendo el Ejemplo II  an cuanto a l a  mane-
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ya de formalinizar la s  cá la las microbismas y copular antí- 

genos con la s  mismas utilizando BDB. Las célu las microbia­

nas u tilizadas fueron: B acillus su b t i l is ,  D aoillus pumilus, 

Lactobaoillus leiohaannii, y Pseudomonas Fragi, y los antí 

genos u tilizados con cada una de estas partícu las indicado­

ras fueron ASH, gamma globulina de oaballo, e insulina hu­

mana. Se realizaron ensayos del tipo de aglutinación en por 

taob je to s.

Las células de B. su b tilis  y B. pumilus fueron ha­

chas crecer de la  misma manera que la s  de E. Poli del Ejem­

plo I I .  Se hizo crecer L. leiohmannii durante el mismo tiem 

po a la  mistna temperatura de 37&0, en un caldo de cultivo 

compuesto de : 890 mi de agua, 100 mi de filtrad o  de jugo 

de tomate, 10 mi de "Baoto-Tween 80", 7,5 g de extracto de 

levadura, 7,5 g de peptona, 10 g de dextrosa y 2 g de fo s­

fato  disádico. El caldo de cultivo tenía un pS de 6,8 y ha­

bía sido tratado en autoclave durante 10 minutos a 12lc c, 

bajo 1,05 kg/om2 manomátrioos para ser e sterilizad o .

El P. frag i fue oult.ivado durante 4,5 horas a la  tem 

peratara ambiente (25^0) en un caldo de cultivo previamente 

esterilizado  oompuesto de : 1 l i t r o  de agua, 5 g de trip to - 

na 5 g de extraoto de levadura, 1 g de dextrosa, y 1 g de 

fo sfato  disodioo.

Entonces, la s  células recolectadas fueron formalini. 

zadas y se u tilizo  un volumen de 0,25 mi de cada una de la s  

células compactadas, de acuerdo oon el método ¿e copulación 

del ajénelo I I , suspendiendo tre s tandas de cada mía de es­

ta s células en 6 mi del tampán de fo sfa te  de este  ejemplo, 

y añadiendo entonces, a cada una de l a s  porciones de l a s  cé­

lu la s  suspendidas, lo s siguientes antígenos di sueltos en

-  46
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5 mi de solución salina al 0,85 ¿S: 3 mg de ASM, 40 mg de 

gamma globulina de caballo y 30 mg de insulina. Después de 

esto, se anadiaron 20 mi de una dilución de 1 : 5 de la  so­

lución de 3BB del Ejemplo I I  en tampón de fosfato , para l le -  

5 var a oabo reacciones de copulación sim ilares.

Cada uno de lo s 12 indicadores fue ensayado oon sus 

respeotivos anticuar!)os y con muestras testigo  de suero nor­

mal. Los sistemas indicadores de ASH y de gamma globulina 

de caballo fueron ensayados, respectivamente, con una dilu­

lo ción de 1 : 50 de anti-ASií de conejo y anti-fgamua globuli­

na de caballo) de oonejo, en solución salin a , mientras que 

lo s  sistemas indicadores de insulina fueron ensayados con 

un anti(suero de insulina) de cobaya no diluido, en solución 

sa lin a . Las muestras testigo  de comparación de cada una de : 

15 lo s 12 ensayos se prepararon con una dilución de 1 : 10 de 

suero de conejo normal en solución salin a . Los antiouexpos 

para cada uno de lo s antigenos aglutinaron cada uno de lo s 

4 sistemas indioadoros preparados oon lo s antígenos indivi­

duales, y no se encontró aglutinación en la s  muestras te s t i-

2o go.

Hedíante el presente invento se proporciona un am-

25

!p lio  margen de indicadores innunologicos del tipo de "cé­

lu la s  microbianas-agente de copulación". Estos pueden ser ! 

añedidos a sustancias antigénicas para proporcionar s is te -  j 

¡mas indicadores inmunológicos del tipo de "célu las miorobiaj- 

inas-agente de copulación-sustancia antigénica" que se pueden 

' u t iliz a r  para construir un amplio margen de ensayos y dispo­

s itiv o s  para experimentación.

La presalte so licitud  que corresponde a la  presenta­

do i da ai Estados Unidos de América el 28 de junio de 1.966 con-
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e l  número 560.997 se  acoge a lo s  b e n e fic io s  d e l a r t í c u  

51 d e l v igen te  E sta tu to  sobre Propiedad In d u s t r ia l .

;
5
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Los puntos de invención propia y nueva que se 

presentan para que sean objeto de e sta  so lic itu d  de Pa­

tenta de Invención en España por VEINTE años son lo s  s i ­

guientes:

l a . -  Un método de preparar un indicador inmuno- 

lógico para ser unido químicamente a sustancias antigéni- 

cas, caracterizado por la s  operaciones de poner en contar 

to célu las microbianas con moléculas de un agente de co­

pulación, cada una de la s  cuales tiene a l  menos dos gru­

pos reactivos no ligad os, hacer que uno de dichos grupos 

reactivos forme un enlace químico covalente con dichas cé 

lu la s  microbianas, y mantener e l otro de dichos grupos -  

reactivos en un estado no ligado, con lo  cual dicho indi­

cador es capaz de reaccionar con sustancias antigénicas -  

cuando es puesto en contacto con la s  mismas.

2S .- Un método de acuerdo con la  reivindicación 

1, en que dichas célu las microbianas están seleccionadas 

entre e l  grupo de célu las bacterianas, fungicas, parasito  

lóg icas y de v iru s.

8-5-68 -  48 —
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32 .- Un método de acuerdo con la  reivindicación 

1, en que dichas célu las microbianas son de forma y tama- 

no uniformes, y tienen una dimensión máxima, en una d ire¿ 

ción, de aproximadamente 0,2 a 10 mieras.

43.- Un método de acuerdo con la  reivindicación 

1, en que dichas célu las microbianas son células tratadas 

con agente de conservación.

53.- Un método de acuerdo con la  reivindicación 

1, en que dichas célu las microbianas son célu las colorea­

das y tratadas con agente de conservación.

6 s .-  Un método de acuerdo con la  reivindicación 

1, en que dicho agente de copulación está  seleccionado en 

tre  e l grupo que consiste en bisdiazobencidina, ácido bis. 

diazobencidino d isu lfón ico , tetraazo-p-fenilenodiamina, -  

difluorodinitrobenceno, una carbodiimida, diisocianato -  

de tolueno, cloruro cianúrico, d ic loro-S-triazin a y per— 

clorato de N -t-butil-S-m etil-isoxazolio .

7 s .-  Un método de preparar un indicador inmuno- 

lógico para ser  unido químicamente a sustancias antigéni- 

cas, que comprende la s  operaciones de formar una suspen— 

sión de célu las microbianas y un antígeno, poner en contado 

to dicha suspensión con un agente de copulación que tiene 

a l  menos dos grupos reactivos no ligados, uno de lo s cua­

le s  es susceptible de reaccionar con dichas célu las micro­

bianas, y e l  otro de los cuales es susceptible de reaccio­

nar con dicho antígeno, mantener dicho agente de copula— 

ción en contacto con dichas célu las microbianas y dicho -  

antígeno durante un periodo de tiempo suficien te para pér 

m itir  la  reacción entre lo s mismos, y separar después de 

esto  e l sistema indicador inmunológico resultante de dicha

. . . .  3 4 1 4 9 5
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suspensión líq u id a.

8 s .-  Un método de acuerdo con la  reivindicación 

7, en que dichas célu las microbianas son puestas en con­

tacto  en primer lugar con un agente de conservación, an­

te s  de dicha operación de puesta en contacto.

9 9 Un método de preparar un indicador iumuno 

lógico  para ser unido químicamente a sustancias an tigén i- 

cas.

Tal y como se ha descrito  en la  Memoria que an 

tecede y para lo s  fin es que se han especificado.

Esta Memoria consta de cincuenta hojas e sc r ita s  

a máquina por una so la  de sus caras.

Madrid, 1 4  MAY. 1968

8- 5- 68/RTA..
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