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gque por veinte aios se solicita a favor de Baxter Laboratories
Inc., domiciliada en Morton Grove, Illinois ( [Lsbados Unidos),
de nacionalidad estadounidense, y que ha de recaer gobre

" PROCEDIMIENTO DE CBTEWCIONW DE UN REACYLIVO PARA TEST
SEROLOGICO PARA EL DIAGNOSTICO DE LA SIFILIS "
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Memoria descriptiva

El rogistro de la patente de invencidn que se solicita
tiene por objeto garantizar la explotacibén exclusiva en todo
el territorio nacional y sus posesiones de un procedimiento
de obstencidén de un reactivo para test serolégico para el
diagndstico de la sifiles, conforme se describe a continua-

cidn.



\J1

16

15

25

50

La preseate invencidn se refiere‘é.un reactivo y a
un best para el diagndéstico de la sifilis. Mds particularmente,
esta invencidén concierne al uso de particulas de latex en
la preparacién de un test seroldgico para la sifilis, en vir-
tud de la cual, las particulas de latex son recublertas con
dos antigenos diferentes.

En la actualidad, existen numerosos tests seroldgices
que han sido desarrollados para la diagnosis de la infeccidn
sifilitica. Serologic Tests for Syphilis, Manual 1964, Public
Service Publication ndmero 411 (edicidn revisada 1%64). Mu-
chos de éstos tests diagndsticos son complicados ¥ exigen mu-
cho tiempo.

Una diagnosis seroldgica completa para la sifilis in-
cluye ambos tests: el no-treponemal y el de anticuerpo trepo-
nemal. Los tests no-treponemales incluyen los Gtest de fija-
cidn complementaria de Wassermann y Kolmer, asi como los
tests de microfloculacién de Kahn, Kline, Eagle, Hinton, Mazzi-
ni y VDRL. Los tests para anticuerpo treponemal incluyen el
test de fijacién complementaria de proteina Reiter y Otros
procedimientos tales como los descritos, por ejemplo, por
Deacon y Hunter, Proc. Soc. Exper, Biol. and Med., volumen

110, pdginas 3%52-56 (1962).

Recientemente, se desarrolld un test seroldgico para
sifilis que emplea particulas de latex como un vehiculo para
el antigeno cardiolipin. La aglubinacidén de las particulas del
latex revestidas de cardiolipin en ambos sueros VBRL y Kol-
mer-positivo demostrd actividad sensitiva. Uygda, Amer. J.

Clin. Path., volumen 40, piginas 329-33 (1963) en el test se

emplearon particulas de latex de poliestireno de 0,81 micro-

nes de didmetro.
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En otro reciente desarrollo de un fGest seroldzico para
sifilis, se emwlearon particulas de latex de policstireno de
0,79 micrones de didmetro como vehiculo para el antigeno de pro~
teina Reiter. Bste test de aglutinacidn para anticuerpo trepone-
mal didé una comparacidn #vorable respecto a los tests de fija-

cibn complementaria de proteins Reiter. Stevens, Amer. J. Clin.

Path., volumén 4%, pigina 450-93 (1965).

El resctivo obtenido de acusrdo con el procedimiento
objeto de la presente invencidn permite la realizacidn de un
test para diagndstico de la sifilis, en que se obtiene una
diagnocsis completa, es decir, tanto para los anbicuerpos trepo-
nemales como »nara los no-btregonemales, con una sola unidad reac-
tiva de test, la cual es de operacidn répida y simple. Dicho
brevemente, el procedimiento objeto de la presentve invencidn,
consiste.en el revestimiento de latex de poliestirsno de un ta-
naiio de particula del orden de aproximadamente 0,10 a 0,35 mi-
crones con una combinacidn de antigenos de cardiolipin y protei-
na Reibter,

E1l vehiculo de latex de poliestireno, usado en la prepa-
racidén del reactivo de disgndstico es un polimero de alto peso
molecular producido polimerizando el mondmsro de esbireno en
presencia de agua para formar reticulos espaciales. Las particu-
las de polimero estén, en la fase dispersa, en una suspensién
acuosa y cargadas negabivamente. El latex de poliestirenc es es-
table ante rejetidos ciclos de congelacidn y deshielo e infini-
tamente diluible en aguva. Al parecer, el labtex es auto-estirili-
zante.

#jemplos adecuados de suspensiones de latex de polies-
tireno constituyen los materiales obtenibles de la Monsanto

Chemical Company, bajo la marca comercial " Lytron 615" y de la
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Koppers Company, Inc. bajo la marca comercial "Dylex K-31".

La suspensidn del latex de poliestireno usada en la pre-
paracién del reactivo de diagnéstico de la presente invencidn
constba del drden de aproximadamente 3% a 5% de sélidos y nre-
ferentemente alrededor de 4% de sbélidos. 8i el producto comer—
cialmente disponible es més concentrado, puede ser diluido
a los propbsitos de esta invencidn, mediante medios convencions-
les, para dejurlo en la concentracidn apropiada, con agua Es-
tilada estéril.

Los dos antigenos usados de acuerdo con la presente
invencidn para revestir las particulas del latex de poliesti-
reno, han sido describos en obro lugaxr. El cardiolipin es un
fosfolipido obtenido del corazdén del bugy. Su preparacién.y

composgicidn se han descrito por Pangborn, Proc. Soc. Exc. Biol,

and Med., volumen 48, piginus 484-86 (1941) y J.Biol.Chem.,

volumen 143, pigina 247-56 (1942), volumen 153, piginas 343-43
(1944), volumen 161, piginas 71-82 (1945) y volumen 168, D&~
ginas 351-61 (1947).

£l antigeno cardiolipin consiste generalmente en una
mezcla de cardiolipin, colesterol y lecitina. Una composicién

tal comprende:
0,0%% cardiolipin
0,9 6olesterol
0,2L + 0,01% lecitina

Esta composicién es conocida como antigeno VDRL y se ha des-
crito en los test seroldgicos para sifilis, manual 1944, co-
mo supra., Obros compuestos antigeno de cardiolipin son los

descritos, por ejemplo, por Mazzini
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0,025% cardiolipin

0,2% lecitina

0,75% - 0,9% colesterol

¥ por Kolmer
0,0%% cardiolipin
0,05% lecitina
0,%% colesterol

( Bests Serolégicos para Sifilis, Manual 1964, supra.)

Se comprenderd que los compuestos de antigenés de cardiolipin
descritos arriba y similares, para realizar tests de anticuer-
pos no-treponemales, quedan incluidos dentro del alcance de
esta invencidn.

La proteina Reiter esgti preparada parbtiendo de un
cultivo de treponemas Reiter médiante criolisis y precipitado
de sulfato de amonio. Su preparacién se ha descrito por D’Alessan-

dro y Dardanone, Amer. J. Syph., volumen 27, piginas 137-50

(1953). Bn el test de fijacidén complementaria de proteina Rei-
ter se usa la proteina Reiter. La susbtancia reactiva real no
ha sido definida. La dilucidn optima de antigeno para uso en el
test estd determinada por la reactividad de las varias dilucio-—
nes con sueros humahos sifiliticos conocidos. Bajo estas circuns-
tancias, los miligramos de proteina presentes por mililitro de
solucidén de antigeno, pueden variar en una amplia escala. La
reactividad del antigeno no es directauecnte proporcional a la
cuantia total de proteina resente. En la prictica, la dilucidn
6utima del antigeno comcrcialmente obbtenido para uso en tests
de fijacidén complementaria, tal como se seiala en la etigueba,

es 1: 60. la proteina Reiter stamdarizada es comercialmente
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obtenible de la Sylvaena Chemical Company y de los Laboréborlos Le~
derle. Ia concenbracidn total de probteina en los antigenos esban-
darizados obbenidos de esas Compailias se debermind medianbe es-
pectrofotometria. £l antigeno de Lederle, contenia 0,16550 mg de
proteina por ml de solucidn no diluida, mientras que ¢l de Sylva-
na conteaia 1,05%6 ng de proteina por ml de solucidn no‘hiluida.
gn la priciica de la presente invencidn, la suspéﬁ%ién
de labex de poliestireao ¥ los antigenos de cardiolipin y bfoteina
Reiter son mezclados en una solucibén tampdn acucsa. Normalmense,
el pH de la solucidn tampdn estid por encima de aoroximadawmente
8,0 y preferivlauente es de aproximadamente §,2.0a solucidn tau~
pdn conbtiene también preferiblemente glicina y salina. 51 calea-
vaniento del reactivo acelera el proceso de recubrimiento. La ab-
sorcidn del cardiolipin en la particula de latex se efectua més ra
pidamente calenténdolo a 55—5800 durante varias horas. Lia proteina
Reiter, sin embargo, es inestable a esta temperatura; por tanto
el revestimicnto con este anbigeno se lleva a cabo a 570(55-3900).
La concentracidén de los antigenos en el reactivo de la-
tex por cada mg de latex sélidos varia desde aproximadamente
0,007 mg a aproximadamente 0,187 mg de cardiolipin y desde apro-
Ximadamnente 0,0005 mg a a;;oximadamente 0,03 mg de proveinas Rei-
ter. Una form a pr:ferida de realizacidn de la invancidn prevé que
el reactivo conbtensa por cada mg de labtex s6lidos alrededor de
0,1 mg de cardiolipin y de 0,004 mg de proteina Reifver. La pro-
teina Reiter esbandarizada, en su forma no diluida, esta presen-
te en una canvidad, al volumen, gue oscila entre alrededor de
0,005 ml y alrededor de 0,05 ml por mg de lavex sbélidos. El método
preferido para sefialar la concenbracidén de la proteina Reiter en
el latex es el de relacidn de vélumen a peso,
81 reactivo de diagndstico obtenido por el procedi-

niento descrito agul proporciona las siguientes ventajas
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en la prictica, en comparacidn con los tests de diagndstico
convencionales para la infeccidén sifilitica.

1. Estéd listo para su uso y no requiere mis pre-
varacidn.

2. Bs un reactivo estable y elimina la necesidad de
preparar diaviamente antigeno nuevo. Es estable-
hasta seis meses después de su preparacidn si se
mantiene a una temperabtura de almacenamiento
de 2-10° ¢.

5. No hay necesidad de estandarizar el antigeno contra
sueros positivo y mnegativo conoclidos en labora-~
torios clinicos.

4, £l uso de este reactivo no requiere equipo espe-
cial, tal como agujas, microscopios, pipetas
especiales, ebc., requeridos en los prodcedimientos
de diagndstico de sifilis convencionales.

5. Los resultados del test se obtienen rdpidamente,

es decir, dentro de aproximadamente dos minutos
despuds de la inactivacidn inicial de calor del
suero.

Los giguicentes ejemplos ilustran aun mejor la invencidn
descrita y reivindicada aqui, si bien la invencidn no esté
linitada a estos =jemplos especificos.

LJEMELO I

@ste ejemplo ilustra la preparacidén y estabilidad del
beactivo de diagndstico de la uresente invencidén. En este
ejemplo, una suspensién de latex de poliestircno conocida como
"Lytron 615" obtenido de la kionsanto Chemical Company se emplea
en forma estéril. La suscensidn se centrifuga yrimeramente y

el grupo de particulas se vuszlve a suspender en un volumen
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igual de agua destilada estéril,

sl antigeno de cardiolipin empleado en esbte ejcmplo,
es el antiyeno VDRL obbtenido de los laboratorios Iedeorie. Se
informé que tenie una composicidén de 0,03 % de cardiclipin,
0,9% de colesterol y 0,21 + O,0L % de lecitina.

La proteina Reiber de este efmplo se obbuvo de Lubora-
torio Lederle, La dilucidn a usar en el test de fijacibén comple-
menbaria fue 1 : 60.

Para el uso de los matericles antedichos se prepa-~
ran dos soluciones bamsdbn acuosas como sigue:
TAMPON A~
0,05 I glicina
0,855 NaCl
0,00005 I £DTA

Ajustgdo a pH 8,2 con HalH

( &cido etilenodiaminotetraacético)
TAMPON B-
0,71 i cloruro de colina adicionado
Ho se precisa mis
al tampén A ajuste en pH
#1 anterior concentrado de cloruro de colina puede ser
variado entre aproximadamente 0,55 M y azroximadamente 0,85 il.
El reactivo del diagnbstico de este ejemplo se pre-
para como sigue:
1. Precipitense 150 ml de antigeno cardiolipin con
300 ml de tampdn A. La proporcidén de tampdn A respecto al an-
tigeno puede variar desde 0,5 a un nlmero infinito de volime-
nes de tampdn A por un volumen de anvigeno. La importancia de
esta fase consiste en separar el antigeno de¢ la solucibn al-

coholica en que se obtiene comercialmente.

2. Centriflguese a 13.000 x gravedad durante 20 minu~-
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tos. Viértase fusra lo ¢ue sobrenade.

3. Agréguense 10 a 20 ml de tampdén A o lo suficiente
paré volver & suspender el precipitado completamente.

4.sgréguense 10 ml de latex, que habréin sido previa-
mente centrifugados, y vueltos a poner en suspensidn en un
volumen igusl de agua.

5. Complétense los 200 ml con tampdn A

6. Caliénbtense en un baiio de agua a 56°C durente cua~-
tro horas o menténgase a 500 durante 12 a 24 horas.

7. 8i se ha calentado, enfriése a la temperabura am-
biente despuds de retirado del bafio de agua y refrigérese du-~
rante 48 horas ( 2- 10°0).

8. Si se ha mantenido a 5° C , manténgase ain durante
un periodo adicional de 43 noras.

9.Hagage llegar a la temperatura ambiente.

10. Afladanse 2 ml de proteina Reiter y agiltese de 16
a 24 horas a 5700.

11. Refrigérese durante 48 horas (2-10°C).

12, Centrifiguense a 135,000 x gravedad durante 30 a
45 minutos y vielvase a poner en suspensidn en volumen igual
(200 ml) en tempdén B.

13, Refrigérese 48 horas antes de usarse (2-10°¢).

14, 8i la sensitividad del reactivo es bdaja puede agre-
garse probeina Reiter adicional siguiendo las instrucciones
10 a 13. ¥sto puede repetirge tan a menudo como sea necesario
hata que el reactivo alcance la sensitividad dptima.

In el ejemplo anverior, las concenbtraciones de los
antigenos estdn calculadas como sigue:

Cardiolipin.- Con base en la composicidén antedicha

del cardiolipin y en el uso de latex gue btenga 4% de sélidos:

0,03 % cardiolipin - 0,05 gn/100 ml de solucidn
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0,9 % colesterol - 0,9 gu/100 wl de solucidn
o 9,0 ng/ml

0,21 % lecitina =~ 0,21 gm/100 ml de solucidn
o 2,1 ng/ml
Bn el anterior procedimiento se usan 15 ml de antigeno cardio-
lipin por cada ml de particulas de latex. Por vanto, el nime-
ro de miligramos por ml de‘antigeno cardiolivin usado por
cada ml de latex deberd multiplicarse por 15.
4,5 mg/ml de labex
1%5,0 mg/ml de latex

Cardiolipin - 0,% mg/ml x 15

Colesterol - 9,0 mg/ml =x 15

1

i

Lecitina - 2,1 mg/ml x 15 5,15 mg/ml de labtex

Concentracidn de latex - 4% de sb6lidos o 4,0 gn/100 wl o

40 mg/ml

Por tvanto, la concentracidén de cardiolipin por mg de latex es:
Cardiolipin - 4,5 mg/ml  + 40 mg/ml =0,112 mg/mg latex
Colesterol =~ 135,0 mg/ml + 40 mg/ml =3,375 ng/nglabtex
Lecitina - 31,5 mg/ml + 40 mg/ml =0,7875 mg/mg latex
En el ejemplo de arriba, 15 ml de antigeno Mazzini

(preparado por aml de latex de stock) y 5 ml de antigeno Kol-

mer ( preparado por ml de latex de sbock )pusden ser susti-

tuidos por el antigeno VDRL para proporcionar un reactivo de

diagnéstico para sifilis sustancialmente equivalante.

Proteina Reiter. En la preparacidn del anberior

reactivo de diagndstico la concentracidn Sptima del an-
tigeno de probteina Reiter no diluido, portando el titulo
en la etiguebta, resultd ser un ml por 100 ml de reactivo o
1 wl por 5 ml de labex, '

El reactivo del diagnbstico de este ejemplo se com~

probd que permanecia estable después de haber sido almace-
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de 10° C.

EJENMPLO 2
Este ejemplo ilustra la forma conveniente de usar el

reactivo de diagndstico objeto de la invencidn y la con-

. fienza que inspira en la diagnosis de la sifilis. Se usa ¢l

sigulente procedimiento:

1., Caliénbtese el suero del Gtesh a 5600 durante
50 minutos

2. Retirese del refrigerador el reactivo del diagnbss
tico tal como se ha preparado en el ejemplo 1 y caliéntese
a la temperatura ambiente dejéndolo al aire.

3. Usando una pipeba capilar, cologuense dos gotas
del suero calentado en el centro de un area circular sobre
un porta-objetos de cristal limpio.

4. Agreguese una gota del reactivo de diagndstico
y mézclese bien con un palillo aplicador de madera.

5. Ladéese durante 2-4 minutos o higase girar du-
rante 2 minutos en un girador similar al tipo aprobado para
el test VDRL de microfloculacidén por porta-objetos.

6. Léase contra un fondo negro, usando una luz
fluorescente u otra luz blanca a un idngulo por encima del
porta-objetos. La aglutinacidn de las particulas de latex se
compara con la encontrada en sueros sifiliticos positivos
v negativos humanos conocidos.

Negativo - no aglutinacién o aglubinacién no mis
fuerte gque la observada en el control negativo

Positivo - pequeiios o grandes grupos 0 agregaciones

de particulas de latex con un fondo nuboso o claro.
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Los tests se practicaron en dos laboratorios cooperantes,
independientes, sobre 565 sucros desconocidos. Lios resul-
tados de estos tests, comparando los resultados de teats
VDRL de microfloculacidn con los del reactivo de diagndsti-
co de la preseate invencidn aparvecen en la tabla I que se
acompafia. .

¥n esta tebla el término "Latex 3TS" (pantalla de
test para sifilis ) se refiere a los tests que emplean el
reactivo de diagnéstico de la presente invencibn. Los Gérmi-
nes 'R", "§R" y "MR" son las designaciones oficiales para
los resultados del test VDRL ( “Pest seroldgicos para sifilis,
manual 1964, supra ), los cuales hacen referencia respecti-
vauente a resultados resctivos, débilmente reactivos y no-
reacuivos obtenidos con este btest.

Los 514 sueros arrojando tests negativos y no-reac-
tivos en el primer laboratorio cooperante no fueron repe-
tidos por el segundo laboraborio cooperante. Los restantbes
51 se volvieron a someber altest , excepbo umo gue contenia
infuciente suero para repetir ambos vests.

Los términos "correlacidén 100%"y " no-correlacidn"
se refierven a la comparacidén de los resultados del test
VDRL con los Ge Latex SIS. No se refieren a la correlacién
de resulvados entre‘los dos laboratorios. Da correlacibn
entre los resultasdos del test VDRL y los resultados de La-

tex STS, en esteejemplo, ex aproximadamente 935% K§29
565 J



Correlacidn 100% Correlacibn 100%
ler Lsboratorio cooperante Segundo Laboratorio cooperante
Latex 8T8  VDRL ey Latex 318 VDRL 4
Pos . R 5 Pos. R
5 Pos. S WR 10 Fos. R
Neg. NR 54 leg. HR 15
No Correlacidn No Correlacién
ler Laboratorio cooperante Sepgundo Laboratorio cooperante
Latex SUS VDRL & Latex SIS  VDRL #
Neg. WR 17 Heg. WR 2
Pos. HR 19 Pos ¥ NR 17

* No hubo test por insufi-
cientes sueros

B a0 IIT

15
sste ejemplo ilustra uma prescntacidén preferida del producto
obtenido seglin la presente invencidn, aungue se comprenderd que el
reactivo puede estar presentado de otras moneras, por gjemolo con me-
nos del total de los maberiales incicados, o enkombinacidn con otros
20 nateriales, o en otras proporciones.

@1 reactivo de diagndsiico estd presentado en forme de un es-

tuche. bste esbuche incluye 5 ml del reactivo de diagndstico obtenido
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segin la presente invencidn, 1 ml del suero de comnbtrol positivo,
1 ml del suero de conbtrol nsgativo, lOO'pipetas éagilares para

suministro de muestras de test y un porta-objetos da cristal

dividido, contenisndo 9 anillos para la realizecidén del boust.

Coimo se corwrenderd facilmente para los exuertos en

la técnica, pueden councebirse otros cjemplos de preparacidn

del reactivo de diagndstico agui definido y el Hest para si-

filis pucde conccbirse mediontc varias modificaclones, variacio-

nes y ada btaciones sin apartarse del espiritu y alcance de la

invencidn despuds de lesr la Jrecedente memoria .y las raivin-

dicaciones ¢uc se ggregan al final. Todas estas modificaciones

y adaptaciones quedan englobadas en el alcance de la invencidn

tal como se define en las reiviandicaciones finales.

HOLA DB RATVINDICACIOLES

Se reivialica como propio y nuevo a favor de la firma
Baxter Laboratories, domiciliada en Morton Grove (EL.UU.),
lo especificado en las sigulenbes reivindicacioaes:
PRI..SHA.~ Procedimiento de obbtencidn de un reactivo para test
seroldgico para diagndstico de la sifilis, capaz de procurar
una diagnosis completa con una sola unidad reactiva de bes?,
caracterizado en que labex de poliestireno de un tamaio de
particula Ge aproximadamsente entre 0,1 y 0,35 micrones, &8s re-
vestido con una combinacidn de antigenos de cardiolipin y wro-

Yeina Reiter mediante mezcla en una solucidén taumpdn acuosa,

preferentemenve acelerada por calentamiento.

SEGULDA.~ Procedimiento de obtencidn de un reactivo para

diocgndsitico de la sifilis seghn la reivindicacidn precedente,

caracterizado en que en la fase de recubrimiento del latex
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con los antigenos de cardiolipin pu.de man?enerse la meazacla a una
Teaperatura de alrededor de 50 ¢ duranve 12 a 24 horas y un perio-
do adicional de 48 horas antes de llavarla a la bGeu,eratura am-~
biente.

DEKCERA .~ Procedimiento de abtencidn de un reactivo para diagnds-—
tico de la gifilis, caracterizado en gue la fase de recubrimiento
del latex con log antigenos de cardiolipin puede acelerarse me-~
diente calentasaiento a uwna tewmg.eratura de 5500 a 5800 durante

unas horase.

CUARLA,~ Frocedimiento de obtencidn de un reactivo para diagndsti-
co de la sifilis segln la reivindicacidn primera caracterizedo en
gue en la fase de recubriulento del labex con la proteina Reiter
se lleva a cabo manbteniendo la mezcla a una temueratura entre

35°C ¥ 39°C.

GUIITA .~ Frocedimiento de obtencidn de un reactivo para diagnés-
tico de la sifilis segin la reivindicacidn urimera, caracterizado
en que en el revestimiento de cardiolipin supone una cuantia, al
peso , de aproximadanente eantre 0,007 mg y 0,187 mg por miligramo
de latex.

SoXTA.~ Procedimiento de obtencidn de un reactivo para diagndstico
de la sifilis, seglin la reivindicacidn primera, caracterizado en
gue en el revestimiento, la proteina Reitver estandardizada, en

su forma no diluida, supone una cuantia, al volumen, de aproxi-
madamente entre 0,005 ml y 0,05 ml vor mg de latex.

SEPPIKA.~  Procedimiento de obbencidn de un ractivo para diagnds~
tico de la sifilis, seglin la reivindicacidn. primera, caracterizado
en que en el revestimiento el cardiolipin supone una cuantia, al
peso, de a.roximadamente entre 0,007 mg y C,187 mg por mg de latex

¥y la proteina Reiter estandardizada, en su forma no diluida, su-
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supone una cuwntia, al volumen, de aproximadeamsnte 0,005 ml

¥ 0,05 ml por mg de latex.

OCTAVA.- " PRCCLDLLTEET0 DI OBTHRCION D& UN RsACTIVO LARA DwsT

SEROLOGICO PARA EL DIAGWOSTICO DE LA SIFILIS ™
Tal y como se deja descrito en la memoria precedente
que consta de dieciseis hojas foliadas y mecanografladas por

una sola de sus caras.

Madrid, 29 Sepbiesnbre 1967

P.g. de Baxter Laboratories




	Bibliographic data
	Description
	Claims



