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La presente invencidén se refiere a nuevos reac—
tivos granulados, a métodes de snsayo y a aparatos para
efsctuar, in vitro, reacciones analfticas e inmunolégi-
cas, y en especial ensayos de diagnéstico con ellas.

Los snsayos analfticos e inmudclégicos con los
que estd reslacionada la presente Invencidén son, lo més -
corrientemente, ensayos de laboratorio que tienen por ob-
jeto la determinacidn de la presentia o ausencia de anti-
genos o anticuerpos o enzimas en fluidos corporales, co-
mo ayuda en la diagnosis de ciertos estados fisioldégicos
o patoldgicos, en el hombre y en animales, Ssgin la es—-
pecial combinacidn de reactivos y liquido de ensayo em--
pleada, la reaccidn puede dar lugar a la formacién de un
precipitado, en cuyo caso se la conoce como reaccién de

precipitacién. Cuando la reaccién tisne lugar entre sus-

_tancias distribufdas en un medio lfquido, una de cuyas -

-sustancias, por lo menos, 8s un solido que llega a aglo-
_merarse, la reaccidén ss conoce como reaccidn de aglutinae=
Eciﬁn. La formacién del precipitado o la aglutinacidn, o =
‘la inhibicidn de aglutinacidn de partficulas sspecialmente
‘tratadas, ss manifiesta visualmente sn la manera en qus -

zal precipitado ss forma 0, se distribuyen las partfculas,

' -
isiguiendo la reaccidn.
|

H
: Los ensayos inmunélogicos, que pueden incluir,

i

%por sjemplo, ensayos de determinacidn del grupo sanguineo,:
§ :
‘embarazo y fendmenos similares, se sfectdan habitualmente

con reactivos tales como, por ejemplo, una suspeneidn de

eritrocitos sensibilizados y una solucidén de un antisusro ;

adecuado, dispesnsada a un vial de ensayc desds un cuenta-—é
i

gotas. Aun cuando la suspensidn de eritrocitos pueds haber§
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sido titulada muy cuidadosamente, el empleo de vialaes y
cuentagotas no solamente es caro, sinoc que es probable
qus proporcione resultados dudosos debido a las limita-
ciones en la exactitud de los cuentagotas ordinarios. =
Tales cuentagotas estén sin calibrar, corrientemente, y
aunque la sxactitud dsl tamafio de la gota ss de gran im-
portancia, tal exactitud raramsnte se alcanza y el tama-
fio de las gotas es variable e informal.

En vista de la% deficiencias que tienen los ~
métodos de ensayo vial—cﬁentagntas, se ha propuesto an
la técnica anterior, efectuar las reacciones de aglutina-
cidn depositando una gota, exactaments medida, de un -
reactivo sobrs un porta o una superficie soporte de car-
tulina, y dejar que se seque la gota, después de lo cual
puede depositarss seguidamente el lfguido de ena;yo so~
bre sllo para observar los resultados. Los métodos de -
este tipo también estdn sometidos a insxactitudes en la
aplicacién de los reactivos, asi como a las observacio--
nes efsctuadas.

También es necesario, con frecuencia, para -~

reactivos inmunoldgicos, tales como eritrocitos sensibi- -

" lizados, o materias protéicas sensibles, preservarles =

mediante refrigeracién. Esto lleva consigo, necesariamen

" te, la presencia de un equipo de refrigeracidén espscial

'y sllo consume espacio y también tiempo, debido al problg%

"ma de la transferencia de scluciones refrigeradas. Se -

fhan llevado a cabo trabajos para superar las limitaciones%

“inherentes a los m&todos de snsayo vial-cusntagotas y a ;

f

zlos métodos tipo portaobjetos, somstiendo los reactivos,
!

;—que pueden ser incompatibles unos con otros, en presen-——
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cia de humedad,-~ a congelacidn en capas sucesivas en un
recipiente y despuéds de ello liofilizando los estratos—
congelados y sn la Patente de EE.UUs 3+269.905 se descri-
bs un método de este tipo. Sin embargo, tal procedimiento
requiere aparatos especiales y conocimientos técnicos y
88 caro y se consume tiempo para llevarle a cabo.

Uno de los principales objetos de la presenta -~
invencidén, ss una composicidn de reactivo analftico, que
se caracteriza por comprender un grédnulo sdlido, estable,
que contiene una cantidad previamente determinada de un
reactivo de snsayo, habiendo sido formado dicho grénulo -
mediante congelacidn y despuds liofilizacidn, de gotas de
una solucifn o suspensidn acuosa de dichorreactiuo.

Conforme a otro aspecto de la presents Invencidn,

;sa proporcionan nusvos reactivos analfticos, de diagndsti-
co e inmunolégicos, granulados, sstables, sdlidos, secos,
ieh forma de perlas o peguefias esferas, proporecionando cada
uno una cantidad de reactivo previamente determinada y -

‘'exactamente medida. Adn cuando los reactivos, a partir de

los que se preparan los grénulos, son sustancias reactivas’
& pueden ser mutuamente incompatibles, los propios grénu-~
aos tienen la ventaja de gue son estables y pueden encon-—i
}rarsa presentes, juntos,‘en un recipiente comidn, durante
un periodo de tiempo indefinido, sin interaccién. Sin em—
;argo, los reactivos existentes en los grénulos se recong
%ituyen fécilmente y pueden sstar listos para un snsayo -
%naliticu, inmunolégico o de diagndstico, mediante la sim-é
Ele adicién a los mismos dsel lf{quido a ensayar. .
La composicidén, preparacidn y empleo de los rqui

bivos granulados de la Invencidn, se ilustrard, especifi-
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camente, con respectoc a reactivos para un ensayo inmuno-

ldgico o de diagndstice, para detectar la presencia de =~

gonadotropina coridnica humana (HCG) en orina, cuyo ensa-
yo se utiliza para al diagndstiéo del embarazo.

Sin embargo, puede comprenderse fécilmente por
los expertos en la materia, que los principios de la In=
vencidn no han de considerarse como limitados a ello, si
no que tambidn pueden extenderss a la preparacién y em--
pleo de una extensa gama .de reactivos analfticos, inmuno—'
légicos y de diagnostico, y a una amplia variedad de en-
sayos gue pueden emplear uno o una multiplicidad de dife-
rentes reactivos granulados. Adem&s, pueden granularse,

asimismo, segdn la Invencidén sustancias auxiliares, tales-

como tampones, y pueden utilizarse en forma seca, establs,

en unidn de uno o mis grénules de reactivo de ensayos -~
diagndsticos.

£l probedimiento de preparacidn de los reacti-
vos granulados de la Invencién, comprends, ampliaments,
las atapas de:
(a) Formar una solucidn o suspensidn acuosa del reactivo -
que tiene una concentracidn previamente dsterminada;
@) Formar una gota de dicha solucidén o suspensidn, que =~

cae en caida libre, exactamente medida o calibrada;

(c) Dejar caer dicha gota a fraves de una masa de un lf{-

quido, inmiscible con agua, que tiene una densidad -

inferior inferior a la del agua y gue posee un gra-—-

diente de temperatura que varfa desde la temperatura
ambiente, aproximadamente, en su superficie més alta,
hasta, a lo sumo, una temperatura por debajo del pun-é

to de congelacidén de la solucién que es estd conge--

377661 ’
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lando con ello dichas gotas obteniéndose grdnulos o
perlas congsladas;

(d) Recoger los grédnulos congelados gus contiensn una -
cantidad previamaﬁte determinada del reactivo, en -
el fondo de dicha masa de lIquido; y

(e) Liofilizar los grénulos congelados recogidos.

- El método de preparacién de los grénulos ds -

la Invencién ss comprenderd con mayor claridad haciendo

raferencia a los dibujos gue se acompafian, en los que la

 Figura 1 representa, en forma esquemdtica, un sistema —-

. para la formacidén de gotas de reactiva y su congelacidn

? hasta grénulos sélidos estables.

+ . 156

Lon referencia a la Figura l, se prapara en -

~ primer lugar una solucidn o suspepsidn acuosa que contie-

: ne una concentracidn conocida del reactiyo. Se incorpora,:

ventajosamente, en la solucidén o suspansién, una cantidad

~adecuada de una sustancia que produce una matriz inerte,

"o agente de masa, que ayuda para dar cuerpo al grénulo -

" liofilizado.
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11-4=70

Como ejemplos de agentes de masa adecuados se

incluysen azdcares, tales como sacarosa, manosa, lactosa

H s ..‘ 3 »
‘y manita, sustancias proteicas como las proteinas séri-~-

am—o

i
i
5
Z

cas, hidrolizados de lactoalbdmina e hidrolizados ds ca- j
sefna.

La solucién o suspensidén de reactivo, se bombea?
desde su recipiente de almacemamiento, 1, a través de un
conducto flexible, 2, gue puede estar hescho ds pléstico,
por ejemplo, tubo de polietileno transparente, por medio 7
de una bhomba de dosificacidn, 3. Esta es, prefsrentementej

una bomba de tipo pulsante gque comprime la tuberia flaxi-;

i

- 377681
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ble por medio de rodillos, con lo que mide una cantidad
de solucién, previamente determinada, por unidad de tiem—
po. Pa?a formas gotas exactas, se utiliza una bomba que
libera unos 2,0 ml. por minuto. Desde la bomba 3 la solu-
cién fluye a travéds de un supresor de pulsacifn, 4, para:
que se mantenga un flujo casi uniforme. Desde all{ la -
solucidn pasa a un tipo espaecial de pipeta cuentagotas,b,
que descarga una caqtidéd exactamente medida, previamen-
te deterﬁinada, en forma;de gotas. Talas gotas pueden con
tener, por ejemplo, daesde unos 0,025 hasta unos 0,07 ml.
Para soluciones antiséricas y antigénicas de HCG, se es-
coge, precisamente, 0,05 ml, dado que &sto proporciona -
grénulos congelados de tamafic adecuado para los propési-
tos del ensayo.

La pipeta 5 estd colocada a una altura adscua-
da sobre la superficie de una masa de un lfguido inmisci-
ble con agua, 6, que se mantiene en un recipiente, 7, Y
en el gue la gota es congelada. La pipeta estd colacada
a una aitura tal, por sncima del nivel del liquido inmis=-
cible con agua, que se evila el que salpique, a la vez —
que la altura permite una caida librs de la gota, lo que
déd como resultado, gotas de tamafio apropiadec y la forma-
cidn de cuerpos werdadsramente esfdricos, o bien antes o
despuéds de entrar en el lfquido inmiscible con agua. Al
nbjeta de mantener la altura desde la que cae la gota, - .
para evitar la distorsidn ds la gota y el salpicadoc, se |
coloca un tubo de succidn, 8, a un nivel apropiadoc. A -
medida que sl hexano ss desplazado por el volumen acuoso%
!

introducido en forma de gotas, esta tuberfa de succidn - .

extrae el exceso de hexano y mantiene, con ello, un nivel

- 377661
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El lfquido inmiseible con agua, utilizado parag
la congelacidn puede ser un hidrocarburc 1fquido o un =
hidrocarburo halogenado liquido, o sus mezclas. Ejemplos ;
de lfquidos adecuados incluyen hexano, disulfurc de car—§
5 bono, cloruformo, heptano, iso-octano, o tolusgno, asi =
como mezclas tales como hexana=-cloreformo o benceno=heg=-
xano. Estas mezclas estén ideadas de menera que siempre
tengan una densidad menor que la del agua. Por ejemplo,

el hexano tiens un peso especifico de 0,6593 a 208/49C,

10 ! El peso especifico pusde ajustarse a cualguier niVéllde-i
g seado, mezeclando con el hexano otro liquido, tal como el -
i tetracloruro de carbono, al objetov de mantensr una velo- |
cidad controlada de cafda de la gota., La velocidad de=-
cafda es, ventajosamente, del drden de unos 15 cm. por -
15 ? segundo, segln sea la lungitud,de(la columna de lfquido. -
© Cuanto méds larga sea la columna, més répida serd la ve-
- locidad de calida que puede ser mantenida.
La masa de liquido de congelacidn se mantiene =
1 con un gradiente de tempesratura que oscila desde la tem—
20 ; peratura ambiente en su supefficie més altéd y que dismi=-
nuye en direccién al fondo del liquido de tal manera que
la temperatura desciende.a unos =70%C en la parte del -
. fondo. Ventajosamente el liquido se mantiene durante una -
z corta distancia, por debajo de su superficie més alta a 7
25 % una temperatuba comprendida entre U§ y 2092C., Por debajo -
: de este nivel sl enfriamiento del liquidu se dispons de
tal manera que la temperatura desciende a =702 en la =
E parte del fondo. Sin smbargo, puede utilizarse cualquier
% temperatura inferior a esta cifra, segln sea la naturale-

30 f za del l{quido y el reactivo tratado. Por sjemplo, liqui-

n-.,.--m% " 377661




—— g s e o

dos criogénicos tales como el nitrégeno liquido que tiene%
un punto de ebullicién de ~1439C, u oxfgeno lfquido que
tiense un punto de ebullicidn de -1832C, puedsn utilizar- i
se tambidn. |

5 La tempsratura deseada de la columna lIiquida,

se consigue o bien utilizando una mezcla frigorifica qus

} rodea a la masa de lfquido o mediante refrigeracién me-——
i cénica a temperaturas equivalentes. Por ejemplo, la mez- |
i

5 cla frigorffica puede ser una combinacién de hisro seco
10 ; y acetona, o de hieto seco y metil celosolve (éter mono-

- metilico del dietilenglicol).

Ventajosamente el nivel més alto de la porcidn
refrigerada del lfquido, que se mantisne entre unos 0Rc
y 202C, comprende una zona que se extisnde no més de dnos:
15 15 cm por debajo de la superficie del 1fquido. Esto pro- ‘
_ porciona una caiga de 15 cm. @ una temperatura por sncima: }
de la econgelacidén y crea as{ una oportunidad para la for-
. macidén de grénulos verdaderamente esféricos.
De esta forma se forman gotas esféricas que cog:
20 gelan en gfénulos y descienden a través de la columna 1i{~:
:quida. Los grédnulos congelados se recogen en el fondo ¥y
pueden ser sacados y liofilicaedos, produciendo esferas -
Esecas estables, que contienen cantidades exactamente me~

‘didas de los reactivos deseados. Las esferas congeladas -

25 se recogen, preferentemente, en un cestillo de malla de

.alambre, y pueden manipularse mecdnicamente, con facili- |
dad, de manera que pueden colocarse en cualguier recipien
te, presviamente enfriado, como un tubo de ensayo, y lio-

Afilizarse in situ. Ventajosamente las esferas congeladas

30 se almacenan bajo refrigeracidn, a temperaturas de =-502C

577661

11-4-70 . -0 -



10

15

.20

25

30

11-4-70

o inferiores, para svitar el crecimiento de cristales - ?
dentro de las esferas, que podrfa hacerlas quebradizas.

Para los propésitos de liofilizacién, una o -
mds esferas de los reactivos seleccionados, se colocan - 5
en un recipiente previamente enfriado y se transfiseren,
sin calentar, a los pisos de un aparato de lifolizacidn
convencional, en los que tiene lugar la desscacidm, por
ejemplo, a una temperatura al comienzo de -502C y qus -
va ascendiendo durante la dessecacidn hasta ¢ 3798, al t’j.--E
nal, y a una presién al comienzo, no superior a unas -- ;

lo0 /Y Y gue se acerca a s/u al final, que ocurre entre

© 18 horas y 24 horas més tarde.

Cuando los grénulos de reactivo se colocan en
un tubo de ensayo adecuado para su smpleo futuro, el tu-
bo de ensayo pueds, después, sar'tapado utilizando un ¢
cierre impermeable a la humedad y almacenado durante tiem
po indefinido. Un dispositivo de ensayo de esta clase =
se muestra en la Figura 2 de los dibujos.

Como puéde apreciarse en los dibujos, el dispo-
sitivo de ensayo comprende un recipiente tubular que tie~
ne una pared y una porcidén de fondo transparentes, adap-‘j
tado para recibir el ligyido a ser ensayado y provisto ~§
de un cierre impsrmeable. Se coloca en el recipisnte un .
grénulo de reactivo, por lo menos, preparado segin la =
invencifn. El lfquido a ensayar se aplica al grdnulo o
grénulos abrisndo gl cierre & introduciendo una cantidad .
medida del liquido, por msdio de un cuentagotas,

Es swidente que los principios de la Invencién
pueden aplicarse no solaments a la preparacién de raac--i

tivos analiticos, sino también a la preparacién de for—~

oo 377661
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mas farmacéuticas de administracién, en particular aque- ;

llas que llevan consigo dosis pequefias del medicamento.
En el campo de la inmunologfa, mediante la se- |

leccidn de reactivos apropiados, los grédnulos ds ensayo

puede emplearse para efectuar cualquier ensayo inmunolé-

gico en que se encusentren presentes, en el mismo tubo, ~

dos reactivos de ensayo incompatibles, como, por ejemplo,;
el snsayo del embarazo descrito antes més completamente, ;

y también ensayo de sustancias de grupo sangdineo en —-

3
1

: plasma y suero, determinacidn de grupo sanguineo, y anti-%

i genos y anticuerpos de diversas clases, incluyendo fac-

tores reumatoides, antigenos de sffilis, antiestreptoliqi;
na 0, mononucleosis infecciosa, y otros ensayos de aglu- f
tinacidn o precipitacifn. Ademéds, con objetoc de c_lamostrari
a los usuarios del dispositivo de ensayo qué aspecto tie—.

ne una reaccidén propussta o como ensayo testigo, puede -

. tratarse un grénulo de la sustancia que se ensaya en una

~de orina conocida de embarazada,

. no han de considerarse como limitativos de la Invencidn.

: paracidn de un lote de grdnulos de reactivo de ensayo pa-!

prusba separada junto con la muestra real a ensayar, uti—;

lizando dos tubgs, por ejemplo, un grénule licfilizado =

Los ejemplos siguientes son indicativos de una

realizacidn de la Invencidn preferida al prssente, pero

En los ejemplos siguientes se describe la pre- :

' ra detectar gonadotropina coriénica humana en orina.

EJEMPLO 1

Preparacidn de Grénulos de Antisuero de HCG

lLLos reactivos son:

Sacarose 10,2 g.

-u- 377661
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Cloruro sdédico 0,765 g
Fosfato disédico, heptahidrato é
- (NayHPO,« 7H,0) 2,462 g g
Fosfato monopotésico ﬁ
(KH,PO, ) 0,489 g :
24 s
5 Agua destilada, cantidad suficiente ;
para 170,0 nl. :

Anti=-Gonadotropina Coridnica Humana-Cantidad sufi-

ciente para producir un factor de sensibilidad de 7
650 - 800 U.I. de HCG/litro y reacciones 5, 5, 3=l,
2-0 con orina a 0, 500, 750 y 1000 U.I./Litro de -
10 orina, respectivamente, Una reaccién de-grado 5 es

la aglutinacidn completa y de grado 0 8s una inhi=-

bicién completa.

Las sales anteriores se disuelQen en 150 ml.
de agua, abroximadamente. Se éju§ta el pH de la solucidnr
15 resultante a 7,2 (£ 0,05) con HCl 0,1 N & NaOH 0,1 N. Se
‘afiade la cantidad necesaria de agua para llevar el volu-:
‘men a 170 ml. S5e enfrfa en un bafio de hislo y se afiade
la cantidad exacta, previamente determinada, de suero - :
anti-HCG para proporcionar la dilucién requerida. Desde :
20 este punto, la solucién se mantiene fria en un bafio de

hislo.

Se llena con e'ste antisuero dilufdo un apara- :

to limpio de entrega da'pipata cuentatogas de micro-ti- f
tulo, de 0,05 ml. haciendo funcionar una bomba dosifica-r
25
dora, Auto-analizadora, hasta que han sido bombeados -

uno o dos mililitros, tseniendo cuidado de eliminar las =’

burbujas del tubo de liberacién. Entonces se para la b°ﬂ,

ba y el aparato de liberacidn de micro-tf{tula, se coloca,

i mre e ean o

30 ., en su posicifn en la columna de congelacién. La bomba se;

11=-4-70 -12 -
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‘lulas tratadas con formol y tanino se lavan y suspenden

"en un tampdén de fosfato-clorurs sdédico a pH 7,6. Se afiade

pone en funcionamiento y se comienza la fabricacidén de -
grénulos.

Cuando s& sacan los grénulos de la columna de
congelacién, se guardan bajo hexano en un recipiente ce-
rrado, o bien en una caja de hielo seco o en refrigera-
dor mecédnico, mantenido entre -502C y ~602C.

EJEMPLO II

Preparacién de Grénulos de Eritrocitos Sensibi-
lizados. -

Se trata una slspensién de eritrocitos de oveja,
de la manera convencional, con formalina y tanino, y sse
centrifuga y lava con un tampén de fosfato-cloruro sdédi-
co de pH 6, 4 y después se incorpora a este tampdén. A ss-
ta mezcla se affade un volumen igual de una solucién de 50
UsI. de HCG por ml, en un tampdn de pH 6,4, La mezcla se
mantiene durante 48 horas a 372C, y sa aﬁada'después for-
maldehido hasta que se ocbtiene una concentracidn final - i
de 0,25% (p/v) de formaldeh{do. A continuacién se deja g8~
ta mezcla durante 15 horas a 379C, después’de lo cual se
centrifugan de nuevo los eritrocites, se lavan con solu-

cidn salina fisiolégica, se incorporan como suspensidn al:

10% v/v en una solucién salina fisioldbica que contiens i

‘el 0,1% de ssroalbdmina de bovino y se guarda, hasta que
' se necesita, a 02 - 42C. Daespués se centrifugan los eri-
. trocitos, se lavan con solucién salina fisoldgica y se =~

:lioPilizan de la forma habitual. Alternativemente, las c§ -

za esta mezcla un volumen igual de una salucidn de 50 U.l.

%de HCG/ml., Se mantisne esta mezcla a 569C durante 18 hnéw‘

M 377661
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ras, después ss lava y vuelvas a suspender en cloruro sé-
dico al 0,9% y se mezcla, a partes iguales, con una solu-
cién de formaldehfdo (1,5%) en solucidn salina al 0,9%.
Esta mazcia se deja a’zenééc durante una semana, aproki~
madamente, despuds de lacuél sa lavan de nuavo los aitro-
citos con cloruro sédico al 8,9% y, finalmente, se sus—
penden, hasta una concentracién del G,6%m en una mezcla
de tampén de fosfato de pH f,z, conteniendo el 6% de sa-

carosa y el 1,5% de sero-alhdmina de bovino. Esta mezecla

"as liofiliza y se mantiene seca hasta que se necasita.

Los eritrocitos de oveja asf{ sensibilizados me-

diante fijacién qufmica a su superficie de HCG, se sus—-—

.penden en una mezcla de tampén y un diluyente tal como -
ﬁlq sacarosa y la sero-albdmina de bovino, de manera que -
_en cada 0,05 ml. esté contenida la cantidad fptima preci-

sa para un solo ensayo de HCG.

Los grénulos de eritrocitos se obtienen recons-

-tituyendo los eritrocitos sensibilizados, previamente =-

‘liofilizados, hasta 5/6 del volumen primitivo, es decir,

12 ml de suspensién al 6,67%, liofilizada, en medio final

‘de suspensidn, se reconstituyen con 10 ml de agua desti-

:lada. Esta suspensién se bombea a una pipeta cuentagotas

‘da m&cro-titulo. Se utiliza un tubo de polietileno de ca-

\

libre fino (Diametro interior = 0,023) para reducir a un

imfnimo la sedimentacidn de eritrocitos y la bomba no se
§

idesconecta durante al proceso, excepto momentaneamente.

La suspensidn se convierte en gotas calibradas,
%como se ha indicado antsriorments, que se dejan casr a -

]
itravés de una columna de haxano, enfriada mediante una =

i

e xwe g o
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tura del hexano desde la del ambiente, aproximadamente,
en su'superficie mds alta hasta -702C cerca de la base
de la columna. Los grénulos se recogen y guardan como -
en el Ejemplo I.

EJEMPLO I11

Preparacidn de Grénulos de tampdn

Los reactivos son:

Sacarocsa 10,2 g
Cloruro sédicu. 0,765 g
Fosfato disédié:o5 heptahidrato

(NazHP04.7H20 2,462 g
Fosfato monopotédsico

(KH2P04) 0,489 g9
Sal Disfdica del 4cido etilendia
mintetraacético 2,720 g
Agua destilada, c.s.p. 170,0 ml.

Azul-Negro de Anilina (Negro
4cido 1 0,2 ml Solu-
cién de reserva.
Se'diéuelven las sales anteriores en unos 150

ml de agua. Se ajusta la solucién a un pH de 7,2 con ~-

NaOh 5,0 N, affadiéndose despuéds la cantidad de agua nece-

garia hasta 170 ml., Se afiaden entonces los 0,2 ml de la

soluciédn de 1,0 mg/ml (manténgase en el refrigerador la

A solucién de reserva, de colorante, que consiste en una -

solucidén colorants). Esta solucidn no necesita refrigerar

se durante la produccién de los grénulos.

Los grénulos de tampén se obtisnen de manera =

+ idéntica a la descrita para los grénulos de antisuero. La

" manipulacién y almacenamiento subsiguientes a la produc-

!
|
!
]
i
[
|
|

! cién son los mismos,

EJEMPLD IV
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Método de efsctuar sl Ensavo de Embarazo.

Se colocan en el fondo del vial de ensayo, mos-
trado en la Figura 2 de los dibujos, uno de cada uno de =
los grénules del antisuero, etitrocitos sensibilizados -
con HCG, y de tampén. Se introduce en el vial de snsayo,
mediénte un cusntagotas, una muestra de la orina a snsa-
yar y después un voluﬁen de agua igual a unas cuatro ve-
ces la cantidad de esina afiadida. Se cierra de nuevo el
vial de snsayo y se agita,.arriba y abajo, durante 30 se-
gundos, después de lo cual se le deja estar en reposo du-

rante un periodo de 2 horas. El fondo del vial se insper-

ciona visualmente para apreciar una indicacién positiva

o0 negativa de aglutinacifn. La obtencidn de un anillo de

forma de bufiuelo es una indicacidn positiva de embarazo.

[

EJEMPLO V

Aplicacién del Pfincipio del Grénulo

En un ensayo de Diagndstico Enzimético,

El principio del.ensayo cinédtico U.V. para la -
-valoracidn de la actividad de la transaminasa glutamato~-
ipiruvato sérica, (S.G.P.T.) en sueroc, implica las reaccig :
;nes siguientas: '

i

(1) Reaccién de valoracidp

; L~alanina + 4cido alfa-ceto glutérico _G.P.T. d&cido-

birﬁvico %+ 4cido L~glutédmico.

4

i (2) Reaceién indicadora

LOD.H"
Acido pirdvico & NADH2 s Acido L-l4ctico + NAD.

{ En las ecuaciones anteriores, las abreviaturas signi-

ficans

;G.P.T. - Transaminasa glutamato=-piruvato

oo 377661
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NADH, = Dinucledtido nicotinamida—adenina, forma raducida(

2
NAD - Dinucledtido nicotinamida-adenina, forma exidada.
LDH -~ Deshidrogenasa de &cido léctico.

Por cada molécula de 4cido pirdvico procedente
de la reaccién (1), se oxida a NAD una molécula de NADHZ.
Se determina directamente en el U.V. la disminucién de =

densidad dptica, a 334 nm, en una cubeta fotométrica, a -~

258C,

(a) Preparacidn_de grénul?s tampdn-enzima

Se prsparan las siguiéntes soluciones reactivos

Solucién 1 : 250 ml., de solucién acuosa 3 milimolar
de dinucledtido nicotinamidea~adenina, -
reducido. La soclucidn, reciénta, se man-—
tiene a 02 -~ 48C hasta que se necesita.

Solueién 2: 500 ml de solucién acuosa de desﬁidrugaqg
sa de 4cido ldctico, teniendo, al menos,
180,000 U.I. de actividad de LDH, por -
litro.

La solucidn, reciente, se mantiene a 09~
420 hasta que se necesita, »

Soluecidn 3: 1250 ml de solucidn acuosa 0,2 molar de
L=alanina.

Solucién 4: 3000 ml de una solucidn acuosa que es 5
milimolar en 4cido etileﬁdiamintetraacé-
tico y 50 milimolar en trietanclamina. Eli
pH de esta solucidn se ha ajustado a 7,5..

Las soluciones 3 y 4 se mezclan a fondo y se en-—
jfrian hasta 09-42C, Despufs se affaden las soluciones 1 y 23
?y la solucidn'sa"agita a fondo,. ;

é Los grénulos de tampdén~-enzima, se preparan par-
13

| w- 377661



tiendo de la mezcla anterior, como se indica en el Ejem=-

plo I. Estos sellenan en pequefios viales de polietilsno,

~como los que se indican en la Figura 2, conteniendo cada

'vial el nfmero de grénulos que corresponden a 0,5 ml. de

%la solucidn tamponada.

Despuéds de liofilizacidn, ss cierran los viales

icon un tapdn a rosca, rojo.

'(b) Preparacién ds grénulos de tampdnsustrato:

10

v 18

20

25

30

11=4-70

Se preparan las siguientes soluciones resactivo:
Solucidén 5: 200 ml de éolucidn acuasa 0,2 molar de al-
fa~ceto glutarate sédico., La sclucidn, -
recients, se mantisne a 02 - 42C hasta que
58 necesitaj ‘ |
Solucidn 6: 800 ml de una solucidn acuosa que tisns =
la composicién de ia solucidn 4
Se enfrfa la solucidn 6 hasta 02 ~ 42C y
despuds se mezcla a fondo con la solucién
5.
S5e preparan, segin el Ejemplo I, grénulos dg ==
tampén—-sustrato de 0,1 ml de esta solucidn mixta., Se lle~

nan en pequefios viales de polistileno, como los mostrados
3

en la Figufa 2, contenisendo cada vial un grénulo. Después

de lifilizar, se cierran los viales con tapén a rosca, --

H
1

azul.

Kc) Realizacidn del ensayo cindtico U.V.:

E A un vial, preparado como se ha indicadoc en este sjem=

; .
plo bajo (a), se affaden 0,5 ml de agua destilada y 0,2 ml

%al suero‘a valorar, empleando pipetas Marburg. Después ~

- 377669

hente, a 259C, a la cubeta de un espectrofotémetro "Eppen~%

de agitar, la solucifn resultante se lleva, cuantitativa—-
i i

H
4

:
i
i
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dorf", La pre-incubacién tiene lugar durante unos 10 minu-

tos. Durante este tiempo el sustrato endégeno existente =
en la muestra se sstd transformando. Se lese la densidad -
6ptica hasta que es constants. Entonces se abre uno de -
los viales con tapén azul y se afiade 0,1 ml., de agua des-
tilada con una pipeta Marburg. La solucidn transparente =
se llsva después, cuantitativaménta, a la cubeta y se mez-
cla a fondo,

Se hacen lecturas de la densidad §ptica cada 30 -

segundos, y se anota la disminuecidn durante 2 minutos al

‘menos. Los valore obtenidos se promedian y la actividad ~

de S.G.P.T. de la muestra se calcula empleando la férmulas

U.I. =AD.0./min x 667 umol x min -1y lj.tro-1.

La presénte solicitud ‘que corresponde a la pre-~
sentada en Estados Unidos de América, con fecha 20 de MNar-
zo de 1.969, bajé el ndmero B08.,803, se acoge a los bene= ;

ficios del Artfculo 51 del vigents Estatuto sobre Propie- i

‘dad Industrial,

- REIVINDICACIONES - ;

Los puntos de invencién, propia y nueva, que -

-w- 377661
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se preseﬁtan para que sean objeto de esba solicitud de
Patente de Invencion en Espaiia por VEINTE afios, son los
sigulentes:

1.~ Un procedimiento para la preparacion de
wna composicion de reactivo de ensayo analitico, inmuno
légieo o de diagnéstico que contiene una cantidad pre-
determinada de una sustancia antiférica, antigenica,
enzimdtica o tampdn, caracterizado por las etapas de:
(a) formar una solucidn o suspensién acuosa del reac-

L] - 3 ’ 0 .
tivo que tiene una concentracion previamente determina-

. da; (b) former una gota, exactamente medida o calibra-

L3 K3 . ’ 3
da, que cae libremente, de dicha solucion o suspension;

(¢) dejar caer dicha gota a través de una wass de wn

- 1{quido inmiscible con agua, que tiene una densidad

menor que la del agua y que posée un gradiente de tem-
peratura que varia desde la tenperatura ambiente, apro-
ximadamente, en sw superficie mds alta, hasta, a lo
sumo, una temperatura:por debajo del punto de congela-
oidn de la solucidn que' se estd congelando, en la par-
te inferior de la columna, congelando con éllo dichas
gotas obteniendo grénulos o perlas, congelados; (a)
racoger 1os:érénulos congelados que contienen une can-
dad previamente determinada del reactivo, en el fon-

/go de diche masa de ligquidoj y (e) liofilizar los grd-

377661

nulos congelados, recogidos,
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2.- Un procedimiento segun la reivindicacién |
{
L, caracterizado por tener la gota que cae libremente !

un volumen comprendido entre unos 0,025 ; unos 0,07

ml.

K} 3 ’ k3 .
3.- Un procedimiento segin la reivindicacidn

. P '4 . . . .
1, caracterizado por utilizar como liquido inmiseible
con agua un hidrocarburo, un hidrocarburo halogenado
0 sus mezclas.

4.~ Un procedimiento segun la reivindicacidn

1, ceracterizado por ser la velocidad de cafda de la
gota a través del liquido inmiscible con agua, de unos
15 cu. por segundo y mantener la temperatura de la por-
cién mds alta de la masa de 1f{quido inmiscible con
ague, en una temperatura comprendida entre unos 02C y

;

la temperatura ambiente.

5.— Un procedimienﬁo para la preparacidn de
una composicion de reactivo de emsayo analftico, inmu-
noldzico o de diagndstico.

Tal y como se ha descrito en la llemoria que

entecede, representado en los dibujos que se acompaiian

¥ para los fines que se han especificado.

-2~ 377661




Esta Memoria consta de veintidos hojas escri-

tas a miquina por una sola de sus caras.

Madrid,
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