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que se acompafia a la solicitud de registro de una Patente de
Introduceién por diez afios, en Espafia, por "PROCEDIMIENTO PA
RA TA OBTENCiON DE UNA P:EPARACION ANTIGENA’PARA ﬁSOlEN a4
SERODIAGNOSIS DE LA SIFILIS", a favor de NPUJIZOKISEIYAXU
COMPANY LIMITED", entidad de nacionalidad‘japoneéa, residen-
te en Tokyo (Jepén), con domicilio en %24_Shimoochiai 2-Choue, T
Shinjuku~ku.

- Debido al repido profreso en el tratamiento de la
gifilis eon antibioticos, el nimzro de enfermos de sifilis
ha disminuido considerablemente en los Ultimos tiempos. Por
otre parte, sin embargo; muchos enfermos sifiliticos son gho-
re aquéllos que tienen la sifilis latente, mientras que la
mayorig de los enfermos con menifestaciones clinicas tipicas
de sifilis casi han desaparecido. Por consiguiente, se esti-
ma en la actualidad que el dnico procedimiento seguro para -
detectar la infeceidn de sifilis reside en la pruebs serolé-
gica.

Sabido es que la serodiagnosis de la sifilis fué
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creada por Wassermsnn al aplicar la prusba de fijacibn del
complemento establecida por Bordet y Gengoce para la diagnosis
de la sifilis. Bn la primera fase de la llamde diagndsis se-
rolégica de Wassermaﬁn de sifilis se utilizaba como antigeno
un extracto del higsdo de nifios sifiliticos congénitos. Esto
se basabg, naturalmnente, en el cbncepto de que el Treponema
Pallidum (de ahora en adelente, en abreviatura, TP), el agente

causante de la gifilis, en organos de nifios sifiliticos, ju-

-garia un papel esencial como sntigeno en la reaccién especi-

fica anticueppo-antigeno. En el curso de las subsiguientes in-
vestigaciones sobre la reaccidn Wassermann se descubrib que el
extracto de corazdn bovino podia ser satisfactoriamente usado
como antigeno, en lugar del extracto de higado de nifio sifili-
tico, ¥y que la actividad del extracto de corazdn bovino como
ant{geno en la reaccién de Wessermenn se debis a sustancias li-
pddes. Ademds, en 1942, la cardiolipina, un fosfolipido, fud
aislada en forma pura de estas sustancias lipides por Pangborn,
clesificandose tambidn su estructura quimics. Esta purificacién
del antigeno, junto con una me jora de los procedimientos téc-
nicos de prueba, produjeron un répido profreso en la splicacidn
de la reacoidn de VWassermenn (este método se denominera, de
ahors en adelante, "método de cardiolipina").

Sin embargo, se he desoublierto que este método mejo-
rado presenta aln la desventaja oconsigtente en que, a veces,
produce la llamads reacoidn no especifiocs, es decir, la falsa
reaceidn positive bioldgica (en gbreviaturs, a partir de ahora,
FPB), en aquellos enfermos gue nunce han sido infectados con
TP, porque le sustancia sntigénica usada en este método no se »
derive del agente mismo causante de la sifilis, Asi, se ha de-

mostrado gque la incidencia de FPB alcanza casl al 20% de los
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enformos quo dan rasccidn posltive a esta prueba de Wassermann,

Para evitar la FPB provocada por el antigeno de Car-
diolipina, por tanto, se considerd necesario aplicar TP, el
agente mismo causante de la si{filis, como antigeno en la prue~
ba serolégica de la sifilis. Desde este punto de vista, se -
han desarrollasdo en el método de prueba diversas modificscio~
nes tales como la pruebg de inmovilizacidn del Treponems pa-
1lidum (que, parae abreviar, se designara de ahora en adelante
como "prueba ITP"), basada en la reaccién de inmovilizacién
de TP; la prueba'de fijacibén del complemento del Treponema
pallidum (prueba FCTP), basade en la reaccidn de fijacidn del
complemento por el antigeno TP; y la prueba del anticuerpo
Treponemel Fluorescente (prueba ATF) basada en la reaccidn -
del anticuerpo fluoresceﬁte. Bstos métodos de prueba parecen
heber sido considerablemente efectivos en la reduccidén de in~

cidencia de FPB. Pero su uso no se ha generalizado aiin para

sy

la diagndsis de sifilis en lugar del método convencional de
Cardiolipina. La razdén de esta impopularidad es la siguiente:
Como la prueba de ruting debe ser realizade en un gran n&me-t
ro de muestras de suero, cuslesquiers métodos de diagnbstico

que se empleen en la practica clinica deben ser simples.en sus

Y téontms de reaccidn y, particularmente en el caso del método

en que se ubiliza TP como antigeno, deben ser aquéllos que -
puedan dar el mejor resultado de prueba con la minims canti-
dad de TP, porque el TP sdlamente puede ddsarrollarse en el -
parénquima de testiculo de un conejo; Actualmente, sin embar—
go, todos esos métodos que usan TP como antigeno resulan bas-
tente complicados en sus técnices de reaccidn y requieren una
gran cantidad de TP, lo cual constituye un serio inconvenien-

te de esta clase de métodos.

Asi, es précticamente imposible la aplicacidn de es~
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tos métodos como métodos rutinarios de prusba, ain cuando ten-
gan la venteja de una gran especificacidén en la reaccidn de
anticnerpo-antigeno.

Bn estas cireunstancias, Rathlev y otros trataron
de establecer un método basado en la hemaglutinacidén (agluti-
ngeidén de un portédor) porque ers simple en su téonica de reag
¢ion. El comportamiento de éste método puede ser brevemente
descrito como sigue$ Los componentes celulares de TP son adsor-
bidos en algunos portadores tales como eritrocitos de oveja
tratados con formalina o con Acido tédnico g f£in de sensibili-
zarlos y los portadores sensibilizados son afiadidos a las mues=-
trag de suero de prueba que han sido previamente dildfdas con
sustancia saling fisioldgica u otra solucidn.

Los resultados de la prueba son cohsidarados positi-

vos ¢ negativos de acuerdo con lg presmncia o agusencis de aglu~

tinacién de los eritrocitos sensib;lizados, que se praduce co=-
no resultado de la reaccidén del anticuerpo contenido en las mues-:
tras de suero de prueba con el antigeno TP adsorbido enlos POT~
tedores (reaccidn antigeno-anticuerpo).

Bn la eplicacidn préctica, sin embargo, se ha des-
cubierto que este método presenta el inconveniente de que, en
nmuchos casos, los portadores sensibilizados no se aglutinan por
le reacoidén enticusrpo-antigeno, sino que lo hacen espontanca- |
mente.ISe considera que este fendmeno es debido a la propiedad
de miitue adherencia del antigeno TP mismo. En consecuencia, es-
te método basado en le reaccidén de hemaglutinacidén ha gido es-
tudiedo solamente en un nivel expérimental e incapaz de ser
desarrollado como un ﬁétodo practico de pruebs para la sifilis.

La finalidad principel de eats invencidn es la de

aorecentar la sensibilidad y espeoificacidn y eliminer la aglu-
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taoidn esponténea, mejorando el método convencional de pruebe
seroldgica basado en la hemaglutinacién (aglutinacién de porta—
dor). Esto se ha logrado al encontrar el'modo de preparar el
reagente para que los portadores sensibilizados de TP estén -
suspendidos en un medio especialmente preparado.

Los portgdores (que, de ahora en adelante, seran lla-
mados "portadores sensibiiizados“) tales como células sangui-
neas rojas de origen animal o latex plastico mono-disperso (de
ahora en adelante llamado "latex"), en los que son adsorbidés
los componentes celulares de Traboaema Pallidum (que, a partir,

de ahora, se denominard “antigeno TP"), son suspendides en un

medio de sus:ensidn en ei que se disﬁelve sustancia salina re-
gulads de fosfato (que, & partir de shora, se denominarg "SSRF")
que contiene aéente activo de superficie no-iodnica, pastaay sué—
ro de origen animal normel. La prueba de deteccion de la sifi=
lis se lleva a cabo mezclando este medio con el suero a probar
en un tubo de pruebas y leyendo a continuacidn los resultados

a simple vista. Si se pruduce la aglutinzcidn de los portado-
res sengibilizados, el suero sometido se considera como posi-
tivo, y si no se produge tal aglutinacidn, se considers, gue

el suero sometido es negativo. Se ha pensado ya en empleéf, -
como portador, células sanguineas rojas de origen animal, por
ejemplo, de ovejas. Sin embargo, el latex y otros son también
congiderados de utilidad como portadores. Cuando se usan célu~
las sanguineas rojas de origen animal como portador, deben ser
previamente tratadas con formalina y Acido tanico antes de ser
sensibilizadas con Treponema Pallidum. En cuanto a la prepara-
cibn del antigeno, puede ewitarse la espontanea aglutinacidn

de los portadores sensibilizedos y se produce la ligazon (ag;g
tingcion) del entigeno TP (el portador sensibilizado) sdlo con

el anticuerpo contenido en las muestras de suero de prueba, -
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pues la propiedad de mitua adherencia del antigeno TP mismo

es inpedida por la accién del medio de suspensién, = modo de

. cobertura, empleado en la preparacién del entigeno. Ademds,

la resccién de glutinacién de los portadores sensibilizados
en el suero de reaccidn positiva se produce con bastante re-
pidez, pues la liberacidén del antigeno TP de la superficie

de sdsorcidn de los portadores es evitada por la agcidn de di-
cho medio de suspensidn. Se considera mejor que el medio de
suspensién presente incluya aproximadamente un 0,25% de porta-
dor sensibilizado. Para observar si el suero a probar estd
infectado o no de sifilis, se mezeclan 0.55 ml. del medio de
suspension presente, que incluye un 0.25% de portador sensibi-
lizado, con el suerc a’probar, cuya centidad serd equivalen-
te a una centésima del medio de suspensidén. Cuando el portador
sensibilizado sea inclufdo en une proporeion supcrior al Q. 25%,
habra de prepararse un medio de suspensidn gue no ineluys por-
tador sensibilizado para diluir el medio de suspensidn que in-
clﬁya portedor sensibilizado al 0.25%.

El medio de suspensidn consiste principalmente en
égter 4aido graso de polioxietilenosorbitano y monoestearato
de glicerilo como agente activo de superficie no idnica; gomas
tales como gome arabige ¥y gome de tragacanto; pastas de algas
marinas, tales ocomo agar-agar y docido alginice; pugtes anlma~
les, tales como gelatina y cola; pastas sintéticas, tales como
alcohol de polivinilo y polivinilpirrolidona, y suero animal
como, por ejemplo, suero humano o suero de conejos. Estos adi~
tivos son disueltos en SSHRF en cantidad adecuads de acuerdo
con log materisles dados. La centidad normal se menciona en
los ejemplos que mas adelente se desoriben. Ligeras fluctuacio-
nes en la cantidad no afectan al efecto del medio de suspen- -

sibén. Asi, ol método de la presente invencidn es el primero



que hece posible aplioar lg reamcoién de aglutinaciodn del porta-
dor a la serodiagndsie de sifilis en la prdotica oclinica. En
efeoto, 108 pesultados obtenidos en un estudio comparativo re-
prescntado en el cuadro que més adelante se incluye, ilustran |
perfectamente la superioridad en las altaes especificacidn y sen-
sibilidad del método de la presente invencidn, es decir, del mé-.
todo en que se emplea el TP mismo como antigeno, sobre cualquier
otro método de prueba convencional. Si acaso los anticuerpos |
heterologos contenidos en el suero a probar son absorbidos con
polvo de testiculos de conejos normales, TP no-patogénico de ra-
za Reiter y célula roja insensibilizade homdloga en el caso de
portador de célula roja, entonces el método de la presente in-
vencién mostraré una perfects especificacidn. Se realizb un es-
tudio comparativo entre las muestras de suero de prueba obtenidas
de 100 pacientes sifiliticos y no sifiliticos, respectivemente,

y ocho muestras de suero FPB. Los resultados obtenidos.se mues-

tran en el siguiente cuadro:

ESTUDIO COMPARATIVO DE METODOS DE PRUEBA

P PRUEBA CON ESTE .
METODC DE | METODO Prueba Prueba ruebs REAGENTE INVENTADO
PRUEBA Cardic | FCIP 1P ATF PORTADOR | FPORTADOR
lipina ' : ERITROCITO LATEX
[ I T [} i ] -
ﬁNpectura n . :* :+ : . : . : .
S&E;E\‘x\‘ : ! f ' | :
1 * . v T 1] |
_ | 1 - I 1
Suero ! '
sifilitico 2 ‘ 98 2 :98 3 : 97 3: 97 0 : 100 1 ' 99
! : !
1 T 1 U 1 :
Suero no gg 120 96, 4 |100, 0 [95, 5| 98 | 2| 981 2
gifilitico { ' i | (100 0)|(100 ' 0)
: ! i I . 1 f _
1 ] ] 1 !
Suero 0 : 8 '% 'y 8' o 7' 1 8! o0 8 : 0
w3 I N IR | .
|
! 1] [ . + t
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La notable superioridad del método de la presente

¢ 8~

inveneidn, con el uso de 1la preparacidn antigena, sobre los
métodos convencionales que usan el TP mismovpomo entigeno ~tg
les como la pruebas ITP, la prueba FCTP y lg prueba ATF- re~
gide en que las téenicas pare la reaccidn son mucho més sim-
ples y eﬁ que se puede reglizar un gran nimero de prucbas con
una pequefia centidad de TP.

Asi, por el método de la presente invencidén results
pogible la aplicacidn préctica'de la prueba de serodiagnésis,'
usando TP como antigeno, a la prueba de rutine en que he de.
manejerse une gran cantidad de muestras de suero. Lo cual,
por el contrario, resultaba imposible con los métodos de prue—
ba convencionales. Se ha descubierto gue el nimero de muestras
de suero que pueden ser experimentadas con la cantidad de TP
obtenida de 20 conejos es de aproximadamente 600 en la prué-
ba ITP, de alrededor de 2.000 en la prueba FCTP y de aproxi~
madamente 50.000 en la prueba ATF‘respectivémente, pero con
la preparécién antizena de la in#encién, el nimerc es de alre-
dedor de 200.000,

Procedimiento gotualmente practicado.

(1)e= (Antigeno TP).- Eritrocitos de ove:a como portadores.

Se usaron 20 conejos machos ouyo peso osoilabe en-

tre 2.5 ¥ 3.0 kg. Alrededor de 10-10 célules de TP fueron ino-
culadas en ceda parénquims de testiculo de los conejos. Cuan-
do sintomas de testitis sifilitica agude se menifestaron al -
cabo de entre 7 y 10 dfas después de la inooulaocidn los cone-
Jos fueron matados mediante total desangresmiento. A continua-
cidn, el parénquime de testiculo fué recogido asépticamente

de cada uno de los conejos, cada testiculo fué cottado o tra~
vés en entre 10 y 20 lonjas, y estas lonjas fueron remojadas

en ung solucidén de cintrato de sodio de 0.075 M, a temperatura
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ambiente, de maneras que el TP pudiese ser extraido. El extrgo-
to fué entonces sometido a fraccionamiento por precipitacidn
centrifuge & f£in de eliminar los fragmentos de tejido y re-
coger el TP en el mayor estado ge pureza posible. E1 TP asi
recogido fué afindido a SSRF conteniendo 0.005% de albimina
bovina, siendo la proporoién de TP e la albimina de 10 a 10
ml. y suspendiéndose al primero en la segunda. Esta suspehsién
fué a continuacidn sometida a tratamiento sdénico a 10 ko/s,
durante 30 minutos, pars destruir las celulas de TP y la so-
lucidn as{ obtenida fué concentrads por pervaporacién, en una
camara frigorifica a 4~6 ¢, a 1/10 del vollmen original. A -
continugoibn, esta solucidn concentrada fué nuevamente some-
tida @ concentracién a la mitad del vollmen por una didlisis

a presidn reducida en SSRF a un pH de 6.4 y, después de aom-
pletarse la concentracidn, se afiadid timerosal en proporciédn
de 1=5000.

(Portadores).

A ung cantidad adecuads de solucidn de citrato de
sodio el 4% se afiadid diez veces otro tanto de sangre recogi-
da asépticamente de la veng yugular de una oveja sana, se re-
cogieron los eritrocitos por separacidn centrifuga y ;é‘lava-
ron con una solucidn salina fisioldgica. Los eritrocitos asi
recogidos fueron fijados con solucidn saling fisioldgica con=
teniendo un 3% de formalina y tratados con dcido tdnico dilui-
do con SSRF entre 50,000 y 100.000 veces.

(Sensibilizacidn).

Se efectud la sensibilizacidn mezclando 1 vollmen
de la suspensidn de los eritrocitos asi tratados en SSRF en
la proporcién del 2.5% y 1 volimen de solucidn antigena TP

en SSRP en la concentracidén de 1=200, conservando esta mezcla
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durgnte 30 minutos s 3790 pare efectuar la adsorcidn de anti-
geno TP en la superfioié de los portadores de eritrocito. A
continuacidn, los eritroocitos portadores del antigeno TP por
adsorcién fueron recogidos por separacidén centrifuga, a razén
de 1.500 r.pem. durante 5 minutos, y lavados con 3 porciones
de solucidn salina fisioldgica aonteniendo 0,5% de goma ardbi-
ga, por geparacidn centrifuge, & fin de eliminar el exceso de

antigeno TP.

(Medio de suspensién).

Bl medio de suspénsién fué preparado mediante diso-

lucién en SSRF, en una concentracion dada, de las sustancias

siguientes:
_ Polisorbato 80 0.01%
Goma ardbiga purifi
.cada, 0.25%
Suero de conejo 1.00%

(Preparacibn gntigena).

Esta suspensidn fué preparads mediante suspensidn
de los portadores sensibilizados, preparados por el método
anteriormente descrito, en el medio de suspensidn igualmente
mencionado, en concentracién de 0.25%. La suspensidén asi pre-
parade constituye la preparascidn antigena de la invencidn.

(2)¢~_Portadores de létex.

Un volimen de le suspensidn del ldtex en SSRF, en
proporeidén de un 10%, y 1 volfmen de solucién antigena TP en
SSRF, en una concentracidn de 1=200, fueron mezclados y el
antigeno TP fué sometido a adsorcidn en la guperficie de DOr=
tador de litex a 378C durante 30 minutos. Esta mezolae fud so-
metida a separacién centrifuga, a rezén de 8.000 TePelpe AU~
rente 10 minutos, para recoger los portadores de ldtex del

entigeno TP por adsorcion, y los portadores asi recogldos,

se lavaron con 3 porclones de solucidn salina fisiolégica
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conteniendo 0.5% de goma ardbiga por separacién centrifuga, a
fin de eliminar el exceso de antigeno TP. Las subsiguientes

fages eon las mismas descritas en el apartodo (1) anterior.

NOTA

Descrito suficlentemente el objeto de la presente Pa-
tente de Introduccidn, se declara que lo que constituye su -
esencialided y para 1o que se pide la correspondiente proteccién
es lo que se concrete en las siguientes reivindicaciones:

18.,- Procedimiento para la obtencién de una prepara-
cién antigena para uso en la serodiagndsis de la sifilis, ca-
racterizado por suspender eritrocitos de origen sgnimal o litex
plasticos monoSdisperso, que son sensibilizados con componentes
celulares de Treponema Pallidum por ebsorcidn, en sustancis sa-
ling regulada dé fosfato conteniendo une pequefia cantidad de
agente activo de superficie no idénica, pasta y suero normal de
origen snimgl.

28 ,~ Procedimiento para la obtencidn de ung prepé—
racién entigena para uso en la serodiagndsis de la sifilis.

Todo seglin se deseribe y reivindicas en la presente
Memoria descriptive que consta de once hojas debidemente folla-

das ¥ esoritas a mdquina por una sola de sus caras.

Madrid, 4 de Febrero de 1.971
EL, AGENTE:
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