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La invencidén se refiere a un procedimiento para
la obtencidén de antigenos a partir de esquistosomas adul-
tos vivos, a agentes de diagnéstico para infecciones de
bilharziosis que contienen los antigsenos o anticuerpos co-
rrespondientes preparados segin la invenoidn, y a su uti-
lizacidén para la deteccidn e identificacidn de la bilhar-
ziosis "in vivd' e "in vitro".

La bilharziosis es una enfermedad que es provo-
cada por pardsitos del género esquistosoma. 3e calcula que
aproximadamente 200 millones de personas, en especial en
Asia, Africa, Sudamérica y Centroamérica estén infectadas
por especies de esquistomas patdgenos para el hombre, en
especial por S. maunsoni, S5, haematobium y S. japonicua.

Desde hace unos 50 affos son ntilizados wétodos
serolégicos para la diagnosis de la bilharsziosis, que.tie—
nen ventajas considerables frente a procedimientos para-
sitolégicos, debido a la sencillez de la realizacién. La
especificidad de estos procedimientos de ensayo es depen-
diente, en el sentido mAs amplio, de la calidaed del mate-
rial antfgeno utilizado para ellos.

BEs conocido cue los pacientes de bilhargiosis,
en una etapa grecoz de la enfermedad, presentan una sen-
sibilidad especifica de la piel, que ha de ser atribuida
a anticuerpos presentes frente a los agentes patégenos y

que puede ser provocada con correspondientes antigenos.
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Una inyeccidn intradéreica de un extracto de esquistoso--
mas conduce a un enrojecimiento y a una induracién (for-
macidn de habones) que aparece al cabo de pocos minutos

en la zona inyectada de la piel,

In vitro, los anticuerpos pueden ser detecta-
dos con procedimientos de ensayo cénocidos, si son uti-
lizados anticenos apropiados.

Como material de partida para la obtencién de
los antigenos son utilizados, entre otras determinadas
etapas de Jesarrollo del ciclo vital de agentes patdge-
nos de la bilharziosis, de preferencia esquistosomas adul-
tos, que son llevados a desarrollo en un animal huesped,
lo més frecusntemente en roedores, La obtencidn de los
orgsanismos se realiza por medio e una técnica de perfu-
sién descrita por Pellegrino y Siqueira (1956), Los esquis-~
tosomas a obtenar & rartir de la solucidn de perfusidn son
lavados con una solucidn isoténica de cloruro de sodio
(sal comdn) y a continuacidén, o bien son utilizados inme-
diatamente para la preparacidn de antigenos, o bien son
secados y conservados en ampollas hasta ocue se les necesi-
te.

Los anticenos utilizables para el diagnéstico
son preparados o0 bien por extraccién de las lombrices de-
secadas, con solucidn isotdénica de cloruro de zodio (extrac-

to de cloruro de sodio) o por extraccidn con ayuda de la
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solucidn segin Coca (extracto de Coca), o segin la pro-
puesta de melcher, por deslipidacidén de los esquistoso-
mas con dter de petrdleo y extraccidn subsiguiente con

un tampén de borato y una purificacidn por precipitacidn
con Acido, después de lo cual se obtiene la fraccidn so-
luble en &cido como el 1llamado antigeno de relcher. Se
han llevado a cabo varias experiencias para purificar ain
més los anti{genos obtenidos en lo esencial seglin este
procedimiento. En tales casos se obtuvieron también frac-
ciones reactivas en el ensayo de la piel. 3in embargo,
pudo ser demostrado ademdés que la porcidn activa del anti-
geno del ensayo de la piel no ha de ser limitada a las
fracciones puras. En lugar de ello se pudo determinar que
la reactividad del antf{geno ha de ser puesta en correla-
cién con su contenido de nitrdzeno. En tal caso se pone
de manifiesto siempre la necesidad de excluir reacciones
no especificas que pueden ser provocadas por la inclusidn
de componentes especificos para el huesped en el orgenis-
mo de los esquistosomas,

Se ha encontrado ahora que los esquistosomas
obtenidos por perfusidn a partir de sansre de roedor, pue-
den ser liberados de una gran porcidén de material especi-
fico para el huesped si los esquistosomas son mantenidos
durante varias horas en medios salinos adecuados, libres

de proteinas, y que estos esauistosomas previamente puri-
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ficados proporcionan antigenos somidticos de elevada espe-
cificidad,

Por consiguiante, objeto de la presente inven-
cién es un procedimiento para la preparacidn de antfgenos
a partir Jde esquistosomas adultos vivos, caracterizado
rorque esquistosowas obtenidos de ahimales infectados se
mantienen vivos a 10w 40¢C, durante 12-96 horas en 10-1C0
veces su volumen de unz solucidn acuosa de sgl, estéril,
fisioldgicamente tolerabvle, libre de proteinas y de nitird-
£8no, y a continuacidn son aislados y extrafdos con un
medio acuoso,

Como soluciones de sal, en las aue los esquisto-
somas son mantenidos vivos durante algdn tiempo descués
de su obtencidn, son adecuadas todas las soluciones acuo-
sas de sales fisiolbzicamente tolerables, cuya osmolaridad
sea de aproximadamente 200 - 450 miliosmoles/litros. Jun-
to a solucidn fisiolégica de cloruro de sodio pertenecen
a ellas las soluciones nutricias conccidas, por ejemplo
lag de Locke, Tyrode o hinger,Adiciones de aproximadamente
0,5 % de glucosea y/o de aproximadamente 1 ¢ de asparagina,
de las que es sabido que hacen posible mantener con vida
durante 2-12 dias a log esquistosomas en soluciones nutri-
cias, son tarbién ventajosas en el caso Jel procedimiento

geglén la invencidn,

En una forma de reulizacidn especialuente venta-

11-3-75 - 5 -



10

25

josa, los esquistosomas obtenidos por perfusidén son mante-
nidos en aproximadamente 50 veces su volumen de una solu-
ci6n acuosa que contiene NaCl, KCl, 1gS0,, glucosa, NaHCO3,
NagHPO, y Cally con una concentracidn total de 200 - 450
milioasmoles/litro, a 35-402, con la condicién de aue al
menos la mitad de la osmolaridad de la solucidén sea debi-~
da al contenido de cloruro de sodio y de que los dem&s com-
ponentes contribuyan al contenido de sustancia disociada
en la solucidn en cada caso con 2-5C miliosmoles/litro. En
este caso debe darse por sabido aue para la preparacidn de
una solucidn bpticamente transparente, las sales mencio-
nadas no pueden ser afiadidas al disolvente agua en cual-~
guiar proporcién de mezcla, Por ejemplo, la solucidén acuo-
sa puede tener la composicidén siguiente:

0,120 moles/li ro corresrondientes a 24C milios-

moles/litro de I'aCl.

0,C04 moles/litro correspondienies a 8 miliosmo-

les/litro de KU1,

0,0007 moles/1litro corresrondientes a 2 miliosmo-

les/litro de 1280,.

g,do55 moles/litro correspondientes a 5 miliosmo-—

leg/litro de glucosa

¢,018 moles/litro corresyondientes a 36 milioswo-

les/litre de }‘faHCOB

¢,0035 moles/litro correspondientes a 10 milios-
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moles/ litro de NaQHPO4

0,001 noles/litro correspondientes a 3 miliog-

moles/litro de “all,.

Ha manifestado ser conveniente cambiar varias
veces la solucién a intervalos de algunas horas, por ejem-
plo en el caso de un mwantenimiento de las lpmbrices du-
rante 24 horas, llevar =z cabo el cawbio de la solucidn
cada 8 horas.

Husta wzhora no era conocido gue los esquisto-
gomag, durante el tiempo Je incubacidn en los medios co-
rrespondientes, pudieran dejar libres las sustancias nutri-
cius absorbidas en su intestino, y que por ello resultaba
-como pudo ser zemostrado seglin la invencién- un efecto
esencial de purificacidén er la rreparacidn de los antire-
nos somdticos, ruede ser demoatrado, en efecio, que el
reso en hdmedo de los esquistosomaslobtenidos por perfu-
sién a partir de un aniwmal huesped, disminuye en 10-30%
por la incubacién segin la invencién.

Bsta disminucidn del peso de las lombrices con—
duce a un material de partids especifica y esencialmente
mds puro, puara la rrerarzcidén de los antigenos somdticos.

nientras que esquistosomas no incubados sélo
pueden ser utilizados para la obtencidén de antireno me-
diante medidas muy cuidadosas de procedimientos de extrac-

cidn, la elevada pureza del naterial de partida hace posi-
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ble el empleo de fuerzas de cizallamiento y de cavitacidn
wéis intensas, por ejemplo, de ultrasonidos, y conduce des—-
pués  de 8llo a un rendimiento mas elevado de material anti-
geno especifico.

Los esquistosomas que sirven como material de
partida para el procedimiento segdn'la invepcién son obte-
nidos de wodo conocido de por si, por ejemplo con a;uda.de
la técnica de perfusidén, a partir de la sangre de anisales
infectazdos., Animales adeciados son, por ejemplo, cerdos o
de preferencia roedores, tales como conejos, cobayas, hamster
dorados o en especial ratas o ratones. Fara la obtencidn
de esquistosomas, los animales son convenientemente infec-
tados artificialmente, aunaue tarbién puede hacerse uso de
igual modo para la obtencidn de esquistosomas de animales
infectados naturalmente, teniendo que contentarse, no obstan~
te, con obtener un caterial de partida menos homogéneo.

Acto seguido los esquistosomas son recogidos y
reunidos, convenientemente sobre un tamiz con una anchura
de malles adecuada, y levados de nuevo, por ejemplo sobre
este taniz o también por decuntacidn, Como solucién de la-
vado sirve una solucidn azcucsa de sal, isoténica frente a
los organiamos, convenientemente una solucién de cloruro
de sodio.

Los esquistosomas asi tratados de modo previe

se mantienen con vida del nodo ya descrito, en una solucidn
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de sal,

.A continuacidn, los esquistosomas incubados son
gseparados de la solucidn de sal por decantacién o por ta-
mizado y, en el caso de que se desee, son lavados de nue-
vo con solucidn isoténica de sal o con wurua pura.

Para la extraccidn subsigduiente sirven como
agentes de extraccidn los medios conocidos en la técnica
y descritos més arriba, que ya han sido utilizados antes
de zhora para la extraccidn de esquistosomas no tratados
previamente segén la invencidén, pero que con los esquisto-
gsomas tratados previamente segin la invencidén proporcionan
un extracto esencialmente mejorado.

31 asi se aesea, los esquistosomas aislades de
la solucidn de sal pueden ser liofilizados (secados por con-
gelacidn) y/o deslipidizados con por lo menos 50 veces su
peso en seco de disolventes de lipidos, tales cowo éter
dieti{lico, antes de la extraccidn. Antes de la extraccidn
o durante la wiswma puede ser conveniente la utilizacidn de
fuerzas de cizallamiento o de cavitacidén, por ejemplo el
tratamiento con un asgitador répido o con ultrasonidos, o
taubidn ce una trituracién mecénica sencilla. A continua~
cidén de la extraccidn, el extracto acuoso obtenido puede
ger sometido, si asf se desea, a otras operaciones de pu-
rificacidn, tales cono didlisis o cromatografia.

El producto purifi.ado pueds ser normalizsdo pars
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la deteccién de ls bilharziosis segln los requisitos de
los sistemas de ensayo de diagndstico.

Para el ensayo intradérmico ha manifestado ser
conveniente, baséndose en extensos ensayo de cawmpo, lle-
var a cabo una determinacién de nitrdgeno en el material
antigeno y ajustar la solucidn de ios anti{genos somati-
cos a una concentracidén final de uU,03 mg de nitrégeno
por ml, con ayuda de una solucidén de sal fisioldgicamen-
te tolerable.

Objeto de la presente invencidn son ademés anti-
genos que pueden ser obtenidos a partir de esquistosomas
obtenidos de animales artificialmente infectados, despuds
de que éstos hubieron sido wantenidos vivos a 10-.402C
durante 12-96 horas en 10-100 veces su volumen de un medio
salino isotdnico, definido quimicamente, estéril, libre
de proteinas y de niirdgenoc,

Los antigenos de esquistosowmas, preparados segin
la invencidn y normalizados respecto & la cantidad de ni-
trégeno, permiten investigsaciones epidemioldgicas en per-
sonas efectadas de bilharziosis, 0,05 ml de la solucidn de
antigeno conduce, despuéds de una inyeccidén intradérmica,

a un habdén en la piel en el lugar de inyeccidn, cuya su-
perficie de més de 1 cm2 15 minutos después de la inyec-
cidn sirve como una indicacidn fidedigna de la presencia

de anticuerpos de esquistoscmas, A base de reacciones sero-
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l8gicas cruzadas con esquistosomas patéeenos frente a ani-
males, por ejemplo Trichobilharzia spp. y Ocellata spp.,
que invaden a las personas como huéspedes equivocados o
erréneos, el antigeno antes wmencionado puede ser utiliza-
do en el diagndstico para la deteccidn del contacto gue
ha tenido lugar con las etapas de ésquistosomas implica~
dag,

Sin embargo, los antigernos obtenidos seglin la
invencidén resultan ser adecuados tasbién para la realiza-
cidén del ensayo Je henoaglutinacién, como fue descrito
ror Kagan en 1955 para el diagnostico de la bilharziosis.
Asimismo el antfgzeno obtenido segiin la invencidn puede
utilizarse para la reaccidn de fijacidn del cowplemento
que fue discutida como procedimiento de diagndstico para
la deteccidn de esquistosomas en Wld, Hlth. Org. (Orga-
nizacidén kundial de la 3alud) 1961, 25, 611-674.

Ademds de para los métodos aoul enumerados, los
antigenos obtenidos segln la invencidn son utilizables pa~-
ra una serie de otros procedimientos seroldgicos de ensa-
yo como anti-eno en el diagndstico de la bilharziosis,
Sin embargo, también son utilizables para la obtencidn
de antisuero, que pueden ser obtenido por inmunizacidn de
animales de exgerimentacidn adecuazdos con el antigeno de
esquistosoma, Le este nodc se pueden obtengr suercs que

ge comportan en sistemas inmunoldégicos andlocumente a los
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que pueden ser obtenidos de pacientes afectados de bilhar-
ziosgis.

Por consiguiente, otros objetos de la invencidn
son agentes de diagndstico que contienen antigenos somé~’
ticos previamente purificados o preparados segin la inven-
cidn, o anticuerpos obtenidos con ellos, y la utilizacién
de los agentes de diegndutico para la deteccidén de la
bilharziosis,

La invencidén se na de ilustrar ends detallada~

mente en el siguiente ejemplo.

Ejeuplo

35 g, pesados en himedo, de esquistosomas obtenidos por
medio de la técnica de perfusidn, a partir de los vasos
sangulneos del mesenterio de ratones infectadcs experimen-
talmente, son lavados varias veces en condiciones estéri-
les sobre un tamiz con una anchura de mallas de C,5 am
cada vez con 100 ml de solucidén estéril isotdénica de clo-
ruro de sodio. Las lombrices liberadas de este modo de
sustancias extrafas adheridas son zfiadidas a 500 ml de una
solucidn compuesta del modo siguiente y filtrada a conti-

nuacidén asépticamente:
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NaCl
KC1
Ca012

.2H20

20
NazHPO
NaHCO3

4

citrato de Na
glucoss,

valor del pH

/1
7,4
0,75
0,55
0,2
2,7
0,84
2,9
3,6
8,3

¥y mantenidos en total durante 24 horas a 37¢C. Despuéds

de cada 8 horas tiene luger un cambio de la solucidén por

otros 500 ml,

A continuacidn las lombrices son lavadas sobre

el tamiz con 100 ml de solucidn izotdnica estéril de clo~-

ruro de sodio, puestas en cuspensidn en uvnos 100 ml de

agua destilada e3téril y secadas en unainstalacidén de

liofilizacidén. 3e obtienen 6,25 g Je esuuiztosomas secos,

Para la obtencidn de los antirzencs somitices

a partir de los esquistososas, el material de lombrices

desecado se pulveriza finamente en un wortero y a contie-

nugcién 3e homogeneiza en porciones, en un homogeneiza-

r de tejidos segin FUIMERk (fabricado por la firma B,
do p

Braun ielsuncen) con 950 nl en total de dter dietflico,
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En tal caso el rscipiente del homogeneizadcr se enfria
desde fuera con una mezcla de metanol y de 4dcido carbd- *
nico seco. Los componentes insolubles en éter son sepe-
rados por centrifugacidn a -102C en unz2 centrifuga con re-
frigeracién, protegisa contra explosiones, 3e desecha la
porcidn que sobrenada y el residuo'se libera del éter res-
tante en un desec=dor bajo vacio. la cantidad total Je

la sustanciza =zeca obtenida se suspende en 625 a2l de una
solucidén de cloruro de sodio, tawponzda con borato de so-
dio (pH 7,4) que consta de 6,202 g de 53803, 50 wl de
KaCH 1 K, 2,925 ¢ de wacl, 46,5 al .e HCl 1 N y completa-
da hasta 1000 ml con uaguz destil=zda, y we reparte homogé-
neamente en la solucidn con el hnowoceneizador de tejidos
mencionado, Desyuds de ello el material homogeneizado es
sometido durante 1C minutos a un trataniento con ultraso-
nidos a U,6 A, 220 V (faoricante del aparato: Schbllers-
chall). A continuacidn se centrifusa durante 1 hora a 30.000
g (veces la acelerucidn de la gravedad) se desecha el sedi-
mento y la porcidn que sobrenada, que contiene el antizeno
somético, se dJdializa durante 15 horas frente & un volumen
10 veces mayor de la solucidén e cloruro de sodio tampona-
da con vorato cue ha sijo mencionuda. Los antizenus somé-
ticos obienidos en el material dializado interno pueden
ser utilizados para la prepuracidn ue scentes de diagndstico

para infecciones de bilharziosis,
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Si se desea, los anti{genos pueden ser también
purificados adicionalmente por medidas cromatogrificas
adecuadas y, para investizaciones especiales, pueden ser
fraccionados en componentes individuales,

El ensayo de la actividad bioldgica de los
antigenos sométicos obtenidos se réaliza en cobayas,

a los que habia sido inyectado suero de pacientes de bilhar
ziosis con resultados parasitoldgicos comprobados, por
la deteccidn de la anafiléxia cuténea pasiva:

Si a los animales sensibilizados con estos sueros de pa-
cientes, 43 horas despuds de la aduinistracién del suero
se les aplica por via intracuténea el antigeno preparado
seglin el ejemplo precedente, en una dilucidn de 1 : 50,
y simulténeamente se les adwministra por via intravenosa
1,2 ml de una solucién al 0,12 por ciento de azul de
Evans, aparece en el lugar de la inyeccidn una aureola
azul,

La actividud seroldgica se determina por valo-
racidén mediante la técnica de hemoaglutinacidn pasiva se-
gin Kagan 1655, utilizéndose como patrén de suero, sueros
seleccionudos de pacientes de bilharziosis,

Esta solicitud que corresponde a la presentada
en la Repiblica federal alemana, el 29 de Abril de 1974,
bajo el N2 P 24 20 706.5, se acoge & 1os beneficios del

articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus-
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trial.

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para cue sean objeto Ge esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn en Espafa, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguienties:

le.~ Procedimiento para la preparacidn de anti-
genos, carecterizado porque esquistosomas obtenidos de
animales infectados son mantenidos vivos a temperaturas
de 10 a 402C, durante 12 -~ 96 noras en un volumen 10 - 100
veces mayor de una solucidn acuosa de sal, fisioldgica~
mente tolerable, estéril, libre de proteinas y de nitré-
geno, y a continuacidn son aislados y extraidos con un
medio acunso,

&, Procedimiento segin la reivindicacidn 18,
caracterizado porque los esquistosomas schn liofilizados

antes de la extraccidédn, tratudos con un disolvente de 1li-
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pidos, y sometidos a fuerzas de cizallamiento o de ecavi- .
tacidn y/o dializados antes o durante la extraccién. x

3&,~ Procedimiento segin las reivindicaciones
18 a 28, caracterizado porque la solucién de sal fisiold-
gicamente tolerable, estéril, libre de proteinas y de ni-
trégeno, contiene cloruro de sodio, clorurc de potasio,
sulfato de magnesio, glucosa, bicarbonato de sodio, fosfa-
to disédico y cloruro de caleio con una concentracidn en
total de 200 a 450 miliosmoles/litros, con la condicién de
que por lo menos la mitad de la osmolaridad de la soluciln
sea debida al contenido de cloruro de sodio, y de que los
dends componentes contribuyan en cada caso con 2-50 milios-
moles/Llitro al contenido de sustancia disociada en la solu-
cién,

48,- Procedimiento para la preparacién de antige-
nos.,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede y con los fines que se han especificado.

Egta Memoria consta de diecisiete hojas escritas

a méquina por una sola cara,

paaria, DAMYI9TE
P.A,
Oscar de Elzaburv
Por ore:
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