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fiemoris Doscriptiva

£l regiaztro de la potonte de invencidn que
se solicltc tiene por objeto garantizar la sxplotacidn
exclusiva en todo el territoric npeionszl vy sus posesiones
de un método pera detectsr bajos concentrecionss de endo=
toxina en una mupstra de materisl, conformo oo doscribe

a continuacidn.

Antocedentes de la invencidn

Como se ha tratade frecusntemante sn ls litg

ratura publiceda, por ejomplo, IThrombos, Diath. Heomorrha- .

goy Yol. 23, pfoings 17c-181 (1972), las célulos amaboci-

tos de lz cangre de miembros del gbners Limulus, y perti-

cularmente Limulus polyohemus, al cangrejo bayonots, fore

man cof@igulos cuondg se colocon on contacto con pirdgonos
tales campo sndotoxina bocterisna. LCstas célulos smobocitos
proporcignen & un canqgrejo bsyonete lgsionado: un npcanise
mo de coagulascidn de ls sangre oficez, impidiendo de #ste
rodo uno proliferaeidn posterior y uns migrscidn de bactg
ries o otras partes del cuerpo.

tn ol momento presentg, se practicen on co-
nejos ensayos con pirfgenss in viva de solucianes parantg
rales. Tol proqramz do enssyos es muy gero y dificil de
reslizar,

Se ha invertido una cantidad considerable
gn investigscldn en el uso de amebocitos de Limulus, des
pués de snmatmrlds a lisis on squs o similer pare romper
las células, coma un nedio de ensayo sustitutive para pi
régenos y productos estfriles. Un resumen caractorfotico

de tsl trabajo roclents con Limulus se encuentra en sl

-
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Bulleptin af the “arenteral Drua Assgciation, Vol. 27,

No. 0, phninas 39-140, Meyp-lunio, 1973.

Lo wodo garacterfstico, las chlulas amsbo-
citos dol Limulus se somoten o una lisis colocéndolac
en aqun dastileda, o medisnte cualquier otro modio pars
ronpor las cllulas do la sengre. 5 continuecidn de asto,
la splucidn resultante se filtra y centrifugs, pars wli-
ninar los sflides, tales como Frogmentos do tejidos cely
laroe v similares, y obtener asi una solucidn do protei-
noy, comunmente coanpclds conmo lisato do Liwlus. Osts so-
lucién de protofna (lisato de Li-uwlus) ge utiliza convan
cionalmente pera delectar endstoxing bscteriana sanidngg
la on contuclo con el materizl gquo se gnsays y observens. .
do si seo forme o no un cofgulo de protoina que tenga ciey .
tas patrones afnimos do vatabilidad.

Un patrdn de ensayo tipice do osiabilided
del cofgulo os invortir 180 sl tube do enssyo en el que -
sg Pormd ol cofigulo. 51 ol cofigulo permsnece intacin, oo
considera como roaccidn do endotoxina positiva. 51 el cof
gquly se ranse, o ni siquiera se Pormc un cofigulo comploto,
sp considera comg resecidn de endotoxing negativa.

£1 ligsto de Linulug pure en agua estéril
tignde e toner un grado inferior de sensibilidad o ls pre
sancia do endotoxinaz (no inferier a 1,56 nanogramos de en
dotoxina por ml) gue ls sensibilided del ensayo con cang-
Jo Uele7e pars grandos cantidades de soluciones parentera
las {por debajo de 0,097 nanogracos de endotoxina por wl)
y da Gste nodo normalmente no es cdecundo pars realizap
gnoayoo con pirdgenosan tales soluciones. 34 bien gg han

provisto snioriormenis cicrtos aditivos pera ls solucifin
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de lisato do Lisulus con ol fin de mejorar les sstabilie
ded vel lissto y similares, (E. Thys Yin, y otros, EBiochem

Diophys. fctz, 269 (1872), pfginas 284-289), no hay infog

—

mecidn de ninguno técnica snisrior que permite que la scp
sibilidad ael lisate de Limulus llegue o ser igusl a la
dgl ensayo del conejo U.3.7. pars grandes centidadas dg
solusiones parsontorslus. Se ha afiodido caleio como “potep
ciador”, sin alcanzar ls sonoibilided dessads (Jaschelanis,

gtros, Journzl of Foleculsr Biglogy 32 (2) pligings 457
465 (1568).

Co acuerdo con psta invencidn, se describon
varias natoriecles aditives que zumcntan la sansibilidad::;;
del lissto de Linulus, Frocuentements a un nivel que igug -
1z v 8ln pucde oxceder ls sensibilidad u lo endotoxins gue
e puede conseguir con el ansayo del consjo Ue5.P. paro
saluciones parenterales sn grandes cantidades. Lo capatie
dad de la solucifin do lisste de Limulus de precipitar en
presencia de concentrociones extremasdamente bsjss do ondg .
toxina se consigue dotando = la solucidn de uns cencantgg:
cién catelftica de uno o mis do leos ingredientas siguicne
tees imidszol, ilanss de manganaosa, reasctivo de Cleland y
atros compuestes disulfhidrflicos orgfinicos squivalentcs,
fones estroncio, ionca bario, cisteina y otras compunstos
monosulfhidrilicos orgénicos equivalentes, o iones litia.

tn genorel ss profurilile con relecidn o los
sstericles especificados anieriormonte que sstén prescntes
on 1la sglucidn de lissto de Linulus en las concentrsciones
que siguen, exprcsadas en moles por litro de solucidn de

ligato.
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Imidezol (comercialmente
dispenible por Lesztman
Kodak Coe)

Manganaso

Resetivo do Cleland (coe
mpreialmente disponible
por Sigma Chemical Zo.,
St. Louis, Pissouri)
Iones estroncin (557H)

lenes Goario (Ea4+)

Ciotoina

Ionas litio (Li*)

de 0,004 a 0,4 molas por litro
y proferentomcnte de 2,01 a 4,3
moles por litro.

prgforentemente an forma de

#n , de 0,005 2 C,1 moles por
litro y preferentamsnte de 0,01
g C,04 noles por litro.

de G,0800C5 & ©,00CE moles por
litre v prgferantemente de
0,0001 o 0,008 noles por li-
tro.

por lo genersl de 0,005 a 0,4
molps por litro y proforente-
mente do 0,01 & 0,3 moles por
litro.

asor lo gqeneral de 0,005 o 0,3
moles por litra, y preferentg
nonte on presencis del tampén
"Tria" bien conoeido para cbe
terar un pi de 7 ¢ 10. '

”~

por lo gencpal de 0,C00 8 (0,0

~moles por litre

por lo general de 0,008 & Q0,32
moles por litro y prefarentpe
menta de 0,03 a 0,15 moles po
litra. T

Los iones de magnesic proporcionan por si miﬁn.

mos una oxcelente sensibilizascién de la proieina do Limulus

sl estén en presencis de no més de 0,1 moles por litro de

ionos sodio, que tiendsn a sctusr como eliminadores del

afecto catelitico del magnesio y por lo genoral tienden @

suprimir lo sansibilidad de 1la proteina del lisato & ls

pndotoxina, incluso en presancia de olros catallzedores.

fraforantemente han de ostar prassentes do 0,05 & 0,3 molss

de icnos MQ+$ por litroc de soclucifn, También es preferible

avitsr sl uso de hidroxislquilaminas junto con los iones

magnesic. €n el srtfculo de Thyg Yin snteriormente citado,
se ha utilizedo el tsmpdn "Tris", que &s una hidroxilamina,

Junto con iones magnesio en presencia do una goncentracidn
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de iones sodio de aproximadamaente 0,15 moles. Lstos doe
materisles pusden eliminar el excelente afecto cataliti
co de los ignes magnesio.

Prefersntemsnte, sl catalizador imidazol de
asta invencidn so utilizas en le solucifn de lissto da Li=-
mulus conjuntaments con fones L£+, ionas Mg**, tones [ig
glicolat§7'(qua sg pusden afiadir en Porme de un tioglicoe
lsto do meteal alcelino, tel como itioglicolato sddico), o
iones 5r4*. Les combinaciones do estos iones con imidazol,
gue parece actuar como un agante tamponants, proporcionan
sl lisato de Limulus una sensibilidad particularmente al-
ta a le presencia ds endotoxina, Por ajemplo, en unidn.con
al intorvelo de concentracidn de imidazol anteriormente -
preforido, se pueden obtensr rosultedos excalaﬁtee y Fre{ A
cuentemente mejorados medients adicidn de 0,005 a 0,3 mo-
les de L:L+ por litro de solucidn, y preferentamente de
0,02 & 0,15 molos de ionas Lt por litro de solucidn. Do .
modo similsr, s pueden affedir de 0,005 & 0,0 moles de ig
nes ﬂg+&, y preferentoments de 0,01 a 0,1 moles de lones
mg++ por litro do solucidn,

Ung combinacidn particularmentes excelents se
obtisne cuando se afladsn iones imidazol y mg*+ en sus cofl
centracliones anteriormente praforidas, y de igual modo so
afladen iones /ticglicoletg/” en una concentracidn de 0,005
a 0,008 moles por litro de solucidn. Resultados particu~
lormente superiores se obtiengn nermalmente cuendo gstén
presentes de 0,02 8 0,03 molss de iones mg++: de G,02 8
3,03 moles de imidezol; y de 0,001 a 0,002 moles de ionss
/Tioglicolatg/ ~ por litro de solucidn.

De modo similar, se puedan combinar de 0,001
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a 0,01 moles de zﬁloglicalat§7p con los intervalos de cop
centracldn anterioress de imidazol para mejorar los rosule
tedos., Tambidn se pueden afladir de 0,005 a 0,3 moles ds ig
nes Sr** y praferentsmente de 0,02 2 0,15 moles de iones
Sr‘¥, por litro de solucidn, @ una aplucidn de imidazol
para mojorsr ls eficacia sobre el imidazol sclo.

Los ionss cargados positivaments sntes mencig
nados se pucden afiedir e le solucidn an forme de sus rese
pectivos cloruras, si bien no hay svidencia oxpeorimental
que demuestre que ol anidn particular elogido es critice
de modo sbsoluto, excepto que se@ deben evitar anionos que
tiandan s producir reacciones secunderins desfavorabloy -
con la proteins del lisato do Limulus, o que hagan insoly
bles los cationes litio, megnesio, sstronclo, o similares.

El uso aquf del términoc “catalizador® no quig
re decir que implique que los agentes de ssta invencidn
sgan verdaderos catalizadorss en el ssntido quimico estrig
to, sogdn el cusl los cetalizedores no se considersn reag
tivos., En aste invencidn, en donde el mocanismo de la gc-
cifn de sstos "catalizadores" sobre cl lisato de Limulus
no se conoce axactemante, os posible que los materisles o
agentes descritos equf como "cataslizedores" tambibn pucdan
sor reactivos, Por lo tento, los términos "eatalizador® o
"agante sensiblilizente® se utilizan aqui pera indicar una
sustancia cepsz de proporcionsr s una solucidn de lisato
de Limulus una cspacidad majorada (o sensibilidad) pars
procipitar en presencis de concentraciones sxiremadamentie
bsjes de endotoxina,

También se ha encontrade que los ionas manga

nasg, particulsrmente lds iones mn**, son activas para pp
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tenciar la ssnsibilidad dsl lissto de Limulus. Los lones
manganeso se sfiaden carscter{sticaments an forma do clo-
ruro de msnganeso, sunque comg sg indicd anteriormenta,
no se ha notado que ss rsquiera un anidn particular, aun
que es evidentemente necssario evitar los eniones insoly
bilizantes y los que ocasionan reacclonss sacundariass
desfavorables,.

£1 reactivo de Cleland es un material Pécil
de conseguir comercialmante, y que sumenta ls sensibili-
dad del lisato de Limulus, especialmonts cuando se ublill
zg on las concantracicnes especificadas anteriormenta. 5o
cree que otros compuestos disulPhidrflicos orgénicos tam-
bién pueden sctusr de modo squivalents.

Los iones estroncio (Sr**) dan resultados
particularmente excelentes, especialmonte cuando se utill
zan gn las concentracionss scfialadas antsriormenige Nope
malmente, se utiliza el clorurs do estroncic, porn también
sg pueden utilizer otros eniones, sometidos 8 las rastrié-f
cionues anteriormente descritas. |

Los iones bario (Ba*+) son psrticularmente
{tiles mezclados con sl tampdn bisn conocido "Tris", dice
ponible comercialmente (tris /hidroximetil/ aminometeno)

y con agentes tamponantes equivalentes, cspacialmente cugn
do sl tampdn esté prosente en une concentrseidn que propor
cione un pH de sproximadamentes 7 a 10.

Ls cisteina, y loges msterisles sulfhidrflicos
pquivalentes (es decir, oiros compuostos monosulfhidrilicos
orgénicos talss como la glutationa, un tiogqlicolato da mg
tal slcalino, o tiocuracilo) muestran uns caepscidad de sane

sibilizacién del liseto de Limulus, especislmente en las
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concentraciones anteriormente indicadas. Terbidn se han

abtenido resultados setizfactorias cuando el hidrocloru~
ro do clateins disponible en ol comercio se neutraliza a
un pH aproximadsmgntg de 6 8 10 con un producto alsalino
tal como hidrfxido sédico, carbonsto potésico, hidréxide
da tetrabutilemonio o similaorcs.

En particuler, ss obtianen sxcalentes resul
tados utilizendo, en le spolucidn de lisato de Limulus,
de 0,02 8 0,2 por cign on peoso de compuegstos qus conten-
gan osulfhidrilo, tales como cisteina o uns sal tioglico-
lato de metsl aleslino, ademds de 0,2 e 2 por ciasn en pg
80 de una sal magnésice soluble an sgua, tsl como clorue
ro de magnesio, Do nusvo, el snidn de la ssl do magnesio
no paroce quae sea critico, con las excepcionas descritas
snteriormenta, £l tioglicolate sddico también es sltamen
te sdocuado comp compucsto qua contieno sulfhidrilo.

Los iones litio, talesc como los proporciong
dos por sl cloruro de litic o una ssl de 1litio similaer
que tengs un anidn soluble gue no interPicra, tambidn son
eficaces pars sumentar ls sensibilided del liseto de Limpe
lus, espacialmente cuando se utilizan on las concentracig
nes indicadas enteriorments, y tuando se utilizan mezclae
dos con imidazol.

Los sgentos cataliticos o sensibilizantes ds
esta invencién se utilizan adesuadamente displviéndolos
primoro sn agus destilada en lszs concentraciones despadas.
Daspufia de osta, las soluciones resultantes se pueden uti

lizer pars reconctitulr el lisato de Limulue liofilizado

(sacadn por congelacién), disslvionds el lisato de Limulus

sn le solucifin. Este téenice es ventsjose, debido 2 gque al
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lisato de Limulus seo guarde prefsrentemente en estsdo lig

filizado« Les soluciones de lisato de Limulus mejoradas
de ssta invencidn so preparan preferentemente inmediatae
ments anies de su uso, especislmente debido & que su acre
centads sensibilidad a ls endotoxinas las hace mis capaces
de precipitar bsjo la contaminascifén accidentsl que e menu
do tisne lugar por almecenaje prolongado. '

Sealin se utiliza aquf, el término "solucidn®
sg splica principalmentse pars reforirse s une solucidn
scuoss, y en gencral & una solucidn scuoss destileda, 11
bre de pirdgencs, que svitas la precipitacifn prematura
del lisato des Limulus, 3in embsrgo, si se desea, 8@ puédan
utilizar otros disclventes no acuosos tales como metanocl,-
etsnol, isoprapanol, acetons, stilenglicol, u otros disci
vantes miscibles en ague, sspeclislmente mezclados con sgiuas

Sg presentsn los siguientes ojemplos, con prg
p6sitos ilustrativos solamente, y no se han de considerar
como limitstivos de la invencidn, que queda especificeda
mas adelente, en les reivindiceciones. Los porcentajos eu

peso expresades agui son peso/volumen en gramos 100 c©g.
Eigmpnlo

Se recogen cengrejos bayonsta del Ocfano Atléin
tico (Limulus polyphemus) y so colacan en un gstante para
shoerrarlos con sus costados ventrales mirsndo hacls arrie
bae. La unidn entre los dos primeros segmenios do los cane
grejos (sl prostoms y ol opistoma) so prepors limpiandola
con alcoheols & cuntinuacién se pincha le unidn con la agu
Ja de toma do ssngre ds une bolsa convencionasl de sangre

fabricade por lo Fonwal Division of Travenol Laboratoriss,
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Inc., forten Grove, Illincis, pero modificado de modo ques
ol tubs do recogida de sengra sca solo de 12,7 cm de lon-
qitud (5 pulgadas), La bolas contisne 300 ml de solucidn
de cloruro sfdico al 3 por cien .{peso/volumen), gue con=
tiona 2,87 gramos de etilsndisminototrascatato (COTA) di-
sualtos.

Los csngraejos bayonets sg sanpran ung @ uno,
tantos como sea nacesario hesta gue haysh pesado 300 al
do sangrs a la bolss, que tiang 60 ml de capscidad. £l
tubo dongnte ds sanqgre ds 12,7 om (5 pulgadss) se clerra
gorca de la entrada a la bolsa con un sellador por calor
dioléntrico (unided da ciesrre por calor HEmATRUNR vendi
da por Fonwal Oivisidn of Travenol Laborastoriss, Inc,).

A sontinuacién sl tubo de reocogida de sangre se cortas
cerca do la seccifn cerrade el calor, pars extrasr la agy .
Ja.

%8 selecclonan dos bolsas, praparsdas come
se indica, y se squilibran sogin ses necesario con peags,
y a gantinuacidn se centrifugsn en una centrifugadora Sop
vall RC3 durenta 7 minutoo can une fuorza cantrifugs do
1000 (aproximadsments 1.800 rpm) para hacar qus sadimenten
las calulas amebocitos deo la cangre de Linuluse En los cg
805 on qus psrece que la sangre sediments bien, slgunas
vecas os asuficiaente aplicar solamonto una fusrza centrie-
fugs de 600 (aproximadaments 1.500 rpm.) durante siote nl
nutos,

A continuacidn de la otapa ds contrifugacidn
do las cfAlulas, todsa las bolsas de sanqre sa colocan en
un plano con 10¢ de inclinagidn, can el fragmento carradoe

dgl tubo da reacogide de sengre dirigido hacia abajo; enton
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coes ol tubo de recogida se sbra de nuevo mediente corte.

£l producto sobrensdesnte se decantu cen cuidado, paras dg

jar quo les células sedimentedss permsnezesn on la balsa,
A continuacifn de la atapa de decantscidn, el tubo de rg
cogids se cisrra de nuevo por calor de la forms anterior
mente descrita,

i continuacién de asto, & uno de los doe oxl
ficios do snirade estdriles (orificios de medicscidn) de
las bolsas do sangre se ls introduce una sguja ds inyec-
cidn, y sa siisden gels partes con peso de agus destilada
ne pirogénica por cada perte eh peso de células presentes
en la jeringa, para la lisis de las células. El peso de .
las cflulas ze puede determinsr de modo sdecuzdo substirg
yendo ®l peso de la bolsa ds sangre seca patrdn del peso
sfective de lo bolse especffica y las cdlulas contenidas
en lz misma.

Se egite el agua destilads en la bolsa de
sangre, Y a continuacidn se daja on reposc durante 24 hp
res 8 4%C. A continuscidn de ssio, sp contrifuga lo bolss
@ unag fuerze centrifuga de 1.000 durante siete minutos.

" i continuacidn de estn, los contenidos de
1{quido de ceds bolsa ss pesan a trazvis de un Filtro do
170 micras (un juogo dus filtros de sedsl Fenwal ostériles,
procedents de Fenwal Civisidn of Saxter Leboratories, Inc.,
Forton Grove, [llinais), pers separsrlos do los sdlidos
sedimentados, y se colocan en un ambiente congelante has-
ta gue se congelan salidamenig.

f# continuaeibn le solucifn de lisatc de Limy-
lus se deshiels con cuidado, ssegurfndess de gque miantres

tanto la solucifn permanece fria (es decir por debajo de
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los 20% C aproximadamente). Duspuls da daseochnalarlas, la
solucldn de lisato de Linulus se prefilirs a trovés de un
filtro adiclonal de 170 micras Fonual, pesands s una botg
lla do rocogida.

£l residuo filtrado quo queda en sl filtro
a0 meterial indespado gue ha precipitedo durante le eiae
pa de congelacidn. A continuscidn el filtrado se filtra
do nuevo de mode normal a través do otro filtro (un pro-
filtro Tillipore tipo AP26 que tiene un tamafio da poro
nominal ds 1,5 micras), soguido por filiracidn con filtro
de meabrana "illipore, gue tenga un tamafio de paro absoly
to de 1,2 micres, y un tamafio do poroc nominsl menor qus’
gste. Un tamafio do poro nominsl se dofine como el diﬁmeﬁrn
de poro que separs por lo menos el 98 por cien de todes -
los part{culae del temsilo indicado,

fintes do usarlos, todos los filtros se lsvan
gon 1 litro de agua no pirdgens, estéril. Las Gltimas ety .
pas de Filtrecidn se realizan mediante presurizecidn de ;
ls solueifn de lisato conira corrients dol filtro com C,9
kg de presidn ( 2 libros ) sproximedangnto de nitrdgens ‘
qaseoso. Alternastivamente, se puede utilizer el vacle en
vl recipiente da rocogida para Paciliter le filtracidn,

Despufis do la Oltima otaps do Filtrecidn la
solucidn se subdivide en partes alicuotas de 2,0 nl, que
sg colocan en ampollas o tubos de ensayo de 6 ml, gua han
sido porfectamente lavados cen sgua estéril libro de pi-
rdganoa, y dospirogensdas s 2459 durente 4 horas, A conti
nuaclén, se cierran los tubos de ensayo aedacuadsments, 3e
connelan en una mBquina de liofilizacidn (Virtis Lyophili-

zor) vy ee dejs gue su contsnido seque por congelacidn hag
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La que quede un polvo 20C0.

Reconatitucidn y proparacidén de la solucidn de

lisgto dg Limulus dg sensibilidad mejoradae

Una seria de tubos ds ensayo preparados del
modo descrito anteriormente ss ratransforman en una solu-
cidn medisnte sdicidn de 5 ml de una de la solucionaes dog
critas més adelante.

Pars calibrar cada muestra de solueciln de 1i

seto de Limulus as{ obtenids, se lleven a cabs los siguion

tes gnsayaos con cada mugstra.

A cadp una de las sories de tubos de ensoyo
vaclios, exceptusndo el primer tubo de cede serie, se aﬁé
den 0,1 ml de agus ho pirdgenaz. Al primer tubo, se la han
sfiadido 0,2 ml de una solucidn de endotoxina standard g.-'
coli (disponibls en el morcado procedsnte de Difco Lsborg
tories, Detroit, Michigsn). Ls concentracidn de endotoxie
na L. goli utilizada o8 de 100 nenogramos de endotoxina
por ml. A continuscidén de esto, sas sfiaden sl segundo tubo
G,1 ml de solucibn procedente del primer tubo} y se sfieden
al tercer tubo 0,1 ml de solucidn del segunda tubo; se cof
tinua con &ste procedimienic pars obtenor una ssrie deo so-
luciones de enssyo sucesivas, conlsniendo cada una la mitad
de concentracidn gue las solucionass de ensayo precedentes,
da modo que la veinteave y Gltims solucidn de snsayo cone
tenga 0,00019 nanograsmos de eandotoxina por ml.

A cada uno de las intervalos de los tubos de
solucién resultsnte, se aiiaden 0,1 ml de solucién de lisa
to reconstituids descrita mis adelantea.

Las seriss de tubos ss incuban a 37¢ £ dursnte

60 minutos. A continuacidn sa invierten todos los tubos, y
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15

sp obscorve ls prosoncis o susencia do un cofigulo de prg
teina intacto. Lo presencis de un cofgulo de broteins
capaz de permenecer unido despufs da la inversidn culdg
dosa del tubo de enssye es una indicecidn de reaccidn
sensible positive de le sndotoxins por el lisato.

Sagln se muostra en la tabls siguiente, la
naturaloza de la solucifn do reconstitucidn afacta de mg
do significetivo a ls sensibilidad de la endotoxina dol
lisato. La tabla muestrs variss soluciones de roconsdity
clfn que fuoron onssyades, y cite para cads case la soly
cidn da endotoxins més diluide cepsz de producir una resg
eién do cofqula sdlido positiva por ol lisato de Limulus,
daspufs da la roconstitucidn on las soluciones sspocifi
cag citodes & continuacidn,

Papa fines deo comparscidn, en gnsayo con cue
nejo U.3.7, para grandes volimenss deo soluciones parente-
rales normalments tiene un limito de deteccidn de 0,097

nanogromos aproximadamenta de endotoxina por ml. (Solu-

sifn Ko 11)¢

TABLA 1

Descripaidn do la solucifn Concentraosidn més bajs de le sg

de reconstitucidn utilizads lucifn de andotoxine cepsz de
produsir une reaccibn do codgulo
solido positive (nanoqgramos/ml

0,9 por cien en peso de clp 1,56 (Solucibn No. 7)
ruro shdico {control)

0,08% por cien an poso de 0,39 (5olucién Mo, 9)
L cisteina. HCL

0,1 por cien an paso de 0,195 {50lucidn Ho, 10)

L. cioteins

0,001 por cien en paesg de 0,39 ($0lucifn No. 9)
reactivo de Cloland
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TABLY I (Continuazcidn)

Descripcidn de la solucién Concentracion més baja de la sg

de recanstitucifn utilizada lucidn de endotoxins capaz de
producir una reaccidn de cofigulo
s8lido positive (neznogranma/ml

10

20

25

30

0,2 por cien cn peso de 0,198
2=tig=6egmino uracilo

Una maezcls de volumanea 0,087

igusles de sslucidn de clg
ruro de magnesio al { por
cien en peso y L-gisteina
HCl al 0,G8S por cien en
pOSO.

Una mezcls en volunenes 0,087
iguales de soluclidn de clg
ruro de magnesio al 1 por
cien en peso y da Lecistel
ne al 0,1 por cien en poag

Una mezcle de vollmenes 0,097

igusles da sglucién al 1 por

(folucifn No. 10)

(S0lucién

(Solucién

(Solucidn

cien en peso de clorurp de y slgunss vaces

magnesio y solucién de tio=~
alicolato sbdico sl C,1 por 0,048
cien en peso.

Una mezecla en la relacién 0,195
de voldmenes de 3:2 de soly

cibén de tlorurc magnésico al

1 por cign gn peag Yy solucidn

de tioglicolato sddico 2l 0,1

por cien an paso.

Una mezcle de 2 par~ea en vg 0,180
luman de solucibn de cloruro
magnésica al 1 por cien an

peso; 1 parte en volumen de
eolucifn de cloruro célcico

sl 0,5 por cien en peso, y 1

partg en volumen de L-cistei

na. HC1l de ©,85 por cien en

paso

Ung solucidn de volumenas 0,195
igualea de solucidn de sulfa

to magnésico el 1 par cien en

peso y Zetioebegning uracllo

al 0,2 por clen onh pasa.

Tioglicolato addico =l C,1 0,39
por cien sn peso

(selucidn

(5o0lucifn

(50lucién

(50lucidn

Yo

150 o

flo.

Koe

to.

lo.

o

1)

1)

11) -
12)

10)

1)

10)

solucifn Hoe 9)
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£Jomolo 2 -
Jtres mucstras dg una ggcgaciﬁn difaronto

do lissto de Limulus liofilizado, preporadas como en sl
Ljomplo 1, ce roconstituyon an la forma dol Ljomplo 9

con 2 nl do una solucidn de roconstitucidn consistente
gn 80 por cien pn volumen de agua estéril y 20 por cien
on volumen dao tampén do imidazel 0,13 0 {pH 6,8), @ in-
cluye tambidn aditivos adicionales en las concentracige

nes indicodns on ls Tabla I1 sigulentg:

TaBLA IT
Descripcidn del aditive Concantracidn nfs baje do in &g

sdicional en la solucién  lucidn de endotoxing cepsz ds
do roconstitucidnutilizada producir una resceidn de codgulo
sélido positive (nanogramgs/mle

Agus ostéril (conirel)- 3,12  (Solucidn No. 6)
sin imidazpl y algunas veces
1,56 (Solucifn No. 7)
Sin oditivo-solamante imi 0,195 (Solucibn Noe 10)
dazol :
Cloruro do litio en una 0,097 (Solucidn Wo. 11)
congentracibn do C,1 . y slgunas veces
0,448 (Solucidn fo. 12)
Cloruro do litis an una 0,097 (solucidn tise 11)
concantragidn da 0,05 H.
Clorure ds litio on una 0,087 (Solucidn Ho. 11)
songgntracidn de 0,025 H
tloruro de litic an una 0,097 (Solucidn lo. 11)
concentracldn da 0,0125 M.
Clorurc de magnasio en una 0,007 (5clucidn No. 11) *

e

concentracidn de 9,2

Cloruro de maghesio on una 0,097 (Golucidn Ko, 11)3*
cancantracidn do 0,1 .

Cloruro de magresio en una 0,048 (Solucidn Ko. 12)
concentracidn de U,00 &

Clorurc do mognesio an uno 0,540 (Salucidn No. 12)
concentrasidn da 0,025 i
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TABLA_II (Continuecidn)

Descripeifn del aditive Concgntracifn més baja do lz 8g

adicional en la solucidén  lucidn de endotoxina capaz de

do reconstitucidn utilizada producir una resccifn de cofigulo
sdlido positiva (nanogramos/nl.

Cloruzo de magnesio an una 0,048 (Solueidn No. 12)
concentracidn de 0,125 .
Cloruro da megnesio on ung 0,097 (Solucibn Ho. 11)%
concentracidn de 0,03625 M.
Cloruro de gstroncic en uns 0,097 (Solucidn No. '11}%"jk
concentracion do 0,2 M,

3
Cloruro de gstroncio en uns 0,048 (Solucidn Ko. 12)ak
conceniracian da 0,1 .
Clorurc de sstroncio en una 0,048 (Solucidén No. 12)
concantracidn de 0,05 f. :
Cloruro de gstroncio gn una 2,097 {(Solucidn MNao. 11)
concentracion de 0,025 M. '
Cloruro de estroncio en una 0,048 (Solucidn No. 12)

concentracidn do G,0125 #@.

% La reputiﬂion do &ste experimento en una solueidn de
imidazol egtdril de 0,12 M (pH 7,07) da luger & una resg
cidn de cofgulo positiva con ung concentracign de endotn
xina de 0,048 nancgranua/ml (Solucidn Ho. 12).

K* La repeticiun de &ste exporimento gn una solucidn de imi
dazol astfril de ,eproximgdanents 0,12 (pH 7,23) da lu~
gsr a una reaccidn de codgule poaitiua con yna congentrg

ci?n de endotoxina de 0,025 nanogramos/ml. (Sclucidn lo.
13)»

Ejomplo 3

W

Ctras musstras de lisatn de Limulus liofili-
zado, preparadas como en el ejemplo I, del modo expuasta
en dicho ojemplo, con 2 ml., de una solucifn que comprenda
0,12 ¥ de una sclucifn de imidazol (pH 7,04) y que inclue
ya ingredientes sdicionsles en lss concsniraciones indicg

das en la siguiente Tabla 1113
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Tabla J11

Ppscrineifn de los ingra- Concentrscidn mds bajs de so-
dientes adicianeles de la  lucidn de sndotoxing capaz de
solucién do reconstitucidn producir uns resccidn do cob-
utilizada (concentrecifin gulo sflido positiva (nanogre

molar) mos/nl) .

5in aditivos-solemente 0,097  (Solucidn No. 11)
imidazol

Tioglicolato sfdico con 0,048  (Solucién to. 12)

una concantracidn de (005 #

Tioglicolsto sddico con una 0,048  (Solucidn No. 12)
cancentracidn deo 0RO25 B,

Tioglicoleto sddico con una 0,048 (40lucidn No. 12)
concentrocidn de 0,00125 M,

Cismnlo 4

Otras muostras de liseto ¢@ Limulus liofili-
zado, preperadss como en gl Ljemplo 1, so racnnutituyaﬁ
en la forma del Cjamplo 4 con 2 ml de distintas solucio-
nos de reconstitucidn segln se describe mis adelanto. La
sansibilidad a ls ondotoxing do los productos rasultahtés

as como sg mupstra s continuacidn:
TAGLA IV

Deseripoidn de la solucidn Concentracidn més bajs de la

de reconstitucifn utilizada solucidn de endotoxins eapoz
de producir una reaccidn de
codgulo sdlido positiva {nang

qranos/mi) .

Aqus estlril Una concentracign de 0,78
(Solucidén No. 8) no produce
una resceion positiva.

Clorure de magnesio con una 04195 (Lolucidn fio. 1G)
concentracibén de 0,1 M3 imi

dezol con uns concentracidn

de 2,1 f, y tioglicolato ed

dico cen una concentracion

de 0’3!‘5 8



TSRLA IV (Continuacidn)

Descripeidn de 1ls solucidn Concantracidn més bajo do lo
de roconstitucidn utilizada solucifn de endotoxina ,Capoz
de producir una reaccidn te

cofinulo 501100 pasitiva (nang

renas/nl

Cloruro de nagnesxu con ung 5,097 (Solucidn flo. 11)
concaentracidn de c,eh i

imldaZGl con ung ccncantra-

cxon de (1,05 I y tloglicolato

sddieco con una concentracidn

da 0,0035 F.

Cloruroc da nuguasio con una c,n48 (Solucidn tio. 12)
10 coengcentracidn de C,025 H;

Lmidazol con una cancentra-

cign de G, £25 N3 y tiaglico

lato sodicn cow una concen-

tracidn dg 0,00128

on

Cleruro de magnesis con una ¢,195 (Solucidn Yo 13)
concentracidn de £,0125 #;
imidazol con una goncentra~
ei6n de §,0125 NNj y tiogli-
15 colato smdico can una con-
contracidn de C,N70625 W,

Clorura de megnesic con uns £,007 (Solucidn He. 11)
concentracidn de 3,05 @; clg

TUro da litio con una concen

tracidn de 0,05 15 e ;wida-

zel con ung concentracidn de

C,U\) .].

20 Cloruro de mognesipo con una 6,007 (Solueibn lio. 11)
concentracién do 0,025
cloruro des litio cun una con
centrscifn de C,025 ©; e inl
duzol con una concentracidn
de 0,025 1.

297  (Solucidn ko. 11

b

~loruro de me gnasio con una
concantrocidn de 9,1 B clo=-
ruro de litisc con una conhcen

25 tracidn do 5,1 inidazol
can una concentracidn de 0,1
3y tioglicolcto sgdico con
una cencent.racidn de 0,70% M.

]

Cloruro de magnesio con una 0,097 (Solucidn Hos
conhcentracidn de C,056 {; clary
o da litie con una concentra-
¢idn de §,05 f;;midazol ccn
. una cancentracxon da 0,05 0} ¥
ag tioglicolatg sddico can una
concentracidn de 08,0505 .
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- IABLA 1V (Zontinuacidn)

RS ——

heseripeifin de la solucidn Concentrscidn mls baje de la

de recanstitucidn ulilizoda solucidn de endotoxina cepag
de producir una resccidn da
cofgula chlido positiva (nang
araaoa/nld,

Clpruro de magnosio con una 0,007 (Solucidn Ha. 11)
concentracidn de C,025 0

cloruro de litic con una

cancentracifn de ©,025 3

imideazol con uns congentre~

cidn do 0,025 #; y tioglicg

leto sédico con una conceh-

troeidn dg 0,00125 1,

Clorurg de litio con uns 7,087 (Solucidn ho. 11)
concentracidn de 0,1 ©; imi

dazol con unz cnncantraciép

do £,1 %3 y tioglicolate sg

dico con una concontracidn

de C,C05 %

flesctivo de Cloland con una £,195 (Zolucidn No. 1i)
concantracion de C,0000 f,

Reasctive ¢e Clsland con una (5,057 (wplucidn koo 11)
concantracidn de ©,30028

Resctive de Cleland con uns G,195 (Solucidn Na. 10)
concentracibn de 0,0000625 & o
Resctive de Cleland con una 5,007 (Lolucidn Ba. 11).

concentrgeidn de £,00025 M3
cloruro da magnesio con una
concontracidn de 5,05 4 ¥

tamndn "Tric® con unz cone

contrecidn de 0,30625 ™,

Reactive de Cloland con une 6,997 (solucidn Ho. 11)
concaentrecién da 0,000125 #j
tampén "Tris" con una concel
tracién dg 0,n0392 M3 y clo-
ruro de mognesio con uneg cofl
cantracidn da 0,025 .,
Clorure manganogo (fn®7) con 0,195 (Jolucifn fio. 12)
una concentracidn do 0,05 ite

Cloruro @Manganoso con une 2,097 (5alucidn Ko, 11)
concenteacion dg 0,025 .
floruro mangsnoso con ung 8,007 (Jolueibn dNo. 11)
concontracion de 0,5125 M.
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TaBla IV (Contin

Descripeidn de la solucidn
de reeconstiucion utilizada

uacidn)

Concontracidn wis baja de la
splucidn de endotoxina capez
de producir una reaccidn de
cofigulo s8lido positiva {rang
aranos/ml) .

Cloruro manganosg con una
concentracian de C,00628 f.

Cloruro manganoso con una
concentracion de 0,1 & 8
imidazol eon uno concentrg
Ciéﬂ de 6’125 N

Cloruro mangencso cen una
concentracion de G,72625 I
e imidazol con una cancens
trocidn de 5,125 .

Clorure de sstroncic con
una concentracidn de 0,2 fie

Clorura de estrgncin gon
ung concentracidn de 0,058,

Cloruro de wstrgncio can
ung cangcegntrecion de
2,0125 M.

Clorurp de ssironcio con
una concentracidn de 4,2 0
on solueidn tampdn "Tris®
gus tenga un pH de 9,3

Clorure de esirgncio con
una concentracidn de 0,1 U
sn solucidn tampdn "Tris"
go un pH do 9,3,

Cloruro de estroncio con
una concaentracidn de 3,0126
% gn solucidn tampdn "Tris”
con un pH de 9,3

- . # » 3
Solucion tampon "Tris” cone
trol pasras el cloruro de ea-
troncio dado {pt 9,3)

Cloruro dao gario con una
concentracion de 0,2 4,

Cloruro do bario con unhs cof

0,097 (Solucidn fo. 1.)

2,185 (Solueldn fo. 11)

Gy087 (Solucidn to. 11)
$,097 (5olusifn Ho. i?)
6,097 (Soluciln Ko. 11)
0,097 (Solueidn Ho. 11)
G,048  (Solucidn fo. 12)
8,048 (Jolucidn ho. 12)
D,.48 (bolucidn to. 12

3,39 (Lolucidn fio. 9)

3,195 (Solucidn do. 12)

{Zolucidn tio. 11)

contracidn de ©,05 1 en soly

cidn tampdn "Tris" que tenga
un pt de 9,55,



)

- TiBLA IV {(Continuacidn)

Descripeifn do la solucidn Concentracidn més baje de ls

te ~pconstitucidin utilizada solueldn de endotoxing ,capaz
de vroducir una reaceidn do
cnuquln ¢flide sositiva (nzng
arang /nl) s

4

Cloruro do bario con uno 0,207 (Solucidn to, 11)
concontracidn dg 0,020 0

en solucidn tanuén "Trig®

gug tengs un pH de 2,050

Cloruro deo horio con uns P4195  (Splucién No. 1)
(4

concontracién de 0,00625 f
on solucidn tanndn "Tria®

10 qua tengs un pH de 2,5
Tawphn "Tris® control para 0,38 (Solucidn Mo, O)
cloruro de berio citodo
(ot 0,55)
Nisteina, HCL coan una cone 0,195  {salucidn to. 1)

gontrocidn de 0,02 1, neu=

tralizada ¢ ph 7 15 con di

solucidn de hidrésido s6d1
15 co § N,

—-—
<3
Ve

Clorura do litio con una 1,195  (Holucidn Ho.
concpntracion de 0,2 N

-3
-y
S

Cloruro de litio con ung 0,997 (Solueldn ilp.
cencantragidn do 0,1 0

Cloruro da litlo son una 30,067  [Solucidn fo. 11)
concentracion de 0,05 ® :

Cloruro do litio

na 0,195 (Solucidn Mo, 17)
concontracidn de i ik

[

an u
, 025
Clorurs do litic can una n,0087  (Yoluecifin tio. 11)
concentracidn de 8,2 7 en

una solueidn tnnnan "Trig"

con un pH do 9,50

Cloruro da litic con una 0,097 (Solueifn Ho. 11)
20 concentracidn do 0,06 % an

solueidn tampdn "Tris® con

un pH de 5,55

Clorurs do litlo con una 0,195 (Solucidn Ho. 19)
concontracién do 0,025 M

an solucidn tanﬁén "Tpig"

da pH 9,55

Ky

~hy
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TABLA IV (Continuacidn)

Descripcién ds la solucién Concentracidn mis baja do la

de reconatitucién utilizeda solucidn de endotoxina capaz
da producir una reaccicn de
cofgulo sflido positiva (nang

qramos/ml)

Solucidn tempén "Tris" con 0,39  (Solucidn No. 9)
trol pare cloruro de litio
citado (pH 9,55)

Cloruro de magnesioc con 0,097 (Solucidn No. 11)
uns concentracidn de 0,0125
M en agus estéril, y menos de
g,l molss por litroc de jones
a

Clorurc de magresic con una 0,048 (Solucidn No. 12)
concentracidn 0,05 f gn aguas

estéril, y menos da 0,1 ng~ , a
las por litro de iones Ha )

Cloruro de mafinesic con una 0,097 (Solucidn No. 11)
concentracidn de 0,2 I en .
agus estdril, y menos de 0,9

maoles por litro de iones Na

Cloruro de magnesic con une 0,097 (Solucidn No. 11)

concentracién de 0,05 # en
solucidn tempdn "Tris® con
una concentracidn de 0,0125
m (pH 8,10), y menos da 0,1
moies por litro de iones
‘a
Los términos en qua se ha redactado esta me=
moris deberdn ser tomsdos siempro en sentido smplio, no

limftativa,

NOTA DE REIVINDICACIONES

e relvindice como dg propis y nueva invene
cién a Pavor de Baxtor Leboratories, Inc, con domicilio
en Dosrfield, lllinois 60015 (Estados Unidos), lo capeci

Picado gn las siguientos reivindicacioness
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18,.,~ MBtoda para detsctor bsjas concentrao-
ciones de pndotoxina en una muestra de meterial, carsce
torizedo en que comprende lo puests an contacto de dicha
puestra con una solucifin de lisato de Limulus, sn prason
gio de uns concentracidn catelitica ds un naterial selag
gcionado gntre los del grupo constituide por imidszol,
manganaso idnica, compuestos de disulfhidrile orgénico,
talos como reactivo de Cleland, estroncic ifnicn, baris
ténico y compucstos de monosulfhidrilo ergfnico, tales
como la cisteins y e} litio iénico.

23, Mitodo pars dotectar bsjas concentrae
clonos de endotoxins en una muestrs de matorisl, segln
lp reivindicacidn 1, caracterizado en gue como concentng
cidn catalitica se utilize imidazol,

38,~ NMbtodo para dotectar bsjss concentra-
cionas de endotoxina on una nuastrs de matorial, segdn
1z raoivindicscidn 2, carscterizado porquo a dicha selu9.
cifn de lisatoc sa afiaden de 0,004 s 0,4 moles de imidszol
por litro.

48,~ Método para detectaer bajes concentrow
ciones de sndotoxine en una mucstrs de materisl, seqln
1s reivindicscidn 3, carsctorizado porgue a la soluecidn
de lissto so afiaden do 0,01 o 0,3 molos de imidazol por
litre de solucién.

58,~ Ndtodo pors detecter bajss concentpae
cionos de ondotoxina an uns mupsirs de material, sealn
la reivindicacifn 3 caracterizado porqua 2o ancupntran
presentos an la solucidn de lisato de 0,005 o 0,3 moles
ds ionos Li* por litrs de solucifin,

62,~ MGtodo para detecter bajas concentroe
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ciones de endotoxine en una musstre de material, segln
la reivindicacidn 4 carscterizado porque se encusntran
presentes on lz solucidn de lissto de 0,02 a 0,15 molss
de iones Lt por litro de solucidn.

78,~ Mitodo para detectar bajss concentra-
ciones do endotoxina en ung musstra de material, segdn
lz reivindicacifn 3, csracterizado pargqua se encuentran
prasentes en ls solucidén de lisato de 0,005 2 0,3 moles
de iones mg*4 por litre de saolucidn.

88,~ Bbtodo pars detsctar bajas concentra-
ciones de endotoxins en una muesire de materiasl, segln
la reivindicacidn 4, csracterizado porque se anouentren
presentes en la solucifn de lisato de 6,01 @ 0,1 molas

+ por litro de soclucidn.

de iones {g
98.- Nétodo pera detsctar bajas concentrs-
ciones de endotoxina gn una nuestra de material, segdn
la rpgivindicacidén 3, carscterizedo porgue se sncueniran
presantes en la solucidn de lisato de 0,C005 a 0,008 mpe
los de iones {tioglicolato)” por litro de solucidne |
108.~ Nétodo pere detsctsr bajas concentrae
ciones de endotoxina en une muestrs de materisl, segén
la reivindicecidn 9, caracterizado porque se sfiaden & di-
cha solucidn los mencionados iones tioglicolato en la fog
ma de tioglicolato sddico.
119.~ listodo para detectar basjss concentraw-
ciones de endatoxina en una musstra de material, segln
la reivindicscidn 3, caracterizado porque se aencusntran
presentes en la splucidn de lisato de 0,005 a 0,3 moles

+4

de iones de S5r° por litroc da solucidn,

123~ fl@todo para detosctar basjas concentra-
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ciohes do-andotoxina en una muestras de material, sagln
lz reivindicacidn 4, caructerizado porque se sncusntran
prasentes en la solucién de lisats de 0,02 8 0,15 moles

At par litro da solucién,

de iones Sr

138,« #otodo pors dotecter bejss concentroe
ciones de endotoxina en una mucsctra de material, segdn
la reivindicescin 8, caracterizado porque se ancuentran
pressntes en la solucidn de lisato do 0,0008 s 0,008 mg
les do lones (tioglicolato)” por litro do solucibn.

148, Método para detectar bajss concontra=-
clones de endotoxine en una muestra de matorisl, segdn
le redvindicacidn 3, cerscterizodo porque se gncusntren
presentes en la solucidn deo lissto da 0,01 2 0,2 molus
do iones de Li' por litro de solucidn,

158,~ Mitodo pora detsctar bajss concantre-

clieonos de endotoxins en uns muesirs de matsrizl, seqdn

la reivindicacidn 14 carsctorizado porgque dichpgs ionus

+ sa afladan en forma de clorurc de litic.

Li
16% .~ Ritodo pesra dotascter bajas concentrse-
ciones de sndotoxine en una muestrz de material, segln
lo reivindicacién 4, cerscterizado en quas coma concentra
cibn cotelftics se utiliza mangeneso idnico.
178,~ Batodo pare detectsr bajos concantra-
cionos de gndotoxina en une musetras dg waterial, segfln
ls reivindicscién 1, carascterizedo en que como concontra
cibn catelitica se utilize sl reactivoc de Cleland.
188 ,~ Nftodo pars datectar bsjas concantra-
cionos de endotoxina gn une musstrs de matorial, segln
ls redvindicecidn 1, csrscterizado an que se smpleon cafio

concentraciones cataliticas iones 5r4$.
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198,~ Método pera detecter bajus concentro-
ciones de endotoxina en ung muaestra de masterial, segln
la roivindicacidn 18, carscterizado porqus la solucidn
de lisato incluye de 0,005 & 0,4 moles do iones Sr*L por
litea.

208, fMftodo pers detectsr bsjas concentra-
ciones de endstoxina en una musstra de material, segén
la reivindicacidn 19, caracterizado porque se encueniran
presentss en las solucifn de lisato de 0,01 2 8,3 moles
de ifonns SrL* por litro de solucidn.

212, "8taodo para detoctar bajass concentra-
ciones de sndetoxine en una nuestrs de materiel, segin
la reivindigoecién 20 cerecterizsdo porque se afiaden isnes
Sr%+ an forme de clorurn de estroncio. 3

228 .- riftodo pora detsctar bajss concentra-
clones de endotoxina en una muestrs de meterial, segln
1z reivindicecidn 1, carecterizado en que se amplean cg
mo concentraciones cstalfticas iones Ba**..

232,. Mitodo para detectsr bajas concentrze
cionegs de endotoxineg en une muestre de material, segdn
la reivindicscidn 22 carscterizado porque le solucidn
de lisato contienc de 0,005 & {I,3 moles de lonus ﬁe“ por
litro.

24%,. fGtodo pars detecter bajes concentrae
ciones de endotoxina sn una musstrz de material, segin
la reivindicacidn 23 caracterizedo parque se incluye una
caﬁtidad de tempon "Tris" suficiente paraz proporcionar
un pH de 7 a8 10.

258,- MBtodo pera detectar bajss concentra-

ciones de endotoxina sn uns mucstra de materisl, segin
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la reivindicacifn 1, caracterizade en gue como concontra-
eién catalftice se emplas un sompussto de monosulfhidrilo
organico.

268, "otodo pars detectar bsjos concentra=-
ciones de endotoxins on ung muestra de materisl, segln
la reivindicecidn 25, caracterizedo porgue dichs salucidn
de lisato contiena de 0,705 8 0,03 moles de cisteins por
litro.

278 = Détodo para detectar hazjas concentra-
ciones de sndotoxine on uns muestra de materis), segin
la reivindicacifn 25, caracterizods porque la solucidn
de lisato contiopne una csntidad cotalftica de innes"de"
magnesio.

208 ,. Patodo pare dotectar bsjas concentiae
ciones de endoicxina sn una nmuestra de matsrial, segln
la reivindicacifin 1, cerscterizado por la utilizascidn
con dichs solucidn do lisoto de 0,2 a 2 ;0 en peso, da
snl de megnasio soluble on agua y de 0,02 .a 0,2 % en pg
80 de un gompuosto monosulfhidrilo orglnico selsccionado
entre el grupo formado por cisteino, cales de tioglicols
to ds metal sleeling, y 2-ticaninburacil.

200 ,- MAtodo pars detectar bajas concsntrae
ciones de shdotoxina on ung russire do material, segln
la reivindigecifn 28 caracterizode porque dichs sal de
magnesio as clorurc de maghesio.

308,~ Nitode pars delectsor bajos concentroe
cionos de aendotoxins en une mupatra da material, ssgln
la reivindloscidn 29 carscterizadn parque dicho compuote
to gue contiane sulfhidrilo os tioglicolato sdédico.

318,~ f&todo para dotecter bajes concontrae
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la reivindicocién 1, caracterizado porque dicha solu-
cidn incluye ds 0,004 @ 0,4 moles de imidazol, y de
0,005 & 0,3 moles de iones de mg** por litro de solu-
cién,

329,~ {i8todo para detsctar bajes conhcentrg
cionas de endotoxina sn una muestra de meterial, segdn
la reivindicacidn 31 csracterizado porque se sncusntran
presentes en la soluecidn de lissto de 0,01 8 0,3 moles

+ por li=-

de imidazol y ds 9,04 a C,1 woles de lonas fig
tro de solucidn 7

338.~ Nétodo pars detectar bajas concent ra-
ciones da andotoxina en una muestra de materisl, segln
la reivindicacidn 32 carccterizade porque se encuentyan
prasentas sn la solucidn de lissto de 0,CL01 & 9,008.ma
los do iones (tiocglicolato)” por litro de sclucidn.

348 .« 38todo para detectar basjas concentra.
ciones do endotoxina en una muesira de matorial, segln
la reivindicacién 1, cerscterizado porque con dicha so-
lucifn de lisato ss empleon de C,004 & 0,4 molos de imi
dazol, y de 0,005 8 0,3 moles de lones 5z

358 ,~ fiGtodo pasra deotectar bajos concenira-
ciones de endotoxina en una musstra de meterial, segin
la reivindicacidn 34 carecterizado porque se encuentran
presentes an la solucidn de lisato de 0,01 @ 6,3 moles
de imidazol, y de 0,02 a3 C,15 moles do iones s5ct* por 1i
tro de solucidn,

36%.« f8todo para detectar bajas concentrae
ciones de pndotoxina en una nuestra de mstsrisl, segﬁn

la reivindicscidn 1, caractgrizade porque con dicha soly
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cidn de lisato se emplesn de 0,005 s £,3 moleos de ionas
ps¥* por litro, y porque ademds dicha solucidn contisne
una centidad de tampon "Tris" suficiente para que la sp
lucidn tengs un pH e 9 o 10.

378, fétodo psra detecter bajes concentrge
ciones do sndotoxina en une muestra de moteriel, segln
la reivindicocidn 36, csracterizade porque dichos ionos
ba** oo ofiaden o dicha solucidn en forme de cloruro de
baric.

JoR .~ lftodo para detectsr bajus concentrge
ciones de cndotoxine sn unz muesirs de matorial, segln
le roivindicscidn 1, carscteorizado porque con dichn.504g
cidn do lioceto se amples de 0,2 a 2. on peso de una gal
de magnesio soluble en sgue y de 0,02 a2 0,2 % en peso de
un compuosto qua contengs sulfhidrilo, saeleccionsdo anire
el grupe Pormado por cisteina, soles de ticglicolstio de
metel elcslino y 2«-tioaminoural.

388,~ Mftodo para detectar bajss concontra=-
ciones da endotoxina en uns mupstrs do meterial, sogln
la roivindicecién 38, caracterizade porque diche sal de
megnesic et cloruro de magnusio.

408, N8todo pars detector hajss concantra-
clonee de endotoxina en unag muestra de material, sogln
lo reivindicscidn 29 corecterizedo porgue se encugntran
pragentes an la solucidén 0,5 /° en peso sproximsdamente
de clorure de magnesic y 0,05 ,. on pueso sproximademente
de dicho compuesto que contiene sulfhidrilo,

418,~ Mitodo pare deotectsr bajss cohcentre-
clonce de ondotaxina en une muestra de moterisl, segin

ls relvindicacidn 40 cerecterizedo porgue dicha compuesto
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qus contiene sulfhidrilo es tioglicolsto sddica.

420,- “Etodo pers dotectsr bajes concanirae
clongs ce endotoxina en una muestre de meterial, segln
ls reivindicscidn 1, cerscterizsdo en que como concentra
cifn cstalitics se emplean iones Li*.

438,~ “4todo peras datecter Lejss conceniree
ciones de endotoxina on une muestro de materdal, segln
la reivindicscidn 42, caracterizado porque dicha eolucidn
de lisato contiong de G,005 a 0,3 moles de lones Li& por
litro.

44%,~ Nftodo pers detecter bsjes concentrg
ciones de endotouxinag gn wna nucstrs de material, sag&h
la reivindicacidn 43 caracterizade porque encueniran preg
sentes en la solucifn de ¢,03 a 0,15 moles de clorure de
litig por litro do sclucién,

452 ,. Nftodo pare detectar bajes concenira-
ciones de ondotsxing en una muestra de meterial, segln
lu reivindicecidn 1, carscterizedo porqus con diche so-
lucidn s utilizan de 0,C04 @ 0,4 moles de imidazol y do
0,005 a 0,3 moles de ignes Li* par litro.

460, 0todo para dotsctar bajas concentre=-
clones de endotoxina en uns mussirs de materisl, sagln
la reivindicscidn 45 caracterizado porque ss encuantiran
presentes en ls solucidn de 0,03 a 0,15 moles de cloruro
de litio por litro de solucidn.

47%.~ Mtodo pars detectar bejas concentro-
ciones do endotoxins en uns muastre de matorial, segin
ls reivindicacidn 1, carscterizado on gque como concentra
cidn catalitica so utilizo megnesio idnico en presencias

de no més do G,l mol paor litro de iones de sodio.
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- 409, MAtodo pere detector bajas concentra-
ciones de ondotoxina sn una muestra de material, segln
la reivindicecifn 47 caractarizado porgue se encuentran
presantes sn la solucidn ds 0,705 g 0,2 moles de fonos
H por litro de salucidn,

498 ,- "NETODO PARA DLLTLCTAR BAJ«S CONCENTRA

fals)

LIONES DE ENDOTOXINA EN UNA NMUESTRA DE TATLRIALY,

Tal y como se dejm doscrito en ls memoria
precedentp, que consts de treinta y tres hojos foliadas
y mocanografiodes por una sola dg SuUS COTAS.

fladrid, 17 de Julic de 1975
PeA. de BAXTCR LABORATORIES, INC

Victgr il Vegs



	Bibliographic data
	Description
	Claims



