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La presente invencidn se refiere a una composiecid
de serodiagnosis para un método de determinacidén del embarsl
Z0. o

Se conocen diversos métodos para la determinacidn
del embarazo. Algunos métodos (métodos bioldgicos) requie—
ren el uso de un animal especifico, por ejemplo, conejos,
ratones, ranas, etc. Estos ensayos bioldgicos tienen serias
desventajas; por ejemplo, requieren disponer y alojar nume-
rosos animales que satisfagen requerimientos especificos,
lo cual hace que el método sea complicado y caro. Ademéds,
estos métodos requieren capacidades de laboratorio especia-
les y, generalmente, son lentos, es decir, los resultados
pueden obtenerse solamente al cabo de algunos dias.

Por 1lo tanto, ha sido éonveniente desarrollar al-
gunos métodos para la determinacion del embarazo gue supe-
ren las desventajas anteriores, es decir, que no requieran
animales, que no requieran ninguna técnica de laboratorio
especifica, es decir, que puedan ser ejecutados en el con-—
sultorio de wn método y yue proporcionen los resultados en
wn tiempo relativamente corto.

Se ha encontrado que la mejor menera seria encon-
trar un reactivo yuimico con la ayuda del cual pudiera eje-
cutarge dicho ensayo.

En la memoria de patente de Israel nimero 16.425

se deseriben y reivindican ciertas composiciones de serodiTg

nogsis para diasgnosticar el embarazo. Sin embargo, se descri
be solamente una composicién especifica que comprende hor-

mona de gonadotropine coridénica (CGTH) combinade a través

de la bis-diazo-bencidina (BDD) con gldébulos rojos de san-

gre de oveja y, eventualmente, incorporando también el anti
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cuerpo CGTH.

Sin embargo, dicha composicidén conocida es muy
poco satisfactoria, puesto que la composicidn es inestable.
Se! ha tratado de superar dicha desventajae, aliadiendo for-
malina como agente estabilizador. Aungue la estabilidad de
la composicidn mejora, todavia no es satisfactoria, porque
el periodo de almacenamiento de la composicion obtenida es
muy corto, si se vuelve a suspender el liguido, 1o cual es
ciertamente indeseable.

De la memoria de patente de Israel nimero 19.301,
de la memoria de patente alemana numero 1808435, y de la
memoria de patente holandesa numerc 66-03909, se conocen
composiciones de serodiagnosis en las gue la HCG estd uni-
da a eritrocitos a través de ciertos aldehidos y otras sus-
tancies, por ejemplo, un agente estabilizador. Elfﬁsb de
tal agente estabilizadorbes muy indeseable. Ademds, se ha
encontrado que lasg composiciones obtenidas de acuerdo con
las publicaciones anteriores, no son muy estables.

Por la memoria de patente de Israel numero 34960
se conoce una composicidn gue consiste esencialmente en
gonadotropina coridmica humana (HCG) wmida a gldébulos ro-
jos de la sangre por medio de aldehido glutdrico como agen-
te de copulacidén entre éstos. Dicha composicidn constituye
una gran mejora con relacidén a las composiciones conocidas.
Sin embargo, su‘desventaja es yue requiere todavie un tiem-
po bastante prolongado para efectuar 91 engayo. Dicha des-
ventaja puede superarse por ciertos métodos. Sin embargo,
ain asi, se necesitan aproximadamente 20 minutos para efec-
tuar el ensayo. Ademds, la aptitud de almacenamiento de di-

cha composicidn no es enteramente satisfactoria y sb6lo po-
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.ensayo ejecutado con ella proporcione resultados claros, qup
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dria superarse mediante la adicidén de materiales adiciona-
les, por ejemplo, gelatina.

Se conocen algunas composiciones que utilizan comp
base ciertas particulas de latex, cuya composicidén se man-
tiene secreta por el fabricante. Sin embargo, aungue supe-
ran algunas de las desventajas expuestas anteriormente, to-
davia ofrecen algunas desventajas. Asi, los aglomerados oOb-
tenidos como resultado de la aglutinacidn no son muy clarosi
¥y por lo tanto, la ejecucidn no es siempre segura. Ademés,
dichos aglomerados no siempre aparecen inmediatamente.

Por lo tanto, ha sido deseable enconirar una com~
posicibn que supere dichas desventajas, es decir, que per-

mita la ejecucidn del ensayo en tiempo muy corio, y que el

gean féciles y seguros de determinar. Ademas, dicha compo-

«

sicidén debe ser fécilmente almacenable.

Se ha encontrado, sorprendentemente, que en el
caso de que la Y -globulina esté absorbida sobre particu—
lag inertes-neutras (como se han definido aqui) ésta pue-
de copularse con ciertos agentes de copulacitn a la HCG y
con la composicién obtenida se puede efectuar el ensayo en
el espacio de unos tres minubtos, proporcionando resultados

buenos y claros.

La presente invencidn consiste, por lo tanto, en

una composicidn de serodiagnosis para determinar si una hem

bra estd embarazada o no, consistiendo dicha composicién
esencialmente en una particula neutra-inerte (como se ha
definido aqui), sobre la cual estd adsorbida la Y-globuli
na estando dicha ¥Y=-globuline copulada con un agente de coO

pulacidn bifuncional, cuyos dos grupos funeionales poseen
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diferentes grados de reactividad, estando copulado el otro
grupo funcional de dicho agente de copulacidén, a la HCG.
Dicha composicidén se denominard en lo que sigue
particulas de HCG sensibilizadas.
Las particulas neutras-inertes en relaeién con
la presente invencidn, significan particulas gue son neu-

tras e inertes frente a otras partes de la composicidn, y

que son aptas para adsorber ‘§-globulina de una manera irre
versible. Tales compuestos son, por ejemplo, polibutadieno,
poliestireno, butadieno-estireno polimerizados, etc. Como
particulas preferidas, se pueden mencionar particulas de
ldtex de poliestireno.

Bl agente de copulacidén bifuncional preferido es
el 2,4~diisocianato de tolueno (7TDIC).

La nglobulina.puede obtenersge de cuald&ier mani{-
fero disponible o de suero aviar.

La presente invencidn consiste, también, en la
preparacidn de la composicidn de acuerdo con la presente
invencidn, en la cusl el agente de copulacidén es wnido a un
pH bajo y a una temperztura baja, & la HCG, y el agente de
copulacidén - HCG conjugado obtenido se enlaza a un pH ¥
temperatura aumentados, a la ‘{—globulina adsorbida sobre
la particula inerte neutra.

Bn el caso de que el agente de copulacidn sea el
TDIC, la copulacidén de éste con la HCG se efectia a una
temperatura comprendida entre aproximadamente 0 y 10¢C,

preferiblemente 42C (todas las temperaturas aqui menciona-

das se indican en grados centigrados). El pH para esta reac
cidn estd comprendido entre 5,4 y 7,4, preferiblemente 7,2.

El conjugado TDIC-HCG es copulado a la Y-globulina a una
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temperatura de aproximadamente 30-602C, preferiblemente

409C. El1 pH para esta reaccidén estd comprendido entre 7,6
y 9,2, preferiblemente entre 8,2 y 8,3.

La concentracidn del conjugado TDIC se elige de
$2l modo que se determine la sensibilidad requefida del en<+
84ayo0.

En el caso de que se utilice un ldétex de polies
tireno, dicha concentracién es de aproximadamente 2,5 has-
ta 5 mg/A.g.poliestireno (10 ml de suspensidén del 10%).

La composicidn de acuerdo con la presente inven~
cién es muy estable y no se descompone durante el almace-
namiento, y el conjugado no serd liberade durante la eje-
cucidén del emsayo.

La presente invencidn consiste, también, en un
método para la determinacidn del embarazo, gue comprende
mezclar la composicidén de serodiagnosis anteriormente men-—
cionada, con un anti suero HCG y un fluido fisioldgico de
ung mujer de la que se sospecha yue estd embarazada. En el
caso de que la mujer esté embarazada, es decir, gue la HCG
esté presente en el fluido fisioldgico, el anti suero HCG
reaccionard con el HCG libre y no ocurriréd reaccidn entre
las particulas de HCG sensibilizadas y el antisuero. Alter-
nativamente, es decir cuando la mujer no estéd embarazada, ¢
entisuero provocard la aglutinacidén al cabo de unos 3 mi-
nutos. Se obtienen aglomerados grandes y muy buenos y la
aglutinacidn se inicia casi instantdneamente.

La presente invencidn serd ilustrada shora con
referencia a los ejemplos gue se acompaian, sin quedar res-

tringida por ellos.

Ejemplo 1.
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Preperacién de particulas de 14tex sensibilizado
con HOG ’

a. Preparacidn de Yeglobulina de suero de conejo normel

(NRS).

10 ml de suero se introducen en un bafio de 50 ml,
el cual se coloca sobre un agitador magnético. Bajo aglta-
cidn constante del suero, se afiaden 6 ml de una solucidn
saturada de (NH4)2804, muy lentamente. Bl pH se ajusta, se-
guidemente, hasta 7,4 mediante la adicidn de mwa solucidn
de NaOH 1 N. Se continta la agitecidén duwrante 30 minutos a
la temperatura ambiente. Bl contenido se introduce en un
tubo o tubos de centrifuga y se cenitrifuga a la temperstu-
re. ambiente, durente 30 minutos, a 1.000 x g. El 1iguido
sobrenadante se desecha. El sedimento se disuslve en solu~-
cidn salina y el volumen se completa hasta 10 ml, |

Seguidamente, se transfie;e le solucidn a un vaso
de 50 ml. Bajo agitacidn constante como antes, se afladen
lentamente 5 ml de solucidn saturada de (NH4)2804 ¥y se ajus
ta el pH a 7,4. Se repite la precipitacidén wna vez més, di-
solviendo el precipitado en solucidn salina,

El precipitado final se disuelve seguidamente en
10 ml de solucién salina y se dializa en frio contra agua
destilada bajo agitacidén. Al dia siguiente se cambia el

fluido externo por PBS (NaCl, 0,15 molar, tempdn fosfato de
0,01 M, pH 7,2).

KHQPO4 0,1 M 132 ml
NazHPO4 0,1 M 289 ml
NaCl 34.785 g up to 4,210 ml

y se continda la didlisis durante 48 horas con dos cambios

de PBS. El fluido exterior (dializado) se ensaya para de-
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terminar la presencia de SO4 (a 3 ml de dializado se afiade
un volumen igual de BaCl, al 1% y algunas gotas de HOL 1 N)
Cuando el ensayo de determinacidn de 804“2 es ne-
gativo, se centrifuga el contenido del tubo de didlisis a
10.000 rpm. dursnte 20 minutos, en frio. El liquido sobrena
dante se recoge. La concentracidn de ¥-globulina se fija
por Densidad Optica a 280 micrometros, para uso de cdlculo
E?‘%cm = 14,6.
b. Preparacidn del conjugado TDIC.

85,2 mg de HCG (Obtenida de Roussel Uclaf, que
contiene 3.580 unidades/mg) se disuelven en 3,9 ml de so-
luecién salina. Se afladen a la solueidn 35,1 ml de tampdn
de fosfato 0,15 M, pH 7,2, la cual se enfria seguidamente
_en una mezcla de agua y hielo (dicho tampdn consiste en
140 ml de NaH2P04 0,15 M y 360 ml de NaZHPO4 0,15 M). Se
afiladen 0,78 ml (0,955 g) de 2,4-diisocianato de ‘tolueno.
La solucidn se incuba durante 30 minutos en agua helada,
con agitacidn magnética y, seguidamente, se centrifuga du-
rante 20 minutos a 10.000 rpm. en una centrifuga refrigera~
da (0=49C).

El liquido sobrenadante se mantiene durante una
hora en hielo y, seguidamente, se filtra en frio a través
de un papel GFLC de fibra de vidrio, Whatman. Bl filtrado
se divide en partes alicuotas de 2,5 ml y se congela inme-
diatamente. Si es necesario, se descongela el contenido de
un tubo y se mantiene en hielo hasta el uso. La solucidn

restante se desecha. EL conjugado TDIC se congela a —-182C.

¢. Preparacidn de las particulas sensibilizadas

A 10 ml de una suspensidén de ldtex (Dow-Latex,

0,481 u, Serva TFeinbiochemica Heidelberg), substancia seca

HHoja nOGm. 8 26046 .
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104, se afiaden 10%,3 ml de un tempdén de glicina~NaOH. Dicha
tampén, que tiene un pH 8,2, comprende glicine 7,3 g; NaCl
10,93 y NaOH 1 g/litro. (el pH se ajusta a 8,28 mediante
adicién de NaOH 1 N). A la suspensidén se afiaden 178,8 ml

de Y~globulina de NRS preparada como se ha desqrito en la
operacidn a, diluidos previamente con tempdn de glicina
NaOH, de tal modo que se Obtenga ume concentracién de 80-85
microgramos/ml (Densidad Optica a 280 micrometros 0,117-0,124).

.Ia solucidn se incuba a la temperatura embiente
con agitacidn ocasional (20-252) durante 30 minutos. Después,
se centrifuga ésta en frio (4-82) durante aproximadamente 5
minutos a 10.000 rpm. El sedimento se lava dos veces con so-
lucidn salina de borato, utilizando cada vez 300 ml de SO~
luciéu.

El sedimento se vuelve a suspender en 5;5,5 ml
de tampdn de borato de pH 8, Le suspensidn ge calienta a
402C en un bafio de agua.

El tampén de borato se prepara mezclando de 12 a
37 g de H3BO3 ¥y 8 g de NaCl., A dicha mezcla se afiaden apro-
ximadamente 250 ml de agua bidestilada. Se afladen 0,52 g
de NaCH y se ajusta el pH a 8. Después, se completa el vo-—
lumen hasta 8.

La solucidén salina de borato se prepara mezclan—
do 30 ml del tampdn de borato anterior con 970 ml de solu-—
cién salina (NaCl 0,85%).

4 la suspensién se afladen 2,1 ml de conjugado
TDIC preparado como se ha descrito en la operacidn b. La 89
lucidén se incuba a 402C durante una hora, con agitaciodn 0qQ
sional, y se centrifuga como se ha deserito anteriormente.

El sedimento se lava dos veces con solucidn salins de bora-
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to, utilizando cada vez 300 ml de solucidn.

El sedimento se wvuelve a suspender en 71,4 ml de
solucidn salina de borato que contiene 0,1% de NeNy y 0,1 %
de BSA, preparado disolviendo 100 mg de NaN3 y 100 mg de
BSA en 100 ml de solucién salina de borato, (denominado en
lo que sigue "reactivo I") (BSA representa albﬁmina de bovif
no cristalizade de la Pentex Biochemicals).

Preparacidn de antisvero HCG

5 ml de wna solucidn de HCG que tiene una concen-—
tracidén de 250 }Lﬁnl prepaerada en tampdén de fosfato de pH
;,2, teniendo dicha HCG una potencia de 18.000 P/ﬁg g6 megz-—
clan con 5 ml de coadyuvente Completo de Freund (Difco). Ia
| mezcla se emulsifica bien.

A cada uno de los conejos se inyectan 2.ml de la
emulsidn anteriormente mencionada, por via intradérmica, en|
el lomo y en los miembros afeitados, en 40 puntos, con 0,05
nl/punto. En un punto separado se inyectan 0,5 ml de vacuna
cruda de Pertussis Bordetella (32 md. organismos/ml), por
via intradérmica.

Se recogen muestras de sangre al cabo de 3 sema-
nas y, a intervalos de 10 dias o tres veces més, de acuerdo
con el titulo de aglutinacidn del suero. Al cabo de umas
siete semanas se sangran los conejos y se separa el suero
por centrifugacibén y se almacena en un refrigerador.

Los anticuerpos no especificos son adsorbidos des-
de el suero por mezclado de un volumen igual del suero con
polimero lavado preparado a partir de suero humeno normsl
(que no contiene HCG). La mezcla obtenida se denomine "anti-

~HCG adsorbidal.
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El suero obtenido se diluye en solucidn salina de|
borato que contiene NaN3 0,1 %, BSA 0,14 y Ficol 1%. (Ficol
es poli=-epiclorhidrina 400.000 de la Pharmacia Fine Chemicalls
AB, Uppsala). Dicho reactivo se prepara por disolucidn de
100 ml de cada uno de los reactivos en 100 ml de soluelén
palina de borato. La aglutinacidén de punto final se deter—
mine utilizendo una suspensidn sensibilizada de létex pre-
parads como se ha descrito en el Ejemplo 1.

La inhibicidén de la aglutinacidn se ensaya con
tabletas normalizadas de HCG de la Wellcome Reagents Lid.,
disueltas en reactivo I,

Se escoge la dilucidn mds alta de antisuero que
proporciona una aglutinacidén 4+ en presencia de 50 microli
tros de reactivo I y unaAinhibicién completa por 50 micro
litros de tabletas standard de HCG como se ha indfoado an-
teriormente, yue cOntiené 1,5 u/ml.

Bjemplo 3.

1. Una gota de orina de la mujer se coloca dentro
de uno de los circulos de un portaobjetos.

2. Be aflade una gota de antiguero.

3. Se mezclan las dogs gotas con una varilla de
vidrio y se hace oscilar el portaobjetos durante un minuto.

4. Se afllade una gota de las particulas de ldtex
sensibilizadas,

5. La suspensidén se mezcla de nueve con una vari-

[o]

1la de vidrio limpia. El ligquido se extiende de tal modo qu
llene la zona dentro del efrculo impreso en el portaobjetos|

6. E1l portaobjetos se hace oscilar lenta y suvave-
mente de un lado a otro, durante 2 minutos exsctamente. Los

resultados se leen inmediatamente,
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La eglutinacion indica un resultado negativo, es
decir que la mujer no estd embarazada. Un resultado poco
definido indica la presencia en la orina de un minimo de
1.500 unidades de HCG/litro.

Ejemplo 4.

Con el fin de determinar la sensibilidad del en-
sayo, se compard una composicién de la presente invencidn
(composicidén d) con una composicidn asequible en el comer-—
cio.

Dichas composicilones eran:

a. Composicidn de la sociedad solicitante, denominada
Pregnograph como se describe en la memoria ae patente de
Israel numero 34960 (composicidn 4).

b, Una composicidn de lidtex de la Wellcome Foundation Ltd.,
denominada Prepurex (Composicidén B).

¢. Una composicién de ldtex de la Orgenon N. V., denomina-
da Planotest (Composicidn C).

Los resultados se muestran en la Tabla I.

TABLA I
ngggi dgngg Posi * Nega Pos_i_DNeg_g Posi ? Nega | Pos ;L_CNegg._
Ne sayos | tivo +tivo | tivo tivo| tivo +tivo | tivo {ivo
1 20 8 12 8 12 8 12 8 12
2 47 28 19 28 | 19 28 19 27 | 20
3 34 14 20 14 | 20 14 20 14 | 20
4 46 26 20 26 | 20 26 20 26 | 20
> 57 30 27 30 | 27 30 27 30 | 27
6 28 22 6 22 1 6 22 6 22 | 6
7 59 29 30 29 | 30 29 30 29 | 30
.8 67 30 37 30 | 37 30 37 30 | 37
9 g2 | 50 | 32| sol3 | 50 | 32 | 50 |38
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La sensibilidad de todos los ensayos es substan-
cialmente la misma. Sin embargo, la composicidn de acuerdo
con la presente invencidn, posee las ventajas que se han

expuesto anteriormente.

- REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nueva, que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidén, en Espafia, son 10s que se recogen en las
reivindicaciones siguientes:

lg,- Un procedimiento para la preparacidén de una
composicidn de serodiagnosis para determinar si una hembra
estéd 0 no embarazada, consistiendo dicha composicibn esen-
cialmente en una particula neutra-inerte (como se ha defi-
nido en esta memoria) sobre la cual se adsorbe §-globulina,
estando dicha }¥~globulina copulada a un agente de copula-
cién bifuncional, cuyos dos grupos funcionales poseen dife-
rentes reactividades, estando copulado el otro grupo funcio
nal de dicho agente de copulacibn, a gonadotropina coridni-
ca humana, caracterizado porque el agente de copulacidn se
combina a una temperatura baja a un pH bajo con la gonado-
tropina coridnica humana, y el conjugado de agente de copu-
lacidn y gonadotropina coridnica humana obtenido, se enla-

-za, 2 una tbtemperatura y pH mayores, con la ¥~globulina ad-

sorbida sobre la particula neutra-inerte.
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28 ,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidén 18, en el yue la partieula neutra-inerte es un ldtex
de poliestireno.

32.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 18, en el gque el agente de copulacidn es é,4~diisoci§
nato de tolueno (TDIC) TDIC.

48,- Un proucedimiento de acuerdo con lasg reivine
dicaciones 58 o 38, en el que la combinacidn del agente de
copulacion con la gonadotropina coridnica humsna se efectia
a 0-102C, preferiblemente a 42C,

5&,- Un procedimiento de acuerdo con las reivin-—
dicaciones 12 o 48, en el cual la combinacidn del agente de
copulacidén con la gonadotropina coribnica humana se efectia
2 un pH comprendido entre 5,4 y 7,4, preferiblemente de 7,2

6&.~ Un procedimiento de acuerdo con cualyuiera d¢
lag reivindicaciones 18 a 58, en el cual el conjugado de
egente de copulacidén de gonadotropina coridnica humena se
enlaza con la Y-globulina a 30-602C.

7&.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 5@, en el que dicha temperatura es de aproximadamen—
te 4020C,

8&.~ Un procedimiento de acuerde con cualyuiera
de las reivindicaciones 18 a 7&, en el cuai el conjugado de
agente de copulacién ¥y gonadotropina coridnica humana se end
laza con la ¥-globulina & un pH comprendido entre 7,6 y 9,2,
preferiblemente entre 8,2 y 8,3. |

9¢.~ UN FROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UNA
COMPOSICION DE SERODIAGNOSIS PARA DETERMINAR SI UNA HEMBRA
ESTA O NO EMBARAZADA.

Tal y como se ha descrito en la lMemoria gque an-
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tecede y para los fines que se han especificado.

26044

Beta Memoria consta de guince hojas egceritas a

méguine por une sola cara.
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