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Ia invencidn se refiere a un factor de aglutina- | .-

¢idén (factor Clumping) estabie, apto para ser almacenado,
adecuado como reactivo para el reconocimiento de productos
de desdoblamiento de fibrindgeno y de fibrina, as{ como a
un procedimiento. para su preparacidén. '

Ia activacién del sistema fibrinolitico conduce

a una degradacién proteclitica de fibrindgeno o de fibrina.| "

En la degradacién del fibrinégeno se forman primero el lla- '

mado fragmento X y otros productos de desdoblamiento, que

son designados por A, B y G. El fragmento X muestra en mag- ;ff

nitud y en propiedades la méds intensa semejanza con el fi- | .-

brinégeno, y se puede llevar lentamente a coagulacién con

trombina, Al proseguir la degradacién proteolfitica del frag-f{7

mento X se forman los fragmentos Y y D. El fragmento Y yaA"

no re puede llever a la coagulacidén con trombina. Una pro-

tedlisis mds avanzada del fragmento Y conduce a 1osAproduc¥ Li':

tos de desdoblamiento D y E. Los productos de desdoblamien~

to mds peauefios D y E ya no tienen todos los determinantesi»f?”“

antfgenos del fibrinégeno. Los productos de desdoblamiento

de fibrina son indicadores de determinadas enfermedades,'y

parcialmente inhibidores de la formacién de fibrina,.por’io"z

que existe un interés elinico en determinar el contenido de| - -

productos de desdoblamiento de fibrindégeno y/o de fibrina, S

¥ con ello la extensidén de una fibrindlisis intraversal.

E1l fundamento de un procedimiento pars la deter-

minscién de los productos de desdoblamiento mencionados com| ~:-

siste en cue ciertos microorganismos, es especial cepas. de

estafilococos, reaccionan con fibrindgeno y con los produc-| =

tos de desdoblamiento de fibrina X e Y, con aglutinacién

macroscédpica visible. La propiedad de aglutinacidén de los |
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estafilococos es atribuida a una enzima ligada a las célu-~
lag, que sd}o estd insuficientemente caracterizada. Se la
designa como "factor de aglutinacidn o "factor.01umping".
A veces se entiende también por ello la coagulasa ligada a
las célilas, la posibilidad de rdpida realizacidén y la ele-
vada sensibilidad del sistema de ensayo basado en el fac-
tor dé aglutinacidn, en especial para la determinacidn de
los productos de desdoblamiento de fibrina X e Y, hace a
este sistema de ensayo especialmente adecuado para el diag-
néstico rutinario de la fibrinolisis..

No obstante, se ha puesto de manifiesto que las
suepensiones de estafilococos adecuados, preparadas segmin
la situacidn actual de la téenica, sbélo tienen la necesaria
actividad para el reconocimiento de los productos de desdo~-
blamiento de fibrina durante pocas horas, y cque los produc-
ton liofiligados con fines de conservacidn de la setividad,
con frecuencia ya no se pueden suspender homogéneamente en
solucidn, o se aglutinan de modo no especifico. Ia sensibi~-
lidad de las bacterias vueltas a suspender disminuye rédpi-
demente., Al caho de pocas horas éstas son inapropiadas co-
mo reactivo para el reconocimiento de productos de desdo-
blamiento de fibrina,

Se ha encontrndo ahora que microorganismos posi-
tivos frente al factor de aglutinacién, en especial estafi-
lococos, cue estdn suspendidos en una solucién acuosa tam-
nonada de un aleohol plurivalente, no pierden su propiedad
de aglutinarse en presencia de nroductos de desdoblamiento
de fibrindgeno y/o de fibrina, incluso después de un alma;
cenaniento durante meses a temperaturas inferiores a +25°C.

- Por consiguiente, es objeto de la invencién una
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suspensidén homogénea de microorganismos muertos, posifivos
frente al factor de aglutlnaclén, de preferen01a estafmlo-
cocos, en una solucién acuosa tamponada con valor de pH i
7,0 a 7,7, que contiene disuelto en ella un aleohol pluri-’
valente en una concentracién de 3 - 50 % ., ;

Para el sistema de ensayo en consideracién se  A"

deseribid ya con frecuencia la utilizacidén de Staphyloco-;

ccus aureus Newman D,.C, La cepa con51ste en una varlanme so,

2 v
luble, negativa frente a coagulasa y positiva frente al fgg"
tor de aglutinacién, de la cepa Newman, que fue selecciona-

de. por E.S. Duthie, Southampton, con vistas a la formacidén

del factor de aglutinacidn, a partir de cultivoé'del Sta@h&
lococcus aureus Newman, reglstrado en 1a National Gollection
of Type Cultures bajo el mimero 8178. g

Cepas positivas frente el factor de aglutmnacidn,{i;i?

oue ademds son capaces de former coagulasa soluble, pueden .
utilizarse aaimismo, como es eonocido por la bibllografia,
para la determinacidn de productos de desaoblamiento de fi
brina, si la coagulasa soluble se destruye, por eaemplo, j
por una etapa de calentamiento, Los esﬁafllocooos tra#adoé_
previamente de este modo pueden ser asimismo és%éhiiiéa&ds
geqin la invencién., Resultados especialmente favorables reg?
pecto a la sensibilidad y estabilidad del reactivo’ para el |-
reconocimiento de fibrindgeno y de productos de desaobla—'.(
miento de fibrina, los proporciona un“Staphylococcus'aureu
con la designacidn I.J.7, registrado en la American Type -
Culture Collection bajo el mimero ATCC 31153, cuja morfo;fi
logla puede ser descrita del modo siguiente: . N A; 

Ia cepa fue originalmente aislada de una porcidﬁl

de faringe humana, retirada por frote y fue éeléccionada]énj
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relacidén con la formacién de coagulasa ligada a las células|

En medios nutricios 1fquidos, la cepa crece en pequefios £ru
pos 0 por pares, con una proporcidn de hasta aproximadament
305 como colonias de células individuales, La cepa se colo-
rea con 1lo& colorantes de anilina habituales. Es gram-posi-
tiva.

las caracterfsticas del Staphylococcus aureus

I.J.7, =obre los siguientes medios nutricios sdlidos, son:

para el aislamiento para la ide

(42

(24 noras, 379C) tificacidén
(24 noras,
372C)
Staphyloccocus Kedium 110 Buen crecimiento.Co
(Baltimore Biological lonias amarillentas
Lab, ) con aproximadamente

1l mm de didmetro

hangre de eaballo-agar Buen crecimiento.Co
lonias grises gin
hemélisis

Agar nutricio Colonias amarillenw

tas, a veces irrepgu
larmente conforme-
das, debido al rdpi
do crecimiento

Pdrpura-suero de caballo- Coloniag débilmente
agaxy amarillas, con 1,3
mm de didmetro. Cre
c¢imiento moderadamen
y te coherente

Agar LiacConcey N¢ 3 (Oxoid) _ Ningin ecrecimiento

Colonias amarillo
pdlido sobre un
fondo débilmente
amarillo

Agar C,L,E,D,
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Apar DiNasa , Colonias amarillen
tas. Ningin creci-|.
miento confluyente}
Después de acidifi¢
cién con HClL 1 N,

débil actividad de
DNasa reconocible

4]

La cepa Staphylococcus aureus I.J,.7 presenta los

sisuientes rendimientos de metabolismo:

Permentncidn de

Dextrosa + después de 6 dias a 37°C
lactosa 1 " v g w w3720
Sacarosa 4 L 3720
laltosa 1 noowog o " 37°C
Fannita i wmoowogom " 370C
Salicina - wow33 w " 372C
Inulina . - " R R Tno37eC
ksculina - A "o37eC
Iicuzecidn de

Celatina + después de 13 dias a 229C y 379

Yo en el procedimiento de fermentacidn, sesgin el
cual se obtiene la masa de bacterias, hay que procurar una
tuens. antitud para suspensidén de las bacterias y un rendi-
miento suficiente respecto a la actividad de aglutinacién.
ief, es conveniente llevar a cabo la reproduccién de las bag
terias en un medio gue consta esencialmente de una solucién
ncuosa de peptona de carne, dcido ldetico o sus sales, vita-
kiinsg v glucosa, iones de metales alealinos y alecalinoté-

rreos, ventajosamente en forma de sus sales fisiolégicamen-
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te compatibles, tales como cloruros, sulfatos y fosfatos,
las bacterias feproducidas en frascos, recipientes a pre-
gién o fermentadores, separadas del medio nutricio por fil
tracién o centrifugacidn, son estorbadas en su capacidad de
reprodﬁccidn por medidas que reduzcan lo menos posible la
actividad del factor de aglutinacidn. De modo acreditado y
conocido, la muerte de las bacterias se realiza por calenta-
rmiento a aproximadamente 60-702C durante 30-90 minutos,

El efecto esencialmente estabilizador de la sus-
pensién de estafilococos activos frente al factor de agluti-
nacién, se encuentra en el conténido de 3-50 % de un alcohol
plurivalente en el medio de suspensidn. Por tal alcohol hay
ﬁue entender, en el sentido de la presente invencién, com-

puestos con un esqueleto hidrocarbonado, de preferencia un

squeleto hidrocarbonado alifdtico, en el que varios 4dtomos
e carbono vecinos llevan cada uno un grupo hidroxilo, y que
omprenden uﬁ intervalo de pesos moleoulares desde aproxima-
amente 90 hasta aproximadamente 500 000, Los compuestos méds
encillos de esta clase de sustancias son el alecohol divalen
e glicol y el alcohol trivalente glicerina. Efectos estabi«
izadores ventajosos los muestran también, por ejemplo, los
epresentantes de los alcoholes hexavalentes, tal como manni«
a, y de los hidiatos de carbono, tal como glucosa., Junto a
os compuestos de bajo peso molecular, son utilizables segin
8 invencidn también los glicoles macromoleculares, tales
omo ¢l poli(etilemglicol), para la estabilizacién de la sug
ensién. Propiedades especialmente ventajosas las presentan
demds hidratos de carbono, en especial sus representantes

nacromoleculares, que pueden ser de origen tanto natural co

no también sintético. Como ejemplos de ellos se mencionardn
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Apure 1n estabilizacién del factor de aglutinacidn ligado a

-

el polimero de glucosa dextrano, existente en la naturale=-
za, o el polisacdrido sintético preparado a partir de azi-
car de cafia, que es obtenible en el comercio como Ficoll

(marca registrada de la firma Pharmacia Upsala).
zaeidn de los alcoholes plurivalentes es su solubilidad en

den afladir sales neutras, para preparar un medio aproximadai
rente isoténico para las células de los microorganismos a
susnender.

La susvpensidn de estafilococos se ajusta al valor
de ni deseado, convenientemente con ayuda de una sustancia
tampén, tal como las que se utilizan habitualmente en traba
jos bioquimicos. Sustancias tampdén adecuadas para ello son,
por ejemmnlo, lag gque han sido descritas por Good y otros en
Biochemistry 5, 472 (1966)., La concentracidn de las bacte-
ring, cue estdn suspendidas en la solucidn acuosa tampona-
da, aue contiene el alcohol plurivalente, es de 1-20 x 1010/
ml, en el caso de que la suspensién de estafilococos tenga
pue ger utilizada directamente en el procedimiento de ensa-
vo para la determinacidén de productos de desdoblamiento de
fibrindgero y/o de fibrina. No obstante, la estabilidad del
foctor de aglutinacidn estd también garantizada, aumque la -
densidad de bacterias esté esencialmente elevada o disminuid
da resnecto al valor indicado.

Ay

Objeto de la invencidn es ademds el procedimiento

nieroorsonismos, caracterizado porque los microorganismos
Tormzdores del factor de aglutinacién, de preferencia esta-

filococos, cultivados segin un procedimiento conocido, son

Una condicidn previa para la posibilidad de wtili

Hoja nﬁ!'n.8 . 180576 :

(®)|

la solucidn acuosa tamponada, a la que eventualmente se puel

,
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muertos con mantenimiento del factor de aglutinacidén, son
suspendidos homogéneamente en una solucién acuosa tompona-~
d= 2 o 7,0 a 7,7, de preferencia 7,3 a 7,5, con un conte~
nido de 3-509 de un alcohol plurivalente., Naturalmente no
hay ninguna razdén cue impida afladir a lo suspensién de mi-
croorganicmos estabilizada segmin la invencidén, otras sus-
toncias conocidas de la bioquimica, y en especial por la
enzimoouimica, que producen o activan la actividad enzimd-
ties, tnles como por ejemplo proteinas, en especial albdimi-

na o nroductos de degradacidn de gelatina. Para impedir una

dir un agente antimicrobiano, por ejemplo un antividtico,
Otro objeto de la invencidn es un reactivo para
el reconocimiento de productos de desdoblamiento de fibri-
néreno y/o de fibrina, que como componente esencial contie-
ne 1 - 50 % 102 bacterias/ml, de microorganismos positivos
frente a2l factor de aglutinacién, homogénemmente suspendidos
en una solucidn acuosa tamponada, que contiene un alcohol .
plurivalente, ¥y el procedimiento para su preparacidn.
Objeto de la invencidén es finalmente la uwtiliza-
cién de la suspensidén estable de estafilococos para la de-
terminacidn de productos de desdoblamiento de fibrindgeno
y/o de fibrina en lfquidos corporales, de preferencia en
plasma o suero, por procedimientos conocidos. ILa determina-
¢ibén de los productos de desdoblamiento de fibrinégeno y/o
de f;brina se lleva a cabo, por ejemplo, mezclando el suero
a ensayar, del aue se prepars una serie de diluciones, con
una cantidad constante, ventajosamente una cantidad igual,
de la suspensién de estafilococos segin la invencién, des-

pués de lo cual en el espacio de pocos minutos, se registra
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la mdxima dilucién de suero, gue tiene auin uné.aglutinacidn,ﬁ[

positiva de las bacterias., 5i este valor se pone en rela- V’Eﬂ7

cién con un valor obtenido por dilucidén de suero de perso-~ |
nas sanas, se puede comprobar segin ello el resultado como
desviacién del valor normal. '
La determinacién se realiza de modo conocido en
la forma més sencilla sobre un portaobjetos, sobre el que
se mezclan a partes iguales los participantes en la reac-

cidn,
Ia invencién se va a ilustrar mds detalladamente

en el ejemplo siguiente.

Ejemplo

Preparacidén de la suspensién de bacterias
Staphylocoaous aureus I.J,7 (ATCC 31153) se reproduce has-
ta una coneentracién de 15 x 108 bacterias por ml, en un

medio con la composicidén siguiente

peptona de carne 80,9 g
solucién de lactato de sodio, al 50 % 25,0 ml
cloruro aménico 18,5 g
sulfato de magnesio (7 H20) 0,8 g
hidrogenofosfato dipotdsico 4,0 g
dihidrogenofosfato potdsico 4,0 g

cOmpietado a 4 litros con agua, y provisto con los aditivos

siguientes
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D(4) biotina 0,02 mg
D(+)-~pantotenato de ealcio 1,00 mg
clorvro de colina 0,08 mg
deido £61ico 0,20 mg
meso~-inosita para fines bioquimicos

¥y microbioldgicos 0,08 mg
deido nicotinico 6,00 mg
clorhidrato de piridoxal 0,50 mg
rivoflavina " 0,72 mg
dieloruro de tiaminio 2,448 mg
rlucosa 10 g

Después de ello el fermentador, en el que se ha-
bia realizado la reproduccidn, es calentado a T02C durante
20 minutos., Las bacterias se obtienen con ayuda de una cen
trifuga a 6500 rpm. Bl medio nutricio que sobrenada es deseg
chado y las bacterins son sﬁspendidas y centrifugadas varias
veces en solucidn isoténica de sal comin., Finalmente las

bacterias centrifugndas son suspendidas en una solucién tam

0,1 /1 de tris-hidroximetil-aminometano
0,3 /1 de cloruro de sodio
0,02 § de cloramfenicol

0,02 % de albimina humana

#1 valor del pH de 1la solucidn se ajusta a 7,4
con fcido clorhfidrico 1 N, después de lo cual se afiade a
una perte en volumen de la solucidn tampén une parte en volu

pen de glicerina, Despuds de ello se ajusta la densidad de

bacterias de la suspensidn a 1 x 1011/m1.
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La suspensién obtenida presenta en el siguiente

sislemns de ensayo un resultado constante durante 12 meses:

12 .~ Obtencidn de un suero de una persona normal sana

5 ml de sangre recién extraida se mezclan cuidadosa-
nente con 0,1 ml de un inhibidor polivalente de protej]
n~eas, correspondientes a 10 unidades de entiplasmina,
¥ 0,1 ml de una solucién de trombina, correspondientes
a 10 unidades RIH. La mezcle se incubz durante 2 horas
o 37¢C, v a continuacidn el suero que sobrenada es se
parcdo del codgulo de sangre formado, por centrifuga-
cibn.
29 ,~ Formulacidn de ensayo
Con utilizacidén de tampén 0,1 M de tris-hidroximetil-

aminometano-dcido clorhidrico de valor de pH 7,4 se prg
nara una cerie geométrica de diluciones del suero, de
nmodo oue resulia una dilucidn de 1:l, 1l:2, 1:4, 1:8,
ete, Cada vez 0,05 ml de las diluciones de suero se
mezclan con 0,05 ml de la suspensién de estafilococos
nrenparada segin el ejemplo precedente, sobre un.portaj
objeto. Se hace girar la mezcla cuidadosamente durante
2 minutos, y se interpreta la reaccidn de aglutinécidn
contra un fondo negro. Puede reconocerse una aglutina- '
cién hasta una dilueién de 1:256, Se obtiene el miesmo
resultado si en lugar el tampén con 50 % de glicerina
ufilizado, como se ha indicado en el ejemplo, se mezcla

conn las sustancias siguientes,
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Sustancia % en peso Peso molecular
Glicerina 33 92
Glucosa . 10 180
Mannita ' 3 182
Mennita , 10 182
Mannita 15 182
Poli(etilenglicol) 3 4000
Poli(etilenglicol) g 10 4000
Dextrano 3 40000
Dextrano . 10 40000
Dextrano T3 250000
Dextrano 10 250000
Ficoll 3 70000
Fieoll . 10 70000
Ficoll 3 400000
Ficoll 10 400000

REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nueva, que se
presentan para que sean objeto de la presente solicitud de
Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afiog, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Procedimiento para la estabilizacidén del fac-
tor de aglutinacidn ligado a microorganismos, caracterizado
porque los microorganismos formadores del factor de agluti-
naoidén son cultivados segin un procedimiento oonocido, son
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muertos con obbtencibén del factor de aglutinacidén, y suspen-

didos homogéneamente en una solucibén acuosa tamponada con
valor de pH 7,0 a 7,7, con un conténido de 3-50% de por lo
menos un alcohol plurivalente soluble en ella.

28,- Procedimiento segin la reivindicacibn 12,
caracterizado porque como microorganismos positivos frente
al factor de aglutinacidn se utilizan bacterias de Staphylo
coccus aureus positivas frente al factor de aglutinacién.

%%,~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1@
y 22, caracterizado porque como microorganismos positivos
frente al factor de aglutinacibén se utilizan bacterias de
Staphylococcus aureus I.J. 7 (ATCC 31153). |

4a,~ Procedimiento seglin las reivindicaciones la
32, caracterizado porque el peso molecular de alcohol plu~
rivalente est& en el intervalo entre 9Q y 500.000.

2,~ Procedimiento segln las reivindicaciones 12
a 42, caracterizado porque la suspensién contiene un nimero
de bacterias de 1 - 20 x 1010 bacterias/ml,

62,~ Procedimiento para la estabilizacién del fac
tor de aglutinacibn ligado a miéroorganismos.

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

Esta Memoria consta de catorce hojas escritas a

méquina por una sola cara.

Madrid, 09.JUL*777
P.A.

rig de Elzabury

[)
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