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El invento concierne a un preparado de eritrocitos 
liofilizable y estable, apropiado para el recubrimiento con 
antigenos, a un procedimiento para su preparación por trata 
miento de los eritrocitos pon un aldehido inferior y una sal 
de cromo, asi como a su utilización, especialmente en un en 

sayo de hemoglutinación.

Desde hace largo tiempo se detectan anticuerpos 
por el ensayo de hemoglutinación pasivo o indirecto. En ta­
les casos se utilizan gLóbulos sanguíneos de las más diferen 
tes especies de animales, la mayor parte de las veces del 
carnero, como vehículos para antigenos disueltos. Dado que 
los erltrooitos naturales son estables sólo por un periodo 
de tiempí corto, so ha llevado a cabo posteriormente un tra 
tamiento de las cólulas con aldehidos (formaldehido, piru 
valdehido, glutarodialdehido) o ácido sulfosalicilico. Las 
cólulas tratadas de este modo pueden ser conservadas duran­
te largo tiempo. Son cargadas con el correspondiente antige 
no sólo antes del uso.

Eritrocitos cargados de este modo con antigeno son 
estables en suspensión por lo general sólo en coloides, ta­
les como por ejemplo soluciones que oontienen suero, albdmi 
na, gelatina. Dependiendo de la cantidad de las sustancias 
estabilizadoras presentes en el reaotivo terminado y dispues 
to para el uso, el suero a Investigar puede ser empleado en 
un medio de sal común o en otros medios apropiados. La dura
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ción de la posibilidad de utilización, dependiendo del an­

tigeno utilizado, es desde horas hasta días. Una mejoría de 
la estabilidad puede lograrse mediante secado por liofili- 
zación.

También se ha descrito ya tratar eritrocitos si­
multáneamente con cloruro de cromo trivalente y un antigeno, 
copulándose luego el antigeno con eritrocitos.

La copulación de antigenos con eritrocitos de car 

ñero naturales, llevada a cabo por diferentes autores, en 
el caso de acción simultánea de antigeno y cloruro de cromo 
trivalente tiene desventajas esenciales, ya que las sales 
de cromo aotúan tanto sobre la superficie de los eritrocitos 
comó taníblén sobre el antigeno añadido, y por consiguiente 
dificultan un ajuste óptimo de los reactivos.

En la preparación, almacenamiento y uso de prepa 
rados de eritrocitos recubiertos con antigenos todavía no se 
han resuelto toda una serie de problemas, por ejemplo el 
ajuste óptimo, que se acaba de mencionar, de la sensibili­
dad de detecoión de los antigenos de hemoglutinación. Tam­
bién en lo que se refiere a la estabilidad de los eritroci­
tos en condiciones de almacenamiento y a la reproducibilidad 
dejan bastante que desear, a veces, las investigaciones de 
hemogLutinación llevadas a cabo de este modo.

Existia por lo tanto la misión de producir prepa­
rados de eritrocitos apropiados para el recubrimiento con25
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antigenos, que en el caso de la determinación cuantitativa 
proporcionen resultados satisfactorios y dignos de confian­

za en investigaciones de hemoglutinación, que puedan ser re 
producidos incluso en el caso de preparados que se almace­

nen durante largo tiempo.

Se ha encontrado ahora que puede lograrse una me 

joria esencial de los reactivos utilizadles en ensayos de 
hemoglutinación, si sobre eritrocitos suspendidos en una so 
lución tampón se hace actuar simultáneamente o en cualquier 
orden de sucesión de manera sucesiva un aldehido alifático 
inferior y una sal soluble en agua de cromo divalente o tri 
valente, se lavan los eritrocitos y en caso deseado se lio 
filizan. ^Después del lavado se puede aplicar en caso desea­
do un antigeno para dianóstico sobre el preparado de eritro 
citos obtenido .

Como eritrocitos se utilizan preferiblemente eritro 
citos de pájaros con contenido de nucléolos. Por utilización 
de los eritrocitos de pájaros con contenido de nucléolos ce 
lulares se llega a una aceleración de la sedimentación y al 
mismo tiempo, por consiguiente, a muestras de sedimentación 
más fáciles de interpretar. Por consiguiente se establece 
una evaluación rápida y segura de la reacción.

El tratamiento de las células con una sal de cromo
jora sobre todo esencialmente su aptitud para el almacena 
ento a alrededor de 37SC. Otra ventaja de los eritrocitos
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tratados de acuerdo con el invento se encuentra en la pe­

queña tendencia a reacciones positivas no especificas, con 
lo cual en la mayor parte de los casos se hace superflua 
la utilización de un reactivo de control. Especialmente los 

eritrocitos tratados de aves se caracterizan por una capa­
cidad de reacción rápida, sensible y especifica en ensayos 
de hemoglutinación, asi como también por estabilidad en for 

ma liquida o secada por liofilización.
Los eritrocitos de aves previamente tratados con 

aldehidos y sales de cromo son apropiados para la adsorción 
de los más diferentes antigenos de bacterias, parásitos y 
virus, y hacen posible también una acumulación de anticuer 
pos para la detección de antigenos.

Es objeto del invento en primer término el proce­
dimiento para la producción de un preparado de eritrocitos 
estable y apropiado para el recubrimiento con antigenos. Pa 
ra ello se recogen eritrocitos naturales en la sangre plena 
de diferentes animales asi como de hombres, pero preferible 
mente de la que contienen nucléolos tal como la de pájaros, 
tales como gallinas, palomas y pavos. La muestra de sangre 
es mezclada con sustancias habituales inhibidoras de la coa 
gulación, después de lo cual se obtienen los eritrocitos, 
por ejemplo por centrifugación, y se lavan varias veces con 

soluciones tampón isotónicas compatibles, con el fin de eli 
minar los antigenos todavía presentes en la sangre. El se
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dimento lavado de eritrocitos es suspendido en una canti­
dad no menor de 8 partes en volumen de una solución tampón 

neutra isotónica o de una solución salina isotónica. A esta 
suspensión se añade una solución acuosa de un aldehido ali 
fático inferior, preferiblemente de uno que tiene una lon­

gitud de cadena desde C 1 hasta C 6, tal como formaldehido, 

metilglioxal ó glutaraldehido en una cantidad de 0,2 a 10% 
en peso de aldehido referido al volumen presente del sedi­
mento de eritrocitos. El tiempo de reacción para la acción 
del aldehido sobre los eritrocitos depende de la temperatu­
ra dé reacción y de la concentración empleada del aldehido.
Convenientemente se mantienen las condiciones de reacoión 

f
que endurecen a los eritrocitos, sin que se llegue a la for 
mación de aglomerados. La formación de aglomerados puede ser 
observada por microscopio.

En este sentido se mantienen en general tiempos de 
reacción de 1 a 24 horas a temperaturas de 5 - 45^0. De acuer 
do con condiciones preferidas en el caso de la utilización 
de formaldehido, que es usual en el comercio en forma de so 
lución aproximadamente al 35%, se hace actuar sobre la sus­
pensión de eritrocitos una solución de formaldehido previa­
mente diluida a aproximadamente 10-15%. En particular, se 
puede proceder siguiendo la propuesta de L. Csizmas, Proc. 
Exp. Biol. Med. 103, páginas 157 y siguientes (1960). El ejen 
pío 1 expuesto explica el principio del procedimiento. A con
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tinuación del tratamiento con aldehido los eritrocitos son 

lavados varias veces. Caso de que no deban ser tratados ul 
teriormente de modo inmediato, los eritrocitos tratados pre 
viamente de este modo pueden ser mezclados con un agente con 

actividad antimicrobiana, por ejemplo timerfonato de sodio 
en una concentración de 0,01 - 0,05 %, y conservados a 4SC 
en forma de suspensión al 10-30%, preferiblemente al 25%.

Para el tratamiento con una sal de cromo divalen- 
te o cromo trivalente, los eritrocitos tratados con aldehi­
do son suspendidos en un medio acuoso. Convenientemente se 
utiliza para ello agua. La concentración de los eritrocitos 
és de 0,5 - 25%, preferiblemente 1,25%. ̂ A esta suspensión 
de eritrocitos se añade una solución acuosa de sal de cro­
mo en una concentración de 0,0001 - 2,0% y despuós del mez­
clado se mantiene durante 5 - 3 0  minutos a 5-45SC. Después 
de ello, los eritrocitos son separados por sedimentación o 
centrifugación. Para la eliminación de sal de cromo en ex­
ceso se lava varias veces.

Como sales de cromo en el sentido del invento en­
tran en consideración todas las sales de cromo divalente y 
de cromo trivalente que sean solubles en agua, tales como 
cloruros, sulfatos, nitratos, fosfatos o acetatos de cromo 
divalente o de cromo trivalente.

El orden de sucesión de la utilización de aldehido 
y sal de cromo puede ser intercambiado sin influencia des-
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ventajosa, sobre los resaltados. Con igual éxito paeden pa­
sar a utilizarse al mismo tiempo el aldehido y la sal de 

cromo.
Los eritrocitos.tratados con formaldehido y sal 

de cromo obtenidos de este modo son apropiados para ser re 

cubiertos con diferentes antigenos.
En general, los eritrocitos estabilizados son re 

cubiertos con antigenos en una solución acuosa, que es ajus 
tada a un valor de pH por debajo de 7, convenientemente a 
un valor de pH débilmente ácido entre 5,5 y 6,5. Como an­
tigenos deben entenderse las más diferentes sustancias, cu
ya detección en la sangre o en la orina sea interesante. A 

f
los antígenos escogidos a titulo de ejemplo, que pueden ser 
utilizados con éxito para revestir los preparados de eri­
trocitos estabilizados, pertenecen especialmente antigenos 
proteinicos, sobre todo los antigenos proteinicos de plas­
ma de origen humano o animal, antigenos microbianos, por 
ejemplo antígenos toxoplásmicos, como se pueden obtener por 
ejemplo por acción de ultrasonidos, o antigenos de Treponema' 
-pallidum, que se obtienen a partir de testículos de conejo 
infectados, y otros. Una ventaja especial del preparado de 
eritrocitos del presente invento consiste en que es apropia 
do para revestir sustancias con diferentes estructuras qui 

micas.
Los eritrocitos estabilizados recubiertos con los
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antigenos son suspendidos convenientemente en una solución 
que contiene un coloide lifolizado, por ejemplo una solu­

ción al 0,1 - 1% de goma arábiga o una correspondiente so­
lución de un producto de degradación de gelatina o polivi 
nilpirrolidona convenientemente en presencia de otras sus 
tandas eatabillzadoras tales como aminoácidos, por ejem­

plo gLutamato de sodio, o glicina en una concentración de 

1 - 10% y/o de un suero animal en una concentración de 0,5 

- 20%. En este liquido de suspensión, el reactivo puede ser 
almaoenado en estado líquido a temperatura de nevera, es de 
cir a aproximadamente 42c, o también puede ser secado por 
liofilización después de la congelación. Tras haber disuel 
to el preparado secado en agua destilada, el reactivo está 
a disposición para la realización de ensayos de hemogluti- 
nación con la misma calidad que se presentaba antes del se 
oado.

La realización de las investigaciones de hemoglu 
tinación es conocida para el experto en la materia. En ge­
neral se mezola para ello una muestra de suero, que contie 
ne los anticuerpos supuestos, con el correspondiente prepa 
rado de eritrocitos recubierto con antigenos en un medio 
acuoso, con el fin de determinar si se establece una aglu 
tinación. La reacoión de aglutinación se lleva a cabo ven 
tajosamente en placas de microvaloración. Para ello se mez 
clan por ejemplo 0,05 mi de suero o de dilución de suero
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con 0,025 mi de los eritrocitos (al 1,25%) recubiertos con 
antigeno de acuerdo con el invento, y se agita durante 30 

segundos hasta 1 minuto. En el caso de utilización del pro 
cedimiento precedentemente descrito para la preparación de 
los eritrocitos recubiertos, la interpretación de los re­

sultados de ensayo puede efectuarse ya tras 30 minutos.
Tal como arriba se ha explicado, los preparados 

de eritrocitos estabilizados de acuerdo con el invento pue 
den ser recubiertos con antigenos proteinicos. Esto signi­
fica que pueden ser revestidos también con un anticuerpo 
especifico, de manera que en el caso de subsiguiente inves 
tigación por hemoglutinación los eritrocitos se aglutinan 
en presencia del correspondiente antigeno especifico. El 
ensayo de hemoglutinación pasivo puede ser utilizado para 
detectar infecciones bacterianas, para descubrir infeccio­
nes de virus, para la determinación de la compatibilidad 
histológica, para el descubrimiento de enfermedades de auto 
inmunidad y otros fenómenos comparables.

El invento se va a explicar con más detalle con 
ayuda de los siguientes ejemplos de realización.

Ejemplo 1.

a) Estabilización de los eritrocitos
300 mi de sangre de gallina son recogidos en 100
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mi de solución al 3*5% de citrato, y tratados todavía en 

el mismo día.

Los eritrocitos son separados por centrifugación 
con 2.000 x g ( g = aceleración de la gravedad) y son la­

vados 5 veces en 10 volúmenes de solución fría ( a aproxi 
madamente 10BC) al 0,8$% de NaCl. En tal caso debe evitar­
se la formación de espuma. El sedimento celular lavado es 
suspendido en 8 volúmenes de solución al 0,85% de NaCl con 
un pH de 6,8. 1/4 del volumen de la suspensión celular de 
una solución al 14% de formaldehido con pH 5,5 es vertida 
en una manguera para diálisis de celofán (anchura 2,5 cm) 
y se cierra junto a un extremo. En tal ¿aso se mantiene va 
cío aproximadamente 1/3 de la manguera. El aire es expul­
sado, el extremo abierto es cerrado y atado, la manguera 
es colocada sobre el fondo de un vaso de precipitados y la 
suspensión de eritrocitos es vertida por encima de ella. El 
vaso es movido a la temperatura ambiente sobre un agitador 
mecáaioo (orbital tshaker). La velooidad es regulada de ma­
nera que se logra un intenso mezclado con la mínima forma­
ción de espuma posible. Después de 3 horas se retira el sa 
co de celofán, su contenido se vierte en el vaso y se agi­
ta durante 16-18 horas más. Después de ello se encuentran 
residuos de células en forma de grumos sobre la superficie 
del líquido y junto a las paredes del vaso, los cuales pue­

den ser eliminados por cuidadosa decantación.
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A la suspensión homogénea de células se vierten 
1/2 volúmenes de solución isotónica de NaCl y luego se la 
va 6 veces cada vez con 750 mi. Finalmente el sedimento 

celular lavado, tratado con formalina, es suspendido en so 
lución de sal común tamponada con fosfato, de pH 7,2 (PBS), 
con 0,02% de timerfonato de sodio, de manera que resulta 

una solución al 25% que es conservada a 4SC.

Para el tratamiento con CrCl^ de los eritrocitos 
estabilizados, lavados y tratados con aldehido, éstos son 
suspendidos en una solución de sal comdn* de pH 7,5# tam­
ponada, diluida, aproximadamente de H4. A esta suspensión 
se añade un volumen igual de una soluoión acuosa de clo­
ruro d& cromo trivalente en una concentración de 0,002% y 
la carga se mantiene a 37CC durante 10 minutos. Después de 
ello se elimina la sal de cromo lavando varias veces en so 
lución fisiológica de sal común, 
b) Recubrimiento con antigeno

1. Un extracto de antigeno obtenido por acción 
de ultrasonidos ( 2 x 1  min. 22 KHz) a partir de toxoplas 
mas y purificado por centrifugación con respecto de compo 
nentes en partículas, es mezclado en dilución apropiada, 
la cual es determinada en un ensayo previo, con la suspen 
sión de eritrocitos (al 1,25%) tratada con cloruro de ero 
mo trivalente y aldehido, y as mantenida a 37sc durante un 

tiempo de acción de 1 hora. El valor del pH es mantenido en
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tal caso en 6#4*
Después de ello se efectúa un lavado en dos veces 

en solución al 0,1 - 1% de goma arábiga y la suspensión del 
sedimento en tampón m/15 de trishidroximetil-aminometano- 

HC1 de pH 8,0, a la que se ha aSadido 5% de glutamato de 
sodio y 15% de suero de conejo.

La suspensión contiene 1,25% de eritrocitos.
En este liquido de suspensión y estabilizador 

puede ser almacenado el reactivo en estado liquido a +430 
o puede ser secado por lioíllización. La disolución se efec 
tila en el volumen original de agua destilada.

ji *
2.- De modo correspondiente se puede preparar un 

reactivo de Lúes, empleando, en lugar de un extracto por 
ultrasonidos de toxoplasmas, un extraoto de Treponema pa- 
llidum de testículos de conejo infectados, y llevando a ca­
bo la dilución de suero en un medio de absorción.

Ejemplo 2.

Eritrocitos de cordero recientemente obtenidos 
son suspendidos en el volumen doble de la solución de Alse 
ver con la siguiente composición:

20,5 g de dextrosa;

8 g de citrato de sodio (Na-gCgH^Oy . 2HgO);
0,552 g de ácido cítrico (H^CgHgOy . HgO);
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4,2 g de cloruro de sodio

hasta 1.000 mi con agua destilada.

Después de ello los eritrocitos son separados 
por centrifugación a aproximadamente 2.000 x g y lavados 
cinco veces en 10 partes en volumen de solución de sal co­
mdn 0,15 molar tamponada con fosfato y fría con un valor 
de pH de 7,2. Después del lavado los eritrocitos son sus­
pendidos hasta llegar a una concentración de 8% (en volu- 
men/volumen) en solución 0,15 molar de sal comdn tamponada 
con un valor de pH 7,2. A una parte en volumen de esta sus 
pensión de eritrocitos se añade el mismo volumen de una 
solución al 3% de glutarodialdehido en solución tamponada 
de sal comdn con un valor de pH 7,2, gota a gota, agitan­
do lentamente la suspensión da células. Después de ello 
se agita durante 17 horas a la temperatura ambiente, la 
suspensión se lava seguidamente cinco veces con solución 
tamponada de sal comdn de pH 7,2, y se vuelven a suspen­
der en solución de sal comdn los eritrocitos tratados con 
aldehido, de manera que resulta una suspensión al 15% (en 
volumen/volumen) de los eritrocitos estabilizados de este 
modo.

Para el tratamiento con cloruro de cromo divalen 
te de los eritrocitos estabilizados, tratados con aldehido 
y lavados, éstos son suspendidos en una solución de sal co­
mdn tamponada, diluida a aproximadamente 1:4, de pH 7,2.
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A esta suspensión se añade un volumen igual de una solu­

ción acuosa de cloruro de cromo divalente en una concen­
tración de 0,05 %, y la carga es mantenida durante 30 mi­
nutos a 37SC. Después de .ello se elimina la sal de cromo 

5 lavando varias veces con solución fisiológica de sal comdn.
El recubrimiento con antígeno puede llevarse a ca 

bo del mismo modo que se describe en el Ejemplo 1 b).

Preparados apropiados de eritrocitos para el re­
cubrimiento con antígenos se obtienen también si se utili- 

10 za metilglioxal en lugar de glutarodialdehido, tal como se
expone en el presente ejemplo.

15
REIVINDICACIONES

20

25

Los puntos de invención propia y nueva, que se 
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten­
te de Invención en Espada, por VEINTE años, son los que se 

recogen en las reivindicaciones siguientes:
16.- Procedimiento para la producción de un pre-
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parado de eritrocitos liofilizable y estable, caracteriza­
do porque sobre eritrocitos suspendidos en una solución 

acuosa isotónica se hacen actuar, simultáneamente o en 
cualquier orden de sucesión de manera sucesiva, un aldehido 

alifático inferior y una sal soluble en agua de cromo diva- 
lente o cromo trivalente, se lavan lóá eritrocitos y en ca­
so deseado se liofilizan.

23.- Procedimiento segdn la reivindicación 13, 
caracterizado porque en calidad de aldehido alifático infe­
rior se utiliza un aldehido con 1 a 6 átomos de carbono.

33.- Procedimiento segdn la reivindicación 28, 
caracterizado porque el aldehido alifático inferior es uti­
lizado en una concentración de 0,1 - 10% (en peso/volumen).

48.- Procedimiento segdn una de las reivindicacio 
nes 18 a 38, caracterizado porque las sales de cromo solu­
bles en agua de la suspensión de eritrocitos son utilizadas 
en una concentración de 0,001-2%.

58.- Procedimiento segdn una de las reivindicacio 
nes 18 a 48, caracterizado porque en calidad de sal de cro­
mo soluble en agua se utiliza cloruro de cromo divalente.

68.- Procedimiento segdn una de las reivindicacio 
nes 18 a 58, caracterizado porque en calidad de sal de cro­
mo soluble en agua se utiliza cloruro de cromo trivalente.

73.- Procedimiento segdn una de las reivindicacio 
nes 18 a 68, caracterizado porque el aldehido o la sal de
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8B.- Procedimiento según una de las reivindica­

ciones 13 a $3; caracterizado porque sobre los eritrocitos 
se hacen actuar el aldehido durante 1-24 horas y la sal de 

cromo soluble en agua durante 5-30 minutos.

9-'- Procedimiento según las reivindicaciones 13 
a. 83, caracterizado porque eritrocitos tratados con aldehido 

y una sal soluble en agua de cromo divalente o trivalente 

se ponen en contacto en solución acuosa débilmente ácida cor 
m  antigeno, se elimina por lavado el antigeno en exceso y 

Los eritrocitos se vuelven a suspender en una solución que 

contiene un coloide liofilizado.
103.- Procedimiento según la reivindicación 9-, 

caracterizado porque para el recubrimiento se utiliza un an- 

clgeno de toxoplasma. ' ^

lia.- Procedimiento según la reivindicación 9^, 
caracterizado porque para el recubrimiento se utiliza un 

mtigeno de Trepónema pallidum.
12a.- Procedimiento para la producción de un pre­

parado de eritrocitos liofilizable y estable.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante­

cede y para los fines que se han especificado..

pronto actúan a aproximadamente $BC hasta aproximadamente

02087



_ Esta Memoria consta de dieciocho hojas es
critas a máquina por una sola cara.

Madrid, 1Q.AM.1977 
P.A.
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