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El invento concierne a un preparado de eritrocitos
liofilizable ¥y egtable, apropiado para el recubrimiento con
antigenos, a un procedimiento para su preparacién por trata
miento de los eritrocitos con un aldehido inferior y una sal
de cromo, asi como a su utilizacidn, especialmente en un en
sayo de hemoglutinacién. N

Desde hace largo tiempo se detectan anticuerpos
por el ensayo de hemoglutinacién pasivo o indirecto. En taw-
les casos se utilizan glébulos sangufneos de las més diferen
tes especies de animales, la mayor parte de las veces del
carnero, como vehiculos para antigenos disueltos. Dado que -
log eritrocitos naturazles éon estables sélo por un perfodo
de tiemp& dorto, se ha llevado & cabo posteriormente un tra
tamiento de las células con sldehidos (formaldehido, piru
valdehido, glutarodialdehido) o deide sulfosalicflico. Las
célules tratadas de este modo pueden ser conservadas duran-
te largo tiempd. Son cargadas con el correspondiente antige
rio sélo antes del uso.

Eritrocitos cargados de egte modo con antigeno son
egtables en suspensidén por lo general s6lo en coloides, ta=
les como por ejemplo soluciones que contienen suero, albdmi
na, gelatina., Dependiendo de la cantidad de las sustancias
estabilizadoras presentes en el reactivo terminado y dispues
to pare el uso, el suero a investigar puede sger empleado en

un medio de sal comin o en otros medios apropiados. Ia durg
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cidén de la posibilidad de utilizacidén, dependiendo del an-
tfgeno utilizado, es desde horas hasta dias. Una mejoria de
la estabilidad pﬁede lograrse mediante secado por liofili-
zacidén.

También se ha deserito ya tratar eritrocitos si-
mltdneamente con cloruro de cromo trivalente y un antigeno,
copuldndose luego el antigeno con eritrocitos.

‘La copulacién de antigenos con eritrocitos de car

nero naturales, llevada a cabo por diferentes autores, en

trivalente tiene desventajas esenciales; ya que las sales

de oromo actdan tanto sobre la superficfe de los eritrocitos
comd también sobre el antfgeno afladido, y por consiguiente
dificultan un ajuste Sptimo de los reactivos.

En la preparacifn, almacenamiento y uso de prepa
rados de eritrocitos recubiertos con antigenos todavia no se
han resuelto toda una serie de problemas, por ejemplo el
ajuste éptimo, que se acaba de mencionar, de la sensibili-
dad de deteccién de los antigenos de hemoglutinacidén. Tam~
bién en 1o que me refiere a la estabilidad de los eritroci-
to8 en condiciones de almacenamiento y a la reproducibilidad
de jan bastante que desear, a veces, las investigaciones de
hemoglutinacién llevadas a cabo de este modo.

Existia por lo tanto le misidén de producir prepa-

rados de'eritrocitos apropiados para el recubrimiento con
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antigenos, que en el caso de la determinacidén cuantitativa
proporcionen resultados satisfactorios y dignos de confian-
78 en investigaciones de hemoglutinacién, 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 egencial de los reactivos utilizables en ensayos de
hemoglutinacién, si sobre eritrocitos suspendidos en una so
lucién tampén se hace actuar simulténeamente o en cualquier
orden de sucesidén de manera sucesiva un aldehido alifédtico
inferior y una sal soluble en agua de cromo divalente o tri
valente, se lavan los eritrocitos y en caso desemdo se lig
filizan, &espués del lavado se puede aplicar en caso degea-

do un antigenoApara dianéstico sobre el preparado de eritro

Como eritrocitos se utilizan preferiblemente eriirg
citos de pdjaros con contenido de mucleolos. Por utilizacién
de los eritrocitos de pdjaros con contenido de nucleolos ce
lulares ge llega a una aceleracidén de la sedimentacidén y al
mismo tiempo, por consiguiente, a muestras de sedimentacidén
mds fdciles de interpretar. Por consiguiente se establece
una evaluacién répida y segura de la reaccién,

El tratamiento de las células con una sel de cromo
me jora sobre todo esencialmente su aptitud para el almaceng

miento a alrededor de 37¢C. Otra ventaja de los eritrocitos
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tratados de acuerdo con el invento se encuentra en la pe=-
quefia tendencia & reacciones positivas no especificas, con
lo cual en la méyor parte de los casos se hace superflua
la utilizacidén de un reactivo de control. Especialmente los
eritrocitos tratados de aves se caracterizan por una capa-
cidad de reaccién rdpida, sensible y especifica en ensayos
de hemoglutinacién, asi{ como también por estabilidad en for
ma liquide o sgecada por liofilizaeidn.

Los eritrocitos de aves previamente tratados con
sldehidos y sales de cromo son apropiados para la adsorcidén
de los mdg diferentes antigenos de bacterias, pardsitos y
virus, y hacen posible también una acudhlacién de anticuer

pos para la deteccidén de antigenos.
Es objeto del invento en primer término el proce-

dimiento para la produccién de un preparado de eritrocitos
eatable y apropiado para el recubrimiento con antigenos, Pa
ra ello se recogen erifrocitos naturales en la sangre plena
de diferentes animales asi como de hombres, pero preferible
mente de la que contienen micleolos tal como la de péjaros,
tales como gallinas, palomas y pavos. Le muiestra de sangre
es mezclada con sustancias hgbituales inhibidoras de la coa
gulacién, después de lo cual ge obtienen los eritrocitos,
por ejemplo por centrifugacidn, y se lavan varias veces con
soluciones tampén isotdénicas compatibles, con el fin de eli

minar los antigenos todavia 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 solucién tampén
neutra isoténica‘o de una solucién sslina isotdénica. A esta
suspensién se afiade una solucién acuosa de un aldehido ali
fético inferior, preferiblemente de uno que tiene una lon-
gitud de cadena desde C 1 hasta C 6, tal como formeldehido,
metilglioxal o gluteraldehido en una cantidad de 0,2 a 10%
en peso de al&ehido referido al volumen presente del sedi-
mento de eritrocitos. El tiempo de reaccidén para la accidn
del aldehido sobre los eritrocitos depende de la temperatu~
re de reaccidén y de la concentracién empleads del aldehido.
Convenientemente se mantienen las condiciones de reacoién
que endé;ecen a los eritrocitos, sin que se llegue a la for
macidén de aglomerados. La formacidn de aglomerados puede ser
observada por microscopio.

En este sentido se mantienen en general tiempos de

reaccién de 1 a 24 horas a temperaturas de 5 ~ 45¢0. De acuey

do con condiciones preferidas en el caso de la utilizacidén
de formaldehido, que es usual en el comercio en forma de s0
lucién eproximadamente al 35%, se hace actuar sobre la sus-
pensidén de eritrocitos una solucién de formaldehido previa-
mente dilufda a aproximadamente 10=15%. En particular, se

puede proceder siguiendo la propuesta de L. Csizmas, Proc.

Exp. Biol. Med. 103, pdginas 157 y siguientes (1960). El ejem

plo 1 expuesto explica el principio del procedimiento. A con
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timuacién del tratamiento con aldehido los eritrocitos son
lavados varias veces. Caso de que no deban ser tratados ul
teriormente de médo 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 concentracién de 0,01 - 0,05 %, y comservados a 42C
en forma de suspensidén al 10-30%, preferiblemente al 25%.

Para el tratamiento con una sal de cromo divalen—
te 0 cromo trivalente, los eritrocitos tratados con aldehi-
do son susgpendidos en un medio acuoso. Convenientemente se
utiliza paré ello agua. La concentracién de los eritrocitos
es de 0,5 = 25%, preferiblemente 1,25%-fA esta suspensién
de eritrocitos se afiade una solucién acuosa de sal de cro-
mo en una concentracidén de 0,0001 ~ 2,0% y después del mez~
clado se mantiene durante 5 = 30 mimtos a 5~452C, Después
de ello, los eritrocitos son separados por sedimentacidén o
centrifugacidn, Para la eliminacidén de sal ds cromo en ex-
ceso se lava varias veces,

Como sales de cromo en el sentido del invento en-
tran en consideracidén todas las sales de cromo divalente y
de cromo trivalente que sean solubles en agua, tales como
cloruros, sulfatos, nitratos, fosfatos 0 acetatos de cromo

divalente 0 de cromo trivelente,

El ordén de sucesidén de la utilizacién de aldehido

¥y sal de cromo puede ger intercambiado sin influencia des-
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ventajosa sobre los resultados. Con iguel éxito pueden pa-
sar a utilizarsg al mismo tiempo el aldehido y la sal de
cromo. '

Log eritrocitos tratados con formaldehido y sal
de cromo obtenidos de este modo son apropiados para ser re
cubiertos con diferentes ant{genos, |

En general, los eritrocitos estabilizidos son re
cubiertos con antigenos en una soiucién acuosa, que es ajug
tade a un valor de pH por debajo de 7, convenientemente a
un valor de pH débilmente dcido entre 5,5 y 6,5. Como an-
tigenos deben entenderse las mds diferentes éustancias. cu
ya deteccién en la Sangre o en la orina sea interesante, A
los antgéenos escogidos a titulo de ejemplo, que pueden ser
utilizados con éxito para revestir los preparados de eri-
trocitos estabilizados, pertenecen éspecialmente ant{genos
proteinicos, sobre todo los antfgenos proteinicos de plas-
ma de origen humano o animal, ant{genos microbianos, por
e jemplo antigenos toxoplédsmicos, como se pueden obtener por
ejemplo por accién de ultrasonidos, o antigenos de Treponems
~-pallidum, que se obtienen a partir de testiculos de conejo
infectados, y otros. Una ventaje especial del preparado de
eritrocitog del presente invento consisie en que es apropia
do para revestir sustancias con diferentes estructuras qui
micasge

Log eritrocitos estabilizados recubiertos con los
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ant{genos son suspendidos convenientemente en una solucién
que contiene un coloide lifolizado, por ejemplo una solu-
cién al 0,1 = 1% de goma ardbiga o una correspondiente so-
lucién de un producto de degradacidén de gelatina o polivi
nilpirrolidona convenientémente en presencia de otras sug
tancias estabilizadoras tales como aminodcidos, por ejem—
plo glutaﬁato de sodio, o glicina en una concentracidn de

1 = 10% y/o de un suero animal en una concentracién de 0,5
- 20%. BEn este liquido de suspensidén, el reactivo puede sexr
almacenado en estado lfquido a temperatura de nevera, es de
cir a aproximadamente 42C, o tanmbién puede mexr secado por
liofilizacidén después de la congelacidﬁ. Tras haber disuel
to el preparado secado en agua destilada, el reactivo estd
a disposicidn para la realizacién de ensayos de hemogluti-
nacién con la misma calided que se presentaba antes del se
endo, '

’ Ia realizacién de las investigaciones de hemoglu
tinacién es conocida para el experto en la materia. En ge—
neral se mezecle pars ello una muestra de suero, que contig
ne los anticuerpos supuestos, con el correspondiente prepg
rado de eritrocitos recublerto con antigenos en un medio
acuoso, con el fin de determinar si se establece una aglu
tinacién, a reaccién de aglutinacién se lleva a cabo ven
tajosamente en placas de microvaloracidén. Para ello se mez

clan por ejemplo 0,05 ml de suero o de dilucién de suero
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con 0,025 ml 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 utilizacidén del pro
cedimiento precedentemente descrito para la preparacién de
los eritrocitos recubiertbs, la interpretacidén de los re-
sultados de ensayo puede efectuarse ya tras 30 mimutos.

Tal como arriba se ha explicado, los preparados
de eritrocitos estabilizados de acuerdo con el invento pue
den ser recubliertos con anti{genos proteinicos. Esto signi-
fica que pueden ser revestidos también con un anticuerpo
especifico, de manera que en el caso de subsiguiente inveg
tigacién por hemoglutinacién los eritrocitos se aglutinan
en presencia del correspondiente antigeno especifico. El
ensayo ae hemoglutinacién pasivo puede‘ser utilizado pare
detectar infecciones bacterianas, para descubrir infeccio-
nes de virus, para la determinacién de la compatibilidad
histolégica, para el descubrimiento de enfermedades de auto
inmnidad y otros fendmenos comparables.

El invento se va a explicar con mds detalle con

- ayuda de los siguientes ejemplos de realizacién.

Ejemplo 1.

a) Estabilizacidén de los eritrocitos

300 ml de sangre de gallina son recogidos en 100
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ml de solucidn al 3,5% de citrato, y tratados todavia en
el mismo diam.

Los eritrocitos son separados por centrifugacién
con 2,000 x g ( g = aceleracién de la gravedad) y son la-
vados 5 veces en 10 voltmenes de golucién fria ( a aproxi
madamente 102C) al 0,85% de NaCl. En tal caso debe evitar—
se la formacidén de espuma. El sedimento celular lavado es
sugpendido en 8 volumenes de solucién al 0,85% de NaCl con
un pH de 6,8. 1/4 del volumen de la suspensidén celular de
una solucién al 14% de formaldehido con pH 5,5 es vertida
en una manguera para didlisis de celofdén (anchura 2,5 cm)
Y g6 cierra junto a un extremo. En tal taso se mantiene va
clo aproximadamente 1/3 de la manguera. El aire es expulw
gado, el extremo abierto es cerrado y atado, la manguera
es colocada sobre el fondo de un vago de precipitados y la
sugpensién de eritrocitos es vertida por encima de ella. El
vapo es movido a la temperatura ambiente sobre un agitador
mecdnico (orbitel shaker), La velocidad es regulada de ma-
nera que se logra un intenso mezclado con la minima forma-
cién de espuma posible. Después de 3 horas se retira el sa
co de celofdn, su contenido se vierte en el vaso y se agi-
ta durante 16-18 horas mds. Después de ello se encuentran
regiduos de célules en forma de grumos sobre la superficie
del liquido y junto a las paredes del vaso, los cuales pue-

den ser -eliminados por cuidadosa decantacién.
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A la suspensidén homogénea de células se vierten
1/2 volimenes de solucién isoténica de NaCl y luego se la
va 6 veces cadé vez con 750 ml, Finalmente el sedimento
celular lavado, tratado con formalina, es suspendido en so
lucidn de gal comin tamponada con fosfato, de pH 7,2 (PBS),
con 0,02% de timerfonato de sodio, de manera que resulta
una solucidén al 25% que es conservada a 42C.

Para el tratamiento con Cr013 de los eritrocitos
estabilizados, lavedos y tratados con aldehido, éstos son
suspendidos en una solucién de sal comin, de pH 7,5, tam-
ponada, diluida, aproximadamente de 1:4. A esta suspensién
ge afiade un vglumen iguel de una soluoidén acuosa de clo-
ruro dé oromo trivalente en una concentracién de 0,002% y
la caréa.se mantiene a 372C durante 10 mimutos., Después de
ello se elimina la sal de cromo lavando varias veces en so
lucién fisiolégica de sal comin,

b) Recubrimiento con antigeno

1. Un extracto de antigeno obtenido por accidn
de ultrasonidos ( 2 x 1 min. 22 KHz) a partir de toxoplas
mas y purificado por centrifugacién con respecto de compo
nentes en particulas, es mezclado en dilucidén apropiada,
la cual es determinada en un ensayo previo, con la suspen
sién de eritrocitos (al 1,25%) tratada con cloruro de cro
mo trivalente y aldehido, y es mantenida a 372C durante un

tiempo de accién de 1 hora. El valor del pH es mantenido en
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tal caso en 6,4.
Despuds de ello se efectda un lavado en dos veces

en solucidn al 0,1 - 1% de goma ardbiga y la suspensién del
gedimento en tampén m/15 de trishidroximetil-aminometano-
HC1 de pH 8,0, a la que se ha afiadido 5% de glutamato de
sodio y 15% de suero de conejo.

la suspensién contiene 1,25% de eritrocitos.

En este liquido de suspensidn y estabilizador
puede ser almacenado el reactivo en estado lfquido a +42C
0 puede ser secado por liofilizacidén. Ia disolucién se efeg
tua en el vdlumen original de agua destilada.

2.~ Da modo correspondiente éé puede preparar un
réaotivo de Lues, empleando, eon lugar de un extracto por
ultrasonidos de toxoplesmas, un extracto de Treponema pa-
llidum de testiculos de conejo infectados, y llevando a ca-

bo la dilucién de suero en un medio de absorcidn.
EBjemplo 2.

Eritrocitos de cordero recientemente obtenidos
son suspendidos en el volumen doble de la solucién de Alse
ver con la giguiente composicidén:

20,5 g de dextrosa;

8 g de citrato de sodio (Na206H507 . 2Hy0);

0,552 g de deido citrico (H366H507 .« H0);
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4,2 g de cloruro de sodio

hasta 1.000 ml con agua destilada.

Después de ello los eritrocitos son separados
por centrifugacién a aproximadamente 2.000 x g y lavados
cinco veces en 10 partes en volumen de solucidén de sal co-
min 0,15 molar tamponada con fosfato y frdia con un valor
de pH de 7,2, Después del lavado los eritrocitos son sus-
pendidos haste llegar a una concentracién de 8% (en volu-
men/volumen) en solucién 0,15 molar de sal comin tamponada
con un valor de pH 7,2. A una parte en volumen de esta sug
pensién de eritrocitos se afiade el mismo volumen de una
soluei?n el 3% de glutarodialdehido en solucién tamponada
de sal comin con un valor de pH 7,2, gota a gota, agltan-

ge agite durante 17 horas a la temperatura ambiente, la
sugpensién se lava seguidamente cinco veces con solucidn
tamponada de sal comin de pH 7,2, ¥y se vuelven a suspen-
der en solucién de sal comin los eritrocitos tratados con
aldehido, de manera que resulta una suspensién sl 15% (en
volumen/volumen) de los eritrocitos estabilizados de este
modo,

Para el tratamiento con cloruro de cromo divalen
te de los eritrocitos esiabilizados, tratados con aldehido
¥y 1ava§os, éstos son suspendidos en una solucidn de sal COT

min tamponada, diluida a aproximadamente 1:4, de pH 7,2,
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.

A esta suspensidén se afiade un volumen igual de una solu—
cién acuosa de cloruro de cromo divalente en una concen-
tracién de 0,05 %, y la carga es mantenida durante 30 mi-
mitos a 3792C. Después de ello se elimina la sal de cromo
lavando varias veces con sgolucién fisioldégica de sal comin.
El recubrimiento con antigeno puede llevarse a cg)
bo del mismo modo que se describe en el Ejemplo 1 b).
Preparados apropiados de eritrocitos para el re~
cubrimiento con antigenos se obtienen también si se utili-
za metilglioxal en lugar de glutarodialdehido, tal como se

expone en el presente ejemplo. \
J

RETVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y mieva, que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son 1os que se
recogen en las reivindicaciones siguientes:

18 .~ Procedimiento para la produccidén de un pre—
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parado de eritrocitos liofilizable y estable, caracteriza-
do porque sobre eritrocitos suspendidos en una solucién
acuosa isoténica se hacen actuar, simmlidneamente o en
cualquier orden de sucesién de manera sucesiva, un aldehido
alifdtico inferior y una sal soluble en agua de éromo diva-
lente o cromo trivalente, se lavan 168 eritrocitos y en ca-
so deseado se liofilizan., |
28 .~ Procedimiento segin la reivindicacién 18,
caracterizado porque en calidad de aldehido alifdtico infe-
rlor ge utilize un aldehido con 1 a 6 4tomos de carbono,
38, Procedimiento seain la reivindicacidén 22,
caracterizado porque el aldehido mlifdtico inferior es uti-
ligado 'Qn una concentracidén de 0y1 = 10% (en peso/volumen).
42.- Procedimiento segin una de las reivindicecio
nes 12 a 38, caracterizado porque las sales de cromo solu-
bles en agnua de la suspensidén de eritrocitos son utilizadas
en una concentracién de 0,001-2%,
8.~ Procedimiento segin una de las reivindicacio
nes 18 a 48, caracterizado porque en calidad de sgl de cro-
mo soluble en agua se utiliza cloruro de cromo divalente.
6¢,~ Procedimiento segin una de las reivindicasio
nes 1% a 52, caracterizado porque en calidad de sal de cro-
mo soluble en agua se utiliza cloruro de cromo trivalente.
T8+~ Procedimiento segin una de las reivindicacio

nes 1% a 62, caracterizado porque el aldehido o la sal de
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cromo act@ian a aproximadamente 52C hasta aproximadamente
500, -

8a.- Procedimiento segin una de las reivindica-
ciones 12 a 5é; caracterizado porquc sobre los eritrocitos
se hacen actuar el aldehido durante 1-24 horas y la sal de
cromo soluble en agua durante 5-30 minutos.

92,~ Procedimiento segln las reivindicaciones la
p. 82, caracterizado porque eritrocitos tratados con aldehidg
y una sal soluble en agua de cromo divalente o trivalente
se ponen en contacto en solucidn acuosa débilmente 4cida con
un antigeno, se elimina por lavado el antigeﬁo en exceso y
los eritrocitos se vuelven a suspender en una solucibén que
contiene un coloide liofilizado.

10&.- Procedimiento segin la reivindicacibn 98,
caracterizado porgue para el recubrimientq‘se utiliza un an-
bigeno de toxoplasma. 4 7

‘ 112,~ Procedimiento segln la feivindipacién Oz,
caracterizado porque para el recubrimiento se utiliza un
hntigeno de Treponema pallidum. |

122, Procedimiento para la produccién de un pre-
parado de eritrocitos liofilizable Jy esta%le.'

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-

cede y para los fines que se han especificado.. .
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Esta Memoria consta de dieciocho hojas es-

critas a mAquina por una sola cara.

Madrid, 104601977
P.A.
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