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Las pruebas de aglutinacidn directa qu..e forman la ba
se de la presente invencidn son bien conoecidas ern : auanto a la
teoria por la que trabajan. La patente estadounid ‘ense ntmero -
3171783 de Fisk describe tales pruebas de diagnds- bico pero in-
dica gue las mismas no son aconsejables vara su ut: ilizacién de
bido a una falta de sensibilidad.

Ia presente invencién ha resuelto muchas de3 las difi
cultades descritas en la técnica anterior. Cuando se realiza -
la prueba del embarazo por aglutinacidn directa usanclo los mé-
todos y materiales mencionados, se consigue la sencil .lez y pre
cigidn sugeridas por los métodos de aglubtinacién cleasicos.

Por otra parte, la nrueba de esta invencidn,. cuando
es usada con el reactivo y método deseritos, es del 100Y =22, -
600% mis sensible que las pruebas de aglutinscién directe,ae
la técnica anterior de que se digpone comercialmente.

Igualmente, utilizando el sistema tampén especi Tizo
descrito como parte del ~istema de reactivo, ne comprob .liw.-
forma inesperada que eran minimizadas las reacciones positivas
falsas. .

Se ha comprobado que la determinacidén del embargﬁé
puede realizarse de una manera répida y precisa con el equiﬁo
mis simple por medio de la presente invencién.

La gonadotropina coridnica humana (HCG) estd presen—
te en la sangre y orinma de 1as(mujeres embarazadas. Esta hormo
na es generada durante la formacidén del feto y alcanza su ni-
vel mas alto entre el dfa 50 y el 90 después del primer dia -
del (ltimo ciclo mestrual. La detectabilidad de la HOG como in
dicacidén positiva del embarazo es posible a partir de aproximg

damente el dfa 40 usando la presente invencidn.

Consiste en un método perfeccionado pars determinar
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el embarazo por una simple aglubinacidn de una suspensidn de <.
partfculns de ldtex de poliestireno que tiene wn tomafio de - ~
partfculas del orden de 0,15 a 0,9 micras, pz:oferiblemente de
0,36 micras, que ha sido sensibilizada con una fraceidn de glo

$Q bulina de énti-siz-ero para la HCG por incubacidn del lftex con
globulina de suero en agua por espacio de dos horas aproximada
mente y afiadiendo después un mismo volumen de una solucidn li-
| geramente deidn temponnda 2 un pH de 6,4 usando un agente tam-—-
pén de 0,58 dihidrocloruro de piperacina-NaOH conteniendo de ==
10.  0,0025 a O, 1M, preferiblemente 0,02l de glicina, 6% de NaCl y
1 parte de mertiolato por 5.000 parteQ de mezcla de agente tem
pén, Ia glicina puede ser sustituida por glicilglicina en las
mismas cani;idades. .
Se ha realizade varias éugerencias en la téenica an-
15« terior relativas a las pruebas de aglutingoidn directa para la
determinacidn del embarazo peroc generalmente las mismes han re
sultado ser equivécadas. La patente de Fisk citada anter o
mente comprendec el usco we placas de agar impregnadas c}e antie
guero de HOGe En el procedimiento Fisk, se concenira una mues—
20, +tra de orins desconocida por adsorcidn sobre caolfn, se eluye
1a totalidad de la posible HCG y siguiendo téenicas de agar —
bien conocidas, se desarrolla la prueba sobre una placa de agar
durante un perfodo de cuatro horas.
Otra prueba descrita como simple y rdpidn estd expues
25« ta en la patente eciadounidense n? 3,309,275 :éoncedida a Treacy.
Espa patente consiste cn ln sensibiligacidn de un 1:5’1:92 con HCG
por calentazmiento del ldtex mezclado con HCG durante un perfo-
do de cuatro a sels semanas,. Toda la HCG presente en una mues-
tra de orina, al ser mezeladz con cantidades conocidas de anti

30, sucro de HOG, neutralizaria al anti-lICG si la persona que faci
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1146 la muestra estuviese embarazada. Se renliza entonces la
prucba, de Treacy Y«en caso de embarazo, no tendrfie lugar lg -
aglutinaciéh del ldtex.

+ EJEMPLO 1

vGlobulina de gonadotropia coriénica anti-humana de conejo.

Se extré;iuna determinéda cantided de szangre de oo-
nejos que fueron pre-sensibilizados a la HCG, Se deja coagular
la sangre a temperatura ambiente y se retira el suero entonces
de la porei&n.coagulada ¥ se enfria a 420, Todos los reactivos
usados en la preparacidn han sido enfriados también a 49C.

) El suero es froccionado por adicidn de una solucidn
de sulfato aménico saturado en unms centidnd due dé una solucidn
gl 40% de nulfato eménico despuds de haber sido realizada la -
adicidn. EL precinitado que sc forma cuando se affade el sulfa~
to aménico contiene anti~HCG y es recogido yor filtraci6h; cen
trifugacidn u otros medios, y el material flotante es desechaw-
dos I rrecipitedo es suspendido de nuevo en unz gsolucién do ~
lavado de 40% de sulfato sménico saturado ﬁara retirar todas -
las trazas de los contaminantes flotantes. Tl precipitado es -
recogido nuévamenfe ¥y disuelto en una solucidn de cloruro sé=-
dico al 0,85% en peso en una cantidad que d¢ una concentracidn
de anti-HCG del 40% aproximadamente de su concentracién origiw
nal en suero entero; Esta solucidn es refinada adicionalmente
dializdndola contra una solucién de cloruro sddico al 0;85%;
El dializado as¥ obtenido puede ser usado immediatamente o con .
gélado a ~20%C pars su posterior utilizéeidh;

EJEMPLO I

Suspensidn de 1dtex de poliestireno al 24

Se suspende partfculas de ldtex de poliestireno, que

tienen un tamafio de particula comprendido entre 0,15 y 0,9 mi-
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eras aproximadamente, en una cantidad sificiente de sgua deg—.

tilade para obtener la concentracidn deseada. Atmque no 'es ne
cesario, resulta ventajoso que la concentracidn sea confirmada
por valoracién colorimétra,
EJBEPLO IIT
Reactivo de snti-~HCG-1dtex '
Se afiade 25 cc. de un agente tampdn de dilidrocloru-
ro de piperacina a un pH de 6,4, conteniendo 0,02M de £0ido =~

aminoacético, 6% de cloruro sddico; y de- 135000 a 1215000 de -~
mertiolato (thimerosal), 2 25 cecs, de agua destilada y se oaw-
lienta a 500Cs Se afiade rdpidemente 50 cc. de la suspensidén de
14tex preparada de acuerdo con el ejemplo IT a aproximadamente
8ices de globuling de anti-HCG preparada de acuerdo con el = =
ejemplo I y se incuba la mezela a 569C por espacio de dos how
ras apréxima;lamente; Después de la incubacidn; se qﬁade al = -
reactive sucrosa en una crmtidad aproximada del 0,5 al 20% pre
feriblemente del 1 al 3% aproximadamente, y albimina de suero
bovino en una cantidad aproximada del 0,1 al 20% preforiblemen |
te del 0,1 al 1.07"'3' aproximadamentes Despuds de la mezcla COMe-
pleta se enfria el reactivo y se almacena a 400y E1 reactivo -
asf preparado es estable por espncio de hasta tres afios a 496;

El sulfato aménico saturado que precipita el anti-sue
ro para la HCG (ejemplo I) puede ser afladido en cantidades ta-
les gue su concentracidn resultante en combinacidn con el sue-
ro esté comprendida entre el 33 y 607 saturada, preferiblemen= -
te entre el 40 y 50% saturada.

Se prefierc la temperaturs de 562 a la que'es incuba
do el 1ldtex (ejemplo III), pero lg misma no es critica y puede
variar en ambos sentidos efectuando los ajustes correspondiene

tes en la duracidn de la incubacidn, es decir alargdindola para
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las temperaturas mds bajas y acortdndola para l=mds altas.,

Ia cantidad de anti-HCG afiadida al ldtex (ejemplo -
IIIf es controlada de manera que las partfculas queden comple
tamente reveéiidas solamente, Ello elimina ls necesidad de =~
efectqar un lévado repetido que es necesario para retirar to=-
do el exceso de globulina no adsorbida del reactivo.

El sistema tampén (ejemplo IIT) utilizado en el sig

“tems de reactivo permite usar el reactivo con especimenes de

suero, asf como en las pruebas de orina convencionales, Igual
mente, minimiza las reacciones positivas falsas debido al fag
tor reumatoide de los sueros, Finalmente, permite Ilevar a ca
bo tambidn la prueba del embarazo con muestras de orina que —
Eontienen cantidades 1fmite de sangre o protefna,

Ia adicidn de la suerosa en albimina de suero bovie

"no (ejemplo III) pudo comprobarse que no sélo hacia un mejor

pfeparado para distinguir las reacciones poéitivas de las ne-
gativas, sino que ademds permite disponer el reactivo sobre =
térjgtas y secarlo, dando as{ a los reactivos una:estabilidad
mds largs d temperatura ambiente,

. EJEMPLO IV
Tarjetags de ensayo secadas

Se dispone 50 Iamda de la suspensidn de reactivos: =
fabricada de acuerdo con el ejemplo IIT sobre diapositivas dg
sechables que pueden ser de cristal, pldstico, cartulina, u -~
otro material, Se deja secar este reactivo sobre las diaposi-
tivas a temperatura smbiente después de o cual egtd listo pa

ra su uso en el procedimiento de la mrueba del embarazo que se

. ha expuesto en el ejempIO'V;

BJEIPLO V
Procedimiento de prueba del embargzo




5.

10,

15

20,

25,

30,

VSe recoge la orina de la paciente y se filtrs para -~
retirar ¢l material contaminante. Ia filtracidén es llevada a ~
cabo preferiblemente usando ‘cl dispositivo de la patente esta=
dounidense m2 3,698,556, no obstante, podria 'usarse 0208 mew~
dlos de filtracién para filtrar igualmente la muestras |

Se dispone una gota de orina filtéada sobre una dia~
positiva de cristal transp;o.rente Y se mezcla con una gota del
reactivo de ldtex preparado de acuerdo com el ejemplo III, Se
hace oscilar ligeramente a la diapositiva por espac;Lo de dog =
minuntos aproximadamente; 5i lamiestra de orina contiene HCG, -
se forman partfculas discretas o blogues de ldtex ffcilmente -
discernibles por la vista; si la orina no contiene HCG el 1~
tex continda pareciéndo como una suspensién uniforme.

Bvidentemente, puede usarse suero en el procedimien—
to anterior en lugnr de la orina filtrada. Ie gota de orina a
suero puede ser cchada también sobre las tarjetas de emsayo fa
bricadas de acuerdo con el ejemplo IV on lugar de las diaposi-
tivas de cristal transparvente, evitando asf la necesidad de ~—
afladir una gota del reactivo de iétex;

Se realizaron ensayos con 215 mujeres embarazadas ¥y
414 no embaraza-as sobre muestras de orina usando los materia-

les y ol método de la prescnte invencién, El tiempo demostrd =

que los resultados obtenidos fueron de una precisidén del 99, 3%

. El reactivo y el sistema de ensayo resultd ser tame-

bién sensible. (ejemulo IV) a cantidades tan peaquefins como apr;O_

ximademente 1,0 IU de HCG por ml., de orina.
EJEMPLO VI ’
Comparacidn don las pruebas del embarazo comerciales
Se evalud la sensibilidad de 13 pruebas de embarazo

comerciales usmmo"can_tidades conoeidas de gonadotropina cori



5,

10,

15.

" 20,

25,

30,

nica humana (HCG) disueltas
Siete estaban basadas en el principio de la inhibicidn de aglu
tinacidn del latex (pruebas de diampositiva indirecta), una era

un tubo’ de ensayo que usaba el mismo prineipio, tres edtaban -

* basadas en el principio de la inhibicién de hemaglutinacidén pa

siva (HAI) § tres, incluyendo nuesira prueba, estaban basadas
en una ;aglutinacidn directs del ldtex.

Gonadotropia coridnica humana (HCG): Preparacién A -
sin orins, Divisidn Biological Standards, National Institute of
Health, Bethesda, Maryland, Se disolvid el contenido de wn vial
conteniendo 5000 i.u. de HCG en 5 ml. de agua destilada para =
dar wma concentracién de 1000 i.u./ml. Se realizaron mds dilu-

ciones por duplicado en &rinas filitradas de mujeres no embara~

zadas a concentraciones qb.e iban de 10 i.u./ml. hasta 0,6 i.u./

ml. De este modo esizban contenidas concentraciones conoeidas
de HCG en niveles diferentes, ‘

Se recogid orina dec mujeres no embarazadas y se fil=-
tré a través de Whatman 42 y papel DE81. Se retird una alfeuo~
ta de cada como control “negativo" para las pruebas de embara-
zo y el rosto fue usado para preparar diluciones de HCG,

Segin-sémuestra en la Tabla I, la sensibilidad al--—

t

canzada usandoslg norma NIH para HCG iba de 0,6 I;U;/ml; hagta .
5 I,U./mle

pun——
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TABLA I

Sensibllidad de las Pruebas del Fmbarazo

Nombre Tipo Reivindicaeién de Sensibhilidad hallada
Sensibilided (Lote/mle)
5. - (feu./mi,) |
A s’ no declarada ;3'-4 ’
B 1152 1.5 = 2,5 2,5 = 5
c LIS 2 25 = 5
D LIS 3 245 = 5
10, E LIS . 35 2,5 -5
F LIS 1-2 1425 = 2,5
6 LIS 1-2 125 = 2,5
H rIe3 1 ¢0.6
I DS 2 1425 = 2,5
15.  De mcuerdo .
Voot B 1pg 1 006 = 1425
J mart 0.75 06 = 1425
K HAI 0475 0.6
L HAT 1 £0.6

20,  'Prueba de diapositiva directa de ldtex
2.‘Pru.e‘ba, de digpositiva indirecta de ldtex
3Prueba de tubo indirecto de ldtex
4ranivicidn de hemaglutinacidn (prueba de tubo)
Aungue ge ha deserito una realizacidn preferida de -
25, la invencidén; se comprendersi que puede introducirse varios -
cambios y modificaciones sin apartarse del espfritu y alcance
de la presente invencidn tal como queda definida por las yei-
vindicaciones gque sizuen.
NOTA

30, Ia patente de invencidn que se solicita por veinte
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aflos, peore Espafia, de soucrdo coh la vigmente Leglslacidn, de-
berd recaer sobres "METODO PARA PHERATAN UN TACTIVO QUE 5T -
AGLUTINA AL PONERSE BN CONTACTO CON FLUINOS AUR CONTIENEN GO-
NADOTROPINA CORIONICA HUMANA®, con Prioridsd de la solicitud
de Patente en U.JeA. ne 691.915 de fecha 1 de Junio de 1976,

sogln las caracteristicas esenciales de las siguientess

/

) .
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REIVINDIGCACIONES

1e= {1dtodo para prerorar un reactivo que ge aglutie
na 8l ponerse en countacto con fliidos cue contienen gonadotrg
pina coridénica humana, consistente on: inyeotar e un consjo -
una déterninade cantidad de gongdotropina corifnica humans y
dejar que ol Conejo produgca anti-cuerpos pars le gonadotropi-
na coriénica; retirar una parte de la sangre de dicho conejo
¥y dejar que la smngro sufra las reacciones noruales de coasu-
lacidn; separar el suero del coagulo} procipitar' la porcidn -
de globulina dc dicho suero mediante la. adicidn de una solu=
cibn del sulfato aménico del 35 al 60 aproximadamento; purie
fionr el precipitado pars rotirar todas las trazas de coxi'l:_a-
minantes flotamtes; disolver ol precipifado en una solucifa -
galing normal; mozclar la solucién de globulina nsf obtenida
con par'bicul'a.s de ldtex de poliestirono que tiemen un tamufio
corprendido entre 0,15 y 0,9 micras gproximpdamente; incuhar
dicha mezcla a 562 aproximadmmente; afindir una cantidad 3¢ w
0,005 a 1 de agente tampén de dinidrocloruro de piperacing =
que tienc un pH de 5,0 a 8,6 y conteniondo de (,0025 a O,JLT -
de fcido aminoacético y de 1 a 104 en peso de cloruro uddicos
incubnr dicha megela durente un tiempo mdiclional; y afdadir -
sucrosa a dicha nezcla en una cantldad aproximada del 0p5 al
207 y alblimina do svwero bovino en una contidad del 0,1 @) =
20¢: aproximadamento.

2,~ Hétodo para preparar un reactivo que se agluti-
na ol ponecrse en contacto con fldidos que contienen gonadotrg
pina corénica humana soqfin le reivindiczcidn 1, que consiste
adomds en efiadir une cantidad de reaetivos asf preparados @ -

ung diapositive desechablej y necar el reactivo sobre dicha -

digpositiva.
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3e= "HMETONO CAMA PRESAUAR UN RTACYIVO AUE ST AGLU-

TINA AT PONERSH TH CONTACTO COW FLUINOS AUR COTTIZTET SOINADD

TROFINA CORIONICA HUTIANA®,

Semin queda sustoncinlmente descerito en la nrosen=

te Hemoris que consta de once hojss, escerites a miquina por

ma sols carg.

Wadrid, 15 OIC.1%7
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