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_iD%plococcus, Vibrio, Samonella, Arizona, Citrobacter, Bethesda~
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‘ Iz presente invencidén se relaciona con los campos
de serologiz, microbiologfa e inmunologia y especificamente se
relaciona con la preparacidén de antigeno a partir de células
enteras y el medio de cultivo en donde se desarrollaron las
célnlas, ¢l uso del antigeno asi obtenido y productos que con=-
tienen el antigeno.

De acuerdo con la presente invencidn puede obtenerse
cualquier antigeno asociado con membrana o antigeno superficial
de bacterias, hongos, moho, protozoérios, etc., 0 cualguier an-
tigeno del animal multicelular. El antigeno asi obtenido pue-
dq_gjilizarse en procedimientos de ensayo antigeno-anticuprpo
pé}a la deteccidn de infecciones y enfermedades o0 como un agen=

te inmunizante para la prevencidén de las mismas.

Deniro de las bacterias de neisseria que pueden empl
Se en 1z realizacidén de la presente invencidn estdn Neisseria |

gonorrrhoeze, Neisseriz meningitis, Neisseria lactamicus,

Neisseria Sicca, Neisseria flava, Neisseria flavescens,

Neisseria pufava y Neisseria catarrhalis. I

Otras bacterias que pueden emplearse en la realiza-

cién de la presente invencidén son: Staphylococcus, Streptococou

Ballerup, Shigella, Escherichiz, Klebsiella, Aerobacter, Serra-
tia, Proteus, Providence, Brucella, Henipophilis, Pasteurella,
Actinobacillus, Bordetella, Pseudomonas, Iisteria, Erysiplothrip
Bacteriodes, Streptobacillus, Bartonella, Nycoplasma, Donavania
Bacillus, Clostridium, Corymebacterium, Mycobacterium, Aétino-
myceted, Borellia, Treponema, leptospira y Spirillium.

Ademds, Rickellsia tal como Chlanydia, virus de mem-

4

brana, por ejemplo Mycovirus, Arbovirus y Poxvirus; Protozoario

ta% como~Safbodina, Ciliophora, Mastigophora y Sporozoa; Meta=

2L
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~ zoarios tal como Trematoda, Cestoda y Nematoda; y célules neo-

terol-lecitina es mejorada secando el complejo com un coloran—
"te soluble en lfpidos. Un aspecto de la presente invencidén sg;

) r@laciona con un ensayo macroscépico 2 ser utilizado con sue-
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plésticas y otras eucaridticas pueden emplearse en la realiza-

cidén de la presente invencidn.

la presente invencidén se relaciona particularmente con,

pero no estd limitada a, un método para obtener antigeno a pard

tir de células de Neisseria gonorrhoese y/0 el medio de cul=

tivo en donde se desarrollaron las células, el uso del antige-

no as{ obtenido en procedimientos de ensayo de antigeno-anti-

cuerpo y como un agente inmunizante y con productos que conties

nen el antigeno.

L En la realizacién de una aplicacién particular de la

presente invencidn, sntigeno obtenido de células de Neisseria |
gonorrhoeae desarrolladas en un medio de cultivo 1fquido y del
medio de cultivo en s{ ha sido obtenido y fijado en partfculas
de colesterol-lecitina. Ias particulas luego sirven como un

vehiculo para la aglutinacidén del antigeno en presencis de sues

ro que contiene anticuerpos contra Neisseria gonorrhoeae. la

visibilicad de la glutinacién del complejo de antigeno-colese

ro humano paras detectar enticuerpos contra Neisseria gonorrhoeée,

el agente causante de gonorrea. Estos anticuerpos indican la
presencia o presencia pasada de gonorrea. El presente ensayo
utiliza suero calentado de sangre venosa e indica aquellos afeg-
tados con gonorrea y aquellos que son portadores de la enfer-

medad] Ios resultados de ensayo realizados en animales de san-

gre caliente han demostrado que el antigeno obtenido de célu-

las de Neisseria gonorrhoeae y el medio de cultivo en donde

fueron desarrolladas también produce una respuesta vigorosa
t
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‘ de anticuerpo en enimales de sangre caliente y que el antigeno
puede ser Util como un agente inmunizante contra gonorres.

En su aspecto mds amplio, la presente invencién se re-
laciona con lo siguiente: un método para obtener antigeno(s)
5. a partir de cualquier célula u organismo celular que tiene un
antigeno superficial o asociado con membrana, siendo dicho an-

t{geno obtenido ya sea a partir de las células o el medio de
desarrollo liquido, semisélido o sélido en donde se desarrolla-
ron las células; el antf{geno asi obtenido; un método para pre-
10. parar uns preparacidén reactiva de antigeno especifice para la
detgccién de infeccién o enfermedad utilizando el antigeno asi
obtenido en combinacidén con un colorante y particulas de coless
terol~lecitina; el reactivo de antigeno asi preparado; un mé-.
todo para llevar a cabo ensayos de aglutinacién para la detec—
15. cién de infecciones utilizando el reactivo de antigeno asi pre-+
parado y dicho método en una ficha de ensayo; un conjunto pa-
ra llevar a cabo un ensayo de aglutinacidén para la deteccién
de infecciones que contiene el reactivo de antigeno asi prepa-
«. rado junto con otros componentes de conjunto utilizados para
29. 'llevar a cabo el ensayo; y el uso del antigeno as{ obtenido '|
..« para causar respuesta de anticuerpb ¥y como un agente inmunizan+
te en animales de smngre caliente.
Ia presente invencidén ilustra especificemente el desag-
rrolle del organismo o células en un medio de cultivo liquido
25, ¥ la extraccién del antfgeno a partir de células enteras y el
medio l{quido en donde se desarrollaron las células. Sin embar+
g0, 14 presente invencién puede ser aplicable al desarrollo
de orgenismos y células en una mairiz semisélida o sélida tal

como gelatina, 4gar, agarosa y mezclas de estos seguido por

30. eﬁjraccidn éel antigeno a partir de las células y la matriz
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, semisdlida o s6lida en donde se desarrcllaron las células. En

 digerido de las células, el antigeno crudo del medio de culti-|

‘vo que no ha sido precipitado con dcido y el antigeno precipi-
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este caso, las células se raspan del medio de cultivo tal co-
mo dgar y el 4gar es licuade por ejemplo, por uns mezcladora,
y el antigeno luego es extrafdo como se da a conocer aqui a
partir de las células y el dgar licuado.

La presente invencién permite la solubilizacidén de an-
t{geno superficial ¥/0 ligado a membrana mientras que mantie-
ne la integridad estructural de la célula con sélo una minima
filtracidn de componentes citoplésmicos. Los antigenos utili-
zados en la forma cruda (sin precipitacidén con dcido y diges=~
t;dg con enzima) o elaborados adicionalmente con precipitacidn
c;n dcido y digestidén con enzima pueden absorberse en partiecu-
las de colesterol-lecitina para proporcionar una preparacidn
reactiva de antigeno diagndstica de la presente invencién. El
ant{geno utilizable que puede emplearse para preparar el reac-
tivo de antfgeno incluye el anti{geno crudo de células que no
ha sido precipitado con 4eido y enzimédticamente digerido, el

/
antigeno precipitado con 4cido y el antigeno enzimdticamente

tado enzimdticamente digerido y el antigeno enzimdticamente
digerido del medio de cultivo, o mezclas recolectadas de los
mismos. 7

Los antigenos preparados de acuerdo con el método de

la presente invencién han demostrado actividad in vivo e in-

vitro. E1 ensayo de Neisseris gonorrhoeae ilustrado especifi~
camentle aquf es un ejemplo de la actividad in vitro e in vivo
del antigeno preparado de acuerdo con la presente invencién.

Los resultados de ensayo realizados en animales de sangre ca-

liente han demostrado gue el anti{geno preparado de acuerdo con
!
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_la presente invencién produce una respuesta de anticuerpo en

. del antigeno seria retenido en el tejido. Si ocurre uns respue%—
ta celular inmunoldgica al antigeno, entonces seria evidente

. yna roncha y un 4rea de eritema segun se observa con otros an-
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animales de sangre caliente y que tal antigeno puede utilizar-
sSe como un agente inmunizante, tal como una vacuna, en humanos.

El entigeno de Neisseria gonorrhoeae digerido con enzima ha

sido inoculado en ratones y conejos en combinzcidn con coadyu-
vante incompleto de Freunds. Tanto los ratones como los cone-
jos respondieron serolégicamente, produciendo anticuerpos qué
aglutinaron fuertemente el antigeno cuando se £ijdé a las par-
ticulas de colesterol-lecitina. Esto indicaria que el obteni-

do antigeno de Neisseria gomorrhoeae digerido con eizima, pue-

de utilizarse como un entfgeno de ensayo de piel para detectar
gonorrea en humanos. El antigeno seria regulado hasta el nivel
deseado de reactividad e incorporado en unas mezcla de inmersién
similar a aguella utilizada pafa el ensayo de {ifia para tuber-
culosis. Les tifias serf{an sumergidas en esta mezcla y la dosi;
ficaecidn necesaria para causar una reaccidén en l2 piel se adha—
riria a los extremos de la tifia. Cuando los puntos de lz +ifia

se aplican a o perforan la superficie de la piel, una parte

tigenos de ensayo de piel. Alternativamente, el antigeno podria
inocularse intradérmicamente y causar el mismo tipo de respues-

ta.

En uno de sus aspectos especificos, la presente inver
cibén se relaciona con lo siguiente: un método para obtener an-

tigeng a partir de células de Neisseria gonorrhoeae desarrolla-

do en un medio de cultivo liquido, siendo dicho antigeno obte~

nido ya sea a partir de células o el medio de cultivo en don-

detse desarrollaron las células; el antigeno asi obtenido, un
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método para preparar una preparacién reactiva de antigeno es~

pecifica para la deteccidn de infeccidn de Neisseria gonorrhoeae

utilizando el antigeno as{ obtenido en combinacidén con un co-
lorante y particulas de colesterol-lecitina; el reactivo de

5. . entigeno asi preparado; un método para llevar a cabo un ensa-
yo de aglutinacién para la deteccidn de infeccidn de Neisseria
gonorrhoeae utilizando el reactivo de antigeno asi preparado

y dicho método empleando una ficha de emsayo; y un conjunto
para llevar a cabo un ensayo de aglutinacidén para la deteccidén

10. de infeccidn de Neisseria gonorrhoeae que contiene el reacti-

vo ge ensayo antigeno asi preparado junto con otros componen-—
t;s del conjunto utilizados paras llevar a cabo el ensayo; y |
el uso del antf{geno asi obtenido para producir una respuesta -
de anticuerpo y como un agente inmunizante contra infeccién

15. de Neisseriz gonorrhoeae en humenos.

Ia presente invencidn se relaciona especificamente

con un método para obtener antigeno & partir de células enteraT

de Neisseria gonorrhoeze desarrocllado en un medio de cultivo

liquido que comprende las etapas de (a) separar las células
20. ‘del medio de cultivo; y (b) extraer antigeno a partir de 1as t\
| cglulas separadas con una solucién alcaline ecuosa de pH requ'
lado de una sal de metal alcalin9 que tiene un pH de aproxima-
damente 6,0 a2 aproximadamente 11,0, en donde la concentracidn

del regulador y la sal es por lo menos 0,01 molar. Eliantige-

25, no obtenido aqui es un antigeno crudo que puede utilizarse pa-
ra preparar el reactivo de antigeno de la presente invencién.

Sin edbargo, un aspecto mds preferido de la presente invencién
involgcra uy antigeno elaborado adicionalmente obtenido median-

te las etapas adicionales de (c¢) concentracién del antigeno

30. extrafdo; (d) precipitacién con 4cido del antigeno concentra-
'
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. do con un &cido acyoso.o una solucidn regulada con dcido que

tiene un pH de aproximademente 1,0 a aproximadamente 6,0, en
donde la concentracién del dcido o regulador es de éor lo me~
nos 0,01 molar; (e) solubilizacibén del antigeno precipitado
con 4cido con una solucién alcalina acuosa de pH regulado que
tiene un pE de aproximademente 6,0 a aproximadamente 11,0, en
donde la cpncentracidn del regulador es de por lo menos 0,01 -
molar, (f) digestidn del éntigeno solubilizado con una enzima
proteolitica durante aproximedamente 1/4 2 eproximadamente 4 M
desde 02C a2 aproximadamente 459C, y (g) detencidn de la diges-
tién con enzima del antigeno.

Un aspecto ain mds preferido del método para obtener

antigeno a partir de células de Neisseris gonorrhoeae desarro’:

1lado en un medio de cultive ligquido comprende las etapas de

(2) destruir y fijar células enteras de Neisseria gonorrhoeae;

(b) separar diches células de dicho medio de cultivo liquidoy
(¢) extraer antigeno a partir de dichas célules con una solu=-

cibén alcalina acuosa de pH regulado de sal de metal alcalino

. -que tiene un pH de aproximadamente 8,2 a aproximadamente 8,8

en donde la concentracidén del regulador es de aproximadamente

.+ By1 molar; (d) precipitar con 4cido el antigeno concentrado

con un dcido acuoso o una solucién de pH regulado con écido.
que tiene uﬁ PH de aproximadamente 2,0 a aproximgdamenxe 4,0
en donde la concentracidén de dicho 4cido o regulador es de apry
ximadamente 0,1 molar; (e) solubilizar el antigeno precipita-
do con 4cido con una solucidn alcalina acuosa de pH regulado
que tiene un pH de eproximadamente 8,2 a aproximadamente §,8,
en dqnde la concentragidn del regulador es de aproximadamente
0,05 a aproximadamente 0,1 molar; (f) digerir el antigeno so-

lqbilizado con uvna enzima proteolitica durante aproximadamen-—
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.gacidén.
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te 1/4 a aproximadamente 4 hr a desde aproximadamente 00C a
aproximadamente 459C; y (g) detener la digestidn con enzima
del antigeno. Mediante la fijacidén de las células con formasl-
dehido se halldé que el antigeno se volvié muy estable; podia
mantenerse a 4¢C; y vermanecia totalmente activo durante perio
dos prolongados de tiempo, )

En un aspecto de la realizacidn de la presente inven|

¢idn, cepas de Neisseria gonorrhoeae se desarrollan en un medi

de cultivo liquido aireado durante aproximadamente 4 & T2 hr,.

Ias células luego se exterminan con un agente fijador. El agen

tg fijador preferido es formelina. Otros agentes fijadores aprp-

piados incluyen cualouiers de aquellos agentes conocidoes y coe-

ménmente utilizados para fijar células o tejidos para examenr: - |

histoldgico y/o mieroscépico. Ias células de N. gonorrhoeae
luego se retiran o se separan del medio de cultivo liquido por
centrifugacién, filtracidén, decantacidn, o cualguier otro me-
dio conocido, y el medio de cultivo es retenido. Una forma pré

ferida de separacién involucra granulacidén mediante centrifu-

Ia extraccién del antigeno a partir de las células &
ﬁerminadas y fijadas se logra con una solucién de sal alcali;
na de pH regulado en donde la concentracién puede variar de
por lo menos 0,01 molar, o mayor, para tanto el regulador al-
calino como la sal, opcionalmente 0,1 molar pare Bl regulador

alcalino y 1,0 molar para la sal. Un regulador alcalino prefe-

rido es fosfato de sodio, sin embargo, otros reguladores alca-

linos'que pueden utilizarse incluyen, por ejemplo, tris(hidro-
ximetil)aminometano, Hepes(N-2-hidroximetilpiperacina, 4cido

N-2-etanosulfénico), boratos, etc. La sal preferida es cloru-

ro de potasio, sin embergo, tembién se consideran apropiadas
t
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otras sales de metales alcalinos que contienen potasio, sodio

. . tato, MeIlvanine, barbitol-acetato, etc. El regulador de beim

Rk‘@l antigeno precipitado con 4cido luego se separa del dcido_

-9 -

o litio. El pH de la solucidén de sal alcalinz de pH regulado
debe estar entre aproximadamente 6,0 a aproximademente 11,0,
optimamente, aproximadamente 8,2-8,8, especiaslmente 8,2-8,5.
Iuego de la extraccidn del antigeno a partir de las
células con la solucién de sal alcalina acuosa de pH regulado,
las células se separan del extractor y el extractor se concen-
tra, por ejemplo, mediante ultrafiltracidn, secado y/o didli-
sis. El extractor concentrado luefo se trata con un dcido acuo
80 0 un regulador de 4cido para pfecipitar el antigeno. EL an-
ﬁ;Qeno puede precipitarse con un &cido acuoso tal como dcido
éiorhidrico 1N o con un regulador de 4cido acuoso a un pH de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 6,0, Sptimamente aproxi;
madamente un pH de 2,0 a aproximadamente 4,0, especialmente
un pH de aproximadamente 3,6. lLa concentracidén molar del regu~
ledor de &cido puede variar de aproximademente 0,01 molar &
aproximadamente 1,0 molar, éptimamente aproximadamente 0,1 mo-]

lar. Reguladores de 4cido apropiados incluyen por ejemplo, ace
" do preferido es regulador Ge acetato de sodio-dcido acético. -|

o regulador de 4cido mediante, por ejemplo, centrifugacién,

se lava una o m&s veces con 4cido o regulador de dcido y el
ant{geno precipitado con dcido se solubiliza en una solucidn
alcalina acuosa de pH regulado que tiene un pH de aproximeda-
mente 6,0 a aproximadamente 11,0, opcionalmente un pH de 8,2=
8,8, 'lespecialmente un pH de aproximadamente 8,2-8,5. la concen
trac%én molar de este regulador puede variar de aproximadamens

te 0,01 molar a aproximadamente 1,0 molar; dptimamente aproxi-

m?damente 6,05 molar & aproximadamente 0,1 molar. Como en la

i
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_a aproximademente 3792C. Si es necesario y/o apropiado se regu-
" la el pH del antigeno solubilizado alcalino, para la enzima .|

QParticular utilizeda para la digestién. Por ejemplo, para di-

© ximedamente 11,0, varticularmente un pH de 8,2 2 8,8. Con otras

- 10 =~
etapa de extraccidn, reguladores alcalinos spropizdos incluyen,
por ejemplo, fosfato de sodio o potasio, tris(hidroximetil)ami-
nometano, Hepes(N-2-hidroximetilpiperacina, 4cido N-2-etanosul-
fénico), boratos, ete. El regulador preferido es una mezcla
de deido clorhidrico y tris(hidroximetil)aminometano tal como
por ejemplo, un regulador de clorhidrato de tris(hidroximetil)-
aminometano 0,05 molar a un pH de 8,2-8,5.

Ia digestidn del antigeno se logra con las enzimas
proteoliticas tales como las proteinases, por ejemplo, pepsing,
tripsina, quimotripsina, papaina, quimopapeins, etc. Ia enzi-
qavpreferida es pepsina. No hay ningin limite superior para
ia concentracién de la enzima fuera de aquella dictada por la
préciica. El limite inferior para la enzima debe ser aproxiﬁéé
damente 0,01 molar por unidades OD de antigeno a 280 nm. Las 
gamas de tiempo y temperatura para la digestién pueden variéf
de aproximadamente 1/4 a aproximadamente 4 hr a desde aproxi-
madamente 02C a aproximadamente 45¢C. El tiempo y la tempera-

tura preferidos para pepsina es de aproximadamente 1 1/4 hr-

gestidn con pepsina, el antigeno solubilizado se ;egula en el
lado 4cido, es decir, entre aproximadamente 1,0 2 aproximada-
mente 6 de pH, preferiblemente aproximadamente un pH de 3,2.

Para detener la digestién, el pH de la pepsina se devuelve al

lado alealino, es decir, a un pH de aproximadamente 6,0 a apro-

enzimas, la digestién a ser detenida es afectada por venenos

de enzima tales como mercurio y cianuro, si la regulacidén del

PH no es apropiada.
1
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. una enzima proieolitica durante aproximadamente 1/4 a aproxi-
" madamente 4 hr a desde aproximadamente 0°2C a aproximadamente

.459C; ¥y (£) detener la digestién con enzima del ant{geno.

-1l -

La presente invencién también se relaciona especifi,

camente con el aspecto de obtener antigeno de Neisseria gonorrhoeae

a pertir del medio de cultive liquido en donde se desarrolle-
ron células de N. gonorrhoeae que comprende las etapds de (a)

separar las células del medio; y (b) concentrar el medio. El

antigeno obtenido aqui es un antigeno crudo que puede utilizarp~-

se para preparar el reactivo de antigeno de la presente inveni

¢ién. Sin embargo, un especto mds preferido de la presente int

vencidn involucra un antigeno adicionalmente elaborado obbeni-
do mediante las etapas adicionales de (c) precipitar con 4ci-

do_el antigeno a partir del medio con un dcido acuoso o une

solucidn regulada con 4cido que tiene un pH de aproximadamen~-|

te 1,0 a aproximadamente 6,0, en donde la concentracién del ', ,‘

4dcido o regulador es de por 1lo menos 0,01 molar; (d) solubilis

zar el antigeno precipitado con 4cido con una solucidn alcali-
na acuosa de pH regulado que tiene un pH de aproximadamente
6,0 & 11,0, en donde la concentracién del regulador es de por|

1o menos 0,01 molar; (e) digerir el antigeno solubilizado con

Un aspecto ain mds preferido del método para obtener

antigeno a partir del medio de cultivoe l{quido en donde fueron

desarrolladas células de Neisseria gonorrhoeae comprende las

etapas de (a) separar las células del medio; (b) concentrar
el medio; (¢) precipitar con 4cido el antigeno a partir del
medid con un 4cido acuoso o solucidn regulada con 4dcido que

tiene un pH de aproximademente 2,0 a aproximadamente 4,0 en

donde la concentracién del dcido o regulador es de aproximada-

n;ente 0,1 §nolar; (d) extraér el antfgeno a partir del precipi-
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et

 se rehiérata en un regulador de 4cido acuoso que tiene un pH

NPH 2,0-4,0, preferiblemente un pH de aproximadamente 3,6. El

-12 -
tado de dcido con una solucidn alcalina acuosa de pH regulado
de szl de metal alcalino o una solucidn alcalina acuosa de pH
regulado gue tiene un pH de aproximadamente 8,2 a aproximada-

mente 5,8 en donde la concentracidn del regulador es de apro-|

ximadamente 0,1 molar y aquella de la sal es e aproximadamen

te 1;0 molar; (e) repetir la etzpa (c¢); (f) solubilizar el an
t{geno precipitado con 4cido con una solucién alcalina acuosal
de pH regulado que tiene un pH de aproximadamente 8,2 a apro-
ximadamente 8,8 en donde la concentracidn del regulador es de
aproximadamente 0,05 & sproximadamente 0,1 molar; (g) digerir
?1 ant{geno sclubilizado con unz enzima proteolitica durante

;ﬁ;oximadamente 1/ hr a eproximadamente 4 hr a desde aproxi-

medamente 09C a aproximadamente 459C; y (h) detener la digqé;

tidn con enzima del antigeno.

Durante 1z obtencidén del antigeno de Neisseria gonorr-

hoeae a partir del medio de cultivo liquido en donde se desa~
rrollaron las células, el medio se concentra tal como por wi-

trafiltracién, secado o didlisis., Si se seca, el concentrado
de aproximadamente 1,0 a 6,0, 6ptimamente aproximadamente un

antigeno obtenide aqul es utilizable o puede purificarse adi-
cionalmente. Para hacerlo, el material insoluble se separa del
1fquido y se lava varias veces con el regulador de &cido, para
eliminar material soluble. El sedimento se suspende en el re-

gulador de deido'y el sedimento se elimina por centrifugacidni

filtracién o por otros métodos aceptables. El sedimento se 4i-

suelve en un regulador alcalino, de pH de 11,0, preferiblemens

4

te de pH de 8,2-8,8. La digestién con enzima se efectida como

se describe aguf. Si no se seca, el material se dizliza exhaug-
’ -
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tivemente contra solucién salina (0,001 a 3M, preferiblemente

.0,15M). Este material puede utilizarse como el antigeno o pue=

laciona especificamente con un método para preparar un reactivo-

‘de antigeno que es especifico para la deteccién de infeccidnv;‘:

" terol-lecitina asi obtenidas con un colorante soluble en l{pi-
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de purificarse adicionalmente. Para hacerlo, el pH se regula

a 4,8-5,5 con un 4cido, preferiblemente clorhidrico. El preci-
pitado se descarta y el fluido sobrenadantée.se regula a un pH
de 3,6. El precipitado se separa y se 1avé con un regulador

de &Acido, dé un pH de aproximadamente 3,5. El precipitado se
disuelve en un regulador glcalino de pH 6,0 a 11,9, preferibled
mente pH de 8,2-8,8. Ia digestidén con enzima se efectda como
se describe aqui. Reguladores alcalinos y de 4cido apropiados
sgn,aquellos mencionados anteriormente agui.,

) la presente invencidn cbniempla especificamente el an-
t{geno extraido como se describidé anteriormente aqui. Cualquie;a
de los antigenos obtenidos anteriormente aqui a partir de ya -
sea células o el medio de cultivo en donde se desarrollaron
pueden utilizarse solos o recolectados para formar la prepars-.
cién reactiva de antigeno de la presente invencidn. |

En un aspecto adiconal, la presente invencién se re--

con Neisserie gonorrhoeae que comprende: (a) adsorber el anti-|

geno(s) asi obtenido anteriormente aqui en particulas de colesd

terol-lecitina; y (b) secar las particulas de antigeno~coles=-

dos. la cantidad de anti{geno empleada para formar el reactivo
de antigeno puede variar de aproximadamente 0,01l a aproximade-
mente '4,0 0.D. (280 nm), la centidad del colesterol de aproxi-
madam?nte 0,7% a aproximadamente 1,4%, y la cantidad de leci~

tina de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 2,0%. La canti-

dad de colorante soluble en 1f{pidos utilizada para formar el
1
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reactivo de antigeno puede variar de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 100 mg por ciento. Colorantes representativos

inecluyen, por ejemplo, negro de Sudan B; castafio bdsico; vio=-

lete Amethyst; azul Nilo A; azocarmina G; y mezelas de los misd
mos. Los colorantes y sus mezclas se presentan en el novedoso

reactivo de antf{geno en combinacién con solventes, reguladores
de pH, etc., de una manera que ya es conocida en el arte. Estos
solventes, reguladores de pH, etc., en si no forman partg de
la presente invencién y son utilizados como se describe en sis+

temas conocidos de antigeno.
V los dos componentes del novedoso reactivo de antigen&,
e; aecir, el complejo de antigeno-colesterol-lecitina y colo-
rente, se emplean en concentraciones que varian de aproximada-
mente 0,1 mg por ciento & aproximadamenie 1 mg por ciento, en
peso del antigeno y de aproximadamente 1 mg por ciento 2 apro-|
ximademente 100 mg por ciento, en peso, del colorante, inclue -
yendo dichos pesos en base al peso total de la mezcla resultan+

te solventes, por ejemplo, agus, aleohol, etc., y regulador

En le preparacién de las particulas o mezclas de cold
?Srol-lecitina, colesterol libre de cenizas comercialmente ase-
quible se disuelve en alcohol absoluto (graduacién de 200).
Generalmente se disuelve suficiente colesterol libre de ceni-
zas en alcohol absoluto para preparar una soluchén de 1,2%.

Se solubiliza en alcohol absoluto lecitina comercialmente ase=
quible de huevo, carne o vegetales, tal como lecitina de soja.
Los dds constituyentes luego se mezclan con alcohol absoluto

en una relacidén para producir una concentracién final de coles

4

terol de aproximadamente 0,7 a 1,1%; preferiblemente aproxime=-

damente 0,9%, y una concentracidén de lecitina de aproximada-
'
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mente 0,22%.

bles en 1lf{pidos deseados o mezclas de los mismos. La presentgi
"invencién contempla especificamente el reactivo de antigeno

R?eparado como se describib anteriormente aqui.

.Ge ensayo con el reactivo de antigeno preparado anteriormente
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mente 0,10 a aproximadamente 2,0%, preferiblemente zproximada=

La cantidad ¢éptima de lecitina para la suspensidn de
antf{geno se determina mediante incrementos sucesivos de leci-
tina en colesterol al 9,9%. Se preparan suspensiones de ant{- |
geno con cada una de las mezclas de colesterol-lecitina mediant
té el procedimiento descripto anteriormente. Para preparar el
antigeno se utiliza la relacién de lecitina a colesterol a 0,9%
que proporcliona reactividad éptima z sueros de individuos cude
turalmente positivos y de individuos presuntamente no infecta-
d?s:

) El ant{geno extralido como se describid anteriormente
aquf se coloca en un recipiente y se agregen las partfculas |

de colesterol-lecitina preparadas como se indicé anteriormen~

te aquf. Ia botella se agita y la mezcla se deja reposar duran

te por lo menos 5 min. La materia en particulas se separa por
centrifugacién y se vuelve 2 suspender en un medic de suspen—

sién USR. la suspensidén luego se colorea con colorantes soluw

En otro aspecto, la presente invencidén se relaciona
con un método para llevar a cabo un ensayo de aglutinacién- para

infecciones con N. gonorrhoeae que comprende mezclar un suero

agui. ¥, en un aspecto ain méds especi{fico, la presente inven~

cién de relaciona con un método para llevar a czbo un ensayo

de eglutinacidén para infecciones de Neisseria gonorrhoeae uti-
4

lizando una ficha de ensayo que tiene sobre le misma unz man-

cha de ensayo, tal como un drea delineada por un circulo, adap+
!
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tada para recibir une muestra de ensayo y el reactivo de antie
geno preparado como se deseribidé anteriormente aquf, compren-
diendo dicho método poner en contacto dicha mancha de ensayo
con (a) un suero de ensayo y (b) un reactivo de antigeno pre~
5, parado como se describié anteriormente aqui.

El ensayo que utiliza el reactivo de antigeno de la
presente invencidén involucra preferiblemente el uso de una ficha
de ensayo. LIa ficha de ensayo debe ser uniforme de manera de
hacer fédcilmente discernible los resultados del ensayo. Si bie
10. se ha indicado previamente en el arte anterior que la superfi=-
c;i debe ser humedecible, se ha hallado que esto no es el ca-
éb y meramente se prefiere uns superficie humedecible. La fiw
cha puede estar compuesta de papel bien prensado o cartén y
puede ser absorbible, sin embargo, sélo se prefieren pequefios
15. grados de absorbhabilidad. Un aspecto del muevo reaciivo de an-
tigeno es que el ensayo puede leerse si la mancha estd ya sea
hiimeda o seca y por lo tanto los resultados pueden verificar-

se mds rédpidamente que cuando se utilizan otras técnicas. Ia

_ficha también puede ser un laminado de papel o una base de can
20, " t6n que tiene un material permesble al agua o impermeable &l
' ., peua recubierto sobre el mismo, tal como polietileno. El pavel;
en 8 o el recubrimiento, sin embargo, debe ser de un color
que contrasta con relacibén al color del colorante empleado en
el ensayo. Bdsicamente, puede utilizarse cuaslquier ficha simie-
25, lar en construccién y composicidn a la que se d4 a conocer en
la patente estadounidense N2 3.074.853.

! Al llevar a cabo el ensayo que utiliza la ficha de eB-

sayo, se dispersa aproximadamente 0,05 ml de suero que ha si=-

do calentado & aproximadamente 62-632C durante eproximadamen-

30. te 1/2 hr y aproximadamente 1/60 ml de reactivo de antigeno
f
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X dentro de los confines de un circulo (por ejemplo aproximada~
mente 18 mm) impreso sobre una ficha recubierta pldstica éomez—
cialmente asequible. lLa ficha se hace girar en un rotator me-
cénico entre 4 y 20 min a 80-180 rpm. Sin embargo, puede ser
efectivé una agitacién manual. La ficha se examina con relacidn
a la presencia o ausencia de aglufinacidn caracteristica.
En otro aspecto especifico, la presente invencién se

relaciona con un conjunto o unidad para llevar a cabo un ensa-

yo de aglutinacién para infeccién de Neisseria gonorrhoeae que

comprende principalmente por lo menos una ficha de ensayo gque
%}gne sobre la misma una pluralidad de manchas de ensayo, tal
como dreas delineadas por un circulo, adaptada para recibir
el reactivo de antigeno y los suercs de control; un recipien-
te de reazctivo de antigenc preparado como se describiéd anferior-
mente agui; un recipiente de sueroc reactivo; un recipiente de‘
suero de control débilmente reactivo; y un recipiente de sue=-
ro de control no reactivo. También pueden incluirse otros com-
ponentes en el conjunto tales como tubos de ensayo, bulbos de
., .cauého, ete.
. En un aspecto ain adicional, la presente invencién I
.. ,8e relaciona con el uso del antigeno extrafdo como un agente jn-
munizante. Como se indicé aquf, ensayos en animales de sangre

caliente han demostrado que antigeno de Neisseria gonorrhoeae

digerido con enzima obtenido como se describié aqui produce
anticuerpos al antigeno en animales de sangre caliente y por
lo tanto apunte hacia el uso potencial del éntigeno como un
agenfe inmunizante en humenos. Por 1lo tanto, la presente inven-
cidnlincluye un método para immunizar un ser humeno contre in-

feccidén de Neisseria gonorrhoeae que comprende administrar z

un ser humano una cantidad inmunoldgicamente efectiva de un
t
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.antigeno preparado como se describidé aquf. Ia administracién
puede ser parenteral. Ia presente invencién también se relaciod
na con un método pars producir respuesta en animales de sangre
caliente al antf{geno preparado aquf mediante inoculacidn de
5 un animal de sangre caliente con dicho antigeno. |

Los siguientes ejemplos servirdn para ilustrar la prg-
sente invencién con mds detalle.

Ejemplo 1

Preparacidén de antigeno de Neisseria Gonorrhoeae a partir de
células .y medio.

10.

Un ecultivo de semilla de cepa B370 de Neisseria gonoxrhoea

\ w
[

depositada en American Type Culture Collection, mimero de ac-
ceso 21824, se inicia a partir de una alfcuota liofilizada.
Inego de rehidratar con agua destilada estéril, el fluido se
15, transforma en 4gar de eugon de chocolate y se incuba en un ja-
rro de extraccién a 36°C durante 24 hr. Se inocula en volumen
de 2 1t de medio de peptona y se coloca en un agitador a 100 '
rpm en un ambiente caliente a 36¢C. Se utilizan 1300 ml de me-
. Gio de peptona lfquido para inocular el fermentador (capacidad.|
20. ‘de 30 1t). Todos los ingredientes del medio se esterilizen en ‘

g}.fermentador excepto glucosa que se agrega separadmmente.

Iuego de aproximadamente 24 hr el cultivo se destruye y se fi-
Jja mediante la adicidén de formaldehido hasta una concentracién
fingl de 2% (v/v).

25, las células se separan del fluido de cultivo mediante
centrifugacién y él fluido sobrensdante se salva. Las células
se exiraen con 10 voldmenes (p/v) de KC1 1,0 M en Na,HPO, 0,1 ﬁ,
PH 8,§, durante la noche a 42C y las células se separan por

centrifugacién. El material extractor se reduce, aproximadamend

30. t% 100 X mediante ultrafiltracidn, y luego hastz sequedad apa-
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. rente por didlisis contra polietilenglicol 6000. Las bolsas
de didlisis se lavan detenidamente y se colocan en un regula-—
dor de pH de acetato de sodio-dcido acético 0,1 molar, pH 3,6,
para rehidratar y precipitar el antigeno. Iuego de centfifuga-
5, cién el antfgeno precipitado con 4eido se solubiliza en regu-
lador de tris(hidroximetil)aminometano 0,05 M, pH 8,5.

Iuego de concentrar aproximadamente 70 X mediante ulira-~

filtracidén, el sobrenadante del cultivo se dializa hasta seques
dad, utilizando polietilenglicol 6000. Los tubos de didlisis
10. se colocan en varios cambios de regulador de acetato de sodio-
é?i§° acético 0,1 I pars parcialmente rehidratar los conteni-
d;s y para precipitar el ant{geno. El sedimento se elimina por
centrifugacién y se extrae el grdmulo con 10 volémenes de KC1

1M que contiene NaZHPO4 0,1 M (pH 8,8). El sobrenadante se acis

15. difica con HCl hasta un pH de 3,6 y el antigeno precipitado
con dcido se separa por centrifugacibén. Solubilizacidn del an~
t{geno se logra utilizando reguledor de tris(hidroximetil)ami-
nometano 0,1 M, pH 8,5,

El entigeno(s) $ris solubilizado extraido de las cély~
20. "las y el sobrenadante del cultivo se combinan y se someten a
‘ gégestidn con pepsina. El pH de la solucidén de antigeno.se re-|
duce a pH 3,2 mediante la adicién de HCL 12 N. Iuego se agre-
gan 10 mg de pepsina (en Zcido acético 0,2 ¥ a 1 mg/ml) a 56 ml
de antigeno (36 unidades OD de 280 nm) y se incuba a 362 durans
25. te 1-1/4 hr. La reaccién se termina por la adicién de NaOH 10 ﬁ
hasta que el pH es de 8,5. Siguiendo la inactivacién de la pep-
sina, ‘el antigeno(s) digerido se diluye 1l:1 con fegulador de
tri(h%droximetil)aminometano 0,05 M, pH 8,5. El1 antigeno pre-

parado como se describvid estd listo ﬁara ser usado en la pre=-

30, paracién del reactivo de antigeno.
'
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Ejemplo 2

Preparacidén de antigeno de Neisseria gonorrhoeae a partir del
medio.

Izs ecélulas fijadas con formalina se retiran del flui-
5. .. o del cultivo mediante centrifugacidn, 50 1t de sobrenadante
se concentran 100 veces utilizando ultrafiliracién. E1l concen=-
trado se dializa contra solucidén saline al 0,85% y el volumen
se restaura a 500 ml mediante ultrafiliracidén. E1 pH se regu-
la a 5,2 y el precipitado se elimina por centrifugacién. E1
10. sobrenadante se regula a pH 3,8 ¥ el precipitado se elimina
p?r centrifugacidén. El precipitado se resuspende en 100 ml de
r;g;lador de tris(hidroximetil)aminometano, pH 8,5.

Ejemplo 3

Preparacidn in vitro de reactivo de antigeno de Neisseria
Gonorrhoeae

15. l
El antigeno extraido de célula y extraido del sobre-|

nadante de cultivo preparado como en el Ejemplo 1 se recoge ¥

el antigeno recolectado se adsorbe en particulas de colesterol
lecitina de la siguiente manera.

20. ' Una solucidén de 130 gl de etanol absoluto que contie?e
2,9% de colesterol y 0,225% de lecitina de huevo se agrega Lo-
ta a gota a 130 ml de antigeno solubilizado que gira a 160 rpm
en un recipiente de fondo plano. Ia mezcla de reaccidn luego

se incuba a temperatura ambiente durante 15 min. Siguiendo és-

25, to el conjunto se granuls por centrifugacién a 3.000 x g duran:
te 1/2 hr a 42. EL conjunto se suspende en 1040 ml de regula-
dor dé pH USR y se agrega 4,55 ml de colorante de negro de Su-
dan B (10 mg/ml en etanol absoluto) mientras se agita en un

agitédor magnético. El conjunto de amntigeno coloreado se alma~

30, cena en una botella de vidrio taponada a 42. El reactivo de
t
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'. antigeno preparado precedentemente estd listo para uso en el
ensayo in vitro. '
Ejemplo 4

Ensayo in vitro para la deteccién de anticuerpo a Neisseria
Gohorrhoeae

El ensayo se realiza en suero que ha sido calentado
a 62-639C durante 1/2 hr. Cinco centésimas (0,05 ml) de suero
¥y 1/60 ml de reactivo de antigeno preﬁarado como en el Ejemplo
2 se dispersa dentro de confines de un efrculo de un didmetro
de 18 mm en una ficha de ensayo blanca comercialmente asequi-
b}%. Ia ficha se coloca en un rotator clinico durante 8 min
;‘130 rpm. En unz reaccidn positiva, son visibles agregados
de azul brillante bajo un haz incidente de luz cuando estdn
presentes anticuerpos al antigeno en el suero. Una reaccidn
negativa es una en que el reactivo no se agrega en particulas
discretas sino gue permanece como una suspensién homogénes. |
Ejemplo 5
Lo siguiente ilustra la presente invencién en forma
., .de unidad para la deteccidén in vitro de infeccién de Neisserigl

’ gonorrhoeae. La unidad contiene 500 determinaciones. o

'J'ggda unidad contiene:
1 Reactivo de antigeno, 10 ml.
1 'Suero de control reactivo, 1 ml.
1 Suero de control débilmente reactivo, 1 ml.
1l Suere de control no reactivo, 1 ml.
© 35 Fichas de ensayo.
' 500 Tubos de muestra.
Materiales necesarios para realizer el ensayo se ine-

¢’

cluyen como elementos desechables en la unidad que estéd disefia

da para utilizar un minimo de espacio. Los elementos que requip-
1
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ren refrigeracién pueden separarse de aguellos que pueden al-
macenarse a temperatura ambiente. Un rotator mecdnico (regula-
ble a 130 rpm) y una buena fuente de luz son piezas de equipo
que deben ser suministredas por el laboratorio. la refrigera-
5. - cibn del reactivo de antigeno es sugerida. Se hallé una vida
de almacenamiento de mds de 6 meses cuando el antigeno se al-
macend a 2-109C, Exposicién del antigeno a luz solar brillan-
te debe evitarse. El antf{geno debe dejarse calentar a tempera-
tura ambiente (22,2-25,62C) antes de usarse. El antigeno uti-
10. lizado inmediatamente después de su separacién del refrigera-
QOg puede no ser tan sensible como un antigeno apropiadamente
éélentado. Al completarse los enséyos diarios, se coloca la
tapa especial sobre el extremq de la aguja suministradora. Se
coloca la botella taponada en el refrigerador.

15. Botella de reactivo de antigeno

Pare abrir la botells de reactivo de antigeno, se
dobla 1a'tapa en la direccidén de la flecha. Esto libera una egi-
je eargada a resorte gue perforz el diafragma. El sistema suni--

. . nistrador de antfgeno estéd entonces listo para uso como se deg-

20. " cribié anteriormente aqui.

v Fichas

Las fichas utilizadas en el ensayo tienen un recubri
miento especial que permite que la mezcla de antigeno-suero saa
fécilmente dispersada sobre el 4rea de ensayo. las fichas de-
25. ben manipularse cerca de los bordes de manera que los dedos
no toquen las dreas de ensayo dado que el aceite de los dedos
puedd provocar la dispersién inadecuada del ensayo dentro de
esta'érea.

Tubos de muestra

30. Tos tubos de muestra son utilizados para transferir
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suero cuando se realiza el ensayo de clasificacidn. E1 tubo
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estd diseflado para suministrar aproximadamente 0,05 ml de suen
Un tubo de muestra no utilizado debe emplearse pera cads mues-
tra de ensayo.

Rotator mecédnico

Un rotator utilizado para el ensayo de platina VDRL
es satisfactorio para uso en este ensayo s8i la velocidad pued
regularse a 130 rpm (RequerimientOS de operacidén: Plataforms
para circunscribir un circulo dé 19 mm de diZmetro en un pla-
no horizontal).

Fuente de luz para ensayos de lectura

Es satisfactoria una luz, tal como una ldmpara de
critorio fluorescente con dos ldmparas de 15 watt o una luz [
de elevada intensidad. Ia mayoria de las reacciones son visiﬁ*
con la luz disponible en un laboratorio adecuadamente ilumina-
do. Sin embargo, pueden perderse reacciones marginales si no
se utiliza una luz adecuada. l

Sueros de control

Se recomienda que los sueros de control se utilicen

para ensayar la reactividad del antigeno. Los sueros son:

Designacién Reactividad
NR No reactivo
DR Débilmente reactivo
FR Fuertemente reactivo

Suero

Se recoge sangre por perforacién de vena en tubos
limpios secos y se deja coagular. Si es necesario, se centri-
fuga las muesiras con fuerza suficiente para sedimentar los

’,

elementos celulares. Se elimina el suero del codgulo y se co-

loca en un tubo limpio y seco. Justo antes de ensayar, se ca-
t

w .

es
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lienta & 62-632C durante 1/2 hr.

Procedimiento de ensayo

1. Se mentiene el tubo de muestra pldstico entre el
dedo pulgar y el dedo Indice cerca del extremo sellado, Se com<
Se prime el tubo y se inserta sl extremo abierto en la muestra
¥ se libera la presién de los dedos para extrazer la muestra,’
siendo cuidadoso de no molestar el codgulo o los materiales
sedimentados, |

2. Se mantiene el tubo de muestra pléstico en una po-
10. sieién perpendicular sobre el circulo de ensayo, No se toce la
squrficie de la ficha. Se comprime el tubo de muestra y se
deja caer una gota sobre el drea de ensayo. Se descarga la mues-
tra restante nmuevamente al tubo de muestra.

3+ Se invierte el tubo de muestra pléstico, y con el
15. extremo agitado (extremo sellado) se dispersa la muestra den-
tro de los confines del circulo.

4. Se agita suavemente la botella suministradora de

antigeno antes de su uso. Se mantiene en una posicidén vertical
Yy se suministran 3 gotas en una esquina de la ficha. Inego se
20. ‘coloca 1 gota de cafda libre sobre cade 4rea de ensayo. Se re=—|
coge el antigeno de la esquina de la ficha.

5. Se coloca la muestra en un rotator mecénico bajo un
recubrimiento de humedad y se hace girar a 130 rpm durante 8 mim.

6. Se examina la muestra bajo luz brillante. Sueros
25, fuerte y moderadamente reactivos son obvios por la presencia de
agregados de azul brillante. Sueros minimemente reactivos son
detectados moviendo la gota de la muesira hacia atrds y hacia
adelagte pars observar el pequefio agregado.

7. Se registra como:

30. Reactivo: Cualquier aglutinacién caracteristica de.
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minimo a fuertemente reactivo. (En comparacién con sueros de

control).

No reactivo: Sin aglutinacién o rugosidad.

Ejemplo 6

Respuesta de anticuerpo in vivo a anti{geno de Neisseria
gonorrhoeae, _—

Se frataron dos conejos por inoculacidén subcutidnesa
con antigeno de N. 56norrhoeae digerido con enzima. E1 indculo
habia sido dislizado contra NaCl al 0,85% antes de su uso. 1/2|ml
de antigeno fué proporcionado subcuténeamente en dosis dividi-
das_en diversos sitios. El animal recibié una inoculacién for-
t;lecedora. 14 dfas después se ensayb la inoculacién final de
sueros de los animales utilizando un antigeno de N. gonorrhoeae

digerido con enzima sobre particulas de colesterol-lecitina.

las titulaciones variaron hasta 1:128. Este ejemplo ilustras
la respuesta de anticuerpo in vivo 2l antigeno de la presente
invencién:y su uso potencial como un agente inmunizante en se~

|
I
|

res humanos. .

Descrita suficiéntemente la naturaleza del invento,

‘as{ como la manera de realizarlo en la préctica, debe hacers:s

|
{
qpnstar que las disposiciones anteriormente indicadas, son su&*
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren

su principio fundamental.

/’/—\.
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'de dicho regulador es de por lo menos 0,0l molar y, si se de-

‘sea, digerir el antfgeno solubilizado con una enzima proteoli-

REIVINDICACIONES

l.- Procedimiento para la obtencién de antigenos su-
perficiales, 0 asociados a membranas, a partir he células en-
teras o medios de cultivo en donde se desarrollam, caracteri-
zado porque comprende: (a) destruir y fijar dichas células;
(b) separar dichas células del medio; (e¢) extraer antigeno de
dichas células o medio de cultivo con una solucidn alcalina
acuoss de pH regulado de sal de metal alealino que tiene un pH
de aproximadamente 6,0 a aproximadsmente 11,0, en donde la con<
centracién de dicho regulador de pH y sal es de por 1o menos
0,01 molas; (&) concentrar dicho antigeno; (e) precipitar con
ééiao dicho antigeno concentrado con un 4cido acuoso 0 una so-
lucidn de regulador de 4cido que tiene un pH de aproximadament?
1,0 a aproximadamente 6,0, en donde la concentracidén de dicho
dcido o regulador es de por lo menos 0,01 molar; (f) solubi-
licar dicho antigeno precipitado con 4cido con una soluciédn |
alceline acuosa de pH regulado que tiene un pH de aproximada-

mente 6,0 a aproximadamente 11,0, en donde la concentracién

E}ca durante aproximadamente 1/4 hr 2 aproximadamente 4 hr entre
éproximadamente 02C y aproximadamente 452C; y detener la di- |
gestién con -enzima del antigeno.

2.~ Procedimiento para la obtencién de antigenos

superficiales, a partir de Neisseria gonorrhoese, caracterizado

porque comprende las etapas de:

! a) desarrollar células completas de Neisseria gohorr+

oceae en un medio liquido durante un periodo que no exceda de

’

72 hofas;

b) destruir y fijar dichas células;
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| ! 4.~ Procedimiento segin la reivindicecién 1 6 2, ce~|

i - 27 -

¢) separar dichas células del medio;
d) concentrar dicho medio que contiene el antigen pofr

ultrafiltracién, secado o dialixis;

e) precipitar con 4cido dicho antigen concentrado a

partir del medio con un 4cido acuoso o'un; solucién tampdén dci
da que tiene su pH comprendido ent?e 1,0 y 6,0 aproximadamente)
donde la concentracién del 4cido o de la solucidn tampén es de
0,01 molar como minimo;

f) solubilizar el antigen a partir del precipitado
con 4cido, con solucidn acuosa de szl ¢ metal alcalino, tampo-
ng@g con alcall que tiene un pH cogprendido entre 6,0 y 11,0
a;roximadamenie, donde la concentracibén del tampén y de sal
es de 0,01 molar como minimo; |-

g) digerir el antigen solubilizado con una enzima
proteolitica durante aproximadamente uvnm cuarto de hora a cuatrp
horas aproximademente y a una tvemperatura comprendida entre 000
y 459C aproximadamente; |

h) detener la digestidén con enzima del antigen.

. . 3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 2, carac-
" terizado porque trds la destruccién y fijacién de dichas célu-i_

. %as, pero antes de separar las células del medio, se agrega |
una solucidn acuosa de una sal de metal alcalino tamponada céﬁ
alcali que tiene un pH comprendido entfe aproximadamente 6,0
¥y 11,0, siendo la concentracién de dicho tampén y de dicha
sal de 0,01 molar como minimo, para eliminar cualquier antigen

superficial residual de las células completas.

racterizado porque para preparar la deteccién de infeccién,
comﬁrende: (a) adsorber el antigeno de la reivindicacién 1,

en partfculas de colesterol-lecitina; y (b) secar el comﬁle-

t



5

- 28 =
jo de antigeno-colesterol-lecitina con un colorante soluble
en lipidos.

5.= Procedimiento para la obiencidén de antigenos
superficiales, tal y como queda sustancialmente descrito en

la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 28 hojas escritas a méquina

por una sola cara.

'S FEB. 197
Madrid,
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