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La presente invención se relaciona con los campos 
de aerología, microbiología e inmunología y específicamente se 
relaciona con la preparación de antígeno a partir de células 
enteras y el medio de cultivo en donde se desarrollaron las 
células, el uso del antigeno asi obtenido y productos que con­
tienen el antigeno.

De acuerdo con la presente invención puede obtenerse 
cualquier antígeno asociado con membrana o antígeno superficial 
de bacterias, hongos, moho, protozoarios, etc., o cualquier an­
tigeno del animal multicelular. El antigeno asi obtenido pue­
de utilizarse en procedimientos de ensayo anti geno-anticuerpo
para la detección de infecciones y enfermedades o como un agen­
te inmunizante para la prevención de las mismas.

Dentro de las bacterias de neisseria que pueden emplear 
se en la realización de la presente invención están Neisseria 
gonorrrhoeae, Neisseria meningitis, Neisseria lactamicus, 
Neisseria Sicca, Neisseria flava, Neisseria flavescens,
Neisseria puf ava y Neisseria catarrhalis.

Otras bacterias que pueden emplearse en la realiza­
ción de la presente invención son: Staphylococcus, Streptococcus, 
D^plococcus, Vibrio, Samonella, Arizona, Citrobacter, Bethesda- 
Ballerup, Shigella, Escherichia, Klebsiella, Aerobacter, Serra- 
tia, Proteus, Providence, Brucella, Henipophilis, Pasteurella, 
Actinobacillus, Bordetella, Pseudomonas, Listeria, Erysiplothrik, 
Bacteriodes, Streptobacillus, Bartonella, Mycoplasma, Donavania 
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Actino- 
mycetes, Borellia, Treponema, Leptospira y Spirillium.

Además, Rickelisia tal como Chlanydia, virus de mem­
brana, por ejemplo Mycovirus, Arbovirus y Poxvirus; Protozoario^ 
tal como Sarcodina, Ciliophora, Mastigophora y Sporozoa; Meta-
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zoarios tal como Trematoda, Cestoda y Nematoda; y células neo­
plásticas y otras eucariéticas pueden emplearse en la realiza­
ción de la presente invención.

La presente invención se relaciona particularmente cén, 
pero no está limitada a, un método para obtener antígeno a parí 
tir de células de Neisseria gonorrhoeae y/o el medio de cul­
tivo en donde se desarrollaron las células, el uso del antíge­
no asi obtenido en procedimientos de ensayo de antígeno-anti- 
cuerpo y como un agente inmunizante y con productos que contie-j- 
nen el antígeno.
 ̂ En la realización de una aplicación particular de la

presente invención, antigeno obtenido de células de Neisseria- 
gonorrhoeae desarrolladas en un medio de cultivo líquido y del 
medio de cultivo en sí ha sido obtenido y fijado en partículas 
de colesterol-lecitina. Las partículas luego sirven como un 
vehículo para la aglutinación del antigeno en presencia de sue-)- 
ro que contiene anticuerpos contra Neisseria gonorrhoeae. La 
visibilidad de la glutinación del complejo de antigeno-coles- 

 ̂ terol-lecitina es mejorada secando el complejo con un coloran­
te soluble en lípidos. Un aspecto de la presente invención se
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.< . \relaciona con un ensayo macroscópico a ser utilizado con sue­
ro humano para detectar anticuerpos contra Neisseria gonorrhoeae.
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 afec­
tados con gonorrea y aquellos que son portadores de la enfer­
medad J Los resultados de ensayo realizados en animales de san­
gre caliente han demostrado que el antígeno obtenido de célu­
las de Neisseria gonorrhoeae y el medio de cultivo en donde 
fueron desarrolladas también produce una respuesta vigorosaf
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de anticuerpo en animales de sangre caliente y que el antigeno 
puede ser útil como un agente inmunizante contra gonorrea.

En su aspecto más amplio, la presente invención se re 
laciona con lo siguiente: un método para obtener antigeno(s) 
a partir de cualquier célula u organismo celular que tiene un 
antigeno superficial o asociado con membrana, siendo dicho an­
tigeno obtenido ya sea a partir de las células o el medio de 
desarrollo liquido, semisólido o sólido en donde se desarrolla­
ron las células; el antigeno asi obtenido; un método para pre­
parar una preparación reactiva de antigeno especifica para la 
detección de infección o enfermedad utilizando el antigeno asi 
obtenido en combinación con un colorante y partículas de coles?- 
teról-lecitina; el reactivo de antigeno asi preparado; un mé­
todo para llevar a cabo ensayos de aglutinación para la detec­
ción 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 aglutinación para la detección 
de infecciones que contiene el reactivo de antigeno asi prepa- 
rado junto con otros componentes de conjunto utilizados para 
llevar a cabo el ensayo; y el uso del antigeno así obtenido 

, p^ra causar respuesta de anticuerpo y como un agente inmunizan­
te en animales de sangre caliente.

La presente invención ilustra específicamente el desu 
rrollo del organismo o células en un medio de cultivo liquido 
y la extracción del antígeno a partir de células enteras y el 
medio liquido en donde se desarrollaron las células. Sin embar-. 
go, 1¿ presente invención puede ser aplicable al desarrollo 
de organismos y células en una matriz semisólida o sólida tal 
como gelatina, ágar, agarosa y mezclas de estos seguido por 
extracción del antígeno a partir de las células y la matriz
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semisólida o sólida en donde se desarrollaron las células. En 
este caso, las células se raspan del medio de cultivo tal co­
mo ágar y el ágar es licuado por ejemplo, por una mezcladora, 
y el antigeno luego es extraído como se da a conocer aquí a 
partir de las células y el ágar licuado.

La presente invención permite la solubilización de aja- 
tigeno superficial y/o ligado a membrana mientras que mantie­
ne la integridad estructural de la célula con sólo una mínima 
filtración de componentes citoplásmicos. Los antigenos utili­
zados en la forma cruda (sin precipitación con ácido y diges­
tión con enzima) o elaborados adicionalmente con precipitación 
con ácido y digestión con enzima pueden absorberse en partícu­
las de colesterol-lecitina para proporcionar una preparación 
reactiva de antlgeno diagnóstica de la presente invención. El 
antigeno utilizable que puede emplearse para preparar el reac­
tivo de antigeno incluye el antigeno crudo de células que no
ha sido precipitado con ácido y enzimáticamente digerido, el

/
antigeno precipitado con ácido y el antigeno enzimáticamente 

 ̂ digerido de las células, el antígeno crudo del medio de culti­
vo que no ha sido precipitado con ácido y el antigeno precipi­
tado enzimáticamente digerido y el antigeno enzimáticamente 
digerido del medio de cultivo, o mezclas recolectadas de los 
mismos.

Los antigenos preparados de acuerdo con el método de 
la presente invención han demostrado actividad jn vivo e in- 
vitro. El ensayo de Neisseria gonorrhoeae ilustrado específi­
camente aquí es un ejemplo de la actividad jn vitro e in vivo 
del antigeno preparado de acuerdo con la presente invención. 
Los resultados de ensayo realizados en animales de sangre ca­
liente han demostrado que el antigeno preparado de acuerdo con (
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la presente invención produce una respuesta de anticuerpo en 
animales de sangre caliente y que tal antigeno puede utilizar- 
se como un agente inmunizante, tal como una vacuna, en humanos. 
El antigeno de Neisseria gonorrhoeae digerido con enzima ha 
sido inoculado en ratones y conejos en combinación con coadyu­
vante incompleto de Freunds. Tanto los ratones como los cone­
jos respondieron serológicamente, produciendo anticuerpos que 
aglutinaron fuertemente el antigeno cuando se fijó a las par­
tículas de colesterol-lecitina. Esto indicaría que el obteni­
do antigeno de Neisseria gonorrhoeae digerido con enzima, pue­
des utilizarse como un antígeno de ensayo de piel para detectar 
gonorrea en humanos. El antigeno seria regulado hasta el nivel 
deseado de reactividad e incorporado en una mezcla de inmersión 
similar a aquella utilizada para el ensayo de tiña para tuber­
culosis. Las tiñas serian sumergidas en esta mezcla y la dosi­
ficación necesaria para causar una reacción en la piel se adhe­
riría a los extremos de la tiña. Cuando los puntos de la tiña 
se aplican a o perforan la superficie de la piel, una parte 
del antigeno seria retenido en el tejido. Si ocurre una respues 
ta celular inmunológica al antigeno, entonces seria evidente 
upa roncha y un área de eritema segdñ se observa con otros an­
tigenos de ensayo de piel. Alternativamente, el antigeno podris 
inocularse intradérmicamente y causar el mismo tipo de respues 
ta.

En uno de sus aspectos específicos, la presente inver 
ción se relaciona con lo siguiente: un método para obtener an­
tigeno 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
dê  se desarrollaron las células; el antigeno asi obtenido, un30
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método para preparar una preparación reactiva de antigeno es­
pecifica para la detección de infección de Neisseria gonorrhoe^
utilizando el antígeno asi obtenido en combinación con un co­
lorante y partículas de colesterol-lecitina; el reactivo de 
antigeno así preparado; un método para llevar a cabo un ensa­
yo de aglutinación para la detección de infección de Neisseria
gonorrhoeae utilizando el reactivo de antigeno así preparado 
y dicho método empleando una ficha de ensayo; y un conjunto 
para llevar a cabo un ensayo de aglutinación para la detección 
de infección de Neisseria gonorrhoeae que contiene el reacti­
vo de ensayo antigeno asi preparado junto con otros componen­
tes del conjunto utilizados para llevar a cabo el ensayo; y 
el uso del antigeno asi obtenido para producir una respuesta 
de anticuerpo y como un agente inmunizante contra infección 
de Neisseria gonorrhoeae en humanos.

La presente invención se relaciona específicamente 
con un método para obtener antigeno a partir de células entera:¡ 
de Neisseria gonorrhoeae desarrollado en un medio de cultivo 
liquido que comprende las etapas de (a) separar las células 
del medio de cultivo; y (b) extraer antigeno a partir de las 
células separadas con una solución alcalina acuosa de pH regu­
lado de una sal de metal alcalino que tiene un pH de aproxima­
damente 6,0 a aproximadamente 11,0, en donde la concentración 
del regulador y la sal es por lo menos 0,01 molar. El antige­
no obtenido aqui es un antigeno crudo que puede utilizarse pa­
ra preparar el reactivo de antigeno de la presente invención. 
Sin embargo, un aspecto más preferido de la presente invención 
involucra uq antígeno elaborado adiclonalmente obtenido median­
te las etapas adicionales de (c) concentración del antígeno 
extraído; (d) precipitación con ácido del antígeno concentra-
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„ do con un ácido acuoso-o una solución regulada con ácido que 
tiene un pH de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 6,0, en 
donde la concentración del ácido o regulador es de por lo me­
nos 0,01 molar; (e) solubilización del antigeno precipitado 
con ácido con una solución alcalina acuosa de pH regulado que 
tiene un pH de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 11,0, en 
donde la concentración del regulador es de por lo menos 0,01 
molar, (f) digestión del antigeno solubilizado con una enzima 
proteolítica durante aproximadamente l/4 a aproximadamente 4 hr 
desde OBC a aproximadamente 45^0, y (g) detención de la diges­
tión con enzima del antigeno.

Un aspecto aún más preferido del método para obtener 
antígeno a partir de células de Neisseria gonorrhoeae desarro­
llado en un medio de cultivo liquido comprende las etapas de
(a) destruir y fijar células enteras de Neisseria gonorrhoeae;
(b) separar dichas células de dicho medio de cultivo liquido;
(c) extraer antigeno a partir de dichas células con una solu­
ción 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 concentración del regulador es de aproximadamente ¡

... A,1 molar; (d) precipitar con ácido el antigeno concentrado 
con un ácido acuoso o una solución de pH regulado con ácido 
que tiene un pH de aproximadamente 2,0 a aproximadamente 4,0 
en donde la concentración de dicho ácido o regulador es de apr¡ 
ximadamente 0,1 molar; (e) solubilizar el antigeno precipita­
do con ácido con una solución alcalina acuosa de pH regulado 
que tiene un pH de aproximadamente 8,2 a aproximadamente 8,8, 
en donde la concentración del regulador es de aproximadamente 
0,05 a aproximadamente 0,1 molar; (f) digerir el antígeno so- 
l^bilizado con una enzima proteolitica durante aproximadamenr

** 7 **



te 1/4 a aproximadamente 4 hr a desde aproximadamente Ose a 
aproximadamente 45^0; y (g) detener la digestión con enzima 
del antígeno. Mediante la fijación de las células con formal- 
dehido se halló que el antigeno se volvió muy estable; podía 
mantenerse a 4SC; y permanecía totalmente activo durante perio­
dos prolongados de tiempo.

En un aspecto de la realización de la presente inven­
ción, cepas de Neisseria gonorrhoeae se desarrollan en un medí 3 
de cultivo líquido aireado durante aproximadamente 4 a 72 hr.
Las células luego se exterminan con un agente fijador. El agen­
te fijador preferido es formalina. Otros agentes fijadores apro­
piados incluyen cualquiera de aquellos agentes conocidos y co­
múnmente utilizados para fijar células o tejidos para examen 
histológico y/o microscópico. Las células de W. gonorrhoeae 
luego se retiran o se separan del medio de cultivo líquido por 
centrifugación, filtración, decantación, o cualquier otro me­
dio conocido, y el medio de cultivo es retenido. Una forma pre­
ferida de separación involucra granulación mediante centrifu­
gación.

La extracción del antígeno a partir de las células ex­
terminadas y fijadas se logra con una solución de sal alcali­
na de pH regulado en donde la concentración puede variar de 
por lo menos 0,01 molar, o mayor, para tanto el regulador al­
calino como la sal, opcionalmente 0,1 molar para el 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, ácido 
N-2-etanósulfónico), boratos, etc. La sal preferida es cloru­
ro de potasio, sin embargo, también se consideran apropiadas (
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otras sales de metales alcalinos que contienen potasio, sodio 
o litio. El pH de la solución de sal alcalina de pH regulado 
debe estar entre aproximadamente 6,0 a aproximadamente 11,0, 
Optimamente, aproximadamente 8,2-8,8, especialmente 8,2-8,5* 

Luego de la extracción del antigeno a partir de las 
células con la solución de sal alcalina acuosa de pH regulado, 
las células se separan del extractor y el extractor se concen­
tra, por ejemplo, mediante ultrafiltración, secado y/o diáli­
sis. El extractor concentrado lue^o se trata con un ácido acuo 
so o un regulador de ácido para precipitar el sntigeno. El an­
tigeno puede precipitarse con un ácido acuoso tal como ácido 
clorhídrico 1N o con un regulador de ácido acuoso a un pH de 
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 6,0, óptimamente aproxi­
madamente un pH de 2,0 a aproximadamente 4,0, especialmente 
un pH de aproximadamente 3,6. La concentración molar del regu­
lador de ácido puede variar de aproximadamente 0,01 molar a 
aproximadamente 1,0 molar, óptimamente aproximadamente 0,1 mo­
lar. Reguladores de ácido apropiados incluyen por ejemplo, ace 

 ̂ .tato, Hcllvanine, barbitol-acetato, etc. El regulador de ácis- 
do preferido es regulador de acetato de sodio-ácido acético.
¡̂1 antigeno precipitado con ácido luego se separa del ácido, 
o regulador de ácido mediante, por ejemplo, centrifugación, 
se lava una* o más veces con ácido o regulador de ácido y el 
antigeno precipitado con ácido se solubiliza en una solución 
alcalina acuosa de pH regulado que tiene un pH de aproximada­
mente 6,0 a aproximadamente 11,0, opcionalmente un pH de 8,2- 
8,8, 'especialmente un pH de aproximadamente 8,2-8,5. La concenj- 
tración molar de este regulador puede variar de aproximadamen­
te 0,01 molar a aproximadamente 1,0 molar; óptimamente aproxi­
madamente 0,05 molar a aproximadamente 0,1 molar. Como en la
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etapa de extracción, reguladores alcalinos apropiados incluyen, 
por ejemplo, fosfato de sodio o potasio, tris(hidroximetil)am:.- 
nometano, Hepes (N-2-hitiroximetilpiperacina, ácido N-2-etanosu^.- 
fónico), boratos, etc. El regulador preferido es una mezcla 
de ácido clorhídrico 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.

La digestión del antigeno se logra con las enzimas 
proteolíticas tales como las proteinasas, por ejemplo, pepsin^ 
tripsina, quimotripsina, papaina, quimopapaína, etc. La enzi­
ma preferida es pepsina. No hay ningún límite superior para ¿ *
la concentración de la enzima fuera de aquella dictada por la 
práctica. El límite inferior para la enzima debe ser aproxima-{- 
damente 0,01 molar por unidades OD de antigeno a 280 nm. Las 
gamas de tiempo y temperatura para la digestión pueden variar 
de aproximadamente 1/4 a aproximadamente 4 hr a desde aproxi­
madamente OSO a aproximadamente 45^C. El tiempo y la tempera­
tura preferidos para pepsina es de aproximadamente 1 1/4 hr 

„ a aproximadamente 37sC. Si es necesario y/o apropiado se regu-j- 
la el pH del antigeno solubilizado alcalino, para la enzima 
^particular utilizada para la digestión. Por ejemplo, para di-/ 
gestión con pepsina, el antigeno solubilizado se regula en el 
lado ácido, es decir, entre aproximadamente 1,0 a aproximada­
mente 6 de pH, preferiblemente aproximadamente un pH de 3,2. 
Para detener la digestión, el pH de la pepsina se devuelve al 
lado alcalino, es decir, a un pH de aproximadamente 6,0 a apro­
ximadamente 11,0, particularmente un pH de 8,2 a 8,8. Con otr^s 
enzimas, la digestión a ser detenida es afectada por venenos 
de enzima tales como mercurio y cianuro, si la regulación del 
pH no es apropiada.t
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la presente invención también se relaciona especifi-r 

camente con el aspecto de obtener antigeno de Neisseria gonor: *hoeae 
a partir del medio de cultivo liquido en donde se desarrolla­
ron células de N. gonorrhoeae que comprende las etapas de (a) 
separar las células del medio; y (b) concentrar el medio. El 
antigeno obtenido aquí es un antigeno crudo que puede utiliza: 
se para preparar el reactivo de antigeno de la presente inven­
ción. Sin embargo, un aspecto más preferido de la presente in ­
vención involucra un antigeno adicionalmente elaborado obteni-r 
do mediante las etapas adicionales de (c) precipitar con áci­
do^ el antigeno a partir del medio con un ácido acuoso o una 
solución regulada con ácido que tiene un pH de aproximadamen­
te 1,0 a aproximadamente 6,0, en donde la concentración del . 
ácido o regulador es de por lo menos 0,01 molar; (d) solubili-r 
zar el antigeno precipitado con ácido con una solución alcal'it- 
na acuosa de pH regulado que tiene un pH de aproximadamente 
6,0 a 11,0, en donde la concentración del regulador es de por 
lo menos 0,01 molar; (e) digerir el antigeno solubilizado con 

 ̂ . una enzima proteolítica durante aproximadamente 1/4 a aproxi­
madamente 4 hr a desde aproximadamente OSC a aproximadamente 
.̂ 45-C; y (f) detener la digestión con enzima del antigeno.

Un aspecto aún más preferido del método para obtener 
antigeno a partir del medio de cultivo líquido en donde fueron 
desarrolladas células de Neisseria gonorrhoeae comprende las 
etapas de (a) separar las células del medio; (b) concentrar 
el medio; (c) precipitar con ácido el antígeno a partir del 
medi¿ con un ácido acuoso o solución regulada con ácido que 
tiene un pH de aproximadamente 2,0 a aproximadamente 4,0 en 
donde la concentración del ácido o regulador es de aproximada­
mente 0,1 molar; (d) extraer el antigeno a partir del precipi--30
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tado de ácido con una solución alcalina acuosa de pH regulado 
de sal de metal alcalino o una solución alcalina acuosa de pH 
regulado que tiene un pH de aproximadamente 8,2 a aproximada­
mente 8,8 en donde la concentración del regulador es de apro­
ximadamente 0,1 molar y aquella de la sal es de aproximadamen­
te 1,0 molar; (e) repetir la etapa (c); (f) solubilizar el an­
tigeno precipitado con ácido con una solución alcalina acuosa 
de pH regulado que tiene un pH de aproximadamente 8,2 a apro­
ximadamente 8,8 en donde la concentración del regulador es de 
aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,1 molar; (g) digerir 
el antigeno solubilizado con una enzima proteolitica durantet *
aproximadamente l/ hr a aproximadamente 4 hr a desde aproxi­
madamente OSC a aproximadamente 45^0; y (h) detener la diges­
tión con enzima del antigeno.

Durante la obtención 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 ul- 
trafiltración, secado o diálisis. Si se seca, el concentrado 
se rehidrata en un regulador de ácido acuoso que tiene un pH 

' de aproximadamente 1,0 a 6,0, óptimamente aproximadamente un 
pH 2,0-4,0, preferiblemente un pH de aproximadamente 3,6. Él 
antigeno obtenido aquí es utilizable o puede purificarse adi­
cionalmente. Para hacerlo, el material insoluble se separa de!, 
liquido y se lava varias veces con el regulador de ácido, para 
eliminar material soluble. El sedimento se suspende en el re­
gulador de ácido y el sedimento se elimina por centrifugación, 
filtración o por otros métodos aceptables. El sedimento se d i ­
suelve en un regulador alcalino, de pH de 11,0, preferiblemen-- 
te de pH de 8,2-8,8. La digestión con enzima se efectúa como
se describe aquí. Si no se seca, el material se dializa exhaun- 
*



divamente contra solución salina (0,001 a 3H, preferiblemente 
.0,15M). Este material puede utilizarse como el antigeno o pue­
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de purificarse adicionalmente. Para hacerlo, el pH se regula 
a 4,8-5,5 con un ácido, preferiblemente clorhídrico. El preci­
pitado se descarta y el fluido sobrenadante.se regula a un pH 
de 3,6. El precipitado se separa y se lava con un regulador 
de ácido, de un pH de aproximadamente 3)5* El precipitado se 
disuelve en un regulador alcalino de pH 6,0 a 11,0, preferible­
mente pH de 8,2-8,8. La digestión con enzima se efectúa como 
se describe aquí. Reguladores alcalinos y de ácido apropiados 
son aquellos mencionados anteriormente aquí.S *

La presente invención contempla específicamente el a¿- 
tígeno extraído como se describió anteriormente aquí. Cualquiera 
de los antigenos obtenidos anteriormente aquí a partir de ya - 
sea células o el medio de cultivo en donde se desarrollaron 
pueden utilizarse solos o recolectados para formar la prepara-- 
ción reactiva de antigeno de la presente invención.

En un aspecto adiconal, la presente invención se re- 
 ̂ laciona específicamente con un método para preparar un reactive - 
de antigeno que es especifico para la detección de infección*
 ̂c,on Neisseria gonorrhoeae que comprende: (a) adsorber el antí- 
geno(s) así obtenido anteriormente aquí en partículas de coles- 
terol-lecitina; y (b) secar las partículas de antígeno-coles- 

* terol-lecitina asi obtenidas con un colorante soluble en lipi- 
dos. La cantidad de antigeno empleada para formar el reactivo 
de antígeno puede variar de aproximadamente 0,01 a aproximada­
mente *4,0 O.D. (280 nm), la cantidad del colesterol de aproxi­
madamente 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 lipidos utilizada para formar eli
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reactivo de antigeno puede variar de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 100 mg por ciento. Colorantes representativos 
incluyen, por ejemplo, negro de Sudan B; castaEo básico; vio­
leta Amethyst; azul Nilo A; azocarmina G; y mezclas de los mis-L 
mos. Los colorantes y sus mezclas se presentan en el novedoso 
reactivo de antigeno en combinación con solventes, reguladores 
de pH, etc., de una manera que ya es conocida en el arte. Esto:: 
solventes, reguladores de pH, etc., en si no forman parte de 
la presente invención y son utilizados como se describe en sis? 
temas conocidos de antigeno.

Los dos componentes del novedoso reactivo de antigeno, ̂*
es decir, el complejo de antígeno-colesterol-lecitina y colo­
rante, se emplean en concentraciones que varían de aproximada-

t
mente 0,1 mg por ciento a aproximadamente 1 mg por ciento, en 
peso del antigeno y de aproximadamente 1 mg por ciento a apro­
ximadamente 100 mg por ciento, en peso, del colorante, inclu­
yendo dichos pesos en base al peso total de la mezcla resultan­
te solventes, por ejemplo, agua, alcohol, etc., y regulador - 
de pH.

A

En la preparación de las particulas o mezclas de col^s 
terol-lecitina, colesterol libre de cenizas comercialmente ase­
quible se disuelve en alcohol absoluto (graduación de 200). 
Generalmente se disuelve suficiente colesterol libre de ceni­
zas en alcohol absoluto para preparar una solución de 1,2%.
Se solubiliza en alcohol absoluto lecitina comercialmente ase­
quible de huevo, carne o vegetales, tal como lecitina de soja. 
Los dos constituyentes luego se mezclan con alcohol absoluto 
en una relación para producir una concentración final de coles­
terol de aproximadamente 0,7 a 1,1%; preferiblemente aproxima­
damente 0,9%) y una concentración de lecitina de aproximada-

t



mente 0,10 a aproximadamente 2,0%, preferiblemente aproximada­
mente 0,22%.

La cantidad óptima de lecitina para la suspensión de 
antigeno se determina mediante incrementos sucesivos de leci­
tina en colesterol al 0,9%. Se preparan suspensiones de anti­
geno con cada una de las mezclas de colesterol-lecitina median­
te el procedimiento descripto anteriormente. Para preparar el 
antigeno se utiliza la relación de lecitina a colesterol a 0,9% 
que proporciona reactividad óptima a sueros de individuos cul­
turalmente positivos y de individuos presuntamente no infecta­
dos .
¿ *

El antigeno extraído como se describió anteriormente 
aqui se coloca en un recipiente y se agregan las partículas 
de colesterol-lecitina preparadas como se indicó anteriormen­
te aqui. La botella se agita y la mezcla se deja reposar duran­
te por lo menos 5 min. La materia en particulas se separa por 
centrifugación y se vuelve a suspender en un medio de suspen­
sión USR. La suspensión luego se colorea con colorantes solu­
bles en lipidos deseados o mezclas de los mismos. La presente 
invención contempla específicamente el reactivo de antigeno 
preparado como se describió anteriormente aquí.

En otro aspecto, la presente invención se relaciona 
con un método para llevar a cabo un ensayo de aglutinación para 
infecciones con N. gonorrhoeae que comprende mezclar un suero 
. de ensayo con el reactivo de antigeno preparado anteriormente 
aquí. Y, en un aspecto aún más especifico, la presente inven­
ción áe relaciona con un método para llevar a cabo un ensayo 
de aglutinación para infecciones de Neisseria gonorrhoeae uti­
lizando una ficha de ensayo que tiene sobre la misma una man­
cha de ensayo, tal como un área delineada por un circulo, adap--

-  15 -
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tada para recibir una muestra de ensayo y el reactivo de anti 
geno preparado como se describid anteriormente aquí, compren­
diendo dicho método poner en contacto dicha mancha de ensayo 
con (a) un suero de ensayo y (b) un reactivo de antigeno pre­
parado como se describid anteriormente aquí.

El ensayo que utiliza el reactivo de antigeno de la 
presente invencidn involucra preferiblemente el uso de una fie 
de ensayo. La ficha de ensayo debe ser uniforme de manera de 
hacer fácilmente discemible los resultados del ensayo. Si bie 
se ha indicado previamente en el arte anterior que la superfi­
cie debe ser humedecible, se ha hallado que esto no es el ca- 
so y meramente se prefiere una superficie humedecible. La fi­
cha puede estar compuesta de papel bien prensado o cartdn y 
puede ser absorbible, sin embargo, sólo se prefieren pequeños 
grados de absorbabilidad. Un aspecto del nuevo reactivo de an­
tigeno es que el ensayo puede leerse si la mancha está ya sea 
húmeda o seca y por lo tanto los resultados pueden verificar­
se más rápidamente que cuando se utilizan otras técnicas. La 

 ̂ ficha también puede ser un laminado de papel o una base de caij- 
tén que tiene un material permeable al agua o impermeable al

ha

n

.< Aagua recubierto sobre el mismo, tal como polietileno. El papel
en si o el recubrimiento, sin embargo, debe ser de un color 
que contrasta con relacién al color del colorante empleado en 
el ensayo. Básicamente, puede utilizarse cualquier ficha simi­
lar en construcción y composición a la que se dá a conocer en 
la patente estadounidense NS 3.074.853-

' Al llevar a cabo el ensayo que utiliza la ficha de e 
sayo, se dispersa aproximadamente 0,05 mi de suero que ha si­
do calentado a aproximadamente 62-63^0 durante aproximadamen­
te 1/2 hr y aproximadamente 1/60 mi de reactivo de antigeno 
(

o-
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dentro de los confines de un circulo (por ejemplo aproximada­
mente 18 mm) impreso sobre una ficha recubierta plástica comeij- 
cialmente asequible. La ficha se hace girar en un rotator me­
cánico entre 4 y 20 min a 80-180.rpm. Sin embargo, puede ser 
efectiva una agitación manual. La ficha se examina con relación 
a la presencia o ausencia de aglutinación característica.

En otro aspecto especifico, la presente invención se 
relaciona con un conjunto o unidad para llevar a cabo un ensa 
yo de aglutinación para infección de Neisseria gonorrhoeae que 
comprende principalmente por lo menos una ficha de ensayo que 
t,iene sobre la misma una pluralidad de manchas de ensayo, tal 
como áreas delineadas por un circulo, adaptada para recibir 
el reactivo de antigeno y los sueros de control; un recipien­
te de reactivo de antigeno preparado como se describió anteric 
mente aquí; un recipiente de suero 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 

. caucho, etc.
En un aspecto aún adicional, la presente invención .

^e relaciona con el uso del antigeno extraído como un agente in­
munizante. Como se indicó aquí, ensayos en animales de sangre 
caliente han demostrado que antigeno de Neisseria gonorrhoeae

r-

digerido con enzima obtenido como se describió aquí produce 
anticuerpos al antigeno en animales de sangre caliente y por 
lo tanto apunta hacia el uso potencial del antigeno como un 
agente inmunizante en humanos. Por lo tanto, la presente invec­
ción incluye un método para inmunizar un ser humano contra in­
fección de Neisseria gonorrhoeae que comprende administrar a
un ser humano una cantidad inmunológicamente efectiva de un *



.antlgeno preparado como se describid aquí. La administración 
puede ser parenteral. La presente invención también se relacio­
na con un método para producir respuesta en animales de sangre 
caliente al antigeno preparado aquí mediante inoculación de 
un animal de sangre caliente con dicho antigeno.

Los siguientes ejemplos servirán para ilustrar la pre­
sente invención con más detalle.

Ejemplo 1
Preparación de antigeno de Neisseria Gonorrhoeae a partir de 
células y medio._____________________________________________

Un cultivo de semilla de cepa B370 de Neisseria gonoirhoea 
depositada en American Type Culture Collection, número de ac­
ceso 21824* se inicia a partir de una alicuota liofilizada.
Luego de rehidratar con agua destilada estéril, el fluido se 
transforma en ágar de eugon de chocolate y se incuba en un ja­
rro de extracción a 3690 durante 24 hr. Se inocula en volumen 
de 2 lt de medio de peptona y se coloca en un agitador a 100 
rpm en un ambiente caliente a 3690. Se utilizan 1300 mi de me- ] 
dio de peptona liquido para inocular el fermentador (capacidad- -* 
de 30 lt). Todos los ingredientes del medio se esterilizan en 

., êL, fermentador excepto glucosa que se agrega separadamente.
Luego de aproximadamente 24 hr el cultivo se destruye y se fi­
ja mediante la adición de formaldehido hasta una concentración 
final de 2% (v/v).

Las células se separan del fluido de cultivo mediante 
centrifugación y el fluido sobrenadante se salva. Las células 
se extraen con 10 volúmenes (p/v) de KC1 1,0 M en NagHPO^ 0,1 N, 
pH 8,8, durante la noche a 4^0 y las células se separan por 
centrifugación. El material extractor se reduce, aproximadamen­
tê  100 X mediante ultrafiltración, y luego hasta sequedad apa-

-  18 -
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rente por diálisis contra polietilenglicol 6000. Las bolsas 
de diálisis se lavan detenidamente y se colocan en un regula­
dor de pH de acetato de sodio-ácido acético 0,1 molar, pH 3,6, 
para rehidratar y precipitar el antigeno. Luego de centrifuga­
ción el antigeno precipitado con ácido se solubiliza en regu­
lador de tris(hidroximetil)aminometano 0,05 M, pH 8,5.

Luego de concentrar aproximadamente 70 X mediante ultra- 
filtración, el sobrenadante del cultivo se dializa hasta seque­
dad, utilizando polietilenglicol 6000. Los tubos de diálisis 
se colocan en varios cambios de regulador de acetato de sodio-
ácido acético 0,1 M para parcialmente rehidratar los contení- ¿ *
dos y para precipitar el antigeno. El sedimento se elimina por 
centrifugación y se extrae el gránulo con 10 volúmenes de KOI 
1M que contiene NagHPO^ 0,1 M (pH 8,8). El sobrenadante se aci­
difica con HC1 hasta un pH de 3,6 y el antígeno precipitado 
con ácido se separa por centrifugación. Solubilización del an­
tigeno se logra utilizando regulador de tris(hidroximetil)ami- 
nometano 0,1 M, pH 8,5*

El antigeno(s) tris solubilizado extraído de las céla­
las y el sobrenadante del cultivo se combinan y se someten a
digestión con pepsina. El pH de la solución de antigeno.se re­
duce a pH 3,2 mediante la adición de HC1 12 N. Luego se agre­
gan 10 mg de pepsina (en ácido acético 0,2 M a 1 mg/ml) a 56 mi. 
de antigeno (36 unidades OD de 280 nm) y se incuba a 363 duran­
te 1-1/4 hr. La reacción se termina por la adición de NaOH 10 h 
hasta que el pH es de 8,5* Siguiendo la inactivación de la pep­
sina, ?el antigeno(s) digerido se diluye 1:1 con regulador de 
tri(hidroximetil)aminometano 0,05 M, pH 8,5* El antigeno pre­
parado como se describió está listo para ser usado en la pre­
paración dei reactivo de antigeno.
t
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Ejemplo 2
Preparación de antigeno de Neisseria gonorrhoeae a partir del 
medio.

5.

10.

15.

20.

25.

30.

Las células fijadas con formalina se retiran del fluji.- 
do del cultivo mediante centrifugación, 50 It de sobrenadante 
se concentran 100 veces utilizando ultrafiltración. El concen­
trado se dializa contra solución salina al 0,85% y el volumen 
se restaura a 500 mi mediante ultrafiltración. El pH se rego­
la a 5,2 y el precipitado se elimina por centrifugación. El 
sobrenadante se regula a pH 3,8 y el precipitado se elimina 
por centrifugación. El precipitado se resuspende en 100 mi de
regulador de tris(hidroximetil)aminometano, pH 8,5.

Ejemplo 3
Preparación in vitro de reactivo de antigeno de Neisseria 
Gonorrhoeae

El antigeno extraído de célula y extraído del sobre­
nadante de cultivo preparado como en el Ejemplo 1 se recoge y 
el antigeno recolectado se adsorbe en partículas de colesterolL 
lecitina de la siguiente manera.

Una solución de 130 mi de etanol absoluto que contiene
0,9% de colesterol y 0,225% de lecitina de huevo se agrega go- " A
ta a gota a 130 mi de antigeno solubilizado que gira a 160 rpm 
en un recipiente de fondo plano. La mezcla de reacción luego 
se incuba a temperatura ambiente durante 15 min. Siguiendo és­
to el conjunto se granula por centrifugación a 3.000 x g duran­
te 1/2 hr a 43. El conjunto se suspende en 1040 mi de regula­
dor dé pH USR y se agrega 4,55 mi de colorante de negro de Su­
dan B (10 mg/nl en etanol absoluto) mientras se agita en un 
agitador magnético. El conjunto de antigeno coloreado se alma­
cena en una'botella de vidrio taponada a 43. El reactivo de 
(



antigeno preparado precedentemente está listo para uso en el
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5.

10.

15.

20.

25.

30 *

ensayo in vitro.
Ejemplo 4

Ensayo in vitro para la detección de anticuerpo a Neisseria 
Gohorrhoeae

El ensayo se realiza en suero que ha sido calentado 
a 62-63SC durante 1/2 hr. Cinco centésimas (0,05 mi) de suero 
y 1/60 mi de reactivo de antigeno preparado como en el Ejemplo 
2 se dispersa dentro de confines de un circulo de un diámetro 
de 18 mm en una ficha de ensayo blanca comercialmente asequi­
ble. La ficha se coloca en un rotator clínico durante 8 min ¿ *
a 130 rpm. En una reacción positiva, son visibles agregados 
de azul brillante bajo un haz incidente de luz cuando están 
presentes anticuerpos al antigeno en el suero. Una reacción 
negativa es una en que el reactivo no se agrega en partículas 
discretas sino que permanece como una suspensión homogénea.

Ejemplo 5
Lo siguiente ilustra la presente invención en forma 

 ̂ , de unidad para la detección in vi tro de infección de Neisseria 
gonorrhoeae. La unidad contiene 500 determinaciones.
Cada unidad contiene:

1 Reactivo de antigeno, 10 mi.
1 Suero de control reactivo, 1 mi.

t

1 Suero de control débilmente reactivo, 1 mi.
1 Suero de control no reactivo, 1 mi.
35' Fichas de ensayo.

? 500 Tubos de muestra.
Materiales necesarios para realizar el ensayo se in­

cluyen como elementos desechables en la unidad que está diseñaj-
da para utilizar un mínimo de espacio. Los elementos que requit 3-
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ren refrigeración pueden separarse de aquellos que pueden al 
macenarse a temperatura ambiente. Un rotator'mecánico (regula­
ble a 130 rpm) y una buena fuente de luz son piezas de equipo 
que deben ser suministradas por el laboratorio. La refrigera­
ción del reactivo de antigeno es sugerida. Se halló una vida 
de almacenamiento de más de 6 meses cuando el antigeno se al­
macenó a 2-10eC. Exposición del antígeno a luz solar brillan­
te debe evitarse. El antigeno debe dejarse calentar a tempera­
tura ambiente (22,2-25,6$C) antes de usarse. El antigeno uti­
lizado inmediatamente después de su separación del refrigera­
dor puede no ser tan sensible como un antigeno apropiadamente 
calentado. Al completarse los ensayos diarios, se coloca la 
tapa especial sobre el extremo de la aguja suministradora. Se 
coloca la botella taponada en el refrigerador.
Botella de reactivo de antígeno

Para abrir la botella de reactivo de antigeno, se 
dobla la tapa en la dirección de la flecha. Esto libera una e-¿ú 
ja cargada a resorte que perfora el diafragma. El sistema sumj 

.nistrador de antígeno está entonces listo para uso como se des­
cribió anteriormente aqui.

., -Fichas
Las fichas utilizadas en el ensayo tienen un recubri 

miento especial que permite que la mezcla de antigeno-suero seja 
fácilmente dispersada sobre el área de ensayo. Las fichas de­
ben manipularse cerca de los bordes de manera que los dedos 
no toquen las áreas de ensayo dado que el aceite de los dedos 
puedJ provocar la dispersión inadecuada del ensayo dentro de 
esta área.
Tubos de muestra

Los tubos de muestra son utilizados para transferir
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suero cuando se realiza el ensayo de clasificación. El tubo
esté diseñado para suministrar aproximadamente 0,05 mi Re suero, 
Un tubo de muestra no utilizado debe emplearse para cada mues­
tra de ensayo.
Rotator mecánico

Un rotator utilizado para el ensayo de platina VDRL 
es satisfactorio para uso en este ensayo si la velocidad puedr 
regularse a 130 rpm (Requerimientos de operación: Plataforma 
para circunscribir un circulo de 19 mm de diámetro en un pla­
no horizontal).
Fuente de luz para ensayos de lectura

Es satisfactoria una luz, tal como una lámpara de es­
critorio fluorescente con dos lámparas de 15 watt o una luz 
de elevada intensidad. La mayoría de las reacciones son visibles 
con la luz disponible en un laboratorio adecuadamente ilumina­
do. Sin embargo, pueden perderse reacciones marginales si no 
se utiliza una luz adecuada.
Sueros de control

Se recomienda que los sueros de control se utilicen 
para ensayar la reactividad del antigeno. Los sueros son: 

Designación Reactividad
NR No reactivo
DR Débilmente reactivo
FR Fuertemente reactivo

Suero

.i

Se recoge sangre por perforación de vena en tubos 
limpios secos y se deja coagular. Si es necesario, se centri­
fuga las muestras con fuerza suficiente para sedimentar los 
elementos celulares. Se elimina el suero del coágulo y se co­
loca en un tubo limpio y seco. Justo antes de ensayar, se ca-t
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5.

10.

15.

20 *

25.

lienta a 62-63SC durante 1/2 hr.
Procedimiento de ensayo

1. Se mantiene el tubo de muestra plástico entre el 
dedo pulgar y el dedo índice cerca del extremo sellado. Se com- 
prime el tubo y se inserta el extremo abierto en la muestra
y se libera la presión de los dedos para extraer la muestra,* 
siendo cuidadoso de no molestar el coágulo o los materiales 
sedimentados.

2. Se mantiene el tubo de muestra plástico en una po­
sición perpendicular sobre el circulo de ensayo. No se toca la 
superficie de la ficha. Se comprime el tubo de muestra y se 
deja caer una gota sobre el área de ensayo. Se descarga la mues­
tra restante nuevamente al tubo de muestra.

3. Se invierte el tubo de muestra plástico, y con el 
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 posición vertical

 ̂y se suministran 3 gotas en una esquina de la ficha. Luego se 
'coloca 1 gota de caída libre sobre cada área de ensayo. Se re­
coge el antígeno de la esquina de la ficha.*' . \

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

6. Se examina la muestra bajo luz brillante. Sueros 
fuerte y moderadamente reactivos son obvios por la presencia de 
agregados de azul brillante. Sueros mínimamente reactivos son 
detectados moviendo la gota de la muestra hacia atrás y hacia 
adelante para observar el pequeño agregado.

30
7. Se registra como:
Reactivo: Cualquier aglutinación característica d e .



minimo a fuertemente reactivo. (En comparación con sueros de
- 2 5 -

.. 5.

control).
No reactivo: Sin aglutinación o rugosidad. 

Ejemplo 6
Respuesta de anticuerpo in vivo a antigeno de Neisseria 
gonorrhoeae.______________________________

10.

15.

20.

Se trataron dos conejos por inoculación subcutánea 
con antigeno de N. gonorrhoeae digerido con enzima. El inóculo 
había sido dializado contra NaCl al 0,85% antes de su uso. 1/2 
de antigeno fué proporcionado subcutáneamente en dosis dividi­
das en diversos sitios. El animal recibió una inoculación for-

ml

talecedora. 14 días después se ensayó la inoculación final de 
sueros de los animales utilizando un antigeno de N. gonorrhoeae

—  i

digerido con enzima sobre partículas de colesterol-lecitina.
Las titulaciones variaron hasta 1:128. Este ejemplo ilustra 
la respuesta de anticuerpo in vivo al antigeno de la presente 
invención y su uso potencial como un agente inmunizante en se­
res humanos.

Descrita suficiéntemente la naturaleza del invento, 
así como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacerse 
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son sus-j- 
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren 
su principió fundamental.

!

*
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REIVINDICACIONES
1.- Procedimiento para la obtención de antigenos su­

perficiales, o asociados a membranas, a partir de cólulas en­
teras o medios de cultivo en donde se desarrollan, caracteri­
zado porque comprende: (a) destruir y fijar dichas cÓlulas;
(b) separar dichas células del medio; (c) extraer antigeno de 
dichas células o medio de cultivo con una solución alcalina 
acuosa de pH regulado de sal de metal alcalino que tiene un pH 
de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 11,0, en donde la con­
centración de dicho regulador de pH y sal es de por lo menos 
0,01 molas; (d) concentrar dicho antígeno; (e) precipitar con 
ácido dicho antigeno concentrado con un ácido acuoso o una so­
lución de regulador de ácido que tiene un pH de aproximadamente 
1,0 a aproximadamente 6,0, en donde la concentración de dicho 
ácido o regulador es de por lo menos 0,01 molar; (f) solubi- 
licar dicho antigeno precipitado con ácido con una solución 
alcalina acuosa de pH regulado que tiene un pH de aproximada­
mente 6,0 a aproximadamente 11,0, en donde la concentración 
de dicho regulador es de por lo menos 0,01 molar y, si se de­
sea, digerir el antigeno solubilizado con una enzima proteoli-
tica durante aproximadamente 1/4 hr a aproximadamente 4 hr entre
aproximadamente OSC y aproximadamente 45SC; y detener la di­
gestión con enzima del antigeno.

2.- Procedimiento para la obtención de antigenos 
superficiales, a partir de Neisseria gonorrhoeae, caracterizada 
porque comprende las etapas de:

: a) desarrollar células completas de Neisseria gohorr-
oeae en un medio líquido durante un periodo que no exceda de 

72 horas;
b') destruir y fijar dichas células;
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c) separar dichas células del medio;
d) concentrar dicho medio que contiene el antigen por 

ultrafiltración, secado o dialixis;
e) precipitar con ácido dicho antigen concentrado a 

partir del medio con un ácido acuoso o una solución tampón áci- 
da que tiene su pH comprendido entre 1,0 y 6,0 aproximadamente, 
donde la concentración del ácido o de la solución tampón es de 
0,01 molar como mínimo;

f) solubilizar el antigen a partir del precipitado 
con ácido, con solución acuosa de sal o metal alcalino, tampo- 
nada con alcalí que tiene un pH comprendido entre 6,0 y 11,0t *
aproximadamente, donde la concentración del tampón y de sal 
es de 0,01 molar como mínimo;

g) digerir el antigen solubilizado con una enzima 
proteolítica durante aproximadamente un cuarto de hora a cuatrb 
horas aproximadamente y a una temperatura comprendida entre Osp 
y 459C aproximadamente;

h) detener la digestión con enzima del antigen.
 ̂ 3.- Procedimiento según la reivindicación 2, carac­
terizado porque trás la destrucción y fijación de dichas célu­
las, pero antes de separar las células del medio, se agrega 
una solución acuosa de una sal de metal alcalino tamponada con 
alcalí que tiene un pH comprendido entre aproximadamente 6,0 
y 11,0, siendo la concentración de dicho tampón y de dicha 
sal de 0,01 molar como mínimo, para eliminar cualquier antigen 
superficial residual de las células completas.
/  ! 4*- Procedimiento según la reivindicación 1 ó 2, ca-

^ racterizado porque para preparar la detección de infección, 
comprende: (a) adsorber el antigeno de la reivindicación 1, 
en partículas de colesterol-lecitina; y (b) secar el comple-



jo de antigeno-colesterol-lecitina con un colorante soluble
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5.

en lipidos.
5.- Procedimiento para la obtención de antigenos 

superficiales, tal y como queda sustancialmente descrito en 
la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 28 hojas escritas a máquina 
por una sola cara.

*5 H3. <978Madrid,
AMERICAN CYANAMID COMPANY.
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