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‘deteccibn de antigenos—-anticuerpos. Se utiliza glioxal como

REF.: ORD 7

RESUMﬁN DE LA INVENCION

Se describe un procedimiento de doble tratamiento con
aldehidosde eritrocitos. Los eritrocitos de diversos origenes
pueden ser tratados en un procedimiento en dos etapas péra

hacerlos estables y posteriormente fitiles en los sistemas de

primer medio de tratamiento, seguido de una segunda etapa de
tratamiento utilizando formaldehido o glioxal como fijador
El glioxal se utiliza en la primera etapa en proporciones
que oscilan entre 0,1 y 0,4 g por cada 0,8 ml de Voiumen Ce-
lular Compacto de eritrocitos, seguido de la segunda etapa
de tratamiento, en la que se utiliza como minimo 0,1 g de
formaldehido o glioxal y preferiblemente de 0,1 a 0,6 g por
cada 0,8 ml de Volumen Celular Compacto de eritrocitos tra-
tados. El medio de reaccidn es préfériblemente acuoso hiper-
ténico y todavia mejor es un medio de citrato sbdicc. Las cé-
lulas tratadas puéden ser utilizadas en la deteccidr del anti
geno asociado con la hepatitis, en un ensayo de remoeglutina-
cidén pasiva inverso. . E

Esta invencidén se refiere al tratamiento de matériales
celu;ares biolbgicos y méds especilalmente al tratamientc de
los eritrocitos. Espécificamente,'se refiere a la fijacidn
de eritrocitos utilizando una técica de revestimiento en dos
etapas consecutivas en la que intervienen ciertos materiales

aldehidicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
En el campo de la diagnosis mééica, muy frecuentemente
conviene utilizar eritrocitos que ayudan a detectar antigenos
© anticuerpos en un humor ensayado. El éritrocito en este ca-

80 se utiliza como particula portadora de un antigeno o anti
. v
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" cuerpo unido a ella. Como es sabido, cuando se pone en con-
cifico de ese material, tiene lugar una reaccidn antigeno-

visiblemente, formando un complejo antigeno-anticuerpo que

'jos). Los eritrocitos son un componente muy fr&gil y delica-

tacto un material antigénico con un anticuerpq que es espe-

(0]

anticuerpo. En algunos sistemas, esta reaccidn es perceptibl
puede ser distinguido a simple vista o con ayuda de un equi

po visual de laboratorio. En otros casos, sin embargo, aunqug
se produce una reaccién antigeno-anticuerpo, el producto de

reaccidn no es discernible a simple vista ni con ayuda de -

Ul

equipo auxiliar a cualquier nivel conveniente. En situacione
como &stas, es muy @Gtil proporcionar un medio en partfculas

como vehiéulo del antigeno o del anticuerpo de manera que

la subsiguiente reaccibn con el correspondiente formador de

complejo pueda ser observada visualmente debido a que se prot
duce el arracimamiento o aglutinaEiGn de las particulas.

Se han utilizado diversos materiales en partfculas co-
mo base a la'querfijar el antigeno o el anticuerpo para su
posterior reacc%@n, tale§'como particulas de litex como es-
tireno, butadieno, polimeros'acrilicos y diversas c@lulas de

la sangre como eritrocitos humanos y animales (glébulos ro-

do de la sangre, constituyendo el medio b&sico sobre el que
sgn transportados los antigenos a través del sistema del
huésped. Por-ejemplo, se sabe que los gldbulos rojos humanos
son portadores de una amplia variedad de diversos antigenos,
cuya naturaleza y composicién da lugar a una huella que es
itil para determinar qué clase de géngre podria tolerar un
receptor en una transfusidn.

Cuando se utilizan glbbulos rojos para detectar una

reaccidn antigeno-anticuerpo, la aglutinacidn resultante se
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denomina hemoaglutinacibén y cuando los gldbulos rojos se
utilizan para transportar un anticuerpo mds que un antige-
no para detectar un antigeno sospechado en.el suero del
huésped, el fendmenoc se denomina hemoaglutinacién pasiva

°
inversa.

Como ilustracién de la hemoaglutinacidn pasiva inversa
citaremos el conocido sistema de deteccibn de la presencia
del antigeno asociado a la hepatitis en el suero de un pa-
ciente. La dificultad del uso de gldbulos rojos en dicho
sistema de hemoaglutinacién, o realmente en cualquier siste-
ma de deteccidn antigeno-anticuerpo, es que los glébules ro-
jos son e#traordinariamente fréagiles, delicados e inestables|

Si los gldbulos rojos se dejan en suspensidn en un me-
dio isotdnico, se lisan dentro de unos 21 dias; Es decir,
la estructura dé soporte de los élébulos rojos comienza a

debilitarse y produce la pérdida de hemoglobiﬁa al medio.

De esta forma se produce una lisis de las células, Qaciendo
que el material sea totalmente inadecuado para'cualquier
aplicacifn en un sistema de deteccién de la aglutinacién.
Esta invencidn se refiere al tratamiento de los gldbu-
los rojos para aumentar su estabilidad y permitir su aplica-
cidén en los sistemas de deteccidén de una reaccidn antigeno-
anficuerpo. Este proceso de tratamiento de los giébulos rojod
de lé sangrerse denomina fijacidn.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La fijacidn de los eritrocitos para aumentar su esta-
bilidad es una técnica muy conocida. Naturalmente, en la se-
lecciénAdé los agenfes fijadores aprépiados, ha de ténerse
cuidado de que los fijadores no contribuyan pbr'si.mismos a

la lisis de los eritrocitos en cualquier grado intolerable o
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no ejerzan ninglin efecto perjudicial sustancial sobre los

sistemas de aglutinacidn subsiguientes. Aunque, no se com-

_tes proteicos situados en la superficie de la célula, dando

! -5 -

prende bien el fendmeno de la proteccibn celular, se cree

que el fijador produce una reaccién guimica con los componen

lugar a una célula protegida.

En la patente estadounidense 3.714.345, de 30 de Ene-
ro de 1973, los inventores déscriben un procedimiento de do-
ble tratamiento con aldehido para recubrir los eritrocitos,
utilizando aldehido pirfivico en una primera etapa del tra-
tamiento, seguido de formaldehido en una segunda etapa. El
autor afirma que esta estabilizacidn es eficaz sin altera-
cibn aparente de la capacidad de las c&lulas tratadas de
reaccionar con el antisuero’ A o antisueroB..Es decir, el autor

alega que la estabilizacidén no es efectiva para reducir este

aspecto de la antigenicidad de los gl6bulos rojos de la sangrp.

Otras publicaciones han descrito diversas técnicas de

fijacién. Por ejemplo, Ling en Brit.J.Haemat. (1961} 7, pég.|

299, describe el tratamiento de los glébulos rojos con forma
dehido, aldehido pirdvico, glioxal, dialdehido glutérico y
4cido glioxflico. El autor indica que el aldehido pirGvico
es el aldehido preferido para fijar los gldbulos rojos de
la sangre. El uso de grandes cantidades de glioxal produce
una éélula tratada que no puede ser utilizada consistente y
fiablemente como base para la unidn de las proteinas del sue
ro (tales como antigenos y anticuerpos). El autor llega a la
conclusién de que la técnica con glioxal es inadecuada. Con
las células tratadas con glioxal la estabilidad no era buena
al cabo de 6 meses al contrario de lo gque ocurria con el

aldehido pirQvico.

0

| Land
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Los gldbulos rojos también han sido tratados con so-

luciones de peroxisales (Chem.Abstracts {1961}, pag. 27495)

y utilizados en sistemas de aglutinacién de antigenos-anti-

~ - [ S - I - o
cuerpos {(Chem. Abstracts 11561, p&g. 206

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De acuerdo con esta invencién, se ha descubierto aho-
ra que los eritrocitos pueden ser estabilizados mediante un
tratamiento en dos etapas, que consiste en poner en contac-
to las cé&lulas con una cantidad de glioxal en una primera
etapa de tratamiento, seguido de contacto de las cé&lulas
tratadas con una cantidad de formaldehido o glioxal en una
segunda etapa de trétamiento.'El glioxal es un aldehido que

puede existir en forma de mondmero, dimero, trimero o poli-

mero. El mondmero puede ser descrito estructuralmente asi:

0§ 40
- ¢ - C\\
H H

El material es un sblido y se encuentra en el mercado
en forma de trimero sblido dihidratado, con 3 moles de glio-

xal y 2 moles de agua por mol de trimero, como sigue:

e
\cl: < Nc-Hon

HOH —~HOH
\‘O”c“o/;

HOH

H
o como solucidn acuosa al 40 % (calculado sobre el peso de -

glioxal libre monomérico). El formaldehido se encuentra en
la mayoria de los casos en forma de solucidn acuosa de for-
maldehido gaseoso, que puede adquirirse en el mercado como
formalina, al 40 % en peso/volumen (40 g de formaldehido

por 100 ml de solucidn acuosa).
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direccibn de Israel Davidsohn, M.D., F.A.C.P. y John Bernard

La cantidad de glébulos rojos en cualquier voiumen de
liquido, ya précedan las células de corderos, pavos, conejos
seres humanos o cualquier otro animal, se expresa convenien-
temente en funcidn del volumen que ocupan. Una ﬁédida'ﬁtil
de la cantidad de gl&bulos rojos de la sangre en cuaquier
suspensién liguida de estas células es el volumen de célu-
las expresado como porcentaje del volumen total dé la sus-
pensién liquida en una muestra dada. Este parémetro es de-
nominado hematbcrito o volumen celular compacte y da una in-
dicacién fiable de los gldbulos rojos ya que proporcicna un
denominador com@in para designar los vol@menes. El hematdcri-
to es un éarémetro determinado por un método normalizado y
se expresa como un porcentaje. Asi, un hematdcrito del 40 %
significa que los glébulos rojos de la sangre en 100 ml de
una suspensidn liquida de glébulés rojos ocupan 40 ml. Es
decir, el volumen celular compacto es de 40 ml. Por lo tan-
to, puede verse que si se duplica el volumen ae la suspen-
sién liqgida; mientras que el volﬁmen de los glébulés rojos
en esta suspensidn permanece igual, el hematdcrito serd la
mitad del original, es decir, 20 % en el caso del ejemplo
dado anteriormente. -

El hematbcrito se determina convencionalmente utilizan
do el macromdtodo normalizado de laboratorio de Wintrobe,

descrito en Clinical Diagnosis By Laboratory Methods, 14 edi

cidén, W.B. Saunders Company (Publishers), editado bajo la

Henry, M.D. En la péé. 146 de esa obra de referencia, el ma-

crométodo estid descrito como sigue:
"EQUIPO. El tubo hematécrito Wintrobe es un tubo de

vidrio de paredes gruesas con, un diémetro interno uniforme
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y un fondo plano. Estd graduado en milimetros desde 0 hasta
105 y dispone de un tapdn de goma para evitar la evaporacidn
&nﬁnuaeilargo periodo de centrifugacidn.

De las diversas formas de pipetas de llenado existen-
tes, uﬁa jeringa de 2 ml con una aguja suficientemente lar-
ga para llegar al fondo del tubo hematdcrito es probablemen-
te tan buena como cualquiera y bastante préctica.

El fequisito esencial de una centrifuga es gue genere
un campo centrifugo no inferior a 2500 G en el fondo de la
vasija”.

"REACTIVO. Como anticoagulante, es satisfactorio la
heparina éeca, el oxalato equilibrado o el EDTA. Si se intro
duce en el tubo una cantidad inadecuada de sangre, dando lu-~
gar a un exceso de oxalato o de EDTA, los eritrocitoc se
encogen y el hematdcrito resultard falsamente bajo".

"PROCEDIMIENTO. La sangre oxalatada o heparinizada de-
be mezclarse bien mediante no menos de 30 inversiones lentas
y completas de la yasiﬁa. No es adecuado hacer rodar el frasg|
co y todavia es peor sacudirlo debido a que pueden dafiarse
las cé&lulas", .

"Después de mezclar adecuadamente, el tubo hematdcrito
se llena utilizando la pipeta de llenado o una jeringa, pre-
feriblemente en una sola operacién. La punta de la pipeta se
introduce en el fondo del tubo. A medida que transcurre el
llenado, se eleva la puﬁta de la pipeta pero permanece por
debajo del menisco ascendente de la sangre con objeto de evi
tar la formacidn de espuma. Debe anotarse el nivel de la san
gre y taparse los tubos para evitar la evaporacidn durénte
la centrifugacidn necesaria durante 30 minutos a 2500 G“..

"La lectura se realiza sin perturbar la muestra. El re

T
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sultado se calcula a partir de la siguiente f6rmula:

Hematbcrito (&) = 100 Ly
Ly
donde L; es la altura de la columna de glébulos rojos en

mmn y Lz'gs la altura de la muestra de sangre completa (glé-
bulos ro&os y plasma). La_capa blanca grisdcea de leucoci-
tos y plaquetas por encima de los eritrocitos no se incluye
en el valor de.Ll".

De acuerdo con esta invencidn, serha encontrado que
la cantidad de glioxal y formaldehido utilizada en las eta-
pas de tratamiento puede ser relacionada convenientemente
a una unidad de la medida del hematdcrito utilizando la té&cH
nica antes descrita. Un valor hematdcrito dird al experto
en la técnica cual es el volumen compacto de glébulos rojos.
Este volumen no variard normalmente de una muestra a otra de
sangre en un grado significativo en lo que se refiere a esty
invencién,.siempre que las condiciones de centrifugacidn de
las muestras sean esencialmente equivalentes. Asi, un hematd
crito oBtenido, po; éjemplb, sobre . éritrocitos de corderd
puede ser comparadp con un hematdcrito obtenido sobre eritrg
citos de pavo o eritrocitos humanos en lo que se refiere a
la determinacién de la cantidad de fijador a utilizar en la
puesta en préctica de esta invencidn. En el sentido utiliza-
do aqhi, el valor hematbcrito significa el volumen celular
compacto de glbbulos rojbs utilizando el macrométodo de
Wintrobe, a una fuerza de 2500 G como minimo, durante 20-30
minutos. Ademds, el término "Volumen Celular Compacto" cuan-
do ée utiliza aquf significa el volumen de gldbulos rojos
obtenido bajo las condiciones anteriores, salvo indicacidn

en contrarioc en el texto.
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Un valor hematb6crito conveniente para practicar esta
invencidn es el de 8 %. Esto corresponde a 0,8 ml de volumen
celular compacto por cada 10 ml de suspensidn liquida de
gldébulos rojos. Esta concentracién da una suspensidén liquida
convenientemente manipulable de glbbulos rojos que es mucho
menos viscosa que la sangre completa pero suficientemente
concentrada para tratar cantidades importantes de células.
De acuerdo con esta invencidn, la cantidad de glioxal utili-
zada en la primera etapa del tratamiento estd comprendida
entre 0,1 y 0,4 g y preferiblemente entre 0,1 y 0,3 g de glio-
xal por cada 0,8 ml de volumen celular compacto. Lo m&s con-
veniente es suministrar la cantidad apropiada de glioxal en
forma de una solucién diluida del mismo, del orden del ). al
4 % (1-4 g de glioxal { calculado sobre el honéméro libre} di
sueltos por cada 100 ml de solucibn). Esto. se consigue adecud
damente diluyendo el glioxal comercial al 40 % hésta la con-
centracibén apropiada.

En la puesta‘en préctica del procedimiento de esta in-
vencidn, los gl6bulos rojos dé la sangre se seleccionan'de—
pendiendo en alto grado de la reaccidn antigeno-anticuerpo
subsiguiente para cuyé deteccibn serin empleados. En muchas
situaciones, son convenientes los gl6bulos humanos pero son
igﬁalménte adecuados los eritrocitos de cordero, caballo, po-
llo, pavo y conejo. El contacto de los eritrocitos con el
glioxal se realiza en presencia de un medio acuoso, que tie-
ne un grado de tonicidad esencialmente compatible con la in-
tegridad de las células; preferiblemente en un medio hipertd-
nico, tal como una solucidn de citraéo s6dico, durante perio-
dos que oscilan preferiblemente entre 18 y 24 horas. Unos pe-

riodos mds cortos 'y mis largos habitualmente no producen nin-
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adelante.

- 11—

glin beneficio adicional. La temperatura de reaccién es nor-

1%

malmente de 18-25°C, siendo preferida la temperatura ambient
La concentracidn real de citrato sbdico en el medio
final dependerd de diversos [actores tales como las dilucio-

nes del aldehido, los eritrocitos particulares utilizados y

similares. Es conveniente que el medio acuoso contenga citra:
to sb6dico (calculado sobre el dihidrato) en una proporcién
del 4,5 al 5 % en peso/volumen.

l.a primera etapa del tratamiento de esta invencidn es
un acontencimiento critico en la estabilizacidn de los eri-
trocitos. Los delicadisimos y frégiles eritrocitos no trata-
dos se cohvierten en esta etapa en una forma mis estable,
capéz de tolerar variaciones del ambiente y condiciones que
las células no tratadas no podrian soportar. A la vista de
este resultado, las condiciones dé la segunda etapa del tra~
tamiento pueden variar dentro de limites m&s amplios v mé&s

dr&sticamente que las de la primera etapa, como se verd més

Después del tratamiento de la primera etapa, las célu-
las se lavan para liberarlas de cualquier célula hemolizada
gue pudiera haberse producido, habitualmente con una solucidy
salina isoténica, y después se tratan en la segunda etapa corf
fbrma%dehido o con glioxal, a niveles de como minimo 0,1 vy
preferiblemeﬁte de 0,1 a 0,6 y todavia mejor de 0,1 a 0,3 g
por cada 0,8 ml de volumen celular compacto. Este. tratamien-
to se realiza convenientemente bajo las mismas condiciones
que el primer tratamiento con glioxal, aungque unas concentra-
ciones del segundo aldehido situadas en el extremo supérior
del intervalo dado suelen requerir unos tiempos de tratamien-

to més cortos. Una vez completado el segundo tratamiento, lag




10

15

20

25

30

~de la hepatitis, fibrinbgeno, alblimina, gammaglobulina y

rojos diferente del obtenido utilizando las condiciones de

células se lavan utilizando preferiblemente un medio de lavg-
do salino o tampdén y entonces estén dispuestas para ser re-
vestidas con antigeno o anticuerpo para 'su posterior uso en
un sistema de deteccidn.

Las células tratadas de acuerdo con esta invencin
han conservado su estabilidad a 5°C durante mds de 8 meses,
no han presentado ningln indicio de hemolisis y son adecua-
das para el revestimiento con antigenos o anticuerpos. Esto
contrasta con la situacidn obtenida con las células no tra-
tadas, donde la hemolisis comienza casi inmediatamente y
habitualmente es completa en unos 21 dias.

Adeﬁés, las células tratadas conservan su capacidad
de ser revestidas con anticuerpos o antigenos y reaccionan
especificamente. Por ejemplo, el anticuerpo o el antigeno
puede ser unido a la célula tratéda de acuerdo con técnicas
muy conocidas. Pueden utilizarse diversos antigenos y anti-
cuerpos como gonédatropina coriénica humana, anticuerpo
similares. !
- Las condiciones antes establecidas para determinar el
hematbcrito fueron presentadas para

a) dar una norma para todas las fuentes de glébulos
rdjos,y

b) utilizar los procedimientos de laboratorio mis co-
mGnmente encontrados. Si se emplean condiciones de determinal
cidn diferentes o si se utilizan contadores electrdnicos

de células, que resultan en un volumen compacto de gldbulos

Wintrobe antes citadas, debe establecerse una relacibén entre

este volumen compacto de gldbulos rojos y el hematécrito ob-




10

15

20

25

30

; ' - 13-

tenido en las condiciones de Wintrobe prescritas para calcu-]
lar la cantidad de fijadores a utilizar aqui;%

Los tampoénes o diluyentes aqui utilizados pueden ser
cualguiera de los materiales bi
malmente_empleédos en este campo, que son esencialmente com-
patibles con la integridad de las células. El término "biol§
gicamente adecuados" significa compatibilidad con los anti-
genos o anticuerpos encontrados y con la no lisis de los.
eritrocitos. Pueden utilizarse sustancias como soluciones
salinas normales, citrato sbdico y similares. Las m&s prefe-
ridas son las soluciones de citrato sbdico al 4,5-5 % en pe-
so/volumen aproximadamente.

| EJEMPLO 1

Se recogen 100 ml de sangre tipo O, Rh negativo, de
un donante humano, en un medio aﬁticoagulante normal de dci-o
do~citrato-dextrosa (ACD). Las células se lavan cuatro veces
con 10. volGmenes de solucibn salina isoténica. Las células
se suspenden de.nuevo eq uno de los dos tampones indicados
a continuvacidn, a una concentracidén de 8 % de hematdcrito
kutilizando el macrométodo Wintfobe). Los tampones tienen
la siguiente composicidn:

1. Citrato - solucidn acuosa al 5,0 % en peso/volumen de ci-
trato sédico.ZHzo, con un pH de 8,7 y

2. Fosfato - 16,18 g de Na,HPO, anhidro - 4,9 g de KH,PO,
anhidro, pﬁ 7,2 (0,15M).

Se preparan varias diluciones de glioxal acuoso al 40
(calculado sobre el mondémero libref} como se indica en la
tabla siguiente, utilizando el tampdn indicado. Después se
mezclan 10 ml de la solucidn de glioxai tamponada . con 10 ml

de suspensidn celular. Asi, en cada caso, se ponen en contac

o0
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to 0,8 ml de volumen compacto de gldbulos rojos con la can-

tidad indicada de glioxal.

Glioxal, Glioxal, Tampdn del Tampbn de las
% g aldehido células
A 4 0,4 citrato citrato
B 4 0,4 citrato citrado
C 4 0,4 citrato citrato
D 4 0,4 citrato citrato
E 6 0,6 citrato citrato
F 1 0,1 fosfato fosfato
G 3 : 0,3 fosfato fosfato
H 5 - 0,5. fosfato fosfato

Las muestras se mezclan con un agitador magnético
a 20-25°C durante 18-24 horas. Las células fijadas en cada
muestra se lavan después independientemente cuatro veces en
solucidn salina y'a continuacifn se reajustan a un hematécri
to del 8 % en el tampdn de citrato al 5 % antes descrito.

EJEMPLO 2 |

‘Los volfimenes indicados en cada una de las mues-

tras A a H obtenidas en el Ejemplo 1 se tratan con el alde-

hido indicado a continuacién, en las cantidades sefialadas.
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Tampén de la suspen

Volumen de suspen- sidn de gldbulos ro
Muestra sidn celular tratada jos tratados Aldehido Volumen
Box 10 ml citrato formaldehidol 10 ml
Bg 10 ml citrato formaldehido 10 ml
Cq 10 ml citrato glioxal2 10 ml
Dg 10 ml citrato glioxal 10 ml
Eq 1,15 ml citrato formaldehido 1,15 ml
Fo 6,3 ml -~ - citrado formaldehido 6,3 ml
GG . . 10 ml citrato formaldehido 10 ml
Hg i 10 ml "T citrato formaldehido 10 ml

* En todos los casos, G significa tratado con glioxal

Solucién de formaldehido al 40 % en peso/volumen, diluida al porcenta

trato.

Solucidn de glioxal al 40 % en peso/volumen, diluida al porcentaje in




pdn de la suspen

n de gldbulos ro ‘ Tampbn del Aldehfdo, Peso del alde-
; tratados Aldehido Volumen aldehido % hido presente
citrato formaldehidol 10 ml citrato 1,1 % 0,11 g
citrato formaldehido 10 ml citrato 5,4 % 0,54 é
citrato glioxal? fo m1 citrato 1,0 8 0,1 g
citrato glioxal 10 ml citrato 5,0 % 0,5 g
citrato formaldehido 1,15 ml citrato 3,2 % 0,037g
citrado formaldehido 6,3 ml citrato 3,2 % 0,2 g
citrato formaldehido 10 ml citrato 3,2 % 0,32 g
citrato formaldehido 10 ml citrato 3,2 % 0,32 g

’
Ty E

tratado con glioxal .

[

% en peso/volumen, di;uida al porcentaje indicado de aldehido con tampén de ci-

peso/volumen, diluida al porcentaje indicadc de aldehido con tampdn de citrato.
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Las cé&lulas se mezclan con el aldehido a la tempera-
tura ambiente durante 18-24 horas. Después se lavan cuatro
veces con solucibn salina yse ajustan a un.valor hematberi-
to del 8 % en tampdn de fosfato 0,1M con la siguienté compo-
sicibn: )

3,26 g de KH,PO, anhidro

10,78 g de NaZHPO4 anhidro

1 g de NaN3

c.s hasta 1 litro.

Las células se dejan en reposo a +5°C durante una se-
mané y después se determina la hemolisis. El liguido que so-
brenada de las muestras F, G yv H es amarillo, indicando que
las células no han sido totalmente estabilizadas.

EJEMPLO 3

Todas las muestras A a H Abtenidas en el Ejemplo 2
se utilizan en un sistema de deteccibn de antfgeno-anticuer-
po como sigue: | | .

En un tubo de ensayo se dispensan 125 ul de la suspen
sién de células de hematrécrito 8 % en el.tampén de fosfa-
to 0,1M. Las células se lavan una vez con solucidn salina
isotdnica, se decanta la solucifén salina y se ahaden a las
células 0,5 ml de témpén de acetaf;o1 0,1M, pH 4. A esta mez

cla se anaden 5-20 microgramos de anticuerpo Bs de la hepa-

titis, purificado por afinidad, procedente de un chimpancé

y la suspensibn se mezcla a la temperatura ambiente durante

75 minutos. Después las células se lavan cuatro veces con la

solucidn salina isotbnica, se decanta la solucidn salina y

———— — - T - o -

2,45 g de NaC2H302.3H20

4,7 ml de &cido acético (glacial)
c.s. hasta 1000 ml con agua destilada
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L

las células se suspenden en el tamp6n de fosfato 0,1lM des-

crito en el Ejemplo 2, que contiene adicionalmente EDTA

oP

0,01M, 1 % de- suero humano normal y 0,1
/{.l.

S o = B EN g P — - o B mm - = N 1
pués se introduce una muestra de 25 pul

de gelatina. Des-

»

& cada suspensidy

Cu
(v
L]

=t

C

lular en un pozo de microvaloracidn que contiene 25 ul‘he
un diluyente y 7 51 de uno cualquiera de los siguientes in-~
gredientes: |

a) suero humanoc que se sabe gue contiene antigeno B
de la hepatitis (dé&bilmente positivo por.la técnica de radiot
inmunoanilisis);

. b) suero humano del que se sabe que da reaccidn nega-
tiva del antigeno B de la hepatitis por las técnicas de ra-
dioinmunoahélisis;

c) nada ademds del diluyente (pozo de control).

En todos los casos, las céiulas recubiertas de anti-
cuérpo. se mezclan sacudiéndolas y se dejan en reposo duran+
te 2 horas a la éemperatura ambiente. Despuésilos pozns se
examinan para determinar la presencia de una reaccién de
aglutinacidn. Los Ejemplos A a D dieron reacciones para el
suero positivofy ninguna reaccidén con los negativos. El con-
trol no did nimnguna reaccién.

Se breparé la Muestra E utilizando 0,6 g de glioxal/
0;8 ml de volumen celular compacto y did reacciones no espe-
cificas con los negafivos.

Se encontrd que las Muestras F a H no reaccionan espe-
'cificamente, indicando que son inadecuados para uso en un sig
tema de deteccidn del antigeno B, de la hepatitis.

Resumiendo los ejemplos anteriores, a coﬂtinuaciéh se
indican las cantidades de glioxal y formaldehido o glioxal

sobre las células tratadas, donde Gx representa glioxal, F ed




10

18

20

25

30

-18 _

formaldehido y los nGmeros que preceden a cada simbolo sig-
nifican las décimas de gramo por cada 0,8 ml de volumen ce-

lular compacto.

A 4 Gx 1 F - reaccidn especifica
B 4Gx 5F - reaccidn especifica
C 4 G6x 1 Gx - reaccidn especifica
D 4 Gx 5 Gx - reaccibn especifica
E 6 Gx 3 F - reaccidn no especifica
F 1Gx 3 F - reaccibn no especifica
G 3 G6Gx 3 F - reaccibn no especifica
H 56x 3 F - reaccidn no especifica.

EJEMPLO 4
Se repite el Ejemﬁlo 1 para preducir glébulos rojos
adecuadamente tratados, utilizando las siguientes cantidades

de material en la primera etapa del tratamiento.

Tratamiento con glioxal en tampbn de citrato - glbbulos ro-

jos en citrato

Muestra Aldehido, % Aldehido, g
1 1(glioxal) : 0,1
2 1(glioxal) . 0,1
3 1(glioxal) ' 0,1
4 1(glioxal) - . 0,1

5. 5(glioxal) 0,5
6 - 5(glioxal), _ 0,5
7 - 5{glioxal) 0,5
8 5(glioxal) : 0,5
9 3 (glioxal) ' 0,3

10 , 3{glioxal) 0,3

11 ] 3,2 ({formaldehido) 0,32

12 3,2 (formaldehido) 0,32
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La segunda fase de fijacifén se realiz6 siguiendo el pro-
cedimiento del Ejemplo 2, utilizando el aldehido indicado

a continuacidn:

G de aldehido/0,8 m]

Muestra Aldehido, % de volumen celular compscto
1=106x 1,1 F 0,11
2 = 1 Gx - 5,4 F 0,54
3 =1 06x i 6x 0,1
4 = 1 Gx 5 Gx 0,5
5 =5 Gx 1,1 F ' 0,11
6 =5 Gx | 5,4 F ' 0,54
7 =5 Gx 1 Gx 0,1
8=50ax 5 ©Gx 0,5
9 = 3 Gx 3 Gx 0,3
10 = 3 Gx 3,2 F ' 0,32
i1 = 3,2 F 3,2 F 0,32
12 =3,2 F ’ 3 6x 0,3

Las Muestras 1-4, 9 y 10 presentan reacciones especifi-
cas para el HB_Ag siguiendo el procedimiento indicadc en el
Ejemplo 3 y no dan ninguna reaccién con los controles y con
los negativos conocidos.

Las Muestras 5-8 dan,reaccipnes no- especificas para el
HBSAg en las muestras negativas.
Las Muestras 11 y 12 no dan ninguna reaccidn especifica
para el HBSAg positivo y por lo tanto son inadecuadas.
En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita de-
berd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un método para la preparacién de eritrocitos es-

tabilizados, Gtiles en los sistemas de deteccién de antige-

ulG
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nos-anticuerpos, caracterizado porgue comprende:

a) hacer reaccionar una solucidn de eritrocitos en un me-
dio acuoso con la cantidad adecuada de_una solucidn de
glioxal o formaldehido cn un mcdiq acucoe pera suminige
trar 0,1 a 0,4 gr. de glioxal por cada 0,8 ml de volu-
men celular compacto de dichos eritrocitos, para obte-
ner eritrocitos tratados;

b) opcionalmente, separar los eritrocitos tratados, proce-
dentes de 13 etapa anterior, de la suspensidn;

¢) opcionalmente, lavar las células separadas;

d) formar una segunda suspension de los eritrocitos en un

medio acuoso; ¥y

-¢) hacer reaccionar la suspensidn procedente de la etapa

anterior con la cantidad adecuada de una solucidén de
glioxal o formaldehido en un medio acuoso para suminis-
trar un minimo de 0,1 grs. de glioxal o formaldehido
por cada 0,8 ml. de volumen celulér compécto de dichos
eritrpcitos tratados, con la condicidén de que, cuando
en la etapa a) se ha utilizado formaldehido, ep la eta-
pa e) debe utilizarse necesariamente glioxal.

2. Un método segin la Reivindicacién 1, donde
el medio de reaccidn acuoso de las etapas a) y e) tiene un
gfado de tonicidad esencialmente compatible con dichos eri-
trocitvos. .

3, Un métado segin la Reivindicacidn 2, donde
él medio acuoso de las etapas a) y e) estd constituido por
una solucidén hiperténica de citrato sbddico.

4, Un método segin la Reivindicacién 3, donde
la estapa a) del tratamiento se realiza durante 18-24 horsas

a temperaturas de 18 a 2520. .

e
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" 5. Un método segin la Reivindicacién 4, donde
la etapa e) se realiza durante 18-24 horas a temperaturas
de 18-25°C. |

6. Un mébodo segin la Reivindicacidn 3
los eritrocitos se tratan en la Etapa a) con una solucidn
acuosa que contiene formaldehido o glioxal.

7. Un método seghin la Reivindicacidn 3, donde
los_eritrocitos se tratan en la Etapa e) con 0,1 a2 0,6 g
de formaldehido o glioxal. '

8. Un método segln la Reivindicacidn 7, donde
los eritrocitos tratados procedentes de la etapa a) se se-

paran del medio acuoso y se lavan antes de ser tratados en

" las etapasrd) v e).

9. Un método segin la reivindicacidén 1, dorde
los medios acuosos empleados en las diferentes etapas con-
tienen de 4,5 a 5% en peso/ volimen de citrato s6dico, los
eritrocitos son eritrocitos humanos y, después de haber si-
do tratados segin la etapa a), se separan de la suspensidn
v la cantidad de glioxal o de formaldehido suministrada
por la solucidn de la ebapa e) estad comprendida entre O,1
y 0,6 grs. por cada 0,8 ml. de volumen celular compacto de
los eritrocitos tratados.

N 10. Un mébodo segin la Reivindicacién 1, donde
las etapas a) y e) se realizan a 18-25%.

11. TUn método segin la Reivindicacidén 1, donde

las etapas a) y €) se realizan durante 18-24 horas.

12. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn qué se solicital

UN METODO PARA TA PREPARACION DE ERITROCITOS, ESTABILIZADOS.
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Todo conforme queda descrito ¥ reivindicado en la

presente memoria descriptiva que consta de veintidos pagi-

nas mecanografiadas.

G
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