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El presente invento se refiere a un método répido
¥ sensitivo pare deberminar materiales inmunoldgicamente
aotivos en un fluido biolbgico observando una reaccibn de
anticuerpo-antigeno después de aplibaoiSn de reactivos 80-
bre la superficilc de un gel.

Son bien conocidos en el arte métodos de diagndse
tico basados sobre una reaccidn de antigeno—antiouerpo en
un gel. En log @ltimos afios los métodos que utilizan el en-
sayo electroimumolfgico de Ieurell (Anal. Biochem. 155 45,
1966) se han extendido tanto que se encuentran en el comer—
oio tablas y normas, listas pare el uso, pare la medicidn
de proteinas en el suero humano, particularmente las immu~
noglobulinas A: G y M. Desafortunadamente estos métodos tie
nen la desventaja de ofrecer graﬁﬁes errores cuantitativos
1o que se ha demostrado cuando las muegtras y standars de
brueba son de caracter divergentes por ejomplos con respec-
to al tamalio molecular.

Con el método de Mancini se consideran culpables
lag diferencias de la_difusibilidad mientras que para el
método de Iaurell, entre otras cosass se consideran respon-
sables de las discrcpancias de cuantificacibn las variacio-
nes en electromobilidad y difugibilidad. '

El presente invento, que se basa en el hecho de
que los antigenos asl como sus anticuerpos especificos son
solubles en solucibn acuosa mientras que los productos de
su inmunoprecipitacibén son insolulless evita la influencia
de la difusibn y elcctromobilidad, En efectos el presente

invento supera las dosventajas de los métodos anbteriores y



proporciona un ﬂueyb método due es répido, preéisdi simple
de elaboracibn y eeondmioo.
Més partioularmente el presente invento se e -

fiere a un procedlmlonﬁo para determinar un material inmu-
5. noldgicamente activo en un £luidos quo cumprende wtilizay
uha ma%fiz de gel inerte sobre un soporte no reactivo, apli
car una parte ‘aliouota de una muestra del fluido sobre el
gel; cubrir el droa de apllca016n con tma gsolucidn que conp
$iene un material contra-reactivo especificos separar los
10, materisles soiubles sin reacciomar y observar los resultados
de la reaccibn inmunolbgica.

Ademds el presente invento se reficre a un proce=
dimiento para detorminar el contenido de protecina total en
un fluidd, que oompronde utilizar una matriz de gel inerte
15. 0 un goporte no reactivos aplicar wna partc aliouota de

upa muestre del £luido sobre el gol, fijar quimicamente
las proteinas y obscrvar los resultados do la reaceibn.
El término "material inmunoldglcauente activo
se veflere a componcntes de fluidos fisiolbgicosy célulag
20. y extractos de tejido para los que se dispone o0 pucde pro=
ducirse un contrarreactivo inmunolégico. Los materiales
inmunoldgicos tipicos son aminas primariass aminodeidos,
péptidos, proteinass lipoproteinas, glicoproteinng, este-
rinag, ogteroidess lipoidesy dcidos nucleiocoss enzimas,
25, hormonas, vitaminag, polisacdridos y alcaloides.

Ejemplos de estas substancins inmunoldgicamente

activas se ofrecen en la tabla siguiente @



TABIA I

I. Microorganismos

Bacteria
l. Coceci gram-positivos
5. - Streptococei (pyogenes, fecalis y viridans)

Staphylocooci (aureus y albus)
Pneumooocei (D. penumoniac)

2. Cocel gram-ncgativos

' Neisseria (gonorrhoeae y meningitidis)

10. 3. - Bacilli aerdbicos gram~positivos
Bacillug anthraecis
Corynebacteriun diphtheriae
Erysipelothrix
Listeria monocytogencs
5. 4. Bacilli anacrdbicos gram-positivos

Clostridia (botulinum, perfrigens, welchil y tetani)

5. Bacilli anoerdbicos gram-negativos
Escherichia
Klebsiella

20. Enterobacter
Proteus
Pseudomonas
Salmonella
Shigella
25. 7. Baecilll nonintestinales gram~negativos

Pastourella . (pestis y tularensis)
Hemophilus influenzae
Brucella (militensiss abortus y suis)
Bordetella pertussis

Malleonmyoes
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8. Espirbdueﬁas
Trepohbma pallidum
Leptospira
Borreliq

9 Midopiﬁspa

10:  Micobacteria

1. vibri

12.  Aotinomices

Prot0z00s

l. Protozoos intestinales
Ameabae

2. Flagpiados
Trichomonas
Ieishmania
Trypanosomcs

‘ Toxoplasma

3.  Esporozoos

. Plasmodia (vivax, faleiparum, malariac y ovale)

4. Nemétodos intestinales
Oxiuros
Anquilostomas duodenales

’ Tricocéfalos

5. Nemftodos del tejido
Trichinella
Pilaria (Wuchereria bancroftii)
Dracunculus

6. Tremitodos
Schistogomes
Tromdtodos intestinales
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Tremétodos dol tejido

Te Cestodos
Tenias

8. Toxoplasma (T. gondii)

Hongos

1. Sporotrichum

2. Cryptococcus

3. Blagtomyces

4. Histoplasuma

5. Coccidioides

6. Candida

Virus y Rickettsis

1. Ricketisia

2. Virus

Hepatitis canina
Papilomz endbmico
Gripe Ay B
Pegte ayiar
Herpes simplex
Adenovirus
Poliopma

Rous sarcoma
Vacuna
Poliovirus
Sarampidén
Moquillo canino
Leucenia
Parotidi{is
Enfermedad de Newcastle
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III.

Sendal : ,
Virus huerfané humano dit&batééeno entbricd
Glosopeda

Psitacosis

Rabiq

Extromelia

Virus arbor

Antigenos de tejido incluyondo antigenos especificos

do drganos

Polisaciridos

Hialunoridasa

Toxina de tétanos

Ovalbiming de huevo

Albimina de suero ovino

Rifibn

Higado

Piel

Corazén

Iracto gastrointestinal

Prostata

Antigenos embribnicos (alfa 1 fotoproteina)
Antigenos tumorales (antigeno carcinoembridnico)
Mbsoulo

Colédgeno

Aniloide

Hormonas

e ot

Hormonas pituitarias
Insulina
Glucagon
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Hormona tiroide .
Gonatropina coridnica

Hormonz coridnica del crecimiento — prolactina

IV. Enzipas

VI.

Quimitripsindgeno

Pro éaxfboxipep tidasa

Debxiribonucleasa

Ribonucleasa

Gliceraldehido =3-fogfato dehidrogonasa
Catalase

Poroxidasa

sanguineo y otros isoantigenos.

Plaguetas

Megakariocitos

Leucocitos

Eritrocitos

Substancias del grupo sanguineo
Antigeno Forssman

Antigenos de histocompatibilidad

Proteinas de plasma

Fibrina y fibrinbgeno
Plasminbgeno y plasmina
AlbGmina
Inmunoglobulinas
Alfa-l-antiquimotripsina
Al fa-l-antiiripsina
Factores conpomentarios

Coeruloplagmina
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Ge=-globulina
Haptoglobina
Alfa-2-macroglobulina
Beta=2-microglobulina
Orosomucoide
Prealbimina

Transferrina

VII. Proteinag de leche

Iactoferrina
Ligozima

IghA secreioria
I secrotoria

Componente sccrotoxrio

VIII. Protoimas de saliva

IzA secretoria
‘IM secretoria

Compomente gecrcborio

IX. Proteinas de orina

X

XL

Proteinag patolﬁgiggg

Protoina do miclomn

Proteinas macroglobulinadmicas
Proteinns disglobulinaémicas
Proteinas Bence Joneg I, II
Proteina C-rcactiva
Crioglobulinasg

Anticuerpos ineluyendo autoanticuorpos

Paoctor antinuclcar
Autoanticuerpos tiroidales
Proteina anti-Tamm-Horsfall
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Aglutininag frias

Factor reumatoide

Autoanticuorpos adrenales

Autoanticuorpos frente a células parictales géstricas
en ancmia perniciosa

Anti-colon

Anti-higado

Anti-pifién

Autoanticuorpog £rente a easpormatozoos

Anti-corazén

Autoanticucrpos museculares en myasthenia gravis

Autoanticucrpos fronte al tejido nervioso '

Autoanticucrpos contra tejido fibruso y componentes
vasculares

Autoanticuorpos contra plaquetas y mogacariocitos

Antiocucrpos contre fotoblastos

Anticuerpos fronte a microorganismog

Anticucrpos frente a antigenos animales

Anticucrpos fronte a drogas.

" Los materiales inmunoldgicamente activos parti -
cularmento preferidos son IgAs IgG: IgM, CRP (proteina C-
reactivo)en el sucro y las Igh y Il socretorias en la le-
che. ,

El gel utilizado de conformidad con ¢l prosentc
invento puede clogirse entre uno de los muchos materiales
immunoldgicamente incrtos formadores de gel como agar, age
rosas acetato de celulosa, gel de almiddn, gelatina, polia-
crilamida o sus combinscionos.

El gol pucde contener adicionalmecnte un eloctro -



lito y/o un dotergonte disminuidor de la tensibn -superficial.

En ol oontexto do oste invento el tSrmino “f£luido®
abarca fluidos bioldzicos por ecjemplo suoros plasmas loche,
orina, saliva o fluido espinal, fluido amnibticos f£luido

5. gsinovial, fluido extravascular y otras sccrccionos y oxcro-
ciones de los humanos y animalos asi como extractos acuosos
de cualquier fuente viviente.

Todos los tipos dec soporie no roactivo son apro -
piados de conformidad con el prcsente invento, por ejemplo

10, placasy portaobjetos o peliculas que se utilizan en el cam-~
po médico o en laboratorios. E1 soporte pucde estar consti-
tuido por eualquicr material epropiado tal comoy por ejom -
plo, vidrio o matorial sintético y de proforcncia es trans-
prarcnte,

15. El t6rmino "apartc alicuota dc una muesira®™ o "go-
tat tal como so utiliza on el contoxto de csitc imvento sig -~
nifica cantidades en microlitros de hasta alrededor de 10 mi
crolitross usualmontoc de 1 a 4 microlitross dol fluido que
ha de investigarse. Estas cantidades de microlitros del fluido

20. que ha de probarsc sc aplicans de profercncias por medio do
un microaplicador ta2l como una micropipota.

Ia golucibén del matorial contrarrcactivo que se
aplica para cubrir el drea dc aplicacidén do la parte alicuo-
ta ‘de muestra del fluido gue ha de analizorse contiene cual-

25. quier substancin apto pora reacciomar inmunoldgicomente con
6l material que ha de determinmarse.

S1i bien pucden proveerse otros sistemns inmunold-
gicoss por ejemplo basados en yn método de anticucrpo doble

o reaccidn competitiva utilizando recctivos sefinlados o eti-
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quetadogy 1 modelidad mfs preferida del Drosente invento
consiste en utilizar umn solucién de material contrareacti-
V0 que contenga parc la detexmim.ciSn de un entigeno un an-
ticuerpo cspecifico para dicho antigeno y para la dotermi -
nacién de un anticuerpo el antigeno correspondiente.

S5i bien lo cantidad de la solueidn gue contiene
el material contrareactivo no es realmente criticas; es orue—
cial que oxcedn la primera parte aliouoto on volumen apli ~
cade de modo que todos los materiales inmunoldgicamente ac—
tivos de la muestra tengan la oportunidad de reaééionar con
sus contropartes. |

Ia solucibn gue contiene el matorial contrareac—
tivo immunoldgico os de preferencin uma solucidn acuosa que
puede contener aditivos especialmente utilizados en las
pruebas immunolégicogs por ejemplo solucidn salina tampona-—
da de fosfato.

En el procedimiento del invento el pH debe man =
tencrsey, de prefercncins entre 5 y 9 pare évitar una desna
turalizocidn de los materiales immunoldgicamente activos
implicados en la roanceibén. Esto puede obtenorse con sist_e—
mas de tompén convencionanles apropiados tal como: ‘tampones
de fosfato o barbital.

Ia obse_a_waei6n de los resultadogs de lag reac =

‘ciones inmunolbégicas depende de la maturaleza de la prue-

ba y de lo formn de visualizacifm que ho de ubilizarse.Ios
métodos de visualizacibn que pueden utili_za.rée en el cone
texto de este invento son, por ojemplo, radiodeteqciéns
deteccibn fluoromtricas deteccidn enzimAticas deteccién
cspoctrofotoméiricay inspeccibn visual. |

En una modalidad preferida del invento los resul
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tados se observan espectrofotométricamente o visualmente desg
pués de la coloracidn. ‘

Do conformidad con una modalidad preferida del in
ventos se adiciona sobre una matriz de gel wna gota de £1ai
do sujeto a investigroidn, conteniendo el antigeno, even~
ﬁualmente.diluido y/o tratado por ejemplo mediante calenta—
miento de modo gue el componente de interés sea demogtrable.
Se cubre la gota con un exceso de anticuerpos, se lavan los
aﬁtigenos no reactivos y el exceso de anticuerposs se colo-
rean 1los productos de la inmuno~precipitacidn y se compare
el resultado con una escala de color conocido. Cuando debe
determinarge la cantidad de cierto anticuerpo en un suero
go invierte el orden de aplicacidn y se aplica primero una
gota de suero y luego una gota de antigeno. Se dispone la
matriz de gel de preferencia sobre una placa de vidrio o si
milar y se llevan a cabo una serie de pruecbas paralelas pare
obtener valores sezuros.

También es posible doterminar la cantidad de anti-
geno o anticuerpos distintos en forma simulténea. Paxe este
£in se rocian gotas del £1iido que hae de amalizarse (fldido
primario) en una pauta sobre la matriz de gel y se cubren
las seociones individuales con varios f£liidos contrerreacti
vos (£liidos secundarios) conteniendo diferentes tipos de
anticuerpos o antigenos que reaccioran especificamente con
los antigenos o los anticuerpos del f£liido primerio.

En clertos cagos puede ser interesante determinar
la cantidad total de proteina de un cierto £ldido on adioidn
a la cantidad de cierto antigeno o de determinados antigenos
especificos. Para este £in pueden, segin una modalidad adi-

cional del invento, fijarse quimicamente todas las proteinas
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en alguna de las gotas y tratar las otres gotas con asnticuer
pos de modo que sobre lo mismo matriz sc obbongas por una
parte el valor del total de proteina y por la otra parfe

uno o mds velorcs parcialos.

Para obtcnor una penotracidn uniforme de las
gotas en la matriz de gel es convenientc quo Sgin contenga
cierta cantidad de und solueidn que disminuye la tonsibdn
superficial. ILa al_a_sproién so produce do forma relativamente
lenta y cabo egporar ciorta discminacidn. '

Para ascgurar la distribucibén uniforme do las
gotas ha rosultado vontajoso, por lo monos durcnte la faso
inicinl dol tiompo do reaceidn, dejar que pase uma corrien
to alterna a través do la matriz do gel. Do esto modo so
montionen unidns los distintos moléeulas do la gota. So
obtienen resultados satisfactorios con un voliajc compren-
dido cntre 1 y 3 V por matriz de 1 em cntrc ol papel do
f£iltro que hace puentc en los bordes do 1z placas sicndo
proferido un voltaje dc 2:5 V. ‘

En cierfcos cagos el antigeno pucde onlazarsc a
otra moléeula, por cjemplo alblmina. Cuando ol amblgeno so
une con su anticucrpo y se vuelvoe ingolublo permancce la
otra molécula. Pucdo sor de interés dotcrminar la canti-
dad de antigeno mfg la otra molécula, por cjomplo la albl
mina. En una modalidnd ospecifica se procodc como se ha ex
pucsto anteriormentcy o sea se aplica sobre la matriz un
par de gotas dol fluido primario contonicndo el complejo.
de antigeno-alblminn, sc aplica ume cantidad apropiada del
fluido sccundario que contienc el antioucrpo ospecifico
pare ol antigeno sobre las gotas de fluido primario y sc

deja quo reaccionen los componentess scpardndosc luego



54

15,

20,

25g

los componentes solubles mediontc lavado. Permonece la 8l -
bamina enlazada ol antigeno.

Lucgo se aplica ciorta cantidad de un fluido que
contiene un anticucrpo espocifico pare albfiminn sobre ol
matorial reaccionado de una de las gotas y despubs do un
tiompo do roaccifn apropindo sc lava el materinl sin reace
cionar no especifico para la alblmina. A continuncidn sc
colorean 1os -productos finales de 1a inmunoprooipitacibn.

Con ol f£in de omantifiocaecidén puode utilizarse um
escale do color proparadé de antomanos pero os mis apropig~
do producir por lo menos tros ostandards conteniondo dis -
tintas cantidades conocidas del componento investigndos di-
roétamonte sobre lo matriz. De esto modo sc evite cualguier
error do matiz debido a diferencias en cfcetuar la pruebe.

Io ilvstrocién del invento se amplia por medio do
1o descripeidn que sigue con refercnciz a los dibujos.

En-los dibujos @

Ia figura 1 ropresenta, esquoemiticamontos una mo-
dalidad cspecifica de un dispositio apropiado para llevar
a cabo ol método del invento.

Ia figura 2 mucstras osquomfticanontos lag otapas
mds importantes de una realizacibén ospecifica de un proceso
pare detorminmr, simulténosmentes tros componentos distin -
$os (Ighs IgG o Igt). Lo

En la figure 1 el nfmero 10 roprosonta una place
de vidrio o une placa de un material no roactivo tronsparen
te. Sgbre osta placa so dispone uma matriz do gol 11 conto~
niendo agar 0 agarosa y una cantidad menor de un disolvente

que disminuyo 1o tonsién superficial. En oste caso particular
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ol gol contiene también un electrolito, .

Ia placo 10 se dispone horimntalmentc sobre dos
rocipientos 12 y 13 contoniendo un fluido 14, .usualmente
ol mismo que el elcetrolito en el gel. Sc conccta la ma -
triz de gol 1l con el f£luido 14 do los rccipienfes 12 y
13 por medio de puentcs 15 dol papel de f£iltro o similax.
Los contactos 16 conedtados a4 un sumin:}stro de corriente
altorna 17, so sumcrgen on el f£luido 14.

En oporacibn se aplican pequefins gotas del flui~
do biolbgico primario que ha de imvestlgarso sobre la me-
triz de gel y se g‘ubro cada wna de las gotas oon un volu~
men mayor do un fluid'o seé;inda;?ﬂ.b que coniicne el confra-
réﬁctivia 'p:o,xja .’olV -oompgoﬁ.gnt_e qqe_]ga de dnvestigarses por |
cjemplo az‘zticuox_:pto,; .ﬁ1~6n$;ospggificos cuando la tarca consig
to en dotormninar 'unldoféfrﬁi;mgp an_'b_igenos o un antigeno
apropiado ocuando la tar;a. éoﬁé_istg en doterminar la canti~-
dad do cierto anticucrpo éh Aél suero w otro fluido corpoe
rel. A

El procedimionto esencial es nds cvidonte a par—
tir do la figura 2 que muostra um matriz con gotas de
fluido y productos de reaccién aplicados.

. ELl fluido que ha de investlgarso se congidora
que conticne antigenos IgA, IgG 6 IQYI (Més: eventualmontes
otros componcntes solublos) Los ant:.gonos on’ cuestion s0
encuentran en lao p\.r'bo superior de la matriz marcada gon
varios simbolos para d:.stipc:.on. ' S

Ia matriz so dlvide smb611camente cn 'tres can-~

. pos verticalesy y en cada uno . de estos se aplican dos go--

-l;as del fluido pr:.mario. don ol fin de ilus urao:u6n se cdn

Tk
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sidora qdo la gota a la derccha de cada campo se reficre a
un jueéd con un contonido do antigenos suporior que on la
gota de la izquierﬁa .

;.v.~Adémﬁs lo matriz so divide simbflicamente en sen
tido horizontal y en el margen izguiordo sc encuentra una;
letra que se roficrc a éierta etapa del proocso.

Ia banda horjzontal mis suporior marcada con b)
represento la aplicacidn de pequefins gotes del fluido pri-
mario. Ie bande subsiguientc marcada con e) reprosenta 10’
aplicacidn do gotas mayores de los f£luidus socundorios. :

Se congidera también que en el ccompo izquicrdo '
- vertical - so protende determinar 1o cantidad de Igh, en
la porciln media lo oantidad de IgG y en la poreién dere —
cha la oantidad de IgM. Ast pues en este oaso se ubtilizan
tres fluidos secundorios distintoss cado uno de los cuales
contiene onticuerpos monosspecificos fronte a Ighs IgG o
It

En la banda horizontal subsiguiente se conocen '
los productos insolubles de 1la inmunoproeipitaciém. Una por
cibn (llave d) de esta banda muestra los anticucrpos en ex-
oeso solubles y los antigenos sin reaccionar solubles en
cada campo vertical. Egtos componentes solubles se lavan
por lo menos und vez con una solucidn toampéns A continua~
cibn se comprimo un papel do absoreidn oonﬁra lo matriz de
modo que se seporen log componentes svlublos gque no han t9
mado parte en 1o resocidn y pormanecen solubles. ;

A continmncidn se colorcan log componentes reao;
cionales y sé decolora la motriz de gel que circunde estos

componentes de reaccidn. Ias diferencias de motiz indican~
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do cantidad dc roactivog preecipitados 86 exponen en-1la bhan
da e) y deben comporarse con una mezela de color. Esto pue
do realizarse oon umd escala independiente; preparada de

antemano, pero para evitar posibles variamoiones que podrian
ocurrir debido a la forma de proceder cg aconscjable esta -

blecor cada vez wna escals de color estandgxrds diréotamente

~ gobre 1o matrizs tal como ge representa por medio de la ban

da £).

En osto caso se utilizan solucioncs con cantida—
dos conocidas de los antigenos relevantes y so aplican en:
£ilas sobre la matriz. Se dispone de una solucidn stock :
con elevada conceniracidn y se diluye o sc disponc do muchas
soluciones distintas con concentracioncs escalonades varia-
bles conocidas. En ¢l prosente caso existon sels grados de
coler distintos y la concentracidn aumento de izquiorda a
derocha.

El proceso gsigue la misma fpa.uta que sc ha desori-
to antoriormente; o seas se aplica ol nlmoro necesario de!
gotas del fluido primario, luego el nlmoro de gotas oorres':-
pondiente de los fluidos secundarioss se lava, sc seca y ée
colorea concurrentemente con la elaboracibn en el campo vc;_g
tical correspondiente. Los oscalas parc Igh e Igh son apro-
ximdamente idénticas mientras que 1a do Igl cs algo mhs d8
bil que las otras dos, _

Los ejemplos que é.iguen amplian lo ilugtracibn -
del invento. :

7 EJEMPIO 1
Determinneibn de la cantidad de ums proteinn-an -

tigeno arbitraria. Seo elige un gel, por ejomplo contenicndo
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1% de agarosa y 0,01% do Tween 80 y so osparco hagta una
finn capa de 1 mm sobre una placa do vidrio. El gol contie-
ne tombién un componente eléctricamente conductors por ejem
Plo 37:5 mmol do voronal por 1 litro con un pH do 8,6. la
capa de gel so concota mediante puontcs de papel de filtro
con recipiontes que contionen un tampbn de veronal a 75 mqbl
por 1 litro. Ios rceipicntes se acoplan pare oonoctarsc a
un suministro do corrionto alterna con un voltaje do 245 v

por 1 om a travls do la matriz.
Se haco pasar corriente mientros se aplica el

£luido primario y duranto 15 minutos dospués de la aplica-
cibn del fluido secoundario. A continuacidn se deja sin co-
rriente la placa durantc unos 10 minutos.

Ios proteinas que no hen roacciomado todavin cs-
tén solubles y la placo con la matriz do gel sc sumerge un
par de veces en solucibn saline tamponada con fosfato y so
comprime; dospuds do onda inmorsibn, bajo clredodor de 1 kg
de peso, con un grucso papcl do absorcidn que absorbe las
protoinas insolublcs y soluciones salintg. El tratamionto
se¢ repite hasta quo se ticne la seguridad de quo so han sc-
parado todos los oomponontes solublos.

En osto caso 1a coloracidn sc efcetfia con unn so=
lucibdh "Coomagsie Bluo RY. :

Iuego so doocolora la motriz de gol parc obtener'
un fondo claro quo contrste con el inmuno.procipitado.

Soghn yo se ha indicado antoriormente puoden
utilizarse escalas de oolor estandards o preparorse dirce~

tamente sobre la matriz.
EJEMPIO 2
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Cuantificnoifn simultdnea do diversos antigenos,.
por cjemplo Igh, IgG o IgM (figura 2).

Se ofcctuan diversas aplicaciones en una pauta
rogular y se oubren las édreas dentro de las sgccionos in?
dividunles de la pauta con antisuoro corrcsp5ndionto a l%s
distintos antigenos y a continuacibn se lava, se comprime,
s6 goecns se colorca y sc observan los grados de color obﬁg
nidos como cn ¢l ejcmplo 1.

EJHIPIO 3 ,

Dotorminneibn de la cantidad de antigenos acomé-
plejadosi por ¢jemplo IgG-alblminm, IgG-IghA o IgG-IgM ené
el suerc humano. i

So procedo del mismo modo quec se ha descrito aép
tes en el cjemplo 1s o sea se adicionan um o mis gotas del
fluido que ha de investigarse sobre la matriz y sc cubreé
primero con ;a golucidn que contienén los anticuerpos esye-
cificos para un compononte en el complejo y luego se lavé

1o matriz. A continuacidm se cubren las 4rcas de aplidacidén

_con otra solucidn conteniendo los anticucrpos especificos

pare ol otro componentc en el complejo y por &1timo se pro-

cede de conformidad con las etapas de los cjomplos preceden
tes. .

En oaso do que se desce dotoerminars on adicibn a
la cantidad total do los antigenos acomplejadoss la canti~
dad de uno dc los componentes en dicho cpmplejo 80 aplican
dos gotas o dos filog de gotas y se trata la gota o la f£ila
do gotas do conformidad con el ejemplo 1l para la cuentifi-
cacién de un componcnte individual, y la otra gota o fila

do gotas do conformidad con la doscripeidn dol pirrafo pre
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codonto. Debon incluirsoe en la matriz uno oscala do color

0 porciones que representen los componontos individuslmente

o como antigenos acomplejados.

Caractorizacibén y cuantificacibén de Igh husana.

So prepara una solucidn de gel disolviendo (on
cbullicién) 0,5 g dc agarosa (Bio-Rad) en 25 cc do Hy0 deg~
tilada y se manticno a 55-602C. Sco mezclan 10 cc do osta -
solucidén con 10 ec do tampén, por ejemplo barbital—'barbi-_;'
10. tal Na (Morck) 75 mmol/l, Non, 6 mmol 1/1, pH 8,6 con um.

adieibn do Wreon 20 hasta 0,01% tambibn o 55-600C) sc vierte

la mezola sobro una placa de vidrio a nivel (12 x 16 x 051

om) y sc deja que gelifigue en un modio saturado de H20 pro

porcionando unn matriz do gel con un ospesor de alrodedor
15. de 1 mm,

Se prepcran solubles de antigono a partir de un
banco de sucro donzdor de sangre (HS St) quo se ha ovaluado
para concentracién do immunoglobulina Ay G y M con la refo-
"rencin osgtandard 67/97 dec la Organizaeidn Mundial do la

20. Selud. El diluyoentoc os PBS (solucibn salint tampomnda con
fosfato)s pH Ts1. Sc diluye lo fraccibn do immunoglobulima do
Igh anti-humono do conejo @specifico pora codenns alfa (JJ?:.-
kopatts, Brostex A/Sy Copenhogen) con PBS hasta una eonce';z-
tracibén de 133 microgramos por ccs 0 sea 1 cc de antisuerp
25. puede ligar 133 microgramos do antigeno cspocifico (doscx;i_g
¢idn del fabricante). ' :
~'I:a placa (soporto do vidrio y matriz do gol) smT
dispone horizontalmentc sobro un aparato de eloctroforesis

apropiado con dos rceipicntes contenicndo ol tampbn de bar
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bital antes citado sin ol Twecn. Se disponcn puentes dc
papel de £iltro (Whatman ne 3) para cubrir alrededor do
055 cm de los bordes mayores de la matriz de gel y sumer -
girse en el tampdn de los rccipientes quc cetén provistos;
oon c¢loctrodos concetados & un transformodor veriac alimeg
tado con corriente ordinaria, 220 V, 50 Hz'i

Se acciona la corrientc y sc ostabloce & travds
de la placa un potoncial de 2:5 V/em. Dentro de 10 minutos
so inicia la aplicacidn de 4 microlitros do mucstras dol'
antigono. Tan pronto como las muestras son absorbidas poré
ol gol (unos 5 minutos) sc superponcn las gotas de antisu§-
ro (10 microlitros). Los reactivos se aplican defitro de 15
minutos. El aparato sc cubre para proteger la placa contr%
la ovaporacidn y cl polvo. ALl cabo do cucrentoa mimutos se
cubre la Wltimn gota de antigeno con antisueros se desco -

€

noeta la corrientc y sc deja quo se estabilice la placa Qu-

rante 10 minutos: .
Se cxtrae la placa del aparato, so lava con PBS
¥ se cubre con papel de £iltro, uma gruesa capa de 0,5-1,0
em de papel absorbentesy una placa de vidrio y un peso de
1-2 Kg. Al cabo de unos 15 minutosy cuando ¢l liquido y los
componentos solublcs de la agarosa se han cluido mediante
el papel absorbente,se separon éstos y ol papel de filtro.
Se hincha la agarosa durante 5 minutos con PBS fresco bajo
un nuevo trozo de papel de £iltro. Dicz minutos mds tarde
se comprimec do hueyo con un papel de-£iltro nuevo, papel
abgsorbentes el vidrio y el peso. Se repitoe por torcera vez
la comprosibns pero despubs de ésta se deja en posicidn el

papel de filtro y se deje secar la pelicula de agarosa.
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Ios procipitados de antigeno-anticuworpo de la %
pelicula de agerosa sceca se tifien duranto 10 minmtos on un
bafio de tincibén Coomnssie Brilliant Bluc R (Sigma): 2.5 g
de color por litro dc deido acbtico glacial, otanol al 95%
Ho0 destilada (1 + 345 + 5,5 partesy rospoctivamente). |
Degpuds de lovado con agua del grifo sc efectha la decolé—
racién en un bafio de los disolventes cniecs citados (1 + 245
+ 645 partes, respoctivamente) hasta que el fondo do los:
puntos tefiidos e¢s claro.

Ia intongided del color precipiﬁado sc rogistre
oon un Chromatogram Spektralphotometor KM3 (Carl Zoiss, :
Oberkocken, West Gormony). Ia placa se past & travds do ;
un rayo de luz de Os1 mm x 10 mm & una volocidad do 30 mﬁ/
min. Ia absorcibén a 558 nm se controla como una curva coé
un registrﬁdor Hitachi Perkin~Elmer 165 a 5 mV y una veld-
cidad de grificn de 60 mm/min. E1 érea‘dc los picos traza-
dos gue represontan la ‘cantidad del précipitado s0 calcula
como ocho veces el ancho a la mitad de la alturn del pico.

"En la Tabla 1 se cxpone la concentracibén do Igh
en las dilucioncs do Hs St y las droas on mm? dividido
por 40-do los picos de ocurva rogistrados.

TABIA I
RS EEET P S Smmusoe === ST END I o st v
Concentracibn de Igh &/1 _»F Arca dol pico mm2/40
050085 . 444
0,0085 449
0,0143 8,8
0,0215 1447
05,0285 1745
00285 . L1796
oot
2244
050428 2234
0,0573 3045
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.E[as &roas cclculadas de los picos muestran que
cu’a:riﬁ;d aumenta la concontracibn de antigeno fambién aun_len;
ta el droa del pico 'Ijx'ﬁzado, 0 sea gc forma més precipi'ba:
do que conduce 2 mayor tincidn absorbida y rogistrads como
un oumento proporcional en el dren do los pilcos trazados.; .
Asi puos, la cantided do color deponde do la concentracidn
de antigono y cste pardmetro pucde utilizarso pare la cua_r_m
tificacibn do Igh. :

EJRVPIO 5

Caractorizacidn y ouantgficacién do Ig@ humano.';

Se prepara lo placa y se lleva a cabo el proco%-’- .
dimionto tal como so ha descrito en cl ojomplo~4 exceptsz
que la fraceidn do’ inmmunoglobulina de antisucro de conej’cé
frente a IgG humans (cadei:a gemma. especifica, ml:opatts);:
sc sustitiye por anti-Igh. Se dil;zye hasto una concentre -
cidn de 200 microgramos por cc. los resultados se ofrecen

en la Tabla 2,

TABLA 2
Concentracibn do Ig¢ &/l | Area del pico mm®/40
0,0100 519
00168 1052
0,0250 14,4
0,0333 2249
0,0400 2446
0,0500 . 29:4

Pucde obsorvarse que las éroa.s de los-ploos tra
7z8dos son promreionale's a las- concentraciones de antigeno
indicando guo el proceso puedo utilizarse para la cuanti -

ficacidn de IgG.
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EIBPIO 6
Caractorizacitn y cusntificacibn do IgM humans.
Se prepera la placa y sc lleva a eabo ol proceso
tal como so ha descrito en el ejemplo 4 con la cexcepeidn de
que so utiliza la fraceifn inmunoglobuline de antisucro do
concjo frente o IgM humana ( A= cadena ospcoificns Dako-
patts) on lugar de anti~-IgA. So diluye husta 200 microgra~

mos/cc, Los resultados observados s¢ oxponon on la Tabla

3.

TABLA 3
[ Concontracibn do I &/ | . Aroa dol pico mn?/40 |
050158 . 3i0- '
0,0263 640.
0,039 92l
050528 1136
040633 . 14,2
040790 17s2

.So_dprecia que las frcas de los bidos trazados
s6n proporeichalos o las consentracioncs do antigens; por
lo que el‘pfoccso pucdo utilizaréo para la cuantificacidn
do g

EIEMPLO 7

Ouentificacién de Igh humana en presencie y ausen
cia de un potoncial do corriente alterna, durante distintos
periodos de tiompo.

Se preparan dosg placas tal como so ha deserito cn
los ejoemplos 4 y 5 & excepeidén de que unma placa sc soporia
horizontalmente sin conexibén a una fuente do corrientec al-
terna. El proceso oon ambas placas se lleva a cabo oomo en
el cjemplo 4 a excepeibn de que las solucionos do antige-

no y antisueros Igh y anti-IgG como on el ojemplo 55 so
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aplican a intérva.los parc pormitir tiempos do roaccién de,

20, 40, 60 u 80 minutoS. Log resultados observados 86 ind:L-

can cn la Tabla 4.

TABLA 4

oibn de
Igt g/l

g/1

0,010
0,024
04025
0,033
0,045
0,050
0,083

Aroa dol pico. mm?2/40

Concontrec 20 min.

e emomam e o omamam e e temsmee e TTIT S Ie S TR IR DN

40 min 60 min 80 min
vols/on. vols/ on volts/on vol-bs/ dm
2,5 nin~ 205 nihd 2,5 nine 2,5 m,p.
-2 S -\ - guns; mii o BAR
0,0 8,8 1257 9.8 132 13{5. 13;5 1179
19,5 10i2 23,2 209 258 2hi6  26i3 245
25:2 26,3 2T46. 23i0. 27:6 24:8 3043 zé'?{a’
204 26,7 342 330 345 286 4Li3 359
30,1 35,5 4605 3992 4516 43i2 4.6 4445
12,7 40,1 48,3 418 48,5 45:3 48,5 4653
59,1 5696 Thsh 62i3 ° 6743 6719 T2:5 68,8

tadh on todas las concentraciones de antigeno aumentan con

respedtd a iayor tiompo do rosceibn. Excopio on 3 casos las

4rcas medidas en proscncia de corriente altorhna (0A) €65 su-

periores a las rogistradas en su auscncia.Con la corriente

1o cantidad de precipitado aumonta ‘sobre la media en 18,6 %

entre 20 y 40 minutoss dificilmente sc modifica durante 40

a 60 minutos y se elova del 6,6 % de 60 a 80 minutos de

tiempo de reaccibdn. Sin corriente los aumecntos porcentuales

medios do preocipitado pare estos poriodos do tiempo son:

8,0%y 850% y 2y4%; respectivamente. Asi pucs la IgG aplica-

de demtro do 20 minutos y reacciomando con anti-IgG Qurante

Iag Arcos a6l pico que represcntan la IgG prec:.pi—
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40 a 60 minutos rosultard mds apropiadamento oﬁantificada
con un medio do éorriehiie alterna que sin Sste:
Gamctorlzaci6n y cu&ntif:.oacﬁn de inmunoglobull-
5 nas humanas Ay G ¥ M y los resultados fotombtricos analiza -
dos con un método altormativo. :
So propera wia placa y so 1lleva & cabo ol pi’-o&ost;
segin los ejemplos 4s 5 ¥ 65 o0 scas se cuantifican d:liiu’éiof _
nos de suero humano para inmunoglobulincs As G o Mi Se utj'.'i
10. lizan tres microlitros de antigeno y 6 micrclitros do anti.-
sucro- Después del registro fotonétrico del grado de colora<
cifn la altura en mm de los picos trazados so refiere a la

soricentracién de inmunoglobulina analizada, véasc 1ls Tabla

5A' B y C.

15, ' IABIA 5
*Inhxia;;globulin«.. - Altura dol picoo
concentracibn, Jl L mm
A Is

0,0085 14,0
090085 1750
20a 0’01-43 29’0
0,0215 46,0
0,0285 5745
0,0285 5640
050343 6635
050428 T4 5
050428 70,0
0,0573 100,0
25. B. ___IeG
0,0100 21:5
0,0168 3545
0,0250 50,0
0,0333 7295
00400 82,0

0,0500 99,0
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TABIA 5 (Gomt. )

o e TS s oo v e

et 2T e e =2 T

Inmund globulina y Altura dod pileos

concentracibn, _;/1 L — Jom o

C. . Isd -
050158 330
030263 640
0,0395 Dl
050528 1156
03,0633 14,2

05,0730 172

Tos picos trazados son proporcionalmenté su-é-
poriorcs en relacién el aumento de concontracibn de inmuno
globina. Asi pucs, la altura del pico en ma reprosen’oatiw‘;*a
de la intonsidad del precipitado colorcado puede utiliza:;'é
se como una medida de la cantidad de antigeno analizada én
¢l punto colorecado. ;

EJRMPIO 9 .

Caractorizacién y cusntifiozoién do-inmunoglobu-
linas humancs A, Gy M obssrvénddso 1os rosultados median
te inspeceibn visual; o

Se propara una placa y so lleva a cabo el p:f-écé-;
dimiento como bn ol Gjompld 8 a Gxdepoibn do que 105 rosul
$odos se obsorvan medianto inspecoibh visuel asi: como nie -
diante rogistro fotométyico. Se incluyon en la placa pun =
tos do refercncia estandard guc representan cantidados co-
nocidas de antigeno para cadg clase de inmunoglobulina.las
alturas cn mm de los picos medidos se trazan frento a log
microgramos conocidos de antigeno pars IgAs IgG o Idl. A
partir de cstas ourves se determina y convierte la canti-
dad de IgA; Igk o IgM en los puntos de prueba,; wtilizando’

ol factor de dilucidn y volumen de mucstra aplicada, para
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establocer 1a ordﬁdénti'aéibn de inmunoglobulina en el suéro

ensayado. . - o :

El modo de inspeccién visual @ ouantifidégiﬂh sd
lleva a cabo con la placas hacia abajo el laterdl cbn gels

e sobre un fondo mate blanco. Ia intensidad de 6oi6f en una.
mancha de prueba se compara con los distintos grados de co-&o
lor anotados pare los puntos de refercnoin estandaids 00 -u '
rrespondientes y se estima la cantidad de antigend que for“
ma la manoha de prueba.

10, Ia concentracién de inmuno globulina ‘én el ‘suero‘f
ensayado se caloula, como antess u‘bilizé,ndo e'l': fd{;étoi' de
dilueibn y tamafio de la muestra. Los resultados -;bsewadofé
con estos modos de estimaoidén comprenden la Tapia 6Ay B y

c L4
15. TABIA 6

— e Gt

. . RN
e b g e rmes smet s

Centidad dé inmimoglobulina Ooncen’craoi6n dé. inmunOgi_g
en microgramos en la mancha buling g/l, en éi suero

?Ftometria, Iﬁépeoo';ﬁn Vie I'O‘I:Om”"b‘:;"% — 171‘ 'Eeccﬁn

duyva en al. . sual curva en al . visual
tik . ture _
20. A. IeA
+ 04204 ° . 04230 2114 2142
. 04182 . 04200 - 149L 2910
‘09132 . 05239 1,39 ~1i46
04126 04139 1,32 1,46
04113 . -09116 1,18 ) 1,22
0,059 0,050 0462 0+53
B. _IeG
25. )
0,238 04225 24,99 23163
04203 - 0,205 10,63 10,66
+.04198 . 07193 1040 10504
v 00174 :-02193 9,14 10,04
- 0,072 0,070 7146 T35
0,069 0,064 T925 6472
0,062 04050 6446 5:25

0,032 0:030 3136 3,15
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'_TABIA 6 (Conty)

e -
I[|E2=== =

Cantidad de inmunoglobul:.na Goncen’craon.6n de :.nm@oglb-
en mcrogremos en la mancha bulina &/1ls en el suero pro

bade ..
I‘B‘Eometr:.a; “Inspeool&n T~ Fotometrid, Inspecc_:].bn"‘
cuwrva en al visual curve en al vigual
___ture , tura L .
6. 1@t .- I
04300 0§29 1,58 1453
0:219 . 03245 1,15 129
0,178 .- 0,161 0,93 0485
0,145 05148 - 0,77 0478
0,027 0,035 0,14 0,18

——————r vt - 7 [P

Ia tabla muéstra que las estimaciones visuales

de la éanﬁdad de inmunoglobuline en las manchas cie_ la -
placa se a;it_zs-éan con lag léidas a partir do 1as‘cliﬁ§§'as d§
altura d? pico correspondientes obtenidas fo*l;ométricameﬁi-
te. Ademés concuerdan tanbidn con las concentraciones cal-
culadas de inmunoglobulina Ay G o M en el suero probado.
 EIREPIO 10 .

Caractorizacifn y chantificaoidn de protema
C-reactiva humana (PCR).

Se prepara la placa de igual modo que. en el ejen
Plo 4 a excepeidn de que se mezclan 8 cc de 2% de dgarosa
con 12 cc del tampbn de barbitel modificado con la adi'-
cibn de lactato de Cay 12,3 mmol/l y a pH 82. Ia refere_:q
oia analizade estd constituida por un banco de suero con-;-
teniendo elevadas concentraciones de PCR que se ha evalu;é_.
do para la PCR en el Iaboratorio de Diagnﬁstico, Departa-
mento de Inmmunologia, Ciudad de Goteborgs Suecia. Este se

diluye con el tampbn antes citado sin Tween pare propor -

‘oionar estandards con distintas concentraciones de PCR.
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Ia fraceifn de inmunoglobulina de antisuero de
conejo frente a PCR humana (Dakopatts) se diluye 1/3 con
PBs.

£l procedimiento utilizado es esencialmente el
mismo que en el ejemplo 4 & execepeibn de que ge aplican
partes alicuotag de 3 nicrolitros de antigepo Yy se super}
ponen volfmenes de 5 microlitros de antisucro. A través ;
de la placa se utiliza un potencial eléctrico de 2,0 V/em.
Con ol rogistro fotombtrico se utilizan 2 mV. :

Log resultados se exponen en la Tabla 7.

v -

o St e e

Concentracién de PCR mg/l  __ Area del pico mm?/40

il Ta4
3:i3 1530
647 2740
1250 4656
15,0 56,0
2040 6616

— -

El 4roa de los picos trazadvs aumenta en rela -

cibén al aumento de concentracién de antigeno, indicando
cantidades proporcionalmente en aumento de precipitado co-
loreado. Por. consiguiente este proceso es aplicable a la
onantificacidén de PRC humana. -
. HEP0 1

Caracterizacidn y cuantificacibn répida de PRC
en guero de pacientes.

Se prepare la placa tal como se ha deserito en

el ejemplo 10, siendo iguales loz estandards de referencia.:
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EL suero del pacien'be, del que se ha eva.luado prev:.amente
la PO’R, se enriquece oon can‘bz.dades conocidag de la PCR sin
d:lulr estandard y se dlluye (1/5 y 1/15) con ol ‘bamp6n de
barbital. Se efectuan diluciones similares oon HS Sts wm ;
banco donador de sangre con una valoracibn de 1a P.CR nega-- '
tiva. Ambas dilucioncs de HS St se emsaya sin y don e_l re@g_
$ivo de antisuero, nientras que solo las diluciones de 1/5
del suero del paciente se ensayan sin antisuero. _ ‘

‘ El process se lleva & cabo como se ha desorito
on el ejemplo 10 a excepcibn de que los resultados se de‘qé_g
minan visualmente y fotométricamente como en el ejempio: 9.
Los vé.lor;as esfimados para el suero de pruecba se ajustan
mediante comparacibn con los grados de color del HS St de
control negativo. Ias Tables 8 A ¥ B ofrecen la reaceibn del
color del H§ St probado con y sin an‘tisueron v lag del estan
dard de PCR don antisuero apl:.oado a ooncenurac:.ones y di-

luciones similarcss utilizando como criterio la alture del

pico
TABIA 8
Concentracibén de Dilu - “-Kltu.ra del Bico en mm
PCR mg/1 oibn del
suero Anti~-PCR sin anti-PCR
-Ac HS st. .
0507 1/15 510 293 !
0520 /5 . 794 43
B. BCR standard |
1,1 1/54 748 -
450 /%5 1140 -
10,0 - 32:0 = -
20,0 1/3 5942 -

o— - e e e e e

x - Limite sobrenormal en este experimento
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En la Tebla 8 puede apreciarse gue el suero hu—'—
mano con concentracién de POR muy baja puode reglstrar al-
turas de pico bajas en las diluciones utilizadass poro bg-
tas son muy inferiorcs que para el limite normal superior
para la PCR en el sucros asi como aguellas para dilucionés
gimilarcs de la PCR estandard. ‘

En la Tabla 9 se ofrecen los resultados de cuaﬁ-
tificaciones de la PCR en el suero enriguecido de pacien-;-
tes llevada a cabo mediante inspeccibn visual, junto cm»n:j

lag concentracionos calculadas para PCR. 1

_TABIA 9
16,8 16 92
33,0 35
4750 42,0
5030 4950

51,0 51,0
99,0 9940
101,0 9745

107,50 105,0

e e e e e e G

—— - o e ae - —

Ias estimaciones visuales se ajustan estrecha -
mente a las concentraciones calculadass indicando que este
Proceso de lectuwra <visual cs apropizdo pore la cuantifi -
cacidén de PCR.

EJRIPIO 12

Caractorizacidn y cusntificacidn de Igh secroto

rioy asi oomo determinacitn de su proporeibn ddl total

Proteinico en la loche humana.
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Se Ppreparan dos plaoas tal como ge ha. d.escm'bo en
el ejemplo 4 y con una placa se procedc oomd eh el e:jemplo
8. Se wtiliza el mismo tipo de curva estandard tal como :
8e ha descrito en el ejemplo.9; pars cstablecer la c_oncen-é
tracidén de IgA scerotoria en las muestras de loché humana .
e Igh secretoria purificada | :

El prooedimiento con la gegunds pldca so modif'ica
despuds de la aplicacibn del antigeno. Se utilizan d::.lu.cn.?-—'
nes apropiadas (con PBS) de HS St para establecer uma cur{ra
cstandard segfin su contenido de proteina total. Se aplicaxil
también dilueiones apropiadas con PBS de la leche humana;{r
oon IgA secre‘bOriavpurificada. Se dejan transcurrir 10 mi-;;-
nutos para la absorcidn de antigeno en el gol ¥ lg;ego se:
separe la placa del aparato. Se dispone durante 15 minutos
en un bafio do éeido picrico (5 partes de fcido pierico st
turado + 1 parte do dcido acdtics glacial) para fijar gqui~
nicamente ias proteinas. Se bafia la placa don etandi al 95%
¥ se dispone un trozo de papel de filtro sobre el gel. Lue-
&0 se comprime con papel absorbentes etc. y se sigue el pro
ceso bésico.

En las Tablas JOA y B se exponen los resultados
de estos ensayos paralelos 'para IgA secretoria y total de
Proteina en la lecho humana. Se incluyen con fines compara-
tivos algunas cifras de referencia pare el total proteini ~
co (Ensayo Micro-Kjeldahls Espectrofotometria y I:owry y and

lisis de amino&cidos).
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Goncentracidn
do IgA socre--
Yoria g/l
A. Jeche
humans,
1:47
1’20
1910
0y 87
0975
B, IgA secre
tor 8 pufi

Bofes

7354
3,90
1,10

041450

Bt b e e b4 evraes & e dn o

La Tablo muegtra una buena concordancia de las

_DABTA 10
" fotal proteg“ Relacién
nico g/l = Igh/pro-
e Fedma
11,82 0s124
11420 0,107
10:54 0,104
6558 0,132
7483 0,096
10459 1,03
8,13 05927
3,80 15026
1,30 0,850
04440 04795

- w PR—

motal proteinioo
de roferencis ‘
/1l

micro~Kjeldahl

10,36

12,55

10490
T+90
T195

Espeoctrofoto -
metria ‘

12,00
Lowry
6,00
3,00

Anflisis de ami-
noacidos

0,449

L e 4 ¢ e e e e e g e - e e TR

mediciones del total proteinico para lechc humana ¥ IgA se

cretoria purificada oon las cifres obtonidas por medio de

téonicas standard. Ia proporcién de Igh secretoria frente

al total proteinico esté muwy préxims a 1,0 para las mues-

tras purificadas indicando el proceso bdsico del imvento

puede aplicarse a la determinacidén do IgA secretoria; do

por sis o como total proteinico.
EJEMPIO 13

S a4
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Evaluacibn do cstandards asi como aatisucros pa-
ra la determinacibén de Igh secretoria en sccrocionesmma -
rias humanas. )

So propara le placa y se llova a cabo el proceso
tal como se ha doscrito en el ejemplo 12. Ias musstras de
prueba de entigeno tienon clevadas o bajas concentraciones
do Igh secrotoria; o sea son muostras do calostro humano

14
tomadas on lo proximidad del parto o mucst.as de lecho hﬁ-

mna tomadas mis tarde durente la lactancia. Los estandards

son HS St y un banco de leche humena (IH). Bsta fltima so
evalua para el contonido de IgA en relacidn a Igh secre’ct:?-:
ria purificadn. Ademfs del antisuero (anti-Igh, Dako) wbi~
lizado en el cjomplo 12 se utiliza la fraccidn de inmuno -
globulina de anti-Igh, cadena alfa ospecifica, producida

on conejos por los laboratorios Hyland.

En la Tabla 114 y B se exponon las ooncentracio~

" nes de Igh secrctoria cn varias muestras do secrocibn mamar

rie humana wtilizando HS St o IH como estandard y los dos

antisucros comcrcialos.
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TABIA 1
Bia de m;;;—: Conoen%raclgi de~igA ;ES;Z':""EEEEEEEETEEE
treo a partir  toria g/l lecho humana
del parto “HS ‘como Loche humani ¢o-~ —~ como estandar
ostandard mo standard (Dako/Hyland)
Anti-Ign Enti-Tga AHEI=TER
e (Dako) (Dako) __(Byland)
A. Calogtro
humano o
-1 45 165 42,00 51460 0,79
0 43136 50,24  61;12 0,82
+ 26:4§ 27:43 25,0% 1,10
+2 15,15 15,04 15,97 0,94
+1 12,22 10,80 13,20 082
+ 1 12,00 11,98 12,95 0,93
+2 11,90 12,75 12,26 1,04
B. Léche hi~-
mona
+ 3 5937 6,98 " 5548 ls27
+3 2,46 - 2550 3,02 0,83
+ 3 1,72 1,64 1,58 1,04
+3 1560 1542 1529 1,10

B e e e el N S SRy

La tabla muestra la consistencia en cantidad de

Igh secretoria a concentraciones variables en secreciones
mamarins obtenldas ocon Igh de suero (HS St) o Igh secreto

ria (IH) como estandard. Ias concentraciones halladas con

anti-Igh de diferentes firmas cuando sc compararon dieron
3

relaciones bagtante proximas a 1,0. Asi pues este proces%

es apropiado pare analizar la eficacia do distintos estan-

dards y antisueron para la cuantificacidn do IghA secreto -

ria humans en seorociones mamariss.
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Caracterizacibn de antistefd con respecto al cons
tenido de anticuerpos cspecificos pars distintos determi -
nantes antigénicos sobre el componentc scerotorio (CS) he-
llado en las sccrecioncs momarias humanas.

Se prepare la placa y se lleva a cabo ¢l proceso
tal como se ha oxpuesto en el ejemplo 13. Iag muestras de
prueba del antigeno son calostro y leche humsna y el estan—
dard es IH. El componconte secretorio se cncucntre en las s_g?_
creciones humanss on forma Llibre y enlazade a la moléeula
de Igh dimérica y el complejo se conmoce como Igl secreto -
ria. Debido a que ol calostro ticne una elovada concentra=~
cibn de Igh secrctorio en comparacién a la leche tiene tam-
bién uwna clevada proporcidn de CS enlazado que comporia un
determinante antizénico que no se encucnira cn el CS libre.
Se utilizan fracciones immunoglobulinicas de dos antisue =
ros distintos. Un (enlace anti~CS) se produce (Dakopatis)
contre OS en calostro normal y la otra (Llibre de anti-C8)
se produce contra calostro de une mujer con deficiencias
en suere y Igh sccretoria. : ;

La Tabla 12 comprende los resultedos de anflisis
de las mismas diluciones de calostro y lechc humana pare, :
CS con "enlace anti~C8" y “libre de anti-CS". las concen-
traciones de Igh secrctoria.en lag muestras se ofrecen 5

con fines de rcferencia..
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TABLA 12

i . 77 i T o el T8 T 0

-~
ot e 2 Ry

Dia de mueg __ Co Concentracién do IgA sechuoria g/l
tir del par Ani%—le dilui Iibre de Anti-CS Enlace anti-

treo a par-
1+ 2)
A. Calostro
humano .
-1 42:09
0 . 50524
+1 27143
+ 2 15,04
+ 1 11,98
+ 2 10,80
B. Leche hu-
mana
+ 3 6,38
+3 2,50
*3 1,64
+3 1542

diluida (1 + 2)

e e 6 e B W A I B ) e fm e Wt a0+ e . Par BB B

21,96
20,32
11,70
9,20
9,20
8416

5149
3404
1450
1277

CS gin 41 =
luir 5

Demasiado ba
jo pare la-
lectura

n

6,13
2,65
1,44
1451

el o o - n e S e donn S it b 81 s st o b B Bt

En la Tabla puede apreciarse gue son bajas las

estimaciones de IgA secretoria en calogiro utilizando IH

como ¢standard oon ambos antisueros. Cuando se ubtiliza

11libre de anti~CS" no existen anticucrpos para el determi-
nante de enlace formado por la ligacidn del CS a IgA. Con
el antisucron para onlazar (S los determinantes antigéni -

cog se encuentran en exceso y se forma poco o ningin preol

pitado, 0 sea excesivamente bajo para la lectura. Por otra

parte ambos antisucros. contienen anticuerpos para los de-

terminantos sobre.cl - CS libres que son tambidn reactivos
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cuando el CS se enlaze a Igh, por lo que las eglbimaclones

de IgA secretoria en la 1éche humena a través del Cg libre

o CS enlezado son perfectamente razonables. Asi pues este
proceso permlte cl anélisis de antlgueros 'faspec;f.fioos " pa;-
ra su contenldo do gnticueIpOS":Erellte a digtintos qetemi~
nentes antigénicos sobre el mismo tipo de moléeula, ‘en oste
ejemplo C8 enlazado y libre en secreciones memerisg hums-

nas.
REIVLNDICACIONES

'_Dosc‘ri.’co‘ei oiaje’co del pr_c.-)égn'l;e inve_z_lto ge decla~
ren nuevas y de propla inveglcién leg glgulentes ;’eivinﬂi'ea-
clones oon prioridad de la sollcitud de patente sueca niim,
76 092634 de 20 de agosto de 1976.

1. Brocedimlento para determinar wn maberial -
inmmoldgicamente activo en un f£luido, Fisioldgico, carac—
‘terizado porque comprende sgbre muna matriz de gél in_e;:g'bg

L

en un soporte no reactivo, situar una parte alicuoba.de-

-
>

wna muestra del £luido cubrir el é.rea que comprende la..

v
> AV

muestra con una solucgi_.én que contenga un matl';ezial contra—
-reactivo, geparar log materiales solubles sin reacclonar
y obsexvar log resultados de la reaccidén inmmolégica.

2, Procedimiento, de cqnfomidad oon la
relvindicacién 1, c.arag'l;e:_r'j.z.ado” porque el material inmu-

nolégicamente activo es un entigeno o un anticuerpo y el

_ material contra—resctivo es wn anticuerpo especifico

para este antigeno o anticuerpo.
3. Procedimiento, de conformidad con la rel-
vindiocacln 1, ocaracterizado porgue especialmente el Tag

terial inmunoldglcamente activo es un anticuerpo y el nma~-
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terlal conbrasreactivo es un antigeno correspondiente.

B 4. Procedimiento, de conformided con oualqulera
de lag reivindiceciones 1 a 3, caracterizado porque el
goporte no reactivo eg una plada.

. . e Procedimilento, de conformidad con cualquie-
rawde }aé reiyin@icacioncs lali, caracterigado porque
los resultados de la reaccién irmmoldgica se obsexvan
despuéé de la coloracidn.

L 6. Procedimiento, d9 conformidad con cuaiquiega
de las reivindigaciones lah, caracterizago porgue en su
reallzacién a) se forma una matriz de gel sobre una pla-
ca de un maberial mo reactivo, b) se sitfm sobre este gel
wn pequefio VOluhen.dgl £luido biolbgico que ha dewané;ié
zarse y go dajé éqe seg absorh;do por el gel, ¢) sme c@bre
ol drea de la muestra con una solucién conmteniendo una
qonoenmraqién aproplada de un material conﬁrarmeaotiygvpara
el componente que ha de detemminarse’ en una caniidedig&é
perior a ia del primer fluldo aplicado de modo gue duiﬁﬁ—
te un pericdo de tlempo guficiente exista un exceso d@i'
material que posibilite la roaceién de los componentos
entre si para formar w inmunoprecipitado insoluble, )
ge lava por lo menog una vez la matriz de gel con una so-
lucién bampén y a continuacién se comprime wn papel de
absoreién contra la matriz de modo que se separen los
componentes gue no han tomedo parte en la reacclin y per-
manezecan todevia solubles, o) se pronsa, después de enjua~
gado, el gel hasta obtoner una capa delgada y con ol i~
%imo papel de abmoreién en posilclén so seca ol gel, £)

se gepare el papel y seé sumerse la placa en una solucidn
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de tineldn absorbible por el immmoprecipitado y se decolo~

"ra el gel de modo que el fondo de lag dreas tefildas so

vuelva claro, ¥ &) se comparan las areas te‘_rfzidas con’ una
escala de color conocida indlcando ia intensidad de color
como una Funoién de la dantidad del precipitado.

. Ty Procedimlento, de conformidad con cual-
qulera de las reivi,ndicécibnés 1l a 6, caracterlzado por-
que el sopoxrte no reac'bivo.es trangparente.

} 8.- Procedimiento, de conformided con cualquicra
de las roivindicaclones 1 a 7, caracterizodo porguoc el
gel conblene un aditivo que disminuye la tensidn super—
ficial. ' '

. 9+ Procodimicnto, do conformidad con cualquior
ra de les relvindicaclonos 1 a 8, caréctoxﬁ:zado poxquoiol

gol coubione un olooj:roli"co y dos ia‘hgralces cnfrcn’bac‘to,év.

‘do la matriz do gol se concctan & un suminisgtro do co=' -,

caw

rrionte albtemma.

v -
-
-

10, Precedimiento, de conformidad con cual-. ...
quiera de las reivindicaclones 1 a 9, caracterizado prqﬁe
se gitle w fluido muegtra que contiene wma gerie de.
componentes distintos sobre la matriz de gel en clerta
pauta ¥y enJVarias a'_reas; se cubren c;{.erbas partes 48 la
pauta con solugioneg que con't.i'.ene los conbrareactivosg
egpecificoy degeados y luego se trata la matriz de gel
gogin las etapas d-g de la 'reivinﬂicacién 6.

11, Procedimiento, de confo:pmidad con cuale
quiera de lag reivindicaclones 1 a._lo, caracterizado
porque se producen finalmento gamas de una escals de qo;--

lor que cubro, por lo menos, tres matlccs distintog, go-
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bre la mabriz de gel, siguiondd di proccdimionto do lag

mivin@icacionos'l a 6 con solugionqs_quo conbionon can~—

) ~ ‘tidados conocidas do componontos y sus conbrarroaectivos.

12, Procodlmicnto, do conformidad con cual-
quiera do lasg rolvindicacionog 1, 2 ¥ 4~1ll, carncterizado
porgue ¢l mabterial :!.ningnolégicanlen'bo gctivo oz inmunoglo=
buline enbtihumena 4, G, o M

13. Procodlmiento, de conformided con cual-
quiora d¢ lag roivindicaclonecs 1 y 3-11, caractorizado

porguo ¢l material inmunolégicamento ectivo og protoins

Cercaotiva humana.

o 14 Proood:.mionto gsogin la roeivindicacidn l,
oamc'be:r'izado porguc, cn une foma perbicular do roali=
zac:.on,msc dotormina el por medio de una miriz de gel”
inerte sobre un soporte no reactivo, en la que se aplica
u.na parte aliou.o’up de la muegtra de:l'_.fluido gobre el gel,
y se fija quimicamente lag proteinas, obse.xvando log resul—
tados de 1la reacolén. -

}:_1.5. Procedimiento, megun las reivindicaciones
antéxiores, ogrgc“l:eri.zado porque su realizacidn ge lleva
a cabo en un slgtewa que comprende
a) una matriz de gel inerte que comtiene un electrolito
gobre un soport:e no reactivo; . .

b) mediog para coneotar dicha matrlz con un stministro
do corr%en‘ce gl’toma, ¥y
c) un suninigtro de corriente altema.

16. Procedimiento, de co1rﬁ‘omic1ad con ouale

quiera de lag relvindicaclones 12 y 13, caracterizado

porque para su reallzaoclén la placs se manticne en una
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pogicitn nivelada horizontal y la matriz se conecta me-
diante puenteg porogog a dos recilplentes que contiencn ol
clectrolito y en contacto cox;_e;}.’iéuminis_'l_:ro‘de corrienio
altemna a través do eloctrodos sumergidos en los reclplon=.
5. teg.
17. Procedimiocnto pa‘rg detérmipar un matexial
' inmmolégicamontc active en un fluido fisiologico.
Sogln so dogcribo y reivindlea on la proscutoe
momoria doseripiiva gquo consta do 44 péginas foliadas ¥
10. oscritas a maquina por una sola dc sus caras.

Madrid, a 19 de "Agosto de 1.977

p.a. _ o
JAIME ISERN -
PP :

At 0RO KT
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