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MEMORIA DESCRIPTIVA
El presente invento se refiere a un método -rápido 

y sensitivo para determinar materiales inmunológioamente 
activos en un fluido biológico observando una reacción de 
anticuerpo-antigeno después de aplicación de reactivos so-* 

bre la superficie de un gel.
Son bien conocidos en el arte métodos de diagnós­

tico basados sobre una reacción de an&igeno-anticuerpo en 
un gel- En los últimos años los métodos que utilizan el en­
sayo eleotroimunológico de Laurell (Anal. Biochem. 15y 45* 
1966) se han extendido tanto que se encuentran en el comer- 
oio tablas y normas* listas para el uso* para la medición 
de proteínas en el suero humano* particularmente las inmu­
no globulinas A* G y M. Desafortunadamente estos métodos tie 
nen la desventaja de ofrecer grandes errores cuantitativos 
lo que se ha demostrado cuando las mueztras y standars de 
prueba son de carácter divergente* por ejemplo* con respec­

to al tamaño moleoular.
Con el método de Mancini se consideran culpables 

las diferencias de la difusibilidad mientras que para el 

método de Laurell* entre otras cosas* se consideran respon­
sables de las discrepancias de cuantificaoión las variacio­
nes en electromobilidad y difusibilidad.

El presente invento* que se basa en el hecho de 
que los antigenos asi como sus anticuerpos específicos son 
solubles en solución acuosa mientras que los productos de 
su inmunoprecipitación son insolantes* evita la influencia 
de la difusión y electromobilidad* En efecto* el presente 

invento supera las dosventajas de los métodos anteriores y



proporciona un nuevo método que es rápido y precisó* simple 
de elaboración y eeonémioo.

Más particularmente el presente invento so fe - 
fiefe a un procedimiento para determinar un material inmu- 
nolégicamente activo en un fluidoy que comprendo utilizar 

Una matriz de gel inerte sobre un soporte no reactivo* apli 
car una parte alícuota de una muestra del fluido sobre el 
gel* cubrir él área de aplicación con una solución que core­
tiene un material contra-reactivo especifico* separar los 
materiales solubles sin reaccionar y observar los resultados 
de la reacción inmunológica.

Además el presente invento se refiere a un proce-' 
dimiento para determinar el contenido do protoina total en 
un fluido* que oompronde utilizar una matriz de gel inerte 
o un soporte no reactivo* aplicar una parto aíiouota de 

una muestra del fluido sobre el gol* fijar químicamente 
las proteínas y observar"los resultados do la reacción.

El termino "material inmunológicamentc aotivo" 

se refiere a componentes de fluidos fisiológicos* células 
y extractos de tejido para los que se dispone o puede pro­

ducirse un oontrarreactivo inmunológico. Los materiales 
inmunológicos típicos son aminas primarias* aminoácidos* 
péptidos* proteínas* lipoprotoinas* gliooproteinas* este­
rinas* asteroides* lipoides* ácidos nucleicos* enzimas* 
hormonas* vitaminas* polisacáridos y alcaloides.

Ejemplos de estas substancias inmunológicamento 
activas se ofrecen en la tabla siguiente :



TABLA I
I* Microorganismos 
Bacteria
1. Cocci gram-p os it ivos

Streptococci (pyogonosy Tecalis y viridans) 

Staphylocooci (aureus y albus)

Pneumococci (D. penumoniao)
2. Cocci gram-negativos

Neisseria (gonorrhooae y meningitidis)
3. - Bacilli aeróbicos gram-positivos

Bacillus anthracis 
Corynebactcrium diphtherias 
Eiysipelothrix 
Listeria monocytogenes

4. Bacilli anaeróbicos gram-positivos
Clostridia (botulinumy porfrigensy welohii y tetani) 

5- Bacilli anaeróbicos gram-ne^.tivos 
Escherichia 
Nlobsiolla 

Enterobacter 
Proteus 

Pseudomonas 
Salmonella 

Shigella

7* Bacilli nonintestinales gram-negativos 
Pastourella . (pcstis y tularensis)
Hemophilus influenzae
Brucella (militonsis^ abortus y suis)
Bordetella pertussis
Malleomyocs -
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Treponema pallidum 

Leptospira 
Borrelia 

9* Miooplasma
10. Micobaotoria

11. Vibrio
12. Actinomices 
Protozoos

1. Protozoos intestinales 
Ameabae 
Flagelados 
Trichomonas 
Leishmania 

Trypanosomes 
Toxoplasma 

3- Esporozoos
Plasmodia (vivax; falciparum; malariao y ovale)

4. Nemâtcdos intestinales 
Oxiuros
Anqailostomas duodenales 
Tricocéfalos

5. Ñemátodos del tejido 
Trichinella

Filaría (Wuchereria banoroftii)

Dracunculus
6. Tremátodos 

Schistosomes 
Tremátodos intestinales

. Espiroquetas
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Tremátodos dol tejido

7. Cestodos
Tenias

8. Toxoplasma (T. gondii)

5. Hongos
1 . Sporotrichum

2. Cryptocoocus

3. Blastomyces
^ + Histoplasma

IO. 5. Coccidioides
6. Candida

Virus y Rickettsis
1 . Rickettsia

2. Virus

15. Hepatitis canina 
Papiloma endémico 

Gripe A y B 
Peste aviar 

Herpes simplex
20. Adenovirus

Polioma

Rous sarcoma
Vacuna
Poliovirus '

25* Sarampión 
Moquillo canino 

Leucemia 

Parotiditis
Enfermedad do Newcastle



Sendai

Virus huérfano humano Oitópatógeno entérico
Glosopeda

Psitacosis
Rabia

Extrótnella 
Virus arbor

II. Antigenos do tejido incluyendo ántigenos específicos 
de órganos 
Polisacáridos 
Hialúnorídasa 

Toxina de tétanos 
Ovalbúmina de huevo 
Albúmina de suero ovino 
Riñón 

Hígado 
Piel 
Corazón
Tracto gastrointestinal 
Próstata
Antígenos embriónicos (alfa 1 fctoproteina) 

Antigenos tumorales (antigeno caroinoombriónico) 
Músculo 

Colágeno 
Amiloido

III. Hormonas
Hormonas pituitarias
Insulina
Glucagon
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5*

30.

15.

20.

25.

Hormona tiroido 
Cíonatropica coriánica

Hormona coriónica dol crecimiento - prolaotina
IV. Enzimas

Quimitripsinógeno 
Procarboxipeptidasa 
Deoxiribonucleasa 
Rib onucleasa

Gliooraldchido -3-fosfato dchidrogonasa
Oatalasa
Peroxidasa

V. Antigenos_de células sanguíneas* substancias del grupo 
sanguíneo y otros isoantigenos.
Plaquetas

Megakariocitos
Leucocitos

Eritrocitos
Substancias del grupo sanguíneo 
Antigeno Forssman 

Antigenos de histocompatibilidad 

VI^ Proteínas de plasma 
Fibrina y fibrinógeno 
Plasminógeno y plasmino 
Albúmina 
Inmuno global inas 
Alfa-l-antiquimotripsina 

Alfa-l-antitrip sina 
Factores com^omentarios 
Coruloplasmina
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5.

10.

15.

20.

25.

Gc-globulina 

Haptoglobina 

Alfa-2-macroglobulina 
Beta-2-^nicrogLobulina 
Orosomucoïde 
Prealb&mína 
Transferrina 

VII. Proteínas do leche 
Lactoferrina 
Lisozima 
IgA secretoria 
i #  secretoria 
Componente secretorio 

VÍII* Proteínas de saliva,
IgA secretoria 

'Ig}M secretoria 
Componente secretorio

IX. Proteínas de orina

X. Proteínas patológicas 
Protoina do mioloma 

Proteínas macro globulinaómicas 
Proteínas disglobulinaémicas 
Proteínas Bence Joncs If II 
Proteína C-rcactiva
Crio globulinas

XI. Anticuerpos incluyendo autpanticucrpos 
Factor antinuclcar 
Autoanticuerpos tiroidales 
Protoina anti-Tamm-Horsfall



Aglutininas frías 

tactor reumatoide 
Autoanticuorpos adrénales
Autoanticucrp os frente a células parietales gástricas 

en anemia perniciosa 

Anti-colon 
Anti-higado 
Anti-riRón
Autoanticuorpos fronte a espermatozoos 

Anti-coiazón
Autoanticuorpos musculares en myasthenia gravis 

Autoanticuorpos fronte al tejido nervioso 
Autoanticuorpos contra tejido fibroso y componentes 

vasculares
Aut oanticuerpos contra plaquetas y moga cario citos 

Anticuerpos contra fotoblastos 
Anticuerpos fronte a microorganismos 
Anticuerpos fronte a antigenos animales 

Anticuerpos fronte a drogas.
Los materiales inmunológicamente activos partí - 

cularmente preferidos son IgA.* IgG* IgU* OHP (proteica 0- 
roactivo)en el suero y las IgA y I #  secretorias en la lo­

che.
El gel utilizado de conformidad con el presente 

invento puede elegirse entre uno de los muchos materiales 
inmunológicamente inertes formadores de gel como agp.r* aga 
rosay acetato de celulosa* gol de almidón* gelatina* polia- 

crilamida o sus combinaciones.
El gol puede contener adicionalmonte un oloctro -



lito y/o un dotergonto disminuidor de la tensión -superficial.
En el contexto do este invento el tórmino "fluido" 

abarca fluidos biológicos por ejemplo suero; plasma# leche# 

orina# saliva o fluido espinal# fluido amniótico# fluido 
sinovial# fluido oxtravascular y otras secreciones y excre­

ciones de los humanos y animales asi como extractos acuosos 

de cualquier fuente viviente.
Todos los tipos do soporte no roactivo son apro - 

piados de conformidad con el presente invento# por ejemplo 
placas* portaobjetos o películas que se utilizan en el cam­

po módico o en laboratorios. El soporto puedo estar consti­
tuido por cualquier material apropiado tal como# por ejem - 
pío# vidrio o material sintÓtico y de preferencia es trans­

parente.
El tórmino "aparto alícuota de una muestra" o "go­

ta" tal como so utiliza en el contoxto de esto invento sig - 
nifica cantidades en microlitros do hasta alrededor de 10 mi 
crolitros# usualmonto do 1 a 4 microlitros# del fluido que 
ha de investigarse. Estas cantidades de microlitros del fluido 
que ha do probarse so aplican# de preferencia# por medio do 

un microaplicador tal como una micropipota.
la solución del matorial contrarroactivo que so 

aplica para cubrir el área de aplicación do la parto alícuo­
ta do muestra del fluido que ha de analizarse contiene cual­

quier substancia apta para reaccionar inmunológicamente con 
el material que ha de determinarse.

Si bien pueden proveerse otros sistemas inmunoló- 
gicos* por ejemplo basados en ttn método de anticuerpo doble 
o reacción competitiva utilizando reactivos señalados o eti-



quota do Sí la modalidad más preferida del presente invento 
consiste en utilizar una solución de material contrareacti­
vo que contenga para la determinación de un antigeno un an­
ticuerpo ospecífioo para dicho antigeno y para la dotermi - 

nación de un anticuerpo el antigeno correspondiente.
Si bien la oantidad de la solución que contiene 

el material contrareactivo no es realmente critica; es cru­
cial que exceda la primora parte aliouota en volumen apli - 

cada de modo que todos los materiales inmunológicamente ac­
tivos de la muestra tengan la oportunidad de reaccionar con 
sus contrapartes.

La solución que contiene el material contrareac­
tivo immunológico os de preferencia una solución acuosa que 

puedo contener aditivos especialmente utilizados en las 
pruebas inmunológicas; por ejemplo solución salina tempora­
da de fosfato.

En el procedimiento del invento el pH debe man - 
tenerse; do preferencia; entro 5 y 9 para evitar una desna 
turalizaoión de los materiales inmunológicamente activos 
implicados en la roaoción. Esto puede obtenerse con siste­

mas do tampón convencionales apropiados tal como tampones 
de fosfato o barbital.

La observación de los resultados de las reac - 
ciones inmunológicas depende de la naturaleza de la prue­
ba y de la forma de visualización que ha de utilizarse. Los 

mótodos de visualización que pueden utilizarse en el con­
texto de este invento son; por ejemplo; radiodetección; 
detección fluoromótrica; detección enzimàtica; detección 
espectrofotomètrica; inspección visual.

En una modalidad preferida del invento los re sul
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tados se observan éspeotrofotométricamente o visualmente des 
pues de la coloración.

De conformidad con una modalidad preferida del in 
vento* se adiciona sobre una matriz de gel una gota de flúi 

5. do sujeto a investigación* conteniendo el antigeno* even­

tualmente diluido y/o tratado por ejemplo mediante calenta­
miento de modo que el componente de interés sea demostrable. 
Se cubre la gota con un exceso de anticuerpo* se lavan los 

antigenos no reactivos y el exceso de anticuerpos* se colo- 
10. rean los productos de la inmuno-preoipitación y se compara 

el resultado con una escala de color conocido. Cuando debe 
determinarse la cantidad de cierto anticuerpo en un suero 

se invierte el orden de aplicación y se aplica primero una 
gota de suero y luego una gota de antigeno. Se dispone la 

15. matriz de gel de preferencia sobre una placa de vidrio o si 
milar y se llevan a cabo una serie de pruebas paralelas para 
obtener valores seguros.

También es posible determinar la cantidad de anti­
geno o anticuerpos distintos en forma simultánea. Para este 

20. fin se rocían gotas del fluido que ha de analizarse (fluido 

primario) en una pauta sobre la matriz de gel y se cubren 
las secciones individuales con varios fluidos contrarreaoti 

vos (fluidos secundarios) conteniendo diferentes tipos de 
anticuerpos o antigenos que reaccioran específicamente con 

25. los antigenos o los anticuerpos del fluido primario.
En ciertos casos puede ser interesante determinar 

la cantidad total de proteína de un cierto fluido on adición 
a la cantidad de cierto antigeno o de determinados antigenos 
específicos. Para este fin pueden* segán una modalidad adi­

cional del invento* fijarse químicamente todas las proteínas



en alguna de las gotas y tratar las otras gotas con anticuar 
pos de modo que sobre la misma matriz se obtonga* por una 
parte el valor del total de proteina y por la otra parto 

uno o mds valores parciales.
Para obtener una pcnotraci6n uniformo de las 

gotas en la matriz do gel es conveniente que 6sta contenga 
cierta cantidad do una solución que disminuya la tensión 

superficial. La absorción so produce do forma relativamente 
lenta y cabe esperar cierta diseminación.

Para asegurar la distribución uniforme do las 
gotas ha rosultado vontajoso* por lo monos durante la fase 
inicial dol tiompo do reacción* dejar quo pase una corrien 

te alterna a travos do la matriz do gel. Do osto modo so 
mantienen unidas las distintas moléculas do la gota. So 
obtienen resultados satisfactorios con un voltaje compren­
dido entro 1 y 3 V por matriz do 1 cm entro el papel de 
filtro que hace puente en los bordes do la placa* siendo 

proferido un voltaje do 2*5 V.
En ciertos casos el antigono puedo onlazarso a 

otra molécula, por ejemplo albúmina. Cuando el antígeno so 

uno con su anticuerpo y se vuelvo insolublo pormaneco la 
otra molécula. Puodo sor do interés determinar la canti­

dad de antigeno más la otra molécula* por ejemplo la albú 
mina. En una modalidad especifica se procedo como se ha ex 

puesto anteriormente, o sea* se aplica sobro la matriz un 
par de gotas dol fluido primario conteniendo el complejo 
do antigcno-albúmina, so aplica una cantidad apropiada del 

fluido secundario quo contieno el antiouerpo especifico 
para el antigeno sobro las gotas de fluido primario y se 

deja quo reaccionen los componentes* separándose luego



los componentes solubles mediante lavado. .¡Permanece la al - 
bámina enlazada al antlgeno.

Luego so aplica cierta cantidad do un fluido que 
contiene un anticuerpo especifico para albúmina sobro el 
material reaccionado de una do las gotas y dospuós do un 

tiempo do reacción apropiado se lava el material sin reac­
cionar no especifico para la albúmina. A continuación se 
colorean los-productos finales do la inmunoprocipitación.

Con el fin de ouantifioación puodo utilizarse una 
escala do color proparada de antomano; pero os más apropia­

do producir por lo menos tros ostandards oontoniondo dis - 
tintas cantidades oonooidas del componento investigado; di- 
robtamonto sobro la matriz. De esto modo so evita cualquier 
eri*or do matiz debido a diferencias en efectuar la prueba.

La ilustración del invento so amplia por medio do 
la descripción que sigue con referencia a los dibujos.

En los dibujos :
' La figura 1 representa; esqucmáticamonto; una mo­

dalidad especifica do un dispositivo apropiado para llevar 
a cabo el mótodo del invento.

La figura 2 muestra; osquomáticamonto; las etapas 
más importantes do una realización ospocifica do un procoso 
para determinar; simultáneamente; tros componqntos distin - 

tos (IgA.; IgG o I#). ' '
En la figura 1 el número 10 roprosonta una placa 

de vidrio o una placa de un material no reactivo transparen 
te. Sobre esta placa so dispone una matriz do gol 11 conte­
niendo agar o agarosa y una cantidad menor do un disolvente 
que disminuyo la tensión superficial. En osto caso particttbr
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5.

10*

15.

20.

25.

ol gol contieno tambión un electrolito..
La placa 10 se dispone hor izntalmento sobre dos 

rooipientos 12 y 13 conteniendo un fluido 14*,asnalmente 
ol mismo que el electrolito en el gol. So conecta la ma - 

triz de gol U  con el fluido 14 do los recipientes 12 y 
13 por medio de puentes 15 dol papel de filtro o similar. 
Los contactos 16 coneótados a un suministro de corriente 
alterna 17 y so sumergen en el fluido 14*

En operación se aplican pequeñas gotas del flui­
do biológico primario que ha de investigarse sobro la ma­

triz de gol y se cubro cada una de las gotas oon un volu­
men mayor de un fluido secundario que contiene el contra- 
reactivb para ol oomponento que ha de investigarse* por 
ejemplo anticuerpos monoospecíficos cuando la tarea oonsis 
to en do terminar un dotorminago antigeno* o un antigeno 
apropiado cuando la tarca consiste en doterminar la canti­
dad do cierto anticuerpo en ol suero u otro fluido corpo­

ral.
El procedimiento esencial es más evidente a par­

tir do la figura 2 que muestra una matriz con gotas de 
fluido y productos de reacción aplicados.

El fluido que ha de investigarse se considora 
que contiene antigenos 3gA.* IgG e I #  (Más* eventualmente* 

otros componentes solubles)* Los antigenos en cuestión so 
encuentran en la parto superior do la matriz marcada pon 
varios símbolos para distinción.

La matriz se divide simbólicamente en tres cam­
pos verticales* y en cada uno de estos se aplican dos go* 
tas del fluido primario, don el fin de ilustración se con
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15.

20.

25.

sidora que la gota a la derecha de cada oampo se refiere a 
un juego con un contonido do antigenos superior,quo on la 
gota de la izquierda .

<-. Además la matriz so divide sinsilicamente en sen 
tido horizontal y en el margen izquierdo so encuentra una 
letra quo se refiero a cierta etapa del proceso.

la banda horizontal más superior marcada con b) 
representa la aplicación de pequeñas gotas del fluido pri­
mario. La banda subsiguiente marcada con o) representa la 

aplicación do gotas mayores de los fluidos secundarios.
So considera también que en el campo izquierdo 

- vertical - so pretende determinar la cantidad de Igi* en 
la porción media la oantidad de IgG y en la porción dere - 

cha la oantidad de igM. Asi pues en este caso áe utilizan 
tres fluidos secundarios distintos* cada uno de los cuales 

contiene anticuerpos monoespeoificos fronte a IgAy IgG o 
I#.

En la banda horizontal subsiguiente se conocen 
los productos insolubles de la iomunoprocipitación. Una por 
ción (llave d) de esta banda muestra los anticuerpos en ex­
ceso solubles y los antigenos sin reaccionar solubles en 
cada campo vertical. Estos componentes solubles se lavan 

por lo menos una vez con una solución tampón.- A continua­
ción se comprimo un papel do absorción contra la matriz do 

modo que se separen los componentes solubles que no han tó 
mado parte en la roaoción y permanecen solubles.

A continuación se colorean los componentes reac- 

oionales y se decolora la matriz de gel que circunda estos 
componentes de reacción. Las diferencias de matiz indican-
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10.
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25.

do cantidad de roactivos precipitados se exponen en la ban 
da e) y deben compararse con ana mezcla de color. Esto pae 
do realizarse oon ana escala independiente, preparada de 
antemano, pero para evitar posibles variaoiones que podrían 
ocarrir debido a la forma de proceder es aconsejable esta - 
blecer cada vez ana escala do color estandard, directamente 
sobre la matriz, tal como se representa por medio de la ban 
da f).

En osto oaso se utilizan solacicnos con cantida­
des conocidas de los antigenos relevantes y so aplican en 
filas sobro la matriz. So dispone de ana solución stock 
con elevada concentración y se diluye o se dispono do muchas 

soluciones distintas con concentraciones escalonadas varia­
bles conocidas. En el presente caso existen seis grados do 
color distintos y la concentración aumenta de izquierda a 
derecha.

El proceso sigue la misma pauta que so ha descri­
to anteriormente, o sea, se aplica el númoro necesario de! 
gotas del fluido primario, luego el número de gotas corres­
pondiente de los fluidos secundarios, se lava, se seca y ^e 
colorea concurrentemente con la elaboración en el campo ver 
tical correspondiente. Las escalas para IgA. e IgC son apro­

ximadamente idénticas mientras que la do IgM es algo m&s dé 
bil que las otras dos.

Los ejemplos que siguen amplian la ilustración 
del invento.

EJEMPLO 1

Determinación de la cantidad do una proteina-an - 
tigeno arbitraria. Se elige un gel, por ejemplo conteniendo



1% de agarosa y 0,01% de Tween 80 y so osparco hasta urna 
fina capa de 1 mm sobre una placa do vidrio. El. gol contio- 

no también un componente eléctricamente oonductor* por ejem 
pío 37,5 mmol do voronal por 1 litro con un pH do 8,6. la 
capa de gel so oonoota mediante puentes do papel de filtro 

con recipientes que oontionen un tampén do voronal a 75 mmol 
por 1 litro. Los recipientes se acoplan para oonootarse a 
un suministro do oorrionto alterna con un voltaje do 2*5 v 
por 1 cm a través do la matriz.

Se hace pasar corriente mientras se aplica el 
fluido primario y duranto 15 minutos después de la aplica­
ción del fluido secundario. A continuación se deja sin co­
rriente la placa duranto unos 10 minutos.

Las proteínas que no han reaccionado todavía es­
tán solubles y la placa con la matriz do gol se sumerge un 

par de veces en solución salina tamponada con fosfato y so 
comprime i después do cada inmersión, bajo alrededor do 1 kg 
de poso, con un grueso papol do absorción que absorbe las 
proteínas insolublcs y soluciones salinas. El tratamiento 
se repite hasta quo so tiene la seguridad do quo so han se­
parado todos los oomponontos solublos.

En osto caso la coloración se efectúa con una so- 
lucióh "Coomassie Bluo R".

Luego so do colora la matriz do gol para obtener 
un fondo claro quo contrete con el inmuno ' precipitado.

TTSogún ya se ha indicado antoriormonto puoden 
utilizarse escalas de oolor estandards o prepararse direc­
tamente sobre la matriz.

EJEMPLO 2
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Cuantif icaoión simultánea do diversos antigenos? 

por ejemplo Ig&? IgG o IgU (figura 2).
Se efectúan diversas aplicaciones en una pauta

regular y se oubren las áreas dentro do las secciones in-
!

dividuales de la pauta con antisuoro corrospondionto a los 

distintos antigenos y a continuación se lava? se comprime? 

so soca? se colorea y so observan los grados do oolor obte 

nidos como on el ejemplo 1.
EJEMPLO 3

Determinación de la cantidad do antigenos acom 
plojados? por ejemplo IgG-albámina? IgG-IgA. o IgG-1^1 en 
el suero humano#

So procedo del mismo modo que se ha descrito an­
tes en el ejemplo 1 ? o sea se adicionan una o más gotas c(el 
fluido que ha de investigarse sobre la matriz y se cubren 
primero con la soluoión que contienen los anticuerpos espe­
cíficos para un componente en el complejo y luego se lava 
la matriz. A continuación se cubren las áreas de aplídación 
con otra solución conteniendo los anticuerpos específicos 
para ol otro componente en el complejo y por áltimo se pro­
cede de conformidad con las etapas de los ejemplos preceden 

tes.
En oaso do que se desee determinar? on adición a 

la cantidad total do los antigenos acomplejados? la canti­
dad de uno do los componentes en dicho complejo so aplican 
dos gotas o dos filas de gotas y se trata la gota o la fila 

do gotas do conformidad con el ejemplo 1 para la cuantifi- 
cación de un componente individual? y la otra gota o fila 

de gotas do conformidad con la doscripoión dol párrafo pro



codonto. Dobon incluirso on la matriz ara oséala do color 
o porciones que representen los componentes individualmente 

o como antigenos acomplejados.
EJEMPLO 4

Caracterización y cuantificación de Ig& humana.
So prepara una solución de gel disolviendo (on 

ebullición) 0,5 g do agarosa (Bio-Rad) en 25 ce do H^O des­
tilada y se mantiene a 55-60SC. So mezclan 10 ce do osta ' 

solución con 10 ce do tampón, por ejemplo barbital-barbi-, 
tal Na (Merck) 75 mmol/l* NaN^ 6 mmol l/l, pH 8,6 con una 
adición do Breen 20 hasta 0,01% tambión a 55-60SC* se vierte 
la mezcla sobro una placa de vidrio a nivel (12 x 16 x 0,1 

om) y so deja que golifique en un modio saturado do HgO pro 
poroionando una matriz do gel con un osposor do alrodcdor 
de 1 mm.

Se preparan solubles do antigono a partir de un 
banco de suero donador de sangre (HS St) quo so ha ovaluado 
para concentración do inmunoglobulina A, C y M con la refe­

rencia ostandard 67/97 do la Organización Mundial do la 
Salud. El diluyonto os PBS (solución salina tamponada con 
fosfato), pH 7,1. So diluye la fracción do inmunoglobulina do 
IgA. anti-humano do conejo (especifica para cadenas alfa (Da- 
kopatts, Brostex A/S, Copenhagen) con PBS hasta una concen­
tración de 133 microgramos por cc, o sea 1 cc de antisuero 
puedo ligar 133 microgramos do antigeno cspocifico (doscrip 
ción del fabricante).

La placa (soporto do vidrio y matriz do gol) so 
dispono horizontalmento sobro un aparato,do cloctroforosis 
apropiado con dos recipientes conteniendo ol tampón de bár



bital antes citado sin el Twccn. Se disponen puentes de 
papel de filtro (Whatman n& 3) para cubrir alrededor de 

0,5 cm de los bordos mayores de la matriz do gol y sumer r 
girse en el tamp6n de los recipientes que están provistos; 
oon electrodos conectados a un transformador veriao alimep. 
tado con corriente ordinaria, 220 V, 50 Hz#

Se acciona la corriente y so ostabloce a travos 
do la placa un potencial do 2)5 V/cm. Dentro de 10 minutos 
so inicia la aplicación de 4 microlitros do muestras del 
antigono. Tan pronto como las muestras son absorbidas por 
el gol (unos 5 minutos) se superponen las gotas de antisup- 
ro (10 microlitros). Los reactivos se aplican dentro de 15 
minutos. El aparato so cubro para proteger la placa contra 
la evaporación y el polvo. Al cabo do cuarenta minutos se 

cubre la última gota de antigeno con antisuero, se deseo r
nocta la corriente y so deja quo se estabilice la placa du-

:
ranto 10 minuto sí '

Se extrae la placa del aparato, so lava con PBS 
y se cubro con papel de filtro, una gruesa capa de 0,5-1,0 

cm de papel absorbente, una placa de vidrio y un peso de 
1-2 Kg. Al cabo de unos 15 minutos, cuando ol liquido y los 

componentes solubles de la agarosa se han eluido mediante 
el papel absorbente,se separan éstos y el papel de filtro.
Se hincha la agarosa durante 5 minutos oon PBS fresco bajo 
un nuevo trozo de papel de filtro. Diez minutos más tarde 
se comprime do nuevo con un papel de filtro nuevo, papel 
absorbente, el vidrio y el peso. Se repito por torcera vez 
la compresión, poro después de ésta se deja en posición el 
papel do filtro y so deja secar la película do agarosa.
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Los precipitados de an±igeno-anticuorpo de la ; 
película de agarosa seca so tiñen durante 10 minutos en un 
baño de tinción Ooomassie Brilliant Bluo R (Signa): 2,5 g 
do color por litro do doido acético glacial, etanol al 95% 
H2O destilada (1 + 3,5 + 5,5 partos, respectivamente). ¡ 

Después de lavado oon agua del grifo so efoctóa la decolo­
ración en un baño de los disolventes antes citados (1 + 2i5 
+ 6,5 partos, respectivamente) basta que el fondo de los' 

puntos teñidos os claro.
La intensidad del color precipitado so registra 

oon un Chromatogram Spcktralphotometor KM3 (Cari Zoiss, . 
Oborkocken, West Gortnany). La placa se pasa a través do 
un rayo do luz de 0 ,1 mm x 10 mm a una velocidad do 30 mm/ 
min. La absorción a 558 nm se controla como una curva con 
un registrador Hitachi Perkin-Elmer 165 a 5 mV y una velo­
cidad de gráfica de 60 mtn/min. El área do los picos traza­
dos que representan la cantidad del precipitado so oalnnin 
como ocho veces el ancho a la mitad de la altura del pico.

En la Tabla 1 so expone la concentración do IgA 
en las diluciones do Hs St y las áreas en mm^ dividido 
por 40 do los picos de curva registrados.

TABLA I

Concentración do IgA g^l Area dol pioo mm2/40
0,0085 4,4
0,0085 4,90,0143 8,8
0,0215 14,70,0285 17,5
0,0285 17,6
0,0343 20,3
0,0428 22,40,0428 22,40,0573 30,5

-------- --------------- ---------------------



Las áreas calculadas de los picos muestran qhe 
cuando aumenta la concentración de antígeno también aumen^ 
ta el área del pico trazado* o sea so forma más precipita­

do que conduce a mayor tinción absorbida y registrada como 

un aumento proporcional en el área do los picos trazados.; 
Asi pues* la cantidad do color dependo do la concentración 

do antigeno y este parámetro puedo utilizarso para la cuan 
tificación do Igl. :

EJEMPLO 5_ ;
Caracterización y cuantificación do IgG humano^
So prepara la placa y se lleva a cabo el procoí-- 

dimionto tal coho so ha descrito en el ejemplo-4 excepto 
que la fracción do' inmunoglobulina do antisuoro de conejo... * - c

fronte a IgG humana (cadena gamma especifica? Dakopatts) f 
so sustituyo por anti-Igi. Se diluyo hasta una concentra - 
ción de 200 microgramos por cc. Los resultados se ofrecen 
on la Tabla 2.

TABLA 3

Concentración do IgG g/1 Area del pico mm^/40

0?0100 5*9
0,0168 10,2
0,0250 14,4
0,0333 22,9
0,0400 24* ? 6
0,0500 29,4

Puede obsorvarse que las áreas de los picos tra 
zados son proporcionales a las concentraciones de antigeno 
indicando quo el procoso puedo utilizarse para la cuanti - 

ficación de IgG.



EJEMPLO 6

Caracterización y cuantificaoión Re I #  humana.
Se prepara la placa y so lleva a cabo el proceso 

tal oomo so ha descrito en el ejemplo 4 con la excepción de 
que se utiliza la fracción inmunoglobulina do antisucro do 
conejo fronte a I #  humana ( cadena ospcoifica# Dako-
patts) en lugar de anti-IgA. So diluye hasta 200 microgra- 
mos/cc. Los resultados observados so oxponen en la Tabla

3'
TABLA 3

Concentración do I#I g/l Aroa dol pico mm^/40
0,0158 3#0
0,0263 6,0.
0,0395 9,1
0,0528 lli6
(3,0633 14,2
0,0790 17,2.

........ — ... . — ...........,

áe aprecia que las áreas de los picos trazados
son proporciónalos a las concentraciones do antigeno# por 
lo que el proceso puedo utilizarse para la cuantificaoión 

do
EJEMPLO 7

Cuantificaoión de IgG humana en presencia y ausen 
cia do un potoncial do corriente alterna# durante distintos 

poriodos .de tiempo.
Se preparan dos placas tal como so ha descrito en 

los ejemplos 4 y 5 a excepción de que una placa se soporta 
horizontalmentc sin conexión a una fuente de corriente al­
terna. El proceso oon ambas placas se lleva a cabo oomo en 

el ejemplo 4 a excepción de que las solucionos do antigq- 
no y antisuero# IgG y anti-IgG como en el ojemplo 5# so



aplican a inérvalos para permitir tiempos do roacción do, 
20 y 40, 60 u 80 minutos. Los resultados observados so indi­

can en la Tabla 4.
TABLA. 4

Arca del pioo. mm /̂40

Conoontra 
oión do 
IgG g/l

20 min. 
vols/om.

40 min 
vols/cm

60 min 
volts/om

8Ó mdn, 
volts/cípit

g/1 2,5 nin-
jginâ

2*5 nin-;
jguna ^

2*5 nin-
. suna

2*5 ' nin-

0,010 10,0 8,8 12*7 9*8 13*2 13*5 13*5 11*9

0;024 19*5 19*2 23*2 20 *¡9 25*8 24*6 26*3 24:*5

0,025 25*2 26*3 27*6 23*'C - 27*6 24*'8 30*3 26*8

0,033 29*4 26,7 34*2 33*0 34*5 28^6 41*3 32:*9

0,045 39*1 35*5 46*5 39*2 45*6 43(2 47*6 44*5
0,050 42,7 40,1 48*3 4ÍJ8 48,5 45*3 48,5 46*2

0,083 59*1 56,6 74*4 62*3 67*3 67*9 72*5 68,8

Las áreas del pido que representan la IgG precipi­
tada on todas las concentraciones de antígeno aumentan con 
respecto a mayor tiompo do roacción. Excepto on 3 casos las 
áreas medidas en prosoncia de corriente alterna (CÍA) son su­
periores a las registradas en su ausencia. Con la corriente 
la cantidad do precipitado aumenta sobre la media en 18,6 % 
entro 20 y 40 minutos* difícilmente so modifica durante 40. 
a 60 minutos y se eleva del 6,6 % de 60 a 80 minutos de 
tiempo de reacción. Sin corriente los aumentos porcentuales 
medios do precipitado para estos periodos do tiempo son: 
8,0%, 8,0% y 2,4%, respectivamente. Asi pues la IgG aplica­

da dentro de 20 minutos y reaccionando con anti-IgG durante
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40 a 60 minutos resultará más apropiadamente ouantificada 
con un medio do corriente alterna que sin 6ste¿

! EJEMPLO 8

Caraotorizaci&n y cuantifioacién do inmuno ¿Lobuli- 
ñas humanas A# G y M y los resultados fotomàt rio os analiza - 
dos con un metodo alternativo.

So propara una placa y so lleva a cabo ol pñodoso 
según los ejemplos 4, 5 y 6, o sea, se cuantifican dilucio­

nes de suero humano para inmunogLobulinas A; G o M; Se uti- 
10. lizan tres microlitros de antigeno y 6 microlitros do anti -

suoro- Después del registro fotomètrico del grado do colora-^ 
cién la altura en mm de los picos trazados so refiere a la 
óoncontracién do inmunogíobulina analizada, véase la Tabla 
5A, B y C.

15. TABLA 5

ínmuhbglobulina y 
concentracién, g/l

Altura dol pioó¿ 
mm

A.__IgA

0,0085 14,0
0,0085 17*0
0,0143 29,0
0,0215 46,0
0,0285 57,5
0,0285 56,0
0,0343 66i50,0428 74,50,0428 70,0
0,0573 100,0

B.____Igl
0,0100 21,5
0,0168 35,50,0250 50,0
0,0333 72,50,0400 82,0
0,0500 99,0
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TAKLA 5 (üont.)

InmunogLob ulina y Altura dól pióoy
concentración, g^l ___ _________ , m m __ ¡___

C Igg
0,0158
0,0263
0,0395
0,0528
0,0633
0,0790

6F0
.9Í1
lli6
14,2
17^2

Los picos trazados son proporcionalmcnte sur

pcriorcs en relación al aumento de concentración de inmuno
globina. Asi pues, la altura del pico en mm representativa 
do la intensidad del precipitado coloreado puedo utilizar­
se como una modida do la cantidad do antígeno analizada ¿n

el punto coloreado.
EJEMPLO 9

Caracterización y cuantificación dc-inmunoglobu- 

linas humanas A, G y H, obsOrvándOsc los resultados median 
te inspeoción visual.

Se prepara una placa y se lleva a cabo el proce­

dimiento como en el ejemplo 8 a excepción do que los resul 
tados se observan modianto inspección, visual asi* cómo me - 
diante rogistro fotomótrico. Se incluyon en la placa pun - 
tos do referencia ostandard que representan cantidades co­
nocidas do antigeno para cada clase de inmunoglobulina.Las 
alturas en mm do los picos medidos se trazan frento a los 
microgramos conocidos de antigeno para IgA, IgG o I#. A 
partir de estas curvas se determina y convierte la cantil 
dad de IgA., IgG o IgK en los puntos de prueba, utilizando 
ol factor de dilución y volumen de muestra aplicada, para
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establecer ía concentración de inmuno globulina en el suéro 
ensayado.

El modo de inspección visual & cuantlfic^áóióh se 
lleva a cabo con la placay hacia abajo el lateral cOn gel* 

5* sobre un fondo mate blanco. la intensidad de color en úna

manoha de prueba se compara con los distintos grados dé co'*-
lor anotados para los puntos de referencia estandahdá co ¿;
rrespondientes y se estima la cantidad de antigend que for^ 
ma la manoha de prueba.

10. La concentración de inmuno globulina, en el suero
ensayado se calcula, como antes* utilizando el factor de ; 
dilución y tamaño de la muestra. Los resultados observados 
con estos modCs de estimaoión comprenden la Tabla 6A* B y 
C.

15. TABLA, 6

20.

Cantidad d3 inmúnoglobulina 
en micro gramos en la mancha
Fotometría* inspeocTJÓh v3r^* 
curva en a l ; sual

túr .̂ 2___  - -

Concentración dág inmuno g&o 
bulina g^l* áh 61 suero *"

___  Probado ..
Fotometrial' ^Inspeccióif 
curva en al . visual 
tura *"

A. ígÁ

25

 ̂0i204-' . 0*230 2* 14 2^42
0*182 . 0*200 1^91 2*10
0*132 0,139 1*39 1*46
0*126 0,139 1*32 1*46
0 * 113 . 0*116 1*18 1*22
0*059 0,050 0*62 0,53

B.___jgG
0*238 0*225 24*99 23*63
0*203 - 0,205 10,63 10*66
0,198 -.0;193 10*40 10,04

- 0,174 0*193 9*14 10*04
0*072 0,070 7*46 7*35
0*069 0,064 7*25 6*72
0*062 0*050 6*46 5*25
0,032 0,030 3*36 3*15



.MLAJ5 (Cont,) - * *

Cantidad de inmuno globulina Concentración de inmuno ¿LÓ,-
en micro gramos en la mancha bulina en el suero.,pro

- ! -. bado ... ; -
Tbtometria, "Hispe doióh Fotometria, TrEpecciónT'*"
curva en al visual curva en al visúal

tura , tura
C. 1 # -

0,300 0^291 1,58 3J53
0,219 0)245^ 1,15 H29
0,178 0,161 0,93 0,85
0,145 0,148 0,77 0^78 ^
0,027 0,035 0,14 0,18

La t3bla muestra que las estimaciones visuales 
de la (Santidad de inmuno globulina en las manchas de la 
placa sb ajustan con las leídas a partir de las' cúryas de 
altura de pico correspondientes obtenidas f o tomé tricamen¡- 
te. Además coacuerdan tanbién con las concentraciones cal­
culadas de inmunogLobulina Ai G o M en el suero probado.

EJEMPLO 10
Caracterización y chantificaóión de photeina 

C-reactiva humana (POR).
Se prepara la placa de igual modo que en el ejem

pío 4 a excepción de que se mezclan 8 cc de 2% de agarosa
con 12 cc del tampón de barbital modificado con la adi r
ción de lactato de Cay 12y 3 mmol/1 y a pH 8,2< La referent*
oía analizada está constituida por un banoo de suero conj- 

teniendo elevadas concentraciones de PCR que se ha evalúa 
do para la PCR en el Laboratorio de Diagnóstico y Departa­

mento de Inmunología, Ciudad de Goteborg, Suecia. Este se 
diluye con el tampón antes citado sin Iween para propor - 
oionar estandards qon distintas concentraciones de PCR.



La fraoción de inmuno gLobulina de antisuero de 

oonejo frente a PCR humana (Dakopatts) ee diluye 3/3 con 

PBs.
El procedimiento utilizado es esencialmente el 

mismo que en el ejemplo 4 a excepción de que se aplican 
partes alícuotas do 3 microlitros de antigeno y se superr 

ponen volúmenes de 5 microlitros de antisuoro. A través 
de la placa se utiliza un potencial eléctrico de 2*0 V/cm. 

Con el registro fotomètrico se utilizan 2 mV.
Los resultados se exponen en la Tabla 7.

TABLA. 7 ¡

Cono en ti^ci ón de PCR mg/l_____ Area del pico mm^/40____ ;

1*1 7*4
3*3 15*0

6i7 27*0
Í2*0 . 46*6
15*0 56*0
20*0 66*6

El área de los picos trazados aumenta en reía - 
ción al aumento de concentración de antigeno# inñ^ca-ndo 

cantidades proporcionalmente en aumento de precipitado co­

loreado. Por.consiguiente este proceso es aplioable a la 
ouantificación de PRC humana.

EJEMPLO 11

Caracterización y cuantificación rápida de PRC 
en suero de pacientes.

Se prepara la placa tal como se ha descrito en 
el ejemplo 10* siendo iguales los estandards de referencia.-
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EÍ suero.del pacientoi dèi que se ha evaluado previamente] 
la PCR¿ se enriquece con cantidades conocidas de la POR sin 

diluir estandard y se diluye (1/5 y 3/15) con eí tampón de 
barbi tal. Se efectúan diluciones similares oon HS. Sti un 
banco donador de sangre con una valoración de la POR nega^ 
tiva. Ambas diluciones de HS St se ensaya sin y eon el reac_ 

tivo de antisuero y mientras que solo las diluciones de 1/5 
del suero del paciente se ensayan sin antisuero. ;

El proceso' se lleva a cabo como so ha descrito ; 
on el ejemplo 10 a excepción de que los resultados se detór 
minan visualmente y fotomètricamente como en el ejemplo 9. 
Los Valores estimados para el suero de prueba se ajustan 
mediante comparación con los grados de color del HS St de 
control negativo. las Tables 8 A y B ofrecen la reacción del 
color del HS St probado eon y sin antisueron y las del están 
dard de POR con antisuero aplicado a concentraciones y di­
luciones similares! utilizando como criterio la altura del 
pico

TABLA 8

Concentración de Dilu - Altura del pico en mm
PCR mg/1 oión del

___________  suero  ̂Anti-PCR sin anti-PCR
HS St.
0,07 I/15 5.0 2.3
0,20 1/5 7.4 4.3
PCR standard
1,1 1/54 7.8 *-
4.0 1/15 17.0 **

10,0 32.0 35
20,0 1/3 59.2 -

ac - Limite sobrenormal en este experimento
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1

En la Tabla 8 puede apreciarse que el suero hU- 
mano con ooncentraoión de FCR muy baja puede registrar al­
turas de pico bajas en las diluciones utilizadas# poro és­
tas son muy inferiores que para el limite normal superior 

5. para la POR en el suero# asi como aquellas para diluciones
similares de la POR estándard.

En la Tabla 9 se ofrecen los resultados de cuan- 
tificaciones de la PCR en el suero enriquecido de pacien­
tes llevada a cabo mediante inspección visual# junto oon 

0. las concentraciones calculadas para PCR* .
TABLA 9

concentraciones de PCR#. mg/l 
Caiculado____________ ____ ____ Ystít^cion visual*

16# 8 16*2
15. 33*0 35*5

47*0 42*0
50*0 49*0
51*0 51*0
99*0 99*0

20. 101*0 97*5
107*0 105*0

Las estimaciones visuales se ajustan estrecha -

mente a las concentraciones calculadas# indicando que este 
proceso de lectura visual es apropiado para la onantifi - 
cación de PCR.

EJLMPIO 12
Caracterización y cuantificación de IgA secreto 

rio# asi como determinación de su proporción deL total 

Proteinico en la loche humana.



Se preparan dos placas tal como se ha descrito en 
el ejemplo 4 y con una placa se procede oomo en el ejemplo 
8. Se utiliza el mismo tipo de curva estandard. tal ¿ómo ; 

se ha descrito en el ejemplo-9? para establecer la concerté 
tración de IgA. secretoria en las muestras de lechó hdmana. 
e IgA. secretoria purificada. !

El procedimiento' con la segunda placa so modifica 

después de la aplicación del antigeno. Se utilizan dilucio­

nes apropiadas (con PBS) de HS St para establecer una curva 
estandard seg&n su contenido de proteica total. Se aplican 
también diluciones apropiadas con PBS de la leche humana y  
oon IgA. secretoria purificada. Se dejan transcurrir 10 mi4- 
nutos para la absorción de antigeno en el gol y luego sei 
separa la placa del aparato. Se dispone durante 15 minutos 
en un baRo de ácido picrico (5 partes de ácido picrico sa­
turado + 1 parto do ácido acético glacial) para fijar quí­
micamente las proteínas. Se baña la placa con etanól al 95% 
y se dispone un trozo de papel de filtro sobre el gel. Luen­
go se comprime con papel absorbente* etc. y se sigue el pro 
ceso básico.

En las Tablas 10A y B se exponen los resultados 
de estos ensayos paralelos para IgA. secretoria y total de 
proteina en la lecho huAana. Se incluyen con fines compara­
tivos algunas cifras de referencia para el total proteini - 

co (Ensayo Micro-Kjeldahl* Espectrofotomotría y Lowry y aná 
lisis de aminoácidos).
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TABLA. 10 ,

Concentración Total protei Relación Total proteinioo 
de IgA acero- nico g/1 *"* IgA/pro- de referencia
toria ^[1 teina_ g/1 ___
A.. Leche 

humana
micro-Kjeldahl

1*47 H y  82 0,124 10,36
1,20 11,20 0,107 12,55
i $ o 10,54 0,104 10,90
0,;87 6,58 0,132 7,90
P¡.75 7,83 0,096 7*95
Ig^ secre 

toria purl 
fióada 
10Í89 10,59 1,03

Espeotrofoto - 
metria

12,00

Lowry
7 i 54 8,13 0,927 6,00
3,90 3,80 1,026 3,00
l,ío i, 30 0,850

Análisis .de ami­
noácidos

o* 35o 0,440 OÍ795 0,449

La Tabla muestra una buena concordancia de las
mediciones del total proteinioo para lecho humana y IgA. se 
oratoria purificada oon las cifras obtenidas por medio do 

tácnicas standard* La proporción de TgA secretoria frente 
al total proteinioo está muy próxima a 1,0 para las mues­
tras purificadas indicando el proceso básico del invento 
puede aplicarse a la determinación do IgA secretoria, de 
por si, o como total proteinioo-

EJEMPLO 13
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Evaluación do ostandards asi como antiguaros pa­
ra la determinación de IgA secretoria en secreciones cama — 
rias humanas.

So propara la placa y so llova a cabo el proceso

5. tal como se ha descrito en el ejemplo 12. Las muestras de
prueba de antigono tienen elevadas o bajas concentraciones 

do IgA. secretoria! o sea son muostras do calostro humano 

tomadas on la proximidad dol parto o muost.as de lecho hu- 
nana tomadas más tardo durante la lactancia. Los estandarts 

10. son HS St y un banco de leche humana (DI). Esta áltima se
evalúa para el contenido de IgA. en relación a IgA secreto-? 
ria purificada. Además del antisuero (anti-IgA! Dako) uti­
lizado en el ejemplo 12 so utiliza la fracción de inmuno - 
globulina de anti-IgA! cadena alfa especifica! producida

15. en conejos por los laboratorios Hyland.
En la Tabla 11A y B se exponen las ooncentracio- 

* nes de IgA secretoria en varias muestras do secreción mamar- 
ria humana utilizando HS St o IH como estandard y los dos 

antisuoros comerciales.
20 .

25.
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5.

lo.

15.

20.

25.

TABLA 11

Día de mués - Concentración de IgA secre - Relación con
treo a partir toria g/l __ _____ lecho humana
del parto "ES"St "como**Leche"humana *co- como estándar

o standard mo standard___ (Dako/Hyland)
Anti-Iga Aütl-IgA

______________ (Dako) (Dako) ( H y l a n d ) ____________

A. Calostro 
humano
- 1 45*65 42*00 51*60 0*79
0 43*36 50,24 61*12 0*82

+ 1 26,48 27*43 25*01 1*10
+ 2 15*15 15*04 15*97 0*94
+ 1 12* 22 10,80 13*20 0*82

+ 1 12*00 11*98 12*95 0*93
+ 2 11*90 12,75 12*26 1*04

B. Leche hu­
mana

+ 3 6*37 6*98 5*48 1*27
+ 3 2* 46 2*50 3*02 0*83
+ 3 1*72 1*64 1*58 1*04
+ 3 1*60 1*42 1*29 1*10

La tabla muestra la consistencia en oantidad de
IgA secretoria a concentraciones variables en secreciones
mamarias obtenidas oon IgA de suero (US St) o IgA secreto

*!*
ria (IH) como estandard. Las concentraciones halladas con 
anti-IgA de diferentes firmas cuando se compararon dieronj
relaciones bastante próximas a 1,0. Asi pues este proceso

ies apropiado para analizar la eficacia do distintos estan- 
dar ds y antisueron para la cuantificación do IgA secreto - 
ria humana en secreciones mamarias.



EJEMPLO 14

Caracterización dé antíshei'ci con respecto al con-* 
tenido de anticuerpos específicos para distintos determi - 
nantes antigénicos sobre el componente sccrotorio (CS) ha­
llado en las secreciones mamarias humanas.

Se prepara la placa y se lleva a cabo el proceso 

tal como se ha expuesto en el ejemplo 13. Las muestras de 

prueba del antigeno son oalostro y leche humana y el estan­
dard es IH. El componente secretorio se encuentra en las so 
creciónos humanas on forma libre y enlazado a la molécula 
de IgA. dimérica y el complejo se conoce como IgA. secreto - 
ria. Debido a que el calostro tiene una elevada concentra­
ción de IgA. secretoria en comparación a la loche tiene tam­
bién una elevada proporción de CS enlazado que comporta un 

determinante antigénico que no se encuentra en el CS libre. 
So utilizan fracciones inmunogp.obulinicas do dos antisue - 
ros distintos. Un (enlace anti-CS) se produce (Dakopatts) 
contra CS en calostro normal y la otra (libre de anti-CS) 
se produce contra oalostro de una mujer con deficiencias -
en suerd y IgA. secretoria. .*

La Tabla 12 comprende los resultados de análisis 
de las mismas diluciones de calostro y lecho humana para ]
CS con "enlace anti-CS" y "libre de anti-CS". Las concen­
traciones de Ig& secretoria en las muestras se ofrecen i 
con fines de referencia. *



TABLA 12

Dia de mués Concentración do IgA secretoria g/l 
treo a par-
tir del par Anti-IgA diluí Libre de Anti-CS Enlace anti- 

to *" da ( 1 + 2 )  " diluida (1+ 2) C S s i n d i  —
^ ___ _________________ __  ___ _____ __ _________ luir^____ !_
A. Calostro

humano ;

- 1 42*00 21*96 Demasiado ba

0 50*24 20,32
jo para la 
lectura

+ 1 27*43 11*70 H

+ 2 15*04 9*20 t t

+ 1 11* 98 9*20 t t

+ 2 10*80 8,16 H

B. Leche hu- 
' mana

+ 3 6*98 5*49 6*13

+ 3 2*50 3*04 2*65

+ 3 1*64 1*50 1*44
+ 3 1*42 1*77 1*51

En la Tabla puede apreciarse que son bajas íag 
estimaciones de IgA secretoria en calostro utilizando IH 
como estandard oon ambos antisueros. Cuando se utiliza 

"libre de anti-CS" no existen anticuerpos para el determi­
nante de enlace formado por la ligación del CS a IgA. Con 

el antisueron para onlazar CS los determinantes antigóni - 
eos se encuentran en exceso y se forma poco o ning&n preoi 
pitadoy o sea excesivamente bajo para la lectura* Por otra 

parte ambos antisueros, contienen anticuerpos paia los de­
terminantes sobre el CS libre* que son también reactivos
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cuando el CS se enlaza a IgA, por lo que las estimaciones 
de IgA secretoria en la leche humana a través del CS libre 

o CS enlazado son perfectamente razonables. Así pues este 
proceso permite ol análisis do antisueros "específicos" pa- 

5. ra su contenido de anticuerpos frente a distintos determi­
nantes antagónicos sobre el mismo tipo do molécula, en este 
ejemplo CS enlazado y libre en secreciones mamarias huma­
nas.

REIVINDICACIONES

10. Descrito el objeto del presente invento se decla­
ran nuevas y de propia invención las siguientes reivindica­
ciones oon prioridad de la solicitud de patente sueca'num. 
76 09 263-4 de 20 de agosto de 1976.

1. Procedimiento para determinar un material- -
15. inmunológicamente activo en un fluido, fisiológico, carac­

terizado porque comprende sobre una matriz de gel inerte 
en un soporte no reactivo, situar una parte alícuota, de ̂ 
una muestra del fluido cubrir el área que comprende la,. 
muestra con una solución que contenga un material contra-

20. -reactivo, separar los materiales solubles sin reaccionar 
y observar los resultados de la reacción inmunológica.

2. Procedimiento, do conformidad con la 
reivindicación 1., caracterizado porque el material inmu­
nológicamente activo es un antígeno o un anticuerpo y el

25. . material contra-reactivo es un anticuerpo específico
para este antígeno o antiouerpo.

3. Procedimiento, de conformidad con la rei­
vindicación 1, caracterizado porque especialmente el ma­
terial inmunológicamente activo es un anticuerpo y el na-
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terial contra-reactivo es mi antigeno correspondiente.
4. Procedimiento, de conformidad con o Malquiera 

de las reivindicaciones 1 a 3* caracterizado porque el 
soporte no reactivo es una piada.

5. Procedimiento, de conformidad con cualquie­
ra de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque 
los resultados de la reacción inmunológica se observan 
después de la coloración.

6. Procedimiento, de conformidad con cualquiera 

de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque en su 
realización a) se forma una matriz de gel sobre una pla­
ca de un material no reactivo, b) se sitúa sobre este'gol 
un pequeño volumen del fluido biológico que ha de anali­
zarse y se deja que sea absorbido por el gel, c) se cubre 
el área de la muestra con una solución conteniendo una 
concentración apropiada do un material contrarreactivo- para 
el componente que ha de determinarse en una cantidad, su­
perior a la del primer fluido aplicado de modo que duran­
te un período de tiempo suficiente exista un exceso de 
material que posibilite la reacción de los componentes 
entre sí para formar un inmunoprecipitado insoluble, d)
se lava por lo menos una vez la matriz de gel con una so­
lución tampón y a continuación se comprime un papel de 
absorción contra la matriz de modo quo so separen los 
componentes que no han tomado parte en la reacción y per­
manezcan todavía solubles, e) se prensa, después de enjua­
gado, el gol hasta obtoner una capa delgada y con ol úl­
timo papel de absorción en posición se seca el gel, f ) 

se separa el papel y se sumerge la placa en una solución
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de tinción absorbible por el inmunoprecipitado y se decolo­

ra el gel de modo que el fondo de las áreas teñidas se 
vuelva claro, y g) se cootparan las áreas teñidas con una 
escala de color conocida indicando la intensidad de color 

5. como una función de la cantidad del precipitado.
7. Procedimiento, de conformidad con cual­

quiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por­
que el soporte no reactivo es transparente.

8. Procedimiento, de confoisaidad con cualquiera 
10. de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el

gel contieno un aditivo que disminuye la tensión supor-'' 

ficial. - ";'
9. Procedimiento, do conformidad con cualqm.c-'- 

ra do las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque:ol
15. gol oontiono un olootrolito y dos latorales enfrontados^ 

do la matriz do gol so conectan a mi suministro do o o-/ *, 
rrionto altoma. ., ^

10. Procedimiento, de conformidad con cual---, 
quiera de las reivindicaciones 1 a 9? caracterizado porque

20. se sitúa mi fluido maestra que contiene una serie de. 
componentes distintos sobre la matriz de gel en cierta 
pauta y en varias áreas; se cubren ciertas partes le la 
pauta con soluciones que contiene los contrareactívos 
específicos deseados y luego se trata la matriz de gel 

25. según las etapas d-g de la reivindicación 6.
11. Procedimiento, de conformidad con cual­

quiera de laa reivindicaciones 1 a 10, caracterizado 
porque se producen finalmente gamas de una escala do co­

lor que cubro, por lo menos, tres matices distintos, so-
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bro la matriz do gol, siguióbdd di procedimiento do las 
reivindicaciones l a  6 con soluciones que contionon can­
tidades conocidas do componontos y sus contrarroactivos. 

12* Procedimiento, do conformidad con cual- 
5. quiera do las reivindicaciones 1, 2 y 4-11, caracterizado 

porque el material inmunológicamcnto activo os inmunoglo- 
bulina antihumana A, &, ó M.

13. Procedimiento, do conformidad con cual­
quiera do las reivindicaciones 1 y 3-11, caracterizado

10. porquo el material inmunológicamcnto activo os protoina 
C-reactiva humana.

14. Prooodimionto según la reivindicación 1, 
caracterizado porquo, en une formo particular do reali­
zación, so dotormina el por medio de una matriz de gol'

15. inerte sobre un soporte no reactivo, en la que se aplica 
una parte alícuota de la muestra del fluido sobre el' gel, 
y se fija químicamente las proteínas, observando los resul­
tados de Is reacción.

15. Procedimiento, según las reivindicaciones 
20. anteriores, caracterizado porque su realización se lleva

a cabo en un sistema que o omprende
a) una matriz de gel inerte que contiene un eleotrolito 

sobre un soporte no reactivo^
b) medios para coneotar dicha matriz oon un suministro 

25. do corriente altoma, y
o) un sujiiinistro de corriente alterna.

16. Procedimiento, de conformidad con cual­
quiera de las reivindicaciones 12 y 13, caracterizado 
porque para su realización la placa se mantiene en una



posición nivelada horizontal y la matriz se conecta me­
diante puentes porosos a dos recipientes que contienen el 
electrolito y en contacto con ei suministro*do corriente 
alterna a través do eloctrodos sumergidos en los recipien­

tes.
17. Procedimiento para determinar un material 

inmunológicamonto activo en un fluido fisiológico.
Según so doscribo y reivindica on la prosonto 

memoria doscriptiva quo consta do 44 páginas foliadas y 
escritas a máquina por una sola do sus caras.

Madrid, a 19 de Agosto de 1.977 j

p. a.
JA tM E  tSERN

P-P-
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