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El invento concierne s un procedimiento para la
deteccidn y para la determinacidn de un componente de la
reaccidn entre una proteina fijadora especifica y la co =
rrespondiente sustancia capaz de fijarse con ella con -
aprovechamiento de la afinidad de fijacidn de estos compg
nentes entre si, en un sistema automatizado con una co -~
rriente de liquido que fluye de un modo continué, espe -

cialmente en un procedimiento de ensayo de inmunidad.

!

Los procedimientos de ensayo de inmunidad (a
saber, el ensayo de radiocinmunidad (RIA), sl ensayo de in
munidad por enzima (EIA) el ensayo de inmunidad por fluo-
rescencia (FIA)) son utilizados en todo el mundo en labo-
ratorios clinicos. Aunque originalmente se emplean en el
sector de la endocrinologia, estas técnicas son utiliza -
das, por lo tanto, en los més diferentes sectores, inclu-
yendo ls inmunologia, la oncologia, la farmacologia quimi
ca, la microbiologia y la hematologis, Dado que pusden -
prepararse anticuerpos con intensa afinidad para sustan -
cias tanto inmundgenas como no inmundgenas, son posibles
determinaciones de précticamente cualquier compuesto en -
concentraciones muy pequefias., Adesmas de ello, la determi-
nacién se puede llevar a cabo en una muestra relativamen-
te impﬁra, gque sdlo es poco purificada o no lo es de nin-
gdn modo antes desl anélisis.

Hasta ahora la precisidn de tales ensayos de in

munidad, tales como el ensayo de radioinmunidad y prbce -

dimientos de andlisis similares, era relativamente peque-
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fia en comparacifén con otros métodos, que son utilizados -
en laboratorios quimicos clinicos. Esto se debe probable=-
mente al hecho de que la mayor parte de los ensayos de in
munidad se llevan a cabo actualmente de modo manual, de -
lo que resultan problemas, tales como una precisidn rela-
tivamente pequefa, un rendimiento pequefiv, cansanciao para
el personal y la larga duracién de la determinacidn. La -~
automatizacidn es deseada desde hace mucho tiempo en este
sector, constituyendo los sistemas que hasta ahora se =~
pueden adquirir en el comercio (tales como LKB, Baird y Tat
lock, Micromedic y Centria) sistemas de andlisis individug
les, que abarcan la utilizacidn de dilutores de muestras,
introduciéndose una serie de muestras en el dilutor de mugs
tras. Ademés de ello, en determinadas stapas se hace nece-
saria una intervencidn manual, tal como la retirada del ag
mazén de muestras desde el dispositivo incubador, la cen -
trifugacidn, la separacidn de los liquidos sobrenadantes,y
la transferencia a un equipo contader. En general, estos =
sistemas son costosos, no son mecénicamente dignos de con-
fianza, son relativamente poco flexibles y aportan en geng
ral solo pocas ventajas.,

Por lo tanto, se pretendiévcrear un procedimien
to relativamente sencillo, flexible y totalmente automati-
co que fuese apropiado para todos los laboratories. La =
atractividad de este procedimiento deberia consistir tam =
bién en que se podria recurrir a los dispositives y las pg

sibilidades que se pueden encontrar ya en un laboratoric =
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aunque sea solo un poco moderno para guimica clinica. E1 -
procedimiento deberd ser flexible y universal, de manera -
que se puedan llevar a cabo todos los analisis usualmente
realizados con dificultades minimas. Finalmente el procedi
miento debéré ser barato de realizar y deberd exigir cos -
tos de funcionamiento pequefos en comparacifn con los ensg
yos de radicinmunidad realizados manuslmente, semiautomati
cos o automaticos y otros similares.

Un procedimiento totalmente automatizédo con co-
rriente de liquido que fluya de un modo continuo cumpliria
con seguridad los requisitos antes establecidos. Las partes
mas criticas de tal procedimiento son por un lado el equi-
po, que separa los restos libres de los restos marcados -
presentes en la fase insoluble, y por otro lado en el caso
del ensayo de radicinmunidad, pero no en los otros ensayos,
un sistema contador para la determinacién de la radioacti=-
vidad. En Anal. Biochem. 65 (1975) 355-361 se describe un
sistema automdtico con circulacidn continua, que utiliza -
anticuerpos fijados a globulos rojos de la sangre. Para la
separacifn del antigeno marcado fijado a los anticuerpos -
con respecto del resto libre, los eritrocitos son precipitg
dos por floculacidn o aglutinados con ayuda de Polybrene -
(bromuro de hexametrina) y son sepsrados por decantacién ~
del liquido sobrenadante. En Clin. Chim. Acta 63 (1975),69,
se describe un sistema de fases solidas, que se basa en la
utilizacién de anticuerpos, que estén fijados de modo cova-

lente a Oxido de hierro recubierto con polimeres (Enzacryl).
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Tanto para mezclar los participantes en la reaccién como -'
también para separar la porcifin marcada fijada a los anti-
cuerpos respecto de la fraceién libre, se utiliza un elec-
troimén, Este principio constituye la base psra un sistema

plenamente automatizado.

En los dltimos tiempos se ha informado acerca de

un sistema "en linea" automitico con la designacién “"Gamma

.flow", en el cual la separacidn del ligando libre respecto

del ligando marcado fijado se logra con ayuda de una colup
na separadora en lecho mixto a base de carbdn activo y re-
sina Dowex.

Todos los sistemas plenamente automfticos con cigx
culacién continua que son conocidos tienen sin embargo di-
ferentes desventajas o limitaciones., El sistems que utili-
za anticuerpos, fijado a glébulos rojos de la sangre no es
apropiado debido a su pequefo rendimiento de realizacidén (10
muestras por hora) y manifiesta una pequefia sensibilidad y
una pequefia precisién., El sistema que abarca la utilizacién
de partfculas magnétices exige una separacifn magnétics extre

madamente costosa, que hace complicado y caro el dispositivo.

Lea utilizacién de una columna de lecho mixto para la separacién

de los restos fijados con relacién a los restos libres tiene
también sus limitaciones, ya que el sistema no puede ser uti
lizado universalmente pars saeparar de modo eficaz todos los

tipos de material antigeno. Por ejemplo,con ayuda de tal colum
na no se pueden separar inmunoglobulinas ni tampoco antigenos

de elevado peso molecular., E)l sistema tampoco es apropiado =~
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para el sistema de inmunidad por enzima, en el cual la di-
ferencia de carga y de mase entre los restos fijados y los
restos libres es muy escasa,

El presente invento se»basa, por lo tanto, en la
misidn de crear un procedimiento sencille, flexible y ple-
namente automdtico que sea apropiado especialmente para la
realizacion del ensayo de radioinmunidad, del ensayo de in-
munidad por enzima y del ensayo.’'de inmunidad por fluores =
cencia. ’

Por lo tanto, as objeto del invento un procedi -
miento para la deteccidn y para la determinacidn de un com
ponente de la reaccidn entre una proteina fijadora especi-
fica y la correspondiente sustancia capaz de fijaciodn, con
aprovechamiento de la afinidad para fijacidn de estos compg
nentes entre si en un sistema automdtico con corriente de
liquido que fluye continuamente, el cual procedimiente es-
té caracterizado porqus, sucesivamente, mezclas del mate =
rial de muestra con una determinada cantidad de un componep,
te de la reaccidén en forma marcada y de otro componente en
una forme fijada a un soporte o substrato, insoluble, en -
forma de particulas, o fécilmente transformable a un esta-
do insoluble, en forma de particulas, son incorporadas en
la corriente de liquido de modo tal que las mezclas indivi_
duales permanecen separadss, son incubadas e introducidas -
continuamente en un equipo separador, en el cual evéntual -
mente después de previa insolubilizacidn del soporte se se-

para al menos una parte de la fsse liquida con respecto de
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la fase sblida y en una de las fases separadas se mide la =
cantidad del componente marcado contenido en ella.
En el caso del ensayo de radioinmunidad la medi -

cién se efectla con un equipo contador, en el cual se deteg

mina la radiocactividad de cantidades sucesivas de la fase

que ha de ser medida, En el caso del ensayoc de inmunidad

por fluorescencia y del engsayo de inmunidad por enzima se -

utilizan para la deteccidn y determinacidén un fluorimetro y
un colorimetro.
Como proteina fijadora especifica entran en consji
deracidn, dentro del marco del inventn, anticuerpos, anti-
. L d
anticuerpos, receptores de hormonas, otras proteinas capaces
de fijar hormonas, tales como por sjemplo la globulina fija

.

dora de tiroxina TBG, el factor intrimseco, y otros simila-
res,

Como la sustancia capaz de fijacitn correspondien
te se entiende un compuesto que es capaz de formar con la -~
proteina fijadoras especifica una fijacidn o unidn por lo gg
neral a modo de complejo. Ejemplos tipicos de ellos son an-
tigenos, haptenos, esteroides, anticuerpos y otras sustan -
cias capaces de fijacidn con una proteina fijadora especifi
ca.,

Por lo menos uno de los componentes de las sustap
cias capaces de fijacion, es decir la proteina fijadora es-
pecifica o la sustancia capaz de fijacidn con glla, se em -
plea en forma marcada. Puede tratasrse en tal caso tanto de

la proteina fijadora especifica como también de la corres -
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pondiente sustancias capaz de fijacidn. Como sistemas da -
marcado entran en consideracidn, por ejemplo, la introduc-
cidn de &tomos o grupos radioactivos, un marcado con enzi-
mas, con coenzimas o con substratos o introduccidn de sug-~
tancias fluorescentes o absorbentes de luz. También se pug
den utilizar otros sistemas de marcado en los cuales el =~
resto es excitado por otro método fisica, por ejemplo resp
nancia de rotacidén o "spin" electronica.

Ejemplos tipicos de atomos radioactivos utiliza-
bles dentro del marco del invento son yodo, tritio, azu -
fre, selenb, cromo, carbono y fésforo. Enzimas utilizadas
con frecuencis como sistema de marcado son por ejemplo pe-
roxidasa, glucosaoxidasa, fosfatasa alcalina y P-glucosidasa.
Sustancias fluorencentes apropiadas tipicas son rodamina,
isotiocianato de fluoresceina (FITC) y derivados umbelife-
rrilicos.

El componente marcado de la reaccidn (trazador)
puede ser la misma sustancia que la que se ha de determi-
nar en el procedimiento, es decir cuando, por ejemplo, se
trata de un antigeno, huede ser un antigeno marcado. No cbgv
tante, el trazador puede ser también otra sustancia capaz
de fijacion con el componente a determinar, por ejemplo - '
otro anticuerpo marcado.

Como soportes entran en consideracidn un material
insoluble, en forma de Earticulas o de forma celular, tal =-
como por ejemplo Sephadex poroéo, Sepharose poroso, celulo-

sa microcristalina, litex, esferitas de vidrio o células,ta
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les como eritrocitos con los cuales esté fijado firmemente
material de los enticuerpaos o el antigeno. La ocupacifn de
espacio o el volumen de este soporte no perjudica a la reag
cién entre antigenos y anticuerpos, y hace posible una sepa
racifn conveniente de los restos fijados con relacién de los
restos libres. Alternativamente se pueden utilizar materia-

les de soporte porosos en forma de particulas, capaces de =

‘intercambiar iones (tales como un gel intercambiador de iones

Sephadex o una resina) para separar el componente marcado =
no fijado, por ejemplo el antigeno, con resﬁecto de la par-
te del componente marcade fijada al otro ccmbonente especf-
fico de fijacién, es decir por ejémplo al antigeno. Esta fogr
ma de realizacidn es apropiada paré los componentes que se
compartan como restos aniénicos o catidnicos, tales como --
por ejemplo algunos haptenos. En esta forma de realizacién,
por ejemplo, los anticuerpos no estén fijados a un soporte =
en forma de partficulas, sino que se utilizan como tales des-
pués de una dilucién apropiada del antisuero. |

Por lo general en el procedimiento de acuerdo con
el invento se utiliza un sopdrte de antemano sflido, en fox
ma de partfculaes. No obstante, también es posible utilizar
un soporte liquido pero precitable, preferiblemente un sg
porte precipitable de modo reversible, En tal csso se trata
de soportes que no se presentan constantemente como sustan-
cias sélidas, Ejemplos de ellos son, por ejemplo, un latex

a hase de poliacrilamida que, dependiendo del valor de pH,
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se presenta en forma liquide o en forma sdlida. Esta forms
de realizacion del invento tiens la ventaja de que la reag
cidén de inmunidad propiamente dicha puede ser realizada en
fase liquida homogénea, pero antes de la separacién de fa-
ses se transforma al soporte a la forma sdlida, por ejem -
plo mediante modificacidn del valor del pH. En la forma -
preferida de realizacidn, a continuacidn, el soporte preci
pitado puede ser licuado nuevamente de modo reversible, lo
cual tiene ventajas para la precisidén de la reaccidn de me
dicidén, caso de que sea sometida a la medicibn la fase en
la que se sncuentran las partes solidas.

La precipitacidn del soporte puede efectuarse de
modo especialmente conveniente mediante la corriente de -
agente diluyente, que en la forma preferida de realizacidn
del invento se introduce poco antes de llegar a la membra-
na de filitracidn, segln la filtracidn forzada por dilucidn
que mas abajo se va a explicar. El agente diluyente puede
consistir por lo tanto, por ejemplo, en un liquide oxgani-
co, en una solucidén de sales o en una solucidén tampdn, que
da lugar a la precipitacidén por modificacidn de Ja concentra
cién de iones, del valor del pH o de parémetros similares.

La separacidn del componente marcado fijado con
respecto del componente marcado libre se logra preferible~
mente mediante utilizacidn de una membrana de elevada porg
sidad. Se hace fluir la corriente de liquido junto a un la
do de la membrana, diluyéndosela aguas arriba, con el fin

de aumentar la presidn. También se puede aplicar una pre -
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sidn negativa al otro lado (lado del filtrado) de la membra
na., Por lo tanto, se obtiene la primera fase en este lado =
del filtrado, mientras que la segunda fase, que contieﬁe -
las porciones insolubles, es obtenida agues abajb en el le-
do del retenido, La cantidad y el tipo del agente de dilu =

cion y/o la cantidad del liquido filtrado & través de la =

. ’ * .
membrana se pueden ajustar a deseo. Esta tecnica es designg

da como filtracibn forzada por dilucién o filtracidn imperg
tiva por diluciodn.

Aunque en el caso de la utilizacidn de un sistema
con circillacidn continua en el ensayo de inmunidad deberian
esperarse una serie de problemas, éstos sorprendentemente -
no han aparecido en un grado apreciable., A estos problemas
pertenecen la dificultad de la separacidon del componente fi
jado y del componente marcado libre al final de la determi-
nacidn, un tiempo de incubacidén insuficiente, que impide -
que la reaccidn transcurra hasta tanto que se produzcan una
precisién y una sensibilidad satisfactorias, la dificultad
del bombeo de cantidades pequefias de componente marcado, ya
que especialmente existe una inclinacidén a que en las conduc
ciones del sistema aparezcan pérdidas por adsorcién, y pro-
blemas de arrastre. Investigaciones previas han mostrado, -
sin embargo, que pequefas cantidades de componentes marca -
dos y no marcados pueden ser bombeadas en un sistema con =
circulacidn continua, por ejemplo con utilizscidén de segmen

tos de aire, sin que aparezcan problemas graves en lo que -~

se refiere a pérdidas por adsorcidn o por un arrastre de -~
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los materiales.

Para explicar adn més el invento se describirdn
seguidamente algunas formas de realizacidn, haciendo refe~-
rencia a los dibujos anejos.

En éstos:

La Figura 1 muestra una vista en alzado en ssc ~
cibén esquemdtice de un dispositivo o equipo separador de -
acusrdo con sl invento;

La Figura 2 muestra una vista en alzado en sec -
cidon vertical esquemdtica de un cabezal contador de radio-
actividad;

La Figura 3 muestra un diagrama por bloques de =
un sistema de ensayo de radioinmunidad segln el invento;

lLa Figura 4 muestra un diagrama por hloques de -
un sistema de eﬁsayo de inmunidad por enzima segin el inven
to; y

La Figura 5 muestra una curva patrdn trazada con
el sistema de la figura 4.

El procedimisto utiliza en las etapas iniciales
sistemas continuos de circulacitn usuales, y dispositivos,
que no van a explicarse con mayor detalle. Las muestras del
trazador, es decir,por ejemplo, el antigeno marcado y el -
componente presente en la fase sdlida, por ejemplo el anti
cuerpo, son introducidos en cantidades dosificadés con exac
titud, que son determinadas por el tamafio de tubos del dig
tribuidor tubular. Entre las muestras se presenta un liqui

do de lavado, que pueds ser identificado de manera caractg
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ristica, por sjemplo por coloracién o tincidn, Esto as im=
portante s6lo en el ceso del ensayo de radioinmunidad, pe-
rc no lo es en otro sistema de ensayo de inmunidad, ya que
entonces se puede controlar el equipo contador de manera -
tal que escoja la cantidad a determinar en base de esta -

propiedad caracteristica. La corriente interrumpida en seg

mentos por sectores de aire es transportada a través de un

serpentin tubular con temperatura controlada, con lo cual

se logra un buen mezclado a fondo de los reactivos en el =
transcurso del tiempo de incubacién. El tiempo de incuba =
cidn, segln B. Huher, puede ser de 25 minutos o menor. La
corriente de liquido es transferida entonces al equipo se-
parador, que se representa en la figura l. En éste se rea-
liza una filtracidn forzada por dilucidn. E1l mismo abarca
un bloque dividido, que consiste preriblemente en material
sintético transpsrente, que abarca entre las mitades 1l y 2
un filtro 3 a base de un material poroso de material sint§
tico, nyldn, tefldén u otro material sintético orgénico o -
inorgénico. E1 tamafio de poros de estes membranas debexd ~
ser uniforme y grande (por ejemplo 10 Fm), pero menocr que
las particulas del soporte o que los materiales que son uti
lizados para absorber los ligandos no fijados. El semiblo-
que 1 posee una conduccifn de entrada 4 para la corriente
en forma de segmentos y otra conduccién de entrada 5 para
un agente diluyente. Estas conducciones se reunen aguas =
arriba de una céamara separadora 6, que es formada por reba

jos semicilindricos opuestos en los semibloques 1 y 2, y es
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separada por la membrana 3. Junto al extremo opuesto de la
cémara 6, aguas abajo de las caonducciones de entrada, se -
encuentra en el semibloque 1 una conduccion de salida 7 -
con seccidn transversal ajustable (no mostrada) y en el sg
mibloque 2 se encuentra una conduccidn de salida 8. El vo-
lumen de la mezecla ds liquido y aire, que sale de la caon -
duccidn de salida 7, es ajustado y es llevado a concordan-
cia con la magnitud de la depresidn, que es aplicada a la
conduccidn de salida 8.

Durante sl trabajo, la corriente de fllido segmepn
tada es diluida mediante el agente diluyente, antes de llg
gar a la cimara 6 y de ser conducida en forma segmentada -
por debajo de la membrana 3. La presidén proporcionada por
la adicidn del agente diluyente y la limitacidn de la cir-
culacidén hacia fuera de la corriente a través de la con -
duccidén de salida 7 obliga al liguido en exceso y a parti
culas, qus son mas pequefias que el tamafio de poros del =~
filtro, a pasar a través de la membrana. La filtracidn es
ayudada también por una presidn negativa correspondiente,
que es aplicada al orificic de salida 8. Los filtrados,que
contienen- trazadores no fijados, en el ejemplo, por lo tan
to, antigenos, pueden ser utilizados para la determinacidn
del resto libre, recontando la radicactividad en el caso
del ensayo de radioinmunidad, midiendo la intensidad de la
fluorescencia o de una variable de la reaccidn de enzima,

por ejemplo la absorcidn, en el caso del ensayo de inmuni=-

" dad por fluorescencia o del ensayo de inmunidad por enzima.
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El trazador (antigeno)'fijado a la fase sOlida permanece a
causa de su gran tamafo de particulas (que usualmente se =~
gncuentra por encima de 20 Fm) en la corriente segmentada

y es recogido a la galida 7. El material puede ser intrody

cido entonces en un equipo de deteccidn, tal como el que

se describe més abajo para el recuento de la radioactivi -

. dad.

Es posible de este modo recontar los trazadores

fijados o los trazadores no fijados en funcidn de la co
rriente de salida escogida. En cualquier caso ss puede uti
lizar la intensidad de la presion negativa y la cantidad =~
del agente diluyente introducido para controlaxr dentro de
1imites muy estrechos y exactos el volumen filtrado a tra-
vés de la membrana.

Muchas de las membranas de porosidad elevada adopg
tan con facilidad una carga negativa electrostédtica y la -
mantienen, con lo cual se puede influir de modo méltiple -
sobre el trabajo de la membrana. Por ejemplo, pueden rete-
nerse particulas que son més pequefas que sl tamafo de po-
ros. Sin embargo, la carga electrostitica puede también -
ser Util por mantener en un minimo una obstruccidn poxr pag
ticulas mayores, presentes en el liquido, esi como por pag
ticulas procedentes del aire introducidas en el sistema.lLa
intensidad de la carga electrostdtica depende del valor -
del pH, y puede ser modificada por la utilizacién de agen-
tes tampones o amortiguadores diluyentes con el valor del

pH deseado., Cuando la membrana consiste en un material cop
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ductor, se puede utilizar un manantisl exterior para influix
sobre la carga. El agente diluyente puede ser tambien una
solucién, que ejerza una funcién especisl. Asf, por ejemplo,
el mismo puede contener una sustancia, tal como poli(alcohol
vinflico) que recubrs la membrana y disminuya de este modo
en caso deseado ls cargs electrostéjich. Como agente dilum-

yente puede utilizarse también un liquido que produzca la

- precipitacién del soporte, por sjemplo una solucién de salee

que actde precipitando sobre el soporte mediante asumento dé 
la concentracién de iones.

El recuento de la radioactividad puede ser llevado
a cabo en un"dispositivo tsl como el que se representa en
ia figurs 2, que asbarca un cabezal medidor de'rayos Y 21 w-
usual, que 2loja una cubeta cerrada 22, Esta se encuentra -
provista con un tubo de entrada 23, que coopera con un per-
ceptor eléctrico 24, y con un tubo de sslida 25, sl que se
eplice una depresién. El tubo de saslida 25 esté unido & tra
vés de un tubo 26 y una vé&lvula 27 con una bomba de- tubo dg -
formable u otro dispositive de aspiracién, siendo confrola~
da la vflvula 27 por el perceptor 24 y un equipo cronometra
dox (no representado). Alternativemente, se puede suprimir
el tubo 26, y la vélvule 27 puede ser conectada direétémente
con sl tubo de saslida 25,

El perceptor 24 responde a las propiedadas de ==
loe liquidos de lavado, por ejemplo & su color, en gue al
reconocerse estes propiedad caracteristica, se cisrra lsa -
vélvula 27 llenéndose la cubeta, trSs de lo cusl éomienza

el recuento. Despufs de haher transcurrido un perfodo de =
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tiempo previamente determinado, el cantador: es detenido y

ejustado a cero, mientras que la vélvula 27 es abierta y la
cubeta se retira mediante la depresidn que es aplicada = =
constantements & la salida 25. Ll resultado del recusnto ==
puede sar expresado, o bien dibujado o indicado de otro mo-
do. Es importante el hecho de que el ‘método de recuento se
basa en un nuevo concepto, a saber en un "recuentﬁ por in -
troduccién simulténea". Investigaciones previas realizadas

mostraron que la relacidn que existe entre el nimero de -

los impulsos de recuento y el tismpo sigue una curva, que

_puede ser reproducida por una scuacién cuadrdtica. Este mg

todo de recuesnto puede ser ventajoso, ya que, en sl caso ~
de utilizarse una minocomputadora, intensas irregularida =
des dentro de un segmento de muestra pueden conducir a clag
ras desviaciones respecto de una curva calculeda. Esto. pug
de ser comprobado y se pueden determinar los errores,
Haciendo referencia a la figura 3 se explicaré -
edicionalments a modo de ejemplo sl sistema fundamental dg
sarrollado y mejorado adicionalmente, con ayuda de una de-
terminadidn de antigenos. En este caso los reactivos que ~
contisnen el antigeno en el suero o en la orina, tal como
arriba se describe, son introducidos a través de los serpen
tines 31 mantenidos a tempe;atura constante, en forma de -
una corriente interrumpida por sectores de aire, en el dis-
positivo seperador 32 repressntado en la figura 1, en el ~
que discurre la filtracidn forzada por dilucidn. De este =
modo, el antigeno fijado a la fase sdlida 88 separado del =

antigeno libre y no fijado asi como de los otros componen =
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tes del suero. Estos (ltimos son desechados, mientras que =~
la corrisnte en forma de segmentos es mezclada con otro an-
ticuerpo especifico (que actlla contra el mismo antigenc),pe

1251. Resulta una segunda reaccidn

ro que estd marcado con
de anticuerpos durante el movimiento a través da otro ser -
pentin 33, mantenido a temperatura constante, lo cual condy
ce a la formacidén de un complejo marcado en fase sdlida,prg
sentindose el antigeno entre dos anticuerpos, de los cuales
uno estd fijado a la fase sdlida (anticuerpo inmovilizedo)
y 8l otro estéd marcado. Segln esta reaccidn, el complejo fi
jado a la fase sdlida ss separado, en un segundo equipo se-
parador 34, respecto del anticuerpo libre marcado. La frac-
cién libre ss entonces recontada y la fraccidn fijada es dg
sechada, o se procede & la inversa.

El invento pusde ser utilizado también para auto-
matizar un ensayo usual de radioinmunidad (es decir un ensa
yo en gl cual se utiliza el anticuerpo como tal, sin haber
sido modificado, por ejemplo fijado a una fase solida). La
automatizacidn de este ensayo se logra mezclando la corriepn
te en forma de segmentos, que contiene el material de snalji
sis incubado (por ejemplo el anticuerpo, el antigeno ﬁarca—
do (trazador) y sl antigeno no marcade) con un material en
forma de particulas, que es capaz para ello de fijarse o =
bien con los componentes libres o bien con los componentes
fijedos. Un ejemplo de un material del primero de los tipos
es un gel intercamblador de iones porosoc o une resina integ

cambiadore de iones porosa, que es apropiado para receger -
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particulas anifnicas o catibnicas, mientras que un ejemplo
de un material del dltimo de los tipos ss un segundo anti-
cuerpo, que estéd fijado de modo covalente a una matriz de
gel porosa, tal como Sephadex o Sepharose.

El procedimiento de acuerdo con el invento ss =~
apropiado también para automatizar la determinacidn de es-
teroides y medicamentos o droges, con los cuales no se ne-
cesita de ninguna extraccidn con un disolvente orgénico,.El
procedimiento es apropiado ademés para automsizar otros mé
todos de investigacidn, distintos del ensayo de inmunidad.
Por ejemplo, la determinacidn de toda la capacidad de fija
cidn de hierro sbarca la adicidn de una sal de hierro en -
exceso, con el fin de saturar la proteina de soporte trang
ferrina. La separacion del hierro en exceso puede efectuap
se en un sistema de corriente, mezclandolo con un intercam
bisdor de cationes poroso y realizando a continuacidn la -
filtracidn forzada por dilucidn. En el producto filtrade -
se puede determinar entonces el hierro con ayuda de méto -
dos usuales.

En resumen se puede comprobar que el procedimiepn
to descrito es apropiado para automatizar el ensayo de ra-
dioinmunidad, el ensayo de inmunidad por enzima o el ensa~
yo de inmunidad por fluorescencia, y también otros métodos
de determinacién, en los cuales se utilizan como reactivo
andlitico otros materiales en forma de particulas, tales =
como un gel poroso o una resina porosa., Para logrsr mejo -

res resultados, las particulas deberén abarcar una matriz
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resistente a la abrasifn, que esté conformada Eon forme eg
férica y tenga un tameafio uniforme de particulas.
EJEMPLO 1
Determinacidn autométice de tiroxina con utiliza~
cién de una disposicidn segdin'la figura 4, siendo suprimide
la reaccifin enzimftica y medida en el contador la fraccién libre
que ep presenta después del equipo separador. Es pogible la
realizacifin en el aparato analizador asutom&tico Auto-Analyzar
de la firme Zechnicon,
Intercalamiento del contador y de la cara de con-
tacto intermedia.
1. Cambio de membranss
2, Bombeo del agente tampdn para logar un buen disefio de bug
bujas a través del filtro - importante .
3. Bombeo del sistema de marcado para la determinacidn del -~
grado de recuento total (deberéd estar entre 20 y 25.000).
4. Adicidén de AB y bombeo del colorante a través de la con--
duccién para muestras.
5. Cuando aparezca el colorante, comprobar la fijescién por
activacidn del contador -~ ajuste del nivel.
6, Comienzo de la toma de wuestras,
Placa de muestras = 5 x '0';

curva patxrdn;
2 sueros testigo entre 39 y 40;
B muestras;

2 sueros testigo, etc.
7. C&lculo de modo usual;

Reactivos.
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1. (AB (anticuerpos insolubles). Se disuelven 10 ml de Sepha-
rose T4 hasta 100 ml con tampén de tris-(hidroximetilami-
nometano) (=Tris) con un valor de pH de 8,5,

2. Sistema de marcado 1,0 ml (10 pl);

40 m) de tampén Trig;
4 ml de albdmina al &5%;

250 mg de A.N.S,

3. Solucién de lavado 1,8% de NaCl + 1 ml de Brij/litro, pars

la utilizscién, filtrasr a través de un filtro de 1 pm;
4. Colorante 15% de albdmina de gsnade vacuno - 100 ml + 8

ml de colorante verde,

5. Tampén Tris 12 g/l de tampén Tris son ajustados con HC1 a

un valor de pH de 8,5. Se akaden 2,5 g de azida y se fil

tra antes de la utilizacién a través de un filtro de 1 pm.

Solucién patrén T4 'A' : 57,21 mg de T4 puro en 6
ml de NaOH 0,ln; se completa con etanol absoluto hasta S0 ml,
y se congela a baja temperatura. .
Solu.idn patrén T4 "B" : ge diluyen 0,1 ml de la solucién pa
trén A con 1,9 ml de tampén Tris, que contiene 0,5% de albd-
mina y se produce la'cungenaciﬁn a muy baja temperatura,
Solucién patrdn de trabajo: 19,9 ml de albdmina de ganado vg
cuno al 5% + 0,1 ml de la solucibn patrén B = 325 nMol/litro.,
Doble dilucién con albdmina humana al 5% (que ha sido tratada
con resina) con formacién, respectivemente, de 163,82, 41,20
y 10 nMol/litro.

6. Anticuerpos: Se fijan 1 ml de anticuerpo Beneden T4 a §

g de Sepharose, se diluye con tampdén Tris & 100 ml, se
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affaden 0,1 g de szids y se produce la congelacién profunda
de porciones alicuotas, cada una de 10 ml,
Ajuste:

Tiempo de ensayo: 75 segundos Tiempo de lavado: 15 segundos

Retardos 5 segundo Recuento: 55 segundos
Registro 2V
EJEMPLO 2

Determinacién automatizada de tiroxina (T4") mediante ensayo
de inmunidad por enzima, segin la figura 4 en la que se reprg
senta un esquema de la realizacidn de los experimentos. Eé.pg
sible la realizacidén en el aparato analizador autométice Auto~
Analyzer de la firma Technicon.

Las disposicinnes pravias igualgs gue en el ensayn
de radioinmunidad del ejemplo 1.

1. Reactivos
1. Anticuerpos T4. Se fijé, de acuerdo con la prescripcién ‘del

fabricante (Pharmacia), de modo covalente a Sepharose activada
con BxCN y se suspendid mediante agitador magnético en tampdn
Tris-HC1 0,1 M, pH = 8,5, con 0,1% de Brij.

2.'Trazador,
Se marcé T4 con peroxidasa (EC 1.11.1.7, Boehringer

Mannhein, némero de catflogo: 15.629) y se diluyﬁ
con tampén de Tris-HC1, pH = 8,5, con albdimina a;
0,5%, con 250 mg de A.N.S. (sal (1) amdnica de &cido
Bmanilino-naftaleno-sulfénico) y 0,1% de Brij hasta
un volumén final de 50 ml.

3. - Ensayo de dilucidn. Tampdén de fosfato 0,2 M, pH =

8,0, con 0,1% de Brij.
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Mezcla de reaccidn enzimdtica,
Tampén de fosfato 0,1 M, pH = 8,0,con 11 mMol de 2,4~di
clorofenol, 1,2 mMol de 4-aminofenazona y 1,5 mMol de ~

perborato sddico.

5, Solucién de lavado:

1,8% de NaCl con 0,1% de Brij.

II ~ Realizacidn:

1, Barrido con solucidn de lavado y ajuste de un caudal cong
tante de burbujas a través del separador.

2, Dosificacion del trazador, adicién de la mezcla de reac-
cidén enzimética, igualacidén del fotdmetro y ajuste del ~
escritor: determinacion de la actividad del trazador.

3. Adicidn del anticuerpo T4, comprobscién de la fijacién -
de trazador, nueva igualacidn del fotdmetro y del escri-
tox,

4. Comienzo de la toma de muestres; platos de muestras
5 ml de patrdon "D" (=CO);
curva patrén;

2 sueros testigo;
8 muestras;
2 sueros testigo;
8 muestras, ete.
5. Evaluscidn de los resultados dé modo usual segln el dia-

grama del sscritor.

De manera anédloga, en el casc de reemplazarse el

sistema de marcado por enzimas por un sistema de marcado por

fluorescencia y por utilizacién de un fluorimetro se puede -
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realizar el ensayo FIA, por ejemplo utilizando un fluorimg
tro espectral Perkin-Elmer modelo 1000 o un fluorimetro eg

pectral Kontron 5 FM 22,
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- REIVINDICACIGNES =

1.~ Procedimiento para la deteccidn de una pro-
teina fijadora especifica y la correspondiente sustencia -
susceptible de fijarse con ella,con aprovechamiento de la
afinidad de fijacidn de estos componentes entre si en un -
sistema automatizado con corriente de liquido que fluye de
modo continue, caracterizado porque, sucesivamente, mezclas
del material de muestras con una cantidad determinada de -
un componente de la reaccién en forma marcada y de otro -
componente en una forma fijada a un soporte ingoluble en ~
forma de particulas o fécilmente transformable en un estado
insoluble en forma de particulas, se incorporan en la co -

rriente de liquide de modo tal que las mezdas individuales

permenecen separedas, se incuban y se introducen continua
mente en un equipo separador, en el que eventualmente des -
puds de previa insolubilizacidn del soporte se separa por -
lo menocs une parte de la fuse liquida respecto de ls fass ~
sdliday en una de las fases separadas se mide la cantidad -
del componegnte marcado contenido.

2.~ Procedimiento segdn la reivindicacidn 1, ca-
racterizado porque ls separacidn de las fases se efectla -
por filtracidn.

3.~ Procedimiento segln reivindicaciones anterig
res, caracterizado porque la presidnm en la corriente de 1li=
quido que fluye de modo continuo es aumentada antes de lle=

gar a la wembrana de filtracidn mediante introduccidn de =~
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otra corriente de liguido.

4.~ Procedimiento segin reivindicaciones ante~ -
riores, caracterizado porque es disminuida la presion en el
lado del filtrado de la membrana de filtracidn.

5.~ Procedimiento segin reivindicaciones anterig
res, caracterizado porque para la separacidn de las mezclas
de muestras se utiliza una corrients de liquido que fluye -
de un modo continuo, segmentada medisnte burbujas de gas.

6.~ Procedimiento, segln reivindicaciones anterig
res, caracterizado porque para la separacidén de las mezclas
de muestras ia corriente de liquido que fluye de modo conti-
nuo es segmentada mediante un liquido inmiscible en lo esen=
cial con ella.

7.~ Procedimiento, segin reivindicaciones anterig
res, caracterizado porqus las mezclas de musstras son intro~-
ducidas a modo de bloques sin modificacidn esencial de la -
velocidad de circulacién en la corrisnte de liquido que fly
ye de modo continuo,

8.~ Procedimiento, segﬁn reivindicacianes anterig
res, caracterizado porque se utiliza un componente radioac-
tivo o marcado pér una enzima o por un resto fluorescente.

9.- Procedimiento, segln reivindicaciones énteridr
res, caracterizado porque la proteina fijadora especifica -
es un anticuerpo o un anticuerpo. o receptor de hormonas, y
la correspondiente sustancia capaz de fijacidn es un antigg
no, un hapteno a un anticuerpo o una hormona.

10,~ Procedimiento, segln reivindicaciones ante-
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riores, caracterizado porque se utiliza un suporte soluble
prebipitabla.

11.- Procedimiento, segin reivindicaciones ante~
riores, ceracterizado porque se utiliza un soporte precipi

teble de modo reversible.

12,- Procedimiento, segdn reivindicaciones ante-

-riores, caracterizado porque la precipitacidn se efectia -

mediante la otra corriente de liquido, introducida delante
de la membrana de filtracidn,

13.- Dispositivo para la fealizaci6n del procedi-
miento segin las reivindicaciones anteriores, caracteriza-
do por un dispositivo separador para la separacién de al -
menos una parte de la fase liquide respecto de la fase sé-

.

lida y por un dispositivo de medicion para una de las fases
saparadas,

14,~ Dispositivo, segln reivindicaciones anterio-
res, caracterizado por un bloque dividido econ dos mitades,
que incluyen un filtro, una conduecifén de entrada para la
corriente de muestras, una conduccién de entrada para agen
te diluyente, que se reunen aguas arriba de una cémara de
separacidn, y una conduccidn de salida en la mitad de blo-
que, rebajos opuestos entre si en las mitades de bloque que
forman la cémara de separacién, y una conduccidén de salida
en la mitad de bloque.

15.- Dispositivo, seqlin reivindicaciones anterig
res, caracterizado porque el dispositivo de medicidn con -

tiene un cabezal medidor, en el que estd dispuesta una cubg
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ta cerrada, que tiene un tubo de entrada con un percgptor
y un tubo de salida, que est4d unido con un dispositivo de
aspiracidén, a través de la conduccién y de la vélvula, que

es controlada por el perceptor.
5 16,- "PROCEDIMIENTO Y DISPOSITIVO PARA LA DETEC- '
CION DE UNA PROTEINA FIJADORA ESPECIFICA Y LA CDRRESPDNDIEE
TE SUSTANCIA SUSCEPTIBLE DE FIJARSE CON ELLA™,
Tal como se describe y reivindice en la presente -
Memoria Descriptiva que consta de veintisiete hojas escriﬁaé-

10 a méquina por una sola cara y de sus correspondientes dibujis

Madrid, 14 Septiembre 1977

¥
UARLEY Foway
Fag
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