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La invéncién se refiere a un procedimiehto_para
la dete&cién.y determinacidn de anticuerpos fijadgres de cor
plemento, sobre itodo en liQuidos corporales, por ﬁe&io de
un reactivo marcado con enzima, ' v

Anticuerpos fijadores de complemento son los anti
cuerpos cue se forﬁan por ejemplo en el cago de enfefme@a»
des infecciosas y poseen dos grupos haptéforos para laynﬁén
con el aniigeno y con el complemento (amboceptores);~ﬁajﬁe—
teceibn de anticuerpos fijadores de complemento con éi:ensg
yo de fijacidn de compiemento es un procedimiento praética~

do frecuventemente en la gerologla, Ispecialmente se ha'gcrg

ditado este método en la virologla y parasitologla couo mé-

todo a elegir para la deteccién indirecta y para la diferen
ciacitn etiolbgica de enfermedadcs infecciosas.

El enéayo de fijacién de complemento esy como se
gsabe, -diffcil de manipular y requiere una-serie de reacti-
vos exactamente adaptados entre si. La deteccién propiamen-
te dicha de log anticuerpos fijadores dé complemento se ba-~
sa en 1a hemélisis de eritrocitos, depcndlente del comple—

mento. Por lo tonto es necesario normaligzar primeramente el

sistema hemoiitico, degpués de lo cual g partir de lo hem6~'

lisis dependiente del complemento, cue discurre secundaria-
nente, puede obicnerse conclusibn sobre la eXistencia de an
ticuerpos fijadores del complemenio y su cantidad. El proce

dimiento es tanto costoso en cuanto a biempo como también
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po fijador de complemento asl como con el sero-complemento,
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tal que ha de practicarse por personal egspecialmente adies-
trado.'Por consiguiente, existe una necesidad de simplifi-
car el procedimiento pera la deteccidén y para la determina=
cibén de anticuerpos fijadores de complemento,

Este misidn se resuelve conforme a la invenoiép
realizando la reaccién con una fage insoluble en agua y em-
pleando, en lugar del sistema hemolitico, un agente’dengrm
cacién comprobable con clevada sengibilidad y cuantiéafiyar

Objeto de la invencidn es pér consiguiente-uﬂ'prg
cedimiento para 1a detecoién ¥y determinacién de un an%iéﬁej
po fijador de complemento, poi reaccidn de éste con uﬁ pér#ll'
ticipante en la fijacién y complemento, caracterizada por=
que insolubiliza un participante en la fijacién del anti-
cuerpo fijador de coﬁplemento, se lieva a reaccién el par

ticipante en la fijacidn, insolubilizade, con el anticuer

se hace reaccionar el producto de reaccién con un producto
de copulacién de un participante en 1a_reacciéﬁ del sero-
complemenﬁo'cbn un agente de marcacién cuantitativamente de
terminable,'y finalmente se determinaAel agente de marca- .
cién.

El participanté en la fijacién pare el antiéueg
po’fiﬁador de complemento es habitualmente el aﬁtigeno co

rrespondiente al anticuerpo, Lo son por ejemplo los anti-
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como resccibn defensiva los interesantes anbticuerpos fija-

" dores de complemento. Hay gue mencionar aquf, por ejemplo,

liycoplasma pneumoniae, ademds antigenos de brucelosis (Bru

‘no agf como el suero amimal, sobre todo el 'de cobaya.

LA

{lojn nam. 3
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genos virales, contra los que el organismo infectado forma

citomegaliag, antigenos de herpes simplex y de sarampiébn,

antigenos de influcnza y parainfluenza, antigenos de rubeo

la, de sincisio respiratorio (Respiratory syncytial), de pa

peras; de ornitosig, de fiebre Q, de coriomeningitis g’dg

cella); toxoplasma y de enfermedad de Chagas, para s6lo en

tresacar algunos de eﬁtre el gren mimero de los antiéén§§
-

que pueden enumerarse, i

H

Participante en la reaccién de este. participan%e
en la fijacibn, nvolublllzado, es el anxlcuerpo flj ador de
complemcnto asi como el complemento proplamente dlCﬂO.

El complenento es un comnonente relativamente-ineﬁ

(Ta !

table .de la sangre, que se"ﬁn los conoclnlenuo actual
consta de mis de 10 factores diferentes. Ts sgbido que el
comnlemento pierde su actividad al calentarse a 562 C agi
como ‘tumbién al rep0ﬂar durente largo tlempo a temperatura
wmblente. El suero animal recientemente recovlao es wbili-
zable por lo general como fuente de complemento. En el sen

et

tido de la invencidn entraz en consideracidén el suero huma~

.
¥

EL componanie gque reacciona especificamente con

el complemento es convenientemente un anmmcuerp ivigido
i
!

!
\

|
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contra uno de log factores del complemento, A-partir de la
opinidn experimentalmente deducida de log modos de reacciédn
de anticuerpos fijedores de complemento y del complemento se
prefieren los anticuerpos contra dichos componentes del com
plemento que reaccionan en primer término con el anticuerpo
fijador de complemento. Segin ello entran en consideracidn
como componenﬁé'idc reaccién anticuerﬁOS contra los fecto-

“a e
res del comple ento ¢ 3 asi como C 5 hasta C 9. Se prefic-
ren especialmente anticuerpos contra el factor del comple-
mento C 3. Para cllo se emplea una adecuada fraccién de in

munoglobulina de un guero que contiene los correspondientes

‘anticuerpos, . B

Como z2gentes de marcacién de los componentes de

reaceibn mencionados anteriormente, por lo general de 103

anticuernos contra los factores del complemento C, haste Cq,
. = . 1 79

entran.cn'considerﬁcidn las sustancias cuya deteceisn on pe
quefia concentracién es pogible con suficiente exactitud. Pa
fa ello son conocidas sobre todo enzimas como sustancias |
marcadoras. IEn alsunos casos puede ser venbtajoso emplear,

en luger de Qlio, un isétopo radioactivo, un grupo fluoresj
cente u otro agente de marcacidén. EL correspondiente égente
de marcacién ('"marcador"), por Lo géneral la enzima, estéd

unido con el participante en la reaccibn del complemento de
manersa que no se efegtﬁa ninguns separa&ién en las condicio

nes de la reaccifn. EL agente de marcacién, por ejemplo la
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enzima, puede detectarse o determinorse cuantitativamente

de manera counocida. Del resulitado puecde obtenerse conclu~

..gibn sobre la presencia o la cantidad del anticuerpo fije-

dor de complemento. A _

Eﬁ el gentido de la invencién, ol partiéipante en
la fijacibn para el anticﬁerpo fijador del complemento se
utiliza de forma no disuelta en el procedimiento de deter-
minacién, Esto puede efectuarse por adsoreidén fisica 6'f0r
fijacién quimica covalente sobre la superficie de un sépog
te insoluble. Es'veniajosa la fijacidén a la pared interna
del reactor, en el que ha de realizarse el procedimien$§ de |
determinacién. Son especizlmente preferidos recipiehﬁes de
material sintético a base de poli(cloruroc ée'vinild) o de
policstireno asf como soportes (llamados varillas J basto

nes) a bage de log mismos materiales, que para la reaccidn

"~ se sumergen en las soluciones de reaccidn, debido a su pro

piedad de fijacién por adsorcién para la mayor parte de los
antigenos, Sin embargo, se pueden emplear también otros ma,
teriales, que o bien poseen una afinidad para los partici-

pantes en la fijacién de los anticuerpos o bien hacen posi

ble su fijacién covalente. Son bambién especialmente adecua

das placag de microvaloracidn, tal como gon conocidas por

ejemplo a partir de la DE~0S 26 33 283. 2 ,
Dentro del marco del procedimienib conforme & la

inveneidn se afiade a este participante en la fijacibn, in-

e =

e
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cuerpos fijadores de complemento, o sc introduce el sopor-

quida y la fase s6lida se lava varias vecés. Parece sufi-

 lucibd diluida de sal, preferentemente una éolucidn de szl

Hoja naim. 6

golubilizado, para anticuerpos fijadoreg de complemento, la

solucidén que se comprueba en cuanto a la presencia de anti

te en la solucibn, en la que han de determinarse cuantita-
tivamente los anticuerpos fijadorecs de complemento. Ademis
se afiade complemento a la mezcla de reaccién, Se consigue
una dilucién adeéuada del complemento, si esto es necesa-
rio en un caso individual, por medio de soluciones té@?&n.
usuales en la anilitica bioquimica. Bs especialmente aﬁg—
cuado por ejemplo el bampbén de barbiturato, propuest6 p§;
ra ello pof E.A. Kabat y M.}, Mayer, Experimental ImmundQ 1.
chemistry, 28 edicibn, 1964, pagina 149, que conti§ne'MgClé 3{
y CaClZ. Después de un tiempo de reacciébn de 1 haséa'Q‘hg,,
ras, preferentemente 2 horas y una temperatura de ﬁQC”ha%F
ta 3%90, preferentemente a aproximadamente 202C, }é fésd

s6lida de la mezcla de reaccidn es separada de 1a‘faséiii

ciente y ventajoso un lavado de 2 hasta 5 veces con una sg

- !
con un contenido menor de 1%. Es espccialmente adecuada

4 . i ‘ :
una solucién de sal comin aproximadamente al 0,9%., Esta sQ
i

lucibn de sal puede contener eventuslmente una concentra~

\

cién pequeBa de un detergente, que no irrite la fase s6li
i ‘ - |
da de los reactivog especificos, resultante por la reac-

cién. Aqui es especialmente adecuado monolaurato de polioxi

\

1

-

\
1
{
1

\
\
-
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etilensorbitan (Tween 20) en una concentvaclén £ lp.

En una etapa 51gu1ente del procedimiento se hace

reaccionar luego la fase sélida con el participante en la

reaceibn marcado del complemento. Para ello se considera co
mo conveniente un tiempo de reaccidn comparable como en la
primera ebapay Pero no se requiere~eiegir iguales tiempos
de reaccidn, Puede ser dtil pre?er algo mas largo el tiempo
dc reaccin de la segunda ctapa. Ia eliminaci6n del material
no reaécionado se efectda de nuevo por lavado, tal como deg
puds de la primers etapa de reaccidn. Aw:;
Dado que el agente de marcacidén fijado, depéﬁﬁiég
te de la cantidad del anbicuerpo fijador del complemento,
que'esté preasente, estd fijado a la fase sbélida, se'puede

obtener conclusibn, a partir de la canftidad fijada asi *o

mo de la cantidad liberada del agente de mar0a016n, sobré

la cantidad del anticuerpo fijador del complemento. Sé*o eg
necésarla la determinacién del agente de marca016n fijado
6 libre segﬁn procedimientos conocidos en si; en el casgo de
las enz1mas, empleadas preferentenente como agentes de may
ca916n, la act1v1dad enziméticas Son pre:erlda 1a° enz1ma5»
cuya determinacibn puede realizarse de manera seneilla.

En primer luger lo son las enzima% que permiten
ung detefminacidn espectrofotométrica o col%rimé%rica. Por

’ i

consiguiente, una ventaja especial dgl procédimiento confor |

me z la invencidn consiste en que es pos 1b]e una, antomati-

.

g———
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zacién de la determinacidén, Por consiguiente es awtomatiza

v'ble también la determinacién de anticuerpos fijadores de

complemento,

Las enzimas, que se prefieren egpecialmente como
agentes de marcacién son oxidases e hidrolasas, sobre todo
fogfatasa alcalina, glucosaoxidasa y peroxidasa, para sbélo
mgncionar algunas a modo de ejemplos., 4
‘Tios reactivos necesarios para el procedimierto
| ‘ ,
son, pér consiguiente, el participante en la fijacién, fi~
jado al soporte, del anticuerpo fijador de complemenﬁc, gor

ejemplo el antigeno; el complemento; el antlcuerpo conura

un factor del complemento que es st4 unido con un agente de h

I
marca016n, sobre todo una enzima; asl como reactivos even
/ .

tualmente necesarios para la deteccién del agente de_marcz

- ¢ibn, por ejemplo el sustrato de enzima,

.Objeto de la invencién son, por consi guiente, tam
bién los reactivos requeridos para la dete?cién y para la |
determinacién de anticuerpos fijadores de'éomplemento, asl
como su utlllzaclén en el sentido de la 1nvenc16n.

La invencién se explica mis detalladumente con |

ayuda del eaemplo siguiente. , \
s

Ejemplo:
\

En recipientes de material sintético de 0,3 ml de

\
capacidad, vendidos por Dynatech Deutschland GmbH, de

|

. \

'
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" en los recipientes en cada caso 0,1 ml del suero a compro-

te v a continuacidn se lava tres veces con la solueidn de

Hoju nam. 9

Plochingen, se envasan en cada caso 0,2 ml dé una éolucién
de antigeno de enfermedad de Chagas que coptiene 100}ag‘de
antigeno/ml disuelto en fampén de Na2003 0,05 M de pH 9,6 ¥
se deja reposar durante la noche.
Después de ello se vaclan los reciﬁientes v se la
van tres veces con solucidn fisioldgica de sal comin con
adiciébn de 0,0iﬁ de Tween 20. Estos fecipientes constituyen
después dereli; el antigeno fijado al soporte, que puedé‘
wbtilizarse para el procedimiento‘para la determinacién de
anticuerpos fijadores de complemento, .

Para el procedimiento de determinacién se envasan

bar en una dilucién adecuazda y>0,1 ml de un suero humano
normel diluido en 1:20, que es eficaz como‘domplementci La,
dilucidn se prepara con un tampén de verohal, que cohtiene
MgGlQ_y'GaCIZ (Kaﬁaﬁ ¥y layer 1964 en el lugar ciﬁado)}féé

deja reposar la mezcla durante 2 horas a temperabvra ambien

lavado mencionada anteriormente. Después de ello ge afiaden
a los recipieﬁfes vaciados O,i ml de una globulina anti-C 3
humane, que se conjugé con foasfatasa elcelina segin el mé-
todo de E. Engvall y P. Perlmann, Z. Immﬁno; 109, (1972),
ﬁéginas 12§-135. En un ensayo previo ge determiné que lg
dilucibn adecusda de este reactivo es de 1:200 éon s501lu~-

cibén de sal comin tamponada con fosfato y una adicién de

R T e T e
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" ¢ién de lavado mencionada anberiormente y se vierten en ca-

46 se afiaden 0,1 ml de una NaOH 0,1 M, De esta manera s¢ dg

Hoja m’lm.1 0

0, 05% de Tween 20. Se deja reposar esta mezcia durante 3

horas a temperaftura ambiente, se lava 2 veces con la solu-

da recipien%e 0,2 ml de la soluciébn de sustrato para la
fosfatasa alcalina. Esta contiene 1 mg de fosfato de parani
trofenilo/ml en 0,05 ml de tampdén de Na2003 de pH 9,8 ¥

1073 I de RigCly. Después de 20 minutos a temperatura avbien

tiene la reaccidén. Da determinacién cuantitativa del fbsfar
to de paranitrofenilo desdoblado se efectdia por fotometiia
a una longitud de onda de 405 nm, Pueden tratarse al i smo
tiempo carges comparativas COn sueros normales asifcomo sue ff

ros de referencia positivos.
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RETVIFDIC ACTONES.

Los puﬁtos de invencidn prqpia ¥ nuevay que se
presentan para que sean objeto de esto solicitud de Paten~
te de Invenciun en Espafia, por VEINTE aflog, son los gue. se
recogen en las reivindicaciones .iﬂuien%os:

12,~ Procedimiento para la deteccibn y paras le dd
ferminacién de un anticuerpo fijador de complenento p§¥'su
reaccibén con un participante en la fijacidn y complemeﬁto,
caracterizado porque se insolubiliza un participante;én la
fijacidén del anticuerpo flaauor de complemento, se lléﬁa a

saccibn el partlplpanﬁe en la f13a016n insolubilizadofcbn
el aanticuerpo fig ador de complemento aal como con el SQTb-
complemento, se hace reaccionar el producto de reaccidén coy
un producto de copuleocidén de un participante en la reacciédn
del scrocomplemento y con un agente de marcacidén cuantitaty
vamente determingble, y se debtermina finslmente el agente
de marcaciébn.

-

22.- Procedimiento segin la reivindicacidén 18, cg
rocterizado porque el participente en la fijacibn del anti
cuevpo Tijador de complemento es 1nsoluolllzado en el inte-

rior de un tubito de reaccidn o junto a la superficie de

.....
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un soporte. \
3a,- Procedimiento segln una de las reivindi-
caciones 12 & 28, caracterizado porque como participante

en la rpaccién del serocomplemento se emplea un anticuer-
po contra un factor del complemento.

" 48,- Procedimiento segin una de las reivindi-
caclones 12 hasté %2, caracterizado porque ‘el agente de
marcacidn es uga enzima. o

”JSE.~ Procedimiento para la deteccién ¥y défer-
minacidén de un anticuerpo fijador de complemento.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede y con los fines que se han especificado.

" Esta Memoria consta de doce hojas escritas a

mdquina por una sola cara. B L

Madrid, 02.001.1979
P.A.

s v/




	Bibliographic data
	Description
	Claims



