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La presente invenciéon consiste en el desarrollo de
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los casos positivos. Como reactivos bioldgicos, pue-
den emplearse sangre, suero, saliva u otros fluidos I «~ —B
biolégicos.

Este "kit" puede aplicarse a la deteccién de anticuer-
pos de cualquier agente infeccioso, asi como para
la deteccidon de sustancias capaces de comportarse
como antigenos.
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DESCRIPCION

Desarrollo de un kit rapido para el diagnodstico
de la triquinosis.
Objeto de la invencién

Consiste en el desarrollo de un “kit” rapido
para el diagnédstico de la triquinosis, basado en la
deteccion de anticuerpos especificos. Esta enfer-
medad parasitaria es una zoonosis que se trans-
mite al hombre por el consumo de carne de cerdo,
jabali y otros animales. Este “kit” discrimina los
casos positivos de los negativos de un modo facil
de interpretar por la formacién de una cruz colo-
reada sobre un sustrato inerte en los casos positi-
Vos.
Para su realizacién puede partirse de muestras
de sangre, suero, saliva, u otros fluidos organicos.
Antecedentes

La Triquinosis es una enfermedad del hombre
y otros mamiferos carnivoros u omnivoros, cau-
sada por el parasito Trichinella spiralis. La para-
sitaciéon humana se estima en unos 300.000 casos
diagnosticados anuales. Estas cifras en nuestro
pais no son muy elevadas, pero se denuncian focos
dispersos anuales como consecuencia de matanzas
clandestinas de cerdo 6 jabali. Asi, entre 1981
y 1989, se contabilizaron 55 brotes epidémicos,
afectando a 1.100 personas, siendo pues la tri-
quinosis un problema de salud publica en Espana
(Boletin Epidemiolégico Semanal. Ministerio de
Sanidad y Consumo. 198289). En otros paises
de Europa, sobre todo del hemisferio norte, la in-
cidencia es mayor. Los casos son generalmente
debidos a la ingestién de carne o embutidos de
cerdo o jabali, aunque existen brotes curiosos,
como los ocurridos en Francia y en Italia, donde
la fuente de contaminacién fue carne de caballo
importada de Alemania y Polonia (Pozio, E., Ca-
pelli, O., Marchesi, L., Valeri, P. and Rossi, P.
1987. Ann. Parasitol. Humm. Comp. 63:
(1) 48-53; De Carneri, I., Ancelle, T., Dupuy-
Carmet and Pozio, E. 1989. En: Trichinellosis.
Edit. Ch. E. Tarnner 1989). El diagndstico de
esta enfermedad es de obligado cumplimiento en
los mataderos y explotaciones carnicas de la ma-
yor parte de los paises occidentales. El proce-
dimiento seguido para la deteccién del parésito
consiste en la visualizacién del mismo mediante
triquinoscopia. El veterinario examina una mues-
tra muscular del animal sacrificado, entre placas
de cristal, detectando asi los quistes del parasito.
Su mayor inconveniente son los falsos negativos,
bien por una parasitemia baja, o por no estar los
quistes ain perfectamente formados. otro pro-
cedimiento mas complejo es la liberacion de las
larvas, mediante digestion artificial, en una so-
lucién de pepsina y dcido clorhidrico, en lo que
se denominan digestores. Tiene el inconveniente
de que precisa tiempo, con la paralizacién de la
cadena de despiece, hasta la obtencién de resulta-
dos. El diagnéstico inmunolégico no se emplea a
nivel de matadero porque precisa tiempo, perso-
nal, y material especializado. Tanto en el hombre
como en animales parasitados, se han detectado
inmunoglobulinas G, M, A y E. (Rosemberg y col.
1971 Ann. Intern. of Med. 75:575-578; Ljungs-
tron 1974. En: Trichinellosis (C. W. Kim,ed. In-
text. New-York, pp 449-459); Matossian y col
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1977, J. Helminthol. 51:1-4). Estas inmunoglo-
bulinas se hacen patentes en el suero algunos dias
tras la infeccién (Ljungstron 1974, Parasitology
69:XXIV). Después de algunos meses los niveles
de IgM siguen permaneciendo altos, al igual que
los de IgA. Transcurridos dos anos de la infeccion,
practicamente el 50 % de los sueros carecen de IgA
e IgM especificas frente a Trichinella. En algunos
pacientes se observa una elevaciéon de los niveles
especificos de IgE, (Stumpf y col. 1981, En: Tri-
chinellosis C. W. Kim, E. J. Ruitenberg and J.
S. Teppema, eds., Redbooks, Chertsey, England,
pp. 279-282). El diagnéstico inmunoldgico de
la enfermedad fue inicialmente desarrollado por
Strobel en 1911 (Muench. Med. Wochenschr. 58:
672-674), quien desarrollé una técnica de fijacién
de complemento. Este método precisa tiempo,
especializacién, y los resultados no son extrapo-
lables de un laboratorio a otro, (Kagan y Nor-
man 1970, En: Trichinosis in man and animals (S.
E. Gould, ed.), Charles C. Thomas, Springfield,
Nlinois, pp. 222-268). Bachman, en 1928, (J.
Prev. Med. 2:35-48; J. Prev. Med. 2:169-173),
empled para el diagndstico una técnica de intra-
dermorreaccién, muy en boga en la época. Tras la
inyeccién del antigeno,se produce una reaccion de
hipersensibilidad inmediata, entre los 10-20 minu-
tos, una reaccién de Arthus entre las 4-8 horas,
y una hipersensibilidad retardada entre las 12-48
horas. Esta técnica es s6lo aplicable al hombre.
Se han valorado también técnicas de preci-
pitacién. La precipitacién en anillo, en la que
el suero y un extracto del pardsito se incuban,
viéndose tras la incubaciéon un halo de precipi-
tacién, (Kagan y Bargai 1956, J. Parasitol. 42:
237-245.), es un test bastante sensible pero de es-
pecificidad cuestionable (Kagan y Norman 1970,
Trichinosis in Man and Animals (S. E. Gould,
ed.), Charles C. Thomas, Springfield, Illinois, pp.
222-268). En el test de microprecipitacién el pre-
cipitado se forma en los orificios naturales del
verme, tras incubar adultos o larvas con el suero
del paciente, (Mauss 1940, Am. J. Hyg. 32 Sect

D: 80-83). Este es un test sensible, (Ljungstrén
1974,in Trichinellosis (C. W. Kim, ed. Intext.
New-York, pp 449-459)), pero tiene como grave
inconveniente la necesidad de disponer de larvas
vivas del parasito. Se han descrito también varios
tests de floculacién, empleando distintos sopor-
tes sensibilizados con los antigenos del parasito,
que floculan al realizarse la reaccién antigeno-
anticuerpo, tales como particulas de colesterol,
(Suessenguth y Kline 1944, Am. J. Clin. Pat-
hol. 14: 471-484), de bentonita, (Bozicevich y
col. 1951, Public. Heath Rep. 66:806-814), o de
carbén activo (Anderson y col. 1963, J. Parasito.
49: 642-647) Cuando estas particulas sensibiliza-
das se mezclan con el suero, se forman una serie
de agregados, y se valora en funcién del grado de
agregacién, con la ayuda de una lupa 6 visuali-
zando sobre una superficie lisa y brillante. Estos
tests son menos sensibles que los. de aglutinacién
(M.)Kozar y col. 1964, Wiad. Parazytol. 10:717-
737).

La técnica de hemoaglutinacién fue aplicada
por Price y Wiener, en 1956 (Am. J. Clin. Pat-
hol. 26: 1261-1269), y por Kagan y Bargai (J. Pa-
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rasitol. 42: 237-245. 1956). Los antigenos usados
para esta técnica fueron obtenidos por el procedi-
miento de Witesbky y col. (N. Y. State J. Med.
42: 431-435. 1942), consistente en un extracto
hervido de larvas musculares, y por el de Mel-
cher (J. Infec. Dis. 73: 31-39. 1943), consistente
en un extracto acido soluble de las larvas. Estos
métodos son mas sensibles que la floculacién con
bentonita (Barriga 1977 J. Clin. Microbiol. 6:
274-279) la fijacién de complemento, o los tests de
precipitacién. Su sensibilidad es ain mayor que
la de la Inmunofluorescencia indirecta siendo sélo
comparable a la de la técnica de ELISA (Camp-
bell 1983, Trichinella and Trichinellosis, Plenum
Press, New York and London). Sus inconvenien-
tes son los falsos positivos debidos a fenémenos de
prozona, y el que deben emplearse glébulos rojos
frescos, recién tanizados y sensibilizados, cuya du-
rabilidad es de unos seis meses (Ali-Khan 1974,
Int. J. Parasitol. 4: 549-554).

Los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA), jun-
to con el radioinmunoensayo (RIA) se han reve-
lado como los mas sensibles hasta el momento.
Aunque el RIA es un método sensible precisa
alta cualificacién técnica e instrumental lo que
limita su uso a un nimero reducido de centros.
Algo parecido ocurre con el Immunoblot, técni-
ca de aplicacién en investigacién y no en labo-
ratorios de diagndstico clinico o industrial. Por
el contrario, las técnicas de visualizacién de la
reacciéon antigeno anticuerpo, mediante reaccién
enzimatica tienen una serie de ventajas sobre las
anteriores, reproducibilidad, equipamiento poco
costoso y sobre todo sensibilidad. En la ELISA
“COMPETITIVA” un antigeno puro y en gran
cantidad se emplea ligado a un enzima. La
ELISA “SANDWICH”, es un ensayo en el que
se mide antigeno, empleando un anticuerpo mar-
cado con el enzima, y la mas empleada es la
ELISA “INDIRECTA”, donde el antigeno reac-
ciona con los anticuerpos, enfrentdndose éstos
posteriormente con un antisuero marcado con el
enzima. Como soporte sélido de la reaccién se
emplea un soporte plastico, al que se ligan las
proteinas, sean antigenos o anticuerpos. Para li-
gar los anticuerpos, o antigenos con el enzima es-
cogido, se emplean tratamientos con reactivos ta-
les como el glutaraldehido, la carbodiimida, o el
N-succinidimil 3-(2-pyridylthio)propionato, entre
otros. Los enzimas m&s empleados son la pero-
xidasa, la 3 galactosidasa y, en el caso concreto
de Trichinella, se ha empleado la fosfatasa alca-
lina, aunque puede acoplarse cualquier enzima,
o conjunto de enzimas, que proporcione al fi-
nal de la reaccién un color, o un cambio en la
emisién o absorcién de fluorescencia. Los pri-
meros investigadores que aplicaron la ELISA al
diagnéstico de Trichinella fueron Ljungstém y col
en 1974, (Parasitol. 69: XXIV). Ruitenberg y
col en 1975, (Medicom. Nederl. 4:30-31) intro-
dujeron la MICRO-ELISA. Este método es muy
sensible, Unicamente comparable a la Hemaglu-
tinacién. Tiene sin embargo el inconveniente de
que requiere un plazo de una o dos horas, entre la
incubacidén del suero y la lectura. La inmunoelec-
troforesis es una de las técnicas maés rapidas que
se pueden emplear, aproximadamente una hora
(Despommier y col. 1974, Am. J. Trop. Med.
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Hyg. 23:41-44). Su sensibilidad es comparable a
los test de floculacién de bentonita, (Despommier
y col 1974 Am. J. Trop. Med. Hyg. 23:41-
44), 6 a la técnica de la aglutinacién de ldtex,
(Barrett-Connor y col. 1976, J. Infect. Dis. 133:
473-477). Recientemente, han sido desarrollados
como métodos de diagnéstico de la enfermedad
métodos de captura de antigenos circulantes (C.
Arriga 1993, Trichinellosis Meeting, Orvieto, Ita-
lia). Un sistema de amplificacién quimioluminis-
cente en inmunoensayo ha sido aplicado por C.
K. F. Li (1993) (Trichinellosis Meeting, Orvieto,
Ttalia).

El kit objeto de esta patente, se basa en
técnicas de aglutinaciéon que no se han utilizado
hasta ahora para el diagnodstico de enfermedades
infecciosas o parasitarias.

Estas técnicas se basan en el fenémeno fisico
del cambio de color que experimentan las particu-
las de oro coloidal, cuando se adsorben proteinas
sobre ellas, (Faulk y Taylor 1971 Immunochemis-
try 8:1081-1083). Las particulas de oro se unen
a los anticuerpos, y se emplean para determinar
de una forma pasiva, la presencia de antigenos en
una muestra biolégica. Es una técnica sensible
que se ha aplicado para la detecciéon de hormonas
en orina, (Gribnau, T. F., Roeles, J.V., Biezen, J.,
Leuverin and A. Schnurs. 1981. The applications
of colloidal dye particles as labels in immunoas-
says: disperse(d) dye immunoassay (DYA). Anal.
Chem. Symp. Ser. 9:411-427). (Masson, P. L.,
Cambiasso, D., Collet-Cassart, C. G. M. Magnus-
son, C. B. Richards, and C. J. Sindic. 1981. Par-
ticle counting immunoassay (PACIA). Methods
Enzymol. 74:106-139.)

Explicacién de la invencién

La invencién consiste en el desarrollo de un
kit para un diagnéstico répido, (no més de al-
gunos minutos), de la triquinosis. Es ademds
aplicable a la deteccién de cualquier otro pro-
ceso infeccioso, o a la determinacién de sustan-
cias con capacidad antigénica. El método se basa
en la sensibilizacién de particulas de metales en
estado coloidal, con antigenos o con anticuerpos
especificos. Es vélido pues, tanto para la deter-
minacién de anticuerpos especificos, como para
la de antigenos en suero, sangre u otros fluidos
biolégicos. Los metales coloidales sensibilizados
van sobre un soporte inerte, en el que se coloca
el fluido biolégico, que se desplaza en él por capi-
laridad, arrastrando las particulas metalicas sen-
sibilizadas, que se ligan especificamente a los an-
ticuerpos 6 a los antigenos. A un nivel deter-
minado, se ha situado un sistema “trampa”’ que
atrapa a las particulas impidiéndoles continuar
su desplazamiento si la reaccién es positiva, lo
que puede visualizarse por su color, o por cual-
quier otro método (colorimétrico, o espectrofo-
tométrico). Esta “trampa” puede basarse en an-
ticuerpos anti-antigeno, en un sistema de captura
de anticuerpos, (proteina A 6 proteina G), en un
anticuerpo monoclonal, en su caso, o puede ser un
antigeno si lo que se trata es de valorar inmuno-
globulinas. Como medio de desarrollo puede em-
plearse cualquier soluciéon que mantenga un pH
entre 6 y 9, y que no altere los complejos antigeno-
anticuerpo formados.

La evaluacién de resultados se muestra en la
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figura n° 1, donde A refleja un resultado positivo,
B negativo y C representa al soporte, antes de la
aplicacién del fluido biolégico a examinar.

Este kit tiene una serie de ventajas sobre los
procedimientos tradicionales de diagndstico:

- Es una prueba de un solo paso

- El tiempo de realizacién es muy corto, no
maés de 5-10 minutos.

- No requiere operaciones filtrantes.

- No requiere fases de lavado, salvo que se
parta de sangre como muestra bioldgica.

- No requiere la determinacién exacta del vo-
lumen de muestra a aplicar.

- Los resultados se analizan por una simple
lectura visual.

Ningun ensayo descrito anteriormente para el
diagnostico de la triquinosis, presenta todas es-
tas ventajas, combinadas en el mismo sistema
analitico.

Descripcién

Se utiliza una ldmina, de unos 4-5 centimetros
de largo por 0’7 de ancho. Esta lamina puede ser
de papel de nitrocelulosa, acetato de celulosa, o
de cualquier otro material inerte capaz de unir
proteinas, y permitir por capilaridad el despla-
zamiento de un fluido, con un flujo de 1’5 a 2
centimetros por minuto. Es 1util, por ejemplo, el
tipo de membrana Nitro PB Plastic Backed Nitro-
cellulose, fabricada por Micron Separation INC.
Sobre este soporte se aplican en un extremo, a
unos 0’5 cms, las particulas de oro coloidal, de un
tamano comprendido entre 5 y 20 nm de didmetro
y previamente conjugadas con el antigeno, 6 con
el sistema de captura especifico que se vaya a uti-
lizar. Aproximadamente en el centro de la mem-
brana, se ha situado el sistema “trampa”, en po-
sicién trasversal, para capturar por una reaccién
antigeno-anticuerpo a las particulas del conju-
gado metélico, impidiendo de esta forma que con-
tinuen en su desplazamiento.

En situacién longitudinal al soporte, como
control negativo, se adsorben particulas metalicas
ligadas a una proteina incapaz de reaccionar. De
este modo, la linea vertical va a aparecer en to-
dos los casos y el signo “mas” (+) sélo cuando
la reaccién es positiva, y las particulas han que-
dado también retenidas transversalmente por una
reaccién especifica.

Preparacion del conjugado metdlico

El oro coloidal es hidrofébico, y estd formado
por particulas de HAuCly manteniéndose la es-
tabilidad del coloide por repulsién electrostatica.
La adicién de electrolitos como el NaCl, induce la
floculacion de las particulas, formandose agrega-
dos. Esta floculacién conlleva un cambio de color
de rojo a azul, y puede evitarse estabilizando el
coloide por adsorcién de sustancias hidrofébicas.
Las particulas pueden adquirirse en Janssen Life
Sciences Products, Olen, Bélgica. Previo a su
sensibilizacién, se someten a un proceso de re-
duccién con citrato trisédico al 1% en solucién
acuosa. Después de ajustar el pH a 6, se procede
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a calcular la cantidad de reactivo bioselectivo, en
ese caso proteina A, necesaria para estabilizar el
coloide (E. Knecht, A. Martinez-Ramoén, S. Gri-
solia. 1986 J. Histochem. Cytochem. 34:913-
922).

Las particulas se centrifugan después a 60.000
g durante una hora, y a 4°C. Ello conduce a la
formacién de un precipitado de color rojo en el
fondo del tubo, formado por el complejo proteina-
oro coloidal, mientras que las particulas no esta-
bilizadas aparecen adheridas a la pared del tubo,
como una precipitacién de color méas oscuro. El
botén se resuspende, en un volumen 25 veces infe-
rior, en una solucién formada por PBS 0’15M, con
un 20 % de glicerol y adicionado de 0’2 mg/ml de
polietilenglicol-20.000, y 20 mM de azida sddica.
Esta suspensién permanece estable durante varios
meses a 4°C.

Preparacion del antigeno

El antigeno fue preparado de acuerdo con el
método descrito por I. Kehayov y col. 1991 (Pa-
rasitol. Res 77:72-76), con algunas modificacio-
nes. Las larvas de T. spiralisy T. pseudospiralis,
se obtuvieron de animales de experimentacién in-
fectados 45 dias antes. Se realizé para ello una di-
gestion pépsica del tejido muscular, (1 % Pepsina
(Merck) 1% HCI 1IN en solucién salina), durante
dos horas, a 37°C y con agitacién constante de 70
ciclos por minuto.

Las larvas asi obtenidas eran lavadas en so-
lucién PBS y sonicadas. El homogenado se cen-
trifugd a 16000 g, durante 20 minutos y a 4°C. El
contenido de proteinas del sobrenadante fue va-
lorado con el método de Lowry, ajustado a 5 - 7
mg/ml, distribuido en alicuotas y liofilizado hasta
su posterior uso.

Preparacion de las tiras analiticas

Como soporte analitico se puede emplear cual-
quier ldmina inerte capaz de adsorber proteinas
sobre su superficie, y que permita un flujo cons-
tante por humectacion de una fase movil acuosa,
aplicada en uno de sus extremos. Se puede em-
plear una ldmina de nitrocelulosa, acetato de
celulosa o cualquier polimero que cumpla estas
caracteristicas. El soporte empleado en nues-
tros ensayos ha sido la membrana tipo Nitro PB
Plastic Backed Nitrocellulose, fabricada por Mi-
cron Separation INC. Se utiliza en tiras de 0’7
centimetros de ancho y 4 a 5 centimetros de largo.
Previo a su sensibilizacion, se aplica sobre ella,
centrada y horizontal, una banda de 4 x 1 mm,
con una suspension de particulas metalicas aco-
pladas a una proteina no reactiva, como puede ser
albumina de huevo, altamente purificada.

La sensibilizaciéon se lleva a cabo con una
solucién de antigeno, preparado como se des-
cribié anteriormente aplicando transversal-mente
una banda similar a la anteriormente descrita con
particulas metdlicas, pero en posicién transversa,
y a unos 2’5 centimetros del margen de la mem-
brana soporte, que se va a considerar como ori-
gen. Una vez el antigeno seco, se aplica sobre
la membrana una solucién de bloqueo durante
12 horas a 4°C. Esta puede ser una solucién de
polioxietilensorbitan monolaurato (Tween 20) al
0’3%, leche en polvo, gelatina al 0’4 %, o cual-
quier otra solucién de bloqueo de las utilizadas
en inmunotransferencia. Una vez bloqueado el
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soporte, se deja secar a temperatura ambiente.
De este modo, finalizada la reaccion, si ésta es
negativa so6lo va a haber una banda longitudi-
nal, mientras que si ésta es positiva, el funciona-
miento del sistema “trampa” va a conducir a una
figura en forma de cruz, al darse tanto la reaccion
inespecifica como la especifica. La suspension del
conjugado coloidal (3 a 5ul), se aplica a unos 0’5
centimetros del margen de la membrana. La tira
reactiva estd con ello disponible para llevar a cabo
la reaccion. Entre el extremo de la membrana y
la zona que contiene las particulas metélicas, se
aplica un rectdngulo de papel, para absorber el
fluido biolégico que se va a utilizar.

Descripcion del equipo que contiene la tira reac-
tiva

El sistema (Figuras 2 a 5), consta de un so-
porte de material plastico, para albergar la mem-
brana analitica sensibilizada. En su parte supe-
rior existen tres ventanas, (Figuras 2, 3y 4: A,
B y C). En el origen, una ventana cuadrada de
aproximadamente 0’5 cm de lado, (Figura 2:A)
lugar de aplicacion de la muestra biolégica a ana-
lizar, que va a estar situada sobre el rectangulo
de papel antes citado, y a la que denominare-
mos “ventana de aplicacién”. La segunda, (Fig
2:B), de un tamafio similar, se sitia a unos 2
centimetros del origen. A través de ella podra vi-
sualizarse la banda longitudinal que corresponde
a las particulas unidas a la proteina no reactiva,
caso de ser negativa la prueba, y dos bandas cru-
zadas en los casos positivos. Esta es pues la
“ventana de visualizacién de resultados”. La ter-
cera, (Fig. 2:C), estd situada a un centimetro de
la anterior, y sirve para determinar el fin de la
reaccién, observando a través de ella el paso de la
fase mévil.

Cuando se utiliza como fluido biolégico san-
gre, es necesario previo a la aplicacién de la mues-
tra, depositar unas gotas de una solucién de he-
parina a través de la ventana A. Transcurrido el
tiempo de desarrollo se aplicaran a través de la
ventana B unas gotas de la solucién oxidante que
se describe posteriormente. Un minuto después,
el equipo se introduce brevemente en el conte-
nedor de transporte, y se vuelve a sacar. Este
contenedor, (Figuras 4 y 5), es de pléstico, tiene
forma rectangular y posee unas guias longitudi-
nales (Figuras 4 y 5:H), por las que se introduce
el soporte de la tira reactiva. En la superficie
interna de su cara frontal, se sitdian unas tiras
de celulosa en fibras (Figuras 4 y 5, I), que, al
introducir el soporte de la tira reactiva en el con-
tenedor plastico, van a contactar con la ventana
central, absorbiendo el exceso de liquido que pu-
diera existir.

Desarrollo del método

La muestra biolégica debera aplicarse sobre el
papel de filtro situado bajo “la ventana de apli-
cacién de la muestra” (Fig 2: A). La cantidad de
muestra a aplicar no tiene que ser exacta, bas-
tardn un par de gotas, las necesarias para em-
papar el papel de la ventana y mantener a este
himedo durante un maximo de dos a tres minu-
tos. Sila muestra fuera insuficiente para ello, tras
su aplicacién se anadirian 30 ul de solucién PBS
0’15M, a pH 7’4. En el caso de muestras de san-
gre, se anadirad en todos los casos ésta misma so-
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lucién adicionada de perdxido de hidrégeno, (110
voliimenes) al 75 %.

Si se quiere emplear este sistema de diagndsti-
co a escala industrial, para procesar simultdnea-
mente varias muestras, por ejemplo en matade-
ros, se empleard el dispositivo que se esquematiza
en la Figura 6. Los soportes, una vez aplicada la
muestra bioldgica, se enganchan por un orificio en
su extremo final (E), a unos ganchos conectados
al tap6n cilindrico del contenedor. Al finalizar
la prueba se extraen en su conjunto, y se sumer-
gen en una solucién PBS 0°’15M (pH 7’4), més el
agente oxidante. Transcurridos unos minutos, los
soportes se extraeran de la solucién para leer los
resultados.

Fiabilidad y especificidad del sistema

Con objeto de valorar la fiabilidad y especifi-
cidad del kit, hemos realizado un estudio con sue-
ros humanos, procedentes de pacientes infectados
con Trichinella, tituldndolos previamente por la
técnica de ELISA. Los resultados aparecen en la
tabla N° 1 mostrando como todos los sueros que
fueron positivos por ELISA, con titulos compren-
didos entre 1/256 a 1/2048, dieron también un
resultado positivo con nuestra técnica. La valo-
racién de 15 sueros negativos por ELISA, ofrecié
también resultados coincidentes.

Correlacion entre la Técnica de ELISA y el
sistema desarrollado objeto de la patente

10 Sueros de pacientes | 15 Sueros negativos
positivos
ELISA KIT ELISA KIT
10 10 15 15

Dada la correlacién mostrada, y al objeto de
determinar la especificidad del kit, se procesaron
sueros positivos frente a otras parasitosis. Los
resultados obtenidos se reflejan en la Tabla N° 2.

TABLA 2
Parasitosis N° de sueros | Resultado
Hidatidosis 9 9 negativos
hepatica
Hidatidosis 3 3 negativos
pulmonar
Cisticercosis 3 3 negativos
Leishmaniosis 10 10 negativos
Visceral
Toxoscariosis 1 1 negativo
Triquinelosis 10 10 positivos

Para determinar la sensibilidad del kit, y el
momento en que comienza a ser positivo a partir
de la infeccién, se realizé una experiencia con ra-
tones albinos “Swiss”. Estos se dividieron en 3 lo-
tes de 10 animales cada uno, que fueron infectados
respectivamente con 10, 50 y 100 larvas de Tri-
chinella spiralis. Las muestras de sangre de estos
animales se fueron procesando peridédicamente, a
partir de los 10 dias postinfecciéon. En esta fecha
ofrecieron resultados positivos sélo los inoculados
con la dosis de 100 larvas, positivandose el resto
a partir de los 14 dias postinfeccion.
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Al objeto de comprobar que este sistema
puede ser también 1til para la detecciéon de otros
agentes infecciosos y de sustancias con capacidad
antigénica en general, se han realizado pruebas
en las que sobre la tira reactiva y a modo de
trampa se ha adsorbido hemocianina o albiimina
de huevo, colocandose como fuente de inmunoglo-
bulinas sueros de animales inmunizados especifi-
camente contra estas proteinas. Cuando se uti-
liz6 suero de animales inmunizados aparecié la
banda coloreada marcando la positividad, mien-
tras que cuando se utilizé suero de animales nor-
males el resultado obtenido fue negativo. Con lo
que el método puede ser aplicable a la deteccién
de cualquier sustancia con capacidad antigénica o
agente infeccioso capaz de producir una respuesta
inmune humoral.

Explicacion de las figuras
Fig. 2.- Esquema longitudinal de la tira reac-

tiva en su soporte. Este consta de dos laminas de
plastico, que encajan albergando a la tira reac-
tiva. La ldmina superior tiene tres ventanas cua-
dradas de igual tamafo (A, B y C). La ldmina
inferior tiene dos expansiones en ambos extremos
(D y E), para facilitar su manipulacién. La ex-
pansién D, sirve de tope, al introducirlo en el
contenedor. E, estd provista de un orificio cen-
tral, para colgarla, en su caso, del contenedor para
muestras multiples (Figura 6).
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Fig.3.-Esquema transversal de la tira reactiva
y su soporte. F.-plastico inferior, sobre el que se
sitia la tira reactiva. G.-celulosa en polvo com-
primida. H.-pldstico superior con tres ventanas
(A, By C), de igual tamaio.

Figura 4. - Esquema del contenedor alber-
gando al equipo de diagnéstico. M. -Guias que
permiten introducir con facilidad el equipo de
diagnédstico en el contenedor. I.-Bandas de ma-
terial absorbente, que van a eliminar el exceso de
solucién lavadora, si se ha partido de una muestra
de sangre. J. -Linea que marca, en el contenedor,
el nivel maximo de solucién lavadora, en el caso
de muestras de sangre.

Figura 5. -Esquema en seccién del contenedor,
mostrando las guias para introduccién del soporte
de la tira reactiva (M), y una de las bandas de
material absorbente (I), para eliminar el exceso
de liquido.

Figura 6.-Esquema del contenedor para mues-
tras multiples, con un equipo de diagnéstico. J.-
Linea marcada sobre el contenedor que indica el
nivel maximo de solucién decolorante en el caso
de muestras de sangre. K.-Linea marcada sobre el
contenedor que indica el nivel maximo de solucién
de PBS. L.-Tapadera cilindrica que cierra el con-
tenedor para su transporte, provista de ganchos
para conectar los soportes de las tiras reactivas a
través de sus orificios (E).
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REIVINDICACIONES

1. Se reivindica un método para el diagndstico
inmunolégico de la trichinosis, que puede ser apli-
cable tanto al diagnéstico de otros agentes infec-
ciosos capaces de inducir una respuesta inmune
como para la detecciéon mediante anticuerpos es-
pecificos de cualquier sustancia natural o sintética
capaz de inducir la produccién de anticuerpos por
si mismas o como hapteno.

El método consta de:

a: Una tira reactiva que empapa por capi-
laridad el fluido biolégico (sangre, suero,
plasma, saliva), del que se parte para el
andalisis. Dicha tira reactiva posee secuen-
cialmente:

Una zona de aplicacién donde se coloca la
muestra biolégica sobre un material absor-
bente, una zona de incubacién o despla-
zamiento, una de lectura de resultados, y
una zona final para determinar el fin de la
reaccion.

b: En la zona de incubacion existen particulas
metélicas acomplejadas con un reactivo ca-
paz de ligar anticuerpos o antigenos, segin
se trate. En esta zona tiene lugar la reaccién
de estos complejos con los componentes de
la muestra bioldgica.

c: En la zona de lectura se sitia un sistema
“trampa’” en posicién transversal, que im-
pide que continue el desplazamiento de las
particulas metélicas si la reaccién es posi-
tiva, debido a la formacién de complejos
antigeno-anticuerpo. Se sitia ademads una
banda coloreada longitudinal, con particu-
las ligadas inespecificamente que aparecera
en todos los casos, y que en conjuncién con
la “trampa” transversal especifica, dara lu-
gar a un signo “4”, o a otro tipo de marca
preestablecida, sélo en las reacciones posi-
tivas.

2. Al objeto de poder manipular y usar la
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tira reactiva anteriormente descrita se reivindica
el equipo que consta de un soporte formado por
dos laminas de pléastico que albergan a la tira reac-
tiva para llevar a cabo la reaccion.

Este soporte incluye:

a: Tres ventanas en la ldmina superior, coinci-
dentes con las zonas indicadas en la reivin-
dicaciéon n°® 1 denominadas: de aplicacion,
de lectura de resultados y zona final.

b: Dos expansiones en ambos extremos para
facilitar su manipulacién, y adaptacién al
contenedor para muestras multiples, (rei-
vindicacién n° 4).

3. Se reivindica un contenedor de pléastico
para transportar y usar la tira reactiva de la rei-
vindicacién 1 y el soporte de dicha tira descrito
en la reivindicacién n° 2.

Este contenedor incluye:

a: Unas guias longitudinales para introducir el
equipo.

b: Bandas de material absorbente.

c: Una linea que marca el nivel maximo de
solucién lavadora en el caso de muestras
sanguineas.

4. Al objeto de poder usar numerosas tiras
reactivas de la reivindicacién 1 y el soporte de la
reivindicacion 2, se reivindica un contenedor para
muestras multiples de uso industrial u hospitala-
rio.
Este contenedor incluye:

a: Una tapadera cilindrica que permite su cie-
rre para transporte, y a la que se conectan
los soportes de las tiras reactivas.

b: Dos lineas marcadoras de niveles méximos
de solucién lavadora y de la solucién decolo-
rante, para cuando las muestras biolégicas
son sangre o contienen hemoglobina.
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Fig.2
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Fig. 4

Fig. 5
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Fig. 6
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