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ANTECEDENTES DE LA INVENCON 

La detectiOn y cuantificacien analftica de drogas psicoactivas, drogas terapeuticas, residuos de farmacos 

veterinarios y contaminantes ambientales, tales come pesticidas y sustancias quimicas industriales, 

constituyen una practica comercial importante y generalizada, y se puede llevar a cabo en el laboratorio o 

sobre el terreno. El equipo analitico utilizado en el laboratorio y en el terreno puede ser el mismo, pero 

los metodos en el terreno estan generalmente más limitados debido al tamatio y a la capacidad de analisis. 

Por ejemplo, a pesar de que se ban elaborado formatos portatiles, los metodos analfticos nth 

comOnmente utilizados pan una cuantificacian precisa son la cromatografia de gases (CO) y la 

crotnatografia 11quida (CL), a menudo vinculadas a los espectr6metros de masas (lo que da GC-MS y 

LC-MS per sus siglas en ingles, respectivamente) y su utilization se restringe a un entomo de 

laboratorio. Las principales altemativas a los metodos tromatograficos se basan en la interaction de 

molerculas a waves de reac,ciones qufinicas o de formation de complejos quitnicos, estando esta Ultima 

taratterizada per la union del anticuerpo-ligando. Las principales ventajas de estos metodos quimicos 

"vinculantes", en comparaci6n con los metodos cromatograficos, son su relativo bajo coste y su sencillez 

y portabilidad, lo que permite su utilization sobre el terreno. 

El hidrato de cloral 2,2,2-tricloroetanediol se utiliza come sedante en el proteso de anestesia y como 

precursor quimito en qufmica organica sintetica. Su utilization pan combatir el insomnio puede 

conducir a la adicci6n y a la sobredosis (Gaullier y col. 2001; Engelhart y col. 1998). La sobredosis de 

hidrato de coral Sc detecta a menudo mediante la reaction de Fujiw-ara, que detecta el metabolito 2,2,2- 

tricloroetanol, seguido por la cuantificacian mediante GC-MS. Sus propiedades sedantes han side 

explotadas para su uso ilegal: esta sustancia, mezclada con alcohol, produce Las famosas "gotas 

noqueadoras" o "Mickey Finn", instpidas e inodoras e historicamente conocidas por su utilization pan 

cometer robos con mayor facilidad. En cualquier debate o analisis sobre la violation por sumisiOn 

quftnica (DER, par sus siglas en ingles) por lo general se menciona el hidrato de cloral. Sin embargo, la 

prueba definitiva de su uso en la DER es per lo general poto efitiente, lo que implica o bien que dicho 

uso es poco frecuente, o que existen problemas pan detectar esta sustancia. El hidrato de cloral se 

metabolize rapidamente (Breimer 1974) y los principales metabolitos son tricloroetanol, tricloroetanol 

glucuranido (TGC) y acido tricloroacetico, con sus respectivas vidas medias de 7-10 horns, 7-10 horas y 

aproximadamente 4 dfas (PharmGKB: The Pharmacogenetics and Phamiacogenomics Knowledge Base, 

Chloral Hydrate, Accession ID:PA448925). En las veinticuatro horns posteriores a la administration de 

una dosis via oral imica de hidrato de cloral, aproximadamente el 0,7 % se excreta en la orina como 

tricloroetanol y el 28 % como TGC. (Elimination de drogas y sustancias qufmicas t6xicas en el hombre, 

octava edition [original ingles: Disposition of Toxic Drugs and Chemicals in Man, eighth edition]) . Los 
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metodos analiticos pan detectar y cuantificar los metabolites de hidrato de cloral incluyen una CG 

equipada con an detector ECD (Breimer 1977; Ikedo y col. 1984) y la reaccien Fujiwara mas CG-EM 

(Heller y col. 1992). 

El hidrato de cloral es un product° derivado de los productos de desinfeccion (DBP por sus siglas en 

ingles) que se utilizan en la cloracion industrial del agtta, atribuido a la reaccion del cloro con la materia 

organica traza como el acid° hñmico, y ha sido clasificado como un posible carcinogen° humano por la 

Agencia de Protection Ambiental de EE. UU. (EPA) y Health Canada. La EPA de EE. UU. ha aprobado 

un meted° que utiliza cromatografia de gases y detecci6n de captura de electrones (CG-DCE) para su 

cuantificaci6n y Health Canada sugiere una ingesta diaria tolerable (IDT) de 0,3 mg al dia pan una 

persona corntin (Health Canada, Orientacien sobre hidrato de cloral en el agua potable). Los niveles en el 

agua potable se han calculado en una cifra que oscila entre 1,2 y 8,4 ng/ml (maximo 23 ng/ml) en Canada 

y entre 1,7 y 2,5 nWm1 (maxim° 46 ng/ml) en Estados Unidos. El tricloroetileno es an disolvente 

industrial muy utilizado en la limpieza y el desengrasado del metal y la exposicion humana a esta 

sustancia quimica puede producirse a traves del aire contaminado, el agua potable o los alimentos. Tras 

su inhalaciOn o ingestion, la sustancia quimica se metaboliza rapidamente a haves de dos rutas: la 

conjugacion con glutatiOn, que es la ruta menor, y la oxidacien pot las enzimas del citocromo P450, que 

es la ruta principal. La ruta principal de oxidacien produce el epoxide, que se transforma rapidamente en 

hidrato de cloral o dotal, seguido pot la sintesis de tricloroetanol, y, finalmente, la formaciOn de 

glucuronido tricloreetanol (L.H. Lash y col. 2000). El glucurenido se encuentra en la orina de los seres 

humanos u otros mamiferos que se ban visto expuestos al tricloroetileno, o a Los que se les ha 

administrado tricloroetileno (Lash y col. 2000 20; Stenner y col. 1997, Kim y Ghanayem 2006) y se ha 

relacionado con las enfermedades autoinmunes. 

Por lo tanto, la disposicien de an ensayo que se base en anticuerpos pan estudiar tin caso de violacifin en 

la que se ha utilizado hidrato de cloral, un exceso de cloro en el agua y la sospecha de exposiciOn al 

tricloroetileno, constituirian ttna altemativa rapida y barata frente a los matodos actuates para detectar la 

sustancia. Por otra part; an dispositivo listo pan utilizar, como una vanilla de medicien, pennitirfa a las 

personas o agendas de vigilancia del medio ambiente detectar el hidrato de cloral, cloro y tricloroetileno 

de forma indirecta mediante la medicien de TCG en muestras de orina. En la actualidad no existen 

inmuneanalisis conocidos pan el hidrato de cloral o sus metabolitos, tricloroetanol, glucurOnido 

tricloroetanol y acido tricloreacatice. 
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COMPENTDIO DE LA INVENCION 

El presente documento describe el primer inmunoanalisis conocido que confirma de forma indirecta la 

presencia o el uso de hidrato de cloral. Debido at rapid° metabolism° del hidrato de cloral, los inventores 

desarrollaron, mediante nuevos inmunegenos y tin nuevo anticuerpo, tin inmunoanalisis sustituto para su 

detectiOn y cuantificacien que se enfoca en el metabolito TCG. El anticuerpo de la invencien es 

sorprendentemente especifico para TCG. El uso de tin anticuerpo especifico TCG en un contexto de tin 

inmutioanalisis resuelve las limitaciones de recursos y practicas asociadas a los metodos analiticos 

descritos anteriormente y que se utilizan para detectar el hidrato de cloral y sus metabolitos, to que 

permite so aplicacien en diversas areas coma la DFR, analisis del agua y toxicologia ambiental. 

DIBUJOS 

Ilustracion 1 Preparation de Hapteno A 

Bustration 2 Preparation de Hapteno B 

BustratiOn 3 Antigen° II 

Ilustration 4 Hidrato de Moral y metabolitos 

EXPOSICION DETALLADA DE LA INVENCH5N 

Un primer aspect° de la invention es un antigeno de la estructura (estructura 1) 
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Estructura I 

donde n =0 o 1. Donde n = I, el agente de reticulacion se tine at carbonilo sustituyente del anillo de 

tetrahidropirano al accm (siglas en ingles), un material fransportador que confiere antigenicidad. El 

agente de reticulaci6n es un grupo que uric el hapteno al accm. El hapteno de la presente invencien es la 

fraccien de triclorometilpirano de la Estructura 1 que esti unida bien al reticulante o at acorn. El agente 

de reticulacien, es preferiblemente -X-Y-Z-, donde X es un heteroatomo, preferiblemente nitsegeno, 

oxigeno o azufre; Y es un preferiblemente un C2-C6, fraccien de cadena lineal de alquileno, o 

fraccion de alquileno; Z (antes de la conjugacion con el accm) se selecciona de un carboxi, un 

ditiopiridilo, una maleimida, un amino, un hidroxilo, un tiol, un tioister o una fraccion de aldehido, at  

preferiblemente una fraccien de carboxi. Un antigen° preferido es donde n = 0, es decir tin antigenoen 

en el que el TCG esti unido directamente al accm. Un antigen° preferido de la invencion es el Antigeno 

II (Ejemplo 5). 

Un segundo aspecto de la invencien es tin anticuerpo que se uric especificamente a un epitopo de TCG 

para su uso en la deteccion de TCG en una muestra in vitro tomada de un paciente. El anticuerpo es 

producido contra tin antigeno de la estructura 1. Segim lo comprenderfa un expert° en la materia, 

implica especificamente que el anticuerpo de la invenci6n Sc una al TCG y no a las molt-01,1as 

compuestas de subestructuras moleculares del TCG, como por ejemplo el glucurenido de etilo que 

contiene el anillo de azticar de TCG o tricloroacitico acid° que contiene la fraccion de triclorometilo del 

TCG. 

El accm puede SDI' cualquier material que convierta la molecula hapteno-accm en antigeno. Pot ejemplo, 

el acorn puede ser una proteina, tin fragmento de proteina, tin polipeptido sintetico o tin polipeptido 
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semisintefico. El anticuerpo puede set monoclonal, pero es preferible que sea policlonal. Otro aspect° de 

la invencien es el metodo pare confirmar que una persona ha ingerido hidrato de cloral. 

El metodo consiste en porter en contact° una muestra in vitro tomada de dicha persona y tin conjugado 

(coma TCG-HRP - vease el Ejemplo 6), y un anticuerpo que se une a un epitopo de TCG, detectando el 

conjugado unido y deduciendo pot comparacion con un valor de corte adecuado la presencia o ausencia 

de hidrato de cloral. 

Otro aspecto de la invencien es tin metodo pan detect& y cuantificar el TCG en una persona, el metodo 

consiste en poner en contacto una muestra in vitro tomada de la persona con tin conjugado, y el 

anticuerpo de cualquiera de las Reivindicaciones 3 o 4, detectando el conjugado unido y deduciendo a 

partir de los valores del calibrador la presencia o cantidad de TCG. La cuantificacien exacta de TCG, a 

diferencia del metodo semicuantitativo que utilize un valor de corte, permite, teniendo en cuenta el 

tiempo aprodmado de ingesti6n, estimar la cantidad de hidrato de cloral ingerida . Esto se consigue 

utilizando el valor medio de vide del hidrato de cloral y la proporcion de TCG e hidrato de cloral. 

La muestra puede ser de cualquier fluido biologic° periferico, pero es preferible que sea plasma, suero u 

orina, mfis preferiblemente orina. Los conjugados del metodo se componen de haptenos unidos a agentes 

de marcaje. Los haptenos de los conjugados son molecules que pueden fijarse a los anticuerpos del 

metodo. La capacidad del conjugado para fijarse al anticuerpo de la invencion le permite desplazar el 

TCG, que es la base de la inmunoanalisis competitivo; tambien se pueden aplicar otros formatos de 

inmunoanalisis, tales coma el metodo indirecto. El uso de conjugados de haptenos, conjugados y 

anticuerpos en el context° de los inmunoanalisis es bien conocido en esta materia. Es preferible que el 

agente de marcaje de los conjugados se seleccione a partir de una enzima, una sustancia luminiscente, 

una sustancia radioactive o una mezcla de las mismas. Es preferible que el agente de marcaje sea una 

enzima, mis preferible un peroxidasa y aun mas preferible una perioxidasa del rabano (HRP, par sus 

siglas en ingles). De fomut altemativa o adicional, la sustancia luminiscente puede ser un material 

bioluminiscente, quimioluminiscente o fluorescente. 

Tambien se describe un kit pare detectar la presencia o el uso de hidrato de derel en una persona, el uso 

de productos de cloracion en el agua potable y la exposicien a tricloroetileno de las personas. El kit 
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incluye el anticuerpo que se fija a un epitopo del TCG y un conjugado. Otra option es que el kit incluya 

instrucciones para utilizer dichos anticuerpos en la detection de TCG. Es preferible que el conjugado sea 

un derivado de TCG coma TCG-HRP. Par otra parte, el ague potable se puede someter a un analisis de 

hidrato de cloral de forma directa, que consiste en la formaci6n y detection midiendo el TCG in situ. 

Este proceso implicaria tomar una muestra de agua potable (la solution) y sintetizar el TCG in situ, ya 

sea de forma enzimatica (utilizando una uridina 51-clifosfo-glucuronosiltransferasa)  o par medio de la 

derivatization qufmica. 

Otro aspecto de la invention es un kit para detect& y cuantificar el TCG. Dicho kit incluye un 

anticuerpo que se fija a un epitopo de TCG y un conjugado. Es preferible que el conjugado sea un 

derivado de TCG como TCG-HRP. Otra posibilidad es que el kit incluya instrucciones para utilizer 

dichos anticuerpos en la detection de TCG. El kit puede incluir edemas calibradores. 

Metodos generales y Resultados 

Preparation de hantenos, antieenos v coniueados 

Aunque los haptenos proporcionan epitopos estructurales definidos, no son en si mismos inmunegenos y, 

por lo tanto, necesitan ser conjugados con materiales portadores, lo que provocara una respuesta 

inmunOgena cuando se administra a un animal receptor. Los materiales portadores pertinentes contienen 

par lo general segmentos de poli(arninoacidos) e incluyen polipeptidos, protefnas y glicoproteinas. 

Ejemplos ilustrativos de materiales portadores utiles son albfimina de suero bovino (BSA), ovoalboinina 

de huevo, gammaglobulina bovine, la tiroglobulina bovine (BTG), hemocianina de lapa califomiana 

(KLH), etcetera. Altemativamente, se pueden emplear sinteticos de polflaminoacidos) con un niunero 

suficiente de grupos de amino disponibles como la lisina, puesto que otros materiales polimericos 

naturales o sinteticos pueden incluir grupos funcionales reactivos. En particular, carbohidratos, levaduras 

o polisacaridos pueden conjugarse con el hapteno pare producir un inmunageno. Los haptenos tambien se 

pueden acoplar a un agente de marcaje detectable como una enzima (por ejemplo, peroxidasa de item), 

una sustancia con propiedades fluorescentes o una etiqueta radioactive para la preparation de conjugados 

(o reactivos de detection) pant su uso en los inmunoanalisis. La sustancia fluorescente puede ser, pot 

ejemplo, nit residuo monovalente de fluoresceina o un derivado del mismo. La formaciOn del 

inmunegeno implica metodos de conjugation convencionales. Por ejemplo, el oxigeno del grupo 

hidroxilo del grupo acid° carboxilico de TCG combine primero con DCC y luego NHS pars formar un 
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ester activado con tin grupo de salida potente. El ataque nucle6filo sobre el carbonilo del ester activado 

por tin grupo amino de la proteina (BSA o BTG) de como resultado tin enlace amida y la formaci6n del 

inmunegeno. Con el fin de confirmar que se ha conseguido la conjugaciem adecuada del hapteno con el 

material portador, antes de la inmunizaciem, cada antigeno se evalim utilizando la tecnica de 

espectrometria de mans de desorcion/ionizacien por laser asistida por matriz y tiempo de vuelo 

(MALDI-TOF MS por sus siglas en ingles). 

Procedimiento para el analisis de irunumagenos por MALDI-TOF  

La espectrometria MALDI-TOF MS se Ilev6 a cabo usando tin espectrometro de masas de desorci6n 

laserica Voyager STR Biospectrometry Research Station acoplado con extracciem retardada. Una porcion 

aficuota de cada una de las muestras objeto de analisis se diluy6 en una soluciem acuosa de acid° 

trifluoroacetico (TFA) al 0,1% para crear soluciones de muestra de 1 mg/ml. Estas porciones alicuotas 

(I pl) se analizaron utilizando una matriz de acido sinapinico y la albtimina de suero bovino (Fluke) se 

us6 como tin calibrador extemo. 

Preparation de antisueros  

Con el fin de generar antisuero policlonal, el antigen° de la presente invencion se mezcla con adyuvante 

de Freund y la mezcla se inyecta en tin animal receptor, que es preferible que sea tin animal vertebrado y 

mas preferiblemente tin mamifero, como tin conejo, una oveja, tin ratem, una cobaya o tin caballo. Se 

elaboran las inyecciones adicionales (refuerzos) y se obtiene una muestra del suero para la evaluaciOn del 

titulo de anticuerpos. Cuando el titulo Optimo se ha alcanzado, se extrae sangre del animal receptor para 

producir tin volumen adecuado de antisuero especffico. El grado de purificacion de anticuerpos requerido 

depende de la aplicacion prevista. En muchos casos no se requiere una purificacion; sin embargo, en otros 

casos, como cuando el anticuerpo tiene que ser inmovilizado sobre tin soporte solid°, se pueden aplicar 

las etapas de purificacion pan deshacerse del material no deseado y eliminar la union no especifica. 

Desalt°llo del inmunoanalisis  

El proceso de desarrollo de un inmunoanalisis es bien conocido por el experto en la tecnica. En pocas 

palabras, pare tin inmunoandlisis competitivo en el que el analito de actuacion es una molecule no 

inmunogena comtinmente conocida como tin hapteno se Ileva a cabo el siguiente proceso: se producen 

anticuerpos por immunized& de tin animal, preferiblemente un animal mamifero, mediante la 

administraci6n repetida de tin inmunegeno. El suero del animal inmunizado se recoge cuando el titulo de 

anticuerpos es suficientemente alto. Se afiade tin conjugado a una muestra que contiene el analito de 

actuacion y los anticuerpos, y el conjugado y el analito compiten por la uni6n a los anticuerpos. El 

proceso puede comprender la fijaciem de dichos anticuerpos de suero a un sus-trato de soporte tal como an 

soporte sOlido de poliestireno o an biochip. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Sin 

embargo, si el anticuerpo policlonal es especifico a TCG y lo bastante sensible, entonces el desarrollo y 
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costes adicionales necesarios para la production del anticuerpo monoclonal son innecesarios. La watt( 

emitida en el inmunoanalisis es proportional a la cantidad de conjugado fijado a los anticuerpos, que a su 

vez es inversamente proportional a la concentration del analito. La serial se detecta y despues se 

semicuantifica (supera un nivel de torte) o cuantifica mediante comparation con uno o mis calibradores. 

Ejemplo 1: PreparaciOn de 1-0-tricloroetil-2,3,4-tri-O-acetil- a-D-glucopiranosa kido metil ester 1  

Metodo A 

A una solucion de acetobromo- a -D-glucurenito acid° metil ester (5,96 g; 0,015 moles) en benceno 

anhidro (200 ml) se afiadio carbonato de plata (4,14 g; 0,015 moles) y 2,2,2- tricloroetanol (14,2 m1). 

Despues, la mezcla se talent?) a reflujo durante 4 horas y se enfrie a temperatura ambiente. La reacciOn 

se (IMO y el filtrado resultante se contentre a sequedad. El residuo obtenido se punt-ice por 

cromatografia en gel de silice utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo (7/3) (v/v) pan dar lugar 

a una solution de ester metilico de acido acetobromo-a-D-glucurOnico (3,0 g) y de ester metilico de 

acido 1-0-tricloroetil-2,3,4-tri-O-acetil-a-D-glucopiranuronico 1(1,5 g) como tin polvo blanco soli& 

Metodo B 

BF3-Et20 (15 ml) se afladie gota a gota a una solution enfriada a 0°C de ester metilico de kido 1,2,3,4- 

tetra-0-acetil-B-D-glucopiranuronico (11,23 g; 0,03 mol) y 2,2,2-tricloroetanol (20 ml) en diclorometano 

anhidro (250 ml) bajo atmesfera inerte. La mezcla se agile a temperatura ambiente durante la noche y 

despues se lave con IN MCI (100 ml), agua (100 ml) y salmuera (100 ml). La fase organica se sec6 sobre 

sulfato de sodio, se filtro y se concentr6 a sequedad. El ester metilico de acid() 1-0-tricloroetil-2,3,4-tri-

0-acetil- a -D-glucopiranurenito 1 (8,95 g) se obtuvo tras la recristalizacion del producto bruto a partir 

del eter. 

Eiemplo 2: Preparation de alucuronido tricloroetilico (hapteno  

A una solucien de ester metilico de acido 1-0-tricloroetil-2,3,4-tri-O-acetil-a-D-glutopiranuronico 1 (5g ; 

10,7 mM) en una mezcla de metanol (90 ml) y agua (10 ml) se afiadio a 0 °C hidrOxido de litio selido 

(2,25 g; 53,7 mM). La mezcla se agit6 a temperature ambiente durante la noche. El TLC indica que la 

reacciOn se habia completado. El metanol se elimin6 en vacio, se Media agua (100 ml) y la mezcla se 

neutralize a p1-1 7 con una solution de HC1 (IN). La solution se evapore a sequedad y el send° obtenido 
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se suspendi6 en metanol/cloroformo (1:4) y se agit6 durante siete horas a temperatura ambiente. Las sales 

insolubles se eliminaron por filtration y la solution se evapor6 a sequedad para dar hapteno A (3,1 g) 

como un sedido blanco. 

Eiemplo 3: Preparation de homocisteina-tiolactona glucun5nido tricloroetilico (hapteno A)  

A una solution bajo nitrogen° de TCG (hapteno A) (1,25g, 3,83mM) en piridina seca (25 ml) se afiadi6 

clorhidrato de homocisteina tiolactona (590 mg, 3,84 rnM) e hidrocloruro de EDC (885mg, 4,6 mm) y la 

mezcla se agit6 durante la noche a temperatura ambiente. La piridina se elimin6 a vacio y el residuo 

obtenido se purifico por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silica usando metanol al 20 %/80 % de 

cloroformo pan obtener 750 mg de la tiolactona homocisteina glucuronido tricloroetilico (hapteno B) 

como un solid° espumoso de color blanquecino. 

Ejemplo 4: Coniugacien de hapteno A con albfimina de suero bovino (BSA nor sus siolas en Males)  

(ImuraMen° I) 

A una solucien de TCG (Hapteno A) (40,0mg; 0,12 mmol) en DMF (1 ml) se le &ladle N,IT-

diciclohexilcarbodiimida (DCC) (26,2mg; 0,123 mmol) y N-hidroxisuccinimida (14,13mg; 0,123 mmol) 

y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante la noche. La diciclohexilurea formada se separ6 por 

filtration y se afladid la solucion gota a gota a una solution de BSA (100 mg; 1,5 jtmol) en urn soluciem 

de bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (10 ml). A continuacion, la mezcla se agit6 a 4°C toda la noche 

y despite's se dializ6 contra tampon fosfato 50 mM con pH de 7,2 (3 cambios) durante 24 horas a 4 °C y 

se liofilize. 

Los resultados de MALDI mostraron que 29,92 moleculas de TCG (hapteno A) se habian conjugado con 

una molocula de BSA. 

Eienwlo 5: Conjugacion de hapteno A con BTG (Inmunogeno II) 

A una solucion de TCG (Hapteno A) (65,75 mg; 0,202 mmol) en DMF (1 ml) se le anadio 

diciclohexilcarbodiimida (DCC) (45,8 mg; 0,222 mmol) y N-hidroxisuccinimida (25,54 mg; 0,222 mmol) 

y la mezcla se agile a temperatura ambiente durante la noche. La diciclohexilurea formada se separ6 por 

filtraciOn y se anadio la solution gota a gota a una solution de BSA (100 mg; 1,5 pmol) en una solucien 

de bicarbonato de sodio 50 mM (pH 8,5) (10 ml). La mezcla se agito a 4°C toda la noche y despues se 

dializO contra tampon fosfato 50 rnM con pH de 7,2 (3 cambios) durante 24 horas a 4 °C y se liofilizd. 
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Ejemolo 6: Conjugation de hapteno A a HRP  

EDC.HCI (10 mg) se disolvio en agua (0,5 ml) y se agrego inmediatamente a una solucion de TCG 

(hapteno A) (2 mg) en DMF (0,2 m1). Despues de mezclarse, esta solution se aftadio gota a gota a una 

solution de 20 mg de BSA en 1 ml de agua. Se afiadi6 Sulfo-NHS (5 mg) y la mezcla se incub6 en la 

oscuridad a temperatura ambiente durante la noche. Sc elimine el exceso de hapteno con columnas dobles 

P13-10 (Pharmacia) en serie, equilibrado previamente con PBS (tampOn fosfato salino) con pH 7,2. El 

conjugado hapteno-HRP se dializ6 durante la noche contra IOL de PBS a pH 7,2 a 4 ° C. 

Ejemplo 7: Coniugaci6n del hanteno B a HRP modificado con maleimida 

El tricloroetileno glucuremido homocisteina tiolactona (hapteno B) (2 mg) se disolvio en una mezcla de 

DMF/agua (100 gl) y a esta solucion se atiadio hidremido de potasio (2 M) (10 gl). La mezcla se dejO en 

reposo durante 10 minutos. Se afiadie el tampon de fosfato (100 gl) pan detener In reaction y el pH se 

ajust6 a 7 tuladiendo 0,1 M de MCI. Esta soluci6n se anadie gota a gota a maleimida modificado con RR? 

(20 mg) disuelto en tampon fosfato (1 ml) y la soluci6n se agit6 a 4 °C durante la noche (protegida de la 

luz). Se elimin6 el exceso de hapteno con columnas dobles P13-10 (Pharmacia) en serie, equilibrado 

previamente con PBS (tampon fosfato salino) con pH 7,2. El conjugado hapteno-HRP se dialith durante 

la noche contra IOL de PBS a pH 7,2 a 4 °C. 

Ejemplo 8: Desarrollo de un ELISA para TCG  

El TCG se acopla par medio de un agente de reticulation a la tiroglobulina bovina (Inmunageno II, 

Ejemplo 5). El inmunogeno resultante se administr6 a ovejas adultas de forma mensual pan obtener un 

antisuero policlonal especifico. La IgG se extrajo a partir del antisuero y a haves de la precipitation con 

acid° caprilico/sulfato de amonio de inmunoglobulina. Las placas de microtitulaciOn (Thermo Scientific, 

468667) se recubrieron con el anticuerpo (125 gl) en un tampon de recubrimiento (10 mM Tris pH 8,5) a 

37 °C durante 2 horas. El anticuelpo flue revestido con 1,25 jug/ml. A continuation se lavaron las placas. 

Se afladieron 50 gl de la muestra o estandar (tricloroetileno glueuranido, Randox LK811; hidrato de 

cloral, Sigma C8383- 100 g; acido tricloroacetico, Fisher Scientific T/3000/50; ETG, Randox LK.589) a 

los pocillos apropiados par triplicado, seguido por 75 gl de hapteno-HRP conjugado en 1/4K e incubado a 

25 °C durante 1 hon. A continuation se lavaron las placas y se afladieron 125 gl de TMB (Randox, 4380- 

15) a cada pocillo y se dejaron a tempemtura ambiente durante 20 minutos en la oscuridad. La reaction se 

detuvo con 125 gl de 0,2 M de acido sulfarico. La absorbancia se ley6 a 450 nm con un lector de 
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microplacas ELISA (Bio-Tek Instruments, E1x800) y se calcularon las medidas. Finalmente, se determine 

la especificidad y sensibilidad del anticuerpo. 

Se advirtie a los inventores sobre la alta probabilidad de que el anticuerpo reconociera etil glucurenido, 

un metabolito del etanol. Dichas preocupaciones surgieron a raiz de la informed& divulgada de que se 

encontre un anticuerpo glucurenido de etilo en un ensayo comercial para reaccionar de forma cruzada, 

con lo gut se dedujo que seria TCG (Arndt y col. 2009). Si se producia un fenemeno tie reactividad 

cruzada inverse en la presente lavender' (es decir, la union del anticuerpo TCG al etil glucurenido), el 

inmunoanalisis de hidrato de cloral no seria adecuado para el propesito, debido a la prevalencia de 

consumo social de alcohol. Sin embargo, como puede verse en la Table 1, el etil glucurenido no reacciona 

de forma cruzada con el anticuerpo de la lavender', lo gut demuestra una especificidad de anticuerpos 

sorprendentemente Unica. 

Resultados 

Los resultados competitivos de ELISA en la Table 1 ponen de manifiesto la especificidad del anticuerpo 

de la lavender' hacia TCG. 

Tabla 1 Los datos de reactividad cruzada y la especificidad panel anticuerpo de la lavender' 

Estander 

(ng/ml) 

TCG Estandar 

(ng/ml) 

Hidrato de cloral Acido 

tricloroacetico 

EtG 

A450 %B/Bo A450 %B/B0 A450 %B/B0 A450 %B/110 

0 1 , 5 1 6 1 00 0 1 ,523 1 00 1 ,504 1 00 1 ,3 64 1 00 

1 ,25 1 ,3 1 3 86,6 3 1 ,25 1 ,457 95 ,7 1 ,372 9 1 ,2 1 , 1 8 3 86,7 

2 ,5 1 ,228 8 1 ,0 62,5 1 ,5 1 6 99,5 1 ,39 1 92,5 1 , 1 44 83,9 

5 1 ,06 1 70,0 1 25 1 ,455 95 ,5 1 ,3 89 92,4 1 , 1 57 84,8 

1 0 0 , 872 57,5 250 1 ,324 86,9 1 ,3 1 2 87,2 1 , 1 30 82,8 

20 0 , 64 1 42, 3 5 00 1 , 359 89,2 1 ,284 85,4 1 , 094 80,2 

40 0 ,465 3 0,7 1 000 1 ,277 8 3,8 1 ,230 8 1 ,8 1 ,03 1 75,6 

80 0,373 24,6 2 000 1 , 1 95 78 ,5 1 ,094 72,7 0 ,950 69,6 

IC50 1 3,274 IC50 »2000 »2000 »2000 

% CR 1 00 %CR «0,69 «0,69 «0,69 

A.4,50 absorbancia a 450 nrn; B absorbancia a 450 am a x ng/ml de concentracidn estandar. 

B. = absorbancia a 450 nm a 0 ng/ml de concentracion estandar,ICdo (ng/m1) = concentracidn °standar que produce el 50 %Ban %CR = 

porcentaje de reactividad cruzada basado en el 100% de especificidad para TCG 
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I. Un inmunOgeno de la estructura 

Cl 

CI 

 

 

REIVINDICACIONES  

0 

reticulate* 

%.4470H
 scam 

OH 

donde n Ooly donde, cuando n = I, el agente de reficulaciOn se une el sustituyente carbonilo del 

anillo de tetrahidropirano al accm, el material portador que confiere antigenicidad. 

2. El agente de reticulacion es preferiblemente -X-Y-Z-, donde X es un heteroatomo, 

preferiblemente nitrogeno, oxigeno o azufre; Y es tin preferiblemente un C2-C6, fracciOn de 

cadena lineal de alquileno, o fraccien de alquileno; Z (antes de la conjugaciOn con el accm) se 

selecciona de carboxi, ditiopiridilo, maleimida, amino, hidroxilo, tiol, tioister o tma fracciOn de 

aldehido, Inas preferiblemente una fraccffin de aldehido. 

3. El inmunegeno de la Reivindicacion 1 en la que n = 0 y el accm es tiroglobulina bovina 

(Inmunegeno II). 

4. Un anticuerpo que se une especfficamente a un epitopo de glucuronido tricloroetanol se 

caracteriza, ademis, por ser producido contra tin inmunegeno de cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 

3. 
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5. Un metodo pare detectar la ingesta de hidrato de cloral: el metodo consiste en poner en 

contacto una muestra in vitro tomada de la persona con un conjugado y el anticuerpo de cualquiera de 

la Reivindicacion 4, detectando el conjugado unido y deduciendo a partir de los valores del calibrador 

la presencia o cantidad de TCG. 

6. Otro aspecto de la invencion es un metodo para detect& y cuantificar el TCG en una persona o 

soluciem es el metodo que consiste en poner en contacto una muestra in vitro, tomada de la persona o 

una soluciOn con un conjugado, y el anticuerpo de la Reivindicacion 4, detectando el conjugado unido 

y deduciendo a partir de los valores del calibrador la presencia o cantidad de TCG. 

7. El metodo de las Reivindicaciones 5 o 6 en el que una muestra in vitro es orina. 

8. Un kit que incluye el anticuerpo de la Reivindicacien 4 y tin conjugado capaz de fijarse al 

anticuerpo. 
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