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DESCRIPCION
Método de deteccidn sistematica mediante adsorcion de la muestra en papel de filtro
Campo de la invencion

La presente invencion da a conocer un método para preparar una muestra de sangre u otro liquido biolégico para su
analisis mediante la mezcla de la muestra de sangre u otro liquido biolégico con un compuesto de prueba y la
siembra de sangre u otro liquido biolégico en un papel de filtro para el analisis posterior del efecto de dicho
compuesto de prueba sobre la muestra de sangre o liquido.

Antecedentes generales

La sangre es una mezcla compleja compuesta por plasma y células (1-3). El plasma se puede separar de las células
por centrifugacion y otras técnicas. Si el plasma se deja en reposo coagulara y el suero se puede separar del
coagulo de sangre. La coagulacion puede ser inhibida por adicion de diversos anticoagulantes, por ejemplo EDTA,
EGTA, heparina, citrato y otros. Las células sanguineas incluyen células dendriticas, macréfagos, monocitos,
neutrdfilos, linfocitos T, linfocitos B, linfocitos citoliticos naturales, glébulos rojos y diversos citoblastos como los
hemocitoblastos. Ademas estan presentes en grandes cantidades plaquetas derivadas de megacariocitos. El plasma
contiene miles de proteinas, en principio cualquier proteina del proteoma humano (4, 5). Algunas de las proteinas
estan involucradas en el transporte, la coagulacion de la sangre o la inmunidad, mientras que otras actuan como
moléculas de sefalizacion entre las células de la sangre y las células de los tejidos. En particular, la actividad de las
células del sistema inmunitario (células dendriticas, macrofagos, linfocitos T, linfocitos B, linfocitos citoliticos
naturales) esta regulada por una red compleja de moléculas de sefializacion (por ejemplo interleucinas, quimiocinas,
factores de crecimiento), antigenos tisulares y receptores (3, 6-9). Se pueden investigar y cuantificar la actividad y la
especificidad de las células del sistema inmunitario por varios métodos y ensayos. Los linfocitos T, los linfocitos B y
otras células se pueden cuantificar mediante clasificacion celular activada por fluorescencia usando anticuerpos
contra moléculas marcadoras de la superficie célular (10, 11). Los linfocitos T especificos se pueden medir mediante
ensayos de citotoxicidad, ensayos de liberacion de cromo y ensayos de liberacion de citocinas (por ej. ELISPOT)
(12-16) y usando diversos constructos proteicos péptido-complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (17, 18). La
actividad de los linfocitos B se puede medir mediante la determinacion de los niveles de anticuerpos especificos
liberados por los linfocitos B (19, 20).

Un problema importante en la medicion de las moléculas de sefalizacion liberadas de las células sanguineas es el
del almacenamiento y transporte en relacion con la cuantificacion. Muchos componentes sanguineos por ej.
citocinas) son labiles y de vida corta, lo que resulta en una degradacion durante la incubacién, el almacenamiento y
el transporte. Por esta razodn, los analisis comparativos y las pruebas diagndsticas se deben llevar a cabo
inmediatamente después de la extraccion de la sangre y la incubacion en los laboratorios centrales. Idealmente, se
deben analizar consecutivamente todas las muestras que se van a comparar usando un instrumento calibrado.

Esto no siempre es practico, por ej. cuando se extraen muestras de sangre en areas alejadas, cuando se hacen
estudios en el tiempo in vitro e in vivo o cuando se comparan muestras de muchos individuos diferentes. Una
solucién a este problema es congelar las muestras para el transporte y el almacenamiento. Esto, no obstante, no
garantiza la conservacion de los componentes, requiere gran capacidad de congelacion, transporte y
almacenamiento, requiere descongelar cada vez que se realiza el analisis y es vulnerable con respecto a la falta de
suministro de energia eléctrica. Por esta razon, existe la necesidad de métodos confiables de conservacion de las
muestras de sangre y bioldgicas, y existe la necesidad de pruebas diagndsticas que empleen una conservacion de la
muestra en combinaciéon con la manipulacion de la muestra que sea confiable.

El uso de papel de filtro para la siembra de gotas de sangre para el analisis posterior es muy conocido, por ejemplo,
para el analisis de muestras de sangre de recién nacidos en busca de enfermedades metabdlicas hereditarias (21).
Las ventajas de esto son la buena conservacion de los componentes sanguineos, el facil transporte y el facil
almacenamiento a largo plazo. Sin embargo, el uso de papel de filtro y de métodos similares para el secado y el
almacenamiento de muestras de sangre luego de la incubacién con compuestos de prueba no ha sido utilizado ni
descrito antes posiblemente porque se preveia que fuera imposible o impracticable.

Skogstrand et al (22) dan a conocer un método para preparar una muestra de sangre para el analisis que consiste
en sembrar gotas de sangre en papel de filtro, permitir que se sequen y posteriormente analizar dichas muestras de
sangre seca en busca de marcadores inflamatorios.

Aburuz et al (24) y Koal et al (25) dan a conocer métodos para preparar una muestra de sangre en la que la sangre
se siembra como gotas en papel de filtro, se seca y posteriormente se analiza.
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Resumen de la invencién

Esta invencién da a conocer un método para preparar una muestra de sangre (u otro liquido biolégico) para analisis,
donde dicho método consiste en

(a) iniciar una reaccién mediante mezcla de una muestra de sangre (u otro liquido biolégico) con un compuesto
de prueba, donde el compuesto de prueba interacciona con los componentes de la muestra de sangre (u otro
liquido bioldgico) para causar una alteracion en la composicion de la muestra de sangre (u otro liquido
bioldgico)

(b) detener la reaccion sembrando gotas de sangre (u otro liquido biolégico) en papel de filtro; donde el
compuesto de prueba se elige entre una toxina, un alérgeno, un autoantigeno, una proteina o un polisacarido
bacterianos, una proteina viral, una proteina o un polisacarido fungicos, una proteina o un polisacarido de un
parasito o un lipopolisacarido bacteriano.

Divulgacion detallada de la invencion

La presente invencion da a conocer un método que consiste en mezclar una muestra de sangre u otro liquido
biolégico con un compuesto de prueba y sembrar gotas de sangre u otro liquido biolégico en papel de filtro para el
analisis posterior del efecto de dicho compuesto de prueba sobre la muestra de sangre u otro liquido bioldgico. El
liquido bioldgico puede ser liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal, liquido quistico, liquido amnidtico, liquido de
lavado, saliva, extracto celular o extracto tisular. EI compuesto se elige entre un aminoacido, un péptido, una
proteina, un carbohidrato, un oligosacarido, un polisacarido, una glucoproteina, un lipido, una lipoproteina, un
glucosaminoglucano, una hormona, un esteroide, una vitamina, un compuesto sintético o natural de bajo peso
molecular que afecta a la sangre para causar una alteracién de su composicion por ejemplo una toxina, un alérgeno,
un autoantigeno, una proteina o un polisacarido bacterianos, una proteina viral, una proteina o un polisacarido
fungicos, una proteina o un polisacarido de un parasito o un lipopolisacarido bacteriano o cualquier otro compuesto
relacionado con las enfermedades.

El método segun la invencion analiza la muestra para determinar el contenido de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento y/o neurotransmisores y otros polipéptidos y proteinas por €j. CRP, IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, anticuerpos
especificos (por ej, especificos del antigeno), transferrina, albimina o transtiretina.

El efecto del compuesto de prueba se analiza mediante inmunoensayo, bioensayo, espectrometria de masas, HPLC,
GC, GC-MS por ejemplo ensayos ELISA, ensayos FLISA, ensayos DELFIA, ensayos Luminex, ensayos de
luminiscencia, ensayos de electroquimioluminiscencia, ensayos de proximidad de centelleo, radioinmunoensayos,
MALDI-MS, ESI-MS y MS ambiental (por ej. DESI-MS).

También se da a conocer un método de mezcla de sangre u otro liquido biolégico con un compuesto de prueba y la
siembra de gotas de la mezcla en papel de filtro para el almacenamiento, el transporte o la manipulacion antes del
analisis posterior del efecto del compuesto de prueba sobre la sangre, el liquido bioldgico o la muestra.

Definiciones:
Analito significa cualquier compuesto que se puede detectar o cuantificar por medios analiticos.

Por el efecto del compuesto de prueba se entiende que éste interacciona con los componentes de la sangre o
cualquier otro liquido biolégico o muestra para causar una alteracion de cualquier tipo en la composicion de la
sangre.

Secado significa eliminacion del agua.

Papel de filtro significa cualquier trozo de papel, tela u otro material adecuado para recoger, secar y almacenar
sangre.

Papel de PKU significa papel/papel de filtro utilizado para la deteccion sistematica del sindrome de fenilcetonuria en
muestras de sangre de recién nacidos.

Sembrar gotas significa aplicar una muestra de sangre o cualquier otro liquido biolégico o extracto o muestra a un
trozo de papel estandarizado adecuado para tomar de forma precisa muestras de sangre. La siembra de gotas se
realiza aplicando un volumen fijo de sangre a un trozo de papel o aplicando sangre al papel hasta que una zona
definida quede cubierta de sangre. A continuacion, el papel se deja secar completamente y se almacena
inmediatamente en condiciones de baja humedad o se transporta a un lugar de almacenamiento para el analisis
posterior.

Compuesto de prueba significa cualquier sustancia o compuesto quimico, biolégico o fisico que se pueda mezclar
3
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con, o afadirse a, sangre o cualquier otro liquido biolégico o muestra.
Muestra significa cualquier formulaciéon o mezcla de compuestos de prueba.
Se utilizan las abreviaturas siguientes:

BCG significa Bacillus Calmette-Guerin

BDNF significa factor neurotréfico derivado del cerebro

BSA significa seroalbumina bovina

CRP significa proteina C reactiva

DBSS significa muestra de gotas de sangre seca

EGF significa factor de crecimiento epidérmico

ELISA significa enzimoinmunoanalisis de adsorcion

ELISPOT significa enzimoinmunoanalisis de recuento de puntos
ESI significa ionizacion por electronebulizacion

FLISA significa inmunoensayo fluorescente

GC significa cromatografia de gases

G-CSF significa factor estimulante de las colonia de granulocitos
GM-CSEF significa factor estimulante de las colonias de granulocitos y macréfagos
HPLC significa cromatografia liquida de alto rendimiento

IFN significa interferén

Ig significa inmunoglobulina

IGF significa factor de crecimiento semejante a la insulina

Il significa interleucina

LPS significa lipopolisacarido

MALDI significa desorcion/ionizacion laser asistida por matriz
M-CSF factor estimulante de las colonias de macréfagos

MCP significa proteina quimioatrayente de monocitos

MHC significa complejo mayor de histocompatibilidad

MIF significa factor inhibidor de la migracion de macréfagos
MIP significa proteina inflamatoria/inhibidora de macréfagos
MMP significa metaloproteasa de matriz

MS significa espectrometria de masas

NT significa neurotrofina

PBS significa solucion salina amortiguada con fosfato

PCR significa reaccién en cadena de la polimerasa

PKU significa fenilcetonuria

PPD significa derivado proteico purificado

TGF significa factor de crecimiento transformante

TNF significa factor de necrosis tumoral

TREM significa activacion de receptores expresados en células mieloides
VEGEF significa factor de crecimiento endotelial vascular

La presente invencion da a conocer un método en el que la reaccién entre un compuesto de prueba y una muestra
de sangre o cualquier otra muestra de liquido bioldgico se inicia, se deja continuar por un tiempo determinado y
después se detiene sembrando gotas y/o secando la muestra en un papel de filtro que se utiliza posteriormente para
el analisis del efecto del compuesto de prueba sobre la muestra de sangre o liquido y cualquiera de sus
componentes.

En una realizacion preferida se extrae una muestra de sangre (por ejemplo 10 ml) de una persona utilizando
recipientes para sangre con anticoagulantes, EDTA, heparina o citrato estandar o tubos de vidrio. La muestra de
sangre se divide en dos alicuotas y se agrega un compuesto de prueba a una alicuota de la sangre, mientras que la
otra alicuota se utiliza como una referencia de control a la cual se afiade solamente el tampdn/la solucién en que se
disuelve el compuesto de prueba. El compuesto de prueba también se puede agregar como un polvo sélido para
disolver directamente en la sangre. Las muestras de sangre se incuban a temperatura ambiente o a una temperatura
definida (por ejemplo, 5 °C, 20 °C, 37 °C) con o sin mezcla o agitacion. A determinados intervalos de tiempo (por
ejemplo 0.1 min, 2 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h,4 h,5h, 10 h, 15 h, 20 h, 24 h, 48 h) se extraen
alicuotas de las muestras de sangre y se siembran gotas en papel de filtro (por ejemplo, papel de PKU) y se dejan
secar tan rapido como sea posible. Después de secar, el papel de filtro se puede utilizar inmediatamente para el
analisis o almacenar para el analisis posterior. En una realizacion particular el papel de filtro se puede transportar
(por ej. por correo ordinario) a cierta distancia antes del almacenamiento o el analisis en un laboratorio.

La siembra de gotas, el secado y el almacenamiento de la sangre se realizan de la manera siguiente: se siembran
gotas de sangre en papel de filtro con un tubo capilar, una pipeta o similar en una sola capa y se secan a
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temperatura ambiente, por ejemplo, en una campana bien ventilada o en un lugar al ambiente. Para el
almacenamiento, los papeles de filtro se pueden mantener en sobres de papel, bolsas de plastico o recipientes
similares, preferentemente recipientes herméticos para mantener la humedad lo mas baja posible. Es preferible una
temperatura de almacenamiento de -20 °C o inferior, pero también es posible a temperatura ambiente siempre y
cuando el papel se mantenga seco. Sin embargo, el almacenamiento puede tener lugar a temperatura ambiente o a
una temperatura inferior a 0 °C (por €j., -20 °C, -50 °C, -80 °C, -180 °C) siempre que la humedad se mantenga baja
para evitar el deterioro de las muestras. Las muestras se pueden almacenar durante periodos prolongados de
tiempo (por ej. meses o afos).

Los compuestos de prueba son toxinas, alérgenos, autoantigenos, proteinas y polisacaridos bacterianos, proteinas
virales, proteinas y polisacaridos fungicos, proteinas y polisacaridos de parasitos o lipopolisacaridos bacterianos. El
uso de estos compuestos de prueba aportara un importante conocimiento sobre como un determinado compuesto
afecta a las células y las sefales entre las células.

En una realizacion, el método se usa para determinar el efecto de los compuestos toxicos sobre la sangre, por
ejemplo como parte de un programa de pruebas toxicoldgicas o un programa de ensayos preclinicos.

El analisis de las muestras de sangre seca se puede llevar a cabo por diversas técnicas (por ejemplo inmunoensayo,
bioensayo, espectrometria de masas, HPLC, GC, GC-MS). Los métodos preferidos de analisis son los ensayos
ELISA, ensayos FLISA, ensayos DELFIA, ensayos Luminex, ensayos de luminiscencia, ensayos de
electroquimioluminiscencia, ensayos de proximidad de centelleo, radioinmunoensayos, MALDI-MS, ESI-MS y PCR.

La extraccion de DBSS se puede llevar a cabo utilizando cualquier tampén o solvente adecuado. En una realizacion
preferida, se perforan discos de papel de filtro, por ejemplo de 3.2 mm de diametro, de DBSS o patrones en papel de
filtro y se colocan juntos en pocillos de microtitulacion. Se agregan a cada pocillo 140 pl o 180 pl (para mediciones
dobles o triples, respectivamente) de tampon de extraccion, PBS con "céctel inhibidor de proteasa completo con
acido etilendiaminotetraacético (EDTA)" (Roche, Alemania) 1 comprimido disuelto por 25 ml de tampdn de ensayo
(PBS con 0.5 por ciento de Tween 20 y 1% de BSA), y los analitos se extraen protegidos de la luz a temperatura
ambiente en un agitador de placa fijado a 600 rpm, durante 60 minutos.

En una realizacion de la invencion, los analitos se miden mediante un ensayo Luminex de la manera siguiente: se
realiza el acoplamiento de anticuerpos de captura a perlas carboxiladas (Luminex corp., Austin Texas, EE.UU.)
segun las instrucciones del fabricante: 2.5 X 10° perlas se lavan dos veces con tampén de activacion (0.1 mol/l de
fosfato de sodio, pH 6.2), se resuspenden en 80 ul de tampdn de activacion y se someten a ultrasonido hasta que se
observa una distribucion homogénea de las perlas. Se agregan 10 pl de soluciones de N-hidroxisulfosuccinimida
(sulfo-NHS de Pierce, Rockford EE.UU.) y 10 pl de clorhidrato de 1-etil-3(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC de
Pierce), ambos diluidos en tampdn de activacién a una concentracién de 50 mg/ml, para estabilizar la reaccion y
activar las perlas. Después de mezclar, las perlas se incuban durante 20 min girando en la oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente las perlas activadas se lavan con tampén de acoplamiento (mmol/l de acido 2-(N-morfolino
etanosulfénico, MES), pH 5.0), se agregan 500 ul de solucién de anticuerpo de captura exenta de azida (100 pg/ml)
y se incuban girando durante 2 horas o toda la noche. La azida se elimina de los anticuerpos por dialisis (cassette de
didlisis Slide-A-Lyzer®, MWCO = 10 000 de Pierce) en 3 | de PBS durante la noche a 4 °C. Después de la
incubacion, las perlas se lavan con tampo6n de lavado (PBS con un 0.05% de Tween 20) y se resuspenden en 75 pl
de tampdn de bloqueo/almacenamiento (PBS con 1% de seroalbimina bovina (BSA) y 0.05% de azida sodica).

Las perlas se cuentan con un hemocitémetro, se ajustan hasta una concentracion de 20 X 10° perlas/ml con el
tampon de blogueo/almacenamiento y se almacenan protegidas de la luz a 2-8 °C.

El procedimiento del ensayo se realiza de la manera siguiente: una placa de filtro (MultiScreen MABVN 1.2 ym 96
pocillos, Millipore, Burlington EE.UU) se prepara humedeciéndola previamente con tampoén de ensayo (PBS con
0.5% de Tween 20 y 1% de BSA). A cada pocillo se le agregan 50 pl de muestra transferidos con pipeta desde los
pocillos de microtitulacion luego de la extraccion (100 pl divididos en duplicados o 150 pl divididos en triplicados) y
una suspension de 50 pl de perlas conjugadas a anticuerpos de captura, 1500 perlas por analito en tampén de
ensayo que contiene 1% de suero de conejillo de Indias/cerdo (1:1). Los anticuerpos de captura reaccionan con los
antigenos correspondientes durante 172 hora de incubacion y el material sin unir se elimina de las perlas filtrandolo a
través de los pocillos utilizando un colector de vacio MultiScreen (Millipore). Las perlas se lavan dos veces con 200
pl de tampdn de lavado (PBS con 0.5% de Tween) por pocillo. Los antigenos ahora capturados se hacen reaccionar
durante 1%z hora con una mezcla (50 ul) de anticuerpos de deteccion biotinilados cada uno diluido 1:1000 en tampdn
de ensayo. Se agregan 50 pl de estreptavidina-ficoeritrina 20 pg/ml en tampén de ensayo (Molecular Probes, los
Paises Bajos) a los pocillos y la incubacion continta durante otros 30 minutos. Las perlas se lavan finalmente dos
veces con 200 pl de tampdn de lavado y se resuspenden en 125 ul de tampén de lavado. Después de 15 minutos de
agitacion, las muestras se analizan en el Luminex 100™ segun las instrucciones del fabricante.

En una realizacién preferida, las muestras se analizan para determinar el contenido de citocinas, quimiocinas y
5
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factores de crecimiento (por ejemplo las interleucinas como II-1, II-2, 11-3, 11-4, 1I-5, 1I-6, II-7, 1I-8, 11-9, 1I-10, 11-11, 1I-
12, 11-13, 1I-14, 1I-15, 1I-16, 1I-17, 11-18, 1I-19, 11-20, [I-21, 1I-22, 1I-23, 1I-24, 1I-25, 1I-26, IFN, TNF, MCP, MIP, MMP-9,
TREM, M-CSF, G-CSF, GM-CSF, quimiocinas como CC, CXC, factores de crecimiento como TGFa, TGFB, EGF,
VEGF, IGF |, IGF I, insulina, mediadores inflamatorios como histamina, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos)
y/o neurotransmisores.

En otra realizacion las muestras se analizan para determinar parametros clinicos estandar y especificos como CRP,
IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, anticuerpos especificos (por ejemplo, especificos del antigeno), transferrina, albumina,
transtiretina, etc.

En otra realizacién el liquido bioldgico que se va a analizar es liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal, liquido
quistico, liquido amniético, liquido de lavado, saliva, extracto celular o extracto tisular.

Aun en ofra realizacion la fuente de células son lineas celulares o células sanguineas aisladas, células manipuladas,
células transgénicas, células transinfectadas o cualquier tipo de célula o tipo de célula alterada o manipulada.

La invencion se puede aplicar a la sangre y otros liquidos corporales y extractos tisulares de cualquier especie y tipo
de animal (por ej. ser humano, mono, ratén, rata, vaca, perro, caballo, gato, ave, pez y cualquier otra especie)
incluidos los animales transgénicos.

En una realizacion especial el compuesto de prueba se inmoviliza en una superficie sélida (por ejemplo, papel de
filtro) y luego se incuba con una muestra de sangre o liquido o extracto bioldgico. Luego de la incubacion, el papel
de filtro se deja secar o la sangre se siembra en gotas en el papel de filtro y se seca.

En un uso particular de la invencion, el volumen de sangre, liquido o extracto biolégico se ajusta para permitir la
interaccion con un compuesto inmovilizado o un compuesto en solucién durante un tiempo fijo mientras se seca al
mismo tiempo en el papel de filtro.

Las muestras de sangre pueden ser extraidas de individuos de prueba utilizando equipos y agujas estandar, y por
personal capacitado. Sin embargo, la extraccién de sangre puede también se puede llevar a cabo utilizando
dispositivos que permitan la toma de muestra individual local.

Ejemplos
Ejemplo 1. Extraccion, incubacion, siembra de gotas, secado y almacenamiento de sangre.

Se extraen 10 ml de sangre de una persona de prueba en un tubo de ensayo con anticoagulante utilizando una
jeringa y aguja estériles. La sangre se divide en alicuotas de 1 ml utilizando tubos de ensayo con anticoagulante
estériles. De una muestra se siembra directamente en el papel una muestra de sangre hasta que se llene el circulo
marcado (el volumen utilizado es de aproximadamente 0.2 ml). A los otros tubos de ensayo se les agregan los
compuestos de prueba en concentraciones predeterminadas y los tubos de ensayo se incuban a 37 °C o a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después se siembran muestras de 0.2 ml de cada tubo en papel de filtro. Las
muestras de sangre se siembran en papel de filtro con un tubo capilar, una pipeta o similar en una sola capa y se
secan a temperatura ambiente, por ej. en una camara bien ventilada o en un lugar al ambiente. Después las
muestras se almacenan a -20 °C o a temperatura ambiente en condiciones de baja humedad, de modo que el papel
se mantenga seco. Con este fin, se pueden utilizar congeladores corrientes y los papeles se pueden mantener en
sobres o en desecadores.

Ejemplo 2. Extraccion de papel de filtro y analisis.

Se perforan dos discos de papel de filtro, de 3.2 mm de diametro, de DBSS o patrones en papel de filtro y se colocan
juntos en pocillos de microtitulacion. Se agregan a cada pocillo 140 pl o 180 yl (para mediciones dobles o triples,
respectivamente) de tampén de extraccion, PBS con "coctel inhibidor de proteasa completo con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA)" (Roche, Alemania) 1 comprimido disuelto por 25 ml de tampon de ensayo (PBS
con 0.5 por ciento de Tween 20 y 1% de BSA), y los analitos se extraen protegidos de la luz a temperatura ambiente
en un agitador de placa fijado a 600 rpm, durante 60 minutos.

Ejemplo 3. Ensayo Luminex
Acoplamiento de los anticuerpos a las perlas:
El acoplamiento de anticuerpos de captura a las perlas carboxiladas (Luminex corp., Austin Texas, EE.UU.) se

realiza segun las instrucciones del fabricante: 2.5 X 10° perlas se lavan dos veces con tampdn de activacion (0.1
mol/l de fosfato de sodio, pH 6.2), se resuspenden en 80 ul de tampoén de activacion y se someten a ultrasonido
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hasta que se observa una distribucion homogénea de las perlas. Se agregan 10 pl de soluciones de N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS de Pierce, Rockford EE.UU.) y 10 pl de clorhidrato de 1-etil-3(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC de Pierce), ambos diluidos en tampén de activacién a una concentracion de
50 mg/ml, para estabilizar la reaccion y activar las perlas. Después de mezclar, las perlas se incuban durante 20 min
girando en la oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente las perlas activadas se lavan con tampoén de
acoplamiento (mmol/l de acido 2-(N-morfolino etanosulfénico, MES), pH 5.0), se agregan 500 pl de soluciéon de
anticuerpo de captura exenta de azida (100 pg/ml) y se incuban girando durante 2 horas o toda la noche. La azida se
elimina de los anticuerpos por didlisis (cassette de dialisis Slide-A-Lyzer®, MWCO = 10 000 de Pierce) en 3 | de PBS
durante la noche a 4 °C. Después de la incubacion, las perlas se lavan con tampoén de lavado (PBS con 0.05% de
Tween 20) y se resuspenden en 75 ul de tampdn de bloqueo/almacenamiento (PBS con 1% de seroalbumina bovina
(BSA) y 0.05% de azida sodica).

Las perlas se cuentan con un hemocitémetro, se ajustan hasta una concentracion de 20 X 10° perlas/ml con el
tampon de blogueo/almacenamiento y se almacenan protegidas de la luz a 2-8 °C.

Ejemplo 4. Procedimiento del ensayo:

Una placa de filtro (MultiScreen MABVN 1.2 um 96 pocillos, Millipore, Burlington EE.UU) se prepara humedeciéndola
previamente con tampén de ensayo (PBS con 0.5% de Tween 20 y 1% de BSA). A cada pocillo se le agregan 50 pl
de muestra transferidos con pipeta desde los pocillos de microtitulacion luego de la extraccion (100 pl divididos en
duplicados o 150 pl divididos en ftriplicados) y una suspension de 50 yl de perlas conjugadas a anticuerpos de
captura, 1500 perlas por analito en tampon de ensayo que contiene 1% de suero de conejillo de Indias/cerdo (1:1).
Los anticuerpos de captura reaccionan con los antigenos correspondientes durante 12 hora de incubacion y el
material sin unir se elimina de las perlas filtrandolo a través de los pocillos utilizando un colector de vacio
MultiScreen (Millipore). Las perlas se lavan dos veces con 200 pl de tampon de lavado (PBS con 0.5% de Tween)
por pocillo. Los antigenos ahora capturados se hacen reaccionar durante 1% hora con una mezcla (50 pl) de
anticuerpos de deteccion biotinilados cada uno diluido 1:1000 en tampoén de ensayo. Se agregan 50 pl de
estreptavidina-ficoeritrina 20 yg/ml en tampdn de ensayo (Molecular Probes, los Paises Bajos) a los pocillos y la
incubacién continta durante otros 30 minutos. Las perlas se lavan finalmente dos veces con 200 pl de tampén de
lavado y se resuspenden en 125 ul de tampdn de lavado. Después de 15 minutos de agitacion, las muestras se
analizan en el Luminex 100™ segun las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 5. Prueba de globulina Gc, toxoide diftérico, toxoide tetanico y lipopolisacarido (LPS) para la liberacion de
citocinas

Las 13 soluciones siguientes se mezclan con sangre de diferentes personas y se incuban a 37 °C:

1) 1 ml de EDTA-sangre (persona X

2) 1 ml de EDTA-sangre (persona X

3) 1 mlde EDTA-sangre (persona Y) + 30 ul de Gc lote 11

4) 1 ml de EDTA-sangre (persona Y) + 30 ul de Gc lote 13

5) 1 ml de EDTA-sangre (persona X) + 30 pl de PBS

6) 1 mlde EDTA-sangre (persona Y) + 30 pl de PBS

7) 1 mlde EDTA-sangre (persona X) + 30 ul de Gc lote 11 + 50 pl de LPS de Klebsiella pneumoniae (5
mg/ml)

8) 1 mlde EDTA-sangre (persona X) + 50 ul de LPS de Klebsiella pneumoniae (5 mg/ml)

9) 1 mlde EDTA-sangre (persona Z) + 30 pl de toxoide diftérico (5.78 mg/ml)

10) 1 ml de EDTA-sangre (persona Z) + 30 pl de toxoide tetanico (993 Lf/ml)

11) 1 ml de EDTA-sangre (persona Z) + 30 pl de LPS de Klebsiella pneumoniae (5 mg/ml)

12) 1 ml de EDTA-sangre (persona Z) + 30 yl de LPS de Salmonella typhimurium (5 mg/ml)

13) 1 ml de EDTA-sangre (persona Z) + 30 ul de agua milliQ

+ 30 pl de Gc lote 11
+ 30 pl de Gc lote 13

~

Después de 1 min (A), 2 h (B), 24 h (C) y 48 h(D) se siembran 180 pl de cada una de las 13 soluciones en papel de
filtro y se dejan secar. Posteriormente las muestras (después de 14 dias de almacenamiento a -20 °C) se analizan
para determinar el contenido de citocinas utilizando tecnologia Luminex (22). Los resultados se muestran en la tabla
1. Se puede ver en la tabla que el LPS induce aumentos grandes en IL-1b IL-6, IL-8, MIP-1a, MIP-1b, mientras que
se observan cambios mas pequefios pero estadisticamente significativos para otros analitos. El toxoide diftérico
induce un aumento en MIP-1b
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Tabla 1. Prueba de globulina Gc, toxoide diftérico, toxoide tetanico y lipopolisacarido
(LPS) para la liberacion de citocinas (véase el ejemplo 5 por detalles). Todos los
resultados se informan en pg/iml a menos que se indique lo contrario.

Ana-| b | 1.2 4| IL5 | 16 | oILs | ide [z a7 |ie siL-Gra]IFN- THF-a|TNF-b MCP- | ey
lito ngiml | g 1
14 [ 120 | 33 18] 57 | &2 155 | 207 | 104 | 188 3674 [1269,4]|137] 137 | 470 [1795[ 828
1B | 71 | 26 | 14| 55 | 52 148 | 289 | 91 | 138 |2985| 970.3 | 96 | 105 | 427 | 1462 594
1C. [ 111 | 31 2448 | 35 | 7502 | 289 | 89 | 191 [2357[ 695.2 [ 36 | 85 | 519 |1333] &16
1D | 101 | 17 | 20| 60 | 42 | 5680 | 279 | B3 | 156 | 1444 | 6204 | 75 | 88 | 355 | 1286 | 1007
ZA 1 10 | 30 (11047 35 124 [ 232 71 [ 140 [2818[ 9009 | 39 | 69 | 503 [1442] 560
2B | 47 | 21 |18 49 | 44 | 210 | 232 | 80 | 163 |2637| o02.8 [ 60 | 78 | 427 [1296] 700
2¢ [ 73 | 25 |22| 61| 46 | sa71 | 258 | 93 | 181 |2802| a74,9 [11a| o0 | s03 [1391] 937
20 | 104 | 34 |21 45| 35 | 7588 | 262 | 78 | 115 |1758| 799,56 | 84 | 76 | 412 | 800 | 789
sal<3] 9 [6|2o] 4 25 45 | 12 | 101 | 1502 | 516,9 | 24 | 17 | 213 | 889 | &1
B[ 45| 12 ]8]as] 28 0 | 258 | 73 | 147 |1600] 4981 | 28 | 70 | 43a | 903 | 430
ac [ 38 | 17 | 7 |30 | 18 [ 1956 [ e0 | 25 | 101 [1050] 3955 [ 11 | 48 | 203 | 597 | 282
a0 [ 55 [ 15 |6 40| 43 | 2882 [ 120 ] 53 [ 135 |73z [4028 30| 72 | 140 | 737 | 458
48 | 69 | 24 | 7 |44 | 38 77 | 272 | 102 | 138 [2308] 769.9 [ 107 | 115 | 358 [ 1472 557
48 | 38 | 16 [13| 38| 29 69 | 120 | 17 | 117 |2002]| 6138 | 28 | 56 | 332 1568 255
4c | 43 [ 25 |18 36 | 47 | 2456 | 117 | 84 | 182 [1317[ 537,68 [ 30 | 102 | 351 [ 202 | 477
40| 8 7 (1637 | 17 | 3346 | 43 | 39 | 94 | 727 (430,015 [ 70 | 165 | 597 | 414
A | 32 | 21 |16 19| 20 84 B0 | B0 | 133 |2535| 8764 | 39 | 95 | 427 | 1616 | 480
58 | 25 | 22 [11] 29 | 18 110 | 67 | 25 [ 122 [2581] 8703 | 46 | &5 | 383 | 1381 446
5C | 1 4 |12 26| <3 | 3695 | 23 | <3 | 70 | 1874 | 6360 | <3 | 26 | 261 | 889 | 273
50 | 69 | 19 |21 | 43| 16 | 6488 | 186 | 44 | 122 [1543] 7352 25 | 74 | 204 [1540] 870
BA | 20 | 15 | 7 | 25| 22 94 | 155 | 69 | 133 [1980| 651,5 | 74 | 105 | 284 [ 1401 479
8 | 45 16| 37 | 44 68 82 | 80 [ 152 [1980| 6003 160 | 85 | 289 [ 1124 506
6c | 30 | B |8 |38 | 20 3055 [ 81 | 2 | 67 |1058| 4117 | 20 [ 48 | 104 | 889 | 417
6D <3 <3 | <3 | <3 =3 1781 <3 =3 <3 155 [ 1381 | <3 <3 <6 <B | <50
TA | <3 | 24 |15 24 | 26 a1 115 | 27 | 124 |2213[ 8023 | 11 | 38 | 332 [ 1472 | 183
78 [1223] 25 (24 28| 578 | 2082 | 84 | 78 [ 185 [223a[ 7123 | 14 | 724 | 371 [1172] 446
TG [14429] 20 23| 38 | 14077 13506 | 204 115 | 244 | 2686 | 706,2 | 964 | 1399 | 418 | 1422 | 529
7D 9413 15 [15] 30 |[11048| 15148 | 117 | 108 | 228 [ 1567 | 540,9 [468 [ 1020 | 342 | 860 | 504
8A (901 | 23 [15] 28 | 40 237 | 103 | 29 | 152 [2627 | 9151 | 41 | 52 | 341 | 1597 | 450
8B 1584 19 (19| 4D | TBY | 3494 | 101 | 66 | 251 | 2380 | B20,7 | 80 | 987 | 518 | 1328 | 344
8C [11466] 18 [26 | 33 |12878] 13903 | 345 | 119 | 320 [ 1809 ] 620.1 [339[ 1512 | 468 | 1381 | 705
8D |7402| 16 |12 [ 23 [11902] 14428 | 222 | o5 | 219 | 878 | 562.9 | 190 | 1471 | 266 | 753 | 438
98 | 148 | 33 (20 20| 21 | 1785 | 46 | 12 | 88 |1058| 8334 | <3 | 81 | 350 | 675 | 624
oc 138 | 28 2331 | 17 T100e1 | 3 | 12 1140 [1272 7248 1 | 95 | 316 | 652 | 894
10B| 25 | 37 |22 15| 14 | 383 | 92 | 7 | 106 | 1042 | B20,7 44 | 303 | 931 | 257
10c| 69 | 28 22|23 | 11 | @921 | 39 | <3 [ 110 | 987 | €647 &1 | 266 | 56 | 578
118 | 2948 | 24 |43 21 | 1607 | 58145 | 103 | 78 | 183 | 1456 | 442,1 | 68 | 1205 222 | 489 | 623
11C [16853| 37 |24 | 66 | 4215 [757774 209 | 73 | 264 | 1070 374.1 | 73 | 983 | 274 | 91 | 528
12B |[1885| 26 |19 ] 46 | 1539 | 16428 | 25 | 28 | 148 [1153] 382,8 [129] 844 | 388 | 247 | 479
| 12C [12805| 32 |21 | 39 | 3715 [541308] 100 | 70 [ 268 [1450[ 3393 [ 80 | 750 | 274 | 680 | 907
18| 83 [ 17 (14|37 <3 | 252 7| 81 | 70 [1017[ 3514 | 27 | 19 | 328 | 389 | 554
13C | 60 | 20 |17 |21 | <3 |67105| 2 | 44 | 74 |1384| 3614 |225| 40 | 326 | 273 | 508
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Analito MMP-2 BONF CRP | RANTES [jesy.est
MiP-1a | MIPib | poiml | TREM-1 | ng/ml |GM-CSF| NT-4 pgimi ng/ml | int. %
1A 286 1313 1.40 3509 16,2 63 a5 0.58 188,0 32
18 174 1285 1,18 |y 1.2 &2 84 0.53 1368 10
i [+ 221 1091 1,36 2609 14,2 62 43 0,43 158,32 =7
1D 210 548 1,05 2848 14,2 112 105 0.40 1188 21
24 254 1387 1,20 2848 1.9 85 20 0.49 - 153.0 -4
2B 182 1305 1,12 3001 16 83 57 053 116,7 7
2c 200 1085 1,33 2925 17,7 ga 72 052 ") 194 20
2D 218 677 1,16 3223 18,1 170 110 044 16808 12
3A 73 as52 1,15 2609 6.2 25 35 0.38 55,6 l -8
3B 1086 1067 1.15 2443 6.9 86 52 0.57 502 15
ic 154 8527 1,26 2184 8.8 45 40 0.36 57.9 5
3D 137 183 113 2680 8.9 B2 47 038 5.7 13
4A 182 1124 1.59 3983 10,8 5 100 093 ar.3 ar
4B 112 996 1.51 2609 9.7 &0 60 0.48 421 9
4Cc 20 716 1.37 2925 1.0 B3 70 051 88,8 6
4D 96 189 1.32 1696 "o 85 83 037 82.7 1
5A 1 182 1327 1.1 1358 11,0 41 43 0.48 127.2 -4
58 | 167 1196 1.02 1800 109 22 57 044 119.8 7
5C 88 840 1.03 2880 s 15 47 0.30 1156 &
5D 219 702 1.30 3001 i74 78 85 0,37 176.% 3
A 187 919 1.37 3223 9.5 :] 74 083 &84,2 18
:] 214 1087 1.3 3438 8.3 59 82 0.58 706 15
&C 118 495 1,18 2080 8.0 <8 42 0,36 59,9 4
ED <6 <6 072 =313 29 <6 <3 0,03 20,3 -53
TA 51 1087 0.97 123 9.2 48 45 0,38 118.4 -41
7B 4705 21819 1,05 =313 104 100 &5 0,34 1294 -1
7c 15802 32037 1,08 3076 156 75 67 0,34 1883 =1
70 15112 | 20767 0,74 2443 12,6 114 74 0,31 1169 -4
8A 257 1349 1,09 3438 1.2 70 77 . 0,42 130,7 -3
8B 5333 2458'2 1,13 3368 1.8 91 105 0,42 112,4 10 -~
8C 14303 | 31580 1,04 3296 10.9 100 63 | 036 1446 2
8D 14937 | 28500 0,89 1476 13,4 106 30 0,28 106,3 -3
9B 591 6076 1,42 1996 22,8 59 35 0,60 161,3 -1
9C 643 5472 1,28 1476 26,2 . 83 55 0,55 141,6 -9
108 96 1099 | 1,43 2090 20,0 82 83 0,60 164,9 -8
10C 141 950 1,26 1899 23,7 59 55 0,50 137,7 -6
11B | 5992 22797 2,10 2920 30,1 14 51 1,08 240,6 10
11C 11035 26838 1,51 2087 32,8 - 15 63 0,83 183,0 2
12B 4055 19656 1,81 2920 18,8 -10 24 0,92 163.0 5
12C 8644 26995 1,45 3257 26,2 23 15 0,76 1750 -9
13B 142 1351 1,50 2747 16,7 12 35 0,86 159;8 -10
13C 7"7 1087 1,67 2920 22,9 2 13 0,76 164,7 -2

Ejemplo 6. Prueba de toxoide diftérico, toxoide tetanico, tuberculina PPD y BCG para la liberacion de citocinas.

Las 6 sol

uciones siguientes se mezclan y se incuban a 37 °C:

1) 1 ml de EDTA-sangre (persona Y) + 30 ul de toxoide diftérico (5.78 mg/ml)

2) 1 ml de EDTA-sangre (persona Y) + 30 ul de toxoide tetanico (993 Lf/ml)

3) 1 ml de EDTA-sangre (persona Y) + 30 pl de BCG (4-16 x 10° ufc/ml)

4) 1 ml de EDTA-sangre (persona Y) + 30 ul de tuberculina PPD (0.4 pug/ml)

5) 1 ml de EDTA-sangre (persona Y) + 30 pl de agua milliQ

6) 1 ml de EDTA-sangre (persona Y) + 30 pl de solvente de vacuna BCG (control)
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Después de 1 min (A), 2 h (B),4 h (C)6 h (D) y 24 h (E) se sembraron 180 pl de cada una de las 6 soluciones en
papel filtro y se dejaron secar. Posteriormente las muestras (luego del almacenamiento a -20 °C durante 30 dias) se
analizan para determinar el contenido de citocinas utilizando tecnologia Luminex (22).

Los resultados se muestran en la tabla 2.

En la tabla se observa que BCG induce un gran aumento de IL-8 y MIP-1b en comparacién con el control. Del
mismo modo, el toxoide diftérico, el toxoide tetanico y PPD inducen incrementos en IL-8 y MIP-1b, mientras que se
observan cambios mas pequefios pero estadisticamente significativos para otros analitos.

Tabla 2. Prueba de toxoide diftérico, toxoide tetanico, tuberculina PPD y BCG
para la liberacion de citocinas (véase el ejemplo 6 por detalles). Todos los
resultados se informan en pg/ml a menos que se indique lo contrario.

Analito] 1L-1b -2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 iL-10 IL-12 17 | IL-18
14 47 42 9 1 161 89 477 160 73 2608
1B 54 6 11 14 130 284 354 20 69 3761
1c an 146 27 8 115 588 637 226 87 2564
1D a7 124 28 22 217 783 706 267 111 3282
1E 106 153 17 20 135 7290 SB1 336 83 1745
24 29 B 4 1 73 95 61 132 43 2233
2B 44 77 13 7 ] 135 410 217 47 2202
2C 43 82 14 10 103 187 423 233 6B 2726
2D 57 113 16 12 110 234 468 139 86 3265
2E 54 120 8 10 143 6335 a1 185 63 1707
3A 33 - 26 28 33 75 13 240 213 1 78 2934
3B 77 93 14 2 87 268 268 158 56 2556
ac 160 155 1 18 127 EEE 533 252 54 2783
3D 145 <3 24 13 49 1439 378 76 54 3104
3E 113 82 3 10 67 27779 202 120 75 1597
4A 152 EH 2. 4 125 148 323 183 | 47 2481
4B 43 268 18 20 B4 160 286 137 53 2512
-4C ] 78 14 20 80 189 EL 140 77 2567
4D 655 7 568 687 483 | 485 1812 746 | 1355 3170
4E 70 <3 - 8 i3 81 7011 388 202 58 2432
5A 48 68 14 8 26 136 259 T 34 2660
S a4 220 14 3 46 "7 168 108 £ 2461
8C 23 185 2 8 63 114 444 ] 64 2221
5D 25 179 9 1 100 174 350 133 60 2982
5E 0 218 13 ] 25 3558 aT 146 79 1478
BA 7 121 16 0 [ 126 451 154 51 2406
6B 32 95 10 3 34 128 400 148 41 2353
BC 18 101 13 24 [] 13 256 ar 71 2413
6D 50 102 7 22 70 163 281 183 51 2878
GE 27 a7 10 1 87 5038 404 155 69 1474
Analito slL-Gra ngimi IFN-g THF-a THNF-b MCP-1 TGF-b

1A 1016,9 78 61 1382 2869 816
1B 12189 118 39 1474 2248 210
1c 822,0 209 109 1568 2126 556
1D 10917 185 150 1872 3048 EEL
1E 883.0 155 136 1724 2213 852
2A 8571 72 158 1329 1600 276
2B 8390 57 7 1865 1760 554
2c 9552 52 80 1390 1734 515

10
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D 1095,0 08 77 1598 2838 562
E 8555 7] 34 1308 1960 551
ET 8814 P 59 e 1506 571
B B0 5 50 7357 2041 a7
T 85,7 153 55 1454 3543 408
5] 10456 & 8 7357 7500 542
3E 7875 ] 1z 183 1240 508
A ETEN) 7 0 1807 2800 523
3B 8331 107 72 1310 1766 527
ic 76 188 12 7563 1291 384
a0 11863 a3 a7 14z 5253 73
iE 966,0 5 59 1072 1234 579
A 8857 5 ] 1283 173 305
58 67,3 82 21 1583 7347 LT
5 7354 229 &5 1532 1262 520
D 10428 154 29 T ZY] %
5E 02,8 7z &9 1602 07 756
oA 8522 122 5 1674 1955 &7
) TE85 T &7 1664 Tia9 372
5 €956 W 2 a5z 884 378
&0 9433 77 6 1516 736 a3
3 5086 50 ) 7308 1256 815

. | RAN-
MMP-9 BONF | GM- cRP | TES MHesv.est

Analito | MIP-1a | MIP-1b | wgimi | TREMA | ng/ml | CSF | NT-4 | pgimi | ngmi | ML%

A T 1307 | 1.3 | 5676 | 8.0 7 ] 046 | %62 B
B 182 | 2534 | 158 | 6485 | 122 = 74 055 | 628 ]
1c 710 | 2883 | 141 | 6258 | 108 FF] 7 045 | 58.0 5
D 724 | 310z | 172 | 8562 | 130 76 ) 557 | 718 ]
1E 205 | 1053 | 143 | 579z | 08 a5 P 048 | 653 0
ZA 75 T8 | 74 | 48z 7 8 1% 038 | 50.0 a
78 T8 | 1345 | 13.1 | 5588 | 8.3 2 7 041 | 6.1 3
c (3] 1163 | 177 | 5521 | 107 tF] 7] 050 | 832 ]
70 70 7334 | 193 | 8521 | 107 % %0 053 | a3 7
ZE 125 35 | 270 | 98 | 114 T 7 045 | 569 ]
ET Tiz | 1188 | 120 | 7747 | 53 T 8 048 | 453 ]
B 23 | 37 | 6 5289 | 9.0 | 14 036 | 418 3
ic 410 | 792z | 153 | 4860 | 9.2 0 % 045 | 415 F]
30 296 | 6706 | 108 | 7289 | 110 F3] 0 043 | 473 i
3E 281 | 6280 | 142 | 423z | 123 ) 7 038 | 425 | a2
A 128 | 1387 | 110 | 5715 | 9.1 70 20 047 | 396 )
a8 10 | 1158 | 107 | 5463 | B8 17 FZ] 046 | 253 3
ic a5 122 | 100 | 335 | &5 T 7] 045 | 46,0 s
4D | 866 | 1307 | 154 | 21919 | 124 3% 347 ] 044 | 433 5
3E 64 83 | 196 [ 5521 | 83 | 37 5 | 045 | 4n.3 | -1
5A 5 993 | 153 | 493 | 94 19 16 046 | 446 3
58 7 7087 | 104 | 4743 | 8.9 79 15 039 | 432 2
5C 50 1248 | 81 | 5521 | 83 3 15 045 | 456 2
) Y 1286 | 21,3 | 4035 | 125 28 20 052 | 505 3
5E 35 388 87 | 4272 | 107 22 5 040 | 461 | 17
A 57 7200 | 118 | 6331 | 82 99 | .13 | 045 |49 &
68 98 7 | 135 | 7251 | 85 i 18 042 | 486 0
oC 85 | 1228 | 104 | 5016 | 7.5 22 Q) 5,40 | 46,4 7
) %6 18 | 206 | 6101 | 96 | 27 24 047 | 495 7
E 83 256 | 119 | 4468 | 07 39 14 638 | 50,8 Ky

Ejemplo 7. Aimacenamiento de muestras durante perl'odoé de tiempo prolongados.
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Las muestras de sangre sembradas secas (DBSS) se deben almacenar secas y preferentemente a
aproximadamente -20 °C. También se puede utilizar la temperatura ambiente en la medida en que las muestras se
protejan de la humedad.

En Dinamarca todas las DBSS residuales han sido almacenados desde 1982 en un banco de muestras bioldgicas a
-24 °C, de conformidad con las normas del Ministerio de Salud (23). Para estudios de estabilidad, se tomaron
anénimamente DBSS almacenadas durante 23 afios, 3 afios y 1 mes respectivamente, del Banco de muestras de
DBSS danés. Se calcularon las concentraciones medias de cada analito para cada periodo de las 10 muestras y se
compararon con DBSS anénimas recogidas rutinariamente que habian sido almacenadas en el laboratorio durante
dos semanas a -20 °C (Tabla 3). Se puede observar que dentro del error experimental, no hay ningun deterioro de
las muestras incluso tras 23 afios de almacenamiento.

Tabla 3. Analisis de muestras durante periodos de tiempo cortos (1 mes), largos (3 afios) y
prolongados (23 afos). Los resultados se expresan como porcentaje de la concentracion
detectable en DBSS de 2 semanas gue adn no se almacenaros en el biobanco de PKU. Las
muestras se extrajeron y analizaron como se describe en los ejemplos 2-4,

. 23 afios .3 afios 1 mes
IL-1p 44 43 93
IL-2 116 115 113
IL-4 91 21 107
IL-5 105 116 122
IL-6 95 101 108
IL-8 28 38 64
IL-10 124 103 129
IL-12 95 108 107
IL-17 94 100 107
IL-18 138 113 129
TNF-w 92 101 109
TNF-§ g8 94 93
TFN-y 117 119 121
RANTES 87 89 90
MCP-1 - 94 112 112
GM-CSF 102 107 108
MIP-10. g5 88 98
MIP-1§ 59 76 79
- sIL-6ra 43 101 113
TGF-p 111 100 95
MMP-9 57 49 93
TREM-1 68 34 129
CRP 73 123 110
BDNF 2 54 58
NT-4 5 63 111
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una muestra de sangre u otro liquido bioldgico para su analisis, donde dicho método
consiste en

(a) iniciar una reaccion mediante mezcla de una muestra de sangre u otro liquido biolégico con un compuesto
de prueba, donde el compuesto de prueba interacciona con los componentes de la muestra de sangre u otro
liquido bioldgico para causar una alteracion en la composicion de la muestra de sangre u otro liquido bioldgico
(b) detener la reaccion sembrando gotas de la mezcla de sangre u otro liquido biolégico y el compuesto de
prueba en papel de filtro;

donde el compuesto de prueba se elige entre una toxina, un alérgeno, un autoantigeno, una proteina o un
polisacarido bacterianos, una proteina viral, una proteina o un polisacarido fungicos, una proteina o un
polisacarido de un parasito o un lipopolisacarido bacteriano.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el liquido biolégico que se va a analizar es liquido
cefalorraquideo, liquido peritoneal, liquido quistico, liquido amnidtico, liquido de lavado, saliva, extracto celular o
extracto tisular.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2 donde el trato celular deriva de lineas celulares, células sanguineas
aisladas, células manipuladas, células transgénicas, células transinfectadas o cualquier tipo de célula o tipo de
célula alterada o manipulada.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 a 3, donde la muestra se analiza para determinar el contenido de
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y/o neurotransmisores u otros polipéptidos y proteinas.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 a 4 donde la muestra se analiza para determinar el contenido de
parametros clinicos como CRP, IgG, IgA, IgM, IgD, IgE, anticuerpos especificos (por ejemplo, especificos del
antigeno), transferrina, albumina y/o transtiretina.

6. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 1 a 5, donde el efecto del compuesto de prueba se analiza mediante
inmunoensayo, bioensayo, espectrometria de masas, HPLC, GC, GC-MS.

7. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 6, donde los métodos de andlisis preferidos son ensayos ELISA,
ensayos FLISA, ensayos DELFIA, ensayos de luminiscencia, ensayos de electroquimioluminiscencia, ensayo de
proximidad de centelleo, radioinmunoensayos, MALDI-MS, ESI-MS y MS ambiental (por ej. DESI-MS).

8. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1a 7, donde el compuesto de prueba se inmoviliza en una
superficie solida y se incuba con la muestra de sangre o liquido bioldgico.

9. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 que comprende ademas:

(c) analizar el efecto del compuesto de prueba sobre la muestra de sangre u otro liquido biolégico.
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