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PATENTE DE_INVENCTION

que por veinte aflos se solicita a favor de Baxter Laboratories
Inc, de nacionalidad esbadounidense, con domicilio-en MORTON
GROVE, ILIINOIS (Estados Unidos), y que ha de recaer sobre

" METODO PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS FIJADORES DE COM
PLEMENTO EN FLUIDOS BIOIOGICOS ".
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Memoria desecriptiva
El registfo de la patente de invencidén que se solicita
tiene por objeto garantizar la explotacidén exclusiva en todo
el territorio nacional y sus posesiones de un método para la de-
terminacidén de anticuerpos fijadores de complemento en fluidos

bioldgicos, conforme se describe a continuacidn .
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minacidn de anticuerpos en fluidos biolbdgicos y, mas particular-
mente, a un método de difusidn para la determinacidn cuantitabi-
va 0 seml~cuantitabtiva de anticuerpos fijadores de complemento
en sueio sanguineo, »

Los anticuerpos son sustancias complejas de proteina pre-
sentes en el suero sanguineo, algunas de las cuales se conocen
para protejer contra agentes infecclosos (bactefias o virus) o
péra neutralizar toxinas., Estas sustancias desempefian un papel
importante en la inmunizacidn contra microbios y toxinas. Las
nismas causan aglomeracidn a destruccidn de células, o precipi-
tacldn de probeinas en lo que se denomina, generalmente, una reac
cidn anticuerpo-antigeﬁoo

Se han desarrollado varias técnipas, hasta ahora, para la
determinacidn de los anticuerpos o para la medicidn de las reac-
ciones anticuerpo-antigeno, Como en otras proteinas, la presen-
cia de anticuerpés puede demostrarse por métodos convencionales
de precipitacidn fraccional, electroforesis, ulbracentrifugacién
y otros, tales como métodos fisicowquimicos o analiticos.

Un prbcedimiento que se ha encontrado ser un instrumento
analitico y diagndstico particularmente Gtil para la determina-
cidn de anbticuerpos o antigenos es la téenica conocida como "ine-
mumodifusiédn", La inmunodifusidén implica una reaccidn, por ejemplo
entre un antigeno y un antiwcuerpo en medios de gel semi-sdlido,
generalmente un gel de égar. Ambos reactantes son inicialmente
solubles en el medio, pero el productd de la reacibén subsiguiente
o complejo de la reaccidn antigenoranticuerpo es insoluble y da
por resultado la formacibdn de un arco de precipitina visible que
puede ser observado a ojo desnudo o mediante fotografia. El méto-

do de difusidn de gel de agar, para el estudio de las reacciones
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de precipitecina ha venido a ser conocido comoila téenica de
Ouchterlony debido a la temprana e inbtensiva obra, en este cam-
po escrita por Orjan Ouchterlony titulada "Handbook of Immuno~
diffusion ad Immunoelectrphoresis", publicada por Ann Arbor
Science Publishers, Inc. de Ann Arbor, Michigan (1.968),

Una especial adaptacidn de la inmunodifusién,conocida co-
mo "inmunoelectroforesis” emplea la técnica combinada de separas
cidn de mezclas de antigenos por electroforesis de gel de agar
y subsiguientes reacciones de anbticuerporatigeno que resulta
en la formacidén de arcos Ouchterlony o de precipitina.

Otra adaptacidén de la inmunodifusidn, conocida como "inmu
nodifusibén radial", emplea un sistema de gel de'agar que contie-
ne el anticuerpo en el gel de agar y, el antigeno en el suero d¢
ensayo se difunde radialmente dedde un depdsito circular o pozo,
para formar una zona radial de precipitina en el gel de agar.

Las antedichas técnicas generales de inmunodifusidn estém
resumidas por Lou y Shanbrom, J.Am.Med.Ass’n, Vol,200, paginas

161 y 325 (1.966).

En el estudio de ciertas reacciones antigeno-anticuerpo

se ha halladd que para completar la reaccidn se requiere la ayl
da de un agente especial, presente en los sueros normales,cono-—
cido como complemento.En estas reacciones serﬂlégicas se han dis
tinguido dos ebapas.la primera etapa es la unidn especifica en-
tre los anticuérpos y el substrabto, que es seguida,entonces,por
una segunda etapa que implica cambios visibles tales como la flo
culacién o lisis. Asi,es conocido que,después de la fijacidn de
lisinas en las células, es necesaria la adicidn de complemento

para dar lugar a la disiucidn.

La:caracteristica de complemento que ha de ser wnida medim
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te los agregados formados mediante la inter-accién de antigenos

"y anticuerpos es la base para un test seroldgico comunmente usa-

do, denominada reaccidn de complemento;fijacién. En este test,
el antigeno y anticuerpo s ensayar se mezclan con una fuente de
complemento y, despuds de incubacidn, se agregan suero inmune
hemolitico y las correspondientes células rojas. Si tiene lugar
una reaccidn inmunoldgica en la primera etapa, se fija el comple
mento y se retira de la solucidn y se previene la hemolisis, com
pletamente o en parte, seghn la intensidad de la reaccidn.

Técnicas de inmunodifusién como las anteriormente descri-
tas se han aplicado Becientemente a estudios sobre hemolisis se=~
roldgica, particularmente para estudios sobre el test de comple-r
mento-fijacién. Asi, Milgrom y al., Vox Sang., Vol, 8, phiginas
537-48 (1.963) y J.Immunol., Vol. 96, phginas 415-26 (1.966), har
descrito procedimientos de difusidn de-gelvde agar para estudios
sobre lisis de células sanguineas rojas de ovejas, inducidas por
hemolisina de anti-oveja, de conejo, y complemento de cobayo., En
procedimientos de difusidn individuales, se estudiaron zonas he-
moliticas que estaban formadas por difusidén de complemento den-
tro de agar conbteniendo células sanguineas rojéé de ovegja y hemo-
lisina, asi como zonas hemoliticas formadas por difusidn de he-
molisina en agar conteniendo células sanguineas rojas de oveja ¥
complemento, En procedimientos de difusidén doble, el complemento
¥ la hemolisina se dejaron difundir, una contra otra, en agar
conteniendo solamente eritrocitos de oveja. BEstos procedimientos
de difusidén se aplicaron particularmente para el estudio de an-
ticuerpos hemoliticos¥ G y¥Ms

Es una finalidad de la presente invencidn proporcionar un
nuevo ¥y mejorado método para la determinacidn de anticuerpos fi-

jadores de complemento en fluidos bioldgicos.
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Otra finalidad de esta invencidn es proporcionar un método
de difusidn individual para la determinacidén cuantitativa o semi-
cuantitativa de anticuerpos fijadores de complemento en suero san-
gulneos.

Es una finalidad més de esta invencidn proporcionar un méto-
do rjpido y conveniente para detectar y determinar la cantidad de
anbicuerpos fijadores de complemento en el suero de un paciente,
como un adjunto 15il en la diagnosis de enfermedades que se sabe
producenianticuerpos fijadpres de complemento, por ejemplo, varias
infecciones microbianas, virales, bacterianas, rickettsianas, pro-
tozbdicas, fungosas y helminticas.

Otras finalidades y ventajas resultarén aparentes a las per-
sonas entendidas en esta técnica después de la lectura de esta
memoria. '

De acuerdo con la presente invencidn, predeterminadas can-
tidades de complemento y un antigeno fijador de complemento se
mezclan con un fluido tbldgico conbeniendo anticuerpos en prede-
terminadas proporciones & la mezcla se hace reacclonar om una can
tidad oconocida de eritrocitos sensibilizados a la hemolisina en
un medio de gel semi-sbélido durante un predeﬁerminadO-periodo de
tlempos.

En este praceso, si no se fija complemento (test negativo)
aparece una clara, visible zona de difusibén radial de lisis, mien
tras que sl se fija complemento y antigeno al anticuerpo (test
positivo) no tiené lugar ninguns lisis. En un test positivo, el
difmetro de la zona de difusibn es inversamente proporcional al
grado o indice de anticuerpos fijadores de complemento,

En un método preferido de la invencidn, los eritrocitos
sensibilizados a la hemolisina estan homogéneamente dispersos en

un medio de gel semi-sblido sobre un plato y la mezcla de comple-
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mento, antigeno fijador de complemento y fluido bioldgico con~

teniendo anticuerpos, se introduce en el medio de gel semiwsdli
do a través de pozos abiertos o agujeros ciiindricos perforados,
o formados de otro modo, en el gel. En este proceso, la zonma de
difusibén o lisis se formard en la cara intermedia entre el gel
v la muestra de fluido introducido a través de los pozos, |

Preferentemente, se agrega una mezcla dé anbigeno fijador
de complemento y un exceso de complemento a la muestra descono-
éida de suerco sanguineo, u otro fluido biolégico a determinar,
pafé anticuerpos fijadores de complementony; la mezcla resultan-
te, se agrega a los pozos ablertos por medios de una pipeta ca-
pllar o dispositivo similar. El plato entonces, se incuba a una
temperatura de entre aproximadamente 02 y aproximadsmente 502C
durante un perido de ﬁnos 30 minutos a unas 48 horas y preferen-
temente, a aproximadamente 302 - 402C durante aproximadamente
2-6 horas, Durante esta incubacién, aparecera una lisis o zona
de difusibn clafa, radial, en un test negativo.

Las cantidades ¥ propo:ciones de antigeno, complemento y
muestra desconocida, usados en el método de esta invencibn, pue-
den variar ampliamente en fanto que estén predeterminadas y pue-
den ser comparads con muestras conocidas o de eoatrol. En un
ejemplo‘ilustraﬁivo, se obltienen excelenbes resultados cuaﬁdo
un volumen de antigeno, un volumen de complemento que ha sido
dilvido 1:5 ¥ un volumen de suero sanguineo desconocido se incue-
ban a aproximadamente 02-~-102C, durante aproximadamente 30 minu-
tos a aproximadamente 18 horas,

. En la preparacidén del medio de gel, puede usarse cualguier
medio convencional para formacidn de gel, por ejemplo, gelatina;
pectina, gel silicea, almiddn, polisaciridos de algas marinas

como agar, algina y carragenina, agentes sintéticos poliméricos
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formadores de gel tales como la poliacrilamida de eslabdén cruza-
do, descrita en la patente estadounidense 3.046,201, las celulo-
sas modificadas, descritas en la paﬁente estadounidense 3.360,A440
v materiales andlogos. Preferiblemente el agente formador de gel
tiene las propiedades fisicas que caracterizan el agar-agar en
cuanto éste se dispersa ripidamente en agua y es capaz de formar
un hidrogel esencialmente claro, de suficiente rigidez, de suerte
que el receptéculo o plato conteniendo elAgel pueda ser inverti-
do sin peligro de que el gel se calgae

Agar es el agente formador de gel preferido, empleado en el
medio de gel de la presente invencidn. Este agente formador de
gel se usa, generalmente, a una concentracidn de entre aproxima-
damente 0, 1% y aproximadamente 5% al peso del medio de gel y,
preferentemente, a una concentracidn de aproximadamente 1,5% al
peso del medio de gel.

El medio de gel se prepara, convenientemente, disolviendo
el agente formador del gel en agua caliente, agregando cantida~-
des predeterminadas de eritrocitos sensibilizados a la hemolising)
mezcléndolos concienzudamente y vertiéndolos en un recepticulo
plano de lados (denominado aqul también plato) en una cantidad
‘apropiada paré el tamafio del plato. ILos eritrocitos sensibiliza-
dos a la hemolisina se usan, generalmente, a uﬁé concentracién de
entre aproximadamente O, 05% y aproximadamente 5% al peso del
medio de gel, ¥ breferentemenﬁe a una concenbtracibén de 0,5% al
peso, aproximadsmente, del medio de gel., Preferentemente, para
preparar el medio de gel se usan iguales vollmenes de soluciones
del agente formador de gel y de los eritrocitos sensibilizados a
la hemolisina. La mezcla del agente formador de gel y de eritro-~
citos sensibiligados a la hemolisina se la deja que se convierta

en gel y se practican perforaciones de pozos o agujeros cilindri-
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cos de aproximadsmente 1 a 10 mm de difmetro, punzonando el gel, o
de oftra manera.

' El método de esta invencidn puede usarse para la determina-
cibn de anticuerpos que reaccionaran con antigenos en una reaccidn
de complemento-fijacidén. De este modo, puede usarse para determinar
los anticuerpos en varios antigenos bacterianos, fungosos, virales,
parasiticos, rickettsianos. Un ejemplo de un antigeno fijador de
complemento adecuado es el antigeno Kolmer descrito por Kolmer y

al., ' J. Vener. Dis. Inform., Vol. 29, péginas 166-72 (1.948). Otros

antigenos fijadores de complemento que pueden servir de ilustracidn
son los anﬁigenos de la fiebre manchada de las Montafias Rocosas,
tifus epidémico, virus de la parotiditis y de la coccidioidomicosis.

El complemento usado en esta invencidn puede obtenerse de cual
quier fuehte bien conocida de complemento. Por ejemplo, puede usar-
se un suero completo liofilizado de cobayo, obtenible comercialmen-~
te reconstituido a su volumen original. Preferiblemente, el suero
reconstituido ée diiuye a una proporcidn de 1l:5 antes de usarse.

También puede preparerseconvenientemente un complemento adecua-
do recogiendo sangre. completa de cobayo y permitiéndola que coagule
Se retiran las células sanguineas rojas por centrifugacidén y el sue-
ro retentdo se congela y se seca y, Iuego, se reconstituye antes
de usarse. |

Preferiblemente, el complemento seco se reconstituye con solu-
c¢idn salina Kolmer, que se puede preparar disolviendo 8,5 g. de NaCl,
0,082 g. de MgCl, .6H;0 y 0,040 g. de Ca012o2H20 en un litro de
agua destilada.

Preferentemente, se agrega una pequeila cantidad de preserva-
tivo, por ejemplo, aproximadamente 0,0l%rde azida sbdica al comple-
mento antes del secado.

Para usarse en la presente invencidn como fuente de comple-
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mento puede emplearse también de origen humsno, de coneaowy de
otras especies de animales.

Los eritmocitos sensibilizados a la hemolisina, usados en
esta invencidn, son preferentemente células sanguineas rojas de
oveja sensibilizadas a la hemolisina. Estas 0ltimas células se po-
nen en suspensidn en solucién salina Xolmer a una comcentracidn de
aproximadamente 1% a 5% y preferentemente a unos 2% en volumern,

y entonces se sensibilizan con hemolisina de célula de oveja.

Las células rojas de oveja pg?den sensibilizarse a-la hemoli-
sina como sigue: se diluye hemolisina de célula de oveja en pproxi-
madamente 10 a aproximadamente 100 y, preferentemente, alrededor
de 19 vollmenes dé solucién salina Kolmer. A un volumen de ésta
disolucidn de hemolisina se agrega aproximadamente un volumen de
células sanguineas rojas de oveja, preferentemente en una suspen-

;
sién al 2% como arriba se ha descrito. La hemolisina de célula
de oveja y las cé;ulas‘sanguineas rojas de oveja, se mezclan a
aproximadamente 02-309C y, preferentemente, a unos 2520, durante
10 minutos, con lo cual las células rojas de oveja resultan sensi-
bilizadas a la hemolisina, Suero de conejo o suero de otra espe-
cie animal que posea anticuerpos a las células sanguiheas rojas
de ovgja, pueden usarse como hemolisina de célula de ovejae

El plato de gel conteniéndo eritrocitos sepsibilizados a la
hemolisina, puede cubrirse con una membrana protectora, envasarse
mediante varios medios y, asi, hacerlos convenientemente disponi-
bles para subsiguiente uso en la determinacidén de actividad de an-
ticuerpos fijadores de complemento en hospitales, laboratorios y
otras entidades y personas que tengan necesidad'de una determina~
cibén simplificada, pero precisa, de actividad fijadore de comple-
mento en muestras de plasma sanguineo. EL envasado de estos platos

puede ser por ejemplo, bolsas o sacos de pelicula de pléstico o
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de hoja de metal y anilogos., preferentemente esterilizados y
sellados para prevenir la introduccidén de aire, humedad, sucie-
dad y otros materiales de, contaminacibn., Se puede elaborar li-
minas adecuadas, por ejemplo,, de aluminio y metales anilogos;
pueden elaborarse peliculas de plastico adécuadas de cloruro de
vinilo y copolimeros de cloruro de vin;lidieno, cloruro de po-
livinilo, aléohol polivinilico, polietileno, polipropileno, po-
liestireno, policarbonatos, poliamidas, acetato y propionato de
aelulosa,.triacetato de celulosa, buritato acetato de celulosa,
étilAcelulosa, fluorocarbonos, plést;cos acrilicoé, Tales como
acfilatos vy metacrilatos, y poliésteres, tales como, por ejemplo,
polidsteres formados mediante reacciones de condensacidn entre
etileno glicol y &cido tereftélico.

Los platos de gel que contienen los eritrocitos sensibili-
zados a la hemolisina pueden envasarse en combinacibén con los
antigenos fijadores de complemento, complemento y muestras de
control, asi como con los tubos capllares ¥y otros com@onentes
para la reallzaclén de ensayos completos de fijacidn de comple-
mento.

Ios sigulentes ejemplos ilustrarén més completamente la
invencién, gi bien esta Qiltima no se limita a estos ejemplos es-
pecificos. Todas las partes y porcentajes en ellos eatén a base

de peso de no especificarse de obtra manera.
BJEVMPIO 1

Se ponen en suspensidn eritrocitos sensibilizados a la he-
molisina en un medioc de gel semi-sdlido del siguiente modo:
- Se diluye hemolisina de célula de oveja en proporcidn de
1:20 en solucidn salina Kdmer y, entonces, se mezcla con un vo-
lumen igual de células rojas de oveja. Esta mezcla se mezcla ens

tonces con una parte igual en volumen de una solucidn acuosa cag
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lentada de 3,0% de Agar Difco Noble. La mezcla calentada se vier-
te, entonces, en un plato de aproximadamente de 75 x 25 x 6 mm de
profundidad y se deja convertir en gel. Entonces, se punznnan
en el gel 6 agujercs de 2 milimetros de diémetro cada uno, espa-
ciados qquidistanteméntee

El plato de ensayo, preparado como arriba se indica, se

emplea entonces para la deberminacidén de anticuerpos fijadores

- de complemento a satigeno Kolmer como sigue: primeramente se mez-

cla una parte en volumen de antigeno Kolmer con igual volumen de

complemento y luego con un volumen igual de muestra de suero san-
guineo, en un tubo de ensayo y se mantiene a 52C durante una has.
E1l complemento es un complemento de cobayo reconstituido, dilui-

do en proporcidén de 1:5 con solucidn salina de Kolmer. La mezcla
se agrega, enbtonces, a uno de l?s pozos en el plato y se incuba

a 3720 durante 4 horas. AL final del periodo de incubacidn apare-
ce una zona de lisis clara, de visible difusibn radial en un test
negativo en el cual no se ha fijado complemento, mientras que en
un test positivo, en el cual se ha fijado complemento y antigeno

Kolmer al anticuerpo en la muestra de suero sanguineo, no apare-

ce lisis o es sustancialmente menor.

Para proporcionar una determinacién cuantitavia o semi-cuan
titativa de los anticuérpos fijadores de complemento, se compa-
ran tres diferentes disoluciones defina muestra de suero sanguineo
desconocido con-tres disoluciones similares de una muestra cono-
cida o de control. En este procedimiento, los difmetros de ani-
1lo de las muestras de comtrol pueden compararse con lox didme-
tros de anillo de laslmuestras desconocidas y asi estimar el
grado o indice de los anticuerpos fijadores de complemento. La
zona de lisis es, de modo susbtanclal, inversamente proporcional

al grado de complemento fijado por la reaccidn.
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Se repite el ejemplo 1 excepto en que el antigeno de la fie=~

EJEMPIO 2

bre manchada de las Montafias Rocosas se sustituye por el antigeno
FKolmer en dicho ejemplo, para determinar el grado de anticuerpo
fijador de complemento de la muestra de suero sanguineo contra el

antigeno del test.

EJENPIO 3
Se repite el ejemplo 1 excepto en que el antigeno del tifus
epidémico se sustituye por el antigeno Kbkmer en dicho ejemplo
para determinar el grado del anticuerpo fijador de complementio de

la muestra de susro sanguineo contra el éntigeno del test.
EJEMPIO &

Se repite el ejemplo 1 exdepto en que el antigeno del virus
de la parotiditis se sustituye por el antigeno Kolmer en dicho
ejemplo, para d&berminar el grado del anticuerpo fijador de comple-
mento de la muestra de suero sanguineo contra 4 antigeno del test.

. EJEMPIO 5

e repite el ejemplo 1 excepto en que el antigeno fungoso
de coccidioidomicosis por el antigeno Xolmer en dicho ejemplo,
para debterminar el grado de anticuerpo fijador de complemento de
la muestra de suero sanguineo contra el antigeno del test,

Varios otros ejemplos pueden concebirse por persona experta
en la técenica, después de leer lo precedente y las reivindicacio-
nes finales, sin por ello desbordar el espiritu y alcance de la
presente invencidn. Asi, otros ahtigenos fijadores de complemen—
to deben ser sustituidos por los antigenos de los ejemplos prece-
dentes para la determinacibdn de los oorrespondienteé anticuerpos
fijadores de éomplementon Pueden usarse, en lugar de las disolu-

ciones especificas descritas en los ejemplos que anteceden con
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sustancialmente, resultados equivalentes, otras disoluciones de
antigenos, complementos, eritrocitos sensibilizados a la hemoli-
sina y agente formador de gel, Todos btales otros ejemplos guedan
incluidos en el alcance de esta invencidn, como se define en las
reivindicaciones finales.

Los materiales, forma, taﬁaﬁo y disposicidn de los elemen=
tos serén suscepbibles de variacidén siempre que ello no suponga
una alteracidén de la esencialidad del invento.

Tos términos en que se ha redactado esta memoria deberén

ser siempre tomados en sentido amplio no limitativo.

NOTA DE REIVINDICACIONES

Se reivindica como de propia y nueva invencibén a favor de
Baxter ITaboratories Inc., con domicilio en MORTON GROVE, ILLINOIS
(Estados Unidos), lo especificado en las sigulentes reivindica-
clones:

PRIMERA.~ M&todo para la determinacidn de anbticuerpos fijadores
de complemento en fluidos bioldgicos, caracterizado en que com-
prende la mezcla de cantidades predeterminadas de complemento y
antigenos fijadores de complemento, con un fluido bioldgico que
contiene anbticuerpos en predeterminadas proporciones y en que,
entonces, se hace reaccionar la mezcla con una cantidad conocida
de eritrocitos sensibilizados a la hemolisina .en un medio de gel
semi-sblido durante un periodo de tiempo predeterminado.
SEGUNDA.~ Método segln la reivindicacidén primera, caracterizado
en que el medio de gel contiene eritrocitos sensibilizados a la
hemolisina en un plato y en el cual se permite que la mezcla de
complemento, antigeno fijador de complemento y fluido biolbgico
conteniendo anticuerpos, egtren en conbacto con dichos eritroci-
tos sensibilizados a }a hemolisina para reaccionar con ellos,

por difusién, desde un pozo o agujero punzonado a travésde la
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TERCERA.~ Método seghn la reivindicacidyd segunda, caracterizado
en que el medio de gel conbtlene entre aproximadsmere 0,1% y apro-
ximadamente 5% al peso de agar.

CUARTA, - MEtodo segln la reivindicacidn segunda, caracterizado

en que el medio de gel, contiene entre sproximadamente 0,05% y
aproximadamente 5% al peso de eritrocitos sensibilizados a la he-
molisina.

QUINTA,- Método seghn la reivindicacidén segunda, caracterizado en
qﬁe el complemento, antigeno fijador de complemento y £luido Dbio-
légico conteniendo anticuerpos se mezclan en aproximadamente igua
les proporciones en volumen.

SEXTA.- Método seghn la reivindicaclidn segunda, caracterizado en
que el medio de gel conhiene entre aproximadamente 0,1% y aproxi-
madamente 5% al peso dé agar y entre aproximadamente 0,05% ¥y
aproximadamente 5% al peso de eritrocitos sensibilizados a la he-
molisina j en que el complemento, antigeno'fijador de complemen-
o y £luido bioldgico conteniendo anticuerpos se mezclan en, apros
ximadamente, lguales proporciones en volumen.

SEPTIMA.- Método segfn la reivindicadlbn sexta, caracterizado en
gue los anticuerpos fijadores de complemento se determinan en
suero sanguineo,

OCTAVA.~ Método segln las reivindicaclones precedentes caracteri-
zado en que se emplea un plato de gel de agar para la determina-
cidn cuantitativa de anticuerpos fijadores de complemento com-
prendiendo un plato y un medio de gel de agar que contiene una
cantidad predéterminada de eritrocitos sensibilizados a la hemo-
lisina.

NOVENA.~ Método segln la reivindicacidén octava caracterizado en

que se emplea un plato de gel de agar cuyo medio de gel conbtiene

" entre aproximadsmente 0,1% y aproximadamente 5% al peso de agar

/



- 15 -

382558

y entre aproximadsmente 0,05% y aproximadamente 5% al peso de

eritrocitos sensibilizados a la hemolisina.
DECIMA.- METODO PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS FIJADORES
DE COMPLEMENTO EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

Conforme se deja descrito en la memoria precedente que
consta de quince hojas foliadas y mecanografisdas por una sola

de sus caras,

Madrid, 7 de Agosto de 1..970

P.A. de Baxter Laborgtories Inc.

Victor Gileegae
p~z P. ;!_i'
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