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INVENCIORN

por "PROCEDIMIENTO DE PRUEBA DE DIAGNOSTICO PARA LA
INDICACION SELECTIVA DE LA HEPATITIS®, a favor de DON
JAMES F,McCULLER, de nacionalidad estadounidense, do-
miciliado en "451 Fulton Avenue“, HEMPSTEAD, N, Y. ~
Estados Unidos de América.

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencidén se refiere a un proce-
dimiento de prueba de diagndéstico para la indicacién
selectiva de la hepatitis, (hepatitis infecciosa o de
suero), que comprende el fraccionamiento criogénico de
suero de sangre humana seguido de una separacidn cui-
dadosa de la fraccidn del fondo o erio-precipitado, y
una vez separada dicha fraceidn en proceso se afiade a
la misma un reactivo selecto de glicina-salina que tie-
ne una concentracién y wn pH perticulsres, y la mezcla

resultante ge lncuba para proveer un suero en proceso

para pruebas fanto preliminares como confirmstorias.
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En el procedimiento de prueba preliminar se mezclan
poreiones iguales del suere trotado y un reactive de
diagndstico inmunoldgico espccial, en un porta~objetos
de vidrio, Ocurrec una rcaccidn positiva al cabo de wn
minuto como evidencia de la presencia de un agregadv co-
loidal visivle, El procedimiento_de prueba confirubo-
rio ubtiliza una téenica similar si bien mds refinads y
discriminatoria que emplea cantidades medidas de manera
mis precise del suero proecesado y del reactivo de diag-
néstico, tras de lo cual se entremezclan y se hacc una
lectura macroscdpica del régimen de sedimentacidnfaéﬁ-
tro de la mezcla, El reactivo de diagnéstico inmmnclsgico
es una suspensidn de ldtex en una solucidn amortiguadora
salina, La suspensidn contienc paridulas de poliestirenoc
rovestidas con una fraccidn de globulina,

ANTECEDENTES Y RESUMEN DE LA IRVENCION

La prosente invencidn se reficre a la indicacidn
de 1o hepatitis, De manera mds particular, conciecrne a un
procedimiento nuevo y mejorado de diagndéstico para la indi-
cacidn sclectiva de la hepatitis, incluyendo pruebas sero—

légicas y los reactivos de prucha que se emplean,

8i blen la ocurrencia y la traonsmisidn de la hepa-
tltls cs relativamente comine su etiologia no ha gido docu-
mentada o aislada completamente. Se cred por lo general que
la enfermedad es de naturaleza viral y que puedce ser trans-
nitida por ¢l agua de beber contaminada, los mariscos cru-

dos, las malas condiciones de salubridad o las transfusio-
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nss sanguincas. Cuando se transfiere por transfusidn,

se le llama por lo comin Yhepatitis de suero" para di-_

ferenciarla de la "hepatitis infecciosa® o epidémica, si

bien los dos tipos de hepatitis ostdn muy prdéximamente re-
5. lacionados, De acuerdo con lo anterior, a menos de que

se cspecifique de otro modo, el término “hepatitis™ tal

como se usa en la presente, se pretende que incluya la

hopatitis danto infceciosa como de suero.,

Durante muchos afios los investigadores han inten-
10, +{ado obtencr una compronsién mds completa del papel pato-
génico de los procesos inmunoldgicos en el higado dafiado
pbr la hepatitis. Si bien los rosultados de estbas inveg-—
tigaciones han conducido a muchas teorias sin comprobacidn,
ae ha esgtablecido que los niveles de concentracién de las
15, inmmoglobulinas del suero cambian por lo general en el
caso de las enfermedades dcl higado, y ce han encontrado _
clevadns concentraciones on los casos de hepatitis, cirrdsis
v enfermedades coldgenas. Este aumento de la concentracidn
de inmunoglobulinas puede percibirse por el gran numero de
20. cdlulas formadoras de globulina en el brazo de pacientes con
hepatitis y otras enformedades del higado. Por desgracia,
la elevacidn de la concentracidn de la globulina, y en par—
ticular de la gamma~globulina, no depende de la causa espe-
cifica de la enfermedad del higado de manera que no_pueden
25. determinarse la naturaleza exacta de la enfermedad simple~
mente percibiendo el aumento en ol nimero de células

formadoras de globulina., En log afios recientces ha evolu~
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clonudo ciorta esgpecificidad y se_cree ahora que la cone-
centracidn de gamma-A~globulinas sc eleva cuando la enfor-
med~d del higado cs hepatitis, cirrosis, artritis rouma-
toide o enfermedzdcs coldgenas y que la gamma—M-globuliga;
aumcnta dcbido a otra enfermedades del higado como la

cirrogls biliar,

Es sabldo también que los pacientes con: hepatitis

y otras enfermedades del higado manifiestan con freocuencia
una alta incidencia de falsas prucbas seroldgicas positivas
de otras condiciones., Por ejemplo, existe una frecuents
incidencina de prucbas seroldgicas positivas falsas de zi-
filis en casos de hepatitis aguda, cirrosis y cirrosis bi-
liar, a la vez quc en muchos casos de hepatitis se obtiencn
roacelones seroldgicas positivas falsas del factor reumse
toide,.

Dec acuerdo con lo anterior, el objete principal
de la prescnte invencidn es proveer un medio seguro para
pereibir de mancra sclectiva la hepatitis infeccloga y de

SUeT0.

Otro objeto de la presente invencidn es proveer
w procedimicnto de prueba scroldgico inmunoldgico nucvo
¥ mejorado y rcactivos de prueba para la indicacidn y ol
diagnéstico de la hepatitis tanto de suero como infoccionsa.
Se ilnecluyo dentro de cstce objeto proveer un procedimicnto de
prucba de diagndstico especifico que permita al ¢linico di-

fercnelar entre la hepatitis y otras enfermedades del higado.

Un objeto mds de la prescnte invencidn es proveer



un procedimiento de pruebe do diagndstico nusvo y mejorado

¥y reactivos de prucba que no solo permiton la difercnciacidn

antos mencionada entre la hepatitis y otras enfermedades del
- higado sino quec permiten tambidn al clinico establecer csta
5. difercnciacidn de una mancra rdpida y reproducible sin roa~-

lizar blopsis dolorosas del higado o gran ndmero de opera-

ciones quimicas del higado que consumen mucho ticmpo, cfce-

tuando asi una cconomfa substancial tanto de ticmpo como do

costo,

10, Un objeto adicional de¢ lo proscntc invoncidn es
proveer un método para concentrar y percibir un factor )
especifico indigena dc la hepatitis del suero y la hepatitis
infeccionsa, que permite ustablecor un diagnéstico rdpido y

a2 la vez seguro.

15, Otro objeto de la pressentc invencidén es provecr
un procedimiento de prueba nuevo y mejorado quec evita el alto
porcentaje _de rcacciones no cspocificas dg una naturaleza po-
gitiva falsa o negativa falszcausadas no solo por en enferme-—
dades dol higado diferentes a la hepatitis sino tambidn
20. por otros factorcs que pueden cncontrarsc prescntes en las
micstras de sangre de _personas normales, tales como la san-
gre hemolizada, suerog que conticnen estromas dc gldbulos
~rojos de la sangre o sangre de paclentes que han sufrido
recientemente procedimientos de cireulacidn extracorpd-
25. roa o _quc han recibido recicnbtomente una terapia a basc de

cortisona,

Otro objeto dec la presente invencidn es proveer
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un proccdimiento de prueba altamentc seleetivo y seguro
para el diagndstico de la hopatitis que pucde distinguir

también entre la hepatitis infecelosa y 1a de sucro.

Otro objeto mds de la presente invencidn cz pro-
vecr un procedimiento de prucba de diagndstico nuevo y me-
jorado y rcactivos de prucha del tipo descrito que permi-
ten o los bancos de sangre y a los fabricantes de produc—
tos do gangre catalogar a log donantos de sangre de una
monera simple y efcetiva y percibir a los donantes que son
portadores de hoepatitis., Con lo cual so reducce substanciol-
mente, si no egs que se elimina por completo, la transmisidn
de la hopatitis a travds de la transfusidn de sangre o de
productos de¢ la sangre,

Adn ot objeto de la prescnte invencidn cs pro-
veer un procodimiento de prucba de diagndstico para la
hepatitis que es efectivo para producir resultados de pruc—
ba positivos desde un mes antes de habersce declarado la en-

fermedad haste aproximadamente 12 meses despuds.

Otros objetos scrdn entondidos en parte de manera

obvia y cn parte serdn sefialados mds adclantec,

- -~ -

Egtos, y otros objotos rclacionados, se consi-
guen de conformidad con la presente invencidn, proycctando
un procedimiento de prueba d¢ diagndstico que comprende la
fraccionacidn criogdénica dc suero de sangre humana que sc
va a gometer a prueba para cfectuar ls concentracidn y
scparacidn de un factor de hepatitis dontro de una frac-

cidn criogénica, seguida por la debeccidn subsecuente del
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factor con un rcactivo de diagndstico inmunoldgico adecuado
para proveer una indicacidn demostrativa de la prescncia de

hepatitis infceeiosa o de suero.

Una mejor comprengidn dc cstos objoctos y ventajas
de la presente inveneidn, asi como de lag varias etapas y
la relacidn de una o mds dc esas etapas con respecto a cada
una de las otras, y las caractoristicas, propiedadcs e
intoracciones de las composicioncs, se obtendrdn a pafﬁir
de la siguiente doscripeidn detallada que oxpone una mbda:
lidad preferida de la invencién ¢ indica lao memra comd Ios

principios de la invencidn se emplean.
DESCRIPCION DE UNA MODATLID/D PREFERIDA

El método de prucha de diagndstico dc la proescnte

inveneidn comprende en gencral la fraccionacidn do suero

d¢ sangre humana que sc va a sometcr a tratamiento como para
concentrar un factor especifico indigona de la hepatitis den-
tro dc una fraceidn sclectn, scguida por la scparacidn dc aesa
fraceidn y su preparacidn para procodimicntos do prucba inmu-
noldgico tanto preliminarcs como confirmatorios, Para obte -
ner los mejores resultados el suero que va a ser sometido a

tratamionto debe cncontrarse libre do hemolisis o estromas

de gldoulos rojos de la sangre, pucsto quoe esos sucros dan

una reaccidn positiva débil con los reactivos de prueba de
diagndstico. Esos resultados débiles pueden distinguirse
de los resultados producidos por la hepatitis pero pueden
conducir a cierta confusidn. De acucrdo con lo anterior,

s¢ prefierc por 1o gencral que la sangre que s¢ va a someher
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a tratamiente sca tomada por venopuntura. El sucro dc la
sangre se obbicone dc manara convencional y de conformidad
con la proscnie invencidn se somete a un craqueo o frac-
cionacidn eriogdénica, que se cree qus causa la migracidn
del factor cspoeifico dc la hepatitis al fondo del sucro,
Se¢ afiade un rcactivo de proecso do glicina~salina sclcecto,
de concuntracidn y pH particularcs, a la fraccidn criogd-
nica, despuds de su separacidn, y la mezcla resultante so
inouba durante un corto periodo, Ia solucidn incubada, a

la que soe llama "sucro procesado", sec cmploa entonces para
los procedimientos de prucba tanto preliminarcs como_obnfir—
matorios, En ¢l proccdimicnto de prueba preliminar se moz-
clan porelones substancialmente iguales del suero prdébsado
y d¢ un reactivo de diagndstico inmmoldgico especial en un
porta~objotos. Ocurrc una reaceidn positiva en el transcurso
de un minubo ¥y que cs claramente cvidente por la formacidn
de un agrsgado pesado floculante o coloidal, gue resulta
cuando go encucntra prescnte la hepatitis. El procedimiento
de prueha confirmatorio emplea la misma reaccidn inmuno-
légica pero utiliza una tdenica mds refinada y discrimi-
natorin emplecando cantidadcs medidas de manera mds precisa
del sucro procesado y dcl reactivo de diagndstico, tras de
lo cual sc centremezela y se hoce una lectura macrosedpica

del régimen do scdimentoeidn dentro de la mezela.
FRACCIONACION DEL SUERO

. Como se ha mencionado, ¢s imperativo, cn cl pro-
ccdimiento de pruchba de la presente inveneidn, que el sucro

gquc se va o probar sc someta a fracelonacidn criogdénica, an-



tes del tratomiento con los rcactivos de prueba de diagnds-
tico, La fraccionacidn criogdnica del sucrc tienc lugar du-
rante un periodo de mds de una hora ¥y de preferencia, de
aproximadamente dos horas o mdsg, para permitir la migra-
5.cidn del factor de la hepatitis y su concentracidn cerca
del fondo de la muestra de prueba. De conformidad con el
método breforido, el suero sc coloca en un tubo dec ansayo
scco y limpio y se inserta on un congelador que tiene wna -
tcmperatura ambicnte muy inforior a la temperatura de coie
10, gelacidn del suero. En la prdetica, sc ha encontrado sa— o
tisfactoria una temperatura de aproximadamente -209C,
El suero se solidifica lentamcnte y al suceder esto se fa-
cilita la migracidn hacia abajo o crioprecipitacidn del fac~
tor de la hepatitis.-Después de un periodo de aproximada-
15.mente 2 horas o mds, el tubo dz cnsayo se quita del conge-—
lador y sc le permite alcanzar la temperatura ambiente sin
suminigtrarle calor adicional o perturbar dc alguna otra
manera la colocacidn relativa de los componentes del suero,
El suero manifiesta tres o cuatro capas fdeilmente percep-

20 tibles al complctarge el proceso de descongelacidn,

Si bien ni la invencidn misma ni cualquier aspeo-
to de la misma deberd considerarse restringido a una teoria
particular de operacidn, una explicacidn tedrica limitads
ayudard s comprender la invenclén, Se supone tedricamente

25.que la concentracidn de inmunoglobulina elevada en la san-
grc de pacientcs con hepatitis, resulta de un procedimien~

to quc difiero de las otras enfermedades del higado,
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Ademds, se crce que las personas que han cogtraido la
hepatitie infeceiosa o deo sucro, 0 sc encuentran CXpucs
tas o la misma, manifiestan un factor de aglutinamiento -
de globulina difercnte en el sucro, tal vez de la natqu—
leza de un "hapten"., Este factor se encontrard dentro_dé
las setonto y dos horas despues dc la exposicidn y sord
llamado cn adclantc el "factor de la hepatitis®. Sc brce
que reacciona enzimdticamente con el higado en prescncid
de un acelerador desconocido de manera que ¢l aumento de
concentracidn de inmunoglobulina en los casos de hepabi-
tls no se debe solamente a la produccidn de anti-cuerpo§
sino que so debe cuando menos en parte a un reemplazé’dé
los anticuecrpos que reaccionan en forma aglutinante con
el factor dc la hepatitis,

E1l componente complejo resultante de la reac-
cidn del factor de la hopatitis con la inmmoglobulina
ticnde a actuar do monera similar o las globulinas y du-
rantec la oporacidn de congelacidn emigra hacia el fondo
del suero, efectuando asgi wna estratificacidn o eraqueo
eriogénico del suero., Es claro que +ticne lugar clerto
viaje hacia abajo de la gammo-globulina al tencr lugar
la congelacidn y se tooriza que concentrando las globu~
linas dentro de clerta poreidn del susro, ¢l factor de
la hepatitis se concentrard tambidén dentro do esa regidn.
Como s¢ ha mencionado, cuando cl suerc es descongelado
lentamente se separa on una pluralidad de capas percep—

tibles o egtratos que pueden separarse sin dificultad.
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Se ha establecido por mediciones clectroferdticas que

la gran concentracidn de gamma~-globulinas se encucntra

on la capa del fondo o erioprecipitado de un gucro frac-
clonado criogdnicamente. Ademds los resultedos de prucba
posltivos y reproducibles, obtonidos usando ol procadi;
miento de la presente invencidn, manifestaron une romc—
oidn de prueba clon por ciecnto positiva con la capa del
fondo, mientras que la capa media did un resultado de - -
prucba positivo de 42.8 %4 y la capa supcrior did_una
reaccibn de prucba positiva de solo 1l.4 %. Por supuesﬁo,
se apreciard que cl craqueo criogdénico del suerc puede
tender a_alslar tambidn a los inhibidorecs del factor de’
hepatitis u otros materiales de las capas superiores, per-
mitiendo asf los resultodos positivos conslstentes y repro-
ducibles de la capa del fondo., Egta pogibilidad es re-
forzada por los falgos resultados negativos manifestados

por otras mucstras de suero no fraccionado,

51 no se toma el cuidado debido, pucde resul-
tar la recontaminacidn de la capa del fondo con una pegue-
fia cantidad de una de las capas superiores durante la sepo-
racién de las tres capas. En el cago dc una ligera contami-
nacidn por un pequefio porcentajc de la capa superior puede
esperarsc clertas reacciones falsas positivas., Los estu-
dios han demogtrado que aproximadamente el 2% de reaccio-
nes falsas positivas puede atribuirse a tal contaminacidn,
Sin embargo, estas falsas reacciones positivas pueden eli-

minarse extrayendo con pipeta con oxtremado cuidado la
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capa del fondo cuando sc separen los sueros y asegurdndosc
del craqueo criogénico completo dc los sueros, os decir,
mantenicndo los sueros en cstado congelado durante un
perfodo de ticmpo mds prolongado o repiticndo la fracbfé%
nacidn, En cste sentido, se ha encontrado que dojandé‘dli
suero en ¢l congelador a ~200C durantc cuando mcnos_z-ﬁeras

por lo general se obbienen resultados satisfactorios.

Como una indicacién de la prescntc invencidn, .la
prucha de la presente inveneidn se llevd al cabo usandd.,
sugros con grupo do testigo elinicamente libre de hcp@ﬁ;r
tis, En osto grupo hubo 320 casos (32.5 %) que dieronﬁi .
reaccloncs débiles positivas en el procedimiento de p}aeba
preliminar de la presente invencidn cuando se utilizé un
suero no totalmente fraccionado, Con la excepeidn de cuatro
cagos (0.42 %), cstas rcacciones fueron eliminadas cuando
los sueros se procesaron de conformidad con la tdenica
criogénica de¢ la presente inyencidn. Uno de los cuatro
fud hospitalizado 34 dfas despudés de haber realizado la
prueba y su hospitalizacidn did como resultado un diagnds—
tico dc hepatitis infecclosa. Las tres personas restantes
continuaron agsintomdticas. Cuando se utilizd el suero
no totalmentc fraccionado al pacicnte cuya hepatitis habia
sido detorminada, ol 4.1% del grupo de control did resul-
tados dc prucha negativos. Sin embargo, cuando los sueros
se separaron criogdénicamontc dec conformidad con el proce-_
dimiento de la prcsonte invencidn, los sueros de todos los

pacientes de hepatitis manifestaron reacciones positivas
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notables. En cste sentido, debe advertirse que las rcac-
ciones no dependieron del complemento puesto que el comple~
nento se desactivé a propdsito calentdndolo durante media
hora a 58¢C,

De conformidad con la teoria postulada en rela-
¢idn con le migracidén de las inmunoglobulinas durante la
geparacidn criogénica, se hicieron determinaciones electro-
fordticas del contenido proteinico de los sueros tanto en
sueros ontcros como cn el material criogénicamente cra-
queado, Con el material criogdénicamente fraccionado la
capa supcrior de los suercs manifestd wn aumento de la
albimina mientras que la capa media manifestd un aumeiato
moderado de la albimina y un aumento ligero de las frac-
ciones de proteina alfa y beta., La capa del fondo o crio-
procipitado de los sueros monifestd el mayor aumento cn
ol contenido de gammo~globuline con disminucidn de la frac-

olén de albdmina,
PROCESADO DE LA FRACCION CRIOPRECIPITADA

Como se_ha mencionado antes, el material que ge
va a gometer a los procedimientos de prueba preliminares y

confirmatorios de la presente invencidn es una mezcla inocu-

.bada formada por fraccidn crioprecipitada y una solucidn de

procesado especifica. La mezcla contiene de aproximadamente
6% a 9% de crioprecipitado y se le deja incubar durente un
perfodo de tiempo suficiente para separar el factor de la
hepatitis de la inmunoglobulina para su deteccidn subsecucn-

te. Si bien el perfodo de incubacidn puede variar ligera-
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mente se ha encontrado gque es por lo general suficiente un
periodo de aproximadamente 15 minutos cuando la mezcla

se mezcla 0 se agita inteormitentemente. Este periodo de
incubacidn ha sido estudiado por clectrofordsis para
proporcionar una mejor comprensidn de los mecanismos
funcionales del procedimicnto. Como se ha meneionado, el
erioprecipitado manifiestae un aumento del contenido de
gamma~globulina., Sin embargo, despuds de permitir que la
mezcla del crioprecipitado y la solucidn de procesado re-
posen & la temperatura ambiente durante 5 minutos, se ha
demostrado por eclectroforésis que hay una disminucidén mar-
cada en el contenido de gamma-globulina. Después de permi-~
tir quc la mezcla repose a la temperatura ambiente durante
15 minutos la clcetrofordsis indied una ausencia completa
de todas las inmumoglobulinas, siendo le albumina la dnica
fraccidn de proteina que aquedaba en la mezcla. Asi pues,
es claro gue el suero incubado o procesado utilizado en la
presente invencidn no eontiene gammo~globulina antes de
los procedimientos de prueba preliminar y confirmatorio,
Como el sucro procesado ha sido confirmado consistente y
seguranente por la prescencia de hepatitis_en suero en
pacientes que se sabe que tienen hepatitis, se cree que la
hipdtesis relacionada con la prescncia del factor de hepa=-
titis estd confirmada, Aparentemente, el complejo de factor
¥y globulina del suero sc disocia durante la fase de incuba-
eidn del proceso., Esta disociacidén libera el factor de
hepatitis y lo deja roaccionar con el reactivo de diagnds-
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tico. El mecanismo parece ser espccifico a los casos de
hepatitis y no depende de la presencia de inmunoglobulina

dentro del sucro.

La solucidn alcalina empleada de preferencia |
en el procesado de la fracoidn de suero, es una solucidn,
acuosa de glicina (dcido aminoacético) y cloruro de sodio
con un pH de aproximadamente 8.6 y 9.2. Los mejores resul-
tados se han obtenido hasta ahora con un nivel de concen-
tracidn de glicina de aproximadamento 0.1 moles por litro
y una concentracién del oloruro de sodio de aproximadamen~
te 0.3 moles por litro si bien la concentracidn de cloruro
de sodio puede ser ligeramente menor variando hasta 11@-‘
gar a ser tan pequefla como de aproximadamente 0,2 moles por
litro, EL pH de la solucidn de glicina~salina puede ajué—
tarse fdeilmonte al nivel deseado con una golucidn de
hidrdxido de sodio 0,1 molar y la solucidn contendrd por
lo general también 0.1 % de azida de sodio como preserva-

tivo,

El crioﬁrecipitado se mezcla con el reactivo
de procesado de glicina-salina en propociones de aproXi-
madamente 1l:13 a aproximadamente 1317. Estas proporciones
pucden variarsc ligeramente en tanto que se logre la des-
naturalizacidn deseada de la gamme-globulina, siendo la
proporeidn preferida de aproximadamente 1:16., Como se ha
mencionado, el suero de procesado se usa para el procedi-
miento de prueba inicial y el confirmatorio después de

incubar a la temperatura ambiente durante un periodo de
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aproximadamentc 15 minutos.
REACTIVOS DE PRUEBA

Los procedimientos de prueba de diagndstico de
la prosente invencidn comprenden una reaccidn inmunoldgica
entre ¢l factor dc la hepatitis del suero procesado y la
fraceidn de globulina contenida en el reactivo de diagnde-
tico, La rcacecidén inmunoldgica tiene una forma similer a
los sistomas convencionales de¢ entigeno-anticucrpo, pero,
debldo al tamafio de particula del agregado coloidal prb-
ducido por la reaccidn, requicre el uso de wn vchiculov
para haccr nds expodita le visualizacidn macroscépica de
una reaccidén en otra forma invisible. Para los fines de
la presente invencidn se ha encontrado que dan excelentos
resultados los vehiculos de particulas de ldtex de un ta-
nafio substancialmente uniforme, que proporcionan un grado
Sptinmo de especificidad y sengibilidad junto con una me-
jor velocided y calidad de la reaccidn., Asi, pues, tanto
en log procedimiontos de prucba preliminares como confir-
natoric sc cmplea substancialmente el mismo reactivo de
diagndstico. '

El reactivo de diagnéstico mejorado de la pre-
sente inveneidn es una solucidn salina alcalina de particu~
las de ldtex revestidas con una fraccidn de gamme-globulina.
Se ha encontrado que las particulas de resinas orgdnicas
sintéticas en la forma de una suspensidn de 1dtex son lag
mis adecuadas para actﬁar como vehiculo en tanto que el

tamatio y la forma de las particulas se pucda controlar con
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precisidn. Es conveniente usar una particula de forma y
tapafio uniformes, por ejemplo esferas de un didmetro de en-
tre aproximadanente de 0.5 y 1.0 micras., Las suspensiones

de esas particulas pucden obtenerse por leo polimerizacidn

de la rcsina bajo condiciones controladas. Se prefiere
particularmente las particulas de poliostircno de una forma
en general csférice y un didmetro de 0.81 micras, coﬁ“ﬁna
desviacidn de¢ aproximadamente solo 0,0063 micras. Esas esfe-
ras se crec que tienen un peso molecular de mds de 200,000

¥ que estdn cargadas negativamente en suspensidn.

Se obtiene ﬁna solucidn de base de particulas
de ldtex de poliestireno mediante la dilucidn apropiada
de la suspensidén de ldtex en agua destilada estéril, El gra-
do de dilueidn podrd varisr dependiendo de la concentracidn
inicial de la suspensidn y serd por general una suspensidn
de base de 1:19..Sin embargo, de conformidad con la presen—
te invencidn, se llega a la concentracidg apropiada cuando
une solucidn que consiste de O:1 ml, de solucidn de base y
10 ml. de agua permite una transmisidn de luz de 5 % a
través de una muestra de 13 x 13 x 100 mm, medida en un
espoctrofotdémetro Coleman (Modelo 11 o 14) a 650 my
equipado con un filtro rojo. Si bien la solucidn ae ldtex
de base preparada de esta manera debe almacenarse por refri~
geracidn durante perfodos prolongados,; no debe congelarse

para lograr los mejorcs resultados.

El reactivo de diagndstico sera una solucidn

salina alcalina de las particulas de ldtex revestidas con
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ganma=-globulina humena, como por ejemplo, fraceidn Cohn II
obtenida de suero humano o plasma fraccionados por los mé-
todos 6 y 9 do Cohn y compucsta principalmente, si bien

no exclusivanmente, de gamma~globulina, El reactivo se pre-
pars mezelando la solucldn de ldtex de base descrita con

la gamma-~globulina en presencia de un amortiguador ade-
cuado, De acuerdo con lo anterior, para egte fin, se pro=-
para una solucidn amortiguadora de glicina-salina de concen-
tracidn hasta cierto punto diferente a la usada durante el
procesado dcl suero fraccionado. Egto puede conseguirse sin
dificultad ajustondo el pH de una solucidn 0.1 molar de
glicinz a 8.2 con hidrdxido de sodio 1N y luego disolviehdo
un poco monos de aproximadamente 0,2 moles de cloruro 4G -

godio en la misma,

La solucidn de base de la fraccidn de gamma~glo=
bulina humana para usarse como reactivos puede prepararse
usando la golucidn amortiguadors arriba descrita., El reac—
tivo es una fraccidn de gamma-globulina, previamente incu-
bada 2 aproximadamente 572G, durante de 15 o 30 minutos y
se usa on la forma de una solucidn al 1% del amortiguador.
De conformided con la modalidad preferida de la presente
inveneldn, ¢l reactivo serd la fraccidn II de gamma-globu-
lina de suero humano combinados, es decir, la Fraccidn Cohn
II. 8in embargo, puede cmplearse también cuglobulina o la
fraceidn IT de gomma-globulina de pacientes con artritis
reumatoide., Cuando la fraccidn de gamma-globulina tiene

la forma de un sdlido, un gramo de la misma puede dizolver-
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s¢ conveniontenmente en 100 ml. de solucidn amortiguadora
usando incrementos de 5 a 10 ml., recogiéndose el fluido
supcrnat nte dc cada incremgnto~hasta que el polvo se
disuelve complotamente. La solucidn pucde entonces sor
contrifuga y filtrada para proveer 1o solucidn de bage
de fraceidn II de gammaéglobulina al 1% descada.

El roactivo de diagndstico de Ldtex-globulina
deseado se obtione entremezelando las soluciones de basc
de ldtox de poliestireno, reactivo de gamma~globulina y
amortiguadores de salina en proporciones adecuvadag. La s0-
lucidén de ldtex y la solucidn de reactivos se mezclan en
proporeciones de aproximadamente 1:5 y luego se diluyen afia~
diendo aproximadamente 100 partes por volimen de amorwi -
guador para dar la formulacidn de reactivo final. Esto darg
como resultado la concentracidn de particulas de 1dtex
substancialmente igual a la usada para determinar la di-
lucidén apropiada de la solucidn de base. La concentracidn
resultante de la fraccidn de globuline serd de aproximada-
mente 0,05%, Puede afiadirse aproximadamente 0.1% de azida
de sodio al reactivo como preservativo y la solucidn resul-

tante almacenarsc bajo refrigeracidn.

PROCEDIMIENTOS DE PRUEBA

Los procedimientos de prueba de diagnésticos
utilizados de conformidad con la prescnte invencidn inclu-
yen operacioncs de prueba tanto prelimlnares como confirma~
torias. La prueba preliminar proporciona una determinacidn

extremadamente rdpida de lz posible existencia de hepati-
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tis infeccionsa o de sucro mientras que el procedimiento de
prucba confirmatorio dura sdlo ligeramente mds tiempo pero

cs muacho nds discriminatorio en sus resuliados.

La prueba preliminar comprende simplemente éi"v
entremezclado de porciones iguales, por cjemplo, de 0,05‘
ml., de tanto el sucro procesado como el reactivo de diggrds-
tico de ldtex~globulina en un porta~objetos. Después de ha-

AR RN

cer oscilar suavemente el porta-objetos hacia atrds y hacia
.en
adelante aproximadamente un minuto para asegurar la inter-
accidn, los resultados se leen macroscédpicamente por la g
trons-iluminacidn del portaobjetos. Una reaccidn p0siti€af
se caracterizs por una fuerte aglutinacidn, es decir, 1o
formacidn de agresados coloidales visibles de un cardcler
regular ¢ individual, en oposicidn a una forma coloidal
irregular que puede caracterizarse mejor como un gel,
En el caso de la reaccidn positiva de la prueba en el

porta-objetos deberd realizarse la prueba confirmatoria.

Pucden obtenerse reacciones positivas falsas
en la prucba en el porta-objetos a partir de sangre hemo-
lizada o suero que contenga estromas de gldbulos rojos.
Sin embargo, este tipo de reaccidn es marcadamente dife-
rente, al producido por hepatitis. La reaccidn con estro-
mas dd como resultado un tipo svelto como de hojuelas e
irregular de¢ aglutinacidn categorizado como un gel, en come
paracidn con los agregados coloidales regularmente forma-

dos que indican la prueba positiva de la hepatitis,
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El procecdimiento de prueba confirmatorio se lleva
al cabo cu un tubo de rcaceidn capilar calibredo que tiene
una primera marca o los 0,03 ml., y una scgunda marca a los
0,07 ml. El reactivo de litex-globulina so introduce pri-
mero al tubo capilar hasta que llega a la marca de,0.0é'mi.
Luego sc introduce el suero procesado al capilar usando.el
mismo extromo de entrada hasta que la parte superior del
roactivo de¢ diagndstico llega a la marca de 0,07 del capi-
lar, Las soluciones dentro del capilar se entromezclan in-
virtiendo repetide y suavemente el tubo capilar dicz o mds
veces para permitir la interaccidn completa entre,losAméfe-
riales gue llovan cargas de polaridad opuestas, es decir, las
porticulas de poliestireno-globulina cargadas negativamenfe
y ¢l factor de hepatitis cargado positivamente., E1l tubo se in-
vierte finolmente y se monta dentro de una capa de arci—
1la quec sirve para sellar el extremo del capilar en un me—
dio eldetrico neutro a la vez que sc mantiene el tubo erec-
0 para observar la aglubtinacidén y la sedimentacidn dentro
de la mezcla, Por lo general la aglutinacién o floculacidn
ocurre dentro de los 15 a 20 minutos en el caso de hepati-

tis tanto infecciosa como de suero y el régimen de sedi-

mentacidn puede seguirse con facilidad durante un trang-

curso de tiempo de aproximadamente una hora. Durante este
tiempo, se toman lecturas a intervalos frecuentes, por
e¢jemplo de cada 10 o 15 minutos, y se anota cualguier
difercncia en el rdgimen de sedimentacidén., Bl rdgimen de

sedimentacidn para la hepatitis infecciosa y de suero es
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substancialmente difcrente al causado por los sueros hemo-
lizados, De hecho, la sedimontacidn resultante del caso

de hepatitis se termina por lo general en de 15 a 20 mimu-
t0s antes que la causada por los sueros hemolizados. Se ha
encontrado también que el método de prueba confirmatorio
produce un resultado negative dentro de una hora en todos
los casos cuando la prueba preliminar ha dado rcsultados
positivos falsos débiles debido a una terapia de cortisona

v o estromas de gldbulos rojos de la sangre.

. Las diferencias arribva indicadas en el régimen
de sedimentacidn podrdnspreciarse mejor tomando en_con-:‘
gideracidn la dindmica del sisftema. Es sabido que si las
particulas de uno suspensidn igo-dimensional se dejan
asentarse por su propia cuentn, tienden a empacarse por
pi mismas de manera tal que resulta un sedimento con
onergin libre minima, Esto significa que las particulas
se alineardn con sus superficlies grandes quedando Opues-
tas entre si., Das capas solvatadas no cambiadas o lio-
esféricas actuardn de esta manera como un lubricante que
permitird que las particulas se deslicen sobre gi mismas
hagta que hayon alecanzado sus lugares apropiados. El can-
bio de polaridad resultante de la presencia del factor de
hepatitis y la eliminacidn resultante de la fuerza auto-
repelente del poliestireno permiten gque la escala de sedi-
mentacidn sea proporcional a la masa de agregados cololde-
les de que sc¢ trate. Las particulas neutralizadas tenderdn

entonces a coalesoersc o o adherirse entre gi para formar

«



e

10.

15.

20,

25.

agregados coloidales que dan como resultado un empaque com=
parativamente suelto y una aceleracidn del rdgimen de sedi~-
nontacidn., Ademds, las capas _solvatadas de las particulas

gsentadas en primer término gon distorsionadas por la pre~
sién ejercida gobre cllas y esto a su vez ayuda a las pérti—

culas restantes a entrar en reposo mds rdpidamente.

Se apreciard que la combinacidn de particulas
de estireno-globulina con el factor de hepatitis dd comg
regultado una particula coloidal primoria do tamafio sub- .
microsodpico que manifiesta solo discontinuidades discre-
tas, Estas particulas ooloidales primarias se asocian en— H
tonces sin perder su individualidad para formar 1los agre-
gados coloidales visualos caracteristicos de una reageidn
de prueba positiva., Sin ombargo, en el caso dc sueros _
hemolizados o sueros que contienen estromas de gldbulos
rojos, las partioulas sobrepasan la escala coloidal y for-
nan un aglutinado en hojuelas irrcgular, clasificados como
un gel, mds que como un agregado coloidal verdadero., La di-
fercncia visual entre la formacidn de gel y la formacidn
de agregado coloidal puede distinguirse fécilmente en
particular cuando se acopla a la diferencia de régimen de

sedinentacidn,

El procedimiento de prueba de la presente inven-
¢cidn hace posible tambidn distinguir entre la hepatitis de
sucro y la hepatitis infecciosa ain cuando se cree que e
bas son causadas por el mismo agente etioldgico. Siguiendo
cuidadosamente el régimen de sedimentacidn en ¢l procedi-_

niento de prucba confirmatorio, podrd observarse que todosg
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los casos de hepatitis infecciosa monifiostan un rdgimen
de sedimentacidn mds rdpido que el dec los de hepatitis de
suero., Se¢ cree que csta diferencia se debe a log factores
asociados con log pacicntes individuales, como son la vig
de transmisidn, la concentracidn de gamma~-globuline y las
condiciones generales del higado, asi como los medicamentos

recibidos por los pacicntes individualmente.

~ En la tabla 1, se rogistran resultados tipicos
logrados wtilizando los procedimientos de prueba preli-
minares y confirmatorios de la presente invencidn, nou
respecto a un gron mimero de enfermedades del higado re-
lacionadas. .
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TABLA T
Enfermedades Nimero d¢  Prueba Preliminar  Confirmatoria
estudi d-s sueros ea- Negativa Pogitiva Negntiva Positiva
tudiades

Hepatitis infec-
ciosa 140 0 140 0 140
Hepatitls de sue- B
0 78 0 78 0 T8
Artritis reunte B
toide 18 16 27 18 0
Ficbre reumitica 38 38 0 38 0
Com~ hepdtico-™" 17 17 0. 17 0
Mieloma miltiple 6 5 ita 6 0
Cdncer del higado 6 6 0 6 0
Lupus eritematoso 2 2 0 2 0
Bacterias sub-agudasg _

(endocarditis) 4 3 1T 3 177
Mononucleosis infec-
ciosn : 24 21 37 23 17
Ictcricia obstruc-
tiva 5 5 0 5 0
Cirrosis aloohdlica 73 73 0 13 0
Anemia por eritrocitos
anornaleg 12 12 0 12 0
Anemio de Cooley 3 3 0 3 0

~ Débilmente positiva —-cl

=T 6~= cirrosig alcohdlica

paciente

l-~ envenenamiento con tetro-

cloruro

4= gobredosis de barbitiricos

habia recibldo terapia con cortisonc.
2-- envencnoslento con iaseeticida

fm= de origen desconocido

T+fEl paciente tenia un proceso hemolitico, la hemoglobina del
lagma fud de 0,06 gr.
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Cono pﬁede verse por la Tabla I se obtuvieron
resultados de prucbo positivos en 100% de los casos en
que habia hepatitis infecciosa o de suero y se obtuvieron
resultados negativos en aproximasdanente el 99% de todos-
los casos de onfermedades del higado aparte de la hepati-

tls deo suero e infecciosa.

~ Para el fin de valorar mejor el procedimiento.de
prucba, se realizaron ciertas prucbas en conjunto con la

AL N Y

ilirubina de suero y la tronsaminasa pirdvica de suerp

(8.G.P.T.). La concentracidén de bilirubina a los casos'de

»
28 ey

hepatitis de suero infecciosa variaron de 1,8 mg, pol' ‘dien-
Yo a 19 mg, por ciento y log valores de transaminasaaﬁi}ﬁp
vica variaron de 34 unidades a 1400 unidades. Cuando'qu
realizoron procedimientos de prueba de la presente inven—
cidn en estos pacientes se obtuvieron resultados positivos
hasta el ddcimo-sexto mes después de haberse declarado la
hepatitis. Once cagos de hepatitis conocida se siguieron
sobre una base mensual y los resultados de prueba siguieron
siendo positivos durante un promedio de once meses despuds

de haberse declarado la enfermedad.

Log ejemplos siguientes se dan para el fin de que
pueda conprenderse de manera mds completa la efectividad de
la presente invencidn.. Estos ejemplos se presentan con fi-
nes de ilustracidn solamente y no se pretende de maners ale

guna linmitar la prdetica de la invencidn,

B snnzens §
e
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EJEMPLO 1

Se tomaron aproximadamente 8 ml, de sangre humana
de un paciente que sc crela que tenia hepatitis, teniendo
cuidado de evitar la hemdlisis removiendo la aguja deo la
Jeringa antes de colocar la muestra de sangre en un tubo
de ensayo. La muestra de sangre se entrifugd a 1800 rpnm
durante 10 min. y el sucro supernatante se decanté a un
tubo de ensayo seco y limpio, ELl suero se colocd en an -
congelador y se dejé permanecer ahi durante 2 horas, 2 una_
Temperatura de congelador de aproximadamente -209C, Despuds
de remover del congelador el suero se dejé descongelarse
completamente a _la tenperatura ambiente sin agitarlo.

Una vez que el suero hubo llegado a la temperatura ambieﬁ-
te la mayor parte de la capa del fondo del suero desgohge-
lado se separd cuidadosamente con una pipeta y se descar—

garon las capas superiores dc suero.

. Se prepard un reactivo de proceso como sigue: sc

disolvieron 7.8 gramos de glicina y 17 gramos de cloruro de
sodio en un litro de agua y se ajustd el pH de la solucidn

a entre 8,6 y 9.2, con una solucidn de hidréxido de godio

al 10 por cicnto. A esto gse afiadid 0.1% de azida de sodio

. Se pasaron aproximadamente 0,8 rml de la solucién
de proceso por medio de una pipeta o un tubo dec ensayo lin~
pio y seco al cual se afiadié 0.05 ml, de la capa del fondo
del suero, La mezcla resultante se dejd reposar a la tem—

peratura ambiente para un periodo  de incubacidn de apro-
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ximadanente 15 miantos, agitando le nmezola cada 5 minutos
durante el periedo de incubacidn. EL producto resultante

serd Tlamado en adelante suero procesado.

.
®o 0 as

Usando precouciones de esterilidad, se prepars
v reactivo de diagndstice de litex y gémma—globuliﬁéf%.par~
tir de 0.5 mi do una golucidn de 1ldtex de base 1:10‘525 ml
de una solucidn de base de gamma-globulina a2l 1% (Preccidn
II de Cohn) y 10 ml., de una solucidn amortiguadora alealina.
Tas soluciones de Litex y gamma-globulina se mezclaron y se
colentaron a 57¢C durante de 15 a 30 minutos antes db'aﬁan

dir el anortiguador,

2 & ®

-
s *

Le solucidn amortiguadora se prepard a par¥ir de
975 ml. de una selucidn de glicina 0.1 molar a la éﬁéi se
afiadieron 2.5 ml. de uvna solucidn de hidrdxido de zodio 1N,
Se afladid ogua para hacer 1 litro de solucidn y se ajustd el
pH a 8.2, A csto se afiadid 10 gromos de cloruro de sodio

para proporcionar la golucidn amortiguadora de base,

Se diluyd una suspensidn de ldtex de poliestireno
de pariticuias de policstireno de un didmetro promedio de 0.81
micrag con agua _destilada estdril hasta que la solucidén oxhi-
bid una transmisidn de luz de 5% cuando se le diluyd apro~
piadancnse y midien@o en un egpectrofotdnmetro de la manera
anteg indiceda. La solucidn de base es substancialmente
una solucidn 1:10 de una suspensidn de polimero con de
30 a A0% de sdlidos.

_ Se prepard una solucidn de gomme~globulina al
1% de base disolviendo 1 gr., de la fraccidn de II de gonma~



globulina liofilizada de sueros humanos combinados en 100 ml,

de solucidn amortiguadora de base.

El procedimiento de prueba preliminar se llevd

al cabo de la siguiente maneras se mezclaron aproximédamenm
5. te 0.05 ml, de suero procesado y 0.05 ml, de reactivo de

diagndstico en un porta~objetos con una varilla de vidrio,

EL porta-objetos se hizo oscilar suavementec haciaatris y
hacia adelant< durante un periodo de aproximadamente un
minuto, Da transiluminacién del porta-objetos revelé una

10, Vaglutinacidn fuerte dentro de la mezcla indicando una reac—

cidén positiva de hepatitis.

Para confirmar los elementos de prueba se llend
un tubo de reaccidn capilar marcados con el reactivo de
diagndstico hasta la marca de 0,03 ml, Usando el mismo ex-

tremo del ftubo capilar, el suero procesado se introdujo al

o tubo hasta que el rcactivo llegd a la marea de 0,07 ml, del
tubo, DLas soluciones del fubo capilar se mezclaron suavemel
te inclinando el tubo aproximadamente diez veces despuds de
lo cual el tubo se invirtid y se coloed en posicidn vertical

20, dentro de una capa de arcilla., Al cabo de 20 minutos, la

solueidn manifestd una aglutinacidn fusrte indicando una

+ reaccidn positiva de hepatitis infecciosa.
EJEMPLO II

Se hizo una prueba con un grupo de testigo de pa-
25. clicntes a los cuales previamente se habla determinado como
clinicamente negativos en relacidn a la hepatitis de con~

formidad con el procedimiento de prueba de la presehte in-



i

30

il

4 1l
£ sz

vencidn usando los procedimientos y reactivos substancial-
mente idénticos a los indicados en el ejemplo I, E1l nimero
total de sueros probados fué de 1879. De este mimero, se
obtuvieron 24 casos o sea el 1,3% con reacciones deprucba

5. positivas, De entre estos 24 se encontré que 10 eréh.gésos
de hepatitis y 4 eran asintomiticos pero se les ha continuado

vigilando, No fué posible seguir los restantes 10 caéqs.

Seasa

EJEMPLO III

ooooo

Se provd otro grupo de 1425 pacientes en un.estu-
10, dio a ciegas usando reactivos y procedimientos subg?éncial—
mente idénticos a los indicados en el ejemplo I: La Unica
informacidén suministrada antes de hacer la prueba es la de
que estos pacientes tenfan enfermedades del higado. Dexntro
de este grupo se obtuvieron resultados de prueba positivos
15, °n 31 (5.5%) pacientes. Mds tarde se manifestd que estos 31
casos eran ol nimero total de casos de hepatitis conocidos

incluidos en el grupo de estudios a ciegas como tesbigos.

Se hizo una prueba con otro grupo de estudio a

cliegas consistente de 1848 pacientes, de conformidad con el

20. procidimiento de prueba de la prsesente invencidn. Este gru-
po consistid de 983 pacientes normales, 675 pacientes con-
enfermedades que no eran hepatitis de suero o infecciones y
190 casos conocidos de hepatitis. Cuando se hicieron las
pruebas d. conformidad con la presente invencidn, se identi-

05, ficaron de manera positiva 189 casos de hepatitis y se en-
contré que 4 del grupo normal deben también resultados po-
sitivos,
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EJEMPLO IV

En otro estudic selecto, se sometieron a prueba
190 casos de hepatitis conocidos de la manera indicads en
el ejemplo I, Todos los 190 (100%) casos dieron reacciones
de prucba positivas tanto en los procedimientos de pfueba

preliminares como en los confirmatorios.

En un estudio de campo, se sometieron a prueba
750 pacientes de conformidad con el procedimiento de prue-
ba de la presente invencién, De entre estos, 1l eran casos
conocidos de hepatitis. El procedimiento de prueba dz la
presente invencidn puso en evidencia los 11 casos conocidos.
En un estudio de campo separado de donantes de sangre, 21
(2.4%) de los sueros probados dieron resultados positivos
con el procedimiento de prucba de la presente invencidn.,
Se ha comprobado en dos de estos resultados de indicacidn
positiva, posteriormente, que se trataba de casos de hepa-

titis, Los otros 19 se han seguido.

Se encontrd que el suero de pacientes que habian
sufrido procedimientos quirmirgicos usando circulacidn extra-
corpérea daban reacciones positivas falsas de tipo de gel
de hasta aproximedamente las primeras dos semanas después
de la cirugfa. En este grupo el 93% (465 de 489) 4ié un
tipo de gel de aglutinacidn, E1 plasma promedio (hemoglo~
bina) de estos pacientes fué de 0.08 gramos por ciento.

Los pacientes de este grupo recibieron ya sea sangre entera
sola, sangre entefaygamma—globulina o bien sangre enters
gamma~globulina y fibrinégeno. Log resultados falsos posi-
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tivos pudieron agruparse de la manera siguiente: (1) los
pacientes que r cibieron 2 unidades o mds de sangre entera
reaccionaron hasta el unddecimo dia; (2) los pacientes que
recibic¢ron sangre entera y gamme-globulina reaccionaron has-
ta el dia ddeimo quinto, y (3) los pacientes que recibieron
sangre entera, gamma=~globulina y fibrindgeno reaccionaron
hasta el ddcimo septimo dia. En todos los casos de pacienw
tes quirdrgicos de cireulacidn extracorpdrea, a excepsidn
de cinco, los sueros dieron resultados negativos después

de los periodos arriba indicados, En los primeros cinco
casos que son reacciones mds prolongadas, tres fueron admi-
tidos posteriormente al hospital con diagndstico de hepati-
tig de suero,

Como puede verse por la descripeidn detallada
anterior, la presente invencidn proporciona un procedimienw
to de pruebe extremadamente seguro y allamente selectivo
pare detactar la hepatitis tanto infecciosa como de suero,
Permite al clinico diferenciar rdpidamente entre la hepa-
titis y otras enfermedades del higado al mismo tiempo que
evita un alto porcentaje de reacciones no especificas de
una naturaleza falsa negativa o falsa positiva, inecluyendo
aquellas causadas por factores como son la sangre hemoliza-
da, sangre que contiene estromas de gldbulos rojos, sangre
de pacientes que recihieron terapia de cortisona y sangre
de pacientes que habian sufrido recientemente procedimientos
circulatorios extracorpdreos, EL procedimiento de la presente

invencidn hace posible también el aislamiento de un factor
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especifico de la hepatitis y utiliza un reactivo de diagnds-
tico especifico que demuestra visiblemente la presencia del
factor de hepatitis en el suero de sangre humana, El proce~
dimiento de prueba de diagndstico de la presente invencidn
es efectivo también para producir resultados de prueba posi-
tivos desde un mes antes de la declaracidén de la hepatitis
aproximadamentc 12 meses despuds de laoccurrencia de la en~

frrmedad,

Como serd evidente parc las pergonas expertas en
la técnica, pueden hacerse varias modificaciones, adaptacio=
nes y variaciones a la exposicidn especifica anterior sin

ale jorse de las enseflanzas de la presente invencidn,
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Hecha la descripeidn del presente invento ge hace
constar, que esta solicitud se acoge a la prioridad de la
solicltud de patente estadounidense Serial no 883,261, de-
positada el 8 de Diciembre de 1969, y que se declargﬁ Ccomno
nuevaes y de propia invencidn las reivindicaciones1éiéﬁien—
tes.

1.~ Procedinmiento de prueba de diagnéstico para
la indicacidn selectiva de la hepatitis que compréﬁde un
método para preparar suero de sangre humana para la detece
cidn inmunoldgica de hepatitis infeccioza o de suern, con
las etapas de fracclonar criogénicamente el susrc en una
pluralidad de capas y separar subsecuentemente la capa
mig inferior para usarla en un procedimiento de prueba

inmunoldgica.

2.~ Procedimiento, en cuyo método, de acucrdo
con la reivindicacidn 1, dicho fraccionamiento criogénico
incluye las etoapas de haccr bajar lentamente la ftemperatu-—
ra del suero o menos de su punto de congelacidn para cau-
sar la migracidn de, cuando menos, una porcidén del conte-

nido de globulina, 2 la porcién mds inferiocr del suero y
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subsecuent: minte permitir que el suero se caliente a la
temperatura ambiente en ausencia de agitacidn para producir

1la estratificacidn dentro del suero.

3¢~ Procedimiento, en cuyo método, de acuerdo
con la reivindicacién 1, la etapa de fraccionamiento orio-
génico se lleva a cabo bajando la temperatura del sﬁero a
~209C. y manteniendo eso temperatura durante un periodo to-
tal de mds ds una hora,

4.~ Procedimiento, en cuyo método, de acuerdo con
la reivindicacidn 1, se incluye la etapa de incubar la capa
de suero separada en presencia de wuna solucidn de glicina-
salina que tiene un pH de la escala comprendido aproximada-—

mente entre 8.6 y 9.2.

5~ Procedimiento, en cuyo método, de acuerdo con
la reivindicacidén 1, se incluye la etapa de incubar la capa
de suero separada en presencia de una solucidn salina alca-
lina que tiene una concentracidn de sal de, aproximadamente,

052 - 0,3 moles por litro.

6.~ Procedimiento, en cuyo método, de acuerdo con
la reivindicacidn 5, dicha incubacidn se lleva a cabo a la
temperatura ambiente durante un periodo de cuando menos 15

nminutos, aproximadamente,

7o~ Procedimiento, en cuyo mébodo, de acuerdoe con
la reivindicacién 1, se incluye la etapa de incubar la capa

de suero separada en presencia de una golucidn de glicina~

/
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salina de 1 ¢ 13 a 1: 17, aproximadamentc,

8.~ Procedimicnto, con arr.glo al cual para
acondicionar wna fraceidn de suero dz sangre humana para
det.rminar la riaceidn inmuboldgica definitive, se Torma
una solucidn de la fraccidn en proceso con un reactive
de prueba que compr:nde una solucidn de glicina-salina
gue tiene un pH de la escala de 8,9 a 9,2 y una concen-
tracidn de sal inorgdnica de, aproximedamente, cuando me-
nos 0,23 noles por litro,

Q.- Procedimiento, con arrsglo al cualy de
acuerdo con la reivindicacidn 8, lu sal inorgdnica es
clorurc de sodio, con una concentracidn de, aproxinada-
nente, 0,3 moles por litro, y la glicina se encuentra
presente & una concentracidn de, aproximadanente, 0,1
moles por litro.

10,= Procedimiento, con arreglo al cual, el
precitado reactivo de prueba de diagndsticc inmunoldgico
para debectar hepatitis infececiosa y de suero en sueros
fraoccionados criogénicamente, comprende una suspensidn
acuosa de parﬁfculas de resina gbélida revestidas con
wne fraceidn ds globulina en una solucign salina amor-
tiguadora alealina, cuyas particulas de resina tienen
w didmetro con promedio de 0,5~1,0 micras, aproxinada-

nente,

11l,- Procedimiento, con arreglo al cual, el
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precitado reactive, de acuerdo con la reivindicaceidn 10,
tiene dichos porticulas como particulas de poliestireno
o wna concentracidn sustancialmente igual a la concentra-
cién de particulas iddnticas en una suspensidn acuosa que
manifiesta una transmisidn de luz de 5% medida por medio
de un espectrofotdmetro de 650 mm equipado con £iltro ro-

jo.

12,~ Procedimiento, con arreglo al cual, en el
precitado reactivo, de acuerdo con la reivindicacidn 10,
tiene la concentracidn de la fraceidn de globulina

0,05% en peso, aproximadamente,

13.~ Proccdimiento, con arreglo al cual, de
acuerdo con la reivindicacidn 10, en cuyo reactivo la so-
lucidn amortiguadora es una solucidn de glicina-salina
que tiene un pH de 8,2 aproximadamente, una concentracidn
de glicina de 0,1 moles por litro, aproximadamente y una
concentracidn de sal de menos de 0,2 moles por litro,

aproxinadanente.

14,~ Procedimiento, con arrcglo al cual, de
acuerdo con la reivindicacidm 10, en cuyo reactivo, las
particulas d: resina son particulas de poliestireno con

un promedio dc didmetro de 0,81 micras; aproximadamente.

15, Procedimiento, que en su desarrollo para

prueba xeroldgica para la deteccidn inmunoldgica de hepa-

titis infcocciosa 0 de suero en suero de sangre humana, cOm~
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prende las etapas de froccionar criogzénicamente el sueroc en
una pluralidad de eapas, separar la copa nds inferior, incu-
bar lo porcidn separada en presencia de uno solucidn salinag
que tiene un pH de 8,6, aproximadamcnte, y durante un pe~
5. riodo de #iempo suficiente para proveer un suerc resulton~
te del proceso seguido que estd sustancialmente libre de
gama—~globulina, y subsecuent.nente llevar el suero dé,ese
proceso a un contaebo intimo con un reactivo que conprande
wna froceidn de globulina humena revestida sobre porticulas
10, de vehfculo para formar agrcegados coloidales macrosééﬁibos
que incidan una reaccidn positiva de la hepatitis infecciom

sa 0 de susro,

16.,- Procedimiento, de acuerdo con la reivindico-
cién 15, en el cual el fraccionamiento criogénico se lleva
15. 2 cabo cometiendo el suero a una temperatura ambienti: de -200¢,
aproximadamente, durante total de ftienpo de una hora, o 1o ne-
nos, y permitiendo subsecuentcmente que €l suero se caliente
a la tenperatura ambiente en ausencia de agitacidén, para pro-

ducir capas perc:ptibles dentro del suero,

20, 17.- Proczdimiento, de acuerdo con la reivindica-
cidn 15, en el cual la capa de suero separada se incuba en
presencia de una solucicén salina alecalina y una concentro-
cién de sal inorgdnica de 0,2 a 0,3 moles por litro, aproé

ximadamente, durante un periods de 15 minutos, aproxinada-
25. mente,

)/
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18, ~ Procedimiento, de acusrdo con la reivindica-
cidn 15, en el cual la proporcién de la capa de suero a

solucidn salina es de 1 : 13 a 1 : 17, aproximadamente,

19.~ Procedimiento, de acu.rdo con la reivindi-
cucidn 15, en el cual lag partfculas de vehfculo tienen un

promedio de didmetro de 0.5 a 1,0 micras, aproximadamente,

¥ la concentracién de la fraceidn de globulina es de 0,05%

én peso, aproximadamente.

20,~ Procedimiento, de acuerdo con la reivindica-
cién 15, en el cual las particulas de vehiculo son pérticum
las de poliestireno y el reactive incluye una solucidén amor—
tiguadora de glicina-salina que tiene un pH de 8,2{.dproxi—
nadamente, y una concentracidn de sel de menos de 0,2 moles

por litro, aproximodamente,

21l.~ Procedimiento, de sncuerdc con la raivindica-
cidn 15, en el cual el fraccionamiento criogérmico se lleva
2 cabo sometiendo el suero a una tenperatura ambiente de
-202C, aproximadamente, durante 2 horas, aproximadamentec,
¥ dejando que el suero se caliente a la temperatura ambien~
te en ausencla de agitacidn, y la solucidn salina es una
solucidn de glicina-salina que tiene un pH de la escala
de 8,6 a 9,2 y una concentracidn de sal de o 1o menos

0,23 noles por litro, aproximodamente.

22.~ Procedimiento, de acuerdo con la re¢ivindica-—

cién 21, en el cual la proporcidn de la capa de suero a so-

/
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lueidn salina es de 1 3 16, aproximadamente, la concentra-
cidn de cloruro de sodio es de 0,3 moles por litro, aproxi-
madamente, y la concentracidn de glicina es de 0.1 moles

por litro, aproximadamente,

23.~ Procedimiento, de acuerdo con la reivindi-~

cacidn 15, on el cual el fraccionamiento criogénico se lle-

va o capo sometiendo el suero a una temperatura amblente

de ~209, aproximadanment:, durant: 2 horag, aproximadamen—
tey, ¥ la solucidn salina es una solucidn de glicino-soli-
ne que tiene una concentracidn de sal de a lo menos de

0.23 moles por litro, aproximadamente, sicndo las particulas
de vehfculo particulas de poliestireno de menos de 1,0 mi-
cras ¥y la concintracidn de la fraceidn de globulina de¢ 0,05

por ciento en peso, aproximademente.

24,~ Procedinmiento, de acuerdo con la reivindica-
cidén 15, en el cual el fraccionamiento criogénico se lleva
a cabo sonetiendo el cuero a wne temperatura ambiente de
-208C, , aproximadamentc, durante 2 horns, aproximadamsnté
¥ vermitiendo que el suero se caliente a la tenperatura
amblente en ausencia de agitacidn, inoubdindoge la capa de
suero durante 15 pminutos, aproximadomente, a la tempero~
tura ambientc en presencia de una solucidén de¢ glicina-
salina que tiene un pH de la escala de 8,6 a 9,2 y wna
concentracidon de sal de 0,3 moles por litro, aproximadanen-
te, siendo las particulas de vehiculo particulas de polieg-

tireno que tienen un promedio de didmetro de 0,81 micrag,

/
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aproximadamentc, y una concentracidn de la fraccidn de
globulina de 0,05%, aproxinadamente, en peso, y el reac-
tivo incluye una solucidn amortiguadora d¢ glicina-salina
que tiene un pH de 8,2, cproximadomente, y una concentra-

cidn de sal de 0,14 moles por litro, aproximedamente,

25.~ Procedimdento, de acuerdo con la reiviﬁ-
dicacidn 15, en el cual el suerc objeto del prooeso'y'el
reactlvo se mezelan en proporciones aproximadanente igua-
les en un porta~objetos. |

264~ Procedimiento, de acuerdo con la reivin-
dicaclén 15, en el cual el suero objeto del proceso y el
reactivo se mezclan dentro de un reciplente de reacaién

en proporciones de 4 : 3, aproxinadanmente,

27.~ Procedimiento, de acuerdo con la reivindi-
cacién 15, en el cual se incluye la etapa de observar el
régimen de sedimentacién de los agregados coloidales ma-
crogobpicos resultantes de la reaccidn durante un perfiodo

de una hora y nenod.

28.~ Procediniento de prucba de diagnbstico para

la indicacidén selectiva de la hepatitis,

Segin ge describe y reivindica en la presente

memoria descripbiva que consta de 42 pdginas foliadas y
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¥ escritos o mdquina por una sole de sus caras.

Modrid,
JAMES T,

Pe v

de Noviembre de 1970

einadss JOuE Koomwsck

m'pC.
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