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PROCEDIMIENTO DE OBIENGION DE UN REACTIVO DE DIAGNOSTICO
PARA EL ANTIGENO DE AUSTRALIA O DE SU ANTICUERPO.

Ao =mme

c-%{?a?an/a ‘PFIZER CORPORATION, entided panamefia, residente en
Celle 15%, Avenide Sente Issbel, Colon, Repiblioca del
Panamé.. '
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Ia invenoidén sé relaoioma con 19. preparaoién de
_reactivos para el diagnbatico de la presencia de antigeno
agociado con 1s hepatitis, ‘conocido también como antigeno
de ‘hepatitis B o an-b:[geno de Austmlia, 0 pare diagnosti—-

5. oar la presencia del antieuerpo del mismo, en mues‘cras san
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-denominada hepatitis del suerc en el recipiente. Diche hepa-
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guineas, En particular, la invenecién. se relaciona con reac-
tivos de diagndstico los cuales permiten unos ensayos_répi~
dos ¥y seguroé en relacién con este_antigeno o su anticusrpo,
¥y se relaciona también con los métodos de ensayo i emos y
enveses pare reaiizar dichos ensayos. _

ElAantigeno de Austrélia descublerto . por Blumberg
ot al, J.Amer,Med.Assoc., 191, 541 (1965); Amn.Int.Med., 66,
924 (1967), estd presente en la sengre de una proporcién

répidos ¥ seguros es de una grandisima importancia al obje-—

to de evitar el empleo para los fines de transfusién de san

gre que oontiene'el antigeno, el cual puede dar luger a la

titis, la cual se puede desarrollar después de un largo pe-|
riodo de incubacién, puede ser peligrosa e incluso faetal en

algunos casos. Iguaslmente,.es importante la.posibilidad de

detectar el anticuerpo del antigeno de Australia en perso- :

nas 0 animales que pueden haber sido infectados o inmuniza-

dos con antigeno de Ausiralia.

Por lo tanto, existe una necesgsidad de encontrer
unos métodos de ensayo de diagndstico que seen rdpidos, gen-!

aibles, capaces de une repetioldén de rutina sodbre un gran !

‘'nfmero de muestras sanguineas, que utilicen une cantided

minime de reactivo de disgnéstico j que sean seguros, es %
deoir, capaces de detectar el antigeno (o su anti;uerpo) en %
cualquier muestre de sangre (bien en la sangre totel, eﬁ el i
guero o en el plasma) que lo contiene y que proporcione &l ;
miamo tiempo un niémero ninimo de resultados "falsos positi-!

vos" es decif, indicaciones falsas de la presencia del an-

tigeno (o anticuerpo).
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De acuerdo con la invenclén, un reactivo de diag-
nostico para el antigeno 7- de Ausitralia, o el anticuerpo del
mismo, comprende une suspensién acuosa de partioculas de re-
gsine sintética, finamente divididas, de una forma y -tamaiio
sustancialmente uniforme, revestidas con el antloueipo espe
cifico al antigeno de- Australia. Preferiblemente, las par-
t+iculas sor..i particules esférioss de poliestireno que t1enen
un didmetro de 0,16 micres aproximadamente, pudiendo ser
adecuadas también las par'éioulas de poliestireno u otras
resines sintéticas, por ejemplo, ‘resinas acrflicgs, que
tienen dimensiones uniformes ;ie 0,06 a OAmicras.

El enticuerpo especifico &l antigeno de Austrelia
ge deriva preferiblemente del suero o't;tenido de mami{feros,
por ejemplo, humanos, ovejas, cabras o oobayo_s, que contie-
nen el anticuerpo o que han sido inmunizados con antigeno
de Austrelie altemente purificedo procedente de sangre hu~-
mena, Bl enti-suero es puﬁficaéo .para‘ geparar del mismo
los antiduerpos residuales a laes proteinas del suero hume-
no, u otras sustencias que interferirifan con el empleo del
reactivo de disgnéstico pare la deteccién del antigeno de
Austrelie. .

Ia suspensién acuosa contiene preferiblemente
0,5 4 p/v, aproximadaments, de part{culas de resina, pero
podria contener de 0,1 a 3'% p/v de particules de ‘resines.
Para la preparacién del reactivo de diagndéstico, la sus-
pensién contiene preferiblemente 0,05 % p/v aproximadsmen-
te del antiouerpo, edsorbido sobre las particulaes de resi-
na, pero ésto puede variarss también en.funcién- de la con~
eehtracién de particulas, Le proporeién de anticuerpo debe~

4 ser jus-eémente la suficlente pare eviter la auto-agrega-
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oién de las particulas de resina. Para las particulas esfé-
ricas de poliestireno de 0,16 micras de didmetro, ssta pro-
porcién es de 1/10 aproximadamente del peso de las particu—
las. Una proporcién inferior a 1/20 del peso de particulas

de 0,16 micras causa, como se ha encontrado, 12 auto-agrega-

| s16n. Ias proporciones superiores a 1/10 conducen & una sen-

sibilicad dieminuide del resctivo de diagnéstico cuzndo se
utiliza para ensayar la pfesehcia de antigeno, aungque pue-
den utilizerse proporeiones de hasta el doble del peso de
perticules de resing de 0,16 mioras.

Ia suspensién contiene preferiblemente wn-estabi~
lizador, efiadido después de la adsorcidn del antiouerpo so-
tre las particulas, por ejémplo; una proteina inerte tal co-

mo elbiimina de suero en une conéentracién de, por ejemplo,

10,41 % p/v. Puede estar tembién presente un preservativo, por

ejemplo, 8zida sédica en una concentracién de 0,1 % p/v.

De acuerdo con une versién preferida de la inven-
cibén, el reactivo de diagn6a-bioo cdnti‘ené también suero nor—
mel (es decirr, suero que no contiene el anticuerﬁo especifi-
co al antigeno de Australia o que no contiene el antigeno
de Augtralia mismo) obtenido & pertir de 12 misma especie

de me.m:[fero de la que se obtuvo el Busro que contiene el

' anticuerpo. La presenoia de dicho suero nommal reduce sus-

tanclalmente la proporoién de indiocamciones "positivas fal-
sas" cuando el reactivo &e diagnéstico se utiliza para de-
teotar el antigeno de Australis en muestras sanguiness, Oon
preferencia, se incluye una part; apzjox:!me.damente de suero
normel por 20 = 50, por ejemplo, 35 partes (en voltimen.) de
la suspensién acuose de particulas de resina revestidas con

anticuerpo.
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El reactivo de dimgnéstico para el antigeno de
Austrelia o anticuerpo, de acuerdo con la invencidén, puede
prepararse afindiendo una suspensién de las particulas de re—%
sina, adecuadamente diluides y filtradas si es necesario,

a una solucién o suspensién apropiadamente diluide del anti~§
cuerpo purificado y egitando, por ejemple, & temperatura am-g
blente, hasta completarse la adsorciédn del anticuerpo sobre

las particulas. A continuecién, pueden afiadirse, en propor—

clones adecuadas, alblimina de suero, suero normal proceden- :
te de la especie de mami{fero a partir de la cuel se obtuvo

el enticuerpo, diluido si es necesario, para facilitar la. maji-
nipulacién. Es particulamente importante la adicién de la
sugpensién de perticulas de resine a la solucibén o suspen-
sidn de anticuerpo, en lugar del procedimiento inverso,
puesto que este Ultimo puede provocar una auto-agregacibén
irreversible de las particulas de resina.

En el método de ensayo, segin le invencién, en re-
lacidn con la presencia de antigeno de Australia, se mezcla -
una muestre de ensayo, de suero, plasma o sangre ftotal, op- i
eionalmente en mezcla con un diluyente acuoso, con un voli-
men adecuado (por ejemplo, un volimen iguel) del reactivo de
diagndéstico preparado segin la invencién, y se continte el
mezelado durante al menos 2 minutos, con preferencia duren-
te un periodo de 5 & 10 minutos. Si el antigeno de Austra-
lia estd pfesente en la muestra de ensayo, entonces se pre-
senta la aglutinacién de las particulas de resina, por ejem-
plo poliestireno, pare formar aglomerados visibles. 5i no
aparecen aglomerados en un periodo de 5 minutos, esto es in-
dicativo de le ausencia de antigeno de Australid en la mues-

tra de ensayo.
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En el método de ensayo segin la invencién para de-
terminar la presencia de anticuerpo gl antigeno de Austra-
lie, la muestra de ensayo se agite con un volimen stenderd
de solucién o suspensién purifioada de entigeno de Austre- ;
lia derivado del plasma Qanguinao humene, se afiade el reac—

tivo de diagnostico preperado de acuerdo con la invencién y

le muestra se aglta durante un perilodo similar. Si se ohser-
va una aglutinacién de las particulas de resina, esto es in-g
dicativo de la ausencia de anticuerpo de la muestra de ensa-%

yo3 si las particulas de resina se aglutinan en un periodo

‘de .5 minutos, esto quiere decir que esté presente el antl- %

cuerpo en la muestra de ensayo, ya que dicho anticuerpo ha
reaccionado con el antigeno afladido y de este modo se inhi- |
be la ulterior aglutinacién de las particulas de resina por
sl gntigeno.

Como antes se ha mencionado, se incluye preferi-
blemente en el reactivo de diagnosticb, suero nowmmal proce-
dente de la misme especle mamifers & partir de la cual se
obtuvo el anticuerpo. Esto es particularmente importante pa-'
ra realizar el ensayo en relacién con el antigeno, para re-
ducir al minimo la aparicién de reacciones "positivas fal-
sas", Por ejemplo, si no se ineluye suero nomal de cobayo
en el remctivo de diagndéstico que contiene el anticuerpo de~;
rivado del antisuero de cobayo, se encontrerd que un 10 %
del suero humano que no contiene antigeno de Australia‘ag&u~A
tina a las particulas de resina que tienen el anticuerpo |
del antigeno de.Ausfralia adsorbido sobre las mismas. Esto
es probable debido & la presencla de sustancias en dicho
suero humano, que reaccionan con obtros materiales proceden—

tes del antisvero del cobayo & partir del cual se obtuvo el
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los sélidos procedentes del suero normal, por e jemplo, la

anticuerpo del antigeno de Australia. Sin emburgo, si el
suero normal del cobayo se incluye solamente en una canti-
dad comprendide entre 1 y 3 % de suero humeno, se .observaré
la aglutinadién de las particulas de resing en ausencia de
ahﬁigeno de Austrelia procedente del suero. Esto puede ser

debido a los componentes del sﬁero noxrmal del cobayo que

son capaces dé reaccionar con aquellas sustancias del suero |

humeno y evitar ams{ que las mismas provoquen la aglutina-
cién de las particulas de resina.

Para conseguir la misma finalidad, el suero nor-
mal puede ponerse en contzcto con la muestra de ensayo de

diversos modos diferentes & la inclusidén del mismo en el

i
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i
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i
i
|
]
i
'
i
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i

reactivo de diagndstico. Por esjemplo, el suero normal puede

mezclerse con le muestra de ensayc entes de que el reactivo -

de diagnéstico se mezcle con la muestra de ensayo; o la mues
tra de ensayo puede agitarse con un agitador que ha sido re-
vgstido con los sélidos procedentes. del suero normel, por
ejemplo, sumergiéndolo en el.suero normal y evapordndolo
haste sequedad; -0 la muestra de ensayo puede colocarse 80—

bre une superficie que ha sido similamente revestida. con

superficie de un portaobjetos de cristal o de plastico.

. En el caso de que la muestra de ensayo consista

}

en sangre total, esta deberd tratarse primeramente para pro

vocar le lisis de las células de 1a misma y evitar asi la

‘| coagulacibn, antes de que se ensaye con pespeoto,é la pre-

sencia del antigeno de Australia o de su anticuerpo. Pare
egta finslidad, l2 muestre de ensayo puede tretarse con un
diluyente acuoso qué contiene un surfactante no iénico del

tipo de alquilfenol polioxietilado, por ejemplo, iso-octil-

i
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fenoxi-polioxietilmetanol (Triton X~-100, Rohxh & Hess Co.)
¥ oitrato sédico. . "

En el o;.so de que la muestra de ensayo.ses de plas
me sanguinec, éste deberd contener un anticoagulants, por
ejemplo ocunlquiere _de ;l.os anticoagulantes convencionales,
tal como oltraeto sédico ¥ convenientemente deberd tretarse
también ocon el m;l.amo -diiu.yen‘ce aouoso que contiene un sur-
factante no iénico, al igual que pare la muestra de sangre
total, con el fin de proporecionar la lisis de las oélulas
residuales presentes en la miama.

Un envase adecuado, para la realizaoién de los en-
sayos de acuerdo ocon le invencidn para detectar el antigeno
de Australiam, oomprende preferiblemente un vial de reactivo
que dontiene une cantidad apropiada de un reactivo des diag-
nostico de mouerdo con la inveneién, y un vial de veaotive
que contiene una cantided similar de una solucién diluyente

que contiene un ag'ente de 1isis junto con un anticosgulante,

| pare 1a J.:Lsi.é y dilueién de las mestras de ensayo de san-

gre total y de plasma. También pueden incluirse potaobjetos
negros de oz'lstal o de pléstico sobre los cuales se llevan
e oabo los eNngayos..: '

~ Tos siguientes e;]emplos son ilus'krativoa de la in-~
veneién. 7 . _
A. Preparacién de los reactivos de disgndstico

EJEMPLO 1 ‘

~ Una suspensi6n acuose el 40 % p/v de esferas de
polies'bireno de 0,16 micras, fabricadas. por Styrene Pro-
ducts Iimited (No. de producto 24.016) y vendidas por BIH
Chemicals Iimited, se diluye 8l 5 % p/v con selina tampona-

de con boreto y se filtre & través de wia membrens con un
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wvino (1 % p/v) ¥ finalmente se afiade azida - sédica . para dar

. .- . '
neda. Se afiade elbimina de suero bovino (1 % p/v) para esta-!

’z% g) Ei z% g% 77 -9 -

temafio de pore de 1,2 micras. A-continuaclén, se afinde in~
mediatamente & 9 volimenes de antisuero purifiendo de coba- E
yo que contiene ol antioueipo del sntigeno de Australia (di—i-
luido & 0,05 % p/v y se agite constentemente durente 30 mi-

nutos. Se afizde entonces un volimen de albimina de suero ho-

una concentréoién de 0,1 % p/v en el producto final. El Pro~.
ducto se mentiene a 42C, en cuya temperatura es estable du-
rante 3 meses por lo menos.

EJEMPLO 2

Una saspensién al 40 % p/v de las mismes esferas
de poliesfireno,empleadas en el ejemplo 1, se diluye a un
5 % con salina tamponada con glicina y se esteriliza por la
adicién de beta-propiolmctona bajo control del pH. A conti- :
nuaoldén, se afiade & 9 volﬁmepes de suero burificado del co~- i
bayo, adecuadamehte diluido,'de los animales inmunizaedos- §

con entigeno de Australia. Ia suspensién de poliestireno se :
sfiade lentemente, con agitacién, y se continda la agitecién |

i
durante 30 minutos. .lag esferas de poliestireno se centrdfu—§
i

gen, se lavan una vez sobre el centrifugado con salina tam-

ponade y se resuspenden al volimen originsl en salina tempo-i

bilizer le suspensién de esferas de poliestireno y se conti~i
. . . . !

nde la agltacién durante 30 minutos. Se afinde un décimo de
: |

i
!

|

un volimen de suero nommsal diiuido, de cobayos no {nmuni za-
dos (diluido 1:3,5 con saline tampoﬁada con glicina) y la .

mezcle se agita de nueve durante 30 m;nutos. Flnalmente, la ;
mézcla ge sacudé vigorosesmente para dispersar cualesquiara é

aglomeraciones de particulas. Todas las soluciones utilize- -

das soniesterilizgdas por filtracién y contienen 0;1 % de
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‘ elecjbmfo'resis) contra el banel y deberd proporcionar como

‘reacelén, Bl an'tisﬁe;b purifioado del cobayo empleado en

1el antioverpo residuel & las proteinas del suero humsno si

’?’\3"".’\?@ "10"".

azlde sédlca como agente preservativo, :El producto g8 mare
tiem_a a 4eC, a cixy& tem.peic‘.a'bum. ag cotable duranlke 3 mesey ‘
por 1o menos. . | : ;'
El eoniportamiento de un ;bte de reactivo de diag-
néstico, es evaluado mediante un ensafo contra un penel de
por Lo menos 50 sueros humanos que contienen diversos. titu-
los conocidos de éntigeno de }.ustralia. Este combortamiento
se compare con el comportemiento de gnsayds standard pare

el antigeno de Australia (difusién de gel y contre-irmuno-

ridinimo una sensibilidad igual. Ia selectividad es evaluada ‘,

g
contre al menos 100 sueros humenos y muestras sanguineas de .
1

lag cuales se desoonooe que contengen antigeno de Australia,;

y no més del 3 % de les muestras deberdn proporcionar una

los ejemplor 1 y 2 se prepart oomo sigue:

Se inmunizan cobayos con antigeno de Australia ;
purificado de las muestras de plasme humeno por asociaclén '
isopicnica en un gz:é.dien’ce de oloruro de cesio o bromuro de i
potasio en una centrifuge zonal seguido por centrifugacién l
zonal en un gradiente de sucrose. Una inmmizacién primaria

con antigeno en adyuvente completo de Freund en los lomillos!

i
1

de losg pies es segulda por dos inoculaciones in.trai)eritonea-’g
i
les de anti{geno sin adyuvante. Después de la formacién de

una polla de los sueros recogidos de los cobayos, se separa

es necesario ponlendo en contacto el antisuero con suero nox-
mal hunano polimerizado con oloroformato de etllo. El suero ,
se purifica entonces mediante precipitacién con sulfato sb- :

dico acuoso al 14 %, se dializa contre salina &acuosa tempo~
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nade con fosfatfo.y puede calentarse a 56°C durante 30 minu-
tos, si se desea, para le destruccién completa. A comtima-
eién, se afiade azida sédica (0,1 %) como agente preserveti-
vo. Para su empleo en la preparacién del reactivo de diag-
néstico, el antisuero se diluye adecuadamente. Is diluocién
éptima se elige mediante la preparecidn de pequefios lotes

del reactivo de diagnéstioco ocon diversas dlluciones del 'an—
tisuero y ensayando éstos eon{;ra un panel ds sueros humenos
de los cuales se sabe que contienen antigeno de Australia.

La dilucién que proporciona el mejor comporiemiento contra

el panel cuando se reviste vcontra lee partioulas de resina,
es seleccionade pare la preparscién dgl reactivo de diagnés-g
tico. Normalmente, la dilucién 6ptima estéd oomprendidg en'bre;
1:20 y 11100, 3
B. M&todos de ensayo pare determinar la pregencié del anti- ‘

geno de Austrelia

EJEMPLO 3

Sobre un portaobjetos de microscopio se coloocs une

i
gota (aproximadamehte 25 /11) de una muestra de ensayo de E
suero humeno y se afiade una gota similar de suero normal

diluido (1:20) de cobayo. A continuacibn, se sgita suave-

mente con una'varilia ablicadora de madere, disponible, Qu-
rente unos cuentos gegundos. Se efiade una gote de reactivo
de dimgnéstico, preparado segin el ejemplo 1, y la mezola |

se agita con la varilla aplioadora de madera disponible

haste que el didmetro de la gotas es de 2 am aproximadamente..
El portaobjetos, colocado sobre una loseta negia, se balan-
cea suavemente de un lado & otro durante 2 mimitos. En este {
ﬁomenﬁo, una muestra de suero que’ contiene antigeno de

Avstralia muestrs una aglutinacién definide,aunque une mueg
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"!;m fuertemente positiva sglutinard o las parsiculas de po-

liestireno en un periodo de tiempo de 15 & 30 segundos. Los |

sueros negativos no producen ninguna aglu'tinacibn vigible
en un periodo de tiempo de 2 minutos,

EJEMPLO 4 -

Sobre un portaobjetos negro de oristal (o plédsti- .

co) se coloca una goté (40 /ul) de una. muestre de ensayo de
suero humeno. Se afidde una gota de reactivo de diagnbstico
preparado gegin -el ejemplo 2 y la mezcla ge aéita. con une, .
varille aplicadora de madere disponiblé hasta que el didme-
"g;ro de 1la gote es de 2 cm aproximademente. El portaobjetos.
ge balancea susvemente de un lado a otro durente 5 minutos.
En este momento une miestra de suéro' que contiene entigeno

de Austrelis muestra une aglutinécién definide, aunqus uwna

muestra fuertemente positiva aglutinard a las particulas de -

poliestireno en el espacio dé 15 a 30 segundos. Ios sueros
negativos no producen ningune sglutinacién visible en el

espacio de 5 minutos.

EJEMPLO 5

Se affade una gota (aproximadamente 40 /u'l) de san- .

gre humapa, venosa o capilar procedente de un pinchazo en
el dedo, & un tubo que contiene 200 41 de diluyente de
la siguiente composicién: 0,1 % de oitreto trisédico, 0,1%
de azida sédice y 0,02 % de un surfactente no iénico (iso-
octilfenoxi-polietoxietanol, Triton X-100, Rohm & Heas Co.)

en agua destilada. Después de mezclar mediente sueve agita- .

olén y tres el reposo durente 10 minutos para proporecionar
la lisis de las células de la sangre, se colocen dos gotas
de la mezcla sobre un portaobjetos negro de cristal (o de

pléstico), se afiade una gota del reactivo de diagnéS'tico

a~
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preparado segin ol ejemplo 2 y se realiza enlonocen ei énsﬂ~
¥o como en el ejeﬁplo 4.

EJEMPLO 6

Se afiaden 20/u]. de sang;é (sangre venosa o capi- .
lar) a 5Q/11. apréximadamente de diluyente (composicién cdmo%
la del ejemplo 5) sobre un portaobjetos negro de cristal |
(o pléstico). ILa sangre y el diluyente se agitan con uma va..E
rille aplicadora de maders disponible y la mezcla se deja |
reposer durante 5 & 10 minutos para asegurar la 1isis‘00m_
pleta de las células de sangre. Se afiede una gota del reac- %
tivo de diagnéstico prep&radb seglin el ejemplo 2 y ge rééli~;
z& el eqsayo como en el ejemplo 4. . |

EJEMPLO 7

- Se centrifuge sengre que contiene cualquiera de

los antlcoagulentes stendard, tal como citrato, para gepa-
rer la masa de las células., E1l plasms resultanteAseparadé
de las células empacadés, ge ensaysa entonceé con respecto
al antigeno de Australia por cualquiera de los métodos indi-'
cados en los ejemplos 5 6 6, exmctamente igual que para la
sangre total.

Cuando se realiza una serie de ensayos de acuerdo

a ouélquiera de los ejemplos 3 & 7, es conveniente incluir

un suero "poslitivo" o "negativo"~conoéido en cada gerie,

‘fcon fines comparafivos.

C. Método de ensayo para determinar la presencia del anti-

cuerpo al antigeno de Austrelis

EJEMPLO 8
Se preparen dlluciones seriales 112 de un sueTo
humano conocido que contiene antigeno de Austrelia, emplean-—

do suero normsl humano (es decir, libre de. antigeno de Aus-



tralia o de su anticuerpo) como diluyente. Una gohé de cadn

una de las diluciones se ensaya con el reactivo de diagnés-—
tico del ejemplo 4 y se registra la diluelén méds elevada en
la cual se presenta adn la méxime reaccién de aglutinacién. .
5. Esta dilucién es la selecoionads para utilizarse en el en-
gayo. Se éﬁade una gota (40/u1) de la dilueldén seleccionada
del suero que contilene antigeno & una gota (40/u]) de'uha
lmuesﬁré de ensayo de suero humano sobre un portaobjetos ne- ?
gro de cristal (o pléstico) y se mezelan las dos con una Vo
10, rilla aplicadore de madera disponible. Después de reposar |
durante 5 minutos, para permitir que se presente 1l inter- g
acoién antigeno—éntiouerpo, se afiade una gota (4Q/11) del
reactivo de diagndéstico preparade segin el ejemplo 1 y ase
mezecle brevemente con une varille aplicédora de madera. El
15. portaoﬁjetoé se balancea entonces suvavemente de un lado 2 .
otro durante 5 mihutos; En este tiempo, ée habréd presentado i
ye le aélutinaoién ocon oualqpiqr suero del ensayo que no
contiene antiocuerpo. Cuando no %curre la aglutinaocldn, esto
da a demostrar la presencia de anticuerpo en el suero del
20. | ensayo. En comparacién, se realizé un ensayo simulidneo
empleando une gota de un suero del cual ge sabe que estd
livre de éntigeno de Austrelia o de su antlouerpo; en este
ensayo daberé esperarse. una fuefte reccolén de aglutinaoién.é
El titulo de ahticuerpo en cuelquier suero de en-
25. sayo puede establecerse reali;and6 al.ensayo como anterior- '
mente sobre diluciones al doble del suero del ensayo en el
suero normal. EL punto final es 1a dilucién més elevade del :
suero del ensayo que fracasa pare dar la aglutingcién ocon
el reactivo de diagndéstico mediente el ensayo desorito en
30. el ejemplo 8. l
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‘| das son susceptibles de modificaciones de detalle en ocuanto

'que el invento corresponde a une solicitud de patents presen

. ve la esencle del referido invento por lo que se solieita

'- por lo siéui_ente:

' " |po, carecterizado porque comprende &fiadir une suspensién
|acuosa de particulas de resina sintética, finamente dividi-

‘|das, de una forme y tamefio sustancialmente uniformes, & una

de ‘Austmlia;'y agltar 1a mezcla hasta completarse la ad-

‘soroién del antioue’rpo sobre las "particulaa.’

: raoterizado porque laa particulaa de resina tienen unas di-

. mensiones uni.f.omea de 0,063 0,4 micras.

- recterizado porqu.e las par't;ioulas de. resina son partiou]as

. Descerita suficientemente la naturaleza del inven—
to, as{ como 18 meneras de realizarse en la prdectioam, debe

hacerse oonstai- que las disposiclones anteriormente indica-
no alteren su principio fundamentel. Tambidén se¢ hace oonstar
tada en Inglaterra con el n? 36097/71 de 31 de julio de 1971,
acogiéndose por lo tanto & los beneficios que conceden los
Convenios Interhacionales en vigor, siendo lo que constitu-
Patente de Invencién por 20 afios en Espaia, sobre: PROCEDI-
MIENTO DE OBPENCION DE UN REACTIVO DE DIAGNOSTICO PARA EL

ANTIGENO DE AUSTRALIA O DE SU ANTICUERPO; caracterdzéndose

1(—- Prooedimiento de obtenclén de un reactivo de

diagn&sti'oo para el antigeno de Australia o de su entiousr-

solucién o suspensién del enticuerpo. espeoifico al antigeno
2.~ Procedimiento segin la reivindicecién 1, ca-

3.- Procedimiento aogdn la reivindioaoién 2, oa.-

de poliestireno. .

4em Prooedimiento segdn le reivindiosoién 3, o~
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racterizado porque las particulas de resina son particulas
esférioas de pollestireno que tienen un didmetro de 0,16 mi-
oras aproximademenie.

5,- Procedimiento segin cualquiere de lag reivin-
dicaciones anteriores, caracterizado porque las partieules
de resine se revisten con anticuerpo derivado del suero de
cobayos que ha sido inmunizedo con antigeno de Australia
altamente purificado de sangre humena,

6.~ Procedimiento segin 18 reivindiomeién 5, ca-
recteorizado porque el suero & partirr del cual se deriva el
anticuerpo estd libre de antiocuerpos residuales a las pro-
teinas del suero hunmano.

Te= Prodedimientb seglin cualquiera de las reivin-
dicaciones anteriores, ocaracterizado 'porqué la suspensién
contiene ds 0,1 2 3 % p/v de partioulas de resina.

8.~ Procedimiento segin le reivindicacién 7, o=
recterizado porqtie 1a suspensién contiene 0,5 % p/v aproxi-
mademente de las partioulas de resina, |

9.~ Procedimiento segin cualquiera de 1as reivin-
dicaciones anteriores, caracterizado porgque la proporeidén de

antioverpo adsorbido sobre las particulaes de resine es sufi-

ciente para evitar la auto-egregacién de las particulas.

10.~ Procedimiento segﬁn le reivindicaoién 9, ot~
recterizado porque las particulas de resina. son particulas
esfériocas de poliestireno que tlenen un didmetro de 0,16 mi~
craa'apmximada.mente y el peso de antiouerpo adsorbldo smo-—
bre las mismes es come minimo de 1/20 sproximadamente e in-
ferior a dos veces el peso de las yarticulas. '

11,~ Procedimiento segin la reivindicacidén 10,

caracterizado porque el peso de antiousrpo adsorbido sobre
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lag particulas os de 1/10 aproximadamenté del peso de lapg

particulas.
12.~ l'rocedimienlo segun cunlquiern de Tug rel-
vindieficliones anteriores, caracterizado porque a la suspen~ |

slén se sfinde también uns proteina inerte como estabiliza- |

13.~ Procedimiento segén la reivindicacién 12, ca—?

racterizado porque el estabilizador es une elbimina de sue- !

0.

14 .~ Procedimiento segin la reivindicaeibn 13, ca~§
racterizado porque la albimine de suero es albimina de sueroé
bovino.

15.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivin—
dicacionea anteriores, caracterizado porgue & la suspensién :
se afiade también un agente preservetivo.

16.~ Procedimiento segin la reivindicacién 15, ca-.
recterizado porque el preservativo es azida sbédica. :

17.~ Procedimiento segin cualquiere de las reivin-
dicaclones anteriores, ocaracterizédo porque & la suspensién ;
se afiade también suero normel, como anteriormente se ha de- %

finido, obtenide de la misma especie de mamifero de la oual :

se obtuvo el suero que contiene el anticuerpo. ‘

18.~ Procedimiento segin la reivindiozeién 17, ca-l
racterizado porque se afiade une parte en volumen, aproxime- -
damente, del suero nomel por 20 - 50 partes de la suspen- ‘
gién. |

19.~ Procedimiento de obtencidén de un reactivo de -

diagnéafico para el antigeno de Austrelia o de su anticusr- f

po, 8l y como quede sustencialmente descrito en le presen-

te Memordia.

™
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Este Memoria consta de-18 hojas escrites o mdquina
por une gola cara, : ’
Madrid, 34 JUL. 1972
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