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PROCEDIMIENTO DE ENSAYO PARA DETERMINAR LA PRESENCIA 

DE ANTIGENO DE AUSTRALIA EN UNA MUESTRA DE SANGRE.

PFIZER CORPORATION, entidad panameña, residente en 

Calle 15&, Avenida Santa Isabel^ Colon, República del 

Panamá.

La invenoión ae relaoiona oon la  preparación de 

reactivos para e l diagnóstico de l a  presencia de antigeno 

asociado oon l a  h ep a tit is , conocido también como ahtigeno 

de h ep a titis  B o antígeno de A ustralia, o para diagnosti­

car l a  presencia del anticuerpo del mismo, en muestras san
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guineas. En particu lar, l a  invención se relaciona con reac­

tivos de diagnóstico lo s  cuales pe imiten unos ensayos r á p i - ' 

dos y seguros en relación con este antigeno o su anticuerpo,; 

y se relaciona también con lo s  métodos de ensayo mismos y i 

envases para re a liz a r  dichos ensayos. ¡

El antigeno de A ustralia descubierto.por Blumberg !
!

e t a l ,  J.Amer.Med.Assoo., 191. 541 Í1965); Ann.Int.Med., 66.; 

924 (1967), está  presente en la  sangre de una proporción } 

muy pequeña de l a  población, pero su detección por medios 

rápidos y seguros es de una grandísima importancia a l  obje- 

to de ev itar  e l empleo para lo s fin es de transfusión de san ¡ 

gre que contiene e l antigeno, e l cual puede dar lugar a la  

denominada h e p a tit is  del suero en e l recip iente, picha hepa-: 

t i t i s ,  la  cual se puede d esarro llar  después de un largo p e - ' 

riodo de incubación, puede se r  peligrosa e incluso fa ta l  en j 

algunos casos. Igualmente,- es importante l a  posib ilidad  de i 

detectar e l anticuerpo del antigeno de A ustralia en perso­

nas o animales que pueden haber sido infectados o inmuniza- ¡ 

dos con antigeno de A ustralia . j

Por lo  tanto, ex iste  una necesidad de encontrar 

unos métodos de ensayo de diagnóstico que sean rápidos, sen­

s ib le s , capaces de una repetioión de rutina sobre un gran } 

número de muestras sanguíneas, que u tilioen  una cantidad ¡

mínima de reaotivo de diagnóstico y que sean seguros, es I

decir, capaces de detectar e l antigeno (o su anticuerpo) en ! 

cualquier muestra de sangre (bien en l a  sangre to ta l, en el ¡ 

suero o en e l plasma) que lo contiene y que proporcione a l 

mismo tiempo un número mínimo de resultados " fa lso s  p o s it i-  ! 

vos" es decir, indicaciones f a l s a s  de l a  presencia del an­

tigeno (o anticuerpo).
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De acuerdo con la  invención, un reactivo Ae diag­

nóstico para e l antigeno de A ustralia , o e l anticuerpo del 

mismo, comprende una suspensión acuosa de partícu las de re­

sina s in té tic a , finamente d iv id idas, de una forma y tamaño 

sustancialmente uniforme, revestidas con e l anticuerpo espe  ̂

o ífico  al.antigeno de A ustralia. Preferiblemente, la s  par­

tícu las son partícu las e sfé r ica s  de poliestireno que tienen 

un diámetro de 0,16 mieras aproximadamente, pudiendo ser 

adecuadas también la s  partícu las de poliestireno u otras 

resinas s in té tic a s , por ejemplo, resinas a c r i l ic a s ,  que 

tienen dimensiones uniformes de 0,06a 0 ,4  m ieras.

El anticuerpo especifico  á l  hntigeno de A ustralia 

se deriva preferiblemente del suero obtenido de mamíferos, 

por ejemplo, humanos, ovejas, oabras o cobayos, que oontie- 

nen e l anticuerpo o que han sido inmunizados oon antigeno 

de A ustralia altamente purificado procedente de sangre hu­

mana. El anti-suero es purificado para separar del mismo 

lo s  anticuerpos residuales a la s  proteínas del suero huma­

no, u o tras sustancias que in te r fe r ir ían  oon e l empleo del 

reactivo de diagnóstico para la  detección del antigeno de 

A ustralia .

La suspensión acuosa contiene preferiblemente 

0,5 % p/v, aproximadamente, de p artícu las de resina, pero 

podría contener de 0,1 a 3 % p/v de partícu las de resin as. 

Para la  preparación del reactivo de diagnóstico, l a  sus­

pensión contiene preferiblemente 0,05 % p/v aproximadamen­

te del anticuerpo, adsorbido sobre l a s  partícu las de r e s i­

na, pero ésto puede variarse también en función de la  con­

centración de partícu las. La proporción de anticuerpo debe­

rá se r  justamente la  su ficien te para ev itar  la  auto-agrega-
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ción de la s  partícu las de resina. Para l a s  p artícu las e sfé ­

r ic a s  de poliestiren o  de 0,16 aderas de diámetro, e sta  pro­

porción es de 1/Í0 aproximadamente del peso de la s  particu- } 

l a s .  Una proporción in fe r io r  a  1/20 del peso de p artícu las ¡ 

de 0,16 aderas causa, como se ha encontrado, l a  auto-agrega-!

ción. Las proporciones superiores a 1/10 conducen a una sen-i
i

s ib ilid ad  disminuida del reaotivo de diagnóstico cuando se i 

u t i l iz a  para ensayar l a  presencia de antigeno, aunque pue­

den u t i liz a r se  proporciones de hasta e l  doble del peso de 

partícu las de resina de 0,16 mioras.

La suspensión contiene preferiblemente un e stab i-  ¡ 

lizad or, añadido después de la  adsorción del anticuerpo so­

bre l a s  p artícu las, por ejemplo, una proteina inerte t a l  oo-¡ 

mo albúmina de suero en una concentración de, por ejemplo,

0,1 % p/ir* Puede e s ta r  también presente un preservativo, por;
!

ejemplo, azida sódica en una concentración de 0,1 % p/v.

De acuerdo con una versión preferida de la  inven­

ción, e l  reactivo de diagnóstico contiene también suero nor­

mal (es deoir, suero que no contiene e l anticuerpo e sp e c if i­

co a l  antigeno de A ustralia  o que no contiene e l  antigeno 

de A ustralia mismo) obtenido a p a r t ir  de l a  misma especie 

de mamífero de l a  que se obtuvo e l suero que contiene e l ' 

anticuerpo. La presencia de dicho suero normal reduce sus- !
tanclalmente l a  proporoión de indicaciones "p o sitiv a s  f a l ­

sa s"  cuando e l  reactivo de diagnóstico se u t i l i z a  para de­

tec ta r  e l  antígeno de A ustralia en muestras sanguíneas. Con  ̂

preferencia, se incluye una parte aproximadamente de suero 

normal por 20 -  50, por ejemplo, 35 partes (en volúmen) de 

l a  suspensión acuosa do p artícu las de resina revestidas con 

anticuerpo.
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El reactivo de diagnóstico para e l  antigeno de

A ustralia o anticuerpo, de acuerdo con la  invención, puede j
prepararse añadiendo una suspensión de la s  partícu las do re-<. *
sina, adecuadamente d ilu idas y f i lt r a d a s  s i  es necesario, 

a una solución o suspensión apropiadamente d ilu ida del anti-i

cuerpo purificado y agitando, por ejemplo, a temperatura am-j
- !

biente, hasta completarse la  adsorción del anticuerpo sobre ' 

l a s  partícu las. A continuación, pueden añadirse, en propor- )
i

clones adecuadas, albúmina de suero, suero normal proceden- i 

te de la  especie de mamífero a p a r t ir  de la  cual se obtuvo í - 

e l anticuerpo, diluido s i  es necesario, para f a o i l i t a r  la. maj- 

nipulación. Es particularmente importante la  adición de la  ' 

suspensión de partícu las de resina a la  solución o suspen- ; 

slón de anticuerpo, en lugar del procedimiento inverso, t 

puesto que este último puede provocar una auto-agregación 

irreversib le  de la s  partícu las de resina.

En el método de ensayo, según l a  invención, en re­

lación con la  presencia de antigeno de A ustralia, se mezcla j 

una muestra de ensayo, de suero, plasma o sangre to ta l, op- ¡ 

cionalmente en mezcla con un diluyente acuoso, con un volú- ' 

men adecuado (por ejemplo, un volúmen igual) del reactivo de¡

diagnóstico preparado según la  invenoión, y se continúa e l '
[

mezclado durante a l  menos 2 minutos, oon preferencia duran- j 

te un periodo de 5 a 10 minutos. Si e l antigeno de Auatra- !
l i a  está  presente en l a  muestra de ensayo, entonces se pre­

senta la  aglutinación de la s  partícu las de resina, por ejem-; 

pío poliestiren o , para formar aglomerados v is ib le s . S i no ' 

apareoen aglomerados en un periodo de 5 minutos, esto es in-; 

dicativo de la  ausencia de antígeno de A ustralia en la  mues­

tra  de ensayo.

!
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En e l método de ensayo según l a  invención para de­

terminar la  presencia de anticuerpo a l  antigeno de Austra­

l i a ,  l a  muestra de ensayo se ag ita  con un volumen standard 

de solución o suspensión purificada de antigeno de Austra- ! 

l i a  derivado del plasma sanguíneo humano, se añade e l reac­

tivo de diagnostico preparado de aouerdo con l a  invención y 

la  muestra se ag ita  durante un periodo sim ilar. Si se obser­

va una aglutinación de la s  p artícu las de resina, esto es in-j 

dicativo de la  ausencia de anticuerpo de la  muestra de ensa­

yo; s i  la s  p artícu las de resina se aglutinan en un periodo

de 5 minutos, esto quiere decir que está  presente e l an ti-  }(!
cuerpo en la  muestra de ensayo, yá que dicho anticuerpo ha 

reaccionado con e l antigeno añadido y de este modo se inhi- . 

be la  u lte r io r  aglutinación de la s  partícu las de resina por 

e l  antígeno.

Como antes se ha mencionado, se incluye p referi­

blemente en e l reactivo de diagnostico, suero normal proce­

dente de l a  misma especie mamifera a p a r t ir  de la  cual se ¡ 

obtuvo e l anticuerpo. Esto es particularmente importante pa­

ra re a liz a r  e l  ensayo en relación con e l  antigeno, para re- ! 

duoir a l  mínimo la  aparición de reacciones "p o sitiv as f a l ­

sa s " . Por ejemplo, s i  no se incluye suero normal de cobayo ¡
!

en e l reactivo de diagnóstico que contiene e l  anticuerpo de-] 

rivado del antisuero de cobayo, se encontrará que un 10 % 

del suero humano que no contiene antigeno de A ustralia  aglu-¡ 

tina a la s  p artícu las de resina que tienen e l  anticuerpo ¡ 

del antigeno de A ustralia adsorbido sobre l a s  mismas. Esto 

es probable debido a la  presencia de sustancias en dicho ¡ 

suero humano, que reaccionan con otros m ateriales proceden­

tes del antisuero del cobayo a p a r t ir  del cual se obtuvo el
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anticuerpo del antigeno de A ustralia. Sin embargo, s i  e l 

suero normal del cobayo se incluye solamente en una canti­

dad comprendida entre 1 y 3 % de suero humano, se-observará 

la  aglutinación de la s  partícu las de resina en ausencia de 

antigeno de A ustralia procedente del suero. Esto puede ser 

debido a lo s componentes del suero normal del cobayo que 

son capaces de reaccionar con aquellas sustancias del suero 

humano y ev itar  a s i que la s  mismas provoquen la  aglutina­

ción de la s  partícu las de resina.

Para conseguir l a  misma fin alidad , e l suero nor­

mal puede ponerse en contacto con la  muestra de ensayo de 

diversos modos d iferentes a la  inclusión del mismo en e l 

reactivo de diagnostico. Por ejemplo, e l  suero normal puede 

mezclarse con la  muestra de ensayo antes de que el reactivo 

de diagnóstico se mezcle con l a  muestra de ensayo; o la  mués 

tra  de ensayo puede ag itarse  con un agitador que ha sido re­

vestido con lo s  só lidos procedentes del suero normal, por 

ejemplo,' sumergiéndolo en e l suero normal y evaporándolo 

hasta sequedad;-o la  muestra de ensayo puede colocarse so­

bre una superficie que ha sido similarmente revestida oon 

lo s  só lidos procedentes del suero normal, por ejemplo, la  

superficie de un portaobjetos de c r is t a l  o de p lá stico .

En e l caso de que la  muestra de ensayo consista 

en sangre to ta l, e sta  deberá tratarse  primeramente para pro 

vocar la  l l s i s  de la s  cé lu las de la  misma y ev itar  a s i  la  

coagulación, antes de que se ensaye oon respecto a la  pre­

sencia del antigeno de A ustralia o de su anticuerpo. Para 

e sta  fin alid ad , la  muestra de ensayo puede tra tarse  oon un 

diluyante acuoso que contiene un surfactante no iónico del 

tipo de alqu ilfen o l po lioxietilado , por ejemplo, iso -o c t i l-30.
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Un ol oaso de que l a  muenbra de ensayo sea da pías

ma sanguíneo, éste deberá contener un anticoagulante, por

ejemplo cualquiera de lo s  anticoagulantes convencionales^

ta l como c itra to  sódico y convenientemente deberá tra tarse  i

también oon e l  mismo diluyante acuoso que contiene un sur- !

faotante no iónico, a l  igual que para l a  muestra de sangre

to ta l, con e l  f in  de proporcionar la  l i s i s  de l a s  oólulas
. ! 

residuales presentes en l a  misma.

Un envase adeouado, para la  realización  de lo s  en-i 

sayos de aouerdo con l a  invenoión para detectar e l  antigeno } 

de A ustralia , comprende preferiblemente un v ia l  de reactivo ! 

que oontiene una cantidad apropiada de un reactivo de diag­

nóstico de aouerdo con la  invención, y un v ia l  de reactivo 

que contiene una cantidad sim ilar de una soluoión diluyante = 

que contiene un agente de l i s i s  junto oon un ánticoagulante, 

para l a  l i s i s  y dilución de la s  muestras de ensayo de san­

gre to ta l  y de plasma. También pueden in clu irse  potaobjetos ' 

negros de o r is ta l  o de p lá stico  sobre lo s  cuales se llevan ' 

a  cabo lo s  ensayos.

Los sigu ien tes ejemplos son ilu s tr a t iv o s  de la  in­

vención. !

A. Preparación de lo s  reactivos de diagnóstico

EJEMPLO 1

Una suspensión aouosa a l  40 % p/v de e sfe ra s  de 

pp liestireno  de 0,16 mieras, fabricadas por Styrene Pro- ! 

duets Limited (No. de produoto 24.016) y vendidas por BDH 

Chemicals Limited, se diluye a l  5 % p/v oon sa lin a  tampona- 

da oon borato y se f i l t r a  a través de una membrana oon un
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(¡amafio de poro de 1,2 mioma. A continuación, se ai1n.de in­

mediatamente a 9 volúmenes de antinuero purificado de coba- j 

yo que contiene e l anticuerpo del antigeno de A ustralia (di-, 

luido a 0,05 % p/v y se ag ita  constantemente durante 30 mi- ! 

ñutos. Se añade entonces un volúmen de albúmina de suero bo-j 

vino (1 % p/v) y finalmente se añade azida-sódica para dar ! 

una concentración de 0,1 % p/v en e l  producto f in a l .  El pro-^ 

ducto se mantiene a 4SC, en cuya temperatura es estable du- { 

rante 3 meses por lo  menos.
!

EJEMPLO 2 i*...*.........*...  i
Una suspensión a l  40 % p/v de la s  mismas esferas ¡ 

de poliestireno empleadas en e l ejemplo 1, se diluye a un 

5 % con salin a tamponada con g lic in a  y se e s te r i l iz a  por la  

adición de beta-propiolactona bajo control del pH. A conti- ' 

nuación, se añade a 9 volúmenes de suero purificado del co- - 

bayo, adecuadamente diluido, de lo s  animales inmunizados 

con antigeno de A ustralia. La suspensión de poliestireno se ; 

añade lentamente, con agitación , y se continúa l a  agitación 

durante 30 minutos. Las e sferas de poliestireno se centrifu-' 

gan, se lavan una vez sobre e l centrifugado con salin a tam- ! 

ponada y se resuspenden a l  volúmen orig in al en sa lin a  tampo­

nada. Se añade albúmina de suero bovino (1 % p/v) para esta-: 

b il iz a r  l a  suspensión de e sferas de poliestireno y se conti-! 

núa l a  agitación  durante 30 minutos. Se añade un déoimo de  ̂

un volúmen de suero normal diluido, de cobayos no inmuniza- : 

dos (diluido 1:3,5 con salin a tamponada con g lic in a) y la  

mezcla se ag ita  de nuevo durante 30 minutos. Finalmente, la  , 

mezcla se sacude vigorosamente para d ispersar cualesquiera ' 

aglomeraciones de p artícu las. Todas la s  soluciones u t i l iz a ­

das son e ste r iliz ad a s  por f i lt ra c ió n  y contienen 0,1 % de
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azida sódica como agente preservativo. El producto sa man­

tiene a 43C, a cuya temperatura es estable dürante 3 meses ¡ 

por lo menos. <

El comportamiento de un lo te  de reactivo de diag- : 

nóstico , es evaluado mediante un ensayo contra un panel de
!

por lo  menos 50 sueros humanos que contienen diversos t i  tu- ¡ 

lo s  conocidos de antigeno de A ustralia. Este comportamiento ¡ 

se compara con e l comportamiento de ensayos standard para I 

e l antigeno de A ustralia (difusión de ge l y contra-inmuno- ; 

e leo tro foresis) contra e l panel y deberá proporcionar como ) 

mínimo una sen sib ilidad  igu al. La selectiv idad  es evaluada j 

contra a l  menos 100 sueros humanos y muestras sanguíneas de < 

la s  cuales se desconooe que contengan antigeno de A u stra lia ,, 

y no más del 3 % de la s  muestras deberán proporcionar una - 

reacción. El antisuero purifioado del cobayo empleado en 

lo s  ejemplos 1 y 2 se prepara como sigue: :

Se inmunizan cobayos con antigeno de A ustralia  

purifioado de la s  muestras de plasma humano por asociación

isop ícn ica en un gradiente de oloruro de oesio o bromuro de i
!

potasio en una centrifuga zonal seguido por centrifugación 

zonal en un gradiente de sucrosa. Una inmunización primaria . 

con antigeno en adyuvante completo de Freund en lo s  lom illosí 

de lo s  p ies es seguida por dos inoculaciones intraperitonea-i
l

le s  de antigeno sin  adyuvante. Después de l a  formación de 

una p o lla  de lo s  sueros recogidos de lo s  cobayos, se separa : 

e l  anticuerpo residual a la s  proteínas del suero humano s i  

es neoesario poniendo en contaoto e l  antisuero con suero nor­

mal humano polimerizado con oloroformato de e t i lo .  El suero 

se p u rifica  entonces mediante precipitación  oon su lfato  só­

dico acuoso a l  14 %, se d ia liz a  contra sa lin a  aouosa tampo-
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nada con fo sfato  y puede calentarse a $69C durante 30 minu­

tos, s i  se desea, para l a  destrucción completa. A continua­

ción, se añade azida sódica (0,1 %) como agente preservati- ; 

vo. Para su empleo en l a  preparación del reactivo de diag- ¡ 

nóstico , e l antisuero se diluye adecuadamente. La dilución ¡ 

óptima se e lige  mediante la  preparación de pequeños lo te s  ' 

del reaotivo de diagnóstico con diversas diluoiones del an- ! 

t i  suero y ensayando éstos contra un panel de sueros humanos i 

de lo s  cuales se sabe que contienen antigeno de A ustralia.

La dilución que proporciona e l mejor comportamiento contra i 

e l panel cuando se reviste contra l a s  partícu las de resina,¡ 

es seleccionada para la  preparación del reactivo de diagnós­

tico . Normalmente, la  dilución óptima está  comprendida entre- 

1:20 y 1:100.

B. Métodos de ensayo para determinar la  presencia del an ti­

geno de A ustralia

EJEMPLO 3

Sobre un portaobjetos de miorosoopio se colooa una; 

gota (aproximadamente 25/Ul) de una muestra de ensayo de ¡

suero humano y se añade una gota sim ilar de suero normal {

diluido (1:20) de cobayo. A continuación, se ag ita  suave­

mente con una v a r i l la  aplicadora de madera, disponible, du- ¡ 

rante unos cuantos segundos. Se añade una gota de reaotivo ¡ 

de diagnóstico, preparado según e l  ejemplo 1, y la  mezcla 

se ag ita  oon l a  v a r i l la  aplioadora de madera disponible ! 

hasta que e l diámetro de l a  gota es de 2 cm aproximadamente.! 

El portaobjetos, colocado sobre una lo se ta  negra, se balan- ¡ 

cea suavemente de un lado a otro durante 2 minutos. En este i 

momento, una muestra de suero que contiene antigeno de 

A ustralia muestra una aglutinación definida,aunque una mués



-  12 -

5.

10;

15.

20.

25.

30.

tira fuertemente positiva  a,iluminará a la s  partícu las de po- 

lie stiren o  en un periodo de tiempo de 15 a 30 segundos. Los 

sueros negativos no producen ninguna aglutinación v is ib le  

en un periodo de tiempo de 2 minutos.

EJEMPLO 4

Sobre un portaobjetos negro de c r is t a l  (o p lá s t i­

co) se coloca una gota (40^ul) de una muestra de ensayo de 

suero humano. Se añade una gota de reactivo de diagnóstico 

preparado según e l ejemplo 2 y la  mezcla se ag ita  con una 

v a r i l la  aplicadora de madera disponible hasta que e l diáme­

tro de la  gota es de 2 cm aproximadamente. El portaobjetos 

se balanoea suavemente de un lado a otro durante 5 minutos. 

En este momento una muestra de suero que oontiene antigeno 
de A ustralia muestra una aglutinación definida, aunque una 

muestra fuertemente p ositiva  aglutinará a l a s  partícu las de 

poliestireno en e l espacio dé 15 a 30 segundos. Los sueros 

negativos no producen ninguna aglutinación v is ib le  en e l 

espacio de 5 minutos.

EJEMPLO 5

Se añade una gota (aproximadamente 40^u 1) de san­

gre humana, venosa o cap ilar  procedente de un pinchazo en 

e l  dedo, a un tubo que contiene 2 0 0 1  de diluyante de 

l a  siguiente composición: 0,1 % de o itrato  trisód ioo , 0,1% 

de azida sódica y 0,02 % de un surfactante no iónico ( iso -  

octilfenoxi-polietoxietan ol, Tritón X-100, Rohm & Haas Co.) 

en agua d estilad a . Después de mezclar mediante suave ag ita ­

ción y tra s  e l reposo durante 10 minutos para proporcionar 

la  l i s i a  de la s  cé lu las de la  sangre, se colocan dos gotas 

de la  mezcla sobre un portaobjetos negro de c r i s t a l  (o de 

'p lá s t ic o ) , se añade una gota del reactivo de diagnóstico
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preparado se^ln e l ejemplo 2 y so 

yo oomo en a l ejemplo 4.

EJEMPLO 6

Se añaden 20^ul de sangre (sangre venosa o capi­

la r )  a 50^ul aproximadamente de diluyante (composición como 

la  del ejemplo 5) sobre un portaobjetos negro de c r is t a l  

(o p lá st ic o ). La sangre y e l diluyente se agitan con una va­

r i l l a  aplioadora de madera disponible y la  mezcla se deja 

reposar durante 5 a 10 minutos para asegurar la  l i s i s  com­

pleta de la s  célu las de sangre. Se añade una gota del reao- 

tivo de diagnostico preparado según e l ejemplo 2 y se rea li- ¡ 

za e l ensayo como en e l ejemplo 4.

EJEMPLO 7

- Se centrifuga sangre que contiene cualquiera de 

lo s antiooagulantes standard, t a l  como c itra to , para sepa­

rar la  masa de la s  cé lu las. El plasma resultante separado 

de la s  célu las empacadas, se ensaya entonces con respecto 

a l  antigeno de A ustralia por cualquiera de lo s métodos indi-' 

cados en lo s  ejemplos 5 6 6 ,  exactamente igual que para la  

sangre to ta l.

-Cuando se rea liza  una serie  de ensayos de acuerdo 

a cualquiera de lo s  ejemplos 3 a 7, es conveniente in c lu ir  

un suero "positivo" o "negativo" conocido en cada serie , 

con fin es comparativos.

C. Método de ensayo para determinar la  presenoia del an ti­

cuerpo a l  antigeno de A ustralia

EJEMPLO 8

Se preparan diluoiones se r ia le s  1:2 de un suero 

humano conocido que contiene antigeno de A ustralia, emplean­

do suero normal humano (es decir, lib re  de antigeno de Aus-
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t r a l la  o 3e su an ticuerpo) como diluyonta. Una yo ta de cada 

una de la s  diluciones se ensaya con e l  reactivo do diagnós­

tico del ejemplo 4 y se reg istra  la  dilución más elevada en 

la  cual se presenta aún la  máxima reacción de aglutinación. 

Esta dilución es la  seleccionada para u t i liz a r se  en e l en­

sayo. Se añade una gota (40^ul) de la  dilución seleccionada ¡ 

del suero que contiene antigeno a una gota (40^ul) de una 

muestra de ensayo de suero humano sobre un portaobjetos ne- ' 

gro de c r is t a l  (o p lástioo) y se mezclan laa  dos con una va­

r i l l a  aplicadora de madera disponible. Después de reposar j 

durante 5 minutos, para perm itir que se presente l a  in te r-  ! 

acción antigeno-antiouerpo, se añade una gota (40^ul) del 

reactivo de diagnóstico preparado segán e l ejemplo 1 y se 

mezcla brevemente con una v a r i l la  aplicadora de madera. El 

portaobjetos se balancea entonces suavemente de un lado a 

otro durante 5 minutos. En este-tiempo, se habrá presentado

ya la  aglutinación con cualquier suero del ensayo que no
!

contiene anticuerpo. Cuando no ocurre la  aglutinación, esto 

da a demostrar la  presencia de anticuerpo en e l suero del 

ensayo. En comparación, se rea liza  un ensayo simultáneo 

empleando una gota de un suero del cual se sabe que está  

lib re  de antigeno de A ustralia o de su anticuerpo; en este 

ensayo deberá esperarse.una fuerte reaooión de aglutinación.!

El t itu lo  de anticuerpo en cualquier suero de en­

sayo puede establecerse realizando e l ensayo como anterior­

mente sobre diluoiones a l  doble del suero del ensayo en e l 

suero normal. El punto f in a l  es la  diluoión más elevada del 

suero del ensayo que fracasa  para dar la  aglutinación oon 

e l reactivo de diagnóstico mediante e l ensayo descrito  en 

e l ejemplo 8.
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N O T A

D esorita suficientemente la  naturaleza del inven­

to, a s i  como la  manera de realizarse  en la  práctica, debe 

hacerse constar que la s  disposiciones anteriormente indica­

das son susceptibles de modificaciones de detalle  en cuanto 

no alteren  su principio fundamental. También se hace cons­

ta r  que e l invento corresponde a una so lic itu d  de patente 

presentada en Inglaterra oon e l na 36097/71 de 31 de ju lio  

de 1971, acogiéndose por lo  tanto a  lo s  benefloios que con­

ceden lo s  Convenios Internacionales en vigor, siendo lo  que 

oonstituye.la esencia del referido invento por lo  que se 

so l ic i ta  Batente de Invención por 20 años en España, sobre: 

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE 

ANTIGENO DE AUSTRALIA EN UNA MUESTRA DE SANGRE; caracteri­

zándose por lo  siguiente:

1 . -  Procedimiento de ensayo para determinar l a  

presencia de antigeno de A ustralia en una muestra de sangre, 

caracterizado porque comprende mezclar la  muestra de ensayo 

con un volúmen adeouado de una suspensión acuosa de p a rtí­

culas de resina sin té tica  finamente d ivididas, de forma y 

tamaño sustancialmente uniformes, revestidas con e l an ti­

cuerpo especifico del antigeno de A ustralia; y continuar

e l mezclado durante a l  menos 2 minutos, indicando l a  apari­

ción de aglomerados v is ib le s  l a  presencia del antigeno en la  

muestra de ensayo.

2 .  -  Procedimiento según l a  relvindioaoión i ,  ca­

racterizado porque la  muestra de ensayo se pone en oontaoto 

con suero normal, durante dicho mezclado.

3 . -  Procedimiento según l a  reivindicación 2, oa-
!

raoterizado porque e l suero normal se incluye en l a  suspen- '
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sión de partícu las de resina.

4 .  -  Procedimiento según l a  reivindicación 2, ca­

racterizado porque e l suero no m al se mezcla con la  muestra 

de ensayo antes de que la  muestra de ensayo se mezcle oon 

l a  suspensión de partícu las de resin a .

5 . -  Procedimiento según l a  reivindicación 2, ca­

racterizado porque la  muestra de ensayo se a g ita  con un ag i­

tador que ha sido revestido oon lo s  só lidos del suero nor­

mal *

6 .  -  Procedimiento según la  reivindicación 2, ca­

racterizado porque l a  muestra de ensayo se oolooa sobre una 

superfioie que ha sido revestida con lo s  só lidos del suero 

normal.

7 .  -  Procedimiento según cualquiera de l a s  reiv in­

dicaciones an teriores, caracterizado porque cuando se a p li­

ca a una muestra de ensayo de sangre to ta l o de plasma, la  

muestra de ensayo se diluye primeramente con una solución 

que contiene un agente lisad o r  y un anticoagulante.

8 . -  Procedimiento según l a  reivindicación 7, ca­

racterizado porque e l agente lisad o r  es un surfaotante no 

iónico de alqu ilfen o l po liox ie tilad o .

9 .  -  Procedimiento según la  reivindicación 7 u '8, 

caracterizado porque e l antióoagulante es c itra to  sódico.

10. -  Procedimiento de ensayo para determinar la  

presencia de antigeno de A ustralia en una muestra da sangre, 

t a l  y como queda sustanoialmente descrito en la  presente 

Memoria.

í
i
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Esta Memoria oonata de 17 hojas e sc r ita s  a máqui- i

na por una sola oara.
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