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PROCEDIMIENTO DE ENSAYO PARA DETERMINAR IA PRESENCIA
DE ANTIGENO DE AUSTRALIA EN UNA MUESTRA DE SANGEE.
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_ Ie invenoién se relaoionq con la preparacién de
redotivos para el diagnésticq de la presencia de antigeno
agociado oon le hepatitis,.bonocido taﬁbién como antigeno
de hepatitis B o anfigeno de Ausf}alia, ) ﬁara diagnosti-

ocar la présenoia del anticuerpo §91 mismo, en muestréa san
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guineas. En particular, 1la invencién se relacions con resc-

tivos de diagnéStico los cunles permlten unos;ensayos.répi-g
dos y seguros en relacidén con este antigeno o su anticuerpoﬁ
y se relaciona también con los métodos de ensayo mismos y |
anvesss para reaiizar dichos ensayog.,

El entigeno de Austrelis descublerto.por Blumberg i
et 81, J.Amer.Med.Assoc., 191, 541 (1965); Ann.Int.Med., ggﬁ
924 (1967), estd presente en la sangre de una proporcién
muy pequefia de la poblacién, pero su detecciédn por medios

rdpidos y seguros es de una grandisime importancia al obje-

to de evitar el empleo para los fines de treansfusién de sag%

gre que contiene el antigeno, el cual puede dar lugar a la

denominads hepatitis del suero en sl recipiente. Dicha hepa~

titis, la cual se puede desarroller después de un largo pe-g
riodo de incubacién, pgede ser peligrosa e incluso fatal en i
algunos casos. Igualmente,-es importante le posibilidad de
detectar el anticuerpo del antigeno de Australie en perso-— |
nas o animales que pueden haber sido infectados o inmuniza~§
dos con antigeno de Australia. :
Por lo tanto, existe una necesided de encontrer

unos métodos de ensayo de diagnéstico que sean rdpidos, sen-

siﬁles, capaces de uns repeticién de rutine sobre un gren

minime de reactivo de diegnéstlco y que sean seguros, es
deoir, capaces de detectar el antigeno (o su antiouerpo) en %
cualquier muestrs de sangre (blen en la sangre total, en el i
suerb o en el plasma) gque lo contiene y que proporcione &l
mismo tiempo un nimero minimo de resultados "falsos positi- %

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

tigeno (o anticuerpo).
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De acuerdo con la invencién, un reactivo de diag-

nostico para el antigeno de Australia, o ¢l anticuerpo del

mismo, comprende une suspensién acuosa de particulas de re- .

gsine sintética, finamente dividides, de una forma y tamafio

sustancinlmente uniforms, revestidas con el anticuerpo eepg;

cifico al antigeno de Austrelia, Preferiblementa, las par-
t{culas son particulas esférisas de poliestireno que tisnen
un diémetro de 9,16 micres aproximadamenteé, pudiendo ser
adacuadas también les partioulas de poliestireno u otras
resinas sintéticas, pér ejemplo, resinas acrilicas, que

tienen dimonsiones uniformes de 0,06a 0,4 micras.

El anticuerpo especifico &l antigeno de Australia

se deriva preferiblemente del suero obtenido de mamiferos,

por ejemplo, huménos, ovejes, cabras o cobayos, que contie-~

nen el anticuerpo o que hen sido inmunizados con antigeno
de Australia altomente purificado procedente de sangre hu—
mana, El anti-suero es purificado para separar del mismo
los anticuerpos residusles a l&s protginae ,del suerro hume.-
no, u otras sustancias que interferirfan con el empleo del
reactivo de diagnbéstico para le deteccién del antigeno de
Australia,
Ia suspensién acuosa contiene preferiblemente

0,5 % p/v, aproximademente, de partfculas de resina, pero
podria coﬁtener de 0,1 a 3 % p/v de particulas _de resinas.
Para la preparacién del reactivo de diagnéstico, la sus~
pensién contiene preferiblemente 0,05 % p/v aproximademen—

te del anticuerpo, adsorbido sobre les particulas de resi-

' ne, pero ésto puede variarsge ‘también en'funcién de la con-

centracién de phrticulas. la proporcién de anticuerpo debe-

4 ser justemonte la suficlente pare evitar la auto-agrega-
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cién de les particulas de resina. Para las particulas ealfé-

-—

ricas de poliestireno de 0,16 micras de didmetro, csta pro- -
porcién es de 1/10 aproximadamente del peso de las particu- ;
las, Une proporeién inferior & 1/20 del peso de particulas ;
de 0,16 micras cauaé, como se ha encontrado, la auto-agrega-l
eibén. Ilas p;i'opbrcionea superiores & 1/10 conducen a una sen-
sibilidad diaminuide del reectivo de diagnéstico cuando ge

utiliza pare ensayar la prosencia de antigeno, aunque pue-

den utilizarse proporciones de hasta el doble del peso de
particulas de resina de 0,16 mioras. ' ’ !

la suspensién_contiene preferiblemente un estabi- %
lizador, afiadido despuds de la adsorcién dél anticuerpo so-
bre las particulas, por ejemplo, una pﬁotéiﬁa inerte tal 00—

mo elbimina de suefo en une concentraoién de, por ejemplo,

10,1 % p/¥s Puede estar también presente un preservativo, pori

ejemplo, azida sédica en una concentrecién de 0,1 % p/v.

De acuerdo con una versiéa preferida de la inven- .

| cibn, el reactivo de diagnéstica contiene también suero nor-’

mal (es decir, suero que no contisne el anticuerpo especifi-a
co al antigeno de Austrelia o que no contiene el antigeno :
de Australie miémo)_obtenido a partir de la misma especie
de mamifero de 18 que se obtuvo el suero que contiene el

anticuerpo. La presencia de dicho suero nommal reduce sus-— §
tancialmente la proporecién de indicaciones "positivas fal-
sas" cuando el reaé't:lvo de diam&atico se l.l.tiliza yara de-
tectar el anti{geno de Australic en muestras sanguineas. Con '
preferencia, se incluys une parte aproximadamente de suero

normel por 20 -.50, por ejemplo, 35 partés (en volumen) de

la suspensién acuosa deo particulas de resing revestldas oon

anticuerpo.
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El reactivo de diagnéstico para el antigeno de
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Augtrelia o anticuerpo, de acuerds con la invencién, puede

preparerse afiadiendo una suspensién de las particulas do re-i

sina, adecuadamente diluides y filtredas si es necesardio,

a una solucién o suspensién apropiadamente diluide del anti-
ouerpo purificado y agitando, por ejemplo, & tpmperaturazamni
biente, hesta completarse la adsorcién del anticuerpo sobre i
las particulas. A continuacién, pueden afiadirse, en propor- |

ciones adecumdas, albimina de suero, suero normal proceden-— !
te de la especie de mam{fero a pertir de la cual se obiuvo §-
) i
|

el anticuerpo, diluido éi es necesario, para faciliter le. mas

nipulecién. Es particulammente importante la adicidn de la |
suspensién de particulas de resine a la solucién o suspen- %
gién de anticuerpo, en lugar del procedimiento inverso, : %
puesto que este Gltimo puede provooar une suto-agregacién '
irreversible de las particulas de resine. '

En el método de ensayo, segin la invenecién, en re-:
lacién con le presencie de entigeno de Australia, se mezcla

1
una muestre de ensayo, de suero, plasma o sangre totel, op- |

cionalmente en mezcla con un diluyente acuoso, con un voli- ;
men adecuado (por ejemplo, un volimen igual) del reactivo deé
diegnbéstico preparado segin la invengién, ¥y se continda el 1
mezclado durante al menos 2 minutos, con preferencia duren- E
te un periodo de 5 & 10 minutos. Si el anfigeno de Auatre~
lie estd pfegente en la muestrg de enseyo, entonces Ze pre- .
gente la sglutinacién de les particulas de resina, por ejem—z
plo poliestireno, pare former aglomeradoa %isiblas. 31 no é
épareoen aglomerados en un periodo de 5 minutos, estoc es in-:

dicativo de lea ausencia de antigeno de Austfalia en la mues-

tra de ensayo.
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En el método de ensayo segin le invencién para de-
terminar la presencia de anticuerpo 2l antigeno de Austra-
lis, la muestra de ensayo se agita con un volumen stendard
de solucidn o suspensibén purificada de antigeno de Austre-— g
lia derivado del plasme sanguineo humano, se afiade el reac-— .
tivo de diagnostico preparadc de aocuerdo con la invencién y E
la muestre se agite durante un periodo similar. Si se obser;!
va unsa ggluﬁinacién de las particulas de resina, egto es in—%
dicativo de la ausencia de anticuerpo de la muestra de-ensa-—é

yo; si las particulas de resina se eglutinan en un periodo !

‘de 5 minutos, esto quiere decir que esté presente el anti- i
i
’ 1

cuerpo en le muestra de ensayo, ya que dicho anticuerpo ha
resccionado con el antigeno afiadido y de eate modo se inhi- .
be la ulterior aglutinacién de las particulas de resina por

el entigeno.

~

Como antes se ha mencionado, se incluye preferd-
blemente .en el reactivo de diagnosticb, suero nomal proce- E
den%e de la nisme egpecie mamifera 2 partir de la cual se :
obfuvo el anticuerpo. Esto es particularmente importante pa-
ra. realizar el ensayo en relacién con el antigeno, para re- !
ducir &l minimo la aparicién de reacciones "positivas fel-
gsasg", Por ejemplo, si no se incluye suero normal de cobéyo %
en el reactivo de diagnéstico que contiene el anticuerpo de—é
rivado del antisuero de cobayo, se encontrard que un 10 % i
del suero humeno que no contiene antigeno de Australia aglu-
tina a las particulas de resina que tienen el anticuerpo
del antigeno de Austrelia adsorbido sobre las mismas. Esto

es probable debido a la presencia de sustencias en dicho

| suero humano, que reaccionan con otros materiales proceden-

tes del antlsuero del cobayo a partir del cual se obiuvo el
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anticuerpo del antigeno de Australila, Sin embargo, si el
suero normal del cobayo se incluye solamente en una canti-
ded comprendide entre 1 y 3 % de suero humeno, se-observard '
lz aglutinacién de las particulas de resina en ausencia de é
antigeno de Australia procedente del suero. Esto puede ser
debldo a los componentes del suexro normal del cobayo que
son capaces de redaccionar con aquellas sustancias del suero
humeno y evitar asi que las mismas provoguen le aglutina- |
cién de las particulas de resina. j
Para conseguir le misme finalidad, el suero nor- E
mal puede ponerse en contacto con la muestra de ensayo de
diversos modos diferentes a la inclusidén del mismo en el
reactivo de diagndstico. Por ejemplo, el suero normal puede
mezclarse con le muestra de ensayc antes de que el reactivo E
de diagnéstico se meécle con la mmestra de ensayo; o 1a_mue§i
tre. de ensayo puede agitarse con un agitador que ha sido re-i
vgstido con los sélidos procedentes del suero normal, por |
ejemplo, sumergiéndolo en'el guero normal y eveporéndolo
haste sequedéd;'o la muestra de ensayo pusde colocarse so-
bre una superficie que ha sido similarmente revestida oon
los sblidos procedentes dél suero normal, por ejemplo, la
superficie de un portaobjetos de cristal o de pléstico. ﬁ
En el caso de que la muestra de enseyo congiste |
en sangre total, esta deberd tratarse primeramente para pro .
vocar la lisis de las cédlulas de la misma y evitar asi la
‘| coagulacién, antes de que se ensaye con respecto & la pre-
gencla del antigeno de Australlia o de su anticuerpo. Pare
esta finalidad, la muesgtra de ensayo puede tretarse con un

diluyente acuoso gque contiens un surfactante no liénico del

tipo de alquilfenol polioxietilado, por ejemplo, iso-octil-
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‘de Australie, .comprende preferiblemente un vial de -reactivo .

y ultruto nédlao.

Bn el caso de que 1a muesbtrn de ensayo scn de play
me sanguineo, éste deberd contener un anticosguwlante, por
ejemplo cuslquiera de los anticoagulantes convencionalés; - :
tal como citrato sédioo y oconvenientemente deberd tiatarse
también con el mistio diluyente acuoso que oontiene un sur-
factante no iénico, al igual que pare la muestra de sangre ;
total, con el fin de pmpbroioné.r 1a ligis de las océlulas
residuales presentes en 1e misma. _ l

Un envase adecuado, para la realizaeién de los an--iI
sayos de acuerdo con la invenoién para detectar él antigend ;
que contiene una ca.ntidad apropiada de un reactivo de dieg- -
nostico de acuerdo con la invencién, y un vial de reactivo ,

que contiene una cantidad similar de una solucién diluyente

. | que contiene un sgente de lisis Ju.nto' con un ézitiooa,gula.nte,i

pera la lieis y dilucién de las muestras de ensayo de san-

are V’to tal y d’eA plaama. También pueden :_lnoluixjse potaobjetos

negros de oristal o de pléstico sobre los cuales se llavan :

a cabo los ensayos. .
‘Tos sigulentes e;]empioe son ;l.lugtrativos de la in-;

!
vencién. . :
|

A, Preparacidn ds iéwaotivou de _diepméstico

= i
EJEMPLO 1 '

Una suspensidén aouosa al 40 % p/v de‘ egferas de .
poliestireno de 0,16 micras, fabricadas pdr Styrene Pro-
ducts Limited (No. de producto 24.016) y vendides por .Bn{ v
Chemlicals Limited, se diluye al 5 % p/v con saline tfimpdna—

de. con boreto y se filtre & través de una membrens con un
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tamafio de poro de 1,2 micrvas, A-contlnumcibén, we afinde in-

medistamente 0 9 volumenes de antisuero purificado de coba- é
yo que contiene el anticuerpo del antigeno de Australia (di—g
luido & 0,05 % p/v y se aglta constantemente durante 30 mi- |
nutos. Se aflade entonces un volimen de albimina de suero bo-
vino (1 % p/v) y finalmente se afiade azida-sédica.para dar

i
{
‘
1
i
i
i
i

una concentracién de 0,1 % p/v en el producto final. El pro-~!

ducto se meniiene a 4¢C, en cuya temperatura es estable du- g
rante 3 meses por lo menos.

EJEMPLO 2 i

Una suspensién al 40 % p/v de las mismas esferes ;
de poliesfireno empleadas en el ejemplo 1, se diluye & un |
5 % con selina tamponade con glicina y se esterilize por 1a A
adicién de beta-propiolactone bajo control del pH. A conti- :
nuacién, se afiade & 9 volumenes de suero purificado del co- -
bayo, adecuvadamente diluido,'de los animales inmunizados i
con antigeno de Australia. Ia suspensién de poliestireno se ?
afiade lentamente, con agitacién, y se continia la agitaclén :
durante 30 minutos. las esferas de poliestireno se centrifu-i
gen, se lavan una vez sobre el centrifugedo con salina tam- §

ponada y se.resuépéndan al volimen original en galina tampo-—:

'|nada. Se afiade albimina de suero bovino (1 % p/v) pera esta-:

bilizar la suspensién de esferas de poliestireno y se conti-§
nta la agitacién durante 30 minutos, Se afiede un décimo de ‘
un volimen de suerc normal diiuido, de cobayos no inmuniza- .
dos (diluido 1:3,5 con salina tampoﬁada con glicina) y la 1
mezcla se agite de nuevo durante 30 minutos, Finalmente, la |
mézcla se sacude vigorosamente para dispersar cualesquiere .

aglomeraciones de particulas. Todas las soluciones utiliza-

das son esterilizgdas por f£iltracién y contienen 0,1 % de
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azida sdédica come agente premervativo. Bl producto ge man-
tiene & 4eC, a cﬁya temberabura oa eshbable duranle 3 megses
por lo mencs. : ;
El comportamiento de un lote de reactivo de diag- §
néstico, es evaluado mediante un ensa&o contra un panel ﬁe
por 10 menos 50 sueros humanos que contienen diversos titu-
los conocldos de ant:f.geno de Australia, Bste comportamiento
se compare con el comportamiente de ensayos standard pere |

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

|

‘|electroforesis) contra el panel y deberd proporcionar como |
' ;

i

minino une sensibilidad igual. Ia selectivided es evaluada
contre al menos 100 sueros humanos y muestras sanguineas de
lasg cuales se desconooe que contengen anti{geno de Austrelis,
y no mds del 3 % de las muestras deberdn proporcionar una
'reaccién.,El anfisue;o purificado del cobayo empleado en
los ejemplos 1 y 2 se prepart como sigue:

Se inmunizan cobayos con antigeno de Australia
purificado de las muestras de plasma humano por asoclacién
isop{enice en un grédiente de oloruro de cesio o bromuro de |

potasio en una centrifuge zonal seguido por centrifugacién

zongl en un gradiente de sucrosa. Una inmunizacidn pfimaria :

con antigeno en adyuvante completo de Freund en los 1omillos§
]

de log ples es segulda por dos inooculeciones intraberitonea-i

les de antigeno sin adyuvente. Despuéds de la formaolén de

une pollae de los sueros recogldos de los cobayos, se separe Z

1el anticusrpo residusl & lam proteinas del suero humano si

es necesario poniendo en contacto el antisuero con suero nor-
mal huwmano polimerizado con cloroformato de etilo. El suero °

se purifica entonces mediante precipitacidédn con sulfato sb-

dico acuoso el 14 %, se dialize contra saline acuosa tampo-
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nada con fosfeto. y puede calentarse a 562C durante 30 minu-

tos, si se desea, pars la destruoccién completa. A contimma- -
eién, se afiade azidae sbdica (0,1 %) como egente preservati-
vo. Para su empleo en 1a preparacién del reactivo de diag-
néstico, el antisuero se diluye adecuadamente. Ia dilucién

éptima se elige mediante la preparscién de pequefios lotes

del reactivo de diagnbstico con diversas diluciones del an- :
tisuero y ensayando éstos contrea un penel de sueros humanos

de los cuales se sabe que contlenen entigeno de Australia.

Ia diluecién que proporeciona el mejor comporitamiento contra '
el penel cuando se reviste contra leg particulas de resina,i
es seleccionadae pare la prepersoién del reactivo de diegnés-—
tico. Normalmente, la dilucidén Sptima estéd comprendide entre-
1:20 y 1:100.

B, Mé+todos de enseyo pare determinar la presencia del enti- -

1

geno de Austrelis

EJEMPLO 3

Sobre un portacbjetos de microscoplio se colooa xma

gota (aproximademente 25 /ul) de unae muegtre de ensayo de ;
suero humeno y se afinde una gots similar de suero normal I
diluido (1:20) de cobayo. A continuascién, se agita suave-
mente con una varilla aplicadora de madere, digponible, du- l
rente unos ouantos segundos. Se efiade una gota de reactive ;
de diagnéstico, preparado segin el sjemplo 1, y la mezocla )
se aglita con la varilla aplicadora de madere disponible %
hasta que el didmetro de la gota es de 2 om aproximadamente.'
El porteaobjetos, colocgdo gobre una losete negre, se balan- |
ce2 suavemente de un lado & otro duraente 2 minutos. En este '

momento, una muestra de suero que contlene antigeno de

Australie muestra una aglutinacién definide,aunque una mues
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tra fuertemente positive aglulinard a lag particulas de po-

sueros negetivos no producen ninguna aglutinacién visible
an un periodo de tiempo de 2 minutos.

EJEMPLO 4

co) se coloca una gota (40/ul) de una. muestra de ensayo de
suero humeno. Se afidde una gote de reactivo de dlagnéstico

preparado segin el ejemplo 2 y la mezcla se agita con una

'#ro de la gota es de 2 om aproximedamente. El portaobjetos
ge balancea suavemente de un lado & otro durante 5 minutos.
En este momento una muestrs de suero que contiens antigeno

de Australie muestra una aglutinecién definide, aunque une

poliestireno en el espacio dé 15 & 30 segundos. los sueros
negativos no producen ninguha eglutinacién visible en el

espacio de 5 minutos.

EJEMPLO 5

gre humapa, venosg o capllar procedente de un pinchazo en
el dedo, & un tubo que contiene 200/u.1 de diluyente de
la siguiente composicién: 0,1 % de oitreto trisédico, O,1%
de azida sédica y 0,02 % de un surfactante no idénico (iso-
octilfenoxi-polietoxietenol, Triton X-100, Rohm & Haas Co.)

oién y tras el reposo dursnte 10 minutos para proporcioner
la lisis de las células de la sangre, se nolocen dos gotas

de la mezcle sobre un portacbjietos negro de oristal (o de

pléstico), =e afiade une gota del reactivo de disgnéstico

liestireno en un periodo de tiempo de 15 & 30 segundos. los .

Sobre un portacbjetos negro de cristal (o plésti-~

varilla aplicadora de madere disponiblé hagte que el didme-

muestre fuertemente positive aglutinard & las particulas de '

Se afiade una gota (aproximedamente 40/uil)de san-

en agua destilada. Después de mezclar mediente suave agita-

I
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preparado segin ol ejemplo 2 y se reallza eunlonces el ensa-

yo como en el ejemplo 4.

EJEMPLO 6

Se afiaden ZQ/al de sengre (sangre venose o capi-
lar) a 50/uJ_ aproximadamonte de diluyente (composicién como
la del ejemplo 5) sobre un portaobjetos negro de cristal
(o pléstico). Ia sangre y el diluyente se agitan con una va-
rille aplicadore de maders disponible y la mezcla se deja
reposar durente 5 & 10 minutos pare asegurar la lisis com-
pleta de las células de sangre. Se afiade una gota del reao- 5
tivo de diugnéstico preporado segin el ejemplo 2 y se rééli~;
78 el ensayo como en el ejemplo 4. }

EJEMPLO 7

- 5e centrifuga sangre que contiene cualquiera de

los anticoagulanies standard, tal como citrato, para sepa-
rar 12 masa de las células. El plasma resultanterseparadb
de las células empacadas, se ensays entonceé con regpeoto
al antigeno de Australia por cualquiera de los métodos indi-’
cados en los ejemplos 5 6 6, exactamente igual que para la
sangre total. |

Cuando se realiza una serie de ensayos de acuerdo
a cuélquiera de los ejemplos 3 & 7, es conveniente incluir
un suero "positive" o "negetivo" conocido en cada serie,
con fines comparafivos.

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

cuerpo &l antigeno de Australis

EJEMPLO 8
Se preparen dlluclones seriales 1:2 de un suexo
humano conocido que contiene antigeno de Australia, emplean-

do suero normal humeno (es decir, libre de antigeno de Aus-—
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tralia o de su znticuerpo) como diluyente. Una rola de cadn

una de las dliluciones se ensaya con el reactivo de diagnés-

tlioo del ejemplo 4 y se registra la dilucldén mds elevada en
la cuel se presenta ain la médxima reaceidén de aglutinacién. .
BEsta dilucién es la selecoionada pars utilizerse en el enw
sayo. Se éﬁade una gota (4Q/a1) de la dilueidén seleccionada
del suero que contlene antigeno & una gota (40/u]) de una
muestre de énsayo de suero humano sobre un portaobjetos ne- :
gro de cristal (o pléstico) y se mezclan las dos con una ve-
rilla aplicadore de madera disponible. Después de reposar f
durante 5 minutos, para permitir que se presente la inter- |
acoién antigeno-éntiouerpo, se affade una gota (4Q/11) del
reactivo de diagnéstico preparado segin el ejemplo 1 y se
megzele brevemente con uns varille aplicadora de madera. El
portaoﬁjetoé se balancea entonces suevemente de un lado & _
otro durante 5 minutos. En estq-tiempo, se habrd presentedo
ya la agluﬁinacién con cualquier suero del ensayo qus no
contiene anticuerpo. Cuando no %curre le aglutinaocién, esto

da a .demostrar la presencia de énticuerpo en el suero del

ensayo. En comparacién, se realiza un ensayo simulténeo

empleando une gota de un suero del cull se sabe que estd
libre de antigeno de Austrelia o de su anticuerpo; en este
ensayo deberd esperarse. uns fueite reacoién de aglutinacién..
EL t{tulo de anticuerpo en oualquier suero de en-
sayo puede establecerse realizando el.enaayo como anterior—-
mente sobre diluciones al doble del suero del ensayo en el
suero normal, El punto finel es 1a dilucién més elevade del |
suero del ensayo que fracase pare der la aglutinacién con
el reactivo de dimgnbéstico mediante el ensaye descrito en

el ejemplo 8.



10.

15.

20.

25,

30.

‘zéndose por lo siguiente:

: cuerpo'especifioo.ﬁel antigeno de Australia; y contimuar

to, asl como 1& maneras de realizmarse en la préctica, debe
hacerse constar que les disposioiones enteriormente indica-
das son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto
no altersn éu principio fundemental. Tembidn se hace cong-
ter que el invento corresponde & una solicitud de patente
presentada en Inglaterra con el n2 36097/71 de 31 de julio
de 1971, acogléndose por lo tanto & los beneficlos que.con-
ceden los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que
oonstituye .la esencie del referide invento por lo que se
solicita-Patente de Invencién por 20 afios en Espaiia, éobre:'
PROCEDIMIENTO DE ENSAYO PARA DETERMINAR LA PRESENCIA DE
ANTIGENQO DE AUSTRALIA EN UNA MUESTRA DE SANGRE; oarécteri—

1.~ Procedimiento de ensayo pera determihar la
presencia de anfigeno de Australie en una muesire de sangre,
oaracterizado porque comprende mezolar la muestra de ensayo
con un volimen adecuado de uneé suspensién acuoss de parti-
oulas de resina éintétiéé finemente dividides, de forma y
temadio austanciélmenie uniformeé, revestidas con el anti-

el mezolado durente &1 menos 2 minutos, indicando le apari-
cién de aglomeredos viéiblea la presencia del antigeno en la
muesira de ensayo. '

| 2.- Procedimiento gegin la reivindioacién 1, o&~
recterizado porque le muestre de ens&yo se pone en oontecto

oon suero noimal,‘&urante dicho mezclado.

3+~ Procedimiento segin la reivindicacién 2, ca-

‘' racterizado porque el suero riormel se inecluye en la suspen- :

M

T
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gién de particulas de resina, .

4.~ Procedimiento segin .la reivindicmocldn 2, os—
racterizedo porque el suero normal se mezole con la muestre
‘de enseyo arites de que la muestre de ensayo e mezole oon
5. " |1a suspensién de partfoulas de resina.

5.~ Procedimiento sggﬁn la reivindiﬁacién 2, o@-
racterizado porque 1é miestre de ‘ensayo se agita con un agl-
tador que he s1do revestido ooh los s6lidos del suero nor-
mal.
10, ' - 6.- Procedimiento segin la reivindiemeidén 2, ca-
' racterizado porque la muestra de ensayo se colooa sobre una
superficie que ha sido révestida con los 86lidos del suero
- |normal. _ '
, | 7~ Procedimiento segin cualquiera de las reivin-
15. |dicaciones anteriores, caracterizado porque cuando se apli-
oa & una muestra de énsayo de sangre totsl o de ﬁlasma, le
muestre de ensayo se diluye primeramente con-una solucién
que contiene un agente ligador y un anticoagulante.

8.~ Procedimiento segin la reivindioacién 7, o8-
20, recterdzado porque'él agente lisador es un surfactente no
1énico de alnquilfenql polioxietilado. ,

9.~ Procedimiento segin la reivindioacidn 7u8,
caraotarizado porque el entisoagulante es citrato s6dico.

10.-~ Provedimlento de ensayo para determinar le
25, ‘pregencis de aﬁtigenq de Auptralis en une. muestré de sangre,
' |t81 y como queda sustencislmente descrito en la presente

Memoxia,




| ne. por una sola ocare.
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Madrid,

Esta Memoria oconste de 17 hojas esoritas & mdqui~ |

31 JuL 1972
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