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Esta invencién estd relacionada con una composicida de
diagndstico para la deteccidn del entfgeno de superficle de
hepatitis B en la sangre humsne que consiste de ma suspensidn
acuosa de particulas de resine sintéticas finamente divididos
de tamafio casi uniforme revestidas con un anticuerpo purificado
especificq al antiéeno de superficie de hepatitis B, El snti-
cuerpo empleado es un-anti?uerpo altamente purificado especifico
pera el antfgero de superficie de hepatitis B que se prepera de
wm entigeno de superficie de hepatitis B altamemte purificédo
obtenido de la sangre humana. Esto da por resultado wma mayor
egpecificidad y mayor sensibilidad. Se reducen al mfmimo los
positivos falsos medisnte la adicidn de suero normél de lg mis-
mg, especie de animal que aquel de donde se obtuvo el suero que
contiene el anticuerpo, y la confirmacidén de todos los sueros
positivos utilizando un-qnticuerpo asociado con la hepatitis
humsna uwn control de suero humano normal y wn reactivo de absor-
cidn del factor reumatoide. Todos los positivos me vuelven a
probar en wna prueba de confirmacién para determinar de nuevo
los "positivos falsos". Esto se efectda (a) neutralizando todas
las muestras de sangre de prueba positivas mezcléndose con el
- enticuerpo asociado con la hepatitis humana, (b) absorbiendo el
factor reumatoide en las muestras de prueba del paso (a) que
contiene. ¢l fattor, mezcldndose con cuentas de 1ftex y'reveétidas
con gamma-globuling humana y (c¢) mezelando de nuevo lés miestras

de pruebs positivas con la composicidn de diagnéetico de esta

—
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invencién.

La composicién de diagméstico de la presente invencién
estd disefiada para ser altamente sensible y especifica para la
deteccidn del antfgeno de superficie de hepatitis B en la sangre
humana: (a) empleando partfculas de resins revestidas con un an-
ticuerpe purificado que se prepara de animales inmunizados con
el entfgeno de superficie de hepatitis B purificado y (b) redu-
ciendo al mfnimo los "positivos falsos" mediante la adicién de
suero normal de la misma especie de animal que aquel desde donde
gse obtuvo ol suero que contiene el anticuerpo y (¢) confirmar
todos los sueros positivos utilizendo un anticuerpo asociado
con la hepatitis humena para la neutralizacidn del antfgeno, un
_control de suero humsno normal y un reactivo de absorcidén del
factor reumatoide. f

La composicién de dimgndstico de la presente invencidn
consiste de una suspensibn acuosa de partfculas de resina sinté-
tica finameate divididos revetidas con un anticuerpo altamente
purificado espec{fico para el sntigeno de superficie de hepatitis
B. De preferencia las partfculas son partfculas de poliestireno
esféricas que tienen un didmetro de aproximadamente 0.23 micro-
nes, pero son tambiéa apropiadas partfculas de poliestireno u
otras resines sintéticas v. gr., resinas acrilicas que tengen
dimensiones wmiformes de 0.05 a 2.0 microanes.

El enticuerpo especifico para el antfgeno de superficie

de hepatitis B, de preferencia se deriva del suero obtenido de



mam{feros, v. gr., seres humanos, corderos, cabras, conejos o
conejillos de india o de fuentes de aves tales como pollos o
pavos que contienen el anticuerpo o que se han inmmizado eon
el antfgeno de superficie de hepatitis B altamente purificado
obtenido de la sangre humena.

Los conejillos de indig u otras especies de snimales
tales como conejos, cabra_.s, etc., se inmunizan con el antfgeno
de superficie de hepatitis B purificado mediante el método que
se describe en la Patente Norteemericena Ndmero 3,838,144. Una
inmmizacidn primaria con el antfgeno en un adyuvante completo
de Frewmd en las patas es seguido por inoculaciones de entigeno
repetidas intraperitoneales, intramusculares, subcuténeas o in-
travenosas con o sin el adyuvante. Después de formar un charco
de los sueros recogidos de los animsles inmmizados, el amticuer-
po residual para las proteinas del suero humenc, si estd presen-~
te, se remueve poniendo en contacto el antisuero con suero humano
normsl. L& gamma-globulina puede luego aislarse mediante preci-
pitacién con sulfato desodio acuoso al 14 por ciento, dializarse
contra une salina estabilizada con fosfato, acuosa, y de prefe-
rencia se calienta a temperatura de 56°C. durante mds o menos
30 minutos pare destruir el complemento.

El enticuerpo se purifics adicionalmente mediente los
métodos .generales que se deseriben en The Journal of Immology,
Vol. 106, Numero 3, pdginas 589 a 597, de marzo de 1971, ¥y
Biochemistry, Volumen 6, Nd¥mero 5, pdginas 1460 a 1466 de mayo



de 1967. El anticuerpo de superficie de hepatitis B especffico
ge purifica de los sueros de smimales absorbidos (de preferencia
sueros de conejillo de indias) mezclando los sueros, en pPropor-
ciones dptimas, con los sueros humenos que contiemen el entige-
no de superficie de hepatitis B incubdndose a temperatura de
3700; durante una hora, y luego durante la noche a temperatura
de 4°C. El material precipitado de antigero-snticuerpo formado
de esta manera, se lava luego dos veces con wna salina estabi-
lizada con fosfato frfa para remover la mayoria de las protefnas
residuales no especificadas. Fl material precipitado de antf-
geno~anticuerpo se disuelve luego en 4cido acético de 0.2M frio/
2 por ciemto de sucrosa, de un pi de 2.3 o varias molaridades

de iones caotrdépicos (v. gr., tiocianato de sodio de 2.0M, de

P de 6.6)., Aquellas personas expertas en el ramo reconocersn
que pueden emplearse otros estabilizadores apropiados para diso-
ciar los complejos de antfgeno-anticuerpo. Estos entfgenos'de
enticuerpos disociados se separan mediante centrifugsciébn a de
25,000 a 28.000 revoluciones por minuto durante de 12 a 15 horas
o a 30,000 revoluciones por minuto durante 4 horas en un gra-
diemte de sucrosa de 10 a 40 por ciento continuo en wn rotor de
gona Beckmsn TI-15. El rotor se descargs bombeando 50 por
ciemto de sucrosa para desplazar el gradiente y me ensayan
fracciones de 20 mililitros pera determinar la absorcién de luz
ultravioleta en una célula de un centimetro a 280 my ¥ las frac-

ciones miximas se formen en un charco para proporcionar una frac-



cibén de mmticuerpo especifica purificada y una fraccidn de
antfgeno purificada. Ambas fracciones luego se ﬁeutralizan

con NaOH de concentracién de 0.1, Ia fraccibn del anticuerpo
se concentra al volumen del suero original y se dializas durante
la noche contrs salina estabilizade con glicina. El anticuerypo
purificado luego se evalia y se normaliza.

La azida de sodio, 0.1l por ciento, puede luego afiadir-
ge como un agente de conservacidn para usarse en la preparacién
del reactivo de diagnbstico. EL anticueryo opecionalmente se
diluye preparando lotes pequefios del reactivo de diagndstico
con varias diluciones del antiguerpo y probando estos contra wm
tablero de sueros humanos que ée sabe que contienen el'antigaao
de superficie de hepatitis B. ELa diluciéa que proporciona el
mejor funcionamiento contra el tablero cuando se revisten las
particulas de resina se selecciona para la preparacida del reac~
tivo de disgndstico.

El enticuerpo apropiadamente diluido se mezcls con
cuentas de ldtex de poliestireno de un didmetro de 0.2 micrones.
Después de mezclarse de wma a dos horas, las cuentas se lavan
tres veces con una salina estabilizada con glicina y se resus-
penden en une saling estabilizada con glicina.

La suspensidn acuosa de preferencia contiene mds o
meaos 0.5 por ciento en peso/volumen de las partfculas de resi-
na, pero podrfa contener de 0.1 a 3 por ciento en peso/volumen

de las partfculas de resina. Para la preparacidén del reactivo
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de diagndstico, la suspensidn de preferencia contieme més o me-
nos 0.05 por ciento en peso/volumen del anticuerpo absorbido en
las partfculas de resina, peroc estae cantidad puede variarse de
acuerdo con la concentracién de las partfculas. La proporeién
del enticuerpo debe ser justamearte suficiente para impedir la
autoagregacién de las particulas de resina. Para particulas

de poliestireno eaféribaa de 0.23 micrones de didmetro, esto

es aproximadsmente una décina parte del peso de las particulas.

La suspensién de preferehcia éontiene un estabilizador
que se afinde despuds de la absorcién del santicuerpo en les
particulas, v. gr., umna proteina inerte tal como altimina de
suero a una concentracién por ejemplo de 0.1 por ciento ea peso/
volumen.

De conformided con une modalidad preferida de la inven—
oidn, el reactivo del diegméstico contiene también suero normal
(es decir, suero que no contiene el amticuerpo especffico para
el entigeno de superficie de hepatitis B ni el antfgeno mismo)
obtenido de la misma especie animal que aquel del cual se obtuvo
del suero que contiene el anticuerpo. La presencia de este
suero normal rédpce considerablemente la proporcién de "positi-
§ne falsos" cuando se usa el reactivo de diegnéstico para detec-
ter el antfgeno de superficie de hepatitis B en las miestras de
sangre. De preferencia, mids o menos 1 parte de suero normal se
ineluye por de 20 a 50 partes (en volumen) de la suspensién

acuosa, de las particplas de resina revestidas con el anticuerpo.



3 oA Al s

51 el suero normal de la .miama. especie de animal que aqu'él del
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cual se obtuvo el suero gue contiene el aaticugrpo no se incluye i
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e el reactivo de diagnéstico, aproximadamente el 10 por ciento v
‘de sueros humanos que no6 contienen antigeno de superficie de he-
patitis B se aglutinardn las partfculas de resina. Esto es pro-
bablemente debido a la presencia de substancias en los sueros
humanos que reaccioﬁan con otros materiales que se originan del ) l
entisuero animal del cual se obtuvo el amticuerpo para el antf- £
geno de superficie de hepatitis B. Si se incluye el suero de
animal normal, sin embargo, sélo eatre 1 por ciemto y 3 por '
clento de los sueros humanos glutinardn las partfoulas de resina
en ausencia del suero desde el gn‘b:[gmo de superficie de hepati-
tis B, Esto puede ser debido afque los componentes en el suero
animal normal son capaces de ree_s.ccionar con aquellas subatancias
en los sueros humanos e impedirigque los mismoa ocasionen aglu-
tinacidn de las partfculas de resina.

Se proporciona un control de suero humano normal gue
se produce de suero humsno normal no diluide que se muestra como
piendo negativo para el entigeno de superficie de la hepatitis B
mediente el reactivo de ldtex y medimte radicinmmoensayo.

Se prepara un suero de control positivo de un chareo
del sueroc humano positivo del antigeno de superficie de hepatitis
B conocidos. El suero se trata térmicamente a temperaturas de
60°C. durante por lo menos 10 horas para destruir la naturaleza

infecelosa del virus y luego se diluye en serie dos veces en



suero humano. ILa dilueién usade para el produetd es aquella
que proporciona una reaccidn 1+ definida con el reactivo del
14tex. ‘

El sistema de reactivo de diagndstico comsiste de los
‘siguientes componentes:
- Ae 3istema de Pruebs de Clasificacidn

1. Maticuerpo Asociado con Hepatitis absorbido en cuentas
de ldtex
2. BSuero de Control Positivo
-3+« Suero de Control Negativo
B, Sistema de Prueba de Confirmacién

1. Anticuerpo Asociado con Hepatitis (humano)
2., Control de Suero Humano Normal (negativo para el anti-
geno de superficle de hepatitis B)
3. TReactivo de Absorcién del Factor Reumatoide
4. Diluyente de Prueba de Confirmacidn
El anticuerpo associado con hepatitis (humano) se produce
del plasma humano que contiene anticuerpos para el amtfgeno de su-
verficie de hepatitis B. FEl plasma es recibido de varios centros
de plasmaforésis, se evalda medisnte difusién de gel y se con-
vierte en suero meﬁiante la adicién de cloruro de ealelo y trom-
bina de bovino., La gamms globuline se prepera luego del suero
mediente precipitacién con sulfato de sodio al 16 por ciento. Des-
pués de lavar el material precipitado en sulfato de sodio de 14

por ciento, se dializa durante la noche contra un agente estabili-

-
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za durante la noche contra un agente estabilizador de f&sfar
to de bajas molaridad y se hace pasar a través de DEAE-celulo-
sa que se ha equilibrado asnteriormente con el mipmo agente es-
tabilizador. La gamma globulina purificada luego se normaliza
mediante concentracidn y se dializa contra yma salina estabili~
'_zada con fosfato.

El reactivo absorbente del factor reumatoide consiste 7
de cuentes de l4tex revestidas con gamma globulina humana normal. s
Se produce elaborando wmsa solucidn normel de gmma globulina
purificads ea una salina estabilizada con glicina, afiadiendo
wme suspensidn de cuentas de poliestireno de 0.2 micrones y
calentindose a temperagtura dé:57°C. durante 15 minutos. ILa
suspensidn luego se diluye en.: palina estabilizaeda con glicina.

El diluyeate de prue%a de confirmacidn se prepara di-
luyendo wa solucibn de albumina.de suero de bovino al 30 por
clento con salina estabilizadé con fosfato hasta wma concen-

tracién de protefna del 5 por ciento.

Métodos de Prueba

A. Preparacidn de la Muesira de Sangre

El suero es la forma preferida del espécimen de sangre.
Si la muestra de prueba es de sangre entera, debe primero tra-
terse para lisar las células en la misme e impedir la coagula~

cibn. Para este objeto puede tratarse con wmn diluyente acuoso
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que contiene wn surfactante no idaico dél tipo de alquifemol
polioxietilado, v. gr. isooetilfenoxi~polioxietil-etanol(Triton
X-100, de Rohm and Haas Company) y citrato de sodio.

Si la mueatra de prueba es de plasma sangufneo, debe
comtener wm anticoagulante v. gr. cualesquiera de los anticog=-
gulantes normales tales como citrato de sodio. Se trats tam-
bién ventajosamente con el mismo diluyente acupéb que contiene
m surfactente no idhico tal como para la sangre entera a fin
de lisar cualquiera de las céluias reniduales preseates en el

mismo,

B. Reactivos

1. Reactivo de Litex

ne Especificildad

1. Determinads probando el reactivo'con el tablero
de sueros positivos y negativos suministrado por el
Departamento de Biologfa asi como w1 tablero de 100
sueros negativos recogidos de voluntarios normales.
b. Reactividad

1. Se resuspende el reactivo mediante agitacién
vigorosa. '
2. A wmo de los pozos de prueba en las placas de
prueba de pléstico'se distribuyea 3 gotas del suero
de control positivo. Al segundo pozo adyacente se
distribuyen 3 gotas del suero de control negativo.

3« A cada muestra se surte wna gota de reactivo.



4. 8Se mezola completamente usando un mezclador sepa-
rado para cada pozo.

5. Se hace girar la placa en el dispositivo giratorio
mecédnico durente 10 minutos a 150 revoiuciones por mi-
nuto. | g

6. Se examinen las mezclas sobre wna ;aja visual de
ilumingeidn indirecta.

7. Debe observarse una reaccién débil (1+) claramente
positiva con la muestra de suero de control positivo.
No debe observarse reaccién con la mueétra de suero de

eontrol negativo.

2. Suero de Control Pogitivo

a« Reactividad

1. El suwero de control positivo se prueba con el reac-

tivo de litex paras asegurar uns reactividad de 1+.

3. Suere de Control Negativo .
ae. Reactividad

1. El suero de control negativo se prueba con el reac-

tivo de létex para asegurarse de mma reaceién negativa.

4. Control de Suero Humgno Normal

a.‘Esnecificidad

1. Se lleva a cabo la prueba de confirmacidn pera ase-

gurarse que no reaccione con el reactivo de 1étex
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¥ que no inhibs lessueros positivos del antfgeno de

superficie de hepatitis B.

5. Anticuerpo Asociado con Hepatitis (humano)

6.

T

a. Beactividad
1. Se lleva a cabo una evaluacidn de difugidn de gel
usando un antigeno de superficie de hepatitis B nor-

mal.,
b. ZIEspecificidad

l. §Se lleva a cabo una prueba de uso para determinar
gi el suero inhibird especificamente las muestras po-
sitivas del anifgeno de superficie de hepatitis B _
cuando se utilizen en el protocolo de la pruebs de

confirmacidn.

Reagtivo de Absorcidn

2. Reactividad

1. El reactivo ée prueba con sueros que contienen el
factor Reumatoide para asegurarse de que reascciones con
el factor y sea parcialmente absorbido en el mismo

desde los sueros que contienen el mismo.

Diluyearte de Prueba de Confirmacida

a. Egspecificidad

1. Se lleva a cabo la prueba de confirmacidn utili-

zando el diluyente para asegurarse de que no reaccione .
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con el reactivo de ldtex que no inhida los sueros po-

sitivos del entigeno de superficie de la hepatitis B.

C. Pruebs de las Muestras de Suero (Prueba de Clasificacidn)

1. Se distribuyen 120 microlitros de suero hacla m
pozo en la placa de plistico.

2. Se afiade una gota de Reactivo de Litex.

3« Se mezclan completamente ugando un mezclador dese-
chable aeparado para cada muestra.

4, Se hace girar la placa en un disppsitivo giratorio
mecédnico dur;nte 10 minutos a 150 revoluciones por mi-
nuto. :

5. BSe ekamiqan las mezclas a ftravés de wma caja vi-
sual de ilum:l;.nacidn indirecta.

6. Se clasifican las reacciones en una escale de 1+

a 4+ que corresponden a la intensidad aumentada de

aglutinacidn.

D. Procedimiento de Neutralizacidén de Confirmscidn

1. Especimenes

2.

a. Todos los especimenes se ideatificeron como posi-
tivos en la prueba de clasificaciébn. .
b. Suero de Control Positivo inclufdo como wn especi~

men positivo débil.

Procedimieato
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a. Rotilese un tubo de prueba desechable de 10 por

75 milfmetros con el nimero de identificacién 'del ea-
pecimen y "A". Rotilese wn segundo tubo con el mémero
de identificacién del especimen y "B,

be Afiddense dos gotas (aproximadamente 80 microlitros)
del anticuerpe Asoclado a la Hepatitis (humano) al tubo
rotulado "A".

c. Afddanse dos gotas del Suero de Control Negativo
Humano Normal al tubo rotulado "B".

d. Afiddanse 240 micfolitros del especimen de prueba a
cadg mo de log tubos rotulados "A" y vB%,

e. Mézclese el contenido de los tubos e incibese du-
rante 30 minutos a temperatura de 37°C. en un bafio de
agua.s

f. Pruébense 120 microlitors de los tubos “AM y “BW
usando los reactives y procedimiento de clasificacidn.
' Para las muestras positivas evaluadas relativamente ba-
jas, puede efectuarse una diferenciacién entre los po-
sitivos especifico y no especifico sin pruebas adicio-~
nales ya que la nuestra "A" no reaccionard mientras

que la muestra "B" permanece positiva, indicendo una'.
inhibieidn especifica mediante el anticuerpo humano.
Para aquellas muesiras que son especf{ficas pero que
tienen mayor evaluacién asi como aguellas que no son
especificas, se requiere una prueba adicional tal y como

g6 menciona detalladamente a continuacidn.,
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g+ Para cada tubo que requierAe prue'ba' adicional, ro-
tilense 6 tubos adicionales con diluciones de 1:4 a
1:128 y con la identificacifn del especimen gsi como
con "A" o "Bn, .

b. Afiddanse 200 microlitros del diluyente de prusba -
de confirmacidén a cada tubo incluyendo los tubos

que contienen el especimen del iiacienfe y el Antisuero
Humano o el Suero Humano Normal, es decir los tubos
originales "A" y "B" proporcionsn en 1os mismos aproxi-
nadamente upa diluciba de 1:2,

i. Efec'l:uéz;se diluciones dobles tfansfirimdo 200 mi-~
crolitros u%ando boquillas separadas de microprobeta
para cada tubo y mezcldndose bien sntes de sacar las
miestras.

jo Pruébense 120 microlitros de cada tubo usando los
reactivos y procedimientos de plastificacidn.

k. La evaluacién obtenida en la hilera "B" (especimen
y Suero Humano Nbrmél) cuadruplicarse (dos tubos) mds
que ex la hilera "A" (especimeni ¥ anticuerpo asociado
con lg hepatitis (humeno) de neutralizacién a fin de
considerar el especimen como un pésitivo del antfgeno
de superficie de hepatitis B especffico). I casos en
donde la evaluacién tento de "A" como de "Bw eQ mayor
de 1:128, la dilucién debe 1levarse a caho y finalmente

hasta que se determine el punto final.,

Puesto que un ndmero de especimenes que contienen el Factor



Reumatoide reaccionardn éon el reactivo de l4tex, es necesa~- ;
rio diferenciar agquellos especimenes que coniienen tanto

el aﬁtigeno de superficie de hepatitis B como el Factor Reu-
matoide.

La presencia del Factor Reumatoide puede determinar-
se probando el suero con el reaei%ixfo de absorcidén del Factor
Reunmatoide (14tex producido como gamms globulina humena) mez-
clando 120 microlitros del especimen y uma ga¥a del reactivo
de absorcidn en una platina de pldstico ¥ h?q%&zdose girar
durante 5 minutos. S s.z' g

Si los especimenes contienea el Fact;r Reumatoide,
‘puede absorbersge a.ﬁadié‘xdose 720 microli’cros de los especi-
menes a wn tubo de prueba de 10 por 75 milfmetros incluyendo
6 gotas del reactivo de absorcidn en el tubo. ,Mézclese bien
e inct!bese a temperatura ambien.te durante 15 minutos. Centri-
figuese s 3,000 revoluciones por minu’cos duran'be 5 minutos,
TLlévese a cabo el procedimiento de neu'bralizacﬁ.dn de confirmg~

¢ifn en el especimen absorbido tal y .como se ha presentado

detalladamente en lo que antecede.

Preparacidn del Anticuerpo Purificado para el Anti-
geno de Superficie de Hepatitis B

Se inmmizan conejillos de Indias con el entfgeno de
superficie de hepatitis B purificado mediaente el método que

ge describe en la Patente Norteamericana Némero 3,838,144,
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Una inmmizacidn primaria con el antfgeno en wn
adyuvante completdfde Freund ea las patas:dei‘?.os conejillos
de indias fue seguido por dos inoculacionds intraperitonea—
les del antfgeno sin adyuvante. Después' de .i;‘ormar m chareo
de los sueros recogidos de los animales iﬁmuﬁizados, el anti~
cuerpo residual a las protefnas de suero huméms ge remseve
si es necesario poniendo en contacto el éﬂtiiég'ero con suero
humano normal. La gamma globulina luego se pju_'rifica mediante
precipitacidn con sulfato de sodio acucso al 14 por ciento en
peso/volumen, s8 d:i::a.liza contra salina estabilizada con fos-
fato acuogo y de pr;ferencia se calienta a temperatura de
569C. durante aproximadammte 30 minhtos para destruir el
complemento. T :

El suero purificado se mezola con suero humano que
contiene el antigeno de superficie de hepé,titis B incubado
a 37°C. durante uaa hora y luego durante la noche a tempera-~
tura de 4°C. Elh material precipitado del antigmo-anticuerpo
formado de esta manera se lava luego Qos veces en salina es- -
tabilizada con fosfato frfa para remover la mayorfa de las
proteinas no especificas residuales. El materiagl precipitado
de antigeno—anficuerpo se disuelve luego ea dcido acético
frfo de 0.2l/2 por ciento de sucrosa, con un PH de 2.3 o iones
caotrdpicos. Los antfgeros y snticuerpos disociadog 'se sepa-
ran mediante centrifugacién a 25,000 a 28.000 revoluciones
por minuto durante de 12 a 15 horas o a 30,000 revoluciones

por minuto durante 4 horas en wn gradiente de sucrosa del 10
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al 40 por ciento continuo en wm rotor de zona Beckman TI1-15,
El rotor se descarga bombeando 50 por ciento de la sucrosas
para desplazar el gradiente y se someten a ensayo fracciones
de 20 mililitros para determinar la absorcién de luz ultra-
violeta e wna célula de 1 centfmetro a 280 milimicrones,
y las fracciones miximas se forman en wm charco para propor-
cionar wne fraceidn de anticuerpo especiffica purificada que
luego se neutraliza con NaOH de concentracidn 0,1N. ILa frac-
eifn del anticuerpo se concentra al volumen del suero ori-
ginal y se dializa durante la noche contrg salina estabili-
gada con glicina. El anticuerpo purificééo luego se evalda
¥y se normaliza. |

El anticuerpo se diluye de manera éptima preparando
lotes pequefios del reactivo de diagndstico con varias dilucio-
nes del enticuerpo y probdndose estos contra un tablero de
sueros humsnog que se sabe que contiene el antfgano de super-
ficie de hepatitis B. La dilucidén que proporciona el mejor
funcionamiento contra el tablero cuando se revisten las par-
tfculas de resina se selecciona para la preparacidn del reac-

tivo de diagndstico.

Preparacidn de Reactivo de Diamdéstico

EJEMPLO I

Una suspensidn scudsa al 30 por ciento en peso/vo-

lumen de 0.23 micrones de esferas de poliestireno fabricadas
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por Dow Chemical se diluye al 8 por ciento en peso/volumen
con salina estabilizada con glicina y se disliza contra la
saling estabilizada con glicina durante la noche. Iuego se
aflade inmediatamente a 9 voldmenes de ari;bisuero purificado
de’ conejillo de indias que contiene el anticuerpo pafa el
antfgeno de superficie de hepatitis B (dilufdo hasta 0.05
por ciento en peso/volumen) y se agita constantemente durante
30 minutos. Un vdumen de la albdmina de suerode bovino (1
por ciento en peéo/volﬁmen) se gfiade luego y finalmente se
afiade la azids de sodio para proporcioner una concentracidn
de 0.1 por ciento en peso/volumen en el producto final,

=

EJEMPLO TII

Una suspemsién al 30 por ciento en peso/volumen de
esferas de poliestireno (0.05 a 2.0 micrones) se diluye haste
el 8 por clento con salina estabilizada con glicina y se es-
teriliza mediante la adieién de una solucién de hipoeclorito.
Luego se dializa contra salina estabilizada con glicina para
remover el hipoclorito. Se afiade luego a 9 volimenes de an-

ticuerpos de suero purificade apropladamente dildido de cone-

j11lo de indias para el ant{gmo de superficie de hepatitis B.

La suspensidn de poliestireno se aflade legxtammte con aglta~
cibn la cual se continda durante una hora. Las esferas de
poliestirenc se centrifugen, se laven dos veces en la centri-

fuga con salina estabilizada y se vuelven a suspender hasta

Tt TR B AT



el volumen original en la salina estabilizada. Se afiade
glbdmina de suero de bovino con agitacifn durante 30 minutos.
Una décima parte de wa volumen del suero normel dilufdo de
los conejillos de indias no inmunizados (dilufdo hasta 1l:3.5
con salina estabilizada con glicine) se aflade y la mezcla de
nuevo se agita durante 30 minutos. © Pinglmente las mezcls

pe ngita vigorossmente para dispersar cualquiera de las aglo~
meraciones de las partfculas. Todas las soluciones utiliza-
das se esterilizen mediente filtracién y contiemen 0.1 por
ciento en peso/volumen de azida de sodio como wm agente de

congervacién,
EJEMPLO TIY

Se prepara ua suero de control pogitivo de un charco
de w suero humano positivo de antigemo de superficie de hepa-
titis B conocido. El suero se trata térmicamente a tempera-
tura de 60°C. durante aproximadamente 10 horas para destruir
1la naturaleza infecciopa del virus y luego se diluye en se-
rie dos veces en suero humano normsl. La dilucién usada es
aguella que proporeiona wma reaccién 1+ definida con el reac-
$ivo de 14tex del Ejemplo I o del Ejemplo II. Iuego se fil-

tra de manera estéril y se llena en recipientes esteriles.

EJEMPLO IV
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Se produce un suero de control negativo de suero
humano no dilufdo que se muestra que es negativo para el
antigeno de superficie de hepatitis B mediante el reactive
de 1&tex del Ejemplo I o del Ejemplo II y mediante radioinmu-

noensayo. Se filtra de menera estéril y se 1lena en reci-

pientes ederiles.
FJEMPLO V

El plasma humano que contiene snticuerpos para el
antfgeno de superficie de hepatitis B se evalia medisnte di~
fusidn de gel y se convierte en suero mediante la adicidn de
cloruro de calcio y trombina de bovino. La gamma glubulina
ge prepa.fa. luego del suero medieamte precipitacibén com sulfato
de sodio al 16 por ciento en peso/volumen. Después de lavar
el material precipitado en sulfato de sodio al 14 por ciento
en peso/volumen, se dializa durante la noche conira un agente
estabilizador de fosfato de baja molaridad y se hace pasar
a través de DEAF~celulosa que se ha equilibrado anteriormente
con el mismo agente estabilizador. ILa gamme globulina puri-
ficada luego se normaliza mediante concentracidn y se dializa
contra la salina estabilizada con fosfato. Iuego se filira

de manera estéril y se llena en recipiente esteriles.

ETENPLO VI



-23 =

Una solucibn normal de gamma globulina humsna purifi-
cada en salina estabilizads con glicina se afiade a una suspen-
gidn de ldtex de poliestireno de 0.2 micrones y se calienta
a temperatura de 57°C. durante 15 minutos. La suspensién,
que se usa para absorber el factor reumatoide en los sueros
de prueba, se diluye en salina estabilizada con giicina y se

llena en recipieﬁtes estériles.

EJEMPLO VIT
L)
Se prepars un diluyente de prueba de confirmacidn
diluyendo una solucién de albfmina de suero de bovino al
30 por ciento en peso/volumen con salina estabilizada con fos~
fato hasta wma concentracidn de proteina del 5 por ciento en
peso/volumen. La solucidn luego se filtra de manera estéril

y 86 llena en recipientes esteriles,
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-~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencibdn propia y nueva que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidn en Espaiia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

l2,- Un procedimiento para preparar una com—
posicibén de diagnbdstico mejorada para la deteccibén del
éntigeno de superficie de hepatitis B en la sangre huma-
na, que comprende revestir una suspensibn acuosa de par-
ticulas de poliestirenoc sustancialmente uniformes, que
tienen un diémetro de aproximadamente 0,23 micrones, con
un anticuerpo especifico para dicho antigeno de superfi-
cie de hepatitis B, derivindose dicho anticuerpo del sue-
ro de conejillos de Indias que se han inmunizado con el
antigeno de superficie de hepatitisB purificado de la san-
gre humana y estando dicho anticuerpo exento de anticuer-
pos residusles para las protefnas del suero humano, conte-
niendo dicha suspensibn también, en solucibén en el medio
acuoso, un suero normal de conejillo de Indias que no con-
tiene anticuerpo especifico para el antigeno de superficie

de hepatitis B, caracterizado porque dicho anticuerpo puri-
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ficado que se emplea en el proceso de revestimiento sé pu-
rifica poniendo en contacto suero de conejillo dé Indias
que contiene anticuerpos para el‘antigeno de superficie
de hepatitis B con el extremo de alta densidad de un me-
dio 1fquido gue tiene un gradiente de densidad en el mis-
mo, sometiendo el medio liquido ultracentrifugacién hasta
que se alcanza una distribucidn de equilibrio de los cém—
ponentes del suero a través del gradiente de densidad 3
separando luego la fraccidn que contiene el anticuerpo es-
pecifico para el antigeno de superficie de hepatitis B.

22.- Un procedimiento para preparar una
composicibén de diagnéstico mejorada.

Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede y para los fines que se han especificado.

ksta Memoria consta de veinticinco hojas

escritas a mlquina por una sola cara.

Madrid, iB.M“'1977

]

P‘A.
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