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Esia invencidn estd relacionada con una composicidn ds
diagndstico para la deteccidn del antigeno de superficie de .
hepatitis B en 12 sangre humana que consiste de wnma suspensién
acuosg de partfculas de resina sintéticas finamente divididos
de tamzfio casi uniforme revestidas con wn anticuerpo purificado
especifico al antf{geno de superficie de hepatitis B, Fl anti-
cuerpo empleado es wm anticuerpo altameate purificado especifico
para el antigero de superficie de hepatitis B que se prepara de
un antigeno de superficie de hepatitis B altamente purificado
obtenido de la sangre humana. Esto da por resultado wma mayor
egpecificidad y mayor sensibilidad. Se reducen al mfmimo los
positivos falsos mediante la adicidn de suero normél de la mie-
na especie de animal que aquel de donde se obtuvo el suero que
contiene el an_'bicuerpo, ¥ la confirmacidn de todos los sueros
positivos u“ciiizando un anticuerpo asociado con la hepatitis
humana un control de suero humano normal y wn reactivo de absor-
¢idn del factor reumatoide. Todos los positivos se vuelven a
probar ea uwna prueba de confirmacidn para determinar de nuevo
los "positivos falsos". Esto se efectda (a) neutralizando todas
lus muestras de sungre de prueba positivas mezeldndose con el
anticuerpo avociado con la hepatitis humana, (b) absorbiendo el

factor roumatoide en las muestras de prueba del paso (a) que

contiene. el Tabttor, mezcldadose con cuentas de ldtex y revestidas

con gamma-globulina humana y (c) mezeclando de nuevo las muestras

de prueba positivas con la composicidn de diagnéstico de esta



invencida.
la composicién de diegndstico de la preseate invencidn

estd disefinda para ser altamente sensible y especifica para le
deteccidn del antigeno de superficie de hepatitis B en la sBangre
humana: (&) empleando particplas de resing revestidas con un an-
ticuerps purificado que se prepara de animales inmunizados con
el antfgeno de superficie de hepatitis B purificado y (b) redu-
ciendo al mfnimo los "positivos falsos" mediante la adicidn de
suero normsl de lg misma especlie de animal que aquel desde donde
se obtuvo el suero que contiene el anticuerpo y (e) confirmar
todos los sueros positivos utilizando un anticuerpo asociado
con la hepatitis humana para la neutralizacidn del antfgeno, wn
coatrol de suero humano normal y un reactivo de absorcidn del
factor reumatoide. | ‘

TLa composicidn de diagnéstico de la presente invencidn
consiste de vna suspensidn acuosa de particulas de resina pinté-

tica finameatle divididos revabidas con wn anticuerpo altamente

purificado especifico para el entigeno de superficie de hepatitis

B. De preferencia las particulas son particulas de poliestireno
esféricas que tienea un didmetro de aproximadamente 0.23 micro-
nes, pero son también apropiadas partfcylas de poliestireno u
otrgs resinas sintéticas v. gr., resines acrflicas que tengan
dimenpiones uniformes de¢ 0.05 a 2.0 microaes.

El anticuerpo especifico para el antigeno de superficie

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



namiferos, v. gr., seres humanos, corderos, cabras, conejos 0
conejillos de india o de fuentes de aves tales como pollos o
pavos —“que contienea el anticuerpo o que se han inmmizado con
el entigeno de superficie de hepatitis B altameate purificado
obtenido de la sangre humsna.

Los consajillos de india u otras especies de animales
tales como conejos, cabras, etc., se inmmizan con el antfgeno
de superficie de hepatitis B purificado mediante el método que
se describe en la Pateate Norteamericana Numero 3,838,144. Una
inmuinizacién primaris con el antfgeno en un adyuvente completo
de Fremd en las patas es seguido por inoculaciones de entigeno
repetidas intraperitoneales, intramisculares, subcuténeas o in-
travenosas con o sin el adyuvante. Después de formar un charco
de los sueros recogidos de los animales inmmizados, el anticuer-
po residual para las proteinas del suero humano, si estd presen-
te, se remicve poniendo en contacto el antisuero con suwero humano
normal. La gamna-globulina puede luego aislarse mediants preci-
pitacidn con sulfato desodio acuoso al 14 por ciento, dizlizarse
contre wma salina estabilizada con fosfato, acuosa, y de prefe~
reacla se calieita a temperatura de 56°C. durante més o menos
30 minutos pere destruir el complementos. _

Bl enticuerpo se purifica adicionalmente mediante los
métodos gearerales que se deseriben en The Joumal of Immaology,
Vol. 106, Numeco 3, péginas 589 a 597, de marzo de 1971, y
Biochemistry, Volumen .G, N¥mero 5, pdginas 1460 a 1466 de mayo



de 1967. El anticuerpo de superficie de hepatitis B éapecifico
se¢ purifica de los sueros de animales absorbidos (de preferencia
sueros de conejillo de indias) mezclando los sueros, en propor-
ciones Sptimas, con los sueros humanos que contiemen el antfge-
no de superficie de hepatitis. B incubdndose a temperatura de
379C. durante uara hora, y luego durante la noche a tempergtura
de 4°C. El material precipitado de antigeno-smticuerpo formado
de esta manera, se lava luego dos veces con una salina estabi-
lizada con fosfato frfa para remover la mayoria de las protefnas
regiduales no.espeeificadas. El material precipitado de antf-
geno-anticuerpo se disuelve luego ea deido acético de 0.2 frio/
2 por cleato de sucrosa, de un PH de 2.3 o varias molaridades

de iones caotrdpicos (v. gr., tiocianato de sodio de 2.0}, de

PH de 6.6). Aquellas personas expertas en el ramo reconocerdn
que pueden emplearse otros estabilizadores apropiados para diso-
ciar lop complejos de antigeno-anticuerpo. ZEstos antigenos'de
enticuerpos disociados se separan mediante centrifugacidn a de
25,000 a 28,000 revoluciones por minuto durante de 12 a 15 horas
o & 30,000 revoluciones por minuto durante 4 horas en un gra-
diente de suecrosa ds 10 a 40 por ciento continuo enr wn rotor de
zona Beckman T1-15. El rotor se descarga bombeando 50 por
clento de sucrosa para desplazar el gradiente y se ensayan
fracciones de 20 mililitros para determinhar ls absorcidén de luz
ulitravioleta en vna célula de un ceatimetro a 280 qy y las frac-

ciones miximez -se formea en un charco pard proporcionar una frac-



cidn de anticuarpo especifica purificada y wna fraceién de
antfgeno purificada. Ambas fracciones luego se neutralizan

con NaOH de concentracidn de 0.1§. La fraccidn del anticuerpo
se concentra al volumen del suero original y se dializa durante
la noche contra salina estabilizada con glicina. El anticuerpo
purificado luego sme evalda y se normaliza.

La azida de sodio, 0.1 por ciento, puede luego afiadir~
g6 como un agerte de conservacidn para usarse en la preparacidn
del reactivo de diagnéstico. El anticuerpo opcionalmente se
diluye vreparando lotes pequefios del reactivo de disgndstico
con varias diluciones del anticuerpo y probaado estos contra un
tablero de suercs humanos que se sSabe que contienen elrant'ié;eno
de superficie de hepatitis B. La diluciéa que proporciona el
mejor funcionamiento contrs el tablero cuando se revistea las
particulas de resina se selecciona para la preparacida del reac-
tivo de diggmdsvico.

El maticuerpo apropiadamente diluido se mezela con
cuentas de¢ ldtex de poliestireno de un didmetro de 0.2 micrones.
Despuds de mezclarse de vna a dos horas, las cuentes se lavan
tres veces coa una salina estabilizada con glicina y se resus-
penden en une sSalina aestabilizada con glicina.

La suspeasidn acuosa de prefereacia contiene mds o
menos 0.5 por cieato en peso/volumen de las particulas de resi-
na, pero podrfe contencr de 0.1 a 3 por cieanto en peso/volumen

de las particulas de resina. FPara la preparacidn del reactivo

w3
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de disgndstico, la suspenpidn de preferencis contiene més o me-
nos 0.05 por ciento en peso/volumen del anticuerpo absorbido en
las part:[cu_las de resina, pero esta cantidad puede variarse de
acuerdo con la concentracidn de las partfculas. La proporcién
del anticuerpo debe ser justammte suficiemte para impedir la
autoagregacidn de las partfculas de resina. Para partfcules
de poliestireno esféricas de 0.23 micrones de didmetro, esto

es aproximadamente wna décima parte del peso de las pgrticulas.

La suspensién de preferaﬁcia éontime w establlizador
que se afiade después de la absorcién del anticuerpo en las
particulas, v; gr., ma proteifna inerte tal como alb¥mina de
suero a ma concentracidn por ejemplo de 0.1 por ciento en peso/
volumen.

De conformided com una modelidad preferida de la inven-
cidén, el reactivo del diagnéstico contiene también suero normal
(es decir, suero que no contiene el anticuerpo especifico para
el anti{geno de superficie de hepatitis B ni el antfgeno mismo)
obtenido de la misma especie animal gue aquel del cual se obtuvo
del suero que contiene el anticuerpo. ILa presencia de este
suero normal reduce considerablemente la proporcién de "positi-
voe falsos" cuando se usa el reactivo de diagndstico para detec-
taz; el antfgeno de superficie de hepatitis B en las muesiras de
sangre. De prefereicia, mds o menos 1 parte de suero normal se

incluye por de 20 a 50 partes (en volumen) de la suspensién

acuose de lasg particulas de resina revestidas con el anticuerpo.



81 el suero normal de 1a'misma especie de amimal que aquel del
cual se abtuvo el Buero que contiene ol anticugrpo no se incluye
en el reactivo de diegnéstico, aproximadsmente el 10 por ciento
‘de sueros humanos que no contienen antigeno d; superficie de he~
patitis B se aglutinagrdn las partfculas de resina. Esto es pro-
bablemente debido & la presencia de substancias en los sueros
humnos que reaccionan con 0tros mgteriales que se originan del
entisuero animal del cual se obtuve el aanticuerpo para el snti~
geno de superficlie de hepatitis B. Si se incluye el suero de
enimel normal, sin embargo, sélo entre 1 por ciento ¥y 3 por
ciento de los sueros humenos glutinardn las particules de resine
en ausencia del suero desde el antigeno de superficie de hepati~
tis B. Esto puede ser debido a que los componentes en el suero
animal normal son capaces de reaccionar con agquellas substancias
en los sueros humanos e impedir que los miémos ocasionen aglu-

. tinacién de las partfculas de resina.

Se proporciona wm control de suero humeno normal gue
s8e produce de suero humgno normel no diluide que se muestre como
siendo negativo para el antigeno de superficie de la hepatitis B
mediente el reactivo de ldtex y mediante radicinmmoensayo.

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

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

LRI
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Buero humano. ILa dilucién usade para el productd es aguella
que proporciona una reaccidn l+ definida con el reactivo dsl
1dtex. ' _

El sistemn de reactivo de diagadatico conmiste de los
‘siguientas componentes:

A. Sistems ds Prueba de Clasificacién

1. inticuerpo Asociado con Hepatitis absorbido en cuentas
de ldtex

2. Suero de Control Posltivo

3. Suero de Control Negativo

B. gSisgtema de Prueba de Confirmacidn

1. Anticuerpo Asocisdo con . Hepatitis (humano)
2. Control de Suero Humano Normal (negativo para el antf-
geao de superficie de hepatitis B)
3. Reactivo de Absorcidn del Factor Reumatoide
4. Diluvyente de Prueba de Confirmacidn
El anticuerpo asociado con hepatitis (humano) se produce

dal plasma humano gue contiene anticuerpos para el antigeno de su-
perficlie de hepatitiis B. F¥1l plasma es recibido de varios centros
de plasmafordsis, se evalda mediante difusidn de gel y se con-
vierte en suero medignie la adicidn de cloruro de caleio y ‘trom-
bins de bovino. La gamma globulina se prepara luego del Buero
mediente precipitacidn con sulfato de sodio el 16 por ciento. Des-
pués de lavar ol material precipitado en sulfato de sodio de 14

por clanto, 86 dializa durante la noche contra un asgente estabili-
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za Gurante la noche contra wn agente estabilizador de fc;sfa-
%o de baja molaridad y se hace pasar a través de DEAE-celulo-
sa que Be ha equilibrado snteriormente con el mismo agente es~
tabilizador. ILa gamma globulina purificada luege se normeliza
mediante concentracién y se dializa contra ma saling estabili-
" zada con fosfato.

El reactivo absorbente del factor reumatoide consiste
de cuentas de létex revestidas con gamma globulinag humana normal.
Se produce elaborsndo imsa solucién normal de gamma, globulina
purificada en una salina estabilizada con glicina, afiadiendo
wna suspensidn de cuentas de poliestireno de 0.2 micrones y
calentdndose a temperaturs de 57°C. durante 15 minutos. ILa
suspensién luegp se diluye en saline estabiligzeda con glicina.

ElL diluyente de prueba de confirmacidén se prepara di-
luyendo wa solucidn de albumina de suer§ de bovino a:l 30 por
ciento con salina estabilizada con fosfato hasta una concea-

tracién de proteina del 5 por ciento.

Métodos de Prueba

A. Preparacidn de la Muestra de Sanpgre

El suero es la forma preferida del espécimen de sangre.
8i la muestra de prusba es de sangre entera, debe primero tra-
tarse para lisar las células en la misma e impedir la coagula~

cidn. Para este objeto puede tratarse con mn diluyeate acuoso



que contiens vn surfactante no 1dnico del tipe de alquifenol
polioxietilado, v. gr. igooetilfenoxi-polioxietil-etanol(Triton
X-100, de Rohm and Haas Company) ¥y cifrato de sodio.

Si 1la muestra de prueba es de plasms pangufneo, debe
contener m anticoagulante v. gr. cualesquiera de los anticoa~
gulantes normales tales como citrato de sodio. §Se trata tam-
bidy ventajosamente con el mismo diluyente acupso que contiene
uwn surfactante no idnico tal como para la sangre entera o fin

de lisar cualquiera de las células residuales preseates en el

mismo.

B. Reactivos

1. Reactivo de Litex

a. Fapecificidad

1. Determinads probando el reactivo.con el tablero
de sueros positivos y negativos suministrado por el
Departamento de Biologfa asf ecomo wn tablero de 100
sueros negativos recogidos de voludtarios normales,
b. Reactividad

1. Se resuspende el reactivo mediante agltacidn
vigorosa. R _
2. A uno de los pozos de prueba en las placas de
prueba de pldstico 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.
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4. Se mezcla completamente usando un mezclador sepa-
rado para cada pPozo.
5. Se hace girar la placa ea el dispositivo giratorio

mecdnico durente 10 minutoa a 150 revo;uoiones por mi-

{
i

nuto. ‘
6+ Se examinan las mezclss sobre wna caja visugl de
ilumingeidn indirecta.

7. Debe observarse una reaccidn débil (1+) claramente
positiva con la muestra de suero de cogtrol positivo.
o debe observarse reaccidn con la muestra de suero de

eontrol negativo.

Suero de Control Positivo

Remctividad

1. El suero de control positivo se prueba con el reac~

tivo de l4tex para asegurar una reactividad de l+.

3. Suero de Control Negativo

a. Reactividad

1. E1 suero de control negativo se prueba con el reac-

tivo de ldtex para asegurarse.de wa reaccidn negativa.

4. Control de Suero Humzno Normal

as« Especificidad

1. Se lleva a cabo la prueba de confirmacién para ase-

gurarse que no reaccione con el reactivo de ldbtex



5.

7.
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y que no inhiba lca sueros positivos del antigeno de

superficie de hepatitis B.

Mticuerpo Asociado con Hepatitis ghumano)

a. Reactividad

b,

1. Se lleva a cabo una evaluacida de difusidn de gel
usando wa entigeno de superfiele de hepatitis B nor-
male '

Ispecificidad

1. Se lleva a cabo uwna prueba de uso para determinar
8i el suero inhibiri especificamente las muestras po-
sitivas del antigeno de superficie de hepatitis B
cuando se utilizan en el protocolo de la prueba de

confirmacida.

Reactivo de Absoreidn

Qe

Reactividad

1. ELl reactivo se prueba con sueros que contienen el
factor Reumatoide para asegurarse de que reacciones con
el factor y sea parcialmente absorbido en el mismo 7

desde los sueros que contienen el mismo.

Diluyeate de Prueha de Confirmacidn

a. Fgpacificidad

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

zando el diluyente para asegurarse de que no reaccione
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con el reactivo de lédtex que no inhiba log sueros po~

sitivos del entigeno de superficie de la hepatitis B.

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

1. Se distribuyen 1é0 microlit?oa de suero hacia m
pozo ex la placa de plédstico. ’

2. Se afiade una gota de Reactivo de Létex.

3. Se mezclan completamente usando un mezclador dese-
chable separado para cada muestira.

4, Se hace girar la placa en un ﬂisppaitivo giratorio
mecdnico durante 10 minutos a 150 revoluciones por mi-
nuto. , .

5. Se examinan las mezclas a través de wmaa eaja vi-
sual de iluminacidn indirecta.

6. Se clasifican las reacciodes:an una escala de 1+

a 4+ que corresponden a la intensidad aumentada de

aglutinacidn.

D. Procedimiento de Weutralizaecién de Confirmacién

1. Especimenes

2.

a. Todos los especimenes se ddentificaron como posi-
tivos en la prueba de clasificacidu. '
b. Suero de Control Positivo inelufdo como un especi-
{

men positivo débil.

Procedimieato
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a. Rotiilese wn tubo de prueba desechable de 10 por

75 milfmetros con el ndmero de ideatificacidn del es-
pecimen y "A". Rotflese uwn segundo tubo con el némero
dé identificacidn del eampecimen y “Bv.

b. Afiddense dos gotas (aproximedamente 80 microlitros)
del anticuerpo Asociado a la Hepatitis (humano) al tubo
rotulado "A".

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

de Afiddanse 240 micfolitros del especimen de prueba s
cada wno de los tubos rotulados PA" y wBW,

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

f. Pruébense 120 microlitors de los tubeoa "AM y “Bv
usando los reactivos y procedimiento de clasificacidn.
Para las muestras positivas evaluadas relativamente ba=-
jas, puede efectuarse una diferenciacifn entre los po-
pitivos especifico y no especifico sin pruebas sdicio-
nales ya que la muestra "A" no reaccionard mientras

que la muestra "B" permanece gositiVa, indlcando ung .
inhibicidn especifica mediante el anticuerpo humano.
Parn aquellas muestras que soa especificas pero que
tienen mayor evaluacidn asi como aquellas que no son
especificas, se requiere una prueba adicional tal y como

56 menciona detalladamente a continuacidn.
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g+« Para cada tubo que requierp prueba.‘ adicional, ro-~

tflense 6 tubos mdicionsles con diluciones de 1:4 a '

1:128 y con la ideatificacidn del especimen asi como
con "A" o "B", :

b. Afiddanse 200 microlitros del diluyente de prueba -
de confirmacién a cada tubo incluyendo los tubos

que contienen el especimen del "pacientie ¥ el Antisuero

Humano ¢ el Suero Humano Normél; es decir los tubos

originales "A" y “B" proporcionen ean los mismos sproxi~

madameate une dilucidn de 1:2.

i. Efectuénse diluciones dobles tfanafiriendo 200 mi-
crolitros usendo boquillas separadas de microprobeta
para cada tubo y mezcléndose bien antes de sacar las
mestras.

jo Pfuébmse 120 microlitros de cada tubo usendo los
reactivos y procedimientos de plastifieacidn.

k. La evaluacién obtenida ea la hilera "BY ( éspecimen
y Suero Humano N'ormél) cuadruplicarse (dos tubos) més
que en la hileras "AY (eepecimeni y anticuerpo asociado
con la hepatitis (humano) de neutralizacidn a fin de
congiderar el especimen como un pdsitivo del antigeno
de superficie de hepatitis B especifico). I casos en
donde la evaluacidén tento de "A" como de "B" e§ mayor
de 1:128, la dilucién debe llsvarse a cabo y finalmente

hasta que se determine el punto final.

Puesto que un n¥mero de especfmenes que contienen el Factor
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Reumatoide reaccionardn éon el reactivo de l4tex, es necesa-
rio diferenciar aquellos especimenes que contienen tanto

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

Le presencia del Factor Reumatoide puede determinar-
ge probando el suero con el reactivo de absorcidn del Factor
Reumatoide (l{tex producido como gamma globulina humena) mez-
clando 120 microlitros del especimen y une goda del reactivo
de absorcidn en una platina Qe pléstico y h%@}éndose girar
duraante 5 minutos. R ; ‘{‘ :

Si los especimenes contienen el Faetor Reumgtolde,
‘puede absorberse aﬂadiéndose 720 microlitros de los especi-
meaes a un tubo de prueba de 10 por 75 milfmatros incluyendo
6 gotas del reactivo de mbsorcidn en el tubo. M&zclese bien
e inidbese a temperatura ambiente durante 15 éinutos. Centri-
fdguese a 3,000 revoluciones por minutos duranté 5 minutos.
Llévese a cabo el procedimiento de neutraliZacidh de confirma~
cifn en el especimen absorbido tal y .como se ha. presentado

detalladamente en lo que antecede.

Preparacién del Anticuerpo Purificado para el Anti-~
[
geno de Superficie de Hepatitis B

Se inmunizan conejillos de Indias con el entfgeno de
superficie de hepatitis B purificado mediente el m&todo que

pe describe en la Patente Norteamericana Numero 3,838,144.
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Una inmmizacidén primaria con el antigeno en un
adyuvante completo de Preund en las pataaﬁda‘}os conejillos
de indias fue seguido por dos hnoculacionés intraperitonear
les del antigenc sin adyuvente. Despuég de %ormar m charco
de los sueros recogidos de los animales iﬁmuaizados, el anti-
cuerpo residual e las protefnas de suero huménéa Be remeve
8i es necesario poniendo em contacto el éﬁtiéuéro con suero
humeno normal. La gamma globulina luego se p@fifica mediante
precipitacidn con sulfato de!sodio acuoso al 14 por ciento en
peso/volumen, se dializa contra salina estabilizada con fos-
fato acuoso y de preferencia se calienta a temperatura de
56°C, durante aproximadamente 30 minutos para destruir el
complemeato. L :

El suero purificado se mézola con suero humano que
contiene el antigeno de superficie de hepatitis B incubado
a 37°C., dursnte uaa hora y luego durante la ﬁodhe a tempera~
tura de 4°C. El material precipitédo-del antigeno-anticuerpo
formado de esta manera se lava luego dos veces en salina es-
tabilizaeda con fosfato fria pars remover la mayorfa de las
protefnas no especificas residuales. El materigl precipitado
de ant{geno-anticuerpo se disuelve Iuego.en dcido acético
frio de 0.2l/2 por ciento de sucrosa, con un pH de 2.3 o iones
_ cgotrdpicos. Los antigenos y anticuerpos disociadog se sepa-~
ran mediante centrifugacidn a 25,000 a 28.000 revoluciones
por minuto durante de 12 & 15 horas o a 30,000 revoluciones

por minuto durante 4 horas en un gradiente de sucrosa del 10



al 40 por clento continuo en wm rotof de zona Beckman TI~15.
El rotor se descarga bombeando 50 por ciento de la sucrosa
para des_plazar el gradiente y se someten a ensayo fracclones
de 20 mililitros para determinar la absorcidén de luz ultra-
violeta en una célula de 1 centfmetro a 280 milimicrones,

y las fracciones méximas se formen en un charco para propor-
cionar wne fraccidn de anticuerpo eaﬁecﬂica purificada que
luego se neutralizs con NaOH de conceniracién 0.1N. La frac-
cién del anticuerpo se concentra al volumen del suero ori-
ginel y se dializa durante la noche contra palina estabili-
zada con giicina. El anticusrpo purifiea':io lute.go ge evalia
Yy se normaliza. .

El anticuerpo se diluye de manera dptima preparando
lotes pequefios del reactive de diagnéstico con varias ailucio-
nes del antlcuerpo y probdndose estos contra un tablero de
sueros humanos que se sabe que contiene el ant‘.fgeno de super-
ficie de hepatitis B. La dilucién que proporciona el mejor
funcionamieato contra el tablero cuando se revisten las par-
ticulas de resina se selecciona para la preparacidén del reaoc-

tivo de diagndstico.

¢
Preparacién de Reactivo de Diagndstico

EJEMPLO T

Una suspensidn acubsa 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 saling estabilizada con glicina y se dializa contra la
saling eatabilizada con glicina durante la noche. ZIuego se
afiade inmedigtamente a 9 volimenes de ar;tisuero purificado
de conejillo de indias que contiene el anticuerpo para el
antfgeno de superficie de hepatitis B (dilufdo hasta 0.05
por ciento en peso/volumen) y ge agita constantemente durante
30 minutos. Un vdumen de la albdmina de suerode bovino (1
por ciento en peéo/volﬁmm) se afiade luego ¥y finalmente se
aflade la gzida de sodio para proporcionar una concentracién

de 0.1 por ciento en peso/volumen en el producto final.

EIAFLO IT

Una suspensién al 30 por clento en peso/volumen de
esferas de poliestireno (0.05 a 2.0 micrones) se diluye hasta
el 8 por ciento con salina estabilizada con gliocina y se es~-
teriliza mediante la adicidn de wma solucién de hipoelorito,
Luego 2o dializa contra salina estabilizada con glicina para
remover el hipoclorito. Se afiade luego a 9 voldmenes de an~
ticuerpos de suero purificado apropiddamente dildido de cone~
jillo de indias para el antfgeno de superficie de hepatitis B,
TLa suspensidn de poliestireno se afiade leptammte con aglta~
cién la cual se continda durante una hora. ILas esferas de
poliestirenc se centrifugen, se laven dos veces en 1;, cartrf-

fuga con salina estabilizada y se vuelven a suspender hastg

R e L, I SF ALY,
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el volumen original en la salina estabilizada. Se afiade
albdming de suero de bovino eon agitacién durante 30 minutos.
Una décima parte de un volumen del suere normal dilufdo de
los conejillos de indias no inmmizados (dilufdo hasta 1:3.5
con saline estabilizada con glicina) se afiade y la mezcla de
nuevo se agite durante 30 minutos.  Finalmente la mezcls

ge agita vigorossmente para dispersar cuslquiers de las aglo-
meraciones de las partfculas. Todas las soluciones utiliza-
das se eaterilizen mediante filtracidn y comtienen 0.1 por
ciento en peso/volumen de mzida de sodio como wn agente de

conservacidn,
EJRNPLO ITI

Se prepara un suero de control pogitivo de wn charco
de wm suero humano positivo de antfgeno de superficie de hepa~
titis B conoceido. El suero se trata térmicamente a tempera-
tura dé 60°C. durante aproximadamente 10 horas para destruir
la naturaleza infecciogy del virus y luego se diluye en se-~
rie dos veces en suero humano normal.. La dilucidn ueaeda es
aquella que proporciona una reaccidn 1+ definida con el reac-
tivo de l4tex del Ejemplo I o del Ejemplo II. Iuego se fil-

tra de maners 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 ge musstra que es negativo para el
antfgeno de superficie de hepatitis B mediante el reactivo
de 1lédtex del Ejemplo I o del Ejemplo II y mediante radioinmu-
noensayo. Se filtra de manera estéril y se llema ean reci-

pientes eseriles.

EJEMFLO V
E1 plasma humano qué contiene anticuerpos para el
antfgeno de superficie de hepatitis B se evalda mediante di-
fusidn de gel y se convierte en suero médiante la adicién de
cloruro de calcio y trombine de bovino. ILa gamma glubulina
5@ prepera luego del suero medimmte precipitacién con sulfato
de sodio al 16 por ciento en peso/volumen. Después de lavar

el material precipitado ‘en sulfagto de sodio al 14 pdr ciento

en peso/volumen, se dializa durante la noche contra wn agente
estabilizedor de fosfato de baja molaridad y se hace pasar

e través de DEAE-celulosa que se ha equillibrado anteriormente
con el mismo agente estabilizador. La gamma globulina puri- :
ficada luego se normaliza mediante cdncentracidn y se dializa |
contra la salinag estabilizada con fosfato. Tuego se fi;.tra.

de menera estéril y se llena m.recipiente esteriles.

EJEMPLO VI
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Una solucidn normal de gamma globulina humana purifil-
cada en salina estabilizada con glicina se afiade a wna suspen~-
pidn de lédtex de poliestireno de 0.2 micrones y se calienta
a temperatura de 57°C, durante 15 minutos. La suspensién,
que 8¢ usa para absorber el factor reumatoide en los sueros
de prueba, se diluye en salina estabilizada con g':licina y Be

1llens en recipieﬁtes estériles.

EJEMPLO VII
[\ ]
Se prepara wn diluyente de prueba de confirmacidn
diluyendo ung solucidn de albdmine de suero de bovino al
30 por ciento en peso/volumen con sslina estabilizada con fos-
fato hasta ma concentracidn de protefna del 5 por ciento e
peso/volumen. Ia solucibn luego se filtra de menera estéril

y 8o 1llena en recipientes esteriles.
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-~ REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Un método mejorado para determinar la
presencia del antigeno de superficie de hepatitis B
en la sangre humana, caracterizado por mezclar muestras
de prueba de dicha sangre exenta de glébulos rojos con
una composicidén de disgndéstico que comprende una suspen-
sién acuosa de particulas de poliestireno esféricas sus-
tancialmente uniformes que tienen un didmetro de aproxi-
madamente 0,23 micrones revestidas con un anticuerpo es-
pecifico para dicho antigeno de superficie de hepatitis
B, derivdndose dicho anticuerpo del suero de conejillos
de Indias que han sido inmunizados con el antigeno de
superficie de hepatitis B purificado a partir de sangre
humana, estando dicho anticuerpo exento de anticuerpos
residuales para las proteinas del suero humano, habien-
do sido purificado dicho anticuerpo poniendo en contacto

suero de conejillos de Indias que contienen anticuerpos
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para el ant{geno de superficie de hepatitis B con el extre-
mo de alta densidad de wn medio liquido que tiene un gradien-
te de densidad en el mismo, someter el medio ligquido a ultra-
centrifugacién hasta que se logre una distribucién de equili-
brio de los componentes del suero a través del gradiente de
densidad y luego separar la fraccidn que contiene el anti-
cuerpo especifico para el antigeno de superficie de hepati-
tis B, conteniendo tambidn dicha suspensidén en solucién en
dicho medio acuoso normal suero de conejillos de Indias gque
no contiene anticuerpo especifico para el antfgeno de super-
ficie de la hepatitis B, en ol que la mejora comprende : (a)
neutralizar todas las muestras de prueba positivas de dicha
sangre por mezcla con el anticuerpo asociado a la hepatitis
humana, (b) absorber el factor reumatoide en las muestras
de prueba del paso (a) que contiene dicho factor por mezcla
con perlas del ldtex revestldas con gamma~-globulina humana
v; (e) mezclar de nuevo dichas muestras de prueba positiva
con mds de dicha composicidén de diagndstico en la que di~
chag partfculas de poliestireno estdn revestidas con uns
cantided de dicho anticuerpo especifico para dicho antige~
no de superficie de hepatitis B justo lo suficiente para
impedir la autoaglomeracidn de dichas partfculas de resi-
ne,

28,~ Un método me jorado para debterminar la

presencia del antfgeno de superficie de hepatitis B en la
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gangre humana.

Tal y como se ha descrito en la Memoria gue
antecede y para los fines que se han especifiecado,

Esta Memoria consta de veintiseis hojas esm

critas a miquina por una sola cara.

Wadrid, 27.A50.1976
P.A,

A‘berto uL o

Por
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