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‘nimero de casos recogidos de hepatitis virdsica no-B, consi~

-2 _, REF: 3493 - 3596 - FAIL

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

.~ --- Bsta invencidén se refiere a una mejora en los
métodos de ensayos inmmoldgicos en fase sélida para la de-
teccién v deferm@nacién.dé’ahtigenos y anticuerpos, espé—
cialmente los relacionados con la hepatitis.

! La hepatitis A se caracteriza normalmerte nor

un corto periodo de incubacién de dos a seis semanas, prodro
|

mosfsuaves y una enfermedad clinica relativamente sueve. La
enférmédad se traﬁsmite por lo general por alimentos o ligui
dos coﬁtaminadds{"perb ge ha visto que tambien puede trans-
mitirse por inoculacién sistemética;‘La hepatitis A se 1lla-

maba antes "hepatitis infecciosa". En los Estados Unidos el

derada generalmente como hepatitis A principalmente, es por
encima de 50,000 y se estima gue la incidencia real en EE.UU

es superior a 1,2 millones.

Debido & que no ha habido un ensayo especifico

conveniente, para antigeno deihepatitis A (HAVAZ) o su anti-|

cuerpo (antiHAV), el diagndstico se ha basado en los sinto-
mas clfnicos, asociacidn con un punto o fuente de erupeidn,
historia del paciente, ensayos de funcionamiento dethiga~
do y la ausencia de indicaciones de infeccién de hepatitis B
’ Dos descubrimientos recientes han impulsado

el desarrollo de ensayos especificos para contraccidn o expg
sicién a la enfermedad: Los grandes esfuerzos en la identi-~
ficacién de modelos animales para estudiar la hepatitis A
culminados en el hallazgo, en 1.973, de que los titis, y més
tarde los chimpancés, son susceptibles & infeccidén por virus
de hepatitis A (HAV); y el descubrimiento de-una particula

semejante & un virus de 27 mm de didmetro asociada con la

e
.
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teccidn de anti~HAV. Hollinger Yy otrog y Purcell y otros deg

’

hepatitis A, por Feinstone y otros, en 1.973. Emﬁleandb la
“téenica del microscopio electrdnico inmme (IEM), Feinstone
y otros observaron estas particulas en extractos de heces de
pacientes con hepatitis A en fase aguda y demostraron qué es
taban agregadas por los sueros de convalecencia pero no por
los sueros do pre~infeceidén de los mismos pacientes. Idénti-
cas particulas HAV se identificaron a continuacidén er el sue
o dél higado de primates infectados.

A estas primeras téenicas elaboradas bioldégi-
camente y con IEM siguieron pronto métodos inmumoldgicos méds
précticos para detecoidn de HAMg ¥y éﬁti-HAV. Provost y otros
han deserito un ensayo de fijacién complementario y han de~
mogtrado su eficacia para dete;cidn de anti-HAV; Miller y
otros y Moritzugu han descrito los enséyos de adherencia in-

‘mune sensible (IAHA), tembien aplicable principalmente a de

criben procedimientés dé radibmihﬁunoénsayos (RIA) éoﬁ ele-
vada sensibilidad en la deteccién tanto de HAVAg‘como de an
+i~HAV en muestraé bioldgicas, Los ensayos IAHA y RIA para
anti=-HAV han resultado ser los procedimientos mds Utiles
para aplicaciones de laboratorio. Dienstag y otros han hecho
estudios comparativos de IAHA y RIA y han encontrado que los
dos ensayos son comparables en cuanto a sensibilidad y espe-
cificidad. Otro estudio posteriof qorroboraba este hallazgo
pero se sefialaba oue RIA detecta otros'anticuerpos precoces
especificos para anti-HAV ademds de.los detectados por IAHA
(Bradley y otros, J. Clin. Microbiol. 5:521-530, 1.977).

Garrison y colaboradores, patente estadounidense 3.790.663
(1974) describen un reactivo para detectar antigenos empled
dos en un RIA en fase sbélida. Su técnica consiste en recu-

brir un polimero organico con antisuero y secar al aire pa-
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atraccién por los antigenos comparable a la de los antige-

'semanas a seis meses. Recientemente, sin embargo, se tienen

: HBcAg. Este Gltimo se ha visto en nficleos de hepatocitos de

pacientes con hepatitis de suero durante la etapa de infec-

i

!

ra producir un reactivo estable en almacenamiento, con una |

nos recubiertos de an%isuero recilen preparados, sin secar. _

-~ La infeccidn de.hepétitis B se transmite general-|
mente por productos de la sangre o instrumentos contamina-
dos tales como agﬁjas, pero puede también transmitirse por
Qontaéto fecal~oral. Antes una infeccién de hepatitisc B se

asociaba  con un periodo de incubacidn que variaba de seis

datos de ieriodos'de incubacibn de s6lo dos semanas. Tia en-
fermedad puede ser suave o asigtomética, pero si es sintonal-
tica las manifestacionés pueden ser especialmente severas.
Los prodromos pueden incluir artréigias, artritié, carpullit
dos, fiebre, anorexia, fatiga y pruritis con 6 sin jctericih.

Por lo menos dos sistemas claros antigeno*anticueﬁ-
po pueden asociarse con la hepatitis B: superficie'(HBsAg:
énti-HBé) ¥y "nlicleo” (HBéAg:'anti-HBé); El antigeno de.su-~
berficie de hepatitié B (HBSAg) encontrado en la sangre en

i

forma de esferas de 22nm Yy en forma de thibulas alargadas qu

1$Y

tienen 22nm de didmetro y de longitud variable se cree que
representa la proteina de recubrimiento del virus de hepa-
titis B. Se considera a una particula de 42 nm que contiene
DNA’y una DNA polimerasa como representante del virus in-
feccioso (particula Dane). En detergentes, la particula Da-

ne se degrada a un nlcleo denso en electrones de 26nm, --

cibén aguda. Asi, los pacientes con hepatitis virésica tipo
B puede esperarse que produzcan anticuerpos para antigeno
de superficie de recubrimiento proteinico (antigHBs) Yy tam-

bien para nlcleo proteinice (anti—HBc).
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El anti-HBc aparece 12-20 semanas después de la ed-
posicidn, frecuentemente acompafiado de antigenemia (HBSAg)
a nivel de disfuncién'de higado y mucho tiempo antes de la
aparicidén de anti-HB_. El anti-EB, va generalmente asociaﬁo
a una prolongada circulacidn de HBSAg 1o que sugiere que el
anti-—HBc se produce como respuesta a una activa multiplica-
cién del virus. |

HBSAg, anti-HBB, ¥y anti—HBc existen aisladsmente
en el suero o pueden coexistir en combinacidén en una muestrg
individual. Los tres son tiles para- calibrar el burso de 14
infeccidn por virus B de hepatitis.-

. El diagndstico de 1la hepatitis B ha inclﬁido ade-
nés diversos ensayos, tales como immuno.difusién o difusién
en gel-agar, contra-electroforesis, fijacibn dé complemenﬁg
hemoaglutinacidén y ensayo radip—inmunolégico.

Debido a su sencillez y sensibilidad, el sistema
de diagndstico preferido para detectar antigenos y anticuerd
poé de hepatitis Ay B es el\ensayo radio-inmunolégico en fa-
se sblida (RIA). Este procedimiento permite una sencilla y
ripida separaciédn de los immunoreactivos enlazados o no en-
lazados utilizados en la msyoria de los ensayos de inmunizat
cién. Une desventaja del RIA en fase sbélida, sin embargo,
en la diagnosis comercial de hepatitis, ha sido la relativa
inestabilidad de inmunoreactivos de hepatitis cuando cubren
directa o indirectamente al material en fase sdlida.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

La referencia de Garrison y otros esta dirigida a

los anticuerpos unidos a un soporte sbélido y Gtiles en la

deteccién de antigenos. La invencién descrita se refiere a

un reactivo mejorado que comprende un inmunoabsorbente recu

bierto de azGcar unido a un soporte sblido que es (til en
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la deteccidn de-ahfigenos ¥y anticuerpos, en primer lugar a
los relacionados con %a hepatitis A y B. Las directrices de
Garrison y otros no compfenden los reactivos reivindicados
¥, por supuesto, no sugieren la estabilidad dé los reacti-

1

vos demostrada por los reactivos recubiertos de azlcar tal

como se demuestra en los ensayos sefialados a continuacidn.

En un objeto de la presente invencidn proporcionar
un reactivo para la deteccidén y determinacibén de inmuncreac
tivos tales como anticuerpos y antigenos en ensayos de inmu

nizacidén. Es otro objeto de esta invencidn proporcicnsr un

reactivo mejorado itil en un inmuno-ensayo para el diagnds-

tico de hepatitis por descubrimiento de la preparacidm y em-
pleo de un reactivo en fase sdlida queies estaple en un pe-
riodo de meses antes Que horas. La estébilidad en almacena-
miento de los reactivos descubiertos obviarin la necesidad

de utilizar una fase sélida recién preparada cubierta con w
inpundéreactivo Yy coqﬁéllo haran que el uso de un inmuﬁo-en-
sayo en fase sblida sea précﬁico en las determinaciones cli{

nicas de rutina.

RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencidén se refiere a un reactivo estable
en el almacenado, 0til en inmuno-ensayos para deteccidn y
determinacidn de antigenos y anticuerpos. Estos reactivos
consisten, idealmente, en un soporte sbélido que ha sido re-
cubierto bien directa o indirectamente con un antigeno o an{
ticuerpo y estabilizado con un recubrimiento azucarado parg
impartir una capacidad de almacenado.

Una aplicacidén indirecta de anticuerpo o antigeno
a un soporte supone por lo general un procedimiento en el

cual el soporte sb6lido se cubre previamente con antigeno o

anticuerpo para potenciar la adherencia del correspondiente
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- DESCRIPCION DEL ASPECTO PREFERIDO

‘~7 )

anticuerpo o antigeno. Por ejemplo, si el soporte sblido ha

de ser Gltimamente recubierto con antigeno de hepatitis A el

soporte puede cubrirsq previamente con anticuerpo de hepatitil

En la uwnidn, bien directa o lndireeta, el an-
tigeno o antlcue?po al soporte sélido, es deseable preservar
la avidez del anticuerpo o la antigenicidad del antigeno. El
método descubierto proporcionza la manera de mantener le avi-
déz y antigenicidad del inmunoabsorbente expuesto pox le

gplicacién de un recubrimiento azucarado.

Esta invencién ha resuelto el problema de la
estabilidad encontrads cuando se recubria con antigenos y an
ticuerpos directa o indirectamenté wn. material en fase sé-
lida. Se observaba que el anticuerpo o antigeno expuesto per
dfa su avidez o antigenicidad en cuestién de horas y queda~
ba esencialmente indtil en el ensayo para deteccidn de loé
correspondientes anticuerpos o entfgenos. Una solucidn & es~
te problema ha sido mantener el soporte sélido cubierto en
estado mojado o himedo menteniéndolo en una solucidn salina
tamponada, Esto proporciona una forma adecuasda de mantener
la avidez y antigenicidad, pero la inconveniencia y gasto
del sostenimiento de este medio se comprenden facilmente.

En un inmunoensayo para la deteccidén de anti-
cuerpos, un antigeno que tiene afinidad para los anticuer-
pos se fija en un soporte sélido facilmente manejable. Si
puede ser obtenido en un estado razonablemente puro para ase
gurar la concentracién adecuada, los antigenos pueden fi-
jarse directamente & la superficie del soporte sdélido. Ade-
mis, habréd algunos antfgenos que se adhieran a la superfi-
cie del soporte sdlido més facilmente que otfos. Los aue

demuestran menos afinidad para la superficie del goporte pue

s A
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- den fijarse empleando un pre-recubrimiento de anticuerpo. En

'ma convencional y despues se expone g una fuente de antige-

este caso el soporte sélido se recubre con anticuerpo en for
A ]

nos..

; Geﬁeralmente, los antigenos se adhieren mds fa
cilménte al anticuerpo fijado y el antigeno no necesita ser
puri?icado antes de su exposicidén al recubrimiento de anti-
cuefpo. La afinidad entre anticuerpo y antigeno asegura la
reténci%n,selectiva de material antigeno, y los residuocs que
acompafien a2l antigeno pueden eliminarse por lavado.

ELl material soporte en'fasg sblida con%emplado
por -esta descripeidn puede inciuvir bolas, tubos, cavidzdes
y varillas gue pueden fabricarse de diversos materiales que
incluyen vidrio, metal o pldstico. El aspecto preferido de
estae invencidén emplea wna bola de poliestireno. Este mate-
rial se consiéue facilmente, es facil de cubrir con los in-
mmoabsorbentes y f4cil de manejar. Es esencial pecordaﬁ aue
1la ipvenci&n se manifiesta en‘la estabilidad del inmunoad-
sorbente fijado al soporte sdlido, no con el soporte sélido
sélo. -

Los inmunoabsorbentes contemplados dentro del
marco de esta inveneidén ineluyen todos los anticuerpos y an
tigenos_que exhiben propiedades inmmoreactivas., Los aspec—
tos mds preferidos de la presente invencidén caracterizan an
t{genos o anticuerpos que tienen una afinidad para los anti
cuerpos y anﬁigenos de hepatitis A o B empleados como inmu-
poadsorbéntes y fijados a una bola de poliestireno bien di-
rectamente o indirectamente segin el método sefialado abajo.
El recubrimiento de azdcar oue entra dentfo

del marco de esta invencidén ineluye mono=-, di~ y polisacéd-
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ridos. Aungue los ejemplos sefialados despues demostrardn la
eficacia particular de la sacarosa, se hen formulado y apli-
cado otros azicares a los soportes recubiertos de antigeno

y se ha visto que también son eficaces en la cbnservaci&n de
la avidez y antigenicidad. Por ejemplo, se preparan las si-

guientes soluciones azucaradas:

.5 TABLA I
! xilita 10% en PBS (solucidn sali
: na ‘tamponada
. lactosa 10% en PBS con fosfato)
’ glucosa 10% en PBS _
menite 10% en PBS o
‘ PBS ]
sorbita - 10% en PBS
dextrano 10% en PBS

Las bolas de poliestireno cubiertas previamen
te con anticuerpo de hepatitis A y expuestas subsiguiente-
mente & una fuente de entigeno A se laven trs veces en PBS.
Se sumerjen en las formulaciopes de la Tabla I durante 30
minutos a la temperature ambiente. Excepto unas pocas de las
bolas sumergidas en el PBS solamente, todas las bolas se sz
can y dejan secar & la temperatura ambiente durante la no-~
che. Por la maffana, se colocan en une incubadora a 379C du-
rante 2 horas. El ensayo de antigenicidad se 1lleva a cabo
utilizendo un anticuerpo marcado radiactivamente en tres con
troles negativos y tres controles positivos para cada grupo.

Ia relacién de cuenta media por minuto para
los controles negativos a los positivos dan una indicacidén

de la actividad antigeno nue permanece en la bola. La gi-

‘guiente tabla da estas relaciones indicando la eficacia re~

lativa de los recubrimientos de azicar empleados.
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TABLA TII

; ~1.. PBS himedo 36,9 ... o . _.
2. glucosa 32,7
i 3. lactosa - 29,8
é 4. sacarosa 28,5
5. xilita 26,8
f 6. 'dextrgno 26,8

?”' 7. " sorbita 25,9 T

f ! 8. menita 22,4
' - 9. PBS seco 7,9

- Lo anterior indica gue hay uma variedad de

 azdcares que sirven para recubrir, proteger y preservar la

‘actividad de wn.soporte sélido recubierto con antigens.

Los siguientes ejemplos demuestran ademds lg
utilidad de la invencién descrita.
Ejemplo I R
 Un antisuero que contiene anti-HAV se diluye
1:500 a 1:6000 con tampén Tri? 0,01M a pH 9,5. A este dilu~
yen%e ge afiade una bola de poliestireno de aproximadamente
0,7 cm de didmetro. Se deja que el proceso de recubrimiento
tenga lugar a la temperatura ambiente durante aproximadamen-
tg’dos horas. Se lavan despues las bolas en el tampén Tris y
se.someten a extractos de higado o fecales que son positivos
para HAV-Ag y que se han diluido 1;5 a 1:100 con fosfato
0,0IM con solucién salina 0,3M para dar un tampén (PBS) a
PH T7,5. EL HAV-Ag puede inactivarse antes de usarlo con for
malina y tratamiento térmico por los métodochonvencionales.
No es necesaria ninguna purificacién del HAV-Ag que contiene
extracto tras la clarificacién cilentifica. Sé deja que las

bolas lleguen a recubrirse con HAV-Ag el cual se une a las
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bolas por el camino de pre~recubrimiento con anti~HAV, Este
proceso de recubrimienpo con HAV-Ag se deja que transcurra &
la temperatura ambiente durante 24 horas. Se lavan entonces
las bolas en PBS en el cual las bolas son estables vy se élqg
cenan hasta su posterior uso. Para obtener bolas secas estg—
bles, se recﬁbren las bolas lavadas con FPBS con una solucidn
de sacarosa al 5% a la temperatura ambiente durante éﬁfﬁxi—
madamente 30 minutos y despues se secan al aire.

Preparacidn de reactivo anticuerpo marcado con 1251.

Se prepara anticuerpo marcado con “°°I (anti-
HAV) por un método convencional y se diluye en suero de ter
nera fetal al 50% que contiene PBS, suero humano normal al
9% y Tween ~20 al 0,2% y 0,005M, 45°C durante 24-48 horas.
Si se emplea a temperaturs mds alta, tal como 569C, la incu-
bacidén podris acortarse a 0,5=3 horas.

Procedimiento de ensayo

Se prefiere suero o plasma recalcificado como
muestre de ensayo para anticuerpo de hepatitis A (anti-ﬁAV).

El ensayo para deteccidén de anticuerpo para
antigeno de hepatitis A se basa en el principio de unién
competitiva de suero anti-HAV con enti-HAV marcado radiacti-
vamente a antigeno de hepatitis A (HAV-Ag). En wma placa de
enséyo, se mezcla anti-HAV 1251 con el suero del paciente y
se afiade entonces un reactivo en fase sélida estable sobre
el que ha sido fijado HAV-Ag. Despues de incubar durente 1;
noche a temperatura ambiente o durante 4 horas a 45°C y un
lavado subsiguiente, se determina la velocidad de cuenta de
la bola en un contador de radiacidén gamma y se registra.

Una velocidad de cuenta superiér al valor de

interrupcién establecido es negativo para anticuerpo mien-
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tras que una cuenta baja indicaria enlace competitivo entre
el antioﬁerpo afladido marcado radiactivamente y el anticuer-
po_enddgeno en el suero. La preéencia de anti~HAV puede de-
terminarse por cdlculo del tanto por ciento de neutraliza-
cién de la muestfa del.paciente comparada con los controles
de p?ueba. Las neutralizaciones por ciento superiores a un
valo} de interrupcidn de 50% indican la presencia de anti-

|
cuerpo por la misma ldégica ogue lo sefialado antes,

I .
P . Ejemplo II

5
Preparacidn de Reactivo en fase sdlida estable

( ‘Se tratan preparaciones de_particulas Dzne de
diversos grados de pureza con 2-mercaptoetanol (0,30-0,75%)
y detergente no-idnico, tal como Triton X~100 é Nonidet P-40
a wna concentracién de aproximadamente 1,0 a 2,5% a 37¢C du-
rante wna hora. El Propdsito de este tratamiento es separar
la capa de lipoproteinas y dejar libre el antigeno del mi~
cleo de las partfculas Dane. Se prefieren las anteriores con
diciones para el tratamiento,\pero pueden variarse sin éfec-
to adverso. Despues del tratamiento, se diluye apropiadamen-—
te la mezcia con solucién tampén; por ejemplo, Tris 0,01M=
HC1, pH 7,1, en solucidn salina fisioldgica que contiene
EDTA 0,001M. La solucién se utiliza inmediatamente para recu
brir la superficie sélida de objetos tales como bolas, tubos
o cavidades hechos de plédstico o vidrio. Los ndcleos Dane
(HBeAg) preparados de esta manera son muy "pegajosos" y se
pegan facilmenté a superficies sélidas por absorcién. Cuando
las preparaciones de particulas Dane son muy impuras y contig
nen niveles elevados de proteinas extrafias,es necesario 91
pre-recubrimiento de los objetos s6lidos con anti-HB, antes

de reaccionar con nicleos Dane, como anteriormente. Con las
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presentesApreparaciones, cuando las bolas de poliestireno se
incuban con solucidén de nidcleos Dane durante 24 a 72 horaS,

hay mds ndcleos Dane sobre bolas limpias oue sobre bolas pre-

cubiertas con anti—HBc especialmente cuando se utilizan muy

bajas concentraciones de nicleos Daﬂe. Se ha descubierto.que
en la solucién de recubrimiento, la concentracién de deter-
gente deberd ser muy baja (preferiblemente inferior a 0,005%)
gi lds ndcleos Dane se recubren directamente sobre superfi-
cies sblidas. |

Para estabilizar la bolé resultante cubierta
con HB Ag, se emplea una solucién de sacarosa sl 5-10%., La
bola‘HBbAg ge incuba en dicha solucidén de sacarosa duranté
aproximadamente 20 minutos a la temperatura ambiente’j des~
pues se seca al aire. - |

Preparacidn de un ejemplo de reactivo anticuerpo marcado con

1251

Se prepare un anticuerpo de nuicleo Dane marca-~

do con 1271 (

anti~HBc) para HBcAg por métodos convencionales
y se diluye en Tris 0,005M con tampén EDTA 0,04M pH 7,3, que
contiene suero de ternera fetal al 50% y plasma humano nor-
mal recalcificado al 2%, y Tween=20 al 4%,

Procedimiento de ensayo

Se prefiere como muestra suero o plasma recal
cificado para ensayarse ﬁara anticuerpo de hepatitis B (anti-
HB,). El ensayo para deteccién de anti-HB, se basa sobre el
principio de la wnidén competitive a las bolas recubiertas
con antigeno de nidcleo de hepatitis B (HBéAg) entre anti-HB,
marcado radiactivamente con 1251 y'anti-HBc presente en la
muestra del paciente. En une placa de ensayo, se incuba la

muestra del paciente junto con anti—HBc radio~marcado con
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~indirectamente al material de la fase sélida y-héy RIA para

- procedimientos de los ejemplos dependen, en primer lugar, de

1251 ¥y una bola recubierta con HBcAg durante aproximadamente
20 horas a la temperatura ambiente. Despues de incubacidn y
lavado, se determina la velocidad de cuenta de la bola en un
detector de radiacién gammé adecuado y se registra. Una §e10~
cidad de cuenta superior al valor de interrupcién esﬁablecido
es indicativa de la ausencia de anti--HBC o presencia 4de nive
les no dgtectables de.an”ci—HB0 en la mugstra mientras uce ung
velocidad mds baja que el valor de interrupeién establecido
es indicativa de la presencia de_anti~HBc en el suero{..
- El mismo ﬁyocedimiento para la estabilizacidn
de wna fase s6lida seflalado arriba ﬁuede seguirse don&e el

antigeno de superficie de la hepatitis B recubre directa o
anticuerpo o antigeno de superficie de hepatitis B. Tos dos

la pureza del antigeno para recubrir la fase sé}ida. Un an~-
tigend de pureza elevada puede recubrir directamente la hola
sin necesidad de pre-recubrimiento con anticuerpo a ese.énti
geno. '
Ejemplo ITT

Antisuero de conejo de Indias que contiene
aﬁt;-HBs se diluye 1:1750 en solucidn salina tamponada con
fosfato (PBS, fosfato de sodio 0,01, cloruro de sodio 0,15,
PH 7,2). Esta solucién se afiade & un matraz que contiene bo
las de poliestireno de didmetro 0,64 cm. Esta solucién de re
cubrimiento, que contiene las bolas, se calienta a 452C por
inmersién en un bafio de agua a 452C durante 2 horas. Se la-
vén entonces las bolas dos veces con PBS (ellcual estd a
temperatura ambiente). Se recubren entonces las bolas con

una solucién de PBS que contiene 2% de sacarosa a la tempe~
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ratura ambiente durante aproximadamente 15 minutos. Se secan
entonces las bolag al aire. 7
. Empleando este procedimiento, se recubren si-
milarmente otras bolas con 2% de lactosa, 2% de glucosa y
con PBS sdlo por inmersidn duranté aproximadamente 15 minu-
tos. Todas las bolas se secan al aire.
. Ejemplo IV
Se lleva a cabo un ensgyo radio inmunoldgico
para deteccidn de antigeno de superficie de hepatitis B em~
pleando anticuerpo marcado radiasctivemente en controles'ne-
gativos, muestras que contienen antLgeno HBsAg/ad y muestras
que contienen antigeno HBsAg/ay. La relacién de cuentas en
las muestras gue contienen antigeno a las muestras en el con
trol negativo se da en la tabla siguiente para bolas Ge po-
liestireno recubiertas éOn diversos azicares:
| TABLA IIT

Azdcar utilizado Relacién de bolas ad/ Relacién de bolas
en el recubri- control neg. almacena ay/control neg. al

niento de las das a , macenadas a
bolas 45C 3d-452C 1c 33-45%C
Lactosa 36,3 36,1‘ 30,4 . 30,1
Sacarosa 33,6 38,3 31,7 3,9
Glucosa 37,2 37,9 31,3 31,0
(PBS sélo)
Sin azidcar 24,5 21,0 15,1 9,6
Sacarosa v ‘

(en agua) 36,1 ) 31,0 28,1 28,5

Los datos de la Tabla III indican que hay'una
diversidad de azdcares que sirven para cubrir, protejer, y
conservar la actividad de un soporte g86lido recubierto con
anticuerpo. Los datos de la Tabla III muestran tambien aue

las bolas recubiertas con anticuerpo que carecen del azidcar
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protector tienen una actividad reducida frente a los antige~
nos HBSAg/ad Yy HBSAg/ay despues de someterse al calor, y la
actividad frente a antigeno HBSAg/éy se reduce incluso antes
de someterse al calor. .
Ejemplo V

Se lleva a cabo un ensayo inmunoiégico engi-
médtico para deteccién d? antigeno de superficie de hevpatvitis
B utilizando un econjugado antigeno de’ superficie de antiéhg
patitis B - peroxidasa. Las mues%ras consisten en controles
négativos, muestras oue contienen antigeno HBSAg/ad y mues—
tras cue contienen antfgeno HB Ag/ay. La diferencia de la
densidad dptica a 492 nm en las muestras que contienen anti
geno menos la de las muestras de control negatiyo se da en
la siguiente %abla para bolas de poliestireno recubiertas

con diversos azfcares:

_ TABLA IV _
Azdcar empleado en Bolas Ad menos con- Bolas Ay menos con
el recubrimiento trol negativo almace trol negativo al-
de la bola nadas a macenadas a ,
49 ¢ 3d-45%¢ 42 @ 3d-45¢C
Tactosa 0,520 0,488 0,426 0,390
Sacarosa 0,486 0,527 0,401 0,396
Glucosa. 0.479 0,503 0,413 0,365
(PBS s6lo)
Sin azﬁcgr ' 0,339 0,257 0,217, 0,121
Sacarosa . '
(en agua) 0,513 0,420 0,496 0,374

Loé datos ae'ia iéblé v mﬁestran oue hay ai-
versidad de azicares gue pueden servir para recubrir, prote
jer y conservar la actividad de un soporte sélido recubierto
de anticuerpo. Los datos de la Taﬁla IV tambien muestran

cue las bolas recubiertas de anticuerpo gue carecen del recu
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-de. el antigeno se seleccioné del grupo que consiste en an-

- 17~

brimiento de azlcar protector tienen actividad reducida
frente a antigeno HB _Ag/ay antes y despues de someter al
calor a las bolas.

, En resumen, la Patente de Invencidn que se solici-
ta deberad recaer'sobre las siguientes:

i REIVINDICACIONES

j 1. Un proced;miento para la preparacidn de un resg
tivo‘inmunolégico estable Uitil en la realizacibn de ensayos
inmunoi&gicos,.que comprende un inmunoadsorbente recubierto
de azﬁéar fijado a wn soporte sblido, que opcionalmente esF
t4 recubierto de otro inmunoadsorbeﬁte, cuyo procedimiento
comprende: '

a) reculrir un soporte sdlido, que opcionalmente se
ha recubierto prevismente con un inmunoadsorbente, con un
inmunoadsorbente;

b) tratar el producto de la etapa anterior con una
solucidn de ﬁn azlcar, para recubrir el inmunoédsorbente de
dicho azﬁcar: \

2. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, don¢
de el inmunoadsorbente es un antigeno.

3. Un procedimiento segin la reivindicacién 2, don-+

tigépo de hepatitis A, antigeno de superficie de'hepatitis
B, antigeno de niicleo dé5hepatitis By antiéeno de hepati-
tis e. ' o

,4. Un procedimiento segin la reivindicacibn 1, don+
de el inmunoadsorbente es un anticuerpo.

é. Un procedimiento segin la reivindicacibn 4, don

de el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste en and

B=
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de el reactivo obtenido comprende un antigeno recubierto de

de €l reactivo obtenido comprende un anticuerpo recubierto

con azfcar fijado d un soporte sbélido.

~ de hepatitis B fijado a un soporte sblido.

— 18-

i

ticuerpo de hepafitis A, anticuerpo de superficie de hepati
tis B, anticuerpo de nficleo de hepatitis B y anticuerpo de
hepatitis e. ‘

6. TUn procedimiento segin la reivindiqacién‘l, don=-

azficar fijado a un soporte sdélido.

7. Un procedimiento segin la reivindicacidn 1, don-
de el reactivo obtenido comprende un' antigeno recubierio con
azficar fijado sobre un - soporte sdlido recubierto cén anticug
DO. '

8. Un procedimiento segfin la reivindicacién 1, don-

9. Tn procediﬁiento segln la reivindicacién 1, don-
de el reactivo obtenido comprende un anticuerpo recubierto
con azficar fijado a un soporte sblido cubierto con antigeno

" 10. Un procedimiento segfin la reivindicacién 1, don
de el reactivo obtenido comprende un anéigeno de hepatitis
recubierto con azlcar fijado a un soporte sblido ge plésti-
co. '

- 11. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, don
de el reactivo obtenido comprende un antigeno de hepabitis
A récubierto con azficar fijado a un soporte sblido recubier
to de anticuerpo de hepabtitis A.

12. Uﬁ procedimiénto segin la reivindicacién il,
donde el soporte sdlido es una bola de poliestireno.

13. Un procedimiento segin la reivindicacibén 1, don

de el reactivo obtenido comprende un anticuerpo de nficleo
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14, TUn procedimiento segin la reivindicacibm 1,
donde el reactivo obt?nido comprende un anticuerpo de super
ficie de hepatitis B recubierto con azfcar £ijado a un so=-
porte sdlido.

15. BSe feivindica por Ultimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn quo se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN REACTIVO_iHﬁUNO~
I0GICO ESTABLE. | |

| Todo cénforme queda descrito y reivindicado zn la
presenfe memofia descriptiva que consta de diecinuevre pagi-

nas mecanografiadas.

" Madrid, 20 marzo 1.979
BERNARDO UNGRIA
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