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(54) Hepatitis B pinta-antigeenin toteaminen lateksi-agglutinaation avulla -
P&visande av hepatitis B ytantigen genom latex-agglutination

Keksinn8n kohteena on hepatitis B pinta-antigeenin havaitseminen la-
teksi-agglutinaation avulla.

Hepatitis B pinta-antigeeni (Australia-antigeeni), jonka 18ysi Blumberg
et al., Bull. N.Y. Acad. Med., 40, 377 (1964), ja myShempi korrelaatio pitk¥n
inkuboimisajan vaativan hepatitiksen kanssa on kannustanut aktiivisuuteen ve-
renluovuttajavdest8n seulonnassa yleisess3d terveydenhuoltomielessd.

Vasta-aineelle herkistettyjen lateksihiukkasten k3yttd, joka on esitet-
ty US-patenttijulkaisussa 3 085 875 ja 3 551 555, on erikoisesti sovellettu he-
patitis B pinta-antigeenin havaitsemiseksi veriseerumista, kuten on kuvattu
julkaisussa The Journal of Immunology, n:o 1, sivut 108-111, tammikuu 19, 1972.

Diagnostinen koe Australia-antigeenin tai sen vasta-aineen toteamiseksi
on esitetty DE-hakemusjulkaisussa 2 237 204.

Herkdn, mutta aikaa vievdn radioimmuno-md&rityksen ovat kuvanneet Ling,
C.M. ja Overby, L.R. julkaisussa The Journal of Immunology 109, n:o 4, sivut
834-841 (1971) (1972). '
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Taryitaan kujtenkin parannettua diagnostista menetelm33, joka on nopea,
herkkd ja mikd tdrkeintd, luotettava (v&hin mahdollinen m#&rd 'v&&ri§ posi-
tiiyisia').

Keksinn&n kohteena on menetelmd hepatitis B pinta-antigeenin toteami-
seksi ihmisverestd, jolloin veriniyte, josta punaiset verisolut on poistettu,
sekoitetaan diagnostiseen koostumukseen, joka muodostuu vesisuspensiosta, jossa
on kdytdnndllisesti katsoen samanlaisia pallomaisia polystyreenihiukkasia, joi-
den halkaisjja on 0,05 - 2,0 um ja jotka on p&3llystetty puhdistetulla hepatitis
B pinta-antigeenille spesifisel13 vasta-aineella, jolloin t3md vasta-aine on
eristetty sellaisten marsujen seerumista, jotka on immunisoitu puhdistetulla
ihmisverestd eristetylld hepatitis B pinta-antigeenilla ja jolloin t&m3 vasta-
aine ei sisdl1d muita ihmisseerumiproteiineille spesifisid vasta-aineita, ja
jolloin vesisuspensio sisd1td3 my8s liuenneena normaalia marsun seerumia, joka
ei sisdl13 hepatitis B pinta-antigeenille spesififistd vasta~ainetta ja jolloin
polystyreenihiukkaset on p#8llystetty sellaisella md&rd113 mainittua vasta-ai-
netta, joka juuri estdd hiukkasten aggregoitumisen itsest33n, ja verindytteen
ja suspension seoksesta tutkitaan, tapahtuuko siin¥ agglutinoitumista.

Keksinndn mukaiselle menetelm¥lle on tunnusomaista, ett¥ (a) polystyreeni-
hiukkasten p3d1lystykseen k¥ytetty vasta-aine on puhdistettu tunnetulla taval-
la saattamalla antigeeni/vasta-ainekompleksin liuos, joka on valmistettu sekoit-
tamalla vasta-ainetta sisdltdv88 marsun seerumia ihmisseerumiin, joka sis3lt33
hepatitis B pinta-antigeenille spesifisid antigeenipitoisia vasta-aineita,
kosketukseen tiheysgradientin sisdltdvdn nestemdisen viliaineen tihedmm3n p&3n
kanssa, minkd j&lkeen nestem 3 inen vdliaine ultrasentrifugoidaan, kunnes seeru-
mikomponenttien jakautuminen tiheysgradienttiin on saavuttanut tasapainotilan,
ja sen j8lkeen hepatitis B pinta-antigeenille spesifistd vasta-ainetta sisdltdvit
fraktiot erotetaan,

(b) kaikki verindytteet, joissa havaitaan agglutinoitumista, neutraloi-
daan sekoittamalla niihin ihmisen hepatitikseen sidottua vasta-ainetta,

(c) vaiheesta (b) saaduista niytteist¥ erotetaan reumafaktori sekoitta-
malla ndytteet lateksipallojen kanssa, jotka on p&&llystetty ihmisen gamma-glo-
buliinilla, ja pallot yhdessd niihin absorboituneen reumafaktorin kanssa ero-
tetaan , ja

(d) mainitut ndytteet, joissa agglutinoitumista on havaittu, sekoitetaan

uudestaan mainittuun diagnostiseen koostumukseen.
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Marsut tehdd&n immuuneiksi hepatitis B pinta-antigeenill,joka on puh-
distettu menetelmd!1&, joka on kuvattu US-patenttijulkaisussa 3 838 144, Alku-
immunointi suoritetaan antigeenilla Freund'in apuaineessa eldimen jalan polku-
kdnsiin, minkd j&lkeen suoritetaan toistuvia antigeenirokotuksia, joko apuai-
neen kanssa tai ilman sitd, vatsaontelonsisdisesti, lihaksensisdisesti, ihon-
alaisesti tai laskimonsisdisesti. Immunoiduista eldimistd kerdityt seerumit yh-
distetd8n ja mahdollisesti j&ljellejd&nyt ihmisen seerumiproteiinille spesifi-
nen vasta-aine poistetaan saattamalla antiseerumi kosketukseen normaalin ihmis-
seerumin kanssa. Gammaglobuliini voidaan sitten erist3§ saostamalla 14-%:isel~
la vesipitoisella natriumsulfaatilla, dialysoida vesipitoista fosfaatilla pus-
kuroitua suolaliuosta vastaan ja edullisesti kuumentaa 56°C:ssa n. 30 minuut-
tia komplementin h3vittdmiseksi.

Vasta-ainetta puhdistetaan edelleen yleisilld menetelmilld,joita on ku-
vattu julkaisuissa The Journal of Immunology, Vol. 106, no 3, sivut 589-597,
maaliskuu 1971, ja Biochémistry, Vol 6, no 5, sivut 1460-1466, toukokuu 1967.
Spesifinen hepatitis B pintavasta-aine puhdistetaan absorboituneesta marsun
seerumista sekoittamal!la seerumi optimaalisissa suhteissa ihmisseerumiin, joka
sisdltdd hepatitis B pinta-antigeeni3, inkuboimalla 37%:ssa | tunti ja sitten
yli y8n 49C:ssa. N¥in muodostunut antigeeni-vasta-aine-saostuma pest¥3n sitten
kahdesti kylmdssd fosfaatilla puskuroidussa suolaliuoksessa, jolloin suurin osa
j8ljelle jd3neistd ei-spesifisistd proteiineista saadaan poistetuksi. Antigee-
ni-vasta-aine-saostuma liuotetaan sitten kylmd#&n 0,2M etikkahappoon, joka si-
sdltdd 2 % sakkaroosia, pH 2,3, tai eri molaarisiin kaotrooppisia ioneja sis§l-
tdviin liuoksiin (esim. 2,0M natriumtiosyanaattiin, pH 6,6). Asiantuntijalle on
selvdd, ettd muitakin sopivia puskureita antigeeni-vasta-aine-kompleksien dis-
sosioimiseksi voidaan kdytt3d. N3m3 dissosioidut antigeenit ja vasta-aineet ero-
tetaan linkoamalla kierrosluvulla 25 000 - 28 000 r/min 12-15 tunnin ajan tai
kierrosnopeudella 30 000 3/min 4 tunnin ajan 4-40 %:n jatkuvalla sakkaroosi-
gradientilla Beckman TI-15 vy8hykeroottorissa. Roottori tyhjennet¥in pump-
paamalla sisd3dn 50-%:ista sakkaroosia gradientin muuttamiseksi ja 20 ml:n
jakeista mddritetddn U.V.-absorptio 1 cm:n kennossa 280 nm:ss¥ ja hu}ppujakeet
yhdistetddn, jolloin saadaan puhdistettu, spesifinen vasta-ainefraktio ja puh-
distettu antigeenifraktio. Kumpikin fraktio neutraloidaan sitten 0,IN NaOH:1la.
Vasta-ainefraktio v8kev8id8&n alkuperdiseen seerumitilavuuteen ja dialysoidaan
yli y8n glysiinill¥ puskuroitua suolaliuosta vastaan. Puhdistettu vasta-aine

titrataan sitten ja standardoidaan.
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Keksinndn kohteena on my8s testipakkaus edelld kuvattua hepatitis B
pinta~antigeenin toteamismenetelmds varten, joka koostuu muovilevyistd, joilla
testit suoritetaan, sek¥ reagenssipulloista, jotka k¥sittdvit:

(a) reagenssipullon, joka sisiltdddiagnostista koostumusta, jossa on
vesipitoisessa suspensiossa 0,1 - 3 paino/tilavuus-% kdytdnnSllisesti katsoen
samanlaisia pallon muotoisia polystyreenihiukkasia, joiden halkaisija on 0,05-
2,0 uym ja jotka on pH&llystetty puhdistetulla hepatitis B pinta-antigeenille
spesifisel1¥ vasta-aineella, jolloin vasta-aine on valmistettu sellaisen mar-
sun seerumista, joka on immunoitu puhdistetulla ihmisverestd eristetylld hepati-
tis B pinta-antigeenilla ja joka ei sisdl1d muita ihmisen seerumiproteiineille
spesifisii vasta-aineita, jolloin vesipitoinen suspensio sisd1t83 mySs liuen-
neessa muodossa 2-5 tilavuus-% kokonaissuspension md3rdstd laskettuna normaalia
marsun seerumia, joka ei sisdl13 hepatitis B pinta-antigeenille spesifistd vas-
ta-ainetta, ja jolloin polystyreenihiukkaset on pddllystetty sellaisella md&-
ri118 mainittua vasta-ainetta, joka juuri riitt33d estdmd&n hiukkasten aggre-
goitumisen itsestddn,

(b) reagenssipullon, joka sisilt¥d ihmisen positiivista vertailuseeru-
mia,

(c) reagenssipullon, joka sis#lt8¥ ihmisen negatiivista vertailuseeru-
mia, ja

(d) reagenssipullon, joka sis&1t&3 fosfaatilla puskuroitua suolaliuosta,
jossa on 5 % naudan seerumialbumiiniproteiinia. Testipakkaukselle on tunnus-
omaista, ettd reagenssipullossa (a) k¥ytetty vasta-aine, jolla polystyreeni-
hiukkaset p33llystetddn, on puhdistettu tunnetulla tavalla saattamalla antigee-
ni/vasta-aine-kompleksin liuos, joka on valmistettu sekoittamalla vasta-ainet-
ta sis¥ltsvi3 marsun seerumia ihmisseerumiin, joka sis§1t33 hepatitis B pinta-
antigeenille spesifisid antigeenipitoisia vasta-aineita, kosketukseen tiheys-
gradientin sis¥1t&vdn vesipitoisen vdliaineen tihedmmin p33&n kanssa, minkd
j&lkeen vesipitoinen v#liaine ultrasentrifugoidaan, kunnes seerumikomponentti-
en jakautuminen tiheysgradienttiin on saavuttanut tasapainotilan, ja sen j&l-
keen hepatitis B pinta-antigeenille spesifistd vasta-ainetta sisdltdvdt frak-
tiot erotetaan, ja jolloin reagenssipullot kdsittdvat lisdksi:

(e) reagenssipullon, joka sis§1t&% ihmisen hepatitikseen sidotun vasta-
aineen vesiliuosta, ja

(f) reagenssipullon, joka sisdltdd ihmisen gamma-globuliinilla p&dllys-

tettyjen lateksipallojen vesisuspensiota.
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Natriumatsidia 0,1 %, voidaan lisdtd s3il8ntdaineeksi diagnostiseen
reagensiin. Vasta-aine laimennetaan optimaalisesti valmistamalla pienid erid
diagnostista reagenssia eri vasta-aineen laimennuksin ja testaamalla n8i113
ihmisseerumeita, joiden tiedetdn sis&ltdvan hepatitis B pinta-antigeenid.
Laimennus, jolla saadaan paras tulos, valitaan diagnostisen reagenssin valmis-
tukseen.

Sopivasti laimennettu vasta-aine sekoitetaan 0,2 um:n l&pimittaisten
polystyreenilateksipallosten kanssa. 1-2 tunnin sekoittamisen j&lkeen palloset
pestdin kolmasti glysiinilla puskuroidulla suolaliuoksella ja suspendoidaan
uudelleen glysiinillg puskuroituun suoléliuokseen.

Vesipitoinen suspensio sis8ltdd 0,1 - 3 paino/tilav.-%, edullisesti
n. 0,5 paino/tilav.-% hartsihiukkasia. Diagnostisen reagenssin valmistusta var-
ten suspensio sisi1t34 edullisesti n. 0,05 paino/tilav.-% vasta-ainetta absor-
boituneena hartsihiukkasille, mutta t&t3 voidaan vaihdella hiukkasten pitoi-
suuden mukaan. Vasta-aineen m##rdn tulisi olla juuri riittdvd estddkseen hartsi=
hiukkasten itsestd3n kasautumisen. Pallomaisille polystyreenihiukkasille, joi-
den l3pimitta on 0,23 mikronia, td&md mi3rd on n. yksi kymmenesosa hiukkasten
painosta.

Suspensio sis¥1tdd edullisesti stabiloimisainetta, joka on lisdtty vas-
ta-aineen absorption jilkeen, esim. inerttis proteiinia, kuten seerumialbumii-
nia vikevyydessd esimerkiksi 0,1 paino/tilav.-%.

Keksinndn er33n edullisen suoritusmuodon mukaan diagnostinen reagenssi
sis§1t43 my8s normaaliseerumia (ts. seerumia, joka ei sisdlla hepatitis B pin-
ta-antigeenille spesifistd vasta-ainetta tai antigeenid itse3¥3n), joka on saatu
samasta el#dinlajista, kuin mistd vasta-aineen sis3ltiv3 seerumi saatiin. T&llai-
sen normaaliseerumin lisndolo vdhentdd oleellisesti 'vi8rien positiivisten'
osuutta, kun tit3 diagnostista reagenssia kiytet&3n hepatitis B pinta-antigee-
nin havaitsemiseen verindytteistd. Edullisesti 1isit44n n. | osa normaaliseerumia
20-50 tilavuusosaa kohti vasta-aineella pddllystettyjen hartsihiukkasten vesi-
pitoista suspensiota. Jos normaaliseerumia samasta eldinlajista, kuin mistd
vasta-ainetta sis3ltdvé seerumi saatiin, gi ole mukana diagnostisessa reagens-
sissa, n. 10 % ihmisseerumia, joka ei sisdl18 hepatitis B pinta-antigeenid,

aiheuttaa hartsiosasten aggregoitumisen, T¥m3 johtuu todennikSisesti siitd,

etty t4llaisissa ihmisseerumeissa on mukana aineita, jotka reagoivat muiden ai-
neiden kanssa, jotka ovat per8isin eldimen anti-seerumista, josta vasta-aine

hepatitis B pinta-antigeeneille saatiin. Jos normaalia el3inseerumia on mukana,
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kuitenkin jo n. 1-3 % ihmisen seerumeita aggregoi hartsihiukkaset hepatitis

B pinta-antigeenin puuttuessa seerumeista. T4m§ saattaa johtua normaalin el&in-
seerumin komponenteista, Jotka pystyvdt reagoimaan niiden aineiden kanssa
ibmisseerumeissa ja siten estdmddn niit3 aikaansaamasta hartsihiukkasten yhteen-
kasautumista.

Normaali ihmisen vertailuseerumi valmistetaan laimentamattomasta normaa-
lista ihmisseerumista, jonka on osoitettu olevan negatiivinen hepatitis B pin-
ta-antigeenille lateksireagenssilla ja radioimmunomisrityksells.

Positiivinen vertailuseerumi valmistetaan tunnetuista hepatitis B pinta-
antigeenille positiivisista ihmisseerumeista. Seerumia 13mpBkssitel 133n 60°C: -
ssa ainakin 10 tuntia virustarttuvuuden h3vittimiseksi ja laimennetaan sitten
kaksinkertaiseksi sarjaksi normaalissa ihmisseerumissa. Laimennus, jota kdyte-
t38n tuotetta varten, on se, joka antaa selvin l+reaktion lateksireagenssin
kanssa.

Hepatitikseen sidottu vasta-aine (ihmisen) valmistetaan ihmisen veri-
nesteestd, joka sisdltdd vasta-aineita hepatitis B pinta-antigeenille. Verines-
te saadaan eri plasmaforeesikeskuksista, titrataan geelidiffuusion avulla ja
muutetaan seerumiksi 1is&3mdl113 kalsiumkloridia ja naudan trombiinia. Gamma-
globuliinia valmistetaan sitten seerumista saostamalla 16-%:isella natriumsul-
faatilla. Saostuma pestd¥n 14-%:isessa natriumsulfaatissa, mink$ jSlkeen sit}
dialysoidaan yli y8n vdhdmolaarista fosfaattipuskuria vastaan, ja sitten se joh-
detaan DEAE-selluloosan 18pi, joka on etukiteen tasapainotettu samalla pusku-
rilla. Puhdistettu gammaglobuliini standardoidaan sitten vikevsimil!!% ja dialy-
soidaan fosfaatilla puskuroitua suolaliuosta vastaan.

Reumafaktorin absorboiva reagenssi k3sittdd lateksipallosia, jotka on
pddllystetty normaalilla ihmisen gammaglobuliinilla. Sit3 saadaan valmistamalla
standardiliuos puhdistetusta gammaglobuliinista glysiinill¥ puskuroidussa suola-
liuoksessa, 1isddmdlld suspensio, jossa on 0,2 um:n l3pimittaisia polystyreeni-
pallosia, ja 1&mmittdm3113 57°C:ssa 15 minuutin ajan. Suspensio laimennetaan
sitten glysiinilld puskuroituun suolaliuokseen.

Tarkistustestilaimennin valmistetaan laimentamalla liuos, jossa on 30 %
naudan seerumialbumiinia, fosfaatilla puskuroidulla suolaliuoksella 5 %:n pro-

teiinipitoisuuteen.
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Testimenetelmid

A. Verindytteen valmistus

Seerumi on ver indytteen edullinen muoto. Jos testindyte on tdysverta,
tdytyy sitd ensin kisitelld siind olevien solujen hajoittamiseksi ja koagu-
loitumisen estimiseksi. Tétd tarkoitusta varten sitd voidaan kdsitelld vesi-
pitoisella laimentimella, joka sisdltdd polyoksietyloitu alkyylifenolityyppis-
t5 ei-ionista pinta-aktiivista ainetta, esim. iso-oktyylidenoksipolyoksietyyli-
etanolia (Triton X-100, Rohm & Haas Co.) ja natriumsitraattia.

Jos testindyte on veriplasmaa, sen t3ytyy sisdltdd koaguloitumisen esto=
ainetta, esim. natriumsitraattia. Sits kisitel158n edullisesti myds samalla
ei-ionista pinta-aktiivista ainetta sissltdval 14 vesipitoisella laimentimella,
kuin tSysveren yhteydessd j41jelle jH#Eneiden solujen hajoittamiseksi.

B. Reagenssit

1. Lateksireagenssi

a. Spesifisyys

|. M33ritetty testaamalla reagenssia ryhmdl 18 positiivisia ja negatii-
visia seerumeita, joita toimittaa Bureau of Biologics, sekd myds ryhmdl 13,
jossa on 100 negatiivista normaaleilta vapaaehtoisilta keritty3d negatiivista
seerumia.

b. Reaktiivisuus

1. Reagenssi suspendoidaan uudelleen voimakkaasti sekoittaen.

2. Yhteen muovisen testilevyn testisyvennykseen 1is3t33n 3 pisaraa po-
sitiivista vertailuseerumia. Viereiseen syvennykseen 1is&tddn 3 pisaraa nega-
tiivista vertailuseerumia.

3. Kuhunkin ndytteeseen 1is3t58n | pisara reagenssia.

L. Sekoitetaan perusteellisesti kdyttden eri sekoitinta kutakin syven-
nystd kohti.

5. PySritetddn levyd mekaanisella sekoittajalla 10 minuuttia kierros-
luyulla 150 r/min.

6. Seoksia tutkitaan epdsuorasti valaistussa katselulaitteessa.

7. Positiivisella yertailuseerumindytteelld pitdisi havaita selvdsti
positiiyinen, heikko (+)reaktio. Negatiivisella vertailuseerumindytteel 18 ei

reaktjota pitdisi havaita.
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2. Positiivinen vertailuseerumi

a. Reaktiivisuus

1. Positiivinen vertailuseerumi testataan lateksireagenssilla |+ reak-
tiivisuuden varmistamiseksi.

3. Negatiiyinen vertailuseerumi

a. Reaktiiyisuus

1. Negatlivinen vartailuseerumi testataan lateksireagenssilla negatiivi-
sen reaktion varmistamiseksi.
4. Normaali ihmisen vertailuseerumi

a. SEesifisxxs

1. Varmistustesti suoritetaan sen varmistamiseksi, ettd se ei reagoi

lateksireagenssin kanssa ja ettd siind ei ole hepatitis B pinta-antigeenille
positiivista seerumia.

5. Hepatitikseen liittyvd vasta-aine (ihmisell3)

a. Reaktiivisuus

1. Geelidiffuusiotitraus suoritetaan kdyttden standardi hepatitis B
pinta-antigeenid.

b. Spesifisyys

1. Kiyttdtesti suoritetaan sen mi&ritt3miseksi, inhiboiko seerumi spesi-
fisesti hepatitis B pinta-antigeenille positiivisia niytteit¥, kun sit¥ kdy-
tetddn tarkistustestissd.

6. Absorptioreagenssi

a. Reaktiivisuus

1. Reagenssi testataan seerumilla, joka sis#lt3d reumafaktorin sen var-
mistamiseksi, ettd se reagoi reumafaktorin kanssa ja osittain absorboi sen.
7. Tarkistustestilaimennin

a. SEesifisxxs

l. Tarkistustesti suoritetaan kdytt3en laimenninta sen varmistamiseksi,

ettd se ei reagoi lateksireagenssin kanssa ja ettd se ei inhiboi hepatitis B
pinta-antigeenille positiivista seerumia.

C. Seerumindytteiden testaus (seulontatesti)

1. 120 ul seerumia pannaan muovilevyn syvennykseen.

2. Lisdtddn yksi pisara lateksireagenssia.

3. Sekoitetaan perusteellisesti kdyttden erillistd kertakdyttdsekoi-
tinta kutakin ndytettd varten.

4. PySritetddn levyd mekaanisella sekoittajalla 10 minuuttia kierros-

nopeudella 150 r/min.
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5. Seokset tutkitaan epssuorasti valaistulla katselulaitteella.

6. Reaktiot arvioidaan asteikolla l+:sta 4+:a3an vastaten lis3dntyvdd
agglutinaatiovoimakkuutta.

D. Tarkistaya neutraloimismenetelmd

1. Ngztteet

a. Kaikki ndytteet, jotka on havaittu positiivisiksi seulontatestissd.

b. Positiivinen vertailuseerumi, joka on otettu mukaan heikoksi posi-
tiiviseksi ndytteeksi.

2. Menettelytapa

a. 10 x 75 mm:n kertakdyttdkoeputki merkit88n ndytteen tunnusnumerolla
ja “A":11a. Toinen putki merkit38n ndytteen tunnusnumerolla ja "'B":113.

b. Kaksi pisaraa (n. 80 w1l ) hepatitikseen liittyv83d vasta-ainetta (ih-
misel13) lisitian "A":11a merkittyyn putkeen.

c. Lis3tssn kaksi pisaraa normaalia ihmisen negatiivista vertailuseeru-
mia "'B'":114 merkittyyn putkeen.

d. Lis3t3sn 240 P‘ testindytettd kuhunkin At:11a ja ''B":118 merkittyyn
putkeen.

e. Putkien sis¥1t3j3 sekoitetaan ja inkuboidaan 30 minuuttia 37%:ssa
vesihauteella.

f. Testataan 120 ul putkista "A" ja 1"g!' kdyttden seulontareagensseja ja
-menetelmis. Useimmille suhteelisen heikosti positiivisille ndytteille voidaan
erottaminen spesifisten ja ei-spesifisten positiivisten valilld tehdd ilman
lissdtestausta, koska ''A''-ndyte ei reagoi, kun taas 'B''-ndyte pysyy positiivi-
sena ja ihmisen vasta-aine est3sd sits spesifisesti. Niita ndytteitd varten,
jotka ovat speisifisid, mutta voimakkaammin positiivisia ,sekd myds niitd var-
ten, jotka ovat ei-spesifisid, vaaditaan lisitestausta, kuten seuraavassa yksi-
tyiskohtaisemmin esitetdan.

g. Jokaista putkea varten, joka vaatii lisdtestausta, merkitd8n kuusi
lisiputkea laimennuksin 1:4 - 1:128 sekd ndytteen tunnuksella, ettd my8s "At:11a
tai ''8'":113.

h. Kuhunkin putkeen 1is&t33n 200 pl tarkistustestilaimenninta, mukaan-
luettuna putket, jotka sisdltivit potilaan ndytteen ja ihmisen antiseerumia tai
normaalia ihmisseerumia, ts. alkuperdisiin VA~ ja "'B''-putkiin laimentamalla
ne suurinpiirtein suhteeseen 1:2.

i. Tehdisn kaksinkertaiset laimennukset siirtim3118 200 ul, kdyttden
erillisia mikropipettisuukappaleita kutakin putkea varten ja sekoittamalla

hyvin ennen ndytteiden poistamista.
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j. Testataan 120 ul kustakin putkesta kdyttden seulontareagensseja ja
-menetelmid.

k. Sarjassa "B'" ( ndyte ja normaali ihmisseerumi) tdytyy tiitterin olla
neljs kértaa (2 putkea) suurempi kuin sarjassa "A'f (ndyte ja neutraloiva hepa-
titikseen 1iittyvd vasta-aine (ihmisen) , jotta nidytettd voitaisiin pitds
spesifisend hepatitis B pinta-antigeenille positiivisena). Tapauksissa, jois-
sa sekd "A" ett3 "B''-tiitteri on suurempi kuin 1:128, tdytyy laimentamista
jatkaa edelleen, kunnes p&dpiste on m3dritetty.

Koska jotkut n¥ytteet, jotka sisdltdvat reumafaktoria reagoivat lateksi-
reagenssin kanssa, on vilttsmatdntsd erottaa ne niytteet, jotka sisdltdvat sekd
hepatitis B pinta-antigeenid ja reumafaktorin.

Reumafaktorin ldsndolo voidaan md3ritt3d testaamalla seerumi reumafak-
torin absorboivalla reagenssilla (ihmisen gammaglobuliinilla pddllystetty la-
teksi) sekoittamalla 120 pl n¥ytettd ja 1 pisara absorboivaa reagenssia muovi-
syvennyksessd ja sekoittamalla 5 minuuttia.

Jos n¥yte sisiltdd reumafaktorin, se voidaan absorboida erilleen 1is3d-
m3113 720 jul ndytettd 10 x 75 mm:in koeputkeen ja 1is3&m#l1& 6 pisaraa absor-
boivaa reagenssia putkeen. Sekoitetaan hyvin ja inkuboidaan huoneen 18mpdtilas-
sa 15 minuuttia. Lingotaan kierrosnopeudella 3000 r/min. 5 minuuttia. Tarkis-
tava neutraloimisprosessi suoritetaan absorboidulla ndytteelld kuten yksityis-
kohtaisemmin edelld esitettiin.

Puhdistetun vasta-aineen valmistus hepatitis B pinta-antigeenille

Marsuja immunoidaan hepatitis B pinta-antigeenilla, joka on puhdistettu
US-patenttijulkaisussa 3 838 144 kuvatulla menetelmdlla.

Alkuimmunointia antigeenilld Freund'in apuaineessa marsujen jalkojen pol-
kuk3nsiin seuraa kaksi vatsaontelonsisdistd rokotusta antigeenilld ilman apu-
ainetta. Immunoiduista eldimistd kerdtyt seerumit kootaan yhteen, minkd jdl-
keen tarvittaessa poistetaan j&ljellejddnyt ihmisseerumiproteiineille spesi-
finen vasta-aine saattamalla anti-seerumi kosketukseen normaalin ihmisseeru=
min kanssa.Gammaglobuliini puhdistetaan sitten saostamalla 14 paino/tilav.-
%:isella vesipitoisella natriumsulfaatilla, dialysoidaan vesipitoista, fosfaa-
tilla puskuroitua suolaliuosta vastaan ja 13mmitetddn edullisesti 56°C:ssa
n. 30 minuuttia komplementin hivittdmiseksi.

Puhdistettu seerumi sekoitetaan ihmisseerumiin, joka sis&1td¥ hepatitis
B pinta-antigeeni3, inkuboidaan 37%C:ssa 1 tunti ja sitten yli y8n 4°C:ssa.

NSin muodostunut antigeeni-vasta-aine-saostuma pestddn sitten kahdesti kyl-
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mdssd fosfaatilla puskuroidussa suolaljuoksessa, jotta suurin osa jaljelle
ja8neistd ei-spesifisistd proteiineista saadaan poistetuksi. Antigeeni-vasta-
aine-~saostuma liuotetaan sjtten kylmddn 0,2M etikkahappoon, jossa on 2 %
sakkaroosia, pH 2,3 tai kaotrooppisia ioneja sisdltivi&n 1iuokseen. Dissosi-
oituneet antigeenit ja vasta-aineet erotetaan ]inkoamalla kierrosluvulla

25 000-28 000 r/min 12-15 tunnin ajan tai kierrosluvulla 30 000 r/min 4 tunnin
ajan jatkuvalla 10-40 %:n sakkaroosigradientilla Beckman TI-15 vyShykerootto-
rilla. Roottori tyhjennet3sn pumppaamalla sisd3n 50 % sakkaroosia gradientin
muuttamiseksi ja 20 ml:n jakeista md%ritet3sn U.V.-absorptio | cm:n kennossa
280 nm:ss3 ja huippujakeet kootaan, jolloin saadaan, spesifinen vasta-ainejae,
joka sitten neutraloidaan 0,1 N NaOH:1la. Vasta-ainejae vikevdidddn alkupersi-
seen seerumitilavuuteen ja sitd dialysoidaan yli y6n glysiinilld puskuroitua
suolaljuosta vastaan. Puhdistettu vasta-aine titrataan sitten ja standardoi-
daan.

Vasta-aine laimennetaan optimaalisesti valmistamalla pienid eri8 diag-
nostista reagenssia, joilla on eri vasta-ainelaimennukset ja ndm3 testataan
ihmisseerumeilla, joiden tiedet3in sisiltivin hepatitis B pinta-antigeenia.
Laimennus, jolla saadaan paras tulos, valitaan diagnostisen reagenssin valmis-
tusta varten.

Diagnostisten reagenssien valmistus

Esimerkki | |

30 paino/tilav.~%:inen vesipitoinen suspensio, jossa on Dow Chemical'in

valmistamia 0,23 um:n polystyreenipallosia, laimennetaan 8 paino/tilav.-%:isek-
si glysiinill§ puskuroidulla suolaliuoksella ja dialysoidaan glysiinill3 pus-
kuroitua suolaliuosta vastaan yli y&n. Se 1isitd8n sitten v&littdmisti 9-ker-
taiseen tilavuusmddrisn puhdistettua marsun anti-seerumia, joka sisilt§3 vas-
ta-ainetta hepatitis B pinta-antigeenille (laimennettu 0,05 paino/tilav.-%:i-
seksi) ja sekoitetaan jatkuvasti 30 minuuttia. Yksi tilavuusosa naudan seerumi-
albumiinia (1 % paino/tilav.) Iis§t35n.sitten ja lopuksi natriumatsidia, jol-
loin lopullisen tuotteen vikevyydeksi saadaan 0,1 paino/tilav-%.

Esimerkki 11|

30 paino/tilav.-% suspensio, jossa on polystyreenipallosia (0,05 -
2.0 p) laimennetaan 8-%:iseksi glysiinill& puskuroidulla suolaliuoksella ja
steriloidaan lis33m3113 hypokloriittiliuosta. Sit¥ dialysoidaan sitten glysii-
nill& puskuroitua suolaliuosta vastaan hypokloriitin poistamiseksi. Se lisi-

tddn sitten 9-kertaiseen tilavuusmizrssn sopivasti laimennettuja, puhdistettuja
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hepatitis B pinta-antigeenille spesifisid vasta-aineita. Polystyreenisuspen-
sio lisét8&@n hitaasti ja sekoittaen, jatkaen sekoittamista ! tunnin ajan. Poly-
styreenipalloset lingotaan, pest&in kahdestilingossa puskuroidulla suolaliuok-
sella ja suspendoidaan uudestaan alkuperdiseen tllayuuteen puskuroitua suola-
liuosta. Naudan seerumialbumiinia 1isdtd3n sekoittaen 30 minuutin ajan. 0,1
tilavuusosaa immunoiduista marsuista eristettyd normaaliseerumia (laimennettu
suhteeseen 1:3,5 glysiinil1¥ puskuroidulla suolaliuoksella) 1isitdsn ja seosta
sekoitetaan j&lleen 30 minuuttia. Lopuksi seosta ravistellaan voimakkaasti agg-
regaattien hajoittamiseksi. Kaikki kdytetyt liuokset steriloidaan suodattamalla
ja ne sisdltdvdt 0,] paino/tilav.-% natriumatsidia s3il&nt3aineena.

Esimerkki 111

Valmistetaan positiivinen vertailuseerumi yhdistetyist3 tunnetuista hepa-
titis B pinta-antigeenille positiivisista ihmisseerumeista. Seerumia 1dmpSkdsi-
tel1d8n sitten 60°C:ssa n. 10 tunnin ajan virustarttuvuuden h3vittimiseksi ja
laimennetaan sitten kaksinkertaiseksi sarjaksi normaalissa ihmisseerumissa.
Kdytettdvd laimennus on se, joka antaa selvin l+reaktion esimerkin | tai esi-
merkin Il lateksireagenssin kanssa. Se steriloidaan suodattamalla ja pannaan
sterileihin s3dilidihin.

Esimerkki 1V

Negatiivinen vertailuseerumi valmistetaan laimentamattomasta ihmissee-
rumista, joka on osoittadtunut negatiiviseksi hepatitis B pinta-antigeenille
esimerkin | tai esimerkin Il lateksireagenssilla ja radioimmunomi&rityksilly.
Se steriloidaan suodattamalla ja pannaan steriileihin s3ili&ihin.

Esimerkki V

Ihmisen verinestettd, joka sisdlt3d8 vasta-aineita hepatitis B pinta-anti-
geenille, titrataan geelidiffuusion avulla ja muutetaan seerumiksi 1is53m3115
kalsiumkloridia ja naudan trombiinia. Gammaglobuliinia valmistetaan sitten see-
rumista saostamalla 16 paino/tilav.-%:isella natriumsulfaatilla. Saostuma pes-
t33n 14 paino/tilav.-%:isessa natriumsulfaatissa, sitd dialysoidaan yli y8n vi-
h&molaarista fosfaattipuskuria vastaan, minkd jdlkeen se johdetaan DEAE-sellu-
loosan 1dpi, joka on etukdteen tasapainoitettu samalla puskurilla. Puhdistettu
gammag lobuliini standardoidaan sitten vdkev§imdl1d ja dialysoimalla fosfaatilla
puskuroitua suolaliuosta vastaan. Se steriloidaan sitten suodattamalla ja pan-

naan steriileihin s8ilidihin.
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Esimerkki VI

Puhdistetun ihmis-gammaglobuliinin standardiliuos glysiinilld pusku-
roidussa suolaliuoksessa 1isitd3n suspensioon, jossa on 0,2 um:n polystyree-
nilateksia ja kuumennetaan 579 :ssa 15 minuuttia. Suspensio, jota kdytetd&n
absorboimaan reumafaktori testiseerumeissa, laimennetaan glysiinilld pusku-
roidussa suolaliﬁoksessa ja pannaan steriileihin s§i1idihin.

Esimerkki VI|

Tarkistustestilaimennin valmistetaan laimentamalla liuos, jossa on

30 paino/tilav.-% naudan seerumialbumiinia, fosfaatilla puskuroidulla suola-
liuoksella 5 paino/tilav.-%:n proteiinivékevyyteen. Liuos steriloidaan sitten

suodattamalla ja pannaan steriileihin sdilidihin.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd hepatitis B pinta-antigeenin toteamiseksi ihmisverestd, jolloin
verindyte, josta punaiset yerisolut on poistettu, sekoitetaan diagnostiseen
koostumukseen, joka muodostuu vesisuspensiosta, jossa on kdytdnndllisesti kat-
soen samanlaisia pallomaisia Polystyreenihiukkasia, joiden halkaisija on 0,05~
2,0 um ja jotka on pddllystetty puhdistetulla hepatitis B pinta-antigeenille
spesifiselll vasta-aineella, jolloin t#mi vasta-aine on eristetty sellaisten
marsujen seerumista, jotka on immunisoitu puhdistetulla ihmisveresti eriste-
tylld hepatitis B pinta-antigeenilla ja jolloin timi vasta-aine ei sisdlld
muita ihmisseerumiproteiineille spesifisii vasta-aineita, ja jolloin vesisus-
pensio sisdlt3dd myds liuenneena normaalia marsun seerumia, joka ei sisdlli he-
patitis B pinta-antigeenille spesififistd vasta-ainetta ja jolloin polystyree-
nihiukkaset on pddllystetty sellaisella mi#drill4 mainittua vasta-ainetta, joka
juuri estd4 hiukkasten aggregoitumisen itsestiin, ja verindytteen ja suspension
seoksesta tytkitaan, tapahtuuko siini agglutinoitumista, t unne t t u sii-
td, ettid

(a) polystyreenihiukkasten pddllystykseen kidytetty vasta-aine on puhdis-
tettu tunnetulla tavalla saattamalla antigeeni/vasta—ainekompleksin livos, joka
on valmistettu sekoittamalla vasta-ainetta sisdltdvdd marsun seerumia ihmissee-
rumiin, joka sisdltd4 hepatitis B pinta-antigeenille spesifisii antigeenipitoi-
sia vasta-aineita, kosketukseen tiheysgradientin sisilt4vin nestemdisen vili-
aineen tihedmmin p#in kanssa, mink4 jdlkeen nestemdinen viliaine ultrasentri-
fugoidaan, kunnes seerumikomponenttien jakautuminen tiheysgradienttiin on saa-
vVuttanut tasapainotilan, ja sen jHlkeen hepatitis B pinta-antigeenille spesi-
fistd vasta-ainetta sisdltivit fraktiot erotetaan,

(b) kaikki verindytteet, joissa havaitaan agglutinoitumista, neutraloi-
daan sekoittamalla niihin ihmisen hepatitikseen sidottua vasta-ainetta,

(c) vaiheesta (b) saaduista ndytteisti erotetaan reumafaktori sekoitta-
malla nidytteet lateksipallojen kanssa, jotka on pddllystetty ihmisen gamma-glo~
buliinilla, ja pallot yhdessi niihin absorboituneen reumafaktorin kanssa ero-
tetaan, ja

(d) mainitut ndytteet, joissa agglutinoitumista on havaittu, sekoitetaan

uudestaan mainittuun diagnostiseen koostumukseen.



15 £3493

2. Testipakkaus patenttiyaatimuksen 1 mukaista hepatitis B pinta-anti-
geenin toteamismenetelmi¥ yarten, joka koostuu muovilevyistd, joilla testit
suoritetaan, sekd reagenssipulloista, jotka kidsittdvit:

(a) reagenssipullon, joka sis#lt#d diagnostista koostumusta, jossa on
vesipitoisessa suspensiossa 0,1-3 paino/tilavuus-7 kidytdnnSllisesti katsoen
samanlaisia pallon muotoisia polystyreenihiukkasia, joiden halkaisija on
0,05-2,0 um ja jotka on p#illystetty puhdistetulla hepatitis B pinta-anti-
geenille spesifiselld vasta-aineella, jolloin vasta-aine on valmistettu sel-
laisen marsun seerumista, joka on immunoitu puhdistetulla ihmisverestd eris-
tetylld hepatitis B pinta-antigeenilla ja joka ei sisdlli muita ihmisen see-
rumiproteiineille spesifisii vasta-aineita, jolloin vesipitoinen suspensio si-
sd1t44 myds liuenneessa muodossa 2-5 tilavuus-7% kokonaissuspension mddridsti
laskettuna normaalia marsun seerumia, joka ei sis#lli hepatitis B pinta-anti-
geenille spesifisti vasta-ainetta, ja jolloin polystyreenihiukkaset on pddllys-
tetty sellaisella mi4rillid mainittua vasta-ainetta, joka juuri riitt#& estd-
mid3n hiukkasten aggregoitumisen itsestdin,

(b) reagenssipullon, joka sisdltidd ihmisen positiivista vertailuseerumia,

(c) reagenssipullon, joka sisilt#i ihmisen negatiivista vertailuseeru-
mia ja

(d) reagenssipullon, joka sisilt#i fosfaatilla puskuroitua suolaliuosta,
jossa on 5 % naudan seerumialbumiiniproteiinia, tunne t t u siitd, ettd
reagenssipullossa (a) kdytetty vasta-aine, jolla polystyreenihiukkaset pddllys-
tetddn, on puhdistettu tunnetulla tavalla saattamalla antigeeni/vasta-aine-komp-
leksin liuos, joka on valmistettu sekoittamalla vasta-ainetta sisdltdvdd marsun
seerumia ihmisseerumiin, joka sisdlt#i hepatitis B pinta-antigeenille spesifi-
sid antigeenipitoisia vasta-aineita, kosketukseen tiheysgradientin sisdltdvin
vesipitoisen vdliaineen tihe#mm#n p#in kanssa, minkd jdlkeen vesipitoinen vi-
liaine ultrasentrifugoidaan, kunnes seerumikomponenttien jakautuminen tiheys-

gradienttiin on saavuttanut tasapainotilan, ja sen jilkeen hepatitis B-pinta-
antigeenille spesifisti vasta—ainetta sisdltdvit fraktiot erotetaan, ja jolloin

reagenssipullot kdsittdvit lisdksi:

(e) reagenssipullon, joka sis#lti# ilmisen hepatitikseen sidotun vasta-
aineen vesiliuosta, ja

(f) reagenssipullon, joka sisélt#d ihmisen gamma-globuliinilla pddllys-

tettyjen lateksipallojen vesisuspensiota.
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Patentkray:

1. F8rfarande f&r pdvisande av hepatitis B ytantigen i mdnniskoblod,
varvid ett blodprov, fr&n vilket de rgda blodkropparna har avldgsnats, blandas
med en diagnostisk sammansdttning,yilken bestir ay en vattensuspension som
innehdller praktiskt taget likadana kulformiga polystyrenpartiklar med en
diameter avy 0,05-2,0 pHm och belagda med en renad antikropp specifik
mot hepatitis B ytantigen, varvid denna antikropp har isolerats ur serum av
marsvin, vilka har immuniserats med renat hepatitis B ytantigen isolerat ur
mdnniskoblod och varvid denna antikropp inte inneh&1ler andra antikroppar
specifika mot mSnniskoserumsproteiner, och varvid vattensuspensionen 3ven inne-
hdller i 16st form normalt marsvinserum, vilket inte innehdller en antikropp
specifik mot hepatitis B ytantigen och varvid polystyrenpartiklarna har be-
lagts med en s&dan mdngd av ndmnda antikropp, som just ir tillrdcklig f&r att
f8rhindra autoaggregation av partiklarna, och blandningen av blodprovet och
suspensionen undersdks, huruvida d&ri f8rekommer agglutination, k 3 nne -
tecknat ddrav, att

(a) antikroppen, som har anvints som beldggningen av polystyrenpartik-
larna, har renats p4 ett kint sdtt genom att bringa en 18sning av antigen/
antikropp-komplexet, som har framstdl1ts genom att blanda marsvinserum inne-
hd1lande antikroppen med m#nniskoserum, vilket inneh&ller antigenhaltiga antj-
kroppar specifika mot hepatitis B ytantigen, i kontakt med dndan med den stdrre
tétheten av ett flytande medium innehd1lande en tdthetsgradient, varefter det
flytande mediet ultracentrifugeras, tills distributionen av serunkamponenterna
i tdthetsgradienten har nitt jamviktstillstdnd, och direfter separeras frak-
tionerna, vilka inneh&ller antikroppen specifik mot hepatitis B ytantigen.

(b) alla blodprov, vari agglutination observeras, neutraliseras genam
att blanda dem med en till m&nniskans hepatitis bunden antikropp,

(c) fran proven erh&lina i steget (b) separeras reumafaktorn genom
att blanda proven med latexkulor, vilka har belagts med m&nniskans gammaglo-
bulin, och kulorna tillsammans med reumafaktorn absorberad diri separeras,
och

(d) de n¥mnda proven vari agglutination observerats, &terblandas med den
ndmnda diagnostiska sammansdttningen.

2. Testf8rpackning f8r fSrfarandet for padvisande av hepatitis B ytanti-
gen enligt patentkravet 1, vilken bestir av plastskivor, pd vilka testerna

utf8rs, samt reagensflaskor, vilka omfattar:
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(a) en reagensflaska, vilken innehdller en diagnostisk sammansdttning,
vilken bestdr av en yattensuspension som innehaller 0,1-3 vikt-volym-% praktiskt
taget |ikadana kulformiga polystyrenpartiklar med en diameter av 0,05-2,0 um
och belagda med en renad antikropp specifik mot hepatitis B ytantigen, varvid
antikroppen har isolerats ur serum av marsvin, vilka har immuniserats med
renat hepatitis B ytantigen, som har isolerats ur minniskoblod och som inte
innehdller andra antikroppar specifika mot minniskoserumsproteiner, och var-

vid vattensuspensionen &dven innehaller i 13st form 2-5 volym-% av normalt
marsvinserum, berdknat pd totalsuspensionen, vilket inte innehdller en
antikropp specifik mot hepatitis B ytantigen,och varvid polystyrenpartiklar-
na har belagts med en s&dan méngd av ngmnda antikropp som dr just tillracklig
f5r att férhindra autoaggregation av partiklarna,

(b) en reagensflaska, vilken innehaller positivt manniskokontrollserum,

(c) en reagensflaska, vilken innehd1ler negativt m3nniskokontrollserum,
och

(d) en reagensflaska, vilken inneh&ller fosfatbuffrad saltl8sning med
5% ndtserumalbuminprotein, k snnetecknaddirav, att antikroppen,
vilken har anvints i reagensflaskan (a) och med vilken polystyrenpartiklarna
har belagts, har renats, pd ett kdnt sdtt genom att bringa en 18sning av
antigen/antikropp-komp]exet, som har framstdllts genom att blanda marsvinserum
inneh31lande antikroppen, med mdnniskoserum, vilket innehdller antigen-
haltiga antikroppar specifika mot hepatitis B ytantigen, i kontakt med @
3ndan med den st&rre tdtheten av ett flytande medium inneh&llande en tdthets-
gradient, varefter det vattenhaltiga mediet ultracentrifugeras, tills distributi=-
onen av serumkomponenterna i tithetsgradienten har natt jamviktstillstandet,
och direfter separeras fraktionerna, vilka innehdller antikroppen specifik mot
hepatitis B ytantigen,
och varyid reagensflaskorna vidare omfattar:

(e) en reagensflaska, vilken inneh&ller en vattenl8sning av en till
minniskans hepatftis bunden antikropp, och

(f) en reagensflaska, vilken inneh&ller en vattensuspension av latex-

kulor belagda med mdnniskans gammaglobulin.
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