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Descripcion

Campo Técnico

[0001] La presente invencidn esta relacionada con un método para medir un
antigeno mediante un método de aglutinacion por latex y un reactivo para
ello.

Antecedentes de la Técnica

[0002] Los inmunoensayos que utilizan particulas de latex se aplican a
ensayos clinicos para cuantificar sustancias antigénicas contenidas en los
fluidos corporales tales como suero, plasma sanguineo y orina. Se usan
ampliamente ya que permiten realizar mediciones rapidas y simples usando
analizadores automaticos.

[0003] En los ultimos afios, se propusieron técnicas aplicadas destinadas a
promover mas el rendimiento de la medicién. Por ejemplo, por el reactivo
empleando dos tipos de particulas de latex que tienen diferente tamafio
promedio de particula sobre el que se inmoviliza el mismo anticuerpo en al
menos dos cantidades diferentes (Bibliografia de Patente 1) o por el método
de medicion usando dos o0 mas tipos de particulas de latex que tienen
diferente tamafio promedio de particula, sensibilizadas con un anticuerpo
(Bibliografia de Patente 2), pueden obtenerse mediciones en un amplio
intervalo. Puede obtenerse el mismo efecto, por el método en el cual un
anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal se inmovilizan sobre
particulas transportadoras insolubles que tienen un sélo tamafio promedio de
particula (Bibliografia de Patente 3). Ademas, se han propuesto métodos de
medicidon en los que se usan particulas que tienen un pequefio tamafio de
particula recubiertas con un anticuerpo con una baja reactividad y particulas
que tienen un gran tamafio de particula recubiertas con un anticuerpo con
una elevada reactividad (Bibliografia de Patente 4 y 5). AUn mas, la
Bibliografia 1 y 2, que no es de patente, describe inmunoensayos por
métodos de aglutinacion, que usan particulas sensibilizadas mezcladas
usando dos tipos de particulas transportadoras grandes y pequeiias, en el
gue un anticuerpo monoclonal que tiene una baja tasa de reaccién se
inmoviliza sobre las particulas transportadoras que tienen un menor tamafo
promedio de particula y un anticuerpo monoclonal que tiene una alta tasa de
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reaccion se inmoviliza sobre las particulas transportadoras que tienen un
mayor tamafio promedio de particula.
[0004] Sin embargo, los métodos descritos en estas bibliografias tienen el
inconveniente de que el intervalo de concentracion en el que se consigue la
medicion es estrecho y la medicion en la region de alta concentracion es
dificil.
Bibliografia de Patente 1: Publicacién de Patente Japonesa (Kokoku) N° 63-
14783
Bibliografia de Patente 2: Publicacién de Patente Japonesa N° 2588174
Bibliografia de Patente 3: Solicitud de Patente Japonesa abierta a
Inspeccion
Publica (Kokai) N° 10-90268
Bibliografia de Patente 4: Solicitud de Patente Japonesa abierta a
Inspeccion
Publica (Kokai) N° 11-108929
Bibliografia de Patente 5: Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N°
3513075
Bibliografia no de Patente 1: Journal of Clinical laboratory Analysis 12:137-
144
(1988)
Bibliografia no de Patente 2: Japanese Journal of Medicine and
Pharmaceutical
Science, 42(5):781-788, 1999
[0005] S&nchez A. et al. (2002) Clin. 48, n° 5-6, paginas 313-317, evaltan el
resultado analitico de un método inmunoturbidimétrico de la CRP en un
analizador COBAS Integra 400.
[0006] Eda S. et al. (1999) Scand. J. Clin. Lab. Invest., vol. 230, paginas 32-
35 describen un método basado en turbidimetria potenciado con
microparticulas y su uso para medir la proteina C reactiva (CRP). El método
emplea una mezcla de dos tipos de reactivos de microparticulas que difieren
en el tamafio de las microparticulas y en la reactividad del anticuerpo
recubierto.
[0007] El documento EP 0 898 169 esta relacionado con un ensayo de
aglutinacion por dispersion de luz potenciado con microparticulas para
determinar la cantidad de un analito, y un reactivo usado en el ensayo. El
ensayo usa una mezcla de particulas de fuertes propiedades de dispersion de
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luz que transportan al menos un compafiero de unidn de alta reactividad para
el analito y particulas de débiles propiedades de dispersion de luz que
transportan al menos un compariero de unién de baja reactividad para el
analito.

[0008] El documento US 2001/026945 describe reactivos y el uso de reactivos
en un ensayo de aglutinacién por dispersion de luz con microparticulas. Los
reactivos comprenden una mezcla de particulas que tienen propiedades de
dispersion de luz relativamente mas fuertes y particulas que tienen
propiedades de dispersion de luz relativamente débiles con respecto a las
demas. Las particulas que tienen propiedades de dispersion de luz fuertes
transportan un compafiero de union de alta reactividad con el analito. Las
particulas que tienen propiedades de dispersion de luz débiles transportan un
compafiero de union de baja reactividad con el analito.

[0009] Eda S. et al. (1998) J. Clin. Lab. Anal. vol. 12, n° 3, paginas 137-144,
describen un ensayo basado en microparticulas para la proteina C reactiva.
Este ensayo usa microparticulas de dos tamafios diferentes recubiertas
covalentemente con dos anticuerpos monoclonales de diferente reactividad.
[0010] Katano S. (1999) Igaku a Yakugaku J. Med., vol. 42, n° 5, paginas 781-
788 describe un ensayo de la proteina sérica mediante el analizador quimico-
clinico COBAS Integra 400 totalmente automatizado. El ensayo usa
microparticulas de dos tamafios diferentes recubiertas covalentemente con
dos anticuerpos monoclonales de diferente reactividad.

[0011] Benecky M. et al. (1997), Clin. Chem., Vol. 43, n® 9, paginas 1764-1770
describen un método de dispersion de luz con particulas acoplados para
determinar la presencia de analitos multiples en un medio. Usando mezclas
de microparticulas de latex de diferente tamafio se configuran ensayos
multiples simultaneos.

[0012] Tarkkinen P. et al. (2002), Clin. Chem. vol. 48, n® 12, paginas 269-277,
describen un inmunoensayo cinético, no competitivo, para la CRP que usa
microparticulas porosas, recubiertas covalentemente con un anticuerpo de
captura monoclonal. Las microparticulas usadas eran microparticulas porosas
de acrilato de 60 pum.

[0013] Holownia P. et al. (2001), Anal. Chem., vol. 73, n° 14, paginas 3426-
3431, describen el efecto del poli(etilenglicol) y otros tensioactivos para la
realizacion de un inmunoensayo de la CRP con particulas de latex. Cada
ensayo emplea un solo tamafio de microparticulas de latex.
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[0014] Pérez-Amodio S. et al. (2001), Anal. Chem., vol. 73, n° 14, paginas
3417-3425 describen el efecto del medio idnico, carga y quimica de la
superficie de particula en un inmunoensayo de la CRP con particulas de
latex. Cada ensayo emplea un solo tamafio de microparticulas de latex.
[0015] Peula J. M. et al. (1995), J. Biomaterials Sci. Vol. 7, n® 3, paginas 241-
251, describen la estabilidad coloidal y la inmunoreactividad de particulas de
latex recubiertas con BSA monomeérica o un anticuerpo anti-CRP. Se
describen condiciones de incubacion que producen particulas de latex con
estabilidad coloidal y reactividad elevadas.

[0016] SERADYN INC., 1 de septiembre del 2005, paginas 1-7 describe la
fabricacion y las propiedades del poliestireno y de microparticulas
modificadas con carboxilato.

[0017] Griffen C. et al. 1994 "Microparticle reagent optimization" 1994,
(SERADYN INC.) es un manual de laboratorio de referencia que describe las
propiedades de reactivos de microparticulas, junto con métodos para su
preparacion y uso.

[0018] Borque et al. (2000), Clin. Chem. vol. 46, n® 11, paginas 1839-1842
describen el desarrollo y la validacion de un ensayo inmunoturbidimétrico
ultrasensible y automatizado para la proteina C reactiva. En cada ensayo, se
uso un sélo tamafio de microparticula.

[0019] Kondo et al. (1991), Biotech. y Bioeng. vol. 37, paginas 537-543
describen los efectos de las propiedades de la superficie de las particulas
sobre la adsorcién de proteinas sobre la particula.

[0020] Giacomelli et al. (2000), J. Colloid and Interface Sci. vol.231, paginas
283-288, describen el comportamiento de la adsorcion de un anticuerpo
monoclonal (inmunoglobulina G) sobre particulas de latex que tienen grupos
clorometil pre-recubiertos con "Chaps".

Descripcién de la invencion

Problemas que la invencion intenta resolver

[0021] En muchos de los elementos de inspeccion ensayados en los ensayos
inmunoseroldgicos clinicos el punto importante para emitir un juicio clinico es
el intervalo de baja concentracion. Por lo tanto, es evidente que la precision
de la medicion del intervalo de baja concentracién afecta en gran medida a
los resultados de los ensayos. Sin embargo, mediante las técnicas que
emplean una pluralidad de tipos de particulas de latex con diferentes tamafios
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de particula, se consigue un mayor intervalo de medicion que el obtenido en
los métodos que emplean un solo tipo de particulas y se desea que la
medicidn en el intervalo de baja concentracion también sea una medicion
exacta. Para la promocién de la precisién de la medicién, es eficaz el
aumento de la sensibilidad del sistema de medicion. Sin embargo, en la
técnica anterior, el aumento de la sensibilidad del sistema de medicion
acompafia a la reduccion del intervalo de medicion como se describe en la
bibliografia de patente 2. Mediante los métodos descritos en la bibliografia,
gue no es de patente, 1y 2, la medicion en el intervalo de alta concentracién
es dificil y el intervalo de medicién es estrecho.

[0022] Por consiguiente, un objeto de la presente invencion es proporcionar
un método de aglutinacién del latex en el que se amplia el intervalo de
medicion y se promueva la sensibilidad de la medicion en el intervalo de baja
concentracion.

Medios para resolver los problemas

[0023] Los presentes inventores han estudiado en profundidad descubrir que
la sensibilidad de la medicion en el intervalo de baja concentracién puede
aumentarse y el intervalo de medicién en el intervalo de alta concentracion
puede ampliarse usando dos tipos de particulas de latex grandes y pequefias,
es decir, una mezcla de particulas de latex con un gran tamafio medio de
particula (particulas de latex grandes) sensibilizadas con (transportando) un
anticuerpo en una cantidad en la que se consigue la maxima tasa de reaccion
0 en una cantidad cercana a esta y particulas de latex que tengan un tamafio
medio de particula pequefio (particulas de latex pequefias) sensibilizadas con
el mismo anticuerpo en menor cantidad que la cantidad habitual con el fin de
disminuir la tasa de reaccion, cuya mezcla tenga el tamafio medio de
particula optimizado de las particulas grandes y pequefas, y optimizando las
concentraciones de las particulas en el sistema de reaccién, completando de
esta manera la presente invencion.

[0024] Es decir, la presente invencion proporciona un método para medir un
antigeno de ensayo por aglutinacion de latex usando particulas de latex
sensibilizadas, comprendiendo el método hacer reaccionar las particulas de
latex sensibilizadas suspendidas en un tampdn con el antigeno de ensayo;
siendo las particulas de latex sensibilizadas dos tipos de particulas, grandes y
pequefias, con diferente tamafio de particula medio, estando cada una de las
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particulas de latex sensibilizadas con el mismo anticuerpo o el mismo
fragmento de unién a antigeno del mismo, cuyo anticuerpo se somete a una
reaccion antigeno-anticuerpo con el antigeno de ensayo; teniendo el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, inmovilizado sobre las
particulas de latex, una pureza no inferior al 14% en peso basado sobre la
cantidad total de proteinas transportadas sobre dichas particulas; siendo la
cantidad de dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo,
inmovilizado por una particula de dichas particulas pequefias, del 0,5 al 10%
en peso de la cantidad del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo inmovilizado por una particula de las particulas grandes; teniendo las
particulas de latex grandes un tamafio medio de particula de 0,15 a 0,29 um;
teniendo las particulas de latex pequefias un tamafio medio de particula de
0,05 um a 0,10 um; siendo la concentracion de las particulas de latex grandes
en el sistema de reaccién antigeno-anticuerpo del 0,01 al 0,04% pl/v; siendo la
concentracion de las particulas de latex pequefias en el sistema de reaccion
antigeno-anticuerpo del 0,05 a 0,2% p/v; y medir Opticamente la aglutinacion
de las particulas de latex sensibilizadas. En este documento también se
describe un reactivo para medir un antigeno, en un tampon, por el método de
aglutinacion de latex, que comprende dos tipos de particulas grandes y
pequefias, con diferente tamafio medio de particula , sensibilizandose cada
una de las particulas de latex con el mismo anticuerpo o el mismo fragmento
de unién a antigeno del mismo, cuyo anticuerpo se somete a una reaccion
antigeno-anticuerpo con el antigeno de ensayo; teniendo el anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo, inmovilizado sobre dichas
particulas de latex, una pureza no inferior al 14% en peso basado sobre la
cantidad total de proteinas transportadas sobre las particulas; siendo la
cantidad del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo,
inmovilizado por una particula de las particulas pequefias, del 0,5 al 10% en
peso de la cantidad del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo inmovilizado por una particula de las particulas grandes; teniendo las
particulas de latex grandes un tamafio medio de particula de 0,15 a 0,29 um;
teniendo las particulas de latex pequefias un tamafio medio de particula de
0,05 um a 0,10 pm.
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Efectos de la invencion

[0025] Mediante la presente invencion, se establecidé un inmunoensayo, por el
gue puede conseguirse una medicion con alta sensibilidad en el intervalo de
baja concentracion y la ampliacion del intervalo de medicion en el intervalo de
alta concentracion y obtener una precision en la medicién en el intervalo de
baja concentracion, que es importante para emitir un juicio clinico en los
ensayos inmunoseroldgicos o similares aumentando de esta manera un juicio
mas preciso.

[0026]

Breve Descripcion de los Dibujos
La figura 1 muestra de manera comparativa las relaciones entre el nivel
de CRP y la cantidad de cambio de absorbancia, que se obtuvo
usando los Reactivos 1, 2 y 3 preparado en el Ejemplo,
respectivamente.
La figura 2A muestra la relacion entre el nivel CRP y la cantidad de
cambio de absorbancia, que se obtuvo usando el Reactivo 4 preparado
en el Ejemplo.
La figura 2B es una vista ampliada que muestra el intervalo de baja
concentracion de CRP en la Figura 2A.
La Figura 3A muestra de manera comparativa las relaciones entre el
nivel de CRP y la cantidad de cambio de absorbancia, que se obtuvo
usando el reactivo descrito en la presente memoria y un reactivo de
acuerdo con el Ejemplo Comparativo, respectivamente.
La figura 3B es una vista ampliada que muestra el intervalo de baja
concentracion de CRP en la Figura 3A.
La Figura 4 muestra la relacion entre la isoterma de adsorcion y la
cantidad maxima de adsorcion sobre la linea de adsorcion del 100%.

Mejor Modo de Realizar la Invencién

[0027] Las particulas de latex usadas en un método de la presente invencion
se sensibilizan con (es decir, transportan) un anticuerpo que se somete a una
reaccion antigeno-anticuerpo con el antigeno a medir (en lo sucesivo en este
documento denominado “anticuerpo especifico”) o un fragmento de union a
antigeno del mismo. El anticuerpo especifico puede ser un anticuerpo
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policlonal o un anticuerpo monoclonal. En lugar de con el anticuerpo, las
particulas pueden sensibilizarse con un fragmento del anticuerpo, que pueda
unirse al antigeno correspondiente, tal como un fragmento Fab o fragmento
F(ab”), (denominado “fragmento de unién a antigeno” en la presente
descripcion y reivindicaciones).

[0028] La pureza del anticuerpo o del fragmento de unién a antigeno del
mismo inmovilizado sobre las particulas de latex no es inferior al 14% en
peso, preferiblemente no es inferior al 16% en peso basandose en la cantidad
de proteinas transportadas sobre las particulas. Si la pureza es inferior al
14% en peso, no se obtiene una sensibilidad de medicién suficiente en el
intervalo de baja concentracion. Por ejemplo, habitualmente se prepara un
anticuerpo policlonal inyectando un antigeno a un animal; extrayendo la
sangre del animal después de pasar un tiempo prescrito; y sometiendo la
sangre extraida como material de partida a una cromatografia de afinidad
usando una columna de Proteina A o similar. Por lo tanto, el anticuerpo
policlonal contiene otras inmunoglobulinas ademas del anticuerpo especifico
que se somete a la reaccion antigeno-anticuerpo con el antigeno. En la
presente invencion, el porcentaje (pureza) de la cantidad del anticuerpo
especifico (mg/ml) basandose en la cantidad de las proteinas totales (mg/ml)
en la solucién del anticuerpo es importante y puede usarse preferiblemente
un anticuerpo (solucién de anticuerpo) que contenga el anticuerpo especifico
en una cantidad no inferior al 14% en peso. Con respecto al anticuerpo
monoclonal, puede usarse un anticuerpo (solucién de anticuerpo) obtenido
por purificacién de ascites o0 medio de cultivo que contenga el anticuerpo
especifico como un material de partida, que se obtuvo en el cultivo de
hibridomas produciendo el anticuerpo en la cavidad abdominal de un ratén o
en un aparato de cultivo. Como en el caso del anticuerpo policlonal, puede
usarse preferiblemente un anticuerpo monoclonal (solucion de anticuerpo)
gue contenga el anticuerpo especifico en una cantidad (mg/ml) no inferior al
14% en peso basandose en la cantidad total (mg/ml) de proteinas.

[0029] La cantidad de las proteinas totales (mg/ml) en la solucion del
anticuerpo puede medirse mediante un método conocido en el que se mide la
absorbancia a una longitud de onda de 280 nm. La cantidad del anticuerpo
especifico puede medirse mediante el método convencional de Becker
(Experimental Methods A in Immunology, paginas 164-171, 1976, publicado
por Japanese Society por Immunology; Original article: Becker W.:
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Immunochemistry, 6: 539-546, 1969).

[0030] En el método de la presente invencion, se usan dos tipos de particulas
grandes y pequefias, con diferente tamafio medio de particula. Las particulas
de latex que tienen el mayor tamafio medio de particula (particulas de latex
grandes) tienen un tamafio medio de particula (diametro) de 0,15 a 0,29 um,
preferiblemente de 0,20 a 0,29 um. Si el tamafio medio de particula de las
particulas de latex grandes esta dentro de este intervalo, se consigue una alta
sensibilidad de medicion en el intervalo de baja concentracién. Por otro lado,
el tamafio medio de particula (diametro) de las particulas de latex que tienen
el menor tamafio medio de particula (particulas de latex pequefias) es de 0,05
a 0,10 um, preferiblemente de 0,06 a 0,08 um. Si el tamafio medio de
particula de las particulas de latex pequefias esta dentro de este intervalo,
puede obtenerse una medicion precisa en el intervalo de alta concentracion,
de manera que el intervalo de concentracidn en el que puede obtenerse la
medicion se extiende hacia el lado de alta concentracion.

[0031] Como particulas de latex, pueden emplearse aquellas particulas
convencional y ampliamente usadas, tales como, por ejemplo, las fabricadas
de un polimero de poliestireno, estireno-butadieno, copolimero de estireno-
estireno sulfonato.

[0032] Las particulas de latex grandes y pequefias descritas anteriormente se
sensibilizan con el mismo anticuerpo especifico o el mismo fragmento de
union a antigeno del mismo. La sensibilizacion de las particulas de latex con
el anticuerpo especifico o el fragmento de unién a antigeno del mismo puede
realizarse mediante un método convencional bien conocido. Por ejemplo, la
sensibilizacion puede obtenerse suspendiendo las particulas de latex en una
solucién del anticuerpo especifico o el fragmento de unién a antigeno del
mismo y agitando la suspension para adsorber fisicamente el anticuerpo
especifico o el fragmento de union a antigeno del mismo.

[0033] En la presente invencion, la cantidad (media) del anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo que inmoviliza una particula de las
particulas pequefias es del 0,5 al 10% en peso de la cantidad (media) del
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que inmoviliza una
particula de las particulas grandes. Como la tasa de reaccion puede
disminuirse disminuyendo la cantidad del anticuerpo inmovilizado sobre las
particulas de latex, la cantidad éptima del anticuerpo puede seleccionarse a
partir del transcurso de tiempo medido de la reaccion. De este modo, la curva
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de calibracion puede ampliarse hacia el lado del intervalo de alta
concentracion, y el intervalo de concentracion en el que puede obtenerse la
medicién se amplia hacia el lado de alta concentracién. La cantidad de
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo inmovilizado sobre las
particulas puede ajustarse libremente diluyendo el anticuerpo especifico o el
fragmento de unién a antigeno del mismo con una solucién tampén. La
cantidad optima de sensibilizacién dentro del intervalo descrito anteriormente
puede seleccionarse apropiadamente dependiendo del tipo del antigeno a
medir, del proposito de la medicion, del intervalo de medicién, de la titulacion
del anticuerpo etcétera (véanse los Ejemplos del Ensayo a continuacion).
[0034] Por otra parte, a mayor cantidad de anticuerpo adsorbido sobre las
particulas de latex, mayor tasa de reaccion, y a mayor tamafo de particula,
mayor tasa de reaccion. Por tanto, sensibilizando las particulas de latex
grandes con el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno del mismo en
una cantidad tan grande como sea posible, la sensibilidad de la medicién en
el intervalo de baja concentracion aumenta. Por lo tanto, preferiblemente la
cantidad del anticuerpo especifico o fragmento de unién a antigeno del mismo
inmovilizado sobre las particulas de latex grandes es tan grande como sea
posible. Por lo tanto, se prefiere la cantidad del 85% al 120%, mas
preferiblemente del 95% al 120% de la cantidad de adsorcibn maxima sobre
la linea de isoterma de adsorcion del 100%. Sin embargo, la cantidad del
anticuerpo especifico o fragmento de unién a antigeno del mismo puede
seleccionarse apropiadamente dependiendo del tipo de antigeno a medir, del
propdsito de la medicion, del intervalo de medicién, de la titulacion del
anticuerpo etcétera. La cantidad de adsorcién maxima sobre la linea de
isoterma de adsorcion del 100% puede determinarse facilmente basandose
en el concepto de isoterma de adsorcion bien conocido en la técnica de la
guimica de superficie. Este método se describe, por ejemplo, en Microparticle
Reagent Optimization, Seradyn, Inc. 1994, y se describir4 con detalle a
continuacion.

[0035] La cantidad de adsorcién maxima sobre la linea del 100% mostrada
por la isoterma de adsorcion (linea de isoterma de adsorcion del 100%)
puede determinarse concretamente como sigue: Es decir, la cantidad de
proteina (ug) por 1 mg de particulas de latex, cuya proteina se afiadié durante
la etapa de sensibilizacion de las particulas de latex, se toma a lo largo del
eje X, y la cantidad de proteina adsorbida (ug) por 1 mg de particulas de
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latex, que se midi6 después de la sensibilizacion se toma a lo largo del eje Y,
preparando de esta manera una isoterma de adsorcion. Después, se dibuja
una linea recta de Y=X (linea de adsorcion del 100%), y se determina la
adsorcion maxima sobre la linea de adsorcion del 100%. Para explicar esto
de manera mas comprensiva, en la Figura 4 se muestra un grafico. La
cantidad de la proteina adsorbida (ug) por 1 mg de las particulas de latex se
determina midiendo la cantidad de proteina (ug) después de filtracion la
centrifugacion del sobrenadante después de la sensibilizacion a través de
una unidad de filtro de 0,1 um (ULTRAFREE-MC, Milipore), y restando la
cantidad medida de esta manera de la cantidad de proteina (ug) antes de la
sensibilizacion. La proporcion de adsorcion (%) se calcula de acuerdo con la
siguiente ecuacion:

Proporcion de Adsorcion = Cantidad de Proteina antes de la
(%) Sensibilizacion (ug)

[0036] En el método de la presente invencidn, la concentracion de las
particulas de latex grandes en el sistema de reaccién es del 0,01 al 0,04%
p/v, y la concentracion de las particulas de latex pequefias en el sistema de
reaccion es del 0,05 al 0,2% p/v. Si las concentraciones de las particulas de
latex grandes y pequefias estan dentro de estos intervalos, puede obtenerse
mejor una medicion muy sensible en el intervalo de baja concentracién y
ampliar el intervalo de medicién en el intervalo de alta concentracion.

[0037] EI método de aglutinacién de latex de por si, puede realizarse
exactamente de la misma manera que el método convencional. Es decir, el
método de aglutinacién de latex puede realizarse mezclando en un tampén
una muestra de ensayo y una suspension de las particulas de latex grandes y
pequefias sensibilizadas descritas anteriormente y medir 6pticamente la
aglutinacion producida por la reaccién antigeno-anticuerpo. La medicién
Optica puede realizarse de la siguiente manera: Por ejemplo, cuando las
particulas de latex sensibilizadas con el anticuerpo y una muestra de ensayo
se mezclan en una celda fabricada de plastico o vidrio, si en la muestra de
ensayo existe la sustancia antigénica a medir, las particulas de latex
sensibilizadas con el anticuerpo aglutinan debido a la reaccion antigeno-
anticuerpo. En este momento, radiando una luz desde el exterior, con una
longitud de onda adecuada seleccionada del intervalo de 0,3 um a 2,4 umy
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midiendo el cambio de absorbancia, puede medirse la sustancia antigénica
diana existente en la muestra de ensayo. El cambio de absorbancia puede
medirse midiendo el cambio de absorbancia entre 60 segundos y 90
segundos desde el inicio de la reaccion antigeno-anticuerpo. Sin embargo, el
tiempo de medicidn no esta limitado a este intervalo, y la sustancia antigénica
diana puede medirse midiendo el cambio de absorbancia o similar durante un
periodo de tiempo arbitrario dentro de una fase de la reaccion relativamente
temprana. Dado que la tasa de aglutinacién se correlaciona con el nivel de
antigeno en la muestra de ensayo, el nivel de antigeno en una muestra de
ensayo puede determinarse aplicando la tasa de aglutinacion medida con
respecto a una curva de calibracion que se prepar6 preliminarmente
sometiendo algunas soluciones convencionales con niveles de antigeno
conocidos, respectivamente, a la reaccién y midiendo la tasa de aglutinacion.
La temperatura de reaccidén no esta limitada y normalmente se prefiere una
temperatura de aproximadamente 37°C.

[0038] El antigeno que puede medirse por el método de la presente invencion
no se limita en absoluto y por el método de la presente invencion puede
medirse cualquier antigeno cuyo anticuerpo correspondiente pueda
preparase. Los ejemplos del antigeno incluyen proteinas que sirven como un
marcador de enfermedades tales como la proteina C-reactiva (CRP), y
patégenos tales como bacterias y virus, pero el antigeno no se limita a esto.
La muestra de ensayo tampoco se limita en absoluto y ejemplos de los
mismos incluyen, pero sin limitacion, fluidos corporales tales como suero,
plasma sanguineo, orina y frotis de garganta; medios de cultivo; alimentos y
bebidas y extractos de los mismos. En los casos en que es dificil obtener una
medicién exacta cuando se aplica un fluido corporal o similar a la medicién
debido a que el nivel de antigeno es demasiado alto, no es necesario decir,
gue como muestra de ensayo puede usarse una dilucién del fluido corporal o
similar diluida con solucién salina fisiolégica.

[0039] En la presente memoria también se describe un reactivo para usar en
el método descrito anteriormente de acuerdo con la presente invencion. Es
decir, en este documento se describe un reactivo para medir un antigeno, en
un tampédn, por el método de aglutinacion de latex, que comprende dos tipos
de particulas grandes y pequefias, con diferente tamafio medio de particula;
sensibilizandose cada una de las particulas de latex con el mismo anticuerpo
o el mismo fragmento de unién a antigeno del mismo, cuyo anticuerpo se
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somete a una reaccién antigeno-anticuerpo con el antigeno de ensayo;
teniendo el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo,
inmovilizado sobre la particula de latex, una pureza no inferior al 14% en peso
basandose en la cantidad total de proteinas transportada sobre la particula;
siendo la cantidad de anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo,
gue inmoviliza una particula de las particulas pequefias del 0,5 al 10 % en
peso de la cantidad del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo que inmoviliza una particula de las particulas grandes; teniendo las
particulas de latex grandes un tamafio medio de particula de 0,15 a 0,29 um;
teniendo las particulas de latex pequefias un tamafio medio de particula de
0,05 um a 0,10 pm.

[0040] Usando las particulas de latex pequefias sensibilizadas, cuya tasa de
reaccion es pequefia, el método de la presente invencién permite capturar
eficazmente la sustancia antigénica en la muestra de ensayo dependiendo de
la concentracion de la misma, potenciando de esta manera la precision de la
medicion. Por otra parte, en casos en los que la concentracion de la sustancia
antigénica en la muestra de ensayo sea muy pequefia, las particulas de latex
grandes sensibilizadas capturaran preferencialmente la sustancia antigénica
para producir aglutinacion, de manera que un pequefio grado de reaccién
pueda detectarse como un gran cambio éptico. En casos en los que la
concentracion de la sustancia antigénica en la muestra de ensayo sea alta, el
anticuerpo sobre las particulas de latex grandes, cuya tasa de reaccién es
alta, se consume rapidamente y las particulas de latex grandes sensibilizadas
aglutinan instantaneamente. Por otra parte, las particulas de latex pequefas
sensibilizadas cuya tasa de reaccion es baja mantienen lenta la reaccién y la
reaccion de aglutinacién de las particulas de latex pequefias sensibilizadas se
mantiene, por lo que la reaccion puede continuar reduciendo al mismo tiempo
el cambio oOptico. De acuerdo con el método de la presente invencion, estos
efectos amplian el intervalo de medicién y puede obtenerse la medicion en el
intervalo de baja concentracion con una mayor sensibilidad. Ademas, de
acuerdo con la presente invencion, optimizando el tamafio medio de particula
de las particulas de latex grandes y pequefias que transporta la cantidad
optima del anticuerpo y optimizando la proporcién de concentraciones de las
mismas en el sistema de reaccion, puede obtenerse la ampliacion del
intervalo de medicién y especialmente el aumento de la sensibilidad de la
medicion en el intervalo de baja concentracion.
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[0041] EI método de la presente invencion se describird ahora mas
concretamente a modo de Ejemplos de los mismos. Sin embargo, la presente
invencion no se limita a los siguientes Ejemplos.

Ejemplo 1 Medicién de la CRP

[0042] Se sensibilizaron particulas de latex de poliestireno con un tamafio de
particula de 0,28 um y particulas de latex de poliestireno con un tamafio de
particula de 0,06 um con un anticuerpo policlonal anti-CRP de conejo (una
solucion de anticuerpo en la que la cantidad del anticuerpo especifico (mg/ml)
basandose en la cantidad de proteina total (mg/ml) fue del 17%), y las
particulas de latex resultantes se suspendieron en tampoén de glicina para
preparar un reactivo. Es decir, el reactivo se prepar6é, en un tampon (MES 50
mM pH 6,0, MES: 4cido 2-Morfolinoetanosulfénico, monohidratado)
mezclando las cantidades de anticuerpo y las particulas de latex de
poliestireno prescritas; agitando suficientemente la mezcla a temperatura
ambiente durante 60 minutos, realizando de esta manera la sensibilizacion;
extrayendo el sobrenadante después de la centrifugacién; bloqueando las
regiones no sensibilizadas en la superficie de las particulas de latex de
poliestireno con tampodn de glicina que contenia albumina de suero bovino;
recogiendo de nuevo las particulas de latex de poliestireno sensibilizadas con
el anticuerpo mediante centrifugacion y dispersando y suspendiendo las
particulas de latex en tampén de glicina aplicando ultrasonido de una manera
suficiente.

[0043] Se prepard un tipo de las particulas de latex de poliestireno con un
tamafio de particula de 0,28 um sensibilizadas con el anticuerpo en una
cantidad del 120% de la cantidad de adsorciébn maxima sobre la linea de
adsorcién del 100% mostrada por la isoterma de adsorcion y tres tipos de
particulas de latex de poliestireno con un tamafio de particula de 0,06 um
sensibilizadas con el anticuerpo en una cantidad de 2,29, 1,61 0 1,45% en
peso de la cantidad del anticuerpo inmovilizado por una particula de las
particulas de latex de poliestireno con un tamafio de particula de 0,28 um se
preparo.

La cantidad del anticuerpo inmovilizado se controlé concretamente realizando
la sensibilizacion después de diluir preliminarmente el anticuerpo en un
tampon (MES, 50mM, pH 6,0) a una concentracion ajustada para la cantidad
deseada del anticuerpo a inmovilizar.
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Reactivos Constituidos por Cada Tipo de Particulas antes de Mezclar

[0044] Como ejemplos de los reactivos descritos en la presente memoria, se
prepararon suspensiones de las particulas descritas anteriormente con un
tamafio de particula de 0,06 um sensibilizadas con el anticuerpo en
cantidades de 2,29, 1,61y 1,45% en peso, respectivamente, suspendidas en
tampon de glicina a una concentracion de particula de 0,175% (p/v) y se
disefi el Reactivo 1, Reactivo 2 y Reactivo 3, respectivamente. Se preparé
una suspension de las particulas transportadoras de anticuerpo con un
tamafio de particula de 0,28 um suspendidas en tampdn de glicina a una
concentracion del 0,04% (p/v) y disef6 el Reactivo 4.

Reactivo Constituido por Particulas Mezcladas

[0045] Se prepard un reactivo como se ha descrito en esta memoria
mezclando las particulas transportadoras de anticuerpo con un tamafio de
particula de 0,28 um y las particulas (las mismas particulas que las usadas en
el Reactivo 2) con un tamafio de particula de 0,06 um transportando el
anticuerpo en una cantidad del 1,61% en peso en tampon de glicina para
obtener concentraciones de particula del 0,04% (p/v) y 0,175% (p/v)
respectivamente. Como ejemplo comparativo, se us6 un reactivo preparado
por el método descrito en la Bibliografia de Patente 5.

Como una muestra para la medicién, se usaron CRP convencionales
preparadas diluyendo antigeno CRP humano purificado con suero humano
normal. Las concentraciones de la CRP convencionales eran de acuerdo con
Preparaciones Patrdn Internacionales de Proteinas Plasmaticas en Sangre
CRM470. Se prepararon patrones que tenian concentraciones de 0,25, 0,50,
1,2,4,8,16, 32,48, 67 y 100 mg/dl, respectivamente. Como un patrén con
una concentracion de 0 mg/dl, se uso solucion salina fisiologica. Las
mediciones se realizaron usando el Analizador Automatico para Ensayos
Biomédicos TBA-80FR (producido por TOSHIBA) bajo los siguientes
parametros condicionales: Es decir, a 3 ul de la muestra para la medicion, se
afadieron 150 ul de tampdn de glicina como un primer reactivo, y 150 ul del
reactivo preparado como un segundo reactivo, y el analizador se ajusto de
manera que el cambio en absorbancia (AABS/min) por 1 minuto entre el
Punto Fotométrico 21 y el Punto Fotométrico 27 después del comienzo de la
reaccion (después de afiadir el segundo reactivo) se midié a una longitud de
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onda de 572 cm. AABS/min x 10.000 se defini6 como el cambio en
absorbancia.

Ejemplo de ensayo 1

[0046] Se prepararon las curvas de calibracién mostrando la relacion entre el
nivel de la CRP y la cantidad de cambio en absorbancia, usando el Reactivo
1, 2y 3, respectivamente. Esto se muestra en la Figura 1. Como se muestra
en la Figura 1, con el Reactivo 1, dado que la tasa de reaccion es alta, la
curva de calibracién se eleva a sélo 48 mg/dl. Con el Reactivo 2, dado que la
tasa de reaccion es menor que con el Reactivo 1, la curva de calibracién se
eleva a 100 mg/dl. Con el Reactivo 3, dado que la tasa de reaccion es
demasiado baja, la elevacion inicial de la curva de calibracién es baja.
Ademas, dado que la cantidad de anticuerpo necesaria para la reaccion es
insuficiente, la curva de calibracion se eleva a s6lo 67 mg/dl. A partir de estos
resultados, puede observarse que usando el Reactivo 2, la curva de
calibracion se eleva en el intervalo de alta concentracion, de manera que
puede conseguirse la medicidn precisa en el intervalo de alta concentracion y
la ampliacién del intervalo de concentracion medible en el lado de alta
concentracion. Por lo tanto, el efecto de ralentizar la reaccion preparando la
cantidad de anticuerpo adsorbido a las pequefas particulas de latex es
evidente

Ejemplo de ensayo 2

[0047] Se prepard una curva de calibracion mostrando la relacién entre el
nivel de la CRP y la cantidad de cambio en absorbancia usando el Reactivo 4.
Esto se muestra en las Figuras 2A y 2B. La Figura 2B muestra a mayor
escala el area del nivel de la CRP de 0 a 2 mg/dl. La curva de calibracion se
eleva bien en el intervalo de baja concentracién entre 0 y 0,25 mg/dl, de
manera que puede observarse que la sensibilidad de la medicion es mayor.
Sin embargo, dado que el anticuerpo reacciona instantdneamente, la curva de
calibracion se eleva en el intervalo de alta concentracion.

Ejemplo de Ensayo 3

[0048] Se prepararon curvas de calibracion mostrando la relacién entre el
nivel de la CRP y la cantidad de cambio en absorbancia usando el reactivo
descrito en este documento y el reactivo de acuerdo con el Ejemplo
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Comparativo, respectivamente. Esto se muestra en las Figuras 3Ay 3B. La
Figura 3B muestra a mayor escala el area del nivel de la CRP de 0 a 8 mg/dI.
Como muestran los resultados con el reactivo descrito en este documento, se
consigue la deteccion con mayor sensibilidad que con el reactivo del Ejemplo
Comparativo en el intervalo de baja concentracion entre 0 y 2 mg/dl (véase
Figura 3B). Ademas, en el intervalo de alta concentracion, mientras que con
el reactivo de acuerdo con el Ejemplo Comparativo puede conseguirse una
medicion solo hasta 67 mg/dl, con el reactivo descrito en este documento la
medicién puede conseguirse hasta 100 mg/dl (véase Figura 3A). Como se
muestra en las Figuras 3A y 3B, con el reactivo descrito en este documento,
puede conseguirse la medicion con una mayor sensibilidad en el intervalo de
bajo nivel de CRP y la medicion puede conseguirse hasta un intervalo de
mayor concentracion que con el reactivo de acuerdo con el Ejemplo
Comparativo. Ademas, comparando las dos curvas de calibracién obtenidas
con el Reactivo 2 mostrado en la Figura 1 y obtenidas con el reactivo descrito
en este documento mostrado en la Figura 3A, puede observarse que con el
reactivo descrito en este documento, el cambio en absorbancia en el intervalo
de alta concentracion de 67 a 100 mg/dl es mas grande que con el Reactivo
2, de manera que puede observarse que mezclando los dos tipos de
particulas también es eficaz para amplificar la cantidad de cambio en
absorbancia. A partir de estos resultados, es evidente que el método de la
presente invencion que usa dos tipos de particulas de latex grandes y
pequefias, con diferentes tamafios medios de particula, en las que se
inmovilizan las cantidades prescritas del mismo anticuerpo, respectivamente,
es decir, usando particulas de latex grandes sensibilizadas que muestran una
alta tasa de reaccion y particulas de latex pequefas sensibilizadas que
muestran una baja tasa de reaccion, es superior.

Disponibilidad Industrial

[0049] Mediante el inmunoensayo de acuerdo con la presente invencion,
puede conseguirse una medicidn altamente sensible en el intervalo de baja
concentracion y ampliar el intervalo de medicion en el intervalo de alta
concentracion, de manera que la precision de la medicion en el intervalo de
baja concentracion, que es importante para el criterio clinico en los ensayos
inmunoseroldgicos y similares, aumenta y puede hacerse un criterio mas
preciso. Por lo tanto, la presente invencion es til en inmunoensayos
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mediante el método de aglutinacion de latex ampliamente usado en
diagnésticos de diversas enfermedades y similares.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para medir un antigeno de ensayo mediante

aglutinacion de latex usando particulas de latex sensibilizadas,

comprendiendo dicho procedimiento:
hacer reaccionar particulas de latex sensibilizadas suspendidas en un
tampon con dicho antigeno de ensayo; siendo dichas particulas de
latex sensibilizadas dos tipos de particulas grandes y pequefias, que
tienen diferentes tamafios medios de particula, sensibilizandose cada
una de dichas particulas de latex con el mismo anticuerpo o el mismo
fragmento de unidn a antigeno del mismo, cuyo anticuerpo se somete
a una reaccioén antigeno-anticuerpo con dicho antigeno de ensayo;
teniendo dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo,
inmovilizado sobre dichas particulas de latex, una pureza no inferior al
14% en peso basado sobre la cantidad total de proteinas transportadas
sobre dichas particulas; siendo la cantidad de dicho anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo, inmovilizado por una
particula de dichas particulas pequefas, del 0,5 al 10% en peso de la
cantidad de dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del
mismo inmovilizado por una particula de dichas particulas grandes;
teniendo dichas particulas de latex grandes un tamafio medio de
particula de 0,15 a 0,29 um; teniendo dichas particulas de latex
pequefias un tamafio medio de particula de 0,05 um a 0,10 um; siendo
la concentracion de dichas particulas de latex grandes en el sistema de
reaccion antigeno-anticuerpo del 0,01 al 0,04% pl/v; siendo la
concentracion de dichas particulas de latex pequefias en el sistema de
reaccion antigeno-anticuerpo del 0,05 a 0,2% p/v; y
medir épticamente la aglutinaciéon de dichas particulas de latex
sensibilizadas.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se inmoviliza sobre
dicha particula de latex grande en una cantidad del 85% al 120% de la
cantidad de adsorcion maxima sobre una linea isoterma de adsorcién del
100%.
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