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DESCRIPCION
Procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica y reactivo para el mismo
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica y a un reactivo de
turbidimetria de latex inmunoldgica, haciendo uso cada uno de una reaccién antigeno-anticuerpo. Mas
particularmente, la presente invencion se refiere a un procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica y a un
reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica, siendo cada uno capaz de reducir una reaccién de aglutinacién no
especifica y aplicandose preferentemente en un analizador automatizado. El término "analizar" como se usa en el
presente documento incluye una medicién para determinar cuantitativa o semicuantitativamente una cantidad de un
antigeno o anticuerpo para someterse a ensayos y una deteccién para juzgar una presencia o ausencia de un antigeno
0 anticuerpo para someterse a ensayos.

Técnica anterior

Los reactivos de ensayo inmunoldgico que hacen uso de una reaccion antigeno-anticuerpo se usan como un reactivo
para analizar cuantitativamente un componente particular, tal como un antigeno o anticuerpo para someterse a
ensayo, en una muestra liquida. De los reactivos, se usa ampliamente un procedimiento de turbidimetria de latex
inmunolégica, porque se puede llevar a cabo una determinacién cuantitativa por un analizador automatizado y por
procedimientos faciles. En el procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica, se analizé una aglutinacion de las
particulas de latex por un cambio en la absorbancia o por una turbidez. La aglutinacién esta causada por una reaccion
antigeno-anticuerpo entre las particulas de latex que llevan en ellas antigenos o anticuerpos y anticuerpos o antigenos
en una muestra liquida.

Recientemente, se ha deseado un analisis simple, rapido y de sensibilidad alta en un campo de analisis usando un
analizador automatico como anteriormente. Asi, se han requerido un procedimiento de turbidimetria de latex
inmunoldgica y un reactivo para ello para satisfacer la necesidad anterior.

Hasta ahora, el reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica contiene una seroalbimina bovina (en adelante referida
algunas veces como BSA) y/o una BSA modificada térmicamente, para potenciar una sensibilidad, acelerar una
dispersion de particulas de latex suspendidas, o evitar una aglutinacion no especifica causada por una unién no
especifica de proteinas o similares en una muestra, al latex. Esto es debido a que algunos de los pacientes a partir de
los que se toman muestras tienen anticuerpos frente a BSA, debido a un cambio reciente de habitos alimentarios. El
BSA afiadido a un reactivo de andlisis puede aceptar un anticuerpo anti-BSA del paciente. Por ejemplo, en un reactivo
de turbidimetria de latex inmunolégica que lleva un antigeno proveniente de Streptococcus haemolyticus
(estreptolisina O; en adelante referido algunas veces como SLO) para detectar un anticuerpo de SLO, se afiade BSA
térmicamente modificada para absorber la reaccion no especifica. Sin embargo, aun quedan muestras que muestran
una reaccioén no especifica que no puede absorberse sélo por una adicién de la BSA térmicamente modificada. Este ha
sido un problema a resolverse.

Database Medline, US National Library of Medicine, Bethesda, MD, EE.UU., octubre de 1999, Hanai Y. y cols., NUmero
de Acceso de Base de Datos NLM10616286 revela un procedimiento de turbidimetria de microagregacion de latex
para deteccion de O-anticuerpos de anti-estreptolisina.

Falchuk K.R. y cols., Gastroenterology, vol. 70, n.°: 1976, p. 5-8 se refiere a anticuerpos circulantes frente a albumina
bovina en colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn, en particular a la caracterizacién de la respuesta de anticuerpos.

El documento JP 58 144 748 A se refiere a un reactivo de latex para reacciones inmunoldgicas con estabilidad y
sensibilidad mejoradas.

El documento JP 11 023 573 A también revela un procedimiento de inmunoagregacion de latex usando albumina
desnaturalizada térmicamente.

El documento US 4.427.781 se refiere a inmunoensayos de proteinas y a la evitacion de interferencia del ensayo con
otras proteinas tales como factores del complemento en el fluido para someterse a ensayo.

Divulgacion de la invencion

De acuerdo con ello, un objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento de turbidimetria de latex
inmunolégica capaz de evitar una influencia de una reaccidon no especifica y una mejora de una evitacion tal,
manteniendo mientras una especificidad alta para un antigeno o anticuerpo para someterse a ensayo y un reactivo
para ello. En particular, el objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento de turbidimetria de latex
inmunolégica capaz de un analisis facil, rapido y de alta sensibilidad cuando se aplica a un analizador automatizado y
un reactivo para ello.
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El problema anterior puede resolverse por la presente invencion, es decir, un procedimiento de turbidimetria
inmunolégica para analizar antigeno o anticuerpo en una muestra de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende
las etapas de:

1) poner una muestra que puede contener el antigeno o anticuerpo a analizarse en contacto con una albumina
tratada con proteasa; y

2) poner una mezcla obtenida en la etapa anterior (1) en contacto con particulas de latex que llevan un anticuerpo
0 antigeno que se hace reaccionar especificamente con el antigeno o anticuerpo para someterse a ensayo y analizar
una turbidez causada por una reaccion de aglutinacion de latex.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a un reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de acuerdo con la
reivindicacion 6 que comprende (1) un primer componente que contiene la albumina tratada por proteasa y (2) un
segundo componente que contiene particulas de latex que lleva un anticuerpo o antigeno que se hace reaccionar
especificamente con un antigeno o anticuerpo para someterse a ensayo.

Mejor forma de llevar a cabo la invencion

De acuerdo con la presente invencién, una albimina tratada con proteasa, preferentemente una seroalbumina tratada
con proteasa, mas preferentemente una BSA tratada con proteasa, se usa como un agente para reducir una reaccion
no especifica en un analisis de turbidimetria de latex inmunolégica, por lo que una reaccion no especifica de las
particulas de latex se puede evitar sin bajar una especificidad de reactivo.

La expresion "analisis de turbidimetria de latex inmunoldgica" como se usa en el presente documento quiere decir un
analisis optico de un fenémeno de aglutinacion acompafiado por una reaccién inmunolégica causada en
transportadores de latex que llevan un antigeno (o anticuerpo) cuando se ponen en contacto con un antigeno (o
anticuerpo) en una muestra, por un cambio de una absorbancia o una turbidez.

Una muestra que puede analizarse por el procedimiento de turbidimetria de latex inmunolégica de la presente
invencién o el reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencidon no estd particularmente
limitada, mientras sea una muestra que pueda contener posiblemente un antigeno o anticuerpo a analizarse. Por
ejemplo, la muestra puede ser un liquido tomado de un cuerpo vivo y usado generalmente en un examen clinico, tal
como un suero, plasma, u orina.

La albumina tratada con proteasa usada en la presente invencién no esta particularmente limitada, mientras sea una
albumina fragmentada, preferentemente una seroalbumina fragmentada, mas preferentemente una BSA fragmentada,
preparada por un tratamiento de proteasa. La albumina a tratarse puede ser una albumina preparada a partir de una
fuente que se da en la naturaleza, una albumina recombinante (preferentemente una albumina bovina recombinante),
0 una albumina sintetizada parcialmente. La presente invencién se explicara mas adelante con respecto a la BSA, que
es una realizacion preferida.

La proteasa no esta particularmente limitada, mientras pueda reducir la reaccidn de aglutinacién no especifica sin bajar
una sensibilidad del reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencion, por ejemplo, pepsina,
papaina, o tripsina. La proteasa anterior puede usarse individualmente o en combinacion de la misma. De las
proteasas como anteriormente, la pepsina es preferible con respecto al coste y la estabilidad. Por ejemplo, la BSA
tratada con proteasa puede prepararse manteniendo la BSA en una condicién acida y afiadiendo una proteasa a ella.
El producto de reaccion tratado con proteasa resultante se puede usar en la presente invencion, sin purificacion.

La expresion "tratamiento de proteasa" como se usa en el presente documento quiere decir un tratamiento para
descomponer una albumina que se da en la naturaleza para obtener fragmentos plurales, mas particularmente, un
tratamiento para descomponer albumina en aproximadamente 2 a 10 fragmentos, preferentemente 4 a 8 fragmentos.
Por ejemplo, se sabe que una seroalbumina puede descomponerse por pepsina en 2 a 7 fragmentos y el fragmento
resultante tiene un peso molecular de aproximadamente 5000 a 50000. En la presente invencién, los fragmentos
resultantes se pueden usar sin separar cada uno de los fragmentos, es decir, en forma de una mezcla de los
fragmentos. Alternativamente, es posible separar los fragmentos resultantes en fragmentos individuales, combinando
una pluralidad de los fragmentos separados, por ejemplo, 2 a 9 fragmentos y usar los fragmentos combinados.

Un procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica convencional se puede aplicar al procedimiento de
turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencion, salvo que, antes de poner una muestra en contacto con
particulas de latex que llevan un anticuerpo o antigeno, es decir, una suspension de particulas de latex, la muestra se
pone en contacto con la BSA tratada con proteasa.

Una concentracion de la BSA tratada con proteasa para ponerse en contacto con la muestra no esta particularmente
limitada, mientras que pueda inhibir la reaccion no especifica y no influya en la reaccién turbidimétrica de latex, pero es
preferentemente 0,1 al 1,5 %, mas preferentemente 0,35 al 0,8 %. La unidad "%" como se usa en el presente
documento con respecto a la concentracion de la BSA tratada con proteasa significa un % de masa frente a volumen,
es decir % p/v. Sila concentracion es inferior al 0,1 %, la reaccién no especifica no puede inhibirse suficientemente. No
surge ningun problema en particular cuando la concentracién es mas del 1,5 %. No obstante, no se puede esperar un
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efecto ventajoso con un incremento de la concentracion. Adicionalmente, se supone que una concentracion alta influye
a la reaccion turbidimétrica de latex por si misma. Por lo tanto, un aumento de la concentracion sobre el limite superior
anterior no tiene sentido en obtener el efecto ventajoso de la presente invencién, es decir, en inhibir la reacciéon no
especifica.

Como las particulas de latex que llevan un antigeno o anticuerpo, se pueden usar cualesquiera particulas que lleven
un antigeno o anticuerpo para el reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica en la presente invencion.

Como las particulas de latex, se pueden usar particulas de latex convencionales en la presente invencion. Por ejemplo,
las particulas de latex pueden ser particulas de materiales organicos de alto peso molecular, tales como particulas de
latex de poliestireno, copolimero de estireno-acido metacrilico, copolimero de (met)acrilato de estireno-glicidilo, o
copolimero de estireno-sulfato de estireno. Un tamarfio de particula promedio de las particulas de latex puede ser el
mismo que aquel de las particulas de latex convencionales y no esta particularmente limitado.

El antigeno o anticuerpo transportado en las particulas de latex no esta particularmente limitado, mientras pueda
causar la reaccion antigeno-anticuerpo con el anticuerpo o antigeno a analizarse. Por ejemplo, se pueden utilizar un
anticuerpo anti-g2-microglobulina (§2-M), anticuerpo anti-fraccion D de productos descompuestos de fibrina (FDP-D),
anticuerpo anti-fraccién D de productos descompuestos de fibrina (FDP-E), anticuerpo anti-fraccién DD de productos
descompuestos de fibrina (FDP-DD), anticuerpo anti-albumina, anticuerpo anti-ferritina, anticuerpo anti-o-fetoproteina
(AFP), insulina, anticuerpo anti-insulina, o un antigeno o anticuerpo de Treponema pallidum (TP), estreptolisina O
(SLO), o virus de la hepatitis B (VHB).

Las particulas de latex se pueden sensibilizar con un antigeno o anticuerpo de acuerdo con un procedimiento
conocido, por ejemplo, un procedimiento de adsorber fisicamente. Es preferible usar las particulas de latex que llevan
aproximadamente un 0,001 al 1 % en masa de antigeno o anticuerpo.

La reaccion no especifica esta frecuentemente causada no sélo por la reaccién con la BSA, sino también por productos
digeridos de la BSA. Hasta el momento, sin embargo, no habia ningun procedimiento para hacer frente a los productos
digeridos de la BSA. Ademas, no se puede esperar un efecto para los productos digeridos del BSA por una adicién de
BSA, o el efecto es insuficiente. Por lo tanto, es particularmente significativo un significado técnico en que la muestra
se pone en contacto no sélo con la BSA, sino también con la BSA tratada con proteasa antes de llevar a cabo la
reaccion antigeno-anticuerpo, por lo que una parte de materiales reactivos con el BSA y de los productos digeridos de
la BSA en la muestra estan enmascarados y se inhibe la reacciéon no especifica causada por la BSA y los productos
digeridos de la BSA.

De acuerdo con ello, la albumina tratada con proteasa se puede usar en vez de o ademas de una albumina,
preferentemente una seroalbumina, mas preferentemente una BSA, y/o una albumina modificada, preferentemente
una seroalbumina modificada, mas preferentemente una BSA modificada que se ha usado hasta el momento para
inhibir la reaccion no especifica, en la presente invencion.

Un tampdn que se puede usar en la presente invencion no esta particularmente limitado, mientras que se puede usar
en un reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica conocido. Ejemplos del tampdn son un tampén de tris, un tampoén
fosfato, un tampdn de glicina, un tampén borato, un tampén de Good, o similares.

En la presente invencion, se pueden usar cualesquiera aditivos, tales como un estabilizador, que se puedan usar en un
reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica mientras no causen una pérdida del efecto de la presente invencion. El
estabilizante puede ser, por ejemplo, una sal inorganica, tal como cloruro de sodio o azida de sodio, una proteina tal
como una seroalbumina bovina, o cloruro de colina. Una cantidad de los estabilizadores anadidos no esta
particularmente limitada. Por ejemplo, cuando se afiade cloruro de sodio, la concentracion del mismo es
preferentemente de 50 a 300 mmol/l. La concentracién de azida de sodio es preferentemente 0,01 al 1 %, la
concentracion de seroalbumina bovina es preferentemente 0,1 al 10 %, y la concentracién de cloruro de colina es
preferentemente 0,1 al 30 %.

El reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencién contiene la BSA tratada con proteasa y las
particulas de latex que llevan en ellas un antigeno o anticuerpo y es un sistema compuesto de al menos dos
componentes reactivos. Debido a que la BSA tratada con proteasa puede ponerse en contacto con la muestra antes de
que la muestra se ponga en contacto con las particulas de latex de la presente invencion, la BSA tratada con particulas
esta contenida al menos en un componente reactivo que se pone en contacto con la muestra antes de que se lleve a
cabo la reacciéon antigeno-anticuerpo. Después de que el componente reactivo que contiene la BSA tratada con
proteasa se pone en contacto con la muestra, la muestra se pone en contacto con un componente reactivo que
contiene las particulas de latex, para llevar a cabo la reacciéon antigeno-anticuerpo. EI componente reactivo que
contiene las particulas de latex puede o no puede contener la BSA tratada con proteasa.

En general, un reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica convencional esta compuesto de una suspension de las
particulas de latex que llevan un antigeno o anticuerpo y un tampdn que estabiliza la muestra, mientras que el reactivo
de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencion contiene adicionalmente la BSA tratada con proteasa
ademas de aquella. Por lo tanto, el reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencién puede
estar compuesto de los mismos ingredientes que aquellos del reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica conocido
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habitualmente utilizado, salvo que la BSA tratada con proteasa esta contenida al menos en un componente reactivo
que se pone en contacto con la muestra antes de que se lleve a cabo la reaccién antigeno-anticuerpo. Como se
menciona anteriormente, particulas de latex, un antigeno o anticuerpo, un tampén, y/o aditivos que pueden usarse en
el reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica conocido pueden usarse también en el reactivo de turbidimetria de
latex inmunolégica de la presente invencidon, segun se usan. Adicionalmente, la albumina, preferentemente
seroalbumina, mas preferentemente BSA, y/o una albumina modificada, preferentemente una seroalbumina
modificada, mas preferentemente una BSA modificada que se ha usado para inhibir la reaccion no especifica pueden
usarse también en la presente invencion.

Cuando el reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica de la presente invencion esta compuesto por el sistema de
componentes reactivos, ello puede estar, por ejemplo, compuesto por un primer reactivo, es decir, un primer
componente, que contiene un tampon para estabilizar una muestra y una BSA tratada con proteasa y un segundo
reactivo, es decir, un segundo componente, que contiene particulas de latex que llevan en ellas un antigeno o
anticuerpo.

El reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencion puede ser un sistema de tres componentes
reactivos, pero es preferible un sistema de dos componentes reactivos, debido a que el nimero de los componentes
reactivos es pequefio y los procedimientos para el andlisis pueden simplificarse. Una concentracion de la BSA tratada
con proteasa en el reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencidon no esta particularmente
limitada, mientras la reaccién no especifica se pueda inhibir cuando la BSA tratada con proteasa contenida en el
reactivo de la presente invencion se pone en contacto con la muestra y la reaccion turbidimétrica de latex por si misma
no esta influida. Por ejemplo, cuando el reactivo de la presente invencién es el sistema de dos componentes de
reactivo compuesto del primer reactivo que contiene el tampdn para estabilizar la muestra y la BSA tratada con
proteasa y el segundo reactivo que contiene las particulas de latex que lleva un antigeno o anticuerpo, una cantidad de
la BSA tratada con proteasa en el primer reactivo puede ser preferentemente 0,1 a 1,5 %, mas preferentemente 0,35 a
0,8 %. Cuando la cantidad es menos que el 0,1 %, la reaccion no especifica no puede inhibirse siempre
suficientemente. No surge ningun problema en particular cuando la cantidad es mas del 1,5 %. No obstante, no se
puede esperar un efecto ventajoso con un incremento de la concentracion. Adicionalmente, se supone que una
concentracion alta influye a la reaccidon turbidimétrica de latex por si misma. Por lo tanto, un aumento de la
concentracion sobre el limite superior anterior no tiene sentido en obtener el efecto ventajoso de la presente invencion,
es decir, en inhibir la reaccion no especifica.

Un procedimiento para afiadir la BSA tratada con proteasa no esta limitado. Por ejemplo, cuando el reactivo de la
presente invencion es el sistema de dos componentes reactivos compuesto por el primer componente reactivo que
contiene el tampdn para estabilizar la muestra y la BSA tratada con proteasa y el segundo componente reactivo que
contiene las particulas de latex que llevan un antigeno o anticuerpo, una cantidad predeterminada de la BSA tratada
con proteasa puede disolverse en el tampén para estabilizar una muestra.

Una realizacion del reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica de la presente invencion no esta particularmente
limitada. Sin embargo, el reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencién es adecuado para un
analisis usando un analizador automatizado y asi se usa preferentemente como un reactivo de turbidimetria de latex
inmunoldgica para analisis automatizado. Ello es particularmente preferible para un analisis de turbidimetria de latex
inmunolégica de un anticuerpo de estreptolisina O (SLO).

Mas particularmente, una realizacion preferible del reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente
invencion es como sigue:

(A) un reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica para un analisis automatizado, que comprende un
componente reactivo que contiene la BSA tratada con proteasa (preferentemente a una cantidad del 0,1 al 1,5 %) en el
tampodn para estabilizar una muestra y un segundo componente reactivo, es decir, una suspension de las particulas de
latex que lleva en ella un antigeno o anticuerpo; o

(B) un reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica para un analisis automatizado para detectar un anticuerpo
de SLO, que comprende un primer componente reactivo que contiene la BSA tratada con proteasa (preferentemente a
una cantidad del 0,1 al 1,5 %) en el tampdn para estabilizar una muestra y un segundo componente reactivo, es decir,
una suspension de las particulas de latex que lleva en ella un antigeno de SLO.

Como una realizacién concreta del reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencion, un sistema
de dos componentes reactivos compuesto de un primer componente reactivo que contiene el tampén para estabilizar
una muestra y BSA tratada con proteasa y un segundo componente reactivo que contiene las particulas de latex que
llevan en ella un antigeno o anticuerpo se muestra como sigue (las concentraciones dadas a continuacion son
intervalos preferibles de las mismas pero no limitan el alcance de la presente invencion):

Un primer componente reactivo, una solucidon que contiene los siguientes componentes (1) a (3),
1) 0,1 a 1,5 % de BSA tratada con proteasa,
(2) tampon a 20 a 1000 mmol/l, pH4 a 12y
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3) 50 a 300 mmol/l de cloruro sédico.

Un segundo componente reactivo, una suspension que contiene los siguientes compuestos (4) a (6),

4) tampodn a 20 a 1000 mmol/l, pH 4 a 12,
(5) 0,01 a 0,5 % p/v de particulas de latex que llevan en ellas un antigeno o anticuerpo y
(6) 50 a 300 mmol/I de cloruro sédico.

El tampdn usado en el primero y segundo componentes reactivos puede ser, por ejemplo, un tampén tris, un tampon
fosfato, un tampén de glicina, un tampdn borato, o un tampdén de Good. El primer componente reactivo se puede
preparar, por ejemplo, mezclando BSA tratada con proteasa al 0,1 a 1,5 % con un tampén.

Ejemplos

La presente invencion se ilustrara ahora adicionalmente mediante, pero no se limita de ninguna manera a, los
siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: preparacion de una BSA tratada con proteasa

Una seroalbumina bovina (Sigma; 500 mg) se afiadi6 a 10 ml de agua purificada. El conjunto se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 1 hora y un valor de pH se ajusté a 3,0 afiadiendo acido férmico con agitacion por una
barra giratoria. El producto se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos, después, se afadieron a ello
167 pl de una solucidon de pepsina (solucion de &cido clorhidrico a 0,01 mol/l que contenia pepsina a una concentracion
de 1 mg/ml) con agitaciéon por una barra giratoria. El conjunto se dejé reposar en una camara termostatica a 25 °C
durante 30 minutos. Después, un valor de pH se ajustoé a 7,0 por 2 mol/l de solucion de tris con agitacidn por una barra
giratoria y se afadioé azida de sodio tal que su concentracion llegd a ser 0,1 %, obteniendo una BSA tratada con
proteasa.

Ejemplo 2: medida de un antigeno de estreptolisina O (SLO) en suero

(1) Preparacion de un segundo reactivo (una suspension liquida de latex que lleva una antigeno de
estreptolisina O)

Se afiadié carbodiimida (40 mg) a 38 ml de una suspension liquida de particulas de poliestireno (concentracion de
latex = 5 %, tamafio de particula promedio = 0,18 uym), y después, 20 ml de una solucién que contenia 2,8 mg/ml de
estreptolisina O diluida con tampén borato a 10 mmol/l (pH 8,2). El conjunto se mezclé y se agité a 4 °C durante toda
una noche. Después, se afiadieron 9,5 ml de solucion de lisina al 20 %. El conjunto se dejo en reposo durante 0,5
horas y se centrifugd obteniéndose un residuo, es decir, los latex que llevan el antigeno de estreptolisina O. Al residuo
resultante, se afiadieron 190 ml de una solucién acuosa que contiene seroalbumina bovina al 0,5 % y el conjunto se
dejo reposar durante 0,5 horas. Después, un residuo (es decir, los latex que llevan el antigeno de estreptolisina O)
preparado por centrifugacion se suspendi6 afiadiendo 950 ml de tampén borato a 10 mmol/l (pH 8,2), obteniéndose un
componente de segundo reactivo para el reactivo de analisis turbidimétrico de latex inmunoldgico de la presente
invencion.

(2) Preparacion de un primer reactivo (tampén)

Como un primer componente reactivo para el reactivo de andlisis turbidimétrico de latex inmunoloégico de la presente
invencion, se preparé tampon tris (pH 8,2) a 0,17 mol/l que contiene cloruro sédico a 0,31 mol/, EDTA a 4,5 mmol/,
seroalbumina bovina al 0,2 %, gelatina al 0,1 % y BSA tratada con proteasa al 0,8 % preparada en el Ejemplo 1
[concentracion final de un sistema que contiene cantidades equivalentes del primer componente reactivo y del
segundo componente reactivo = 0,4 %].

Para comparacion, se prepard un tampon comparativo (un primer reactivo comparativo) compuesto por los mismos
ingredientes que aquellos en el primer reactivo para el andlisis turbidimétrico de latex inmunolégico de la presente
invencion, salvo que la BSA tratada con proteasa no esta contenida.

(3) Preparacion de una muestra liquida

Se usaron cuatro muestras de suero como una muestra no especifica. Un valor de anticuerpo anti-SLO de mas de un
limite superior medible (600 Ul/ml) se obtuvo en las cuatro muestras de suero por el procedimiento de turbidimetria de
latex inmunoldgica convencional, mientras que las cuatro muestras de suero se juzgaron como normales por un
procedimiento de Rantz-Randall. Se consider6 que las muestras no especificas mostraron los valores altos del
anticuerpo anti-SLO debido a la aglutinacién no especifica. Como una muestra de control, se usé un suero de ser
humano normal.
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(4) Medida en un analizador automatizado

A 135 pl del primer reactivo de la presente invencion preparado en el Ejemplo 2 (2), se afiadieron 2 ul de muestra
liquida preparada en el Ejemplo 2 (3) y se agitaron en una celda de vidrio. El conjunto se dejé reposar a 37 °C durante
aproximadamente 5 minutos. Después, 135 pl del segundo reactivo preparado en el Ejemplo 2 (1) se afiadieron con
agitacién y una cantidad de cambio en una densidad 6ptica a una longitud de onda de 700 nm en un intervalo desde un
punto después de 30 segundos hasta un punto después de 190 segundos. Se us6 un analizador automatizado (Hitachi
71708, Hitachi Ltd.) en los procedimientos anteriores.

Para Ejemplo Comparativo, se repitieron los procedimientos anteriores salvo porque el tampdn comparativo (el primer
reactivo comparativo) preparado en el Ejemplo 2 (2) se usé en lugar del primer componente reactivo.

Los resultados se muestran en la Tabla 1. El analizador no fue capaz de medir un cambio de la absorbancia (dABS) en
el Ejemplo Comparativo, mientras que la SLO se midié exactamente de acuerdo con la presente invencién usando el
reactivo actual.

Tabla 1

Ejemplo (Ul/ml) Comparativo

Ejemplo (Ul/ml)

Suero normal 24,2 26,2

Muestra 1 no especifica 47,8 4774 (sobre absorbancia)
Muestra 2 no especifica 39,1 11136 (sobre absorbancia)
Muestra 3 no especifica 30,3 5300 (sobre absorbancia)
Muestra 4 no especifica 47,8 8391 (sobre absorbancia)

Aplicabilidad Industrial

El reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de la presente invencion presenta una sensibilidad alta como un
reactivo y tiene un efecto ventajoso de reducir la reaccién no especifica. Por lo tanto, de acuerdo con la presente
invencioén, una medicidn de error debida a la reaccion no especifica puede disminuirse y un analisis de alta sensibilidad
usando un analizador automatizado puede llevarse a cabo facil y rapidamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica para analizar un antigeno o anticuerpo en una muestra, que
comprende las etapas de:

(1) tratar albumina con una proteasa para preparar una albumina fragmentada;

2) someter una muestra que puede contener el antigeno o anticuerpo a analisis en contacto con la albumina
fragmentada preparada por tratamiento de proteasa en la etapa anterior (1); y

3) poner una mezcla obtenida en la etapa anterior (2) en contacto con particulas de latex que llevan un
anticuerpo o antigeno que se hace reaccionar especificamente con el antigeno o anticuerpo para someterse a ensayo
y analizar una turbidez causada por una reaccion de aglutinacién de latex.

2. El procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que la albumina es
una seroalbumina.

3. El procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica de acuerdo con la reivindicacién 2 en el que la seroalbumina
es una seroalbumina bovina.

4. El procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3
en el que la proteasa es una pepsina.

5. El procedimiento de turbidimetria de latex inmunoldgica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
en el que el anticuerpo a analizarse es un anticuerpo anti-estreptolisina O y el antigeno llevado en las particulas de
latex es un antigeno de estreptolisina O.

6. Un sistema de reactivos de turbidimetria de latex inmunoldgica que comprende

1) un primer componente reactivo que contiene una albimina fragmentada preparada por tratamiento de
proteasa; y
2) un segundo componente reactivo que contiene particulas de latex que llevan un anticuerpo o antigeno que

reacciona especificamente con un antigeno o anticuerpo para someterse a ensayo.

7. El reactivo de turbidimetria de latex inmunoldgica de acuerdo con la reivindicacion 6 en el que la albumina es una
seroalbumina.

8. El reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que la seroalbumina es
una seroalbumina bovina.

9. El reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 en el
que la proteasa es una pepsina.

10. El reactivo de turbidimetria de latex inmunolégica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 en el
que el anticuerpo a ser analizado es un anticuerpo anti-estreptolisina O y el antigeno llevado en las particulas de latex
es un antigeno de estreptolisina O.
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