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DESCRIPCION

Particula de latex para reactivo de medicion, particula de latex sensibilizada y reactivo de medicién para
inmunonefelometria

Campo técnico

La presente invencién se refiere a una particula de latex para un reactivo de medicién con el que se puede realizar
una medicion de alta sensibilidad incluso en la mediciéon de una muestra de medicién que contiene una sustancia de
ensayo en una concentracion diluida.

Técnica anterior

En una variedad de campos, incluyendo el campo de las pruebas de laboratorio clinico, los métodos de medicion
inmunolégica que utilizan reacciones de antigeno-anticuerpo se usan ampliamente como método para determinar
cuantitativamente una sustancia de ensayo residual contenida en una muestra de medicién. Especialmente, el
método inmunoturbidimétrico de latex que usa particulas de latex como vehiculo para un antigeno o un anticuerpo
se realiza de forma simple y requiere un periodo corto de tiempo para la medicién. Por lo tanto, el nimero de clases
de sustancias de ensayo residuales que se han de medir empleando el método inmunoturbidimétrico de latex como
método de medicion esta aumentando adin mas.

Para determinar cuantitativamente una sustancia de ensayo de un antigeno, un anticuerpo o similar contenida en
una muestra de medicién mediante el método inmunoturbidimétrico de latex, el cambio en la absorbancia causada
por la agregacion de particulas de latex portadoras del antigeno o el anticuerpo (en lo sucesivo a veces
denominadas en el presente documento "particulas de latex recubiertas") se detecta 6pticamente. Este cambio de
absorbancia es sobre la base de los cambios en tamarios de particulas aparentes de los agregados formados por la
agregacion de las particulas de latex recubiertas.

Como las particulas de latex utilizadas como vehiculo en el método inmunoturbidimétrico de latex, las particulas de
latex de poliestireno que contienen poliestireno como componente principal se han utilizado convencionalmente
porque el recubrimiento de antigeno o anticuerpo (inmovilizacién) es facil, son relativamente baratos y pueden
controlarse facilimente en la reaccion de polimerizacion (literatura de patente 1 y similares). En el caso en que se
utilizan particulas de latex de poliestireno como vehiculo en el método inmunoturbidimétrico de latex, sin embargo, si
la concentracién de una sustancia de ensayo en una muestra de medicién se diluye, el nimero de agregados que se
va a formar es pequefio y los tamafios de particula aparentes de los agregados también son pequefias en
comparacion con el caso donde la concentracion de la sustancia de ensayo en relacion con el nimero de particulas
de latex disminuye dentro de un intervalo apropiado, lo que da lugar a una sensibilidad desventajosamente
insuficiente.

En consecuencia, con el fin de mejorar la sensibilidad de la medicion que se reduce cuando la concentracion de una
sustancia de ensayo se ha diluido, se ha hecho un intento de aumentar el tamafo de particula de las particulas de
latex de poliestireno a fin de aumentar el tamafio de particula aparente de los agregados que se formen.

Sin embargo, cuando el tamafio de particula de las particulas de latex es demasiado grande, es necesario hacer el
ajuste mediante la disminucion de la concentracion de particulas de latex recubiertas en una solucion de reaccion
para su aplicaciéon en un dispositivo de medicién 6ptica que se va a usar, debido al limite superior de la absorbancia
medible por el dispositivo de medicién éptica. La disminucién de la concentracion de particulas de latex recubiertas
en una solucién de reaccion redujo la probabilidad de que las particulas de latex recubiertas se encuentren con la
sustancia de ensayo dentro de un cierto periodo de tiempo y a menudo se experimentaron mediciones sin la mejora
prevista de la sensibilidad. Por otra parte, cuando se aumenta el tamafio de particula de las particulas de latex que
funcionan como vehiculo, las particulas de latex son susceptibles de precipitar, y por lo tanto, si un reactivo de
medicién que contiene las particulas de latex recubiertas se almacena en forma de una solucion, la estabilidad de
almacenamiento se degrada.

De esta manera, cuando se usa el método donde se aumenta el tamafo de particula de las particulas de latex de
poliestireno, a pesar de la mejora en la sensibilidad de la medicidon se puede esperar hasta un tamafio de particula
dado, si el tamafio de particula se incrementa mas alla del tamafio dado, surgen problemas donde la sensibilidad de
la medicién se degrada por el contrario y la estabilidad de almacenamiento del reactivo de medicién se degrada.

Como contramedida, la literatura de patente 2 divulga un método para mejorar la sensibilidad de la medicion
mediante el aumento del indice de refraccidon de las particulas de latex sin aumentar el tamafo de particula de las
mismas. Incluso cuando se utilizan las particulas de latex descritas en la literatura de patentes 2, todavia surge el
problema donde la sensibilidad de la mediciéon esperada no puede alcanzarse en realidad.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2592163 T3

Lista de citas
- Literatura de patentes

Literatura de patente 1: Publicacion Internacional N.° WO2003/005031

Literatura de patente 2: JP 2001-296299 Reactivos biolégicamente activos del documento EP 0 597 510 A1
utilizan particulas poliméricas que tienen grupos aldehidos colgantes obtenidos a partir de las siguientes tres
soluciones de reactivos bombeados, en agitacion continua, en un recipiente de reaccion caliente:

Solucion 1: estireno, éter de p-formilfenilvinilbencilo y dodecanotiol,

Solucion 2: persulfato de amonio y agua destilada,

Solucion 3: metabisulfito de sodio y agua destilada.

Sumario de la invenciéon
Problema de la técnica

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una particula de latex para un reactivo de medicién con el que se
puede realizar una mediciéon de alta sensibilidad incluso en la medicién de una muestra de medicién que contiene
una sustancia de ensayo en una concentracion diluida.

Solucién al problema
La presente invencion se refiere a una particula de latex para un reactivo de medicion de la reivindicacion 1.
La presente invencion se describira con mayor detalle a continuacion.

Los presentes inventores han investigado la razén por la cual la sensibilidad de medicién esperada no se alcanza
por el método inmunoturbidimétrico de latex utilizando particulas de latex recubiertas preparadas mediante el uso de
las particulas de latex descritas en la patente de Literatura 2. Como resultado, se ha encontrado que la causa es un
tensioactivo contenido en las particulas de latex. En el método descrito en la literatura de patente 2, un agente
tensioactivo se utiliza como emulsionante para producir particulas de latex que tienen un alto indice de refraccion en
un estado que tiene un tamafio de particula uniforme. Este tensioactivo permanece en las particulas de latex, lo que
resulta en que el agente tensioactivo inhibe el recubrimiento de antigeno o anticuerpo (inmovilizacién) en las
superficies de las particulas de latex. Por lo tanto, la cantidad del antigeno o del anticuerpo adsorbidos sobre las
particulas de latex es insuficiente, que es probablemente la razén por la cual no se alcanza la sensibilidad de la
medicién tan alta como se esperaba.

Los presentes inventores han encontrado, como resultado de estudios serios, lo siguiente: cuando una particula de
latex que comprende un copolimero obtenido por copolimerizacion, sin utilizar un agente tensioactivo, se utiliza una
mezcla de monémeros que comprende monémeros polimerizables especificos, incluso si su tamafio de particula es
equivalente al de la particula de latex de poliestireno convencional, se puede obtener una particula de latex para un
reactivo de mediciéon con el que la medicién de alta sensibilidad se puede realizar incluso en la mediciéon de una
muestra de medicién que contiene una sustancia de ensayo en una concentracion diluida. Por tanto, la presente
invencion se ha realizado.

La particula de latex para un reactivo de mediciéon de la presente invencién comprende, entre otras cosas, un
copolimero obtenido mediante copolimerizacion, sin usar un tensioactivo distinto del monémero polimerizable b una
mezcla de monémeros que comprende los siguientes mondmeros polimerizables (a) a (c) y se ha definido en la
reivindicacion 1.

El monédmero polimerizable que tiene un grupo fenilo (a) no esta especialmente limitado y los ejemplos incluyen
estireno, o-metilestireno, p-metil estireno, p-cloroestireno, 4-vinilbenzoato, divinilbenceno y viniltolueno. Uno de estos
mondémeros polimerizables se pueden usar solos 0 dos 0 mas de ellos pueden utilizarse en combinacién. Entre
estos, se usa preferentemente estireno.

El contenido del monémero polimerizable que tiene un grupo fenilo (a) en la mezcla de monémeros tiene un limite
inferior de, preferentemente, 40% en moles y un limite superior de, preferentemente, 94,9 % en moles. Si el
contenido del mondmero polimerizable que tiene un grupo fenilo (a) es menor que 40 % en moles, una distribucion
del tamafio de particula puede llegar a ser amplia en algunos casos, y si el contenido es superior a 94,9 % en moles,
el contenido del monémero polimerizable que tiene un grupo naftilo (c) en la mezcla de monémeros puede ser
demasiado pequefio para alcanzar una alta sensibilidad en algunos casos. El limite inferior del contenido del
monomero polimerizable que tiene un grupo fenilo (a) es, mas preferentemente, 50 % en moles y el limite superior
de del mismo es, mas preferentemente, 89,9 % en moles.

El monémero polimerizable que tiene un grupo fenilo y un sulfonato (b) no esta especialmente limitado siempre que
se trate de un monémero capaz de permitir que un grupo sulfénico esté contenido en una superficie de una particula
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vehiculo obtenida después de la polimerizacion, y los ejemplos incluyen sulfonato de estireno, sulfonato de
divinilbenceno, sulfonato de o-metilestireno y sulfonato de p-metilestireno.

Una sal utilizada en este caso tampoco esta especialmente limitada y los ejemplos incluyen una sal de sodio, una sal
de potasio, una sal de litio y una sal de amonio.

Uno de estos mondmeros polimerizables se pueden usar solos o dos o mas de ellos pueden utilizarse en
combinacioén. Entre estos, el sulfonato de estireno se utiliza preferentemente y el sulfonato de estireno de sodio se
usa mas preferentemente.

El contenido del monémero polimerizable que tiene un grupo fenilo (a) y un sulfonato (b) en la mezcla de
monomeros tiene un limite inferior de, preferentemente, 0,01 % en moles y un limite superior de, preferentemente,
5 % en moles. Si el contenido del monémero polimerizable que tiene un grupo fenilo y un sulfonato de (b) es menor
que 0,01 % en moles, el tamarfio de particula puede llegar a ser demasiado grande, y si el contenido es superior a
5 % en moles, la distribucién del tamafio de particula puede llegar a ser demasiado amplia en algunos casos. El
limite inferior del contenido del mondmero polimerizable que tiene un grupo fenilo (a) y un sulfonato (b) es, mas
preferentemente, 0,05 % en moles y el limite superior del mismo es, mas preferentemente, 3 % en moles.

El monémero polimerizable que tiene un grupo naftilo (c) no esta especialmente limitado y los ejemplos incluyen 1-
vinilnaftaleno, 2-vinilnaftaleno, a-naftil(met) acrilato y B-naftil(met) acrilato. Uno de estos mondmeros polimerizables
se pueden usar solos o dos o mas de estos pueden utilizarse en combinacién. Entre estos, se usa preferentemente
1-vinilnaftaleno.

El contenido del monémero polimerizable que tiene un grupo naftilo (c) en la mezcla de mondmeros tiene un limite
inferior de, preferentemente, 5% en moles y un limite superior de, preferentemente, 59,9 % en moles. Si el
contenido del mondmero polimerizable que tiene un grupo naftilo (c) es menor que 5% en moles, puede no
alcanzarse una alta sensibilidad en algunos casos, y si el contenido es superior a 59,9 % en moles, las particulas
pueden no formarse mediante polimerizacion o la distribucion del tamafio de particula puede ser amplia en algunos
casos. El limite inferior del contenido del mondmero polimerizable que tiene un grupo naftiio (c) es, mas
preferentemente, 10 % en moles y el limite superior de del mismo es, mas preferentemente, 49,9 % en moles.

La mezcla de mondémeros puede comprender ademas un monémero insaturado polimerizable.

El mondémero insaturado polimerizable no esta especialmente limitado siempre que se pueda usar para la
polimerizacién radical en general, y los ejemplos incluyen acido (met)acrilico, éster (met)acrilico, (met)acrilonitrilo,
(met)acrilamida, haluro de vinilo, éster de vinilo, (met)acroleina, un derivado de acido maleico y un derivado de acido
fumarico.

Se observa que acido (met)acrilico en el presente documento significa acido acrilico o acido metacrilico.

En el caso donde la mezcla de mondémeros comprende, ademas, el mondémero insaturado polimerizable, el
contenido del monémero insaturado polimerizable debera fijarse de manera que no debiliten el contenido preferible
del mondémero polimerizable que tiene un grupo fenilo (a), el monémero polimerizable que tiene un grupo fenilo
grupo y un sulfonato de (b) y el monémero polimerizable que tiene un grupo nattilo (c).

En el caso donde la mezcla de monémeros comprende el monémero insaturado polimerizable, el contenido del
monoémero insaturado polimerizable tiene un limite superior de, preferentemente, 20 % en moles. Si el contenido del
monoémero insaturado polimerizable no supera el 20 % en moles, la alta sensibilidad puede no alcanzarse en
algunos casos. El limite superior del contenido del monémero insaturado polimerizable es, mas preferentemente,
5 % en moles.

Un limite inferior preferible del contenido del mondémero insaturado polimerizable no esta especialmente limitado,
pero depende de las propiedades que se han de controlar, tales como la dureza, la elasticidad y la resistencia al
agua, de la particula de latex, y puede fijarse adecuadamente mediante, por ejemplo, un experimento.

La particula de latex para un reactivo de medicion de la presente invencién se obtiene por copolimerizacion de la
mezcla de mondmeros. Aqui, es extremadamente importante que un agente tensioactivo ampliamente utilizado
como un emulsionante (por ejemplo, una sal de metal alcalino de acido alquilbencenosulfénico) no se utiliza en la
copolimerizacion. Si se utiliza un agente tensioactivo, el agente tensioactivo permanece en la particula de latex
resultante y el tensioactivo restante inhibe el recubrimiento de antigeno o anticuerpo (inmovilizacién) sobre la
superficie de la particula de latex. Por lo tanto, la cantidad del antigeno o del anticuerpo adsorbido en la particula de
latex es insuficiente, y, por lo tanto, no se puede obtener una medicion de alta sensibilidad.

Como método para la copolimerizacion, se puede usar cualquiera de los métodos conocidos convencionalmente,
excepto que la copolimerizaciéon se lleva a cabo en un medio acuoso sin utilizar un agente tensioactivo, y por
ejemplo, la mezcla de mondmero mencionada anteriormente y un iniciador de la polimerizacién se ponen en un
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recipiente de reaccion cargado con un medio acuoso utilizado como disolvente, para calentarse en atmdsfera de
nitrégeno con agitacion.

El medio acuoso es un disolvente mixto de agua y un alcohol monovalente que tiene de 1 a 4 atomos de carbono (en
lo sucesivo denominado a veces "alcohol de C1.4"), y contiene el alcohol de C1.4 en una concentracién de 7,5 a 25 %
en peso. Los ejemplos del alcohol de C14 incluyen alcoholes lineales, tales como metanol y etanol; y alcoholes de
cadena ramificada, tales como alcohol isopropilico y alcohol t-butilo. Entre estos, se usa preferentemente etanol.

La concentracion del alcohol de Ci4 en el medio acuoso esta en un intervalo de 7,5 a 25 % en peso. Si la
concentracion del alcohol de C44 es mayor que 25% en peso, la distribuciéon del tamafio de particula se hace tan
grande que el tamafio de particula varia. Por otro lado, si la concentracion del alcohol de C14 es inferior a 7,5 % en
peso, aunque el tamafio de particula no se distribuye ampliamente, no se puede alcanzar una alta sensibilidad de la
medicién cuando dicho medio acuoso se utiliza para la preparacion de la particula de latex para un reactivo de
medicion. Cuando el medio acuoso se utiliza en una concentracion en el intervalo mencionado anteriormente, es
posible producir una particula de latex excelente para un reactivo de medicion donde la propagacion de la
distribucion del tamario de particula se controla para que varie minimamente el tamafio de particula y una cantidad
suficiente de un antigeno o un anticuerpo puede ser adsorbido para alcanzar una alta sensibilidad de la medicion.

Como el iniciador de la polimerizacidon se puede usar cualquiera de los iniciadores de radicales conocidos. Los
ejemplos especificos incluyen persulfatos tales como persulfato de potasio, persulfato de sodio y persulfato de
amonio; compuestos azo tales como 2,2'-azobisisobutironitrilo, 2,2'-azobis(4-metoxi-2,4-dimetilvaleronitrilo) y 2,2'-
azobis-2,4-dimetilvaleronitrilo; y peroxidos organicos tales como perdxido de benzoilo, peroxido de di-t-butilo,
peroxido de lauroilo y t-butil-peroxi-2-etilhexanoato. Entre éstos, se utilizan preferentemente persulfatos, y persulfato
de potasio se utiliza con mayor preferencia.

El contenido del iniciador de polimerizacion no esta especialmente limitado y generalmente es de 0,01 a 1 % en
peso basado en la cantidad total de los mondémeros polimerizables.

En la copolimerizacién, una temperatura de polimerizacion es, preferentemente, de 50 a 100 °C y, mas
preferentemente, de 60 a 85 °C. Ademas, el tiempo de polimerizacién depende de las condiciones tales como las
composiciones y las concentraciones de los monémeros polimerizables y el iniciador de polimerizacion utilizado, y es
generalmente de 5 a 50 horas.

Las particulas de latex para un reactivo de medicion de la presente invencion producido de esta manera se obtienen
en un estado de suspension en agua o en un disolvente acuoso. La concentracion de las particulas de latex para un
reactivo de medicion en la suspension no esta especialmente limitado, y es, preferentemente, de 1 a 20 % en peso
en general. Si la concentracién es menor que 1 % en peso, es necesario concentrar la suspension en la preparacion
de particulas de latex recubiertas, y si excede de 20 % en peso, las particulas pueden agregarse en algunos casos.

Un tamarfio promedio de particula de las particulas de latex para un reactivo de medicion de la presente invencion se
puede seleccionar apropiadamente de acuerdo con un método especifico del método inmunoturbidimétrico de latex,
la especificacion de un dispositivo de medicion usado y similares, y tiene un limite inferior de, preferentemente, 0,01
pm y un limite superior de la misma de, preferentemente, 1,0 um. Si el tamafio promedio de particula es menor de
0,01 pym, el cambio éptico causado por la agregacion puede ser demasiado pequefio para alcanzar la sensibilidad
necesaria para la medicion, o el coste de produccion se puede aumentar porque es necesario un periodo de tiempo
mayor para la centrifugacion o similar en la preparacion de particulas de latex recubiertas. Si el tamafio promedio de
particula es superior a 1,0 ym, el cambio 6ptico causado por la agregacion de particulas de latex recubiertas puede
estar mas alla de un intervalo mensurable de un dispositivo de mediciéon éptica cuando la concentraciéon de una
sustancia de ensayo en una muestra de medicién es alto, y por lo tanto, el cambio 6ptico causado de acuerdo con la
cantidad de la sustancia de ensayo puede no obtenerse en algunos casos. El limite inferior y el limite superior del
tamafio promedio de particula son, respectivamente, mas preferentemente, 0,05 ym y 0,7 pym, y aun mas
preferentemente de 0,1 pmy 0,4 pm.

Un coeficiente de variacion (valor de CV) de tamafio de particula de las particulas de latex para un reactivo de
medicion de la presente invencion es, preferentemente, 10 % o menor. Si el coeficiente de variacion (valor de CV) es
superior a 10 %, la reproducibilidad de la produccion alcanzada en la preparacion de particulas de latex recubiertas
puede reducirse, a fin de degradar el rendimiento (reproducibilidad de la medicién) de un reactivo de medicion
resultante. El coeficiente de variacion (valor de CV) es, mas preferentemente, 5% o0 menos y ain mas
preferentemente 3 % o menos. Accidentalmente, el coeficiente de variacion del tamafio de particula se calcula de
acuerdo con la siguiente ecuacion (1):

Ecuacion (1): Coeficiente de variacion (valor de CV) del tamafio de particula=

= desviacion estandar del tamaiio de particula/tamaiio de particula promedio
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Como se ha descrito anteriormente, la propagacion de la distribucion del tamafio de particula puede converger en un
cierto intervalo de acuerdo con la concentracién del alcohol de C14 en el disolvente acuoso empleado en la reaccién
de copolimerizacion. Los expertos en la materia apropiada pueden seleccionar y usar particulas de latex para un
reactivo de medicidon que tiene un coeficiente de variacion adecuado en consideracion de las caracteristicas
(propiedades fisicas, una concentracion en una muestra de medicién y similares) de una sustancia de ensayo, las
caracteristicas de un antigeno o un anticuerpo que se van a usar para el recubrimiento de las particulas de latex, la
reproducibilidad entre lotes de produccion y similares.

Cuando se usa la particula de latex para un reactivo de medicién de la presente invencién como vehiculo para llevar
a una sustancia que se une especificamente a una sustancia de ensayo, se puede producir una particula de latex
recubierta.

La particula de latex recubierta que comprende la particula de latex para un reactivo de medicién de la presente
invencion que lleva una sustancia que se une especificamente a una sustancia de ensayo es también otro aspecto
de la presente invencion.

La sustancia que se une especificamente a una sustancia de ensayo no esta especialmente limitada siempre que se
trate de una sustancia bioldgicamente activa que generalmente se usa como un reactivo para ensayos de suero
inmunoldégico (uno utilizado en una reaccién de reaccion de agregacion o reaccion de la inhibicion de la agregacion)
0 se usa en la medicién bioquimica. Especialmente, se usa adecuadamente una sustancia utilizable en una reaccién
de antigeno-anticuerpo.

En la presente invencion, los ejemplos de la sustancia util como antigeno o anticuerpo en una reaccién de antigeno-
anticuerpo incluyen proteina, acido nucleico, nucleoproteina, hormona tal como estrogeno, lipidos o similares.

Los ejemplos del antigeno incluyen varios antigenos, receptores y enzimas. Los ejemplos mas especificos incluyen
microglobulina B2, proteina C reactiva (CRP), fibrin6geno humano, ferritina, factor reumatoide (RA), a-fetoproteina
(AFP), un antigeno de micoplasma y un antigeno de HBs.

Los ejemplos del anticuerpo incluyen anticuerpos contra diversas toxinas, agentes infecciosos y similares. Ejemplos
mas especificos incluyen un anticuerpo O anti-estreptolisina, un anticuerpo antiestrégenos, un anticuerpo de
microglobulina B2, un anticuerpo frente a Treponema pallidum, un anticuerpo contra el antigeno lipidico de la sifilis,
un anticuerpo anti-HBs, un anticuerpo anti-HBc, un anticuerpo anti-HBe, un anticuerpo anti-PSA y un anticuerpo anti-
CRP.

De forma accidental, el anticuerpo que se llevara en la particula de latex para un reactivo de medicién para la
produccion de la particula de latex recubierta puede ser no solo una molécula de inmunoglobulina en si, sino
también un fragmento tal como un F(ab'),. Ademas, el anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo
monoclonal.

El anticuerpo se puede obtener por un método empleado generalmente.

Los términos de "reaccion antigeno-anticuerpo”, "antigeno" y "anticuerpo” usados en el presente documento tienen
los significados generales, asi como pueden connotar, en algunos casos, el concepto mencionado anteriormente y
formar que las particulas de latex recubiertas pueden agregarse a través de una reaccion de unién especifica y, por
tanto, no debe entenderse que estos términos son restrictivos.

Un método para producir una particula de latex recubierta permitiendo que la particula de latex para un reactivo de
medicion de la presente invencion porte a una sustancia que se une especificamente a una sustancia de ensayo no
esta especialmente limitado, y se puede usar cualquier de los métodos portadores convencionalmente conocidos
través de un enlace fisico y/o quimico.

La cantidad de una sustancia que se une especificamente a una sustancia de ensayo para ser portada por la
particula de latex recubierta de la presente invencion depende del tipo de la sustancia que se une especificamente a
una sustancia de ensayo que se va a utilizar y pueden fijarse de forma experimental adecuadamente a una cantidad
Optima.

De forma accidental, los términos "portar”, "recubrir" e "inmovilizar" en el presente documento tienen los significados
generales y se utilizan en sustancialmente los mismos significados.

La particula de latex recubierta de la presente invencién obtenida de esta manera se somete a un tratamiento de
recubrimiento (bloqueo) con seroalbimina bovina o similar si es necesario y se dispersa en una soluciéon tampon
adecuada para su uso como una dispersion de particulas de latex recubiertas. La dispersion de particulas de latex
recubiertas se puede utilizar como un reactivo de medicién para el método inmunoturbidimétrico.
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El reactivo de medicion para el método inmunoturbidimétrico que comprende la particula de latex recubierta de la
presente invencion dispersa en una solucion tampon es también otro aspecto de la presente invencion.

El reactivo de medicién para el método inmunoturbidimétrico de la presente divulgacion se puede combinar con un
diluyente (solucién tampén), una sustancia estandar y similar utilizada para la medicién, a fin de utilizarse como kit
de reactivo de medicion.

El diluyente se utiliza para la dilucién de una muestra de medicién o similar.

Como diluyente, se puede usar cualquiera de las soluciones tampoén de pH 5,0 a 9,0. Los ejemplos especificos
incluyen un tampédn fosfato, un tampén de glicina, un tampén Tris, un tampdn borato, un tampoén de citrato y un
tampodn de Good.

El reactivo de mediciéon y el diluyente para el método inmunoturbidimétrico de la presente divulgacion pueden
contener diversos sensibilizadores para el proposito de mejorar la sensibilidad de la medicién y acelerar una
reaccion antigeno-anticuerpo.

Los ejemplos de los sensibilizadores incluyen polisacaridos alquilados, tales como metilcelulosa y etilcelulosa,
pululano y polivinilpirrolidona.

El reactivo de mediciéon y el diluyente para el método inmunoturbidimétrico de la presente divulgacion pueden
contener: proteina tal como albumina (seroalbumina bovina o albumina de huevo), caseina, la gelatina o un
hidrolizado de los mismos; un aminoacido; un tensioactivo; o similares para el propésito de inhibir una reaccion de
agregacion no especifica causada por una sustancia distinta de una sustancia de ensayo presente en una muestra
de medicion, o la mejora de la estabilidad del reactivo de medicion.

Cuando se utiliza el reactivo de medicion para el método inmunoturbidimétrico de la presente divulgacion, la
cantidad de una sustancia de ensayo contenida en una muestra de medicién se puede medir midiendo dpticamente
el grado de agregacion de las particulas de latex recubiertas causado a través de una reaccion entre la sustancia de
ensayo contenida en la muestra de medicién y una sustancia que se une especificamente a la sustancia de ensayo
portada sobre las particulas de latex recubiertas.

Para medir dpticamente el grado de agregacion, se puede usar un dispositivo optico capaz de detectar la intensidad
de la luz dispersada, la intensidad de la luz transmitida, la absorbancia o similares, o un dispositivo éptico provisto de
una pluralidad de métodos de deteccion de estos. Por lo general, se puede usar cualquiera de los autoanalizadores
bioquimicos ampliamente utilizados para las pruebas de laboratorio.

Como un método para medir épticamente el grado de agregacion, se puede usar cualquiera de los métodos
conocidos convencionalmente y los ejemplos del método incluyen nefelometria, donde la formacion de agregacion
se detecta por el aumento de la turbidez, un método donde la formacion de agregacion se detecta por el cambio de
una distribucién de tamafio de particula o un tamafio medio de particula, y un método de turbidez de la esfera de
integracion donde el cambio de luz dispersada hacia delante causado por la formacion de agregacion se mide
mediante el uso de una esfera de integracion para la comparacién con una relacién con la intensidad de la luz
transmitida.

Ademas, los ejemplos de un método de medicion incluyen una prueba velocidad (ensayo de velocidad) donde se
obtienen al menos dos valores de medicion en diferentes puntos de tiempo a fin de obtener el grado de agregacion
sobre la base de incremento (una velocidad de incremento) del valor medido causado entre estos puntos de tiempo,
y una prueba de punto final (ensayo de punto final) donde se obtiene un valor medido en un punto de tiempo (un
punto de tiempo considerado como un punto final de una reaccién en general) a fin de obtener el grado de
agregacion sobre la base del valor medido. Entre estos, la prueba de punto final mediante la nefelometria se usa
adecuadamente, ya que la medicién se puede realizar facil y rapidamente.

Los términos "inmunoturbidimétrico”" y "método inmunoturbidimétrico" utilizados en el presente documento connotan
todos los conceptos y formas mencionados anteriormente y estos términos no deben entenderse de manera
restrictiva.

Efectos ventajosos de la invencion

La presente invencion puede proporcionar una particula de latex para un reactivo de medicién con el que se puede
realizar una medicion de alta sensibilidad incluso en una muestra de medicién que contiene una sustancia de ensayo
en una concentracion diluida.

La particula de latex para un reactivo de medicién de la presente invencion se puede mejorar en cuanto a la
sensibilidad de medicién para una sustancia de ensayo en una regién de concentracion diluida con un tamafio de
particula mantenido al mismo nivel que las particulas de latex de poliestireno convencionales y sin reducir la
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cantidad de proteina que se va a adsorber. Ademas, cuando se usa la particula de latex para un reactivo de
medicién de la presente invencién, se puede obtener un reactivo de medicién altamente sensible libre de la
degradacién de la estabilidad de almacenamiento del reactivo de medicion a través de la precipitacion de las
particulas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra curvas de sensibilidad (curvas analiticas) obtenidas mediante la medicion de una solucion
estandar de antigeno CRP mediante el uso de particulas de latex de un reactivo de mediciéon producido en los
Ejemplos 1y 2y en los Ejemplos Comparativos 1y 2.

La figura 2 ilustra curvas de sensibilidad (curvas analiticas) obtenidos mediante la medicion de una solucion
estandar de antigeno CRP mediante el uso de particulas de latex para un reactivo de medicion producido en los
Ejemplos 1 a 5 y los Ejemplos Comparativos 1 a 5, donde la Figura 2(a) ilustra la totalidad de la region de la
concentracion medida y la Figura 2(b) ilustra de forma ampliada las curvas de sensibilidad en una regién de
concentracion de 0,6 mg/dl o menos.

Descripcion de las realizaciones

La presente invencion se describira a continuacion con mas detalle con referencia a los ejemplos, pero cabe
destacar que la presente invencion no esta limitada a estos ejemplos.

(Ejemplo 1)

Un recipiente de reaccioén de vidrio (con un volumen de 1 I) equipado con un agitador, un condensador de reflujo, un
detector de temperatura, un tubo de introduccion de nitrégeno y una camisa se cargd con 400 g de agua ultrapura,
100 g de etanol, 19 g de una monémero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de
sodio y 0,15 g de persulfato potasico, y, después de sustituir el interior del recipiente por un gas de nitrégeno, se
realizd la polimerizacion durante 24 horas con agitaciéon a 70 °C y a una velocidad de 160 rpm.

Una vez completada la polimerizacion, la solucion resultante se sometié a un tratamiento de filtracién con un filtro de
papel, sacando de este modo las particulas de latex. Después de ello, las particulas de latex se sometieron a un
tratamiento de didlisis con una membrana de didlisis durante 48 horas, y, por lo tanto, se obtuvieron particulas de
latex refinado para un reactivo de medicion. Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamario
promedio de particula de 0,351 um y un valor de CV del tamafio de particula de 3,8 %.

De forma accidental, el tamafio de particula y el valor de CV de las particulas de latex se obtuvieron por el método
siguiente: las particulas de latex se colocaron en una membrana de colodiéon mediante un método habitual, una
imagen de las particulas se captur6 mediante el uso de un microscopio electrénico de transmisién, y se midieron
tamafios de particulas de 100 o mas particulas observadas en la imagen.

(Ejempilo 2)

Las particulas de latex para un reactivo de medicién se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 450 g de agua ultrapura, 50 g de etanol, 35 g de un monémero de estireno, 20 g de 1-vinilnaftaleno,
0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y 0,18 g de persulfato de potasio en lugar de "400 g de agua ultrapura, 100
g de etanol, 19 g de un mondmero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y
0,15 g de persulfato de potasio.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,355 pm y un valor de
CV del tamaiio de particula de 2,2 %.

(Ejemplo comparativo 1)

Las particulas de latex para un reactivo de medicién se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 200 g de agua ultrapura, 200 g de etanol, 12 g de un mondmero de estireno, 18 g de 1-vinilnaftaleno,
0,30 g de persulfato de potasio y 0,06 g de dodecilbencenosulfonato de sodio (un tensioactivo) en lugar de "400 g de
agua ultrapura, 100 g de etanol, 19 g de un monédmero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de
estireno de sodio y 0,15 g de persulfato de potasio.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,433 ym y un valor de
CV del tamafio de particula de 15,0 %.

Las particulas de latex de este ejemplo comparativo corresponden a las particulas de latex descritas en la literatura
de patentes 2.
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(Ejemplo comparativo 2)

Las particulas de latex para un reactivo de medicién se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 500 g de agua ultrapura, 45 g de un monémero de estireno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y
0,15 g de persulfato de potasio en lugar de "400 g de agua ultrapura, 100 g de etanol, 19 g de un monédmero de
estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y 0,15 g de persulfato de potasio.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,405 ym y un valor de
CV del tamao de particula de 3,3 %.

Las particulas de latex de este ejemplo comparativo corresponden a las particulas de latex descritas en la literatura
de patentes 1.

(Evaluacion 1)
(1) Evaluacion de la cantidad de adsorcion de proteinas de las particulas de latex para el reactivo de medicion

Las particulas de latex de un reactivo de medicién producido en cada uno de los Ejemplos 1y 2 y los Ejemplos
Comparativos 1y 2 se mezclaron con BSA y un tampoén de fosfato (pH 7,4) a fin de alcanzar concentraciones finales
de particulas de latex de 0,4 % en peso (4 mg como una cantidad de un sdlido), BSA de 0,8 mg ml y una solucion de
tampon fosfato de 20 mmol/l, y la mezcla resultante se agité mediante el uso de un rotor de onda (50 rpm) durante 3
horas en una habitacion fria de 4 °C , haciendo asi que la BSA se adsorba sobre las particulas de latex. A partir de
entonces, la solucion resultante se centrifugd (12.000 rpm, 30 minutos, 15 °), se dispensé un sobrenadante y una
concentracion de proteina en el sobrenadante se midié mediante el uso de un kit de prueba A/G Wako (fabricado por
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). La concentracion de proteina en el sobrenadante se restd6 de una
concentracion de proteina en un control negativo (sin particulas de latex contenidas), calculando asi una cantidad de
proteina de unién adsorbida sobre las particulas de latex (una cantidad de uniéon a BSA por unidad de superficie de
las particulas de latex).

Los resultados se muestran en la Tabla 1.
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A partir de la Tabla 1 se entiende que la cantidad de BSA adsorbida es extremadamente pequefia en el uso de las
particulas de latex para un reactivo de medicién del Ejemplo Comparativo 1, en comparacién con la alcanzada en el
uso de las particulas de latex de los Ejemplos 1y 2 y el Ejemplo Comparativo 2. Por otra parte, las particulas de
latex para un reactivo de medicion de los Ejemplos 1y 2 mostraron la cantidad de BSA adsorbida equivalente a la de
las particulas de latex para un reactivo de medicion del ejemplo comparativo 2.

Basandose en estos resultados, se confirmé que las particulas de latex para un reactivo de medicién de la presente
invencion pueden adsorber una gran cantidad de anticuerpo o similar utiles para construir un reactivo de medicion
para el método inmunoturbidimétrico en comparacién con las particulas de latex para un reactivo de medicion del
Ejemplo comparativo 1 producido mediante el uso de un agente tensioactivo.

(2) Evaluacion de la sensibilidad de medicién del reactivo de medicion utilizando particulas de latex recubiertas

Después de que las particulas de latex para un reactivo de medicion producido en cada uno de los Ejemplos 1y 2y
los Ejemplos Comparativos 1 y 2 se refinaran mediante centrifugacion, un anticuerpo anti-CRP se recubrid sobre
particulas de latex.

Las particulas de latex recubiertas con el anticuerpo obtenidas de este modo se sometieron a tres lavados
centrifugos con una solucién tampoén que contiene 0,1 % de BSA y después se sometieron a un tratamiento de
bloqueo. Posteriormente, la concentracion de las particulas de latex recubiertas de anticuerpo se ajusté a 0,025 %
en peso con una solucién tampdén, con lo que se produjo un reactivo de medicion (segundo reactivo) que contenia
las particulas de latex recubiertas de anticuerpo.

Los reactivos de medicién obtenidos de este modo se utilizaron para la medicién de una solucién estandar de
antigeno CRP, obteniendo de este modo las curvas de sensibilidad (curvas analiticas).

Las curvas de sensibilidad obtenidas se muestran en la Figura 1.
Las condiciones de la medicion fueron las siguientes:

(Condiciones de medicién A)

Aparato: Autoanalizador Hitachi 7170

Longitud de onda: 570 nm/800 nm

Punto fotométrico: 18 - 34 (ensayo de punto final) Temperatura de medicion: 37 °C

Muestra de medicion (soluciones estandar de PCR de 0-36 mg/dL): 2 ul

Concentraciones de PCR en las respectivas soluciones estandar de CRP: 0,2, 0,3, 0,6, 6, 18, 36 mg/dl
Primer reactivo: Nanopia (marca registrada) Solucién tampén para CRP 100 pl

Segundo reactivo: 100 pl

La medicion se realizé mediante un ensayo de punto final como sigue: Una muestra de medicion y el primer reactivo
se mezclaron y se agitaron, se afiadié el segundo reactivo adicional a la misma, y la solucién resultante se mezcl6 y
se agitd. Después de un cierto periodo de tiempo, se midi6 la turbidez.

Haciendo referencia a la figura 1, el reactivo de medicién con las particulas de latex recubiertas de anticuerpo
preparadas a partir de las particulas de latex para un reactivo de medicion del ejemplo comparativo 1 (utilizando un
agente tensioactivo en la copolimerizacion) no pudo alcanzar la sensibilidad sustancial a una concentracion de CRP
de 0,6 mg/dl o menos y tampoco pudo alcanzar suficientes diferencias de sensibilidad entre las concentraciones
respectivas cuando la concentracion de CRP fue de 6 mg/ml o mas.

Por otra parte, el reactivo de medicién con las particulas de latex recubiertas de anticuerpo preparadas a partir de
las particulas de latex para un reactivo de medicion del ejemplo comparativo 2 (que no contiene un monémero
polimerizable que tiene un grupo naftilo) mostré una sensibilidad notablemente mejorada a una concentracion de 6
mg/dl en comparacién con la del Ejemplo comparativo 1, pero pudo alcanzar una sensibilidad solo ligeramente
mejorada a una concentracion de 0,6 mg/dl o menos en comparacioén con la del Ejemplo comparativo 1.

Por el contrario, los reactivos de medicién utilizando las particulas de latex recubiertas de anticuerpo preparadas a
partir de las particulas de latex para un reactivo de medicion de los Ejemplos 1 y 2 mostraron ambos una
sensibilidad notablemente mejorada en cualquier concentracion de CRP en comparacion con las de los Ejemplos
Comparativos 1 y 2. En particular, la sensibilidad se mejoré claramente a una concentracion de 0,6 mg/dl o menos
donde no se pudo observar una sensibilidad sustancial por los de los ejemplos comparativos 1 y 2. Asi pues, se
confirmd que la sensibilidad puede mejorarse en los Ejemplos 1 y 2, aunque la cantidad de proteina adsorbida sea
equivalente a la alcanzada en el Ejemplo Comparativo 2.
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(Ejempilo 3)

Las particulas de latex para un reactivo de medicién se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 375 g de agua ultrapura, 125 g de etanol, 35 g de un monémero de estireno, 20 g de 1-vinilnaftaleno,
0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y 0,18 g de persulfato de potasio en lugar de "400 g de agua ultrapura, 100
g de etanol, 19 g de un mondédmero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y
0,15 g de persulfato de potasio.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,361 ym y un valor de
CV del tamafo de particula de 7,8 %.

(Ejempilo 4)

Las particulas de latex para un reactivo de medicién se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 400 g de agua ultrapura, 100 g de etanol, 35 g de un monémero de estireno, 20 g de 1-vinilnaftaleno,
0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y 0,18 g de persulfato de potasio en lugar de "400 g de agua ultrapura, 100
g de etanol, 19 g de un mondédmero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y
0,15 g de persulfato de potasio”.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,359 ym y un valor de
CV del tamaio de particula de 4,1 %.

(Ejempilo 5)

Las particulas de latex para un reactivo de medicion se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 462,5 g de agua ultrapura, 37,5 g de etanol, 35 g de un mondémero de estireno, 20 g de 1-
vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y 0,18 g de persulfato de potasio en lugar de "400 g de agua
ultrapura, 100 g de etanol, 19 g de un mondémero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de
estireno de sodio y 0,15 g de persulfato de potasio”.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,345 ym y un valor de
CV del tamaio de particula de 3,1 %.

(Ejemplo comparativo 3)

Las particulas de latex para un reactivo de medicién se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 250 g de agua ultrapura, 250 g de etanol, 35 g de un mondmero de estireno, 20 g de 1-vinilnaftaleno,
0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y 0,18 g de persulfato de potasio en lugar de "400 g de agua ultrapura, 100
g de etanol, 19 g de un mondédmero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y
0,15 g de persulfato de potasio.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,401 ym y un valor de
CV del tamafo de particula de 17,1 %.

(Ejemplo comparativo 4)

Las particulas de latex para un reactivo de medicidn se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 350 g de agua ultrapura, 150 g de etanol, 35 g de un monémero de estireno, 20 g de 1-vinilnaftaleno,
0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y 0,18 g de persulfato de potasio en lugar de "400 g de agua ultrapura, 100
g de etanol, 19 g de un mondmero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y
0,15 g de persulfato de potasio”.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,368 ym y un valor de
CV del tamafio de particula de 13,0 %.

(Ejemplo comparativo 5)

Las particulas de latex para un reactivo de medicion se obtuvieron de la misma manera que en el Ejemplo 1, excepto
que se usaron 475 g de agua ultrapura, 25 g de etanol, 35 g de un mondémero de estireno, 20 g de 1-vinilnaftaleno,
0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y 0,18 g de persulfato de potasio en lugar de "400 g de agua ultrapura, 100
g de etanol, 19 g de un mondmero de estireno, 25 g de 1-vinilnaftaleno, 0,01 g de sulfonato de estireno de sodio y
0,15 g de persulfato de potasio”.

Las particulas de latex obtenidas de este modo tenian un tamafio promedio de particula de 0,343 ym y un valor de
CV del tamafo de particula de 2,8 %.
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(Evaluacion 2)
(1) Evaluacion de la cantidad de adsorcion de proteinas de las particulas de latex para el reactivo de medicion

Las particulas de latex de un reactivo de medicién producido en cada uno de los Ejemplos 3 a 5 y los Ejemplos
Comparativos 3 a 5 se utilizaron para el calculo de la cantidad de unién de la proteina adsorbida en las particulas de
latex (una cantidad de union a BSA de por unidad de superficie de las particulas de latex) a través de la misma
operacion y por el mismo método que se ha descrito anteriormente en el punto "(1) Evaluaciéon de la cantidad de
adsorcion de proteinas de particulas de latex para el reactivo de medicién" de la "Evaluacién 1”.

Los resultados se muestran en la Tabla 1.
(2) Evaluacion de la sensibilidad del reactivo de medicion utilizando particulas de latex

Las particulas de latex de un reactivo de medicién producido en cada uno de los Ejemplos 3 a 5 y los Ejemplos
Comparativos 3 a 5 se utilizaron para la fabricaciéon de un reactivo de medicién que contiene las particulas de latex
para un reactivo de mediciéon de cada uno de los ejemplos 3 a 5 y los ejemplos Comparativos 3 a 5 a través de la
misma operacion y por el mismo método que se ha descrito anteriormente en el punto "(2) Evaluacion de la
sensibilidad de la medicion del reactivo de medicién utilizando particulas de latex" de la "Evaluacién 1”.

Los reactivos de medicién obtenidos de este modo se utilizaron para la medicién de una solucién estandar de
antigeno CRP en las condiciones A de medicion mencionadas anteriormente para obtener las curvas de sensibilidad
(curvas analiticas).

Las curvas de sensibilidad obtenidas se muestran en la Figura 2 y LAS absorbancias medidas se muestran en la
Tabla 2.

Accidentalmente, los resultados obtenidos en los Ejemplos 1 y 2 y los Ejemplos Comparativos 1 y 2 descritos
anteriormente también se muestran en la Figura 2 y en la Tabla 2.
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Con referencia a la Tabla 1, las particulas de latex producidas en los Ejemplos Comparativos 1 y 3 (donde una
concentracién de etanol fue del 50 %) y en el Ejemplo Comparativo 4 (donde la misma fue de 30 %) tenian valores
de CV superiores al 10 % a diferencia de las particulas de latex producidas en los ejemplos 1 y 4 (donde la misma
fue del 20 %), el Ejemplo 2 (donde la misma fue del 10 %), el ejemplo 3 (donde la misma fue del 25 %), el Ejemplo 5
(donde la misma fue del 7,5 %) y el Ejemplo comparativo 5 (donde la misma fue del 5 %). Se encontr6 sobre la base
de estos resultados que el valor de CV se varia a fin de variar en gran medida el tamafio de particula de las
particulas de latex obtenidas por un reactivo de mediciéon cuando la concentracién de etanol es mas alta mas alla del
intervalo de concentracion preferible de la presente invencién. Ademas, las particulas de latex producidas en el
Ejemplo Comparativo 2 (donde la misma fue del 0 %) y el Ejemplo Comparativo 5 (donde la misma fue del 5%)
tenian valores de CV equivalentes a los de las particulas de latex de los ejemplos (como se muestra en la Tabla 1),
pero la sensibilidad de la medicién mostrada por los reactivos de medicién obtenidos mediante el uso los mismos era
insuficiente y mas baja que la mostrada por los reactivos de medicion obtenidos mediante el uso de las particulas de
latex de los Ejemplos. Se encontré que la sensibilidad de la medicion era insuficiente y menor también en los
Ejemplos comparativos 1, 3 y 4 que la de los reactivos de medicidon obtenidos mediante el uso de las particulas de
latex de los ejemplos (como se muestra en la Figura 2 y la Tabla 2).

De forma accidental, la cantidad de BSA adsorbida fue sustancialmente la misma en los ejemplos respectivos y los
ejemplos comparativos, excepto por el Ejemplo Comparativo 1 que usa agente tensioactivo en la copolimerizacion
(como se muestra en la Tabla 1).

Se confirmo, en base a la Tabla 1, que las particulas de latex para un reactivo de mediciéon de los Ejemplos 3 a 5
son equivalentes a las particulas de latex para un reactivo de mediciéon de los Ejemplos Comparativos 3 a 5 en la
cantidad de BSA adsorbida.

Como se ha descrito hasta el momento, se confirmé que una particula de latex para un reactivo de medicién con el
que la medicién de la sensibilidad alta se puede realizar incluso en una muestra de mediciéon que contiene una
sustancia de ensayo en una concentracion diluida puede producirse de acuerdo con la presente invencion.

Ademas, se confirmé que la particula de latex para un reactivo de mediciéon de la presente invencién se puede
mejorar en la sensibilidad de la medicion de una sustancia de ensayo en una regidon de concentracion diluida sin
reducir una cantidad de proteina adsorbida con el tamafo de particula mantuvo en el mismo nivel que las particulas
de latex de poliestireno convencionales-

Por otra parte, se confirmé que la particula de latex para un reactivo de medicion de la presente invencioén tiene una
distribucion de tamario de particula convergente con un valor de CV de 10 % o menos, y dado que la variacion en el
tamafo de particula es por lo tanto pequeia, la reproducibilidad de la produccién en la preparacién de una particula
de latex recubierta se estabiliza, dando como resultado también la estabilizaciéon del rendimiento (reproducibilidad de
medicion) de un reactivo de medicion que la usa.

Aplicabilidad industrial
La presente invencion puede proporcionar una particula de latex para un reactivo de medicién con el que se puede

realizar en la medicion de alta sensibilidad incluso en una muestra de medicién que contiene una sustancia de
ensayo en una concentracion diluida.
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de latex para un reactivo de medicién, que comprende un copolimero obtenido por copolimerizaciéon
de una mezcla de monémeros que comprende los siguientes monémeros polimerizables (a) a (c):

(a) un mondédmero polimerizable que tiene un grupo fenilo;
(b) un mondédmero polimerizable que tiene un grupo fenilo y un sulfonato; y
(c) un monémero polimerizable que tiene un grupo nattilo;

en un medio acuoso que contiene 7,5 a 25 % en peso de alcohol C14 sin utilizar cualquier tensioactivo distinto de
dicho monémero polimerizable (b).

2. La particula de latex para un reactivo de mediciéon de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el alcohol C1.4 es
etanol.

3. La particula de latex para un reactivo de medicién de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, donde la mezcla de
mondémeros comprende ademas un mondémero insaturado polimerizable.

4. La particula de latex para un reactivo de medicion de acuerdo con la reivindicacién 1, 2 o 3, donde el monémero
polimerizable que tiene un grupo fenilo es estireno (a), el monémero polimerizable que tiene un grupo fenilo y un
sulfonato de (b) es sulfonato de estireno, y el monémero polimerizable que tiene un grupo naftilo (c) es 1-
vinilnaftaleno.

5. La particula de latex para un reactivo de mediciéon de acuerdo con la reivindicacién 1, 2, 3 o 4, donde la particula
de latex tiene un tamario promedio de particula de 0,01 a 1,0 um.

6. Una particula de latex recubierta que comprende una particula de latex para un reactivo de medicién de acuerdo
con la reivindicacion 1, 2, 3, 4 o 5 que lleva una sustancia que se une especificamente a una sustancia de ensayo.

7. Un reactivo de medicion para el método inmunoturbidimétrico, que comprende una particula de latex recubierta de
acuerdo con la reivindicacion 6 dispersada en una solucién tampén.
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