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DESCRIPCION
Método para analizar anticuerpos anti- Treponema pallidum
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere al analisis de anticuerpos anti- Treponema pallidum, que permite el diagndstico
preciso de la infeccion sifilitica mediante la prevencién de la aparicién de interferencia sérica.

Técnica anterior

La infeccion por Treponema pallidum, un patégeno de la sifilis, en un cuerpo vivo, causa una produccion de un
anticuerpo reactivo a los fosfolipidos, asi como un anticuerpo contra el patdgeno, en el cuerpo vivo. Un reactivo para
analizar los anticuerpos anti-fosfolipidos es un reactivo para el diagndstico de la infeccion de la sifilis mediante el
analisis de la presencia o ausencia del anticuerpo reactivo a fosfolipidos en sangre.

Convencionalmente, el anticuerpo anti-fosfolipidos se ha analizado mediante un método manual, tal como una
prueba en tarjeta RPR utilizando un portaobjetos de ensayo. Sin embargo, en los ultimos afios, se ha comercializado
un reactivo (reactivo para un autoanalizador) aplicable a un autoanalizador bioquimico.

En el caso de que se utilice el reactivo para un autoanalizador, una cantidad de suero utilizado en el ensayo tiende a
ser menor, en comparacion con una cantidad del mismo utilizado en el ensayo por el método manual, a fin de reducir
una carga de la sangre obtenida en un paciente. Por consiguiente, una cantidad de reacciéon antigeno-anticuerpo
causada por una reaccion entre el reactivo y el anticuerpo en la sangre también es pequefa. Por lo tanto, en el caso
de que se utilice el reactivo para un autoanalizador, se puede afadir un sensibilizador para acelerar la reacciéon
antigeno-anticuerpo. Entre los ejemplos de las sensibilizador generalmente utilizados incluyen polietilenglicol,
dextrano, y similares. Ademas, como sensibilizador utilizado con el reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-
fosfolipidos, en el Documento de Patente 1 se divulga que la polivinilpirrolidona y el pululano funcionan de forma
eficaz.

Sin embargo, el sensibilizador de este tipo tiene un problema de estabilidad cuando el reactivo se almacena durante
mucho tiempo, aunque es excelente en la aceleracion de la reaccién antigeno-anticuerpo, y, por lo tanto, el reactivo
no puede mantener su rendimiento debido a la desensibilizacion del sensibilizador después de un almacenamiento a
largo plazo del mismo.

Por otra parte, la infeccion por Treponema pallidum, un patégeno de la sifilis, en un cuerpo vivo causa la produccion
de un anticuerpo contra el patégeno en el cuerpo vivo. Un reactivo para analizar los anticuerpos anti-Treponema
pallidum s es un reactivo para el diagnostico de la infeccion de la sifilis mediante el analisis de la presencia o
ausencia de los anticuerpos anti-Treponema pallidum en sangre.

Convencionalmente, el anticuerpo anti-Treponema pallidum se ha analizado mediante un método manual, tal como
TPHA, que utiliza la hemaglutinacion. Sin embargo, en los ultimos afios, se ha comercializado un reactivo (reactivo
para un autoanalizador) aplicable a un autoanalizador bioquimico. Cuando se utiliza el reactivo, una cantidad de
suero utilizado en el ensayo tiende a ser menor, en comparacion con una cantidad del mismo utilizado en el ensayo
por el método manual, a fin de reducir una carga de la sangre obtenida en un paciente. Por consiguiente, una
cantidad de reaccion antigeno-anticuerpo causada por una reaccion entre el reactivo y el anticuerpo en la sangre
también es pequefa. Por lo tanto, en el caso de que se utilice el reactivo para un autoanalizador, se puede afiadir un
sensibilizador para acelerar la reaccion antigeno-anticuerpo. Entre los ejemplos de las sensibilizador generalmente
utilizados incluyen polietilenglicol, dextrano, y similares. Ademas, dado que el sensibilizador usado con el reactivo
para el ensayo de los anticuerpos anti-Treponema pallidum, en el Documento de Patente 2 se divulga que un
polimero soluble que contiene un derivado de glucésido en una unidad monomérica y / o un copolimero soluble
funciona de forma eficaz.

Sin embargo, el sensibilizador de este tipo tiene el problema de que no se puede obtener un resultado exacto del
ensayo en algunas muestras, aunque es excelente en lo que respecta a la aceleracion de la reaccion antigeno-
anticuerpo. Mas especificamente, hay un problema de que, en el caso de que la muestra sea suero, se puede
producir un fenédmeno denominado interferencia del suero, que afecta negativamente al ensayo, debido a la
variacion de los componentes contenidos en el suero y, como resultado, no se puede obtener el resultado preciso
del ensayo.

Documento de patente 1: Publicacién japonesa abierta a inspeccién publica Hei—10-282096
Documento de patente 2: patente japonesa N.° 2947600

En los documentos WO 91/10138 A, GOKAY O ET AL: "Synthesis of diagnostic test kits for syphilis with polymeric
particles", JOURNAL OF BIOMATERIALS SCIENCE POLYMER EDITION, vol. 16, n.° 5, mayo de 2005 (2005-05),
paginas 597-610, ISSN: 0920-5063, JP 2003 344413 A y JP 2001 242171 A se divulgan reactivos obtenidos
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mediante inmovilizacion de los antigenos de los fosfolipidos sobre polimeros derivados de 2-
metacriloiloxietilfosfatidilcolina. Especificamente, en el documento JP 2003 344413 A se muestra este concepto para
un agente de mejora de la sensibilidad para métodos de medicion de cromatografia inmunitaria que contienen
polimero que tiene una base expresada en una cadena lateral, que utiliza un anticuerpo relacionado con la sifilis
como material objeto de medicion.

Divulgacion de la invencion
Problemas que ha de resolver la invencion

Un objetivo de la presente invencion es, a la luz de la situacion actual mencionada anteriormente, el ensayo de
anticuerpos anti-Treponema pallidum, permitir el diagnostico preciso de la infeccion sifilitica mediante la prevencion
de una ocurrencia de la interferencia de suero.

La invencion se define en las reivindicaciones.
MEDIO

Un reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos es un reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-
fosfolipidos utilizados para el diagnéstico de la infeccion sifilitica, que contiene un vehiculo insoluble que soporta un
antigeno fosfolipido sobre el mismo y wun copolimero que tiene un segmento derivado de 2-
metacriloiloxietilfosforilcolina y que tiene un segmento derivado de un mondmero hidrdfilo.

Adicionalmente, un reactivo para el ensayo de anticuerpos anti- Treponema pallidum es un reactivo para el ensayo
de anticuerpos anti-Treponema pallidum utilizados para el diagnéstico de la infeccion sifilitica, que contiene un
vehiculo insoluble que soporta un antigeno de Treponema pallidum sobre el mismo y un copolimero que tiene un
segmento derivado de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y que tiene un segmento derivado de un mondémero hidrdfilo.

A continuacion, el reactivo y la presente divulgacion se describiran con detalle

Los inventores de la presente invencion han llevado a cabo extensos esfuerzos de investigacion y, como resultado,
los inventores han encontrado que, haciendo que el reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos
contenga un copolimero que tiene un segmento derivado de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y que tenga un
segmento derivado de un mondmero hidréfilo como sensibilizador, se hace posible aumentar el ensayo de
sensibilidad y mantener la estabilidad de almacenamiento durante un tiempo prolongado.

Un copolimero que tiene un segmento derivado de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y que tiene un segmento derivado
de un mondémero hidréfilo se obtiene mediante copolimerizacion de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y el monémero
hidréfilo (en adelante en el presente documento y en las reivindicaciones, también conocido simplemente como
copolimero)

La siguiente formula general (1) indica una estructura del copolimero en el caso de que el acido metacrilico se utilice
como el mondmero hidrdfilo.

[Quim. 1]
CHj (|)H3
CH—C CHz—(|3 M
= P
(l) OH v
C

HZCHZOTOCHZCH2N+(CH3)3

- X

O
La 2-metacriloiloxietilfosforilcolina es, ya que se incluye un grupo metacriloilo, capaz de copolimerizar con otro
monomero polimerizable. Entre los ejemplos del monémero hidréfilo copolimerizable se incluyen un monémero de
acido (met)acrilico, tal como metacrilato de 2-hidroxietilo, (met)acrilato, (met)acrilamida, y similares.

El mondmero hidréfilo no esta particularmente limitado y entre los ejemplos del mismo se incluyen acido
(met)acrilico, (met)acrilamida, y similares. De estos, el acido (met) acrilico, que es catiénico, es adecuado, porque se
espera que el acido(met) acrilico repela electroestaticamente la proteina y similares, en los componentes de la
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sangre.
En el presente documento, acido (met)acrilico indica acido acrilico o acido metacrilico.

Una relacion entre el segmento derivado de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y el segmento derivado de un monémero
hidréfilo en el copolimero no esta particularmente limitada y puede seleccionarse adecuadamente segun sea
necesario. Sin embargo, es deseable que sea 5: 5 a 3:7 en una relacion molar. En el caso de que la relacion del
segmento derivado de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y el segmento derivado de un monémero hidréfilo es menor
que este intervalo, la aparicion de interferencia de suero durante el ensayo del anticuerpo anti-Treponema pallidum
no se puede prevenir de manera eficiente.

Un peso molecular promedio en peso del copolimero no esta particularmente limitado, sin embargo, el limite inferior
deseable es 5.000 y el limite superior deseable es 5.000.000. En el caso de que el peso molecular promedio en peso
sea inferior a 5.000, se puede perder un efecto de la aceleracion de la aglutinacién. Por el contrario, en el caso de
que el peso molecular promedio en peso sea mas de 5.000.000, la reproducibilidad y similares se pueden deteriorar,
ya que la viscosidad del reactivo se hace demasiado alta en el caso de anadir el copolimero al reactivo.

Con respecto a un contenido de copolimero en el reactivo para el ensayo de los anticuerpos anti-fosfolipidos, el
limite inferior deseable es 0,1 % (p / v) y el limite superior deseable es 1,2 % (p / v). Cuando el contenido es inferior
a 0,1 % (p/v), la aparicion de interferencia de suero no se puede prevenir de manera eficiente. Ademas, cuando el
contenido es de mas de 1,2 % (p/v), la reproducibilidad puede deteriorarse puesto que la viscosidad del reactivo se
hace demasiado alta.

El limite inferior mas deseable es 0,2 % (p/v) y el limite superior es mas deseable 0,8 % (p/v).

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos contiene un vehiculo insoluble que es una particula de
soporte de un antigeno de fosfolipido sobre el mismo.

Como el antigeno de fosfolipidos, es deseable, por ejemplo, un antigeno lipidico que incluye cardiolipina,
fosfatidilcolina y colesterol.

Como la cardiolipina, es deseable usar cardiolipina purificada de un corazén bovino, sin embargo, también se puede
usar cardiolipina sintetizada quimicamente.

Como la fosfatidilcolina, es deseable utilizar fosfatidilcolina purificada a partir de yema de huevo de gallina, sin
embargo, también se puede usar lecitina que tiene un contenido de fosfatidilcolina de 60 a 80 %.

Como el colesterol, se puede usar colesterol de origen animal o, como alternativa, se puede usar colesterol
sintetizado quimicamente.

Una proporcion de mezcla de la cardiolipina, la fosfatidilcolina y el colesterol no esta particularmente limitada
siempre y cuando el antigeno de fosfolipido resultante permita la determinacion de la presencia o ausencia de
infeccion de la sifilis. Sin embargo, es deseable que la relacién sea de 8 a 12 de la fosfatidilcolina y de 1 a 5 de la
colesterol, con respecto a 1 de la cardiolipina.

Es deseable usar un vehiculo insoluble que incluya un polimero de un monémero polimerizable que tiene un grupo
fenilo y/o un monémero polimerizable anidnico.

El mondmero polimerizable que tiene el grupo fenilo no esta particularmente limitado y entre los ejemplos del mismo
se incluyen estireno, divinilbenceno, etilestireno, a-metilestireno, p-cloroestireno, clorometilestireno, y similares.
Cada uno de estos puede usarse solo, o dos 0 mas clases de estos pueden usarse en combinacion.

El monémero polimerizable aniénico no esta particularmente limitado, y entre los ejemplos del mismo se pueden
incluir sulfonato de estireno, acido (met)acrilico, sulfonato de divinilbenceno, sulfonato etilestireno, a-metilsulfonato, y
similares. Las sales en este caso no estan particularmente limitadas, y entre ejemplos de los mismos se incluyen
una sal de sodio, una sal de potasio, una sal de litio, una sal de amonio, y similares. Cada uno de estos puede
usarse solo, o dos 0 mas clases de estos pueden usarse en combinacién. De estos, son deseables sulfonato de
estireno y/o acido (met)acrilico. Mediante la inclusion de sulfonato de estireno y/o acido (met)acrilico, un mismo
vehiculo insoluble obtenido tiene un buen nivel de emulsionabilidad.

El vehiculo insoluble obtenido mediante la inclusion del monémero polimerizable anidnico tiene una carga superficial,
y, por lo tanto, el vehiculo insoluble se dispersa bien en una solucién, incluso sin un emulsionante. En el presente
documento, en el caso de que un emulsionante se incluya en la suspension del vehiculo insoluble y un antigeno
lipidico esta soportado sobre el mismo para preparar un reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos, el
emulsionante puede evitar una aglutinacion de esferas de polimero causada por una reaccion antigeno-anticuerpo
especifica. En algunos casos, el emulsionante puede estar implicado en una reaccion inespecifica. Por lo tanto, es
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deseable no incluir un emulsionante en la suspension del vehiculo insoluble.

En el caso de que se utilice un vehiculo insoluble que incluya el polimero del monémero polimerizable que tiene el
grupo fenilo y el monémero polimerizable anidnico, los contenidos de los componentes del copolimero de los
respectivos mondmeros polimerizables no estan particularmente limitados, sin embargo, un componente de
copolimero del monémero polimerizable anidnico es, deseablemente, 50 partes en peso o0 menos con respecto a
100 partes en peso de un componente de copolimero del monémero polimerizable que tiene el grupo fenilo. En el
caso de que el componente de copolimero del monémero polimerizable aniénico sea mas de 50 partes en peso, un
vehiculo insoluble obtenido puede ser menos dispersivo. EI componente de copolimero mas deseable del mondémero
polimerizable aniénico es de 30 partes en peso 0 menos.

El vehiculo insoluble tiene una carga superficial y la carga superficial incluye una carga superficial generada por el
monoémero polimerizable anionico, que es el componente de copolimero descrita anteriormente, y una carga
superficial generada por un anion de una pieza de un iniciador de la polimerizacion utilizado en la polimerizacién. Un
ejemplo de la carga superficial generada por un anién de una pieza de un iniciador de la polimerizacion se puede
describir de la siguiente manera: en el caso de que se use un persulfato tal como persulfato de potasio, un radical
sulfato (-OSO3’), una pieza, esta presente sobre una superficie de una particula de copolimero, y el radical sulfato se
hidroliza gradualmente para cambar, como se muestra por la formula siguiente.

-S03” + H, O — —-OH + HOSO3~

El vehiculo insoluble tiene, deseablemente, una densidad de carga superficial de 0,01 a 0,4 pmol/m2 en términos de
una concentracion de disociacion de aniones en un estado de suspensién. Aqui, un medio de la suspensién es un
medio utilizado en una prueba de inmunoensayo y entre los ejemplos del mismo se incluyen agua, solucion salina,
suero, y similares.

En el caso de que la densidad de carga superficial es inferior a 0,01 umol/mz, la repulsion entre las particulas es
débil, de modo que la emulsionabilidad del vehiculo insoluble se puede deteriorar. Por el contrario, en el caso de que
la densidad de la carga superficial sea de mas de 0,4 mol/mz, la repulsién eléctrica entre los vehiculos insolubles se
hace mas fuerte, por lo que no se produce autoaglutinacion y los vehiculos insolubles son estables, sin embargo,
también se evita la aglutinacion causada por la reaccién antigeno-anticuerpo y es posible que no se pueda realizar
una medicién altamente sensible.

Ademas, el vehiculo insoluble es, deseablemente, una esfera que tiene un diametro de particula de 0,1 a 0,7 um. En
el caso de que el diametro de particula sea inferior a 0,1 pm, un cambio 6ptico causado por la aglutinaciéon es
pequeiio, de modo que no se puede obtener una alta sensibilidad requerida para una medicién. Por el contrario, en
el caso de que el diametro de particula sea de mas de 0,7 ym, una cantidad de cambio éptico causado por la
aglutinacion de particulas excede de un intervalo mensurable, de manera que un intervalo de medicién para el
ensayo puede llegar a ser mas pequefio. El limite inferior mas deseable es 0,2 % pm y el limite superior es mas
deseable 0,5 um.

Un método para la polimerizacion de los monémeros polimerizables no esta particularmente limitado y ejemplos de
los mismos incluyen un método para realizar, mediante el uso de un iniciador de polimerizacion, polimerizacion en
emulsion, polimerizacién en suspension, polimerizacion por siembra, la polimerizacién en dispersion, o similares.

El iniciador de polimerizacion no esta particularmente limitado y los ejemplos del mismo incluyen persulfato, tal como
persulfato de potasio y similares.

Un procedimiento para soportar el antigeno de fosfolipidos en el vehiculo insoluble no esta particularmente limitado,
y ejemplos de los mismos se incluyen un método de soporte mediante union fisica y/o enlace quimico a través de un
método conocido convencionalmente.

El reactivo para analizar anticuerpos anti-fosfolipidos se puede utilizar como un reactivo de latex del tipo de un
componente mediante la dispersion y disolucion del vehiculo insoluble que soporta el antigeno de fosfolipido y el
copolimero en el mismo medio, o, como alternativa, también puede usarse como un reactivo del tipo de dos
componentes que incluye un primer reactivo que contiene el vehiculo insoluble que soporta el antigeno de fosfolipido
sobre el mismo y un segundo reactivo que incluye un tampoén preparado mediante la adicién del copolimero a un
medio.

El medio no esta particularmente limitado, y ejemplos de los mismos incluyen un tampoén de fosfato, un tampon de
glicina, un tampon de Tris-HCL, un tampo6n de Good y similares.

Ademas, un pH del medio no esta particularmente limitado, sin embargo, el limite inferior deseable es 5,5 y el limite
superior deseable es 8,5, y, ademas, el limite inferior mas deseable es 6,5.
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En el reactivo de latex del tipo de un componente, se pueden disolver ademas segun sea adecuado seroalbumina de
bovina, sacarosa, cloruro de sodio, EDTA 2Na, tensioactivo y similares.

Ademas, también en el caso de que el reactivo se utilice como el reactivo del tipo de dos componentes que incluye
el reactivo de latex y el reactivo de solucion, seroalbumina bovina, sacarosa, cloruro de sodio, EDTA 2Na,
tensioactivo y similares pueden disolverse en los respectivos reactivos segun sea adecuado.

Por otra parte, una concentracion de la seroalbimina bovina no esta particularmente limitada, sin embargo, el limite
inferior deseable es 0,1 % y el limite superior deseable es 15 %, y, ademas, el limite inferior mas deseable es 1,0 %
y el limite superior mas deseable es 10,0 %.

Al utilizar el reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos, un grado de la aglutinaciéon causada por la
reaccion antigeno-anticuerpo con el anticuerpo anti-fosfolipido en una muestra se va a medir 6pticamente. Por lo
tanto, el anticuerpo anti-fosfolipido en la muestra puede analizarse.

Como método para medir el grado de la aglutinacion épticamente, se utiliza un método conocido convencionalmente.
Por ejemplo, el aumento y disminucion de la intensidad de dispersion de luz, la absorbancia y la intensidad de la
transmisién se pueden medir mediante el cambio del tamafo de las particulas del vehiculo insoluble para su uso, la
concentracion del vehiculo insoluble o el parametro del tiempo de reacciéon. Ademas, es posible utilizar estos
métodos en combinacién. Aqui, una longitud de onda de la luz en la realizacién de la medicion es, de manera
deseable, de300 a 900 nm.

Como un aparato utilizado para la mediciéon 6ptica, se pueden usar un dispositivo 6ptico capaz de detectar la
intensidad de dispersiéon de luz, la intensidad de la transmision, la absorbancia y similares, y se puede utilizar
cualquiera de los analizadores automaticos bioquimicos usados generalmente.

Al tener el reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum que contiene un copolimero que tiene un
segmento derivado de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y que tiene un segmento derivada de un monémero hidréfilo
como sensibilizador, se hace posible evitar la interferencia del suero en el ensayo del anticuerpo anti-Treponema
pallidum en suero, por lo que el anticuerpo anti-Treponema pallidum puede analizarse con precisién. Por lo tanto, los
inventores de la presente invencién han completado el analisis de los anticuerpos anti-Treponema pallidum de la
presente invencion.

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum contiene un vehiculo insoluble de soporte de un
antigeno frente a la sifilis sobre el mismo, y un copolimero que tiene un segmento derivado de 2-
metacriloiloxietilfosforilcolina y que tiene un segmento derivado de un mondmero hidréfilo (en adelante, también
denominado simplemente copolimero).

La siguiente formula general (1) indica una estructura del copolimero en el caso de que el acido metacrilico se utilice
como el mondmero hidrdfilo.

[Quim. 2]

CHa CHj
CHp—t CHp—t 0

k=0 | o

S A

!

HZCHzoITOCHECHzN*(CHg)s
X
o
En el reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum, el copolimero contenido en el mismo impide

la interferencia del suero, incluso en el caso de que un suero se utilice como una muestra. Por lo tanto, se puede
obtener un resultado preciso del ensayo.

En el presente documento, como método para analizar la interferencia de suero, por ejemplo, se puede usar una
prueba de recuperacion de sustancias adicionadas. La prueba de recuperacion de adiciones es la siguiente: un
material de referencia que contiene un antigeno o un anticuerpo, que es un material que se va a medir, en una
concentracion alta, se afiade a una solucion salina (un modelo del suero sin un componente variable contenido en el
mismo) de modo que la concentracion del mismo se convierte en aproximadamente 0,1 a 5 %; una diferencia entre
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los valores medidos antes y después de la adicion del material de referencia se calcula; se afiade el material de
referencia del suero que contiene un antigeno o un anticuerpo, que es un material que se va a medir, y se calcula
una diferencia entre los valores medidos antes y después de la adicion del material de referencia de la misma
manera; definir que la diferencia de los valores medidos en el caso de afadir el material de referencia para la
solucion salina es 100 %, una relacion de la diferencia de los valores medidos en el caso de afiadir el material de
referencia al suero se calcula como una relacion de recuperacion; por lo tanto, se analiza la aparicién de la
interferencia de suero.

La 2-metacriloiloxietilfosforilcolina es, ya que se incluye un grupo metacriloilo, capaz de copolimerizar con otro
monomero polimerizable. Entre los ejemplos de un mondmero hidrdéfilo copolimerizable se incluyen un monémero de
acido (met)acrilico, tal como metacrilato de 2-hidroxietilo, (met)acrilato, (met)acrilamida, y similares.

El mondmero hidréfilo no esta particularmente limitado y entre los ejemplos del mismo se incluyen acido
(met)acrilico, (met)acrilamida, y similares. De estos, el acido (met) acrilico, que es catiénico, es adecuado, porque se
espera que el acido(met) acrilico repela electroestaticamente la proteina y similares, en los componentes de la
sangre.

En el presente documento, acido (met)acrilico indica acido acrilico o acido metacrilico.

Una relacion entre el segmento derivado de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y un segmento derivado de un
monoémero hidréfilo en el copolimero no esta particularmente limitada y puede seleccionarse adecuadamente segun
sea necesario. Sin embargo, es deseable que sea 5: 5 a 3:7 en una relacion molar. En el caso de que la relacion del
segmento derivado de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y el segmento derivado de un monémero hidréfilo es menor
que este intervalo, la aparicion de interferencia de suero durante el ensayo del anticuerpo anti-Treponema pallidum
no se puede prevenir de manera eficiente.

Un peso molecular promedio en peso del copolimero no esta particularmente limitado, sin embargo, el limite inferior
deseable es 50000 y el limite superior deseable es 5.000.000. En el caso de que el peso molecular promedio en
peso sea inferior a 50000, se puede perder un efecto de la aceleracion de la aglutinacion. Por el contrario, en el caso
de que el peso molecular promedio en peso sea mas de 5.000.000, la reproducibilidad y similares se pueden
deteriorar, ya que la viscosidad del reactivo se hace demasiado alta en el caso de afiadir el copolimero al reactivo.

Con respecto a un contenido de copolimero en el reactivo para el ensayo de los anticuerpos anti-Treponema
pallidum, el limite inferior deseable es 0,11 % (p / v) y el limite superior deseable es 1,2 % (p / v). Cuando el
contenido es inferior a 0,11 % (p/v), la aparicion de interferencia de suero no se puede prevenir de manera eficiente.
Ademas, cuando el contenido es de mas de 1,2 % (p/v), la reproducibilidad puede deteriorarse puesto que la
viscosidad del reactivo se hace demasiado alta.

El limite inferior mas deseable es 0,2 % (p/v) y el limite superior es mas deseable 0,8 % (p/v).

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum contiene un vehiculo insoluble que soporta el
antigeno de Treponema pallidum antigeno sobre el mismo, ademas de copolimero.

Como el antigeno de Treponema pallidum, por ejemplo, un antigeno derivado de una célula bacteriana de un
Treponema pallidum es deseable.

El vehiculo insoluble no esta particularmente limitado y entre ejemplos de los mismos se incluyen un vehiculo
insoluble que comprende poliestireno, polimero de estireno-estirenosulfonato, copolimero de acrilonitrilo-butadieno-
estireno, copolimero de cloruro de vinilo-acrilato, acetato acrilato de polivinilo o similares.

Con respecto al diametro de particula del vehiculo insoluble, aunque dependiendo de un método de medicién o un
aparato de medicion que se utilizara, el limite inferior deseable es 0,05 pm y el limite superior deseable es 1.0 pm.
En el caso de que el diametro de particula sea inferior a 0,05 pm, un cambio 6ptico causado por la aglutinacion
puede ser pequeio, de modo que no se puede obtener una alta sensibilidad requerida para la medicién. Por el
contrario, en el caso de que el diametro de particula sea de mas de 1,0 um, el cambio 6ptico causado por la
aglutinacion de particulas excede de un intervalo mensurable, de manera que un intervalo de medicién para el
ensayo puede llegar a ser mas pequenio.

Un procedimiento para soportar el antigeno de Treponema pallidum en el vehiculo insoluble no esta particularmente
limitado, y ejemplos de los mismos se incluyen un método de soporte mediante union fisica o enlace quimico a
través de un método conocido convencionalmente. El antigeno Treponema pallidum utilizado en el presente
documento puede ser células bacterianas trituradas o células bacterianas purificadas. Ademas, uno o mas tipos de
un antigeno compuesto artificialmente por ingenieria genética se pueden usar en combinacion.

El reactivo para analizar anticuerpos anti-Treponema pallidum se puede utilizar como un reactivo de latex del tipo de
un componente mediante la dispersion y disolucion del vehiculo insoluble que soporta el antigeno de Treponema
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pallidum y el copolimero en el mismo medio, o, como alternativa, también puede usarse como un reactivo del tipo de
dos componentes que incluye un primer reactivo que contiene el vehiculo insoluble que soporta el antigeno de
Treponema pallidum sobre el mismo y un segundo reactivo que incluye un tampén preparado mediante la adicion del
copolimero a un medio.

El medio no esta particularmente limitado, y ejemplos de los mismos incluyen un tampoén de fosfato, un tampon de
glicina, un tampon de Tris-HCL, y similares.

En el reactivo de latex del tipo de un componente, se pueden disolver segin sea adecuado seroalbimina de bovina,
sacarosa, cloruro de sodio, EDTA 2Na, tensioactivo y similares.

Ademas, también en el caso de que el reactivo se utilice como el reactivo del tipo de dos componentes,
seroalbumina bovina, sacarosa, cloruro de sodio, EDTA 2Na, tensioactivo y similares pueden disolverse en los
respectivos reactivos segun sea adecuado.

Por otra parte, una concentracion de la seroalbumina bovina no esta particularmente limitada, sin embargo, el limite
inferior deseable es 0,1 % y el limite superior deseable es 15 %, y, ademas, el limite inferior mas deseable es 1,0 %
y el limite superior mas deseable es 10,0 %.

Al utilizar el reactivo para el ensayo de anticuerpos anti- Treponema pallidum, un grado de la aglutinacion causada
por la reaccion antigeno-anticuerpo con el anticuerpo anti-Treponema pallidum en una muestra se va a medir
6pticamente. Por lo tanto, el anticuerpo anti-Treponema pallidum en la muestra puede analizarse.

El limite inferior deseable de un pH cuando se lleva a cabo la reacciéon antigeno-anticuerpo mediante el uso del
reactivo para el ensayo de los anticuerpos anti-Treponema pallidum es 4,5 y el limite superior deseable es 10,0, y,
ademas, el limite inferior mas deseable es 6,0 y el limite superior mas deseable es de 8,0.

Por otra parte, el limite inferior deseable de una temperatura de reaccion es de 0 °C y el limite superior deseable es
50 °C. Se selecciona un tiempo de reaccion segun sea apropiado.

Como método para medir el grado de la aglutinacion épticamente, se utiliza un método conocido convencionalmente.
Por ejemplo, el aumento y disminucion de la intensidad de dispersion de luz, la absorbancia y la intensidad de la
transmisiéon se pueden medir mediante el cambio del tamafio de las particulas del vehiculo insoluble para su uso, la
concentracion del vehiculo insoluble o el parametro del tiempo de reacciéon. Ademas, es posible utilizar estos
métodos en combinacién. Aqui, una longitud de onda de la luz en la realizacién de la medicion es, de manera
deseable, de300 a 900 nm.

Como un aparato utilizado para la mediciéon 6ptica, se pueden usar un dispositivo 6ptico capaz de detectar la
intensidad de dispersiéon de luz, la intensidad de la transmision, la absorbancia y similares, y se puede utilizar
cualquiera de los analizadores automaticos bioquimicos usados generalmente.

Como método para observar visualmente el grado de la aglutinacién, normalmente se pueden usar un método para
mezclar una muestra y el reactivo para el ensayo de anticuerpos anti- Treponema pallidum en un portaobjetos de
prueba y para la determinaciéon de una presencia o ausencia de aglutinacion después de vibrar la mezcla liquida, y
similares pueden. Aqui, para observar el grado de aglutinacién, un método para grabar un estado de aglutinacion
con una camara de video y para el procesamiento de la imagen también se puede utilizar, ademas de la observacion
visual.

De acuerdo con la presente divulgacion, es posible proporcionar el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos, que
permite un diagndstico preciso de la infeccion sifilitica y es excelente en la estabilidad de almacenamiento a largo
plazo, y el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum, que permite el diagnéstico preciso de la infeccion
sifilitica mediante la prevencion de la aparicion de interferencia de suero.

(Ejemplo 1)

(1) Preparacion de un reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos

De acuerdo con los procedimientos siguientes, se prepard un reactivo del tipo de dos componentes que incluye un
primer reactivo y un segundo reactivo.

(1-1) Preparacion del primer reactivo
Se afadié una cantidad de 1,2 % en peso de LipidureD02 (fabricado por NOF Corp., peso molecular de 550.000)

neutralizada con NaOH a un tampon fosfato que contenia 1 % de seroalbumina bovina ("Lote A", hecha por
Serologicals Corporation), para preparar el primer reactivo.
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(1-2) Preparacion del segundo reactivo

Como segundo reactivo Se utilizé un liquido de latex de Mediace RPR (fabricado por Sekisui Chemical Co., Ltd.)
como tal. El liquido de latex se preparé mediante la sensibilizacion de un antigeno de lipidos incluyendo cardiolipina,
fosfatidilcolina y colesterol a un latex de poliestireno con un diametro promedio de particula de 0,400 ym y que tenia
un grupo sulfona de 0,38 pmol/mz.

(Ejempilo 2)

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 0,70 % en peso de LipidureD03 (fabricado por
NOF Corp., peso molecular de 1.000.000) neutralizado con NaOH a un tampén de fosfato que contenia 1 % de
seroalbumina bovina ("Lote A", hecho por Serologicals Corporation) a fin de preparar el primer reactivo.

(Ejempilo 3)

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 0,45 % en peso de LipidureD05 (fabricado por
NOF Corp., peso molecular de 1.000.000) neutralizado con NaOH a un tampén de fosfato que contenia 1 % de
seroalbumina bovina ("Lote A", hecho por Serologicals Corporation) a fin de preparar el primer reactivo.

[Ejemplo comparativo 1]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 1,2 % en peso de pululano (fabricado por
Hayashibara Co., Ltd.) en lugar de LipidureD02, a un tampodn de fosfato que contenia 1 % de seroalbumina bovina
(“Lote A", hecho por Serologicals Corporation) y se disolvié en el mismo.

[Ejemplo comparativo 2]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afadié 1,0 % en peso de polivinilpirrolidona (fabricado
por Hayashibara Co., Ltd.) en lugar de LipidureD02, a un tampoén de fosfato que contenia 1 % de seroalbimina
bovina ("Lote A", fabricado por Serologicals Corporation) y se disolvié en el mismo.

[Ejemplo comparativo 3]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afadié 2,0 % en peso de dextrano (peso molecular de
500.000 fabricado por Sigma Co.), en lugar de LipidureD02, a un tampodn de fosfato que contenia 1 % de
seroalbumina bovina ("Lote A", fabricado por Serologicals Corporation) y se disolvié en el mismo.

Evaluacion (1)

Con respecto a cada uno de los reactivos para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos obtenidos en los Ejemplos
1 a 3y los Ejemplos Comparativos 1 a 3, se llevaron a cabo las siguientes evaluaciones.

(1) Medicion de la cantidad de cambio de la absorbancia inmediatamente después de la preparacion

Usando cada uno de los sueros de referencia de RPRP (fabricados por Sekisui Chemical Co., Ltd.) que tienen cinco
concentraciones diferentes de 0,0, 1,0, 2,0, 4,0 y 8,0 U.R., como solucién de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipidos, se llevé a cabo la medicion siguiente.

Una cantidad de 20ul de suero de referencia RPR se obtuvo como muestra como la solucién de referencia del
anticuerpo anti-fosfolipido y, a continuacion, 180 ul del primer reactivo se mezclaron y se mantuvieron a 37 °C
durante un periodo de tiempo adecuado. A continuacion, se afiadieron 60 pl del segundo reactivo y se agitaron.
continuacion, se midié la cantidad del cambio de la absorbancia en un periodo de entre aproximadamente 80
segundos y 300 segundos a una longitud de onda de 700 nm para obtener la cantidad del cambio de absorbancia
(Aabs). Para la medicion de la absorbancia, se utilizé un autoanalizador Hitachi 7170. Aqui, U.R. es una unidad que
indica un titulo de anticuerpo del anticuerpo anti-fosfolipido derivado de la infeccién sifilitica en el caso de que el
suero se mida mediante el uso de Mediace RPR (fabricado por Sekisui Chemical Co., Ltd.), que es un reactivo para
analizar los anticuerpos anti —fosfolipidos.

Los resultados se muestran en la tabla 1.
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(2) Evaluacion de la estabilidad de almacenamiento

Después del almacenamiento del primer reactivo a una temperatura de 30 ° C, la medicién de la soluciéon de
referencia del anticuerpo anti-fosfolipido se llevd a cabo como se describe en la medicion (1) para obtener una
relacion de reduccion de Aabs cuando la Aabs se definié inmediatamente después la preparacion como 100 %; Por
lo tanto, se evalud la estabilidad de almacenamiento En general, los reactivos para el ensayo de anticuerpos anti-
fosfolipidos se almacenan a una temperatura de 2 a 10 °C, sin embargo, el almacenamiento de los mismos a una
temperatura de 30 °C permite la evaluacion de la estabilidad de almacenamiento como un ensayo acelerado.

En el presente documento, la medicion se llevd a cabo después de un intervalo de 5 dias, 15 dias, 18 dias y 25 dias
a partir de la preparacion.

Los resultados obtenidos mediante el uso de cada una de las soluciones de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipidos de 1,0, 2,0, 4,0 y 8,0 U.R. se muestran, respectivamente, en la Figura 1 a la figura 4.

El uso de cualquiera de las soluciones de referencia del anticuerpo anti-fosfolipido con una concentracién de 1,0
U.R. 02,0 U.R., como se muestra en la Figura 1y la figura 2 caus6 reducciones del 15 al 30 % en las cantidades de
cambio de absorbancia después de un intervalo de 25 dias en los casos en que se utilizaron pululano, PVP y
dextrano. Por el contrario, en los casos donde se utilizaron LipidureD02, LipidureD03 y LipidureD05, se encontré que
las cantidades de cambio de absorbancia eran del 5 % o menos.

(Ejempilo 4)

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 0,66 % en peso de LipidureD03 (fabricado por
NOF Corp.) neutralizad con NaOH, a un tampodn de fosfato que contenia 1 % de seroalbdmina bovina (Lote B).

(Ejempilo 5)

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 0,66 % en peso de LipidureD03 (fabricado por
NOF Corp.) neutralizad con NaOH, a un tampodn de fosfato que contenia 1 % de seroalbdmina bovina (Lote C).

(Ejempilo 6)

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 0,66 % en peso de LipidureD03 (fabricado por
NOF Corp.) neutralizad con NaOH, a un tampoén de fosfato que contenia 1 % de seroalbdmina bovina (Lote D).

[Ejemplo comparativo 4]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 1,1 % en peso de pululano (fabricado por
Hayashibara Co., Ltd.) en lugar de LipidureD02, a un tampodn de fosfato que contenia 1 % de seroalbumina bovina
(Lote B) y se disolvié en el mismo.

[Ejemplo comparativo 5]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se prepar6é de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 1,1 % en peso de pululano (fabricado por
Hayashibara Co., Ltd.) en lugar de LipidureD02, a un tampodn de fosfato que contenia 1 % de seroalbumina bovina
(Lote C) y se disolvio en el mismo.

[Ejemplo comparativo 6]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 1,
excepto que, en la preparacion del primer reactivo (1-1), se afiadié 1,1 % en peso de pululano (fabricado por
Hayashibara Co., Ltd.) en lugar de LipidureD02, a un tampodn de fosfato que contenia 1 % de seroalbumina bovina
(Lote D) y se disolvi6 en el mismo.

Evaluacion (2)

Con respecto a cada uno de los reactivos para el ensayo de anticuerpos anti-fosfolipidos obtenidos en los Ejemplos
4 a 6y los Ejemplos Comparativos 4 a 6, se llevaron a cabo las siguientes evaluaciones.

11



10

ES 2615524 T3

(1) Medicion de la cantidad de cambio de la absorbancia inmediatamente después de la preparacion

Usando cada uno de los sueros de referencia de RPRP (fabricados por Sekisui Chemical Co., Ltd.) que tienen cinco
concentraciones diferentes de 0,0, 1,0, 2,0, 4,0 y 8,0 U.R., como solucién de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipidos, se llevo a cabo la medicion siguiente.

Una cantidad de 20 ul de suero de referencia RPR se obtuvo como muestra como la solucién de referencia del
anticuerpo anti-fosfolipido y, a continuacion, 180 ul del primer reactivo se mezclaron y se mantuvieron a 37 °C
durante un periodo de tiempo adecuado. A continuacion, se afiadieron 60 pl del segundo reactivo y se agitaron.
continuacion, se midié la cantidad del cambio de la absorbancia en un periodo de entre aproximadamente 80
segundos y 300 segundos a una longitud de onda de 700 nm para obtener la cantidad del cambio de absorbancia
(Aabs). Para la medicion de la absorbancia, se utilizé un autoanalizador Hitachi 7170. Los resultados se muestran en
la tabla 2.
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(2) Evaluacion de la estabilidad de almacenamiento

Después del almacenamiento del primer reactivo a una temperatura de 30 ° C, la medicién de la soluciéon de
referencia del anticuerpo anti-fosfolipido se llevd a cabo como se describe en la medicion (1) para obtener una
relacion de reduccion de Aabs cuando la Aabs se definié inmediatamente después la preparacion como 100 %; Por
lo tanto, se evalud la estabilidad de almacenamiento En general, el reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-
fosfolipidos se almacenan a una temperatura de 2 a 10 °C, sin embargo, el almacenamiento de los mismos a una
temperatura de 30 °C permite la evaluacion de la estabilidad de almacenamiento como un ensayo acelerado.

En el presente documento, la medicion se llevd a cabo después de un intervalo de 7 dias y 14 dias, a partir de la
preparacion.

Los resultados obtenidos mediante el uso de cada una de las soluciones de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipidos de 1,0 y 2,0, U.R. se muestran, respectivamente, en las Figuras 5y 6.

Como se muestra en las Figuras 5y 6 en el caso de utilizar el lote D de PSA y pululano en combinacién, se observo
una gran pérdida de sensibilidad después del almacenamiento a una temperatura de 30 °C durante 14 dias. Sin
embargo, en el caso de utilizar el lote D de BSA y LipidureD03 en combinacion, solo se observé una pequefa
pérdida de sensibilidad. En consecuencia, el resultado muestra que era menos probable que la BSA afectara a la
estabilidad de almacenamiento.

(Ejemplo 7)
(1) Preparacion de un reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum

De acuerdo con los procedimientos siguientes, se preparo un reactivo del tipo de dos componentes formado por un
primer reactivo que incluye una solucién de latex con antigeno de de Treponema pallidum y un segundo reactivo que
incluye un diluyente de la muestra.

(1-1) Preparacion de solucion de latex con antigeno de Treponema pallidum

Una cantidad de 400 pl de solucion de antigeno de Treponema pallidum disuelto en un tampén de fosfato 100 mM
(pH 7,4) para tener una concentracion de proteina de 150 pg/ml se afiadié a 100 pul de liquido de latex de poliestileno
(10 % (p / v) de contenido de sdlidos, fabricado por Sekisui Chemical Co., Ltd.) que tiene un diametro promedio de
particula de 0,400 ym, y se agité6 a una temperatura de 4 °C durante 1 hora. Posteriormente, se afiadieron 2 ml de
un tampoén de fosfato 100 mM (pH 7,4) que contenia 1 (p/v) de seroalbumina bovina (fabricada por Serologicals
Corporation; BSA, Lote 1) y se agité durante 1,5 horas.

El liquido resultante se centrifugé a 18.000 rpm a una temperatura de 10 °C durante 30 minutos y se afhadio el
precipitado obtenido a 4 ml de un tampén de fosfato 100 mM (pH 7,4) que contenia 0,25 % (p / v) de BSA (Lote 1)
para suspender el latex, por lo que se prepard una solucion de latex con antigeno de Treponema pallidum.

(1-2) Preparacion del diluyente de la muestra

Una cantidad de 0,2 % (p / v) de Lipidure (copolimero de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y acido metacrilico, de peso
molecular de 1.000.000, fabricado por NOF Corp.) se afiadié a un tampon de fosfato 100 mM (pH 7,4) que contenia
1% (p/v)de BSA (Lote 1).

(Ejempilo 8)

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum se prepard de la misma manera que en el
Ejemplo 7, excepto que se anadieron 5 ml de un tampon de fosfato 100 mM (pH 7,4) que contenia 0,25 % (p/v) de
BSA (Lote 2) al precipitado obtenido en la preparacion de una solucién de latex con antigeno de Treponema
pallidum de (1-1) del Ejemplo 7, y se anadié 0,6 % (p/v) de Lipidure al tampdn de fosfato 100 mM (pH 7,4) en la
preparacion de un diluyente de la muestra (1-2).

(Ejemplo 9)

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum se prepard de la misma manera que en el
Ejemplo 7, excepto que se afiadieron 12 ml de un tampdn de fosfato 100 mM (pH 7,4) que contenia 0,25 % (p/v) de
BSA (Lote 2) al precipitado obtenido en la preparacion de una solucién de latex con antigeno de Treponema
pallidum de (1-1) del Ejemplo 7, y se afiadio 1,0 % (p/v) de Lipidure al tampdn de fosfato 100 mM en la preparacion
de un diluyente de la muestra (1-2).
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[Ejemplo comparativo 7]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum se prepard de la misma manera que en el
Ejemplo 7, excepto que se afiadid 1 % (p / v) de pGEMA (homopolimero de metacrilato de glicosilo de etilo, de peso
molecular promedio de 1.140.000, fabricado por Nippon Fine Chemical Co., Ltd.), en lugar de Lipidure a la solucion
tampon de fosfato 100 mM (pH 7,4) que contenia 1 % de BSA (lote 1) en la preparacion de un diluyente de la
muestra (1-2) en el Ejemplo 7.

Evaluacion (3)

(1) Medicion de la solucién de referencia de anticuerpos anti-Treponema pallidum

Usando cada uno de los sueros de referencia positivos para sifilis (fabricados por Sekisui Chemical Co., Ltd.) que
tienen cinco concentraciones diferentes como solucion de referencia del anticuerpo anti-fosfolipidos, se llevé a cabo
la medicion siguiente.

Se obtuvieron muestras de una cantidad de 16 ul de suero de referencia positivo para sifilis como solucién de
referencia como del anticuerpo anti-Treponema pallidum. Una cantidad de 175 pl de diluyente de la muestra se
mezcld y se mantuvo a una temperatura de 37 °C durante un periodo de tiempo adecuado y, después, se afiadieron
25 pl de la solucion de latex con antigeno de Treponema pallidum y se agité. A continuacion, se midié la cantidad del
cambio de la absorbancia en un periodo de entre aproximadamente 80 segundos y 300 segundos a una longitud de
onda de 700 nm para obtener la cantidad del cambio de absorbancia (Aabs). Para la medicion de la absorbancia, se
utilizé un autoanalizador Hitachi 7170. Los resultados se mostraron en la Tabla 3. En el presente documento, T.U. en
la Tabla 3 es una unidad que indica un titulo de anticuerpos del -anticuerpo anti-Treponema pallidum en el caso
donde el suero se mide mediante el uso de Mediace TPLA (fabricado por Sekisui Chemical Co., Ltd.), que es el
reactivo para el ensayo de anticuerpos anti—Treponema pallidum. El valor de 10 T.U. o mas se considera positivo.

[Tabla 3]
Ejemplo 7 | Ejemplo 8 | Ejemplo 9 | [Ejemplo comparativo 7]
0.T.U. —48 -5 46 11
. . 18 T.U. 1 166 296 212
C:Qggf‘tf’agii;?gg'g;;e 37 T.U. 79 423 553 552
119 T.U. 384 1611 931 1884
234 T.U. 817 2736 985 2874

(2) Prueba de recuperacion de sustancias adicionadas

Una cantidad de 5u | de la soluciéon de referencia de los anticuerpos anti-Treponema pallidum de 2000 T.U. se
afiadioé a 245 pl de solucion salina. A continuacién, se obtuvo una diferencia de los titulos de anticuerpos medidos
antes y después de la adicién midiendo las cantidades de los cambios de absorbancia antes y después de la adicién
de la misma manera que en la evaluacion (1). De la misma manera, se afiadieron 5 pl de la solucion de referencia de
anticuerpo anti-Treponema pallidum de 2000 T.U. a, respectivamente, 245 ul de las soluciones de referencia en
cinco variaciones y se obtuvo la diferencia de los titulos de anticuerpos medidos antes y después. A continuacion, se
calculd la relacion de recuperacion, definiendo dicha diferencia de los titulos de anticuerpos medidos antes y
después de la adicién en el caso de afiadir la solucién de referencia del anticuerpo anti—-Treponema pallidum a la
solucion salina como 100 %. Los resultados se muestran en la tabla 4.

[Tabla 4]
Ejemplo 7 | Ejemplo 8 | Ejemplo 9 | [Ejemplo comparativo 7]
Solucion salina 100 100 100 100
Suero 1 107 90 102 80
Relacién de recuperacion (%) ga:;g g gg gg 19027 ;g
Suero 4 88 97 72 69
Suero 5 107 98 84 81

Como se muestra en la Tabla 4, la relacion de recuperacion mejoro significativamente en cada uno de los ejemplos 7
a 9, donde se utilizé Lipidure como acelerador de la reaccion, en comparacion con el ejemplo comparativo 7, donde
se utilizé pGEMA como el acelerador de la reaccion.

(Ejemplo 10)
Un diluyente de muestra se preparé de la misma manera que en el Ejemplo 7, excepto que se us6 BSA (Lote 2) en

la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo 7.
(Ejemplo 11)
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Un diluyente de muestra se prepar6 de la misma manera que en el Ejemplo 7, excepto que se us6 BSA (Lote 3) en
la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo 7.

(Ejemplo 12)

Un diluyente de muestra se prepar6 de la misma manera que en el Ejemplo 7, excepto que se us6 BSA (Lote 4) en
la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo 7.

[Ejemplo comparativo 8]

Un diluyente de muestra se prepar6 de la misma manera que en el Ejemplo comparativo 7, excepto que se usé BSA
(Lote 2) en la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo comparativo 7.

[Ejemplo comparativo 9]

Un diluyente de muestra se prepar6 de la misma manera que en el Ejemplo comparativo 7, excepto que se usé BSA
(Lote 3) en la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo comparativo 7.

[Ejemplo comparativo 10]

Un diluyente de muestra se prepar6 de la misma manera que en el Ejemplo comparativo 7, excepto que se usé BSA
(Lote 4) en la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo comparativo 7.

[Ejemplo comparativo 11]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum se prepard de la misma manera que en el
Ejemplo 7, excepto que se afiadié 1 % (p / v) de pululano (fabricado por Hayashibara Co., Ltd.), en lugar de Lipidure
a la solucion tampon de fosfato 100 mM (pH 7,4) que contenia 1 % de BSA (lote 1) en la preparacién de un diluyente
de la muestra (1-2) en el Ejemplo 7.

[Ejemplo comparativo 12]

Un diluyente de muestra se preparé de la misma manera que en el Ejemplo comparativo 11, excepto que se usé
BSA (Lote 2) en la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo comparativo 11.

[Ejemplo comparativo 13]

Un diluyente de muestra se prepardé de la misma manera que en el Ejemplo comparativo 11, excepto que se usé
BSA (Lote 3) en la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo comparativo 11.

[Ejemplo comparativo 14]

El reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum se prepard de la misma manera que en el
Ejemplo 7, excepto que se afiadié 0,1 % (p / v) de alginato de sodio (fabricado por Nacalai Tesque, Inc.), en lugar de
Lipidure a la solucion tampon de fosfato 100 mM (pH 7,4) que contenia 1 % de BSA (lote 2) en lugar de BSA (Lote 1)
en la preparacion de un diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo 7.

[Ejemplo comparativo 15]

Un diluyente de muestra se prepardé de la misma manera que en el Ejemplo comparativo 14, excepto que se usé
BSA (Lote 3) en la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo comparativo 14.

[Ejemplo comparativo 16]

Un diluyente de muestra se preparé de la misma manera que en el Ejemplo comparativo 14, excepto que se usé
BSA (Lote 4) en la preparacion del diluyente de la muestra (1-2) en el Ejemplo comparativo 14.

Evaluacion (4)

(1) Prueba de estabilidad durante el almacenamiento

Con respecto al reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-Treponema pallidum obtenidos en cada uno de los
Ejemplos 7, 10 a 12, y los e Ejemplos Comparativos 7 a 16, se llevd a cabo una prueba de estabilidad en

almacenamiento.
Inmediatamente después de la preparacion del reactivo y después del almacenamiento del diluyente de la muestra a
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una temperatura de 30 °C, se midieron las estabilidades de almacenamiento mediante la medicién de 37 T.U. del
suero de referencia positivo para sifilis de la misma manera que el método en el procedimiento (1) de Evaluacion (3)
a fin de obtener la cantidad del cambio de absorbancia en el caso de que el cambio de absorbancia inmediatamente
después de la preparacion se defini6 como 100 %. En general, los reactivos para el ensayo de anticuerpos anti—
Treponema pallidum se almacenan a una temperatura de 2 a 10 °C, sin embargo, el almacenamiento de los mismos
a una temperatura de 30 °C permite la evaluacion de la estabilidad de almacenamiento como un ensayo acelerado.

En el presente documento, con respecto a cada uno de los Ejemplos 7 y 10 a 12, las mediciones se llevaron a cabo
después de un intervalo de 7 dias y 24 dias a partir de la preparacion. Ademas, se llevaron a cabo las mediciones:
después de un intervalo de 14 dias y 31 dias desde la preparacion, con respecto a cada uno de los Ejemplos
Comparativos 7 a 10; después de un intervalo de 11 dias y 20 dias después de la preparacion, con respecto a cada
uno de los ejemplos comparativos 11 a 13; y después de un intervalo de 5 dias y 14 dias a partir de la preparacion,
en relacion con los ejemplos comparativos 14 a 16. Los resultados se muestran en la Figura 7

Como se muestra en la Fig. 7, en el caso de que se uso Lipidure como acelerador de la reaccion, la estabilidad de
almacenamiento fue excelente, independientemente de una variacion de lote a lote de BSA. Sin embargo, en el caso
de utilizar otro acelerador de la reaccion, la variacion de lote a lote de BSA produjo un reactivo con una estabilidad
de almacenamiento significativamente escasa, en algunos casos. En consecuencia, en el caso de usar Lipidure
como acelerador de la reaccion, se hace posible proporcionar un reactivo para el ensayo de anticuerpos anti-
Treponema pallidum, que permita el ensayo de alta precision y también tienen una excelente estabilidad de
almacenamiento.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico que ilustra una transicion de las cantidades del cambio de absorbancia en los Ejemplos
1 a 3 y en los Ejemplos Comparativos 1 a 3, donde se usan las soluciones de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipido de 1,0 U.R.

La figura 2 es un grafico que ilustra una transicion de las cantidades del cambio de absorbancia en los Ejemplos
1 a 3 y en los Ejemplos Comparativos 1 a 3, donde se usan las soluciones de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipido de 1,0 U.R.

La figura 3 es un grafico que ilustra una transicion de las cantidades del cambio de absorbancia en los Ejemplos
1 a 3 y en los Ejemplos Comparativos 1 a 3, donde se usan las soluciones de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipido de 1,0 U.R.

La figura 4 es un grafico que ilustra una transicion de las cantidades del cambio de absorbancia en los Ejemplos
1 a 3 y en los Ejemplos Comparativos 1 a 3, donde se usan las soluciones de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipido de 1,0 U.R.

La figura 5 es un grafico que ilustra una transicion de las cantidades del cambio de absorbancia en los Ejemplos
1 a 6 y en los Ejemplos Comparativos 4 a 6, donde se usan las soluciones de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipido de 4 U.R.

La figura 6 es un grafico que ilustra una transicion de las cantidades del cambio de absorbancia en los Ejemplos
1 a 6 y en los Ejemplos Comparativos 4 a 6, donde se usan la soluciéon de de referencia del anticuerpo anti-
fosfolipido de 2 U.R.

La figura 7 es un grafico que ilustra una transicion de las cantidades del cambio de absorbancia en los Ejemplos
1 a 10 y en los Ejemplos Comparativos 7 a 16, donde se usan las soluciones de referencia del anticuerpo anti-
Treponema pallidum de 37 T.U.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para ensayar un anticuerpo anti- Treponema pallidum que comprende poner en contacto un reactivo
que comprende una particula que soporta un antigeno de Treponema pallidum sobre la misma y un copolimero
disuelto en un medio y obtenido por copolimerizacion de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina y un monémero hidréfilo con
una muestra tomada de un sujeto

para producir en la muestra una reaccién entre un anticuerpo anti- Treponema pallidum con el antigeno de
Treponema pallidum soportado sobre la particula, y medir en la muestra 6pticamente un grado de aglutinacion
causada por la reaccion para analizar el anticuerpo anti-Treponema pallidum.

2. El método de la reivindicacion 1,
donde el antigeno de Treponema pallidum es un antigeno derivado de una célula bacteriana de un Treponema
pallidum.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2,
donde un contenido del copolimero en el reactivo para el ensayo del anticuerpo anti- Treponema pallidum es de 0,1
a 1,2 % (p/v).

4. El método de las reivindicaciones 1, 2 0 3,

donde la particula es un polimero de un monémero polimerizable que comprende un grupo fenilo y/o un polimero de
un monomero polimerizable anidnico, y tiene una densidad de carga superficial de 0,01 a 0,4 umol/m2 en términos
de una concentracion de disociacion de aniones en un estado de suspension y tiene una forma esférica de 0,1 a 0,7
Mm de diametro de particula.
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