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DESCRIPCION

Mejora de la sensibilidad y del intervalo dinamico de ensayos fotométricos mediante la generacién de multiples curvas
de calibracién

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar la cantidad de un analito especifico mediante
ensayos fotométricos, en el que el analito especifico de una muestra reacciona con un socio de reaccion especifico
del analito en una mezcla de reaccion. Se generan al menos dos curvas de calibracion, la primera curva de calibracion
registrada a una primera longitud de onda se optimiza para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando
asi el limite inferior de deteccién, y la segunda curva de calibracion registrada a una segunda longitud de onda se
optimiza para altas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion.

En caso de curvas de calibracion crecientes: la sefial 6ptica para el analito especifico de una muestra por determinar
en la mezcla de reaccién se mide simultaneamente al menos a la primera y la segunda longitudes de onda,
seleccionando de ese modo la primera o la segunda curva de calibracién para la cuantificacion del analito especifico.
Si la sefial optica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracién
registrada a la primera longitud de onda. Si la sefal 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un
valor umbral predeterminado correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la segunda
curva de calibracién registrada a la segunda longitud de onda.

En caso de curvas de calibracion decrecientes: si la sefial 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es
menor que un valor umbral predeterminado correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el
uso de la segunda curva de calibracién registrada a la segunda longitud de onda. Si la sefial 6ptica de la primera y/o
segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado correspondiente, la concentracion del analito se
determina mediante el uso de la primera curva de calibracion registrada a la primera longitud de onda. Finalmente, la
cantidad del analito especifico se cuantifica por comparacién con la curva de calibracion seleccionada.

El procedimiento se refiere especialmente al aumento de la sensibilidad y/o del intervalo dinamico de ensayos
fotomeétricos usando diferentes longitudes de onda principales para determinar la cantidad de un analito especifico
mediante la generacién de al menos dos curvas de calibracion. De este modo, la primera curva de calibracién registra
la deteccion sensible del analito especifico, mientras que la segunda curva de calibracion registra el intervalo de
medicion superior del analito especifico.

Técnica relacionada

La aglutinacién es principalmente un fendmeno quimico en el que la interaccion superficial entre las macromoléculas
conduce a la reticulacion y a la formacion de un gran complejo, lo que da como resultado un aumento de la dispersion
de la luz. La formacién de este gran complejo macromolecular se puede observar mediante deteccion turbidimétrica,
nefelométrica o colorimétrica.

Los ensayos turbidimétricos, nefelométricos y colorimétricos tienen los beneficios de ser ensayos cuasihomogéneos
gue no requieren ninguna etapa de separacién o lavado. Debido a su sencillo procedimiento de una sola etapa y a sus
cortos tiempos de ejecucion, los inmunoensayos homogéneos (HIA) son candidatos ideales para la aplicacion en
analizadores automatizados. Los inmunoensayos homogéneos se utilizan de forma rutinaria en los diagnésticos
clinicos para la cuantificacion de proteinas séricas, farmacos y drogas en analizadores de bioquimica clinica. Hasta
ahora, el procedimiento estandar es el uso de una longitud de onda principal que genera una curva de calibracién para
la determinacién de analitos en ensayos turbidimétricos, nefelométricos y colorimétricos.

Aunque se puede lograr un excelente rendimiento de ensayo con HIA en los analizadores de bioquimica clinica,
todavia hay muestras de pacientes con concentraciones que estdn fuera del intervalo de medicion. Como
consecuencia, las muestras deben volver a medirse: después de la diluciéon en los casos en los que la concentraciéon
de la muestra supera el limite superior de deteccion, o utilizando volimenes de muestra mas altos para las muestras
con concentraciones por debajo del limite de deteccion. Las remediciones generan gastos adicionales y suponen una
pérdida de tiempo, siendo ambos factores criticos para los laboratorios que realizan esos ensayos. Por lo tanto, un
aumento del intervalo dinamico reduciria la cantidad de repeticiones. Hay varias estrategias para resolver los
problemas del procedimiento del estado actual.

El documento EP 1845373 proporciona un procedimiento para simplificar el examen de muestras con altas
concentraciones de un analito. Se usan diferentes curvas de calibracion o diferentes porciones de una Unica curva de
calibracién para calcular la concentracion de analito dependiendo de si la muestra contiene o no altas concentraciones
de analito (prozona positivo). La muestra se mezclé con un anticuerpo y se realizé la medicién turbidimétrica de las
muestras a una longitud de onda primaria de 340 nm. Se utiliza una longitud de onda secundaria de 800 nm para
corregir interferencias. El documento US 6.284.472 describe un procedimiento de calibracién que consiste en generar
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dos curvas de medicion de la velocidad de reaccion, la primera curva se genera usando una muestra de mayor volumen
y la segunda curva usando la misma muestra con un menor volumen. La turbidez se monitorizé a 340 nm y se elimin6
a 700 nm. Para concentraciones de antigenos superiores al intervalo de ensayo, una sefial de antigeno alta que utiliza
las dos velocidades evita informar de resultados falsos.

El documento JP 06109740 se refiere a un procedimiento de analisis de inmunonefelometria implementando
mediciones 6pticas en diversos tipos de muestras estandar que tienen diferentes concentraciones. Se selecciona una
curva de calibracién en respuesta al nivel de diferencia entre los valores 6pticos medidos dos veces, en la fase inicial
de una reaccion y después del progreso, y los valores virtuales calculados a partir de la ecuacion de regresion.

El documento JP 06094717 describe un procedimiento para determinar si una muestra se mide en condiciones
apropiadas de antigeno-anticuerpo o en condiciones de prozona en reacciones de antigeno-anticuerpo. Se irradian
las soluciones de reaccion antigeno-anticuerpo con dos tipos de longitudes de onda para obtener una relacion de
absorbancias. Cuando se considera que se trata de la condiciéon de prozona, se calcula un factor de desplazamiento
y se realiza una nueva prueba en una condiciéon analitica que depende del desplazamiento.

El documento JP 08075740 se refiere a un procedimiento para cuantificar una reaccién antigeno-anticuerpo mediante
un procedimiento de analisis por nefelometria obteniendo curvas de calibraciéon para una pluralidad de longitudes de
onda. Se predetermina el limite superior de la absorbancia que satisface la linealidad para cada longitud de onda como
el limite de determinacion cuantitativa. De ese modo, la concentracion del componente de analisis en cuestion se
obtiene mediante la curva de calibracion para la longitud de onda mas corta que es igual o inferior a la determinacion
cuantitativa.

Sin embargo, las herramientas mencionadas anteriormente estan lejos de ser 6ptimas, ya que los procedimientos
descritos no resuelven el problema de cémo proceder con muestras de pacientes que estan fuera del intervalo de
medicion, especialmente para sistemas automatizados. Como consecuencia, las muestras aun deben volver a
medirse: después de la dilucion en los casos en los que la concentracion de la muestra supera el limite superior de
deteccion, o utilizando volimenes de muestra mas altos para las muestras con concentraciones por debajo del limite
de deteccioén. Las remediciones, llamadas repeticiones, generan gastos adicionales y suponen una pérdida de tiempo,
siendo ambos factores criticos para los laboratorios que realizan esos ensayos.

Ademas, para varios analitos hay disponibles dos sistemas de prueba para la medicion de altas concentraciones de
analitos y sistemas de prueba de alta sensibilidad para la determinacion de una baja concentracién de analito. Por
ejemplo, para el analito CRP (proteina C-reactiva) existe un inmunoensayo de proteina C-reactiva de alta sensibilidad
(hs-CRP) adicional para la evaluacién del riesgo cardiovascular (proteina C-reactiva cardiaca Tina-quant (latex) de
alta sensibilidad) para la determinacion de bajas concentraciones de analito

Como resultado, existe una gran necesidad de aumentar la sensibilidad y de ampliar del intervalo dinamico en ensayos
fotométricos. La nueva estrategia deberia permitir una implementacion minima y la retencién de una excelente
precision sin necesidad de realizar cambios en los reactivos y sus formulaciones.

Problema a resolver

El problema abordado por la invencién es, por lo tanto, proporcionar un ensayo turbidimétrico, nefelométrico y
colorimétrico mejorado que ofrezca un intervalo dinamico y una sensibilidad incrementados. Ahora se ha encontrado
sorprendentemente que generar al menos dos curvas de calibracién, una primera curva de calibracion registrada a
una primera longitud de onda optimizada para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite
inferior de deteccidn, y una segunda curva de calibracién registrada a una segunda longitud de onda optimizada para
altas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion, conduce a una mejora
del intervalo dinamico y de la sensibilidad de los ensayos fotométricos. Se espera que la presente invencion solucione
(al menos parcialmente) el problema de las remediciones de muestras.

Resumen de la invencion

Al menos uno de estos objetivos se logra mediante la provision del tema en cuestion definido en las reivindicaciones
y en el presente documento a continuaciéon. En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento
para determinar la cantidad de un analito especifico mediante ensayos fotométricos, en el que el analito especifico de
una muestra reacciona con un socio de reaccion especifico del analito en una mezcla de reaccién.

Se generan al menos dos curvas de calibracion, la primera curva de calibracién registrada a una primera longitud de
onda se optimiza para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de deteccién, y
la segunda curva de calibracion registrada a una segunda longitud de onda se optimiza para altas concentraciones
del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion.

La sefial éptica para el analito especifico de una muestra por determinar se mide simultdneamente en la mezcla de
reaccion al menos a la primera y segunda longitudes de onda. La primera o la segunda curva de calibracion se
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selecciona para la cuantificacion del analito especifico, mediante los siguientes criterios:

Para curvas de calibracion crecientes:

- si la sefial optica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracién
registrada a la primera longitud de onda;

- si la sefial optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracién
registrada a la segunda longitud de onda.

Para curvas de calibracion decrecientes:

- si la sefial optica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibraciéon
registrada a la segunda longitud de onda;

- si la sefal optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracién
registrada a la primera longitud de onda. La cantidad del analito especifico se cuantifica por comparacion con la curva
de calibracion seleccionada.

En los inmunoensayos turbidimétricos y nefelométricos, el analito especifico de una muestra se cuantifica a partir del
cambio en la turbidez de la mezcla de reaccidon en base a la aglutinacion del analito especifico y un socio de union
especifico del analito, mientras que en los inmunoensayos colorimétricos el analito especifico de una muestra se
cuantifica con ayuda de un reactivo de color.

En un segundo aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento para aumentar la sensibilidad y/o el intervalo
dinamico de ensayos fotométricos, en el que una primera curva de calibracion registrada a una primera longitud de
onda se optimiza para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de deteccion, y
una segunda curva de calibracion registrada a una segunda longitud de onda se optimiza para altas concentraciones
del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere al uso de al menos dos curvas de calibracion para cuantificar la cantidad
de un analito especifico en ensayos fotométricos, en el que una primera curva de calibracién registrada a una primera
longitud de onda se optimiza para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de
deteccioén, y una segunda curva de calibracién registrada a una segunda longitud de onda se optimiza para altas
concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccién.

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar la cantidad de un analito
especifico mediante ensayos fotométricos, en el que el analito especifico de una muestra reacciona con un socio de
reaccion especifico del analito en una mezcla de reaccion.

Se generan al menos dos curvas de calibracion, la primera curva de calibracién registrada a una primera longitud de
onda se optimiza para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de deteccién, y
la segunda curva de calibracion registrada a una segunda longitud de onda se optimiza para altas concentraciones
del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccién.

La sefal éptica para el analito especifico de una muestra por determinar se mide simultaneamente en la mezcla de
reaccion al menos a la primera y segunda longitudes de onda. La primera o la segunda curva de calibracién se
selecciona para la cuantificacion del analito especifico, mediante los siguientes criterios para curvas de calibraciéon
crecientes:

Para curvas de calibracién crecientes:

- si la sefial 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibraciéon
registrada a la primera longitud de onda;

- si al menos una sefal optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracién
registrada a la segunda longitud de onda.

Para curvas de calibracion decrecientes:

- si la sefial 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracién
registrada a la segunda longitud de onda;

- si la sefal optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracién
registrada a la primera longitud de onda. La cantidad del analito especifico se cuantifica por comparacién con la curva
de calibracion seleccionada.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657 140 T3

Los autores de la presente invenciéon encontraron sorprendentemente que la medicion simultanea de un analito
especifico a dos longitudes de onda diferentes y diferentes tiempos de reacciéon que generan al menos dos curvas de
calibracién de una ejecucion (una medicién) aumenta el intervalo dindmico de los ensayos fotométricos.

Los ensayos fotométricos abarcan inmunoensayos turbidimétricos y nefelométricos, asi como ensayos colorimétricos.
En los inmunoensayos turbidimétricos y nefelométricos, el analito especifico se cuantifica a partir del cambio en la
turbidez de la mezcla de reaccion en base a la aglutinacion del analito especifico y un socio de unién especifico del
analito, mientras que en los ensayos colorimétricos el analito especifico se cuantifica con ayuda de un reactivo de
color.

La medicién realizada en primer lugar en la mayoria de las casos a una longitud de onda corta y un primer tiempo de
reaccion permite una deteccidén 6ptima con respecto a la sensibilidad, y la medicion paralela realizada en segundo
lugar en la mayoria de los casos a una longitud de onda mayor y un segundo tiempo de reaccion garantiza un elevado
limite superior de deteccién, dando ambas como resultado un intervalo dinamico ampliado en comparacién con la
mediciéon a una unica longitud de onda y un unico tiempo de reaccion. Como consecuencia, se logra una ampliaciéon
del intervalo dinamico sin necesidad de modificar los reactivos de ensayo y sus formulaciones, garantizando asi una
realizacion rapida y rentable. Posteriormente, dependiendo del valor de sefial obtenido para una muestra, se utiliza
una curva de calibracién adecuada para la cuantificacion del analito especifico. Ahora es posible aumentar el intervalo
dinamico del ensayo en comparacion con las técnicas estandar.

En un modo de realizacién adicional de la presente invencion hay casos en los que una gran longitud de onda a un
primer tiempo de reaccion permite una deteccién optima con respecto a la sensibilidad, y la medicién paralela a una
segunda longitud de onda menor y un segundo tiempo de reaccién garantiza un elevado limite superior de deteccion,
dando ambas como resultado un intervalo dinamico ampliado en comparacién con la medicién a una unica longitud
de onda y un unico tiempo de reaccion.

Cuando se realiza un ensayo de aglutinacién en el formato de inhibicién competitiva, la medicién realizada en un
primer lugar en la mayoria de las casos a una longitud de onda mayor y un primer tiempo de reacciéon permite una
deteccion 6ptima con respecto a la sensibilidad, y la medicion paralela realizada en segundo lugar en la mayoria de
los casos a una longitud de onda menor y un segundo tiempo de reaccidn garantiza un elevado limite superior de
deteccion, dando ambas como resultado un intervalo dinamico ampliado en comparaciéon con la medicién a una Unica
longitud de onda y un unico tiempo de reaccion.

En un modo de realizacién adicional de la presente invencién hay casos en los que una baja longitud de onda a un
primer tiempo de reaccién permite una deteccion 6ptima con respecto a la sensibilidad, y la medicién paralela a una
segunda longitud de onda mayor y un segundo tiempo de reaccion garantiza un elevado limite superior de deteccion,
dando ambas como resultado un intervalo dinamico ampliado en comparacién con la mediciéon a una unica longitud
de onda y un unico tiempo de reaccion.

Definiciones

El término «determinar», como se usa en el presente documento, significa evaluar, diagnosticar, decidir, identificar,
evaluar o clasificar si un analito especifico de una muestra se cuantifica a partir del cambio en la turbidez de la mezcla
de reaccién en base a la aglutinacién del analito especifico y un socio de unién especifico del analito mediante
inmunoensayos turbidimétricos y nefelométricos o si el analito especifico se cuantifica con la ayuda de un reactivo de
color en ensayos colorimétricos.

El término «cantidad», como se usa en el presente documento, abarca la cantidad absoluta de un analito o la cantidad
y/o concentracion relativa de dicho analito y/o cualquier valor y/o parametro que se pueda correlacionar con el mismo
y/o se pueda derivar del mismo.

El término «muestra», como se usa en el presente documento, se refiere a una muestra de un liquido corporal
seleccionado entre sangre, es decir, sangre completa, plasma o suero u orina, LCR, esputo o a una muestra de células
separadas o a una muestra de un tejido o un 6rgano de un individuo respectivo. Las muestras de liquidos corporales
se pueden aislar mediante técnicas bien conocidas. Se pueden aislar muestras de tejidos u 6rganos a partir de
cualquier tejido u 6rgano mediante, por ejemplo, biopsia. Las células separadas se pueden aislar a partir de los liquidos
corporales o tejidos u érganos mediante técnicas de separacion tales como centrifugacién o clasificacion celular.
Preferentemente, los lisados de las muestras de células, tejidos u érganos se aislan a partir de dichas células, tejidos
u érganos que expresan o producen los péptidos a los que se hace referencia en el presente documento.

El término «aglutinacién», como se usa en el presente documento, es principalmente un fenémeno quimico en el que
la interaccién superficial entre la macromolécula conduce a la reticulacion y a la formaciéon de un gran complejo. La
formacion de este gran complejo conduce a un aumento en las propiedades de dispersion de la luz que, dependiendo
del tamafio del complejo, se puede observar a simple vista o se puede monitorizar fotométricamente mediante
deteccion turbidimétrica y nefelométrica (ver Christopher P. Price, Encyclopedia of Life Sciences 2001, p. 1-7).
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El procedimiento de ensayo de la presente invencion puede ser cualquier tipo de ensayo de dispersion de la luz, en
particular, ensayos turbidimétricos, nefelométricos y colorimétricos. El ensayo se puede usar para determinar la
cantidad de cualquier analito especifico adecuado para determinarse mediante ensayos turbidimétricos,
nefelométricos y colorimétricos, es decir, cualquier analito para el que haya socios de reaccion que se puedan unir y
que reconozcan especificamente al analito.

El término «turbidimetria y nefelometria» son procedimientos conocidos en la técnica para determinar la cantidad de
opacidad o turbidez en una solucién en base a la medicion del efecto de dicha turbidez sobre la transmision y
dispersion de la luz. La turbidez en un liquido esta causada por la presencia de particulas en suspension finamente
divididas. Si se hace pasar un haz de luz a través de una muestra turbia, su intensidad se reduce por dispersion y la
cantidad de luz dispersada depende de la concentracion y de la distribucion de tamano de las particulas. El
espectrofotometro mide el aumento de la turbidez (es decir, la reduccion de la intensidad de la luz transmitida), que se
debe al aumento del tamafio de particula resultante de la reaccion de inmunoaglutinacién. Este aumento de la turbidez
es una medida directa de la inmunoaglutinaciéon causada por el analito o0 una medida indirecta de la inhibicién de la
inmunoaglutinacién causada por el analito. En nefelometria se mide la intensidad de la luz dispersada, mientras que
en turbidimetria se mide la intensidad de luz transmitida a través de la muestra.

Los ensayos turbidimétricos implican la medicién de la intensidad del haz incidente a medida que pasa a través de la
muestra. El haz de luz puede pasar a través de una suspension o ser absorbido, reflejado o dispersado por las
particulas. Como consecuencia, la intensidad de la luz disminuye a medida que se transmite a través de la suspension.
Para las particulas no absorbentes, la disminucién de la intensidad luminosa debida a la dispersién se expresa como
turbidez.

Los ensayos nefelométricos se refieren a la medicién de la luz dispersada en un angulo 6 definido desde el haz
incidente cuando el haz incidente pasa a través de la muestra. En nefelometria se mide el cambio en la intensidad de
la luz dispersada después de un tiempo, ya que las especies de dispersion aumentan rapidamente de tamafio. La luz
dispersada es proporcional a las concentraciones iniciales de antigeno cuando se mide en presencia de un complejo
anticuerpo-latex fijo. Se describen explicaciones adicionales en J.A. Molina-Bolivar et al., Journal of Macromolecular
Science, Part C-Polymer Review, 45:59-98, 2005.

El procedimiento de inmunoensayo de la presente invencion funciona con todas las pruebas de aglutinacién conocidas
con y sin potenciacién por microparticulas.

Preferentemente, se utiliza dentro de la presente invencién una «prueba de aglutinacién por dispersion de luz
potenciada por microparticulas», que también se denomina «inmunoturbidimetria potenciada por particulas» (PETIA).
Los inmunoensayos potenciados por particulas se usan rutinariamente en el diagnostico clinico para la cuantificacion
de proteinas séricas, farmacos y drogas en analizadores de bioquimica clinica, ya que tienen los beneficios de ser
ensayos cuasihomogéneos que no requieren ninguna etapa de separacion o lavado. Para potenciar la deteccion 6ptica
entre el analito especifico y un socio de unién especifico del analito en la mezcla de reaccién, el analito o el socio de
union especifico del analito estan unidos a particulas adecuadas. De este modo, el analito reacciona y se aglutina con
las particulas que se recubren con socios de unién especificos del analito. Al aumentar la cantidad de analito,
aumentan la aglutinacion y el tamafio de los complejos, lo que conduce ademas a un cambio en la dispersion de la
luz. Las particulas aglutinadas se determinan mediante mediciones turbidimétricas y nefelométricas.

El material de las microparticulas puede ser cualquier material inorganico, organico o polimérico adecuado para
ensayos de dispersion de luz potenciada por microparticulas. El material de las microparticulas puede ser cualquier
material inorganico, organico o polimérico adecuado para ensayos de dispersién de luz potenciada por microparticulas.
Dichos materiales incluyen, por ejemplo, selenio, carbono, oro; nitruros de carbono, silicio 0 germanio, por ejemplo,
SisN4; 6xidos de hierro, titanio o silicio, por ejemplo, TiO2 o SiO2; y materiales poliméricos tales como, por ejemplo,
poliestireno, poli(cloruro de vinilo), resinas epoxi, poli(cloruro de vinilideno), poli(metacrilato de alfanaftilo),
poli(vinilnaftaleno), o copolimeros de los mismos, en particular copolimeros de estireno y un compuesto etilénicamente
insaturado copolimerizable, por ejemplo, copolimeros de estireno-(met)acrilato. Son particularmente adecuadas
microparticulas hechas de materiales poliméricos, asi como particulas nucleo-envoltura que consisten en un nucleo
interno polimerizado a partir de estireno y una envoltura externa formada por copolimerizaciéon de estireno con un
compuesto etilénicamente insaturado copolimerizable, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 4.210.723. La
mayoria de los ensayos basados en particulas emplean particulas de latex, siendo el tipo predominante el poliestireno.
Una revision de la prueba de aglutinacion de latex se describe en J. L. Ortega-Vinuesa, J. Biomater. Sci. Polymer Edn,
Vol. 12, n.° 4 pp.379-408 (2001).

Existen diferentes formatos de prueba para inmunoturbidimetria potenciada por particulas (PETIA), el formato
competitivo y el formato directo.

El formato directo se aplica preferentemente para analitos que tienen un gran tamafio. Estos analitos son antigenos
polivalentes con multiples epitopos, por ejemplo, proteinas y microorganismos. Para el formato directo, las particulas
estan recubiertas con anticuerpos que se aglutinan con el analito.
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Los ensayos turbidimétricos y nefelométricos también se pueden realizar en un formato de inhibicién competitiva. Este
formato se usa con mayor frecuencia para medir moléculas pequefias, como haptenos, y en general se aplica en
diagnostico para las pruebas de drogas y la monitorizacion de farmacos. En este formato, el reactivo de ensayo no
solo contiene un socio de unién especifico del analito, sino también un analito quimicamente modificado obtenido
uniéndolo a una superficie de microesferas o a otra molécula transportadora, como una proteina (por ejemplo,
albumina de suero bovino) o un polimero u oligédmero soluble. A diferencia del analito no modificado, este reactivo es
capaz de aglutinarse en presencia de un socio de unién especifico del analito debido a las multiples copias del analito
presentes en la molécula. El analito de una muestra se cuantifica a partir del cambio en la turbidez de la mezcla de
reaccion en base a la aglutinacion del analito especifico y un socio de union especifico del analito.

Los antigenos estan unidos a un agente de reticulacién, por ejemplo, polihaptenos, que compite contra el antigeno de
la muestra por el sitio de unién del anticuerpo como se muestra en el documento EP 545350. Aqui, un polimero soluble,
una proteina o una microparticula actian como molécula portadora para multiples copias del antigeno. La cantidad de
antigeno no marcado en la muestra de prueba se mide por su capacidad para competir con el antigeno marcado en
el inmunoensayo. El antigeno no marcado bloquea la capacidad del antigeno marcado para unirse, ya que ese sitio
de union en el anticuerpo ya esta ocupado. Por lo tanto, en un inmunoensayo competitivo, la medicién de una menor
cantidad de marcador en el ensayo significa que hay mas antigenos no marcados (muestra de prueba) presentes.

Preferentemente se usa un ensayo de aglutinacién por dispersiéon de luz potenciada por microparticulas para
determinar la cantidad de un analito que comprende el uso de una mezcla de particulas con propiedades de fuerte
dispersion de la luz que llevan al menos un socio de uniéon de alta reactividad para el analito y particulas con
propiedades de débil dispersion de la luz que llevan al menos un socio de union de baja reactividad para el analito,
como se describe en el documento EP 0898169. Las particulas con propiedades de fuerte dispersién de la luz tienen
un tamafio mayor y/o un indice de refraccion superior al de las particulas con propiedades de débil dispersion de la
luz. El reactivo de microparticulas para un inmunoensayo de dispersion de luz potenciada por microparticulas para
determinar la cantidad de un analito, que comprende una mezcla de microparticulas de 30 a 600 nm de diametro, que
incluye particulas con propiedades de fuerte dispersion de la luz que llevan al menos un socio de unién de alta
reactividad para el analito y particulas con propiedades de débil dispersién de la luz que llevan al menos un socio de
union de baja reactividad para el analito. Las microparticulas son, en general, aproximadamente esféricas con una
distribucién de tamafio estrecha, siendo su diametro medio una buena representacion de su tamafio. De acuerdo con
la ley de dispersion de la luz (D. J. Newman et al., 1992, Ann. Clin. Biochem. 29, 22-42), las propiedades de fuerte
dispersion de la luz son el resultado de un gran tamafio de particula y/o una elevada relacion entre el indice de
refraccion de la particula y el del medio, mientras que la débil dispersion de la luz es el resultado de un tamafio de
particula pequefio y/o una baja relacién entre el indice de refraccion de la particula y el del medio.

El término «ensayo espectrofotométrico», también denominado «ensayo fotométrico», se conoce bien en la técnica.
Los ensayos fotométricos abarcan inmunoensayos turbidimétricos y nefelométricos, asi como ensayos colorimétricos.
En los inmunoensayos turbidimétricos y nefelométricos, el analito especifico se cuantifica a partir del cambio en la
turbidez de la mezcla de reaccidon en base a la aglutinacion del analito especifico y un socio de unién especifico del
analito, mientras que en los ensayos colorimétricos el analito especifico se cuantifica con ayuda de un reactivo de
color. En los ensayos espectrofotométricos, el curso de la reaccién se sigue midiendo un cambio en la cantidad de luz
que absorbe la solucién del ensayo. Si esta luz se encuentra en la region visible, se puede observar un cambio en el
color del ensayo y estos se denominan ensayos colorimétricos. El ensayo de MTT, un ensayo redox que usa un
colorante de tetrazolio como sustrato, es un ejemplo de un ensayo colorimétrico. La luz UV se utiliza a menudo, ya
que las coenzimas comunes NADH y NADPH absorben la luz UV en sus formas reducidas, pero no en sus formas
oxidadas. Por lo tanto, una oxidorreductasa que usa NADH como sustrato se podria someter a ensayo siguiendo la
disminucién en la absorbancia UV a una longitud de onda de 340 nm a medida que consume la coenzima.

Incluso cuando la reaccion enzimatica no da como resultado un cambio en la absorbancia de la luz, todavia puede ser
posible usar un ensayo espectrofotométrico para la enzima usando un ensayo acoplado. Aqui, el producto de una
reaccion se usa como el sustrato de otra reaccion facilmente detectable. Un ejemplo para un ensayo acoplado es la
enzima hexocinasa, que se puede analizar acoplando su produccién de glucosa-6-fosfato a la produccién de NADPH,
usando la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

El término «ensayos colorimétricos», de acuerdo con la presente invencion, se usa habitualmente en los diagnésticos
clinicos en analizadores de bioquimica clinica altamente automatizados. Debido a su sencillo procedimiento en una
sola etapa y a sus cortos tiempos de ejecucion, los ensayos colorimétricos homogéneos son candidatos ideales para
la aplicaciéon en analizadores automatizados. En realidad, se ofrece un amplio menu de pruebas para los analizadores
de bioquimica clinica, por ejemplo, cobas® ¢ de Roche Diagnostics. Los ensayos colorimétricos se caracterizan por la
formacion o el cambio o la reduccién del color en presencia del analito por cuantificar. Las pruebas colorimétricas
tipicas que se ejecutan en los analizadores de laboratorio son las pruebas de bioquimica clinica y las pruebas
inmunoenzimaticas (CEDIA, EMIT). Dichos ensayos se detectan por espectrofotometria en espectrometros. La
deteccion de estos ensayos en los instrumentos cobas® c se basa en un fotdbmetro con una lampara halégena de
tungsteno como fuente de irradiacién y una matriz de fotodiodos (12 diodos que producen 12 longitudes de onda entre
340 y 800 nm) como detector. La densidad o6ptica es directamente proporcional a la concentracion del compuesto
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coloreado. Si el desarrollo del color esta relacionado con la concentracion de una sustancia en solucion, la
concentracion se puede medir determinando el grado de absorcion de la luz a la longitud de onda apropiada. Un modo
de realizacion de la presente invencion es el procedimiento de la presente invencion, en el que el analito especifico se
cuantifica en inmunoensayos colorimétricos con la ayuda de un reactivo de color.

El término «reactivo de color» abarca cualquier reactivo de ensayo o una mezcla de reactivos de ensayo que conducen
a un cambio de color, formacién de color o reduccion de color del ensayo que se puede medir en el fotbmetro con
longitudes de onda tipicas que varian de 340 a 800 nm. Muchos ensayos colorimétricos implican una enzima vy el
sustrato correspondiente que conducen a productos coloreados en una reaccién de una o mas etapas; el cambio de
color puede ser inducido por los cofactores enzimaticos correspondientes como NAD/NADH en lugar de por el propio
sustrato. También hay ensayos colorimétricos basados en la reaccién especifica del analito con un reactivo quimico
que conduce a un producto coloreado en una reaccion de una o mas etapas. En inmunoensayos colorimétricos como
EMIT o CEDIA, el color se forma normalmente por la reaccién de una enzima indicadora, como la B-galactosidasa o
una deshidrogenasa, con su sustrato correspondiente que conduce a un producto con propiedades de absorcion
caracteristicas y detectables. La reaccién de la enzima indicadora con el sustrato tiene lugar normalmente después
de la inmunorreaccioén entre el analito y el anticuerpo que luego desencadena o inhibe la reaccion enzimatica. En otras
pruebas colorimétricas, como las pruebas tipicas de bioquimica clinica para analizadores de laboratorio, el color se
forma, cambia o reduce por la reaccién del analito con enzimas o con cualquier otro reactivo quimico especifico o una
combinacién de los mismos. En algunos casos, el analito mismo actia como enzima. Incluso cuando la reaccion
enzimatica no da como resultado un cambio en la absorbancia de la luz, todavia puede ser posible usar un ensayo
espectrofotométrico para la enzima usando un ensayo acoplado. Aqui, el producto de una reaccion se usa como el
sustrato de otra reaccion facilmente detectable. Un ejemplo para un ensayo acoplado es la enzima hexocinasa, que
se puede analizar acoplando su produccién de glucosa-6-fosfato a la produccion de NADPH, usando glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa.

El término «dispersion de Rayleigh» es la dispersion elastica de la luz u otra radiacién electromagnética por particulas
mucho mas pequefias que la longitud de onda de la luz. Las particulas pueden ser atomos individuales o moléculas.
Puede ocurrir cuando la luz viaja a través de sélidos y liquidos transparentes, pero se observa mas prominentemente
en los gases. La dispersion de Rayleigh es una funcion de la polarizabilidad eléctrica de las particulas. La dispersiéon
por particulas similares o mayores que la longitud de onda de la luz se trata tipicamente mediante la teoria de Mie, la
aproximacion de dipolos discretos y otras técnicas computacionales. La dispersion de Rayleigh se aplica a las
particulas que son pequefias con respecto a las longitudes de onda de la luz, y que son opticamente «débiles» (es
decir, con un indice de refracciéon cercano a 1). La cantidad de dispersion de Rayleigh que se produce para un haz de
luz depende del tamafio de las particulas y de la longitud de onda de la luz.

El término «analito», de acuerdo con la presente invencién, abarca cualquier «compuesto de diagnéstico in vitro» tal
como, por ejemplo, proteinas séricas, farmacos y drogas. Los analitos representativos incluyen, pero no se limitan a,
antigenos, haptenos, anticuerpos, proteinas, péptidos, aminoacidos, hormonas, esteroides, marcadores de células
cancerosas, células de tejidos, virus, vitaminas, acidos nucleicos y plaguicidas. Como se utiliza en el presente
documento, un «analito» o «analito especifico» se refiere a la sustancia cuya presencia y/o concentracion en una
muestra ha de determinarse. El término «analito» incluye cualquier sustancia para la que exista un socio de reaccién
especifico (por ejemplo, una molécula o sustancia de uniéon que se una especificamente al analito) o para la que se
puede preparar un socio de union especifico.

Los analitos que se pueden determinar mediante el ensayo de la invencion incluyen analitos antigénicos, siendo los
socios de unién adecuados los socios de unidn inmunolégicos. Los analitos antigénicos pueden ser monoméricos o
poliméricos, con o sin epitopos repetitivos.

Los analitos antigénicos adecuados incluyen:

a) Proteinas especificas tales como, por ejemplo, alfa-1-glicoproteina acida (AAGP), alfa-1-antitripsina (AAT),
albumina en suero (ALBS), microalbumina (ALBU), apolipoproteina A-1 (APOA), apolipoproteina B (APOB),
antiestreptolisina O (ASO), antitrombina Illl (AT Ill), complemento C3c (C3C), complemento C4 (C4), proteina C-
reactiva (CRP), fibrinégeno (FIBG), fibronectina (FIBR), haptoglobulina (HAPT), inmunoglobulina A, G, M (IgA, 1gG,
IgM), lipoproteina a (LPA), factores reumatoides (RF), transferrina (TRSF), amiloide sérico A (SAA);

b) Marcadores tumorales tales como, por ejemplo, alfa-fetoproteina (AFP), subunidad beta de gonadotropina coriénica
humana (b-HCG), beta-2-microglobulina, antigenos glucidicos como CA 125, CA 15-3, CA 19-9, CA 72-4, antigeno
carcinoembrionario (CEA), ferritina, antigeno mucinoso asociado a carcinoma (MCA), enolasa neuroespecifica (NSE),
antigeno prostatico especifico (PSA);

¢) Marcadores cardiovasculares o de fibrindlisis tales como, por ejemplo, proteina de unién a acidos grasos (FABP),
productos de degradacion de fibrina y fibrindgeno (FDP), dimero D de FDP, troponina, mioglobina, hemoglobina
glicosilada A1c (HbA1c);

d) Marcadores de virus tales como, por ejemplo, virus de la gripe, virus del herpes simple (VHS);

e) Inmunoglobulina E (IgE), insulina, cistatina C

f) Inmunosupresores tales como, por ejemplo, ciclosporina, everolimus, MPA (acido micofendlico), sirolimus, tacrolimus
g) Farmacos tales como, por ejemplo, paracetamol, aminoglicésidos, anfetaminas, amikacina, barbituricos,
benzodiacepinas, buprenorfina, carbamazepina, cocaina, digoxina, digitoxina, éxtasis, gentamicina, inhibidores de la
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proteasa del VIH, lidocaina, LSD, MDEA, metadona, metanfetamina, metacualona, 6-monoacetil-morfina, napa,
procainamida, fenitoina, fenciclidina, fenobarbital, propoxifeno, quinidina, salicilato, teofilina, THC, antidepresivos
triciclicos, tobramicina, vancomicina, VPA.

Los analitos que se pueden determinar mediante el ensayo de la invencién incluyen ademas acidos nucleicos, siendo
los socios de unién adecuados las sondas de captura de oligonucleétidos que muestran una complementariedad de
secuencia suficiente para que tenga lugar la hibridaciéon. Los analitos de acidos nucleicos adecuados incluyen ADN,
ARN vy derivados de los mismos cuya determinacion de la cantidad es de interés en el campo diagnéstico o
farmacéutico. Ejemplos de dichos acidos nucleicos que se determinan cuantitativamente usando el ensayo de la
invenciéon son ARN de VIH1, ARN de VIH2, ARN de VHC, ARN de enterovirus, ADN de VIH, ADN de CMV y ADN de
Mycobacterium tuberculosis.

Como ejemplo, los analitos CRP (proteina C-reactiva), ferritina, mioglobina, dimero D, RF Il (factor reumatoide Il), DIG
(digoxina) y fenobarbital se determinaron en una muestra de acuerdo con los procedimientos de la presente invencion.

El término «socio de reaccidn especifico del analito», como se usa en el presente documento, es capaz de reaccionar
con el analito especifico para formar un complejo de reaccién, como un inmunocomplejo antigeno-anticuerpo, o para
formar un nuevo producto, como el producto resultante de una reaccién enzima-sustrato. Los socios de reaccion
especificos del analito tipicos incluyen, pero no se limitan a, proteinas de unién, antigenos, fragmentos de antigeno,
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, acidos nucleicos, receptores y socios de unién potenciados por particulas,
enzimas, sustratos (en los casos en que el analito es una enzima), reactivos quimicos especificos que conducen a un
cambio de color en presencia del analito. Dichos socios de reaccion especificos para un analito dado se pueden
obtener a partir de fuentes comerciales o se pueden preparar de acuerdo con procedimientos estandar conocidos por
los expertos en la técnica. Los ejemplos de pares de socios de reaccion especificos del analito incluyen, pero no se
limitan a, hapteno:anticuerpo, biotina:avidina, hormona:receptor, polipéptido:anticuerpo y oligonucle6tido:ADN o ARN
complementario, enzima-sustrato. Para socios de reaccién especificos del analito que conducen a la formacion de un
complejo de unién con el analito, como es el caso con anticuerpos, el término «socio de union especifico del analito»
se puede usar igualmente en lugar de «socio de reaccion especifico del analito».

El término «anticuerpo», como se utiliza en el presente documento, se refiere a inmunoglobulinas que se producen en
respuesta a la deteccion de una sustancia extrafia, e incluye moléculas intactas, asi como fragmentos funcionales de
las mismas, tales como Fab, F(ab')2 y Fv. Los anticuerpos que se pueden usar como socios de unién inmunolégicos
en el ensayo de la presente invencidén incluyen anticuerpos policlonales de cualquier especie, anticuerpos
monoclonales de cualquier especie (incluyendo anticuerpos quiméricos y/o anticuerpos recombinantes). Debido a su
capacidad de producirse de forma idéntica en cantidades ilimitadas, en general son preferentes los anticuerpos
monoclonales o fragmentos de los mismos.

El término «antigeno», como se usa en el presente documento, se caracteriza por su capacidad para unirse en el sitio
de unién al antigeno de un anticuerpo. La regién de un antigeno que es reconocida por un anticuerpo, y a la que se
une el anticuerpo, se denomina «epitopo». Un antigeno es una sustancia que es capaz de inducir una respuesta
inmunitaria, es decir, produccion de anticuerpos, cuando se introduce en un cuerpo animal o humano. Un hapteno es
una molécula pequefia que puede provocar una respuesta inmunitaria solo cuando esta unida a un portador grande
tal como una proteina. El portador puede ser uno que tampoco provoque una respuesta inmunitaria por si mismo. Una
vez que el cuerpo ha generado anticuerpos para un aducto hapteno-portador, el hapteno de molécula pequefia también
puede ser capaz de unirse al anticuerpo.

Es una practica comun determinar la concentracién de un analito usando al menos una «curva de calibracién» (también
conocida comunmente como curva estandar o curva de trabajo) que se ha dibujado de forma preliminar trazando la
interrelacion entre las concentraciones conocidas del analito en las muestras estandar y los valores analiticos medidos
tales como las densidades opticas de las muestras estandar. Cuando la curva de calibracion tiene una linealidad
adecuada en un intervalo mas amplio en la region de andlisis cuantitativo, la curva de calibracion se puede preparar
con un numero relativamente menor de muestras estandar, que estan cerca del limite superior, del limite inferior y del
punto intermedio del intervalo de determinacién del analisis cuantitativo.

En la practica, sin embargo, hay muchas curvas de calibracién que no son lineales en general. La curva de calibracién
de los ensayos turbidimétricos, nefelométricos o colorimétricos, preparada a partir de la absorbancia a una longitud de
onda especifica, es tipicamente una curva de calibracion en forma de S no lineal en la que la sensibilidad se deteriora
a una concentracion cercana a cero y se satura en un lado de mayor concentracién. La determinacién de la calibracion
en forma de S requiere una calibracién de multiples puntos en la que es obligado el uso de las muestras estandar de
la pluralidad de concentraciones. Ademas, esta curva de calibracion en forma de S carece de un intervalo de medicion
que se puede notificar a concentraciones muy bajas y muy altas. Aunque existen varios procedimientos, todavia hay
muestras de pacientes con concentraciones que estan fuera del intervalo de medicion. Como consecuencia, las
muestras se deben diluir en los casos en los que la concentracion de la muestra supera el limite superior de deteccion,
o se debe usar un mayor volumen de las muestras para las muestras con concentraciones por debajo del limite de
deteccion. Estas remediciones, llamadas repeticiones, generan gastos adicionales y suponen una pérdida de tiempo,
siendo ambos factores criticos para los laboratorios que realizan esos ensayos. Para evitar estos inconvenientes, en
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el presente documento se proporcionan nuevos procedimientos para aumentar la sensibilidad y ampliar el intervalo
dinamico de los ensayos turbidimétricos, nefelométricos o colorimétricos.

Al generar una curva de calibracién para un ensayo de aglutinacion basado en mediciones de la turbidez de la mezcla
de reaccion, la selecciéon de la longitud de onda desempefia, junto al tiempo de reaccién, un papel crucial para la
pendiente (sensibilidad analitica) de la curva y el intervalo de medicién superior alcanzable. Para el formato de ensayo
directo, las longitudes de onda pequefias pueden conducir a curvas de calibracion con grandes pendientes y sefiales
altas, mientras que para la region de alta concentracion las curvas pueden llegar a ser casi planas y conducir a valores
de sefal comparables para altas concentraciones y consecuentemente también a bajos limites de deteccién superior.
Por otro lado, las longitudes de onda mayores pueden conducir a curvas con pendientes pequefias, pero a valores de
sefial distinguibles para la regién de alta concentracién. La selecciéon de una longitud de onda y un tiempo de reaccion
correspondiente para el calculo de sefiales destinado a la generacion de una curva de calibracién puede requerir, por
tanto, un compromiso entre la sensibilidad analitica y el intervalo de medicién superior. En los ensayos colorimétricos
la situacion es similar. La seleccion de una longitud de onda cercana al maximo de absorcién del producto coloreado
formado garantiza una sefial alta y una sensibilidad alta; por otro lado, las sefiales para altas concentraciones de
analito pueden estar fuera del intervalo 6ptico especificado del detector.

En la presente invencion se generan simultdneamente dos curvas de calibracion para dos longitudes de onda y tiempos
de reaccion diferentes que permiten sorprendentemente la cuantificacion de un analito especifico de una muestra con
un intervalo dinamico incrementado. Para este fin, la muestra también se mide usando al menos estas dos longitudes
de onda y tiempos de reaccion diferentes. Al menos una sefial éptica de la muestra o al menos un valor de sefial
calculado de la misma decide qué curva de calibracion se va a usar para su cuantificacion.

El término «primera curva de calibracién», como se usa en el presente documento, se genera a partir de las sefiales
Opticas de la mezcla de reaccién a una primera longitud de onda y un primer tiempo de reaccién, ambos optimizados
para alcanzar un limite inferior de deteccion. La primera curva de calibracién registrada a una primera longitud de onda
y un primer tiempo de reaccién se optimiza para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el
limite inferior de deteccion.

El término «segunda curva de calibracion», como se usa en el presente documento, se genera a partir de las sefiales
Opticas de la mezcla de reaccién a una segunda longitud de onda y un segundo tiempo de reacciéon, ambos optimizados
para alcanzar un limite superior de deteccién elevado. La segunda curva de calibracién registrada a una segunda
longitud de onda y un segundo tiempo de reaccion se optimiza para altas concentraciones del analito especifico,
maximizando asi el limite superior de deteccién. Trabajar con dos curvas de calibracion en lugar de con una, como se
hace en la presente invencién, también puede mostrar beneficios adicionales tales como aliviar problemas
relacionados con el numero y concentraciones de calibradores requeridos, asi como el procedimiento de ajuste de
curva para la curva de calibracion. Las curvas de calibracion de la presente invencion estan predeterminadas para el
analito especifico utilizando una muestra estandar.

Después de preparar la muestra de medicion mezclando la muestra con el socio de reaccion especifico del analito y
el analito, que se puede modificar quimicamente, la mezcla de reaccidén se deja reaccionar durante un tiempo de
reaccion completo dado. La sefal optica para el analito especifico de la muestra por determinar en la mezcla de
reaccion se mide simultdneamente al menos a la primera y segunda longitudes de onda durante el tiempo de reaccion
completo.

La primera o la segunda curva de calibracion, registrada a la primera longitud de onda y un primer tiempo de reaccién
o registrada a la segunda longitud de onda y un segundo tiempo de reaccién, respectivamente, se selecciona para la
cuantificacion del analito especifico, en la que en base a al menos una de las sefiales Opticas de la muestra o en base
a al menos un valor de sefal calculado de la misma, se selecciona la primera o la segunda curva de calibracion para
el calculo de la concentracion de analito, mediante los siguientes criterios:

Para curvas de calibracion crecientes:

Si la sefal éptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracion
registrada a la primera longitud de onda y el primer tiempo de reaccion;

Si al menos una sefal 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracion
registrada a la segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion.

Para curvas de calibracion decrecientes:

Si la sefal éptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracién
registrada a la segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion;

Si la sefial optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracién
registrada a la primera longitud de onda y el primer tiempo de reaccién; La cantidad del analito especifico se cuantifica
por comparacion con la curva de calibracidon seleccionada.
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La presente invencion proporciona un procedimiento para determinar la cantidad de un analito especifico mediante
ensayos fotométricos, en el que el analito especifico de una muestra reacciona con un socio de reaccién especifico
del analito en una mezcla de reaccién. Dependiendo del espectrofotometro y de las longitudes de onda disponibles se
generan al menos dos curvas de calibraciéon para una primera y segunda longitudes de onda a un primer y segundo
tiempos de reaccién, que se predeterminaron para el analito especifico. De este modo, la sefial éptica para el analito
especifico de una muestra por determinar se mide simultaneamente en la mezcla de reaccion a la primera y segunda
longitudes de onda.

El término «primera longitud de onda» y primer tiempo de reaccion, como se usan en el presente documento, se
optimizan para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de deteccién. Esto
significa que la primera longitud de onda en combinacion con el primer tiempo de reaccidn genera, por ejemplo, sefiales
altas en el caso del formato de ensayo directo, lo que conduce a una curva de calibracidén que tiene una alta sensibilidad
analitica. La sensibilidad, la sensibilidad analitica, el limite inferior de deteccién (LDL), el limite de blanco (LOB), el
limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) son términos utilizados para describir la concentracion
mas pequefia de una medida que se puede medir de forma fiable por un procedimiento analitico. Todos estos términos
estan relacionados, pero tienen definiciones distintas (ver Lit. clin biochem rev 2008, 29, 49). Por ejemplo, el término
«sensibilidad analitica» se define como la pendiente de la curva de calibracion.

El término «limite inferior de deteccion» (LDL), como se utiliza en el presente documento, también se denomina
intervalo de medicion inferior. Una estrategia tipica para estimar el LDL consiste en medir réplicas, tales como n = 21,
de un calibrador de cero o muestra en blanco, determinando el valor medio (x) y la desviacién estandar (DE). EI LDL
se calcula como x + 2DE o x + 3DE. Este procedimiento para la determinaciéon del LDL esta de acuerdo con el
procedimiento descrito por Kaiser (H. Kaiser, Fresenius Zeitschrift fur analytische Chemie, 1965, 209, n.° 1, paginas
1-18). Si al menos una sefial éptica de una muestra (de las sefiales 6pticas de la muestra medidas simultaneamente
al menos a la primera y segunda longitudes de onda durante el tiempo de reaccién completo) o al menos un valor de
sefial calculado de la misma es menor que un valor umbral predeterminado correspondiente, la concentracion del
analito se determina por comparacion con la curva de calibracion a la primera longitud de onda y con el primer tiempo
de reaccion para ensayos con curvas de calibracion crecientes. En el caso de ensayos de aglutinacidon competitiva o
en el caso de un ensayo colorimétrico con curvas de calibracién decrecientes, se utilizaria la curva de calibracién a la
segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion, si al menos una sefal 6ptica de una muestra (de las
sefiales Opticas de la muestra medidas simultdneamente al menos a la primera y segunda longitudes de onda durante
el tiempo de reaccion completo) o al menos un valor de sefial calculado de la misma es menor que un valor umbral
predeterminado correspondiente.

El término «segunda longitud de onda» y segundo tiempo de reaccién, como se usan en el presente documento, se
optimizan para altas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion. Esto
significa que la segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccién generan, por ejemplo, sefiales distinguibles
para diferentes concentraciones de analito en el intervalo de medicion superior en el caso del formato de ensayo
directo, lo que conduce a una curva de calibracion con un intervalo de medicion superior alto.

La primera y la segunda longitudes de onda son diferentes, idealmente en al menos 5 nm, mientras que el primero y
segundo tiempos de reaccion pueden ser diferentes o idénticos.

El término «limite superior de deteccion» (UDL), como se utiliza en el presente documento, también se denomina
intervalo de medicion superior. EI UDL es la cantidad mas alta del analito en una muestra que se puede determinar de
manera fiable. En la presente invencién, el UDL se determin6 evaluando la linealidad del procedimiento y luego
seleccionando el valor de concentracion mas alto dentro del intervalo lineal como el UDL. Se dice que el procedimiento
es lineal cuando la recuperacién del analito de una serie de soluciones de muestra (valor medido) es proporcional a la
concentracioén real del analito (valor real) en las soluciones de muestra (Arch Pathol Lab Med 2004, 128, paginas 44-
48). La forma de la curva de calibracion, que puede ser parabolica o sigmoide, no se debe confundir con la linealidad
del procedimiento que describe la relacion entre el valor medido y el valor real. La curva de calibracion describe la
relacion entre la sefial y la concentracion.

El término «intervalo dinamico», en el contexto de la presente invencion, describe la magnitud del intervalo de medicién
de un ensayo y se define en el presente documento como la relacion entre el limite superior de deteccion (UDL) y el
limite inferior de deteccion (LDL). Si no se indica lo contrario, el término «intervalo de medicion» se usa como valores
de concentracién que comienzan en el LDL y terminan en el UDL. Esencialmente, se pueden usar otros términos de
sensibilidad ademas del LDL, como LOD o LOQ, y también se pueden usar otros términos que describan el intervalo
de medicion superior ademas del UDL para calcular el intervalo dinamico.

Ambas longitudes de onda, la primera y la segunda longitudes de onda, son las denominadas «longitudes de onda
principales» de acuerdo con el estado actual de la técnica para medir el analito.

El término «sefal éptica», como se utiliza en el presente documento, describe la sefial que se obtiene realizando una
medicion de absorbancia de la mezcla de reaccion. La sefial 6ptica puede ser un valor de absorbancia en el caso de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657 140 T3

ensayos turbidimétricos y colorimétricos o una sefal de luz dispersada en ensayos nefelométricos.

El término «valor de sefal calculado de la mismay, en el contexto de la presente invencion, significa un cambio en la
sefial optica de la mezcla de reaccién, y puede ser la diferencia entre dos mediciones de absorbancia, una medicion
inicial y una final, o puede ser un parametro cinético que exprese el cambio en la absorbancia por unidad de tiempo.
En general, la medicion inicial se puede realizar antes o poco después de afadir el reactivo final a la mezcla de
reaccion.

El término «tiempo de reacciéon», como se utiliza en el presente documento, es el periodo de tiempo entre la primera
(o inicial) y la segunda (o final) medicién de la sefial 6ptica que se usa para el calculo de un valor de sefal de la misma.
La primera medicion (o inicial) se realiza antes o poco después de afiadir el reactivo final a la mezcla de reaccion. En
el caso de mediciones cinéticas, el tiempo de reacciéon puede ser el periodo de tiempo utilizado para el calculo del
valor que expresa el cambio de absorbancia por unidad de tiempo. El «tiempo de reaccién» puede ser idéntico o mas
corto que el tiempo de reaccién completo.

El término «analito especifico», en el contexto de la presente invencion, significa que, para cada analito de una muestra
por medir, se pueden determinar curvas de calibracién especificas y longitudes de onda y tiempos de reaccioén
especificos que se optimizan para cada analito especifico para cuantificar la concentraciéon y que pueden diferir de un
analito a otro. Los fotdbmetros comunes son espectrofotdmetros o turbidimetros para inmunoturbidimetria y
nefeldmetros para inmunonefelometria. Un espectrofotémetro de longitud de onda multiple conocido en la técnica se
usa para medir la sefial optica para el analito especifico de una muestra por determinar en la mezcla de reacciéon de
acuerdo con la presente invencion. El que se usa preferentemente para ensayos colorimétricos € inmunoensayos
turbidimétricos y nefelométricos es un espectrofotometro.

Dependiendo de la arquitectura del espectrofotdmetro elegido y de las longitudes de onda disponibles, que pueden
diferir de un dispositivo a otro, se seleccionan una primera y una segunda longitudes de onda entre multiples longitudes
de onda. Un fotdmetro, como se usa en el presente documento, es el analizador cobas c® 311 de Roche que tiene la
capacidad de medir simultaneamente 12 longitudes de onda entre 300 nm y 800 + 2 nm. Preferentemente se utilizan
las longitudes de onda de 340, 376, 415, 450, 480, 505, 546, 570, 600, 660, 700, 800 + 2 nm. El procedimiento de la
presente invencion es especialmente ventajoso si se usa en analizadores automatizados, tales como el cobas ¢ 311,
que tiene la capacidad de medir multiples longitudes de onda simultaneamente. Las mediciones se realizan
preferentemente a una temperatura definida, preferentemente entre 20 y 40 grados Celsius.

Como ejemplo, la primera y segunda longitudes de onda y el primer y segundo tiempos de reaccion para la generacion
de la primera y segunda curvas de calibracion destinadas a la cuantificacién de varios analitos especificos se
determinaron de acuerdo con la presente invencion en el analizador cobas ¢c® 311 de Roche en condiciones estandar.
El instrumento pipetea automaticamente la muestra y los reactivos de ensayo en celdas de reaccién (= cubeta). El
instrumento mide la absorbancia de forma simultanea a 12 longitudes de onda diferentes: 340, 376, 415, 450, 480,
505, 546, 570, 600, 660, 700, 800 + 2 nm. Para cada celda de reaccién se mide un blanco en agua y luego se toman
lecturas de absorbancia 57 veces en 10 minutos, dando asi un total de 57 puntos de medicién para la absorbancia a
cada longitud de onda. La concentracién se puede calcular utilizando al menos uno de estos puntos de medicion. Las
mediciones se realizan a 37 grados Celsius.

Para el analito CRP (formato de ensayo directo), la primera longitud de onda se determiné en 505 nm y la segunda
longitud de onda en 600 nm, mientras que la longitud de onda estandar es de 570 nm. El primer tiempo de reaccion
se determin6 en 2,0 min y el segundo tiempo de reaccion en 1,2 min, mientras que el tiempo de reaccién estandar es
de 2,0 min. Para la primera y segunda curvas de calibracion, asi como para la curva de calibracién estandar, se registro
y usé 800 nm para fines de correccion mediante borrado.

Para el analito Ferritina (formato de ensayo directo), la primera longitud de onda se determin6 en 505 nm y la segunda
longitud de onda en 570 nm, mientras que la longitud de onda estandar es de 570 nm. El primer tiempo de reaccion
se determin6 en 4,9 min y el segundo tiempo de reacciéon en 5,1 min, mientras que el tiempo de reaccién estandar es
de 5,1 min. Para la primera y segunda curvas de calibracion, asi como para la curva de calibracién estandar, se registro
y usé 800 nm para fines de correccion mediante borrado.

Para el analito Mioglobina (formato de ensayo directo), la primera longitud de onda se determiné en 505 nm y la
segunda longitud de onda en 660 nm, mientras que la longitud de onda estandar es de 570 nm. El primer tiempo de
reaccion se determiné en 6,7 min y el segundo tiempo de reaccion en 2,6 min, mientras que el tiempo de reaccion
estandar es de 4,7 min. Para la primera y segunda curvas de calibracion, asi como para la curva de calibracion
estandar, se registré y us6é 800 nm para fines de correccion mediante borrado.

Para el analito Dimero D (formato de ensayo directo), la primera longitud de onda se determin6 en 800 nmy la segunda
longitud de onda en 700 nm, mientras que la longitud de onda estandar es de 800 nm. El primer tiempo de reaccién
se determin6 en 4,3 min y el segundo tiempo de reaccién en 1,4 min, mientras que el tiempo de reaccién estandar es
de 4,3 minutos.
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Para el analito Factor reumatoide Il (formato de ensayo directo), la primera longitud de onda se determin6 en 546 nm
y la segunda longitud de onda en 660 nm, mientras que la longitud de onda estandar es de 570 nm. El primer tiempo
de reaccién se determin6 en 8,5 min y el segundo tiempo de reaccién en 1,4 min, mientras que el tiempo de reaccion
estandar es de 2,2 min. Para la primera y segunda curvas de calibracion, asi como para la curva de calibracion
estandar, se registré y us6 800 nm para fines de correccion mediante borrado.

Para el analito DIG (digoxina) (formato de ensayo competitivo), la primera longitud de onda se determiné en 660 nm 'y
la segunda longitud de onda en 505 nm, mientras que la longitud de onda estandar es de 660 nm. El primer tiempo de
reaccion se determiné en 4,7 min y el segundo tiempo de reaccion en 4,7 min, mientras que el tiempo de reaccion
estandar es de 4,7 min. Para la segunda curva de calibracion, se registréo y usé 800 nm para fines de correccion
mediante borrado.

Para el analito Fenobarbital (formato de ensayo competitivo), la primera longitud de onda se determin6 en 600 nm y
la segunda longitud de onda en 505 nm, mientras que la longitud de onda estandar es de 600 nm. El primer tiempo de
reaccion se determind en 6,5 min y el segundo tiempo de reaccién en 7,9 min, mientras que el tiempo de reaccion
estandar es de 6,5 min. Para la primera y segunda curvas de calibracion, asi como para la curva de calibracion
estandar, se registré y usé 800 nm para fines de correccion mediante borrado. En la mayoria de los casos, el intervalo
dindmico se mejord mediante el uso de la estrategia de la presente invencidn, ya sea mejorando el LDL y/o el UDL del
ensayo. Solo en el caso de Digoxina y Dimero D la mejoria es moderada.

A partir de estos ejemplos de ensayo representados anteriormente, se pueden deducir algunas tendencias para el
formato de ensayo directo. La primera longitud de onda, utilizada para la primera curva de calibracion y para la
deteccion sensible del analito, suele ser mas pequefia que la segunda longitud de onda, utilizada para la segunda
curva de calibracién y la deteccidn de altas concentraciones de analito. Se muestra una excepcién para el ensayo de
Dimero D. Ademas, el primer tiempo de reaccién es mayor que o idéntico al segundo tiempo de reaccién en la mayoria
de los casos. Se identifica una excepcién para el ensayo de Ferritina, que muestra un primer tiempo de reaccién que
es menor que el segundo tiempo de reaccion. Se observan tendencias similares para el ensayo con formato de ensayo
competitivo que parecen comportarse a la inversa de los ensayos con formato directo.

Un modo de realizacion de la presente invencién es que, opcionalmente, una longitud de onda adicional se determina
como un valor en blanco para la correccién de interferencias y la compensacion del ruido fotométrico, también conocida
como medicion bicromatica (Clin. Chem. 1979, 25, 1482-1484). Para cada una de las dos longitudes de onda
principales es opcional si se registra una longitud de onda adicional para fines de correccion restando la sefial a la
longitud de onda de correccion de la sefal a la longitud de onda principal. Preferentemente, para el analito CRP, esta
longitud de onda adicional para las correcciones se registra a 800 nm.

Para la «primera longitud de onda» y el primer tiempo de reaccion y para la «segunda longitud de onda» y el segundo
tiempo de reaccion, las curvas de calibracion se construyen con muestras estandar para un analito especifico que se
miden simultaneamente. De acuerdo con la presente invencion, el registro de la primera curva de calibracién a la
primera longitud de onda (A1) y el primer tiempo de reaccion (t1) se optimiza para la sensibilidad o el limite inferior de
deteccion (LDL). El registro de la segundo curva de calibracion a la segunda longitud de onda (A2) y el segundo tiempo
de reaccién (t2) se optimiza para el limite superior de deteccion (UDL) elevado. Como ejemplo, para el ensayo de
CRP, las muestras estandar se miden simultaneamente a las 12 longitudes de onda disponibles en el cobas ¢ 311,
incluidas A1 (= 505 nm) y A2 (= 600 nm) y la longitud de onda de correccion (800 nm), en un periodo de tiempo de
10 min (= tiempo de reaccién completo). Al corregir todos los valores de absorbancia a 505 nm medidos durante el
tiempo de reaccién completo (aproximadamente 10 min) mediante la sustraccion de los valores de absorbancia
correspondientes a 800 nm, seguido del calculo de los valores de sefial para el primer tiempo de reaccion (t1) de la
misma calculando la diferencia entre el valor de absorbancia poco después de afiadir el reactivo final a la mezcla de
reaccion y el valor de absorbancia registrado 2,0 min después de que el reactivo final se afiadiera a la mezcla de
reaccion, se obtiene la curva de calibracién 1; simultdneamente, al corregir todos los valores de absorbancia a 600 nm
medidos durante el tiempo de reaccion completo (aproximadamente 10 min) mediante la sustraccion de los valores de
absorbancia correspondientes a 800 nm seguido del calculo de los valores de sefal para el segundo tiempo de
reaccion (t2) de la misma calculando la diferencia entre el valor de absorbancia poco después de afiadir el reactivo
final a la mezcla de reaccion y el valor de absorbancia registrado 1,2 min después de que se afadiera el reactivo final
a la mezcla de reaccion, se obtiene la curva de calibracion 2.

Un modo de realizacion adicional es el procedimiento de acuerdo con la presente invencion en el que se generan dos
curvas de calibracion que se registran a las mismas longitudes de onda y a diferentes tiempos de reaccion.

Después de construir las curvas de calibraciéon 1y 2 para el analito especifico, se puede determinar la concentracion
de las muestras. Por lo tanto, una muestra que contiene un analito especifico que ha de ser determinado se agrega a
los reactivos de prueba en una cubeta. Esta mezcla se incuba durante un cierto tiempo de reaccion, aqui el tiempo de
reacciéon completo, por ejemplo, 10 min.

El término «sefial 6ptica» para este analito, también denominada absorbancia como se usa en el presente documento,
se mide simultaneamente en la mezcla de reaccién al menos a las dos longitudes de onda predeterminadas, la primera
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y la segunda longitudes de onda, en una ejecucién durante el tiempo de reaccion completo. Opcionalmente, también
se puede registrar la sefial 6ptica a la longitud de onda de correccion.

El término «valor umbral», como se usa en el presente documento, también denominado «valor de corte», se usa para
valores de absorbancia definidos o una cantidad definida del analito del presente procedimiento; se usan
preferentemente los valores de absorbancia. Idealmente, el valor umbral se toma del punto en el que las dos curvas
de calibracion del presente procedimiento cambian de la primera curva de calibracion a la segunda curva de
calibraciéon. Solo se puede definir un valor de absorbancia como umbral, ya sea un valor (A[A1, t1]) para la primera
longitud de onda y el primer tiempo de reaccién o un valor (A[A2, t2]) para la segunda longitud de onda y el segundo
tiempo de reaccién, o se pueden considerar dos valores de absorbancia (A[A1, t1] y A[A2, t2]) en paralelo. Como
ejemplo, para el ensayo de CRP, A[A1, t1] y/o A[A2, t2] se pueden definir como valores umbral que corresponden a
una concentracién de 73 mg/l para CRP. En el caso de ensayos con curvas de calibracién crecientes como es el caso
con CRP, el valor A[A1, t1] es el valor de sefial mas alto de la curva de calibracion 1, y A[A2, t2] es el valor de sefial
mas bajo de la curva de calibracién 2. Las sefales de absorbancia sin procesar correspondientes a los valores de
absorbancia A[A1, t1] y/o A[A2, t2] también se pueden definir como umbral. Si al menos una sefial 6ptica de una
muestra o al menos un valor de sefial calculado de la misma supera el valor umbral predeterminado correspondiente,
la concentracién del analito se determina por comparacién con la segunda curva de calibracién a la segunda longitud
de onda y el segundo tiempo de reaccién. Es importante para un ensayo de IVD que los valores umbral se elijan a una
concentracién que no coincida con el valor de la decision clinica.

Para la seleccion del punto en el que las dos curvas de calibracion del presente procedimiento cambian de la primera
curva de calibracion a la segunda curva de calibracion existe, en general, una gran flexibilidad. Es importante que en
el punto seleccionado ambas curvas cumplan los requisitos relacionados con la linealidad del procedimiento y con la
precision y la sensibilidad. Por ejemplo, la curva de calibracién 2 idealmente deberia tener un LDL que al menos cubra
la concentraciéon en el punto seleccionado; y la curva de calibracion 1 idealmente deberia mostrar la linealidad del
procedimiento al menos hasta dicho punto seleccionado.

La seleccion de la primera longitud de onda 6ptima y el primer tiempo de reaccion para la primera curva de calibracion,
caracterizada por producir un LDL 6ptimo, asi como la seleccion de la segunda longitud de onda 6ptima y el segundo
tiempo de reaccion para la segunda curva de calibracién, caracterizada por producir un UDL éptimo, se realizaron
mediante un procedimiento de prueba y error. Aunque hay algunas tendencias para elegir las longitudes de onda y los
tiempos de reaccion 6ptimos, también hay excepciones a dichas tendencias y, como consecuencia, se deben verificar
todas las combinaciones de longitudes de onda y tiempos de reaccién para determinar su capacidad de producir un
LDL o UDL o6ptimo. Sin embargo, al hacer estos calculos manualmente, es decir, sin la ayuda de herramientas de
calculo automatizadas ni algoritmos, no es posible realizar los calculos para LDL y UDL para todas las combinaciones
de longitudes de onda y tiempos de reaccion empleando un esfuerzo razonable y en un periodo de tiempo razonable.
Por esta razén, el siguiente procedimiento se us6 en la presente invencion para el desarrollo de un procedimiento para
un cierto ensayo, en otras palabras, para la seleccién de la primera longitud de onda y el primer tiempo de reaccién
optimos, asi como para la segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion, asi como el umbral:

1) Medicién de los valores de absorbancia de las siguientes muestras simultaneamente a las 12 longitudes de onda
disponibles, por ejemplo, en el analizador cobas ¢ 311 durante el tiempo de reaccion completo:

- al menos 6 estandares en duplicados para la calibracion,

- una muestra en blanco en 21 réplicas para la determinaciéon de LDL,

- al menos 2 muestras en 21 réplicas para la determinacién de la precision (coeficiente de variacion),

- series de diluciébn que cubren concentraciones, por ejemplo, 2-4 veces superiores al UDL conocido para la
determinacion del UDL y la linealidad del procedimiento.

2) Seleccion del primer tiempo de reaccion (1) y la primera longitud de onda (A1) para la primera curva de calibracién
mediante el analisis de las 12 curvas cinéticas, registradas a las 12 longitudes de onda principales diferentes durante
el tiempo de reaccion completo, de la muestra en blanco (21 réplicas) y de una muestra a baja concentracion.
Opcionalmente, las longitudes de onda de correccion se pueden considerar adicionalmente aumentando asi el nUmero
de curvas cinéticas por analizar para la seleccion de las mejores longitudes de onda y tiempos de reaccién. La muestra
a baja concentracion tiene una concentracién en el intervalo de 1-5 veces el valor de LOQ conocido y puede ser una
de las muestras estandar o una de las muestras de precision medidas en el punto 1). Las curvas cinéticas describen
los valores de absorbancia en el eje de ordenadas y el tiempo (en el caso del cobas c 311, el tiempo se representa
como punto de medicién) en el eje de abscisas. Solo se consideran los valores de absorbancia que se encuentran
dentro del intervalo o6ptico especificado del detector (absorbancia de 0,0000-3,0000). En la primera etapa se
determinan algunos tiempos de reaccion éptimos para cada longitud de onda de la curva cinética correspondiente
eligiendo un punto de tiempo (o punto de medicién) inicial, antes o poco después de afiadir el reactivo final, y eligiendo
un punto de tiempo (o punto de medicion) final, cumpliendo las siguientes pautas:

la variacion de sefial de la muestra en blanco (21 réplicas) es minima y la sefial de la muestra en blanco es baja en el
punto de tiempo inicial

la lectura de absorbancia para la muestra a baja concentracion es baja en el punto de tiempo inicial y alta en el punto
de tiempo final, es decir, la diferencia entre la lectura de absorbancia inicial y la lectura de absorbancia final es maxima.

El término «tiempo de reaccion», como se usa en el presente documento, es la diferencia entre el punto de tiempo
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inicial y el punto de tiempo final. Después de haber seleccionado algunos tiempos de reaccién 6ptimos para cada
longitud de onda, se calcula el LDL para las 12 longitudes de onda en estos tiempos de reaccién. La longitud de onda
y el tiempo de reaccién que producen el mejor LDL se seleccionan como la primera longitud de onda y el primer tiempo
de reaccioén para la generacion de la primera curva de calibracion.

3) Selecciéon del segundo tiempo de reaccion (t2) y la segunda longitud de onda (A2) para la segunda curva de
calibraciobn mediante el analisis de las 12 curvas cinéticas, registradas a las 12 longitudes de onda principales
diferentes durante el tiempo de reaccion completo, de las series de dilucion que cubren concentraciones, por ejemplo,
2-4 veces superiores al UDL conocido. Opcionalmente, las longitudes de onda de correccion se pueden considerar
adicionalmente aumentando asi el nimero de curvas cinéticas por analizar para la seleccion de las mejores longitudes
de onda y tiempos de reaccioén. Solo se consideran los valores de absorbancia que se encuentran dentro del intervalo
optico especificado del detector (0,0000-3,0000). En la primera etapa se determinan algunos tiempos de reaccién
optimos para cada longitud de onda de la curva cinética correspondiente eligiendo un punto de tiempo (o punto de
medicion) inicial, antes o poco después de afiadir el reactivo final, y eligiendo un punto de tiempo (o punto de medicion)
final, cumpliendo los siguientes criterios:

- el punto de tiempo inicial se elige en un momento antes o poco después de afiadir el reactivo final

- el punto de tiempo final se elige de forma que las muestras mas concentradas de las series de dilucion muestren
sefiales distinguibles y crecientes con concentraciones crecientes, es decir, el valor absoluto de la diferencia entre la
lectura de absorbancia inicial y la lectura de absorbancia final para una determinada muestra concentrada es mayor
que el valor absoluto correspondiente del valor de diferencia para la muestra con la siguiente concentraciéon mas baja.

Después de haber seleccionado algunos tiempos de reaccion éptimos (diferencia entre el punto de tiempo inicial y el
punto de tiempo final) para cada longitud de onda, se calcula el UDL para las 12 longitudes de onda en estos tiempos
de reaccién. La longitud de onda y el tiempo de reaccién que producen el mejor UDL se seleccionan como la segunda
longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion para la generacién de la segunda curva de calibracién.

4) Configuracion del umbral: los valores umbral se establecen a una concentracion en la que las curvas de calibracion
cambian de la primera a la segunda curva de calibracién, es decir, se usa la primera curva de calibracién para la
cuantificacion del analito a concentraciones mas bajas y se usa la segunda curva de calibracion para la cuantificacion
del analito a concentraciones mas altas. Para la seleccion del punto o la concentracion en la que cambian las curvas
de calibracion existe, en general, una gran flexibilidad.

En este punto es importante que se cumplan los siguientes criterios:

- que ambas curvas de calibracién muestren la linealidad del procedimiento, la primera curva de calibracion en el
intervalo desde el LDL hasta la concentracidén en el umbral y la segunda curva de calibracion en el intervalo desde la
concentracién en el umbral hasta el UDL,

- que la segunda curva de calibracién muestre un LDL que al menos cubra la concentracién en el umbral,

- que la concentracion en el umbral no sea idéntica al valor de decision clinica de la prueba IVD.

Por lo tanto, un modo de realizacién es un procedimiento implementado por ordenador para determinar la longitud de
onda, el tiempo de reaccién y el umbral 6ptimos de acuerdo con la presente invencidon, que comprende las etapas de:
a) recibir un conjunto de datos que representan los valores de absorbancia de las muestras disponibles
simultaneamente en un analizador, en el que dicho conjunto de datos incluye una pluralidad de puntos de datos:

- estandares por duplicado para la calibracion,

- una muestra en blanco para la determinacién del LDL,

- al menos 2 muestras en réplicas para la determinacion de la precision,

b) realizar series de dilucién que cubran las concentraciones que determinan el primer tiempo de reaccion y la primera
longitud de onda para la primera curva de calibracién analizando las curvas cinéticas, registradas a diferentes
longitudes de onda principales durante el tiempo de reaccion completo, de la muestra en blanco y una muestra a baja
concentracion,

c) determinar el segundo tiempo de reaccién y la segunda longitud de onda para la segunda curva de calibracion
analizando las curvas cinéticas, registradas a diferentes longitudes de onda principales durante el tiempo de reaccion
completo,

d) establecer los valores umbral a una concentracion en la que las curvas de calibracion cambian de la primera a la
segunda curva de calibracién, usando la primera curva de calibracion para la cuantificacion del analito a
concentraciones mas bajas y usando la segunda curva de calibracion para la cuantificacion del analito a
concentraciones mas altas.

El procedimiento se puede implementar utilizando sistemas informaticos personales convencionales que incluyen,
pero no se limitan a, un dispositivo de entrada para introducir un conjunto de datos, tal como un teclado, un ratén y
similares; un dispositivo de visualizacion para representar un punto de interés especifico en una region de una curva,
tales como un monitor; un dispositivo de procesamiento necesario para llevar a cabo cada etapa del procedimiento,
tal como una CPU; una interfaz de red tal como un médem, un dispositivo de almacenamiento de datos para almacenar
el conjunto de datos, un cédigo informatico que se ejecuta en el procesador y similares. Ademas, el procedimiento
también se puede implementar en un analizador, por ejemplo, el analizador cobas ¢ 311.
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En el caso de que estos criterios no se cumplan para el umbral a cualquier concentracion, las condiciones para la
primera curva de calibracién (primera longitud de onda y primer tiempo de reaccion) y/o las condiciones para la
segunda curva de calibracion (segunda longitud de onda y segundo tiempo de reaccion) tienen que cambiarse para
que se cumplan los criterios. Dichos cambios pueden comprometer el factor de mejora logrado para el intervalo
dinamico. En el procedimiento descrito anteriormente para la seleccién de las longitudes de onda y los tiempos de
reaccion 6ptimos para las curvas de calibracion 1y 2 solo se aplicé el procedimiento de dos puntos finales para calcular
las sefales. Un procedimiento de dos puntos finales es un ensayo de punto final que realiza un blanco de muestra.
Aqui se consideran dos lecturas de absorbancia en dos puntos de medicion diferentes: la primera lectura se toma
generalmente antes o poco después de la adicion del reactivo final; la segunda lectura se toma en cualquier momento
después de afiadir el reactivo final. Esencialmente, para la seleccion de la primera longitud de onda y el primer tiempo
de reaccion optimos, asi como para la segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion, se considera
adicionalmente un procedimiento de calculo de sefales cinéticas que puede proporcionar mejores resultados en
ciertos ensayos en comparacion con el procedimiento de dos puntos finales.

Al seleccionar la primera o la segunda curva de calibracion para la cuantificacion del analito especifico, que depende
de la sefal 6ptica de la muestra que se va a determinar, se logra un intervalo dinamico o intervalo de medicién
ampliado.

El término «intervalo dinamico ampliado», como se usa en el presente documento, significa que se pueden determinar
muestras con una concentracion muy baja del analito especifico y/o muestras con una concentracion muy alta del
analito especifico, que no es el caso de los procedimientos estandar que usan solo una longitud de onda principal y
una curva de calibracion. De acuerdo con la presente invencion, la mejora del limite inferior de deteccion y/o del limite
superior de deteccién da como resultado un intervalo dinamico mejorado.

De acuerdo con la presente invencion, «una alta concentracion de un analito especifico», como se usa en este
documento, no esta causando un «efecto gancho» de dosis alta. El efecto gancho es un fenébmeno comun en el trabajo
diario de un laboratorio clinico. Principalmente, el efecto gancho depende de la concentracién del analito, ya que una
cantidad excesiva de analito anula la capacidad de unién del anticuerpo de captura. Esto da como resultado una sefial
inapropiadamente baja que causa un resultado errdbneo bajo o normal (resultado «enganchado») para una muestra
con una concentracién de analito excesivamente elevada. Implica la presencia de un gran exceso de analito que sature
todos los sitios de unién del anticuerpo. Existe un efecto gancho si en las muestras diluidas se miden valores mas
altos que en la muestra no diluida. Algunos analizadores automatizados tienen un sistema para reconocer el exceso
de un analito mientras la muestra se esta diluyendo simultaneamente. De acuerdo con la presente invencién, no se
puede evitar que una cantidad excesiva de un analito especifico cause un «efecto gancho» de dosis alta en
comparacioén con la segunda curva de calibracion.

Un modo de realizacion de la presente invencion es la provision de marcos para corregir curvas de calibracion. El
analito CRP se mide a 505 nm para la primera longitud de onda para la deteccién sensible y a 600 nm para la segunda
longitud de onda para el limite superior de deteccion. La tercera longitud de onda se registra a 800 nm para corregir
las interferencias y las compensaciones de la mayor parte del ruido fotométrico en la primera y segunda curvas de
calibracion.

El término «tiempo de reaccion completo», como se usa en el presente documento, es el periodo de tiempo de
medicion de un analito especifico a una pluralidad de longitudes de onda. Para la seleccién de las mejores dos
longitudes de onda destinadas a la generacion de las dos curvas de calibracién, los estandares se midieron
simultdneamente a las 12 longitudes de onda diferentes disponibles en el instrumento cobas c®. Solo se consideraron
los valores de absorbancia que se encuentran dentro del intervalo éptico del detector (absorbancia de 0,0000-3,0000).

El tiempo de reaccion completo tipico del presente inmunoensayo varia entre 1 y 20 minutos. Preferentemente, el
tiempo de reacciéon completo de un espectrofotometro de longitud de onda mulltiple es preferentemente de
aproximadamente 10 minutos. En un modo de realizacion de la presente invencion, las sefales opticas del analito
especifico se miden durante el tiempo de reaccion completo. Mas preferentemente, la sefial 6ptica del analito
especifico se mide simultdneamente al menos a la primera y a la segunda longitudes de onda principales. El término
«retardo de tiempo», como se usa en el presente documento, es el periodo de tiempo entre la primera y la segunda
longitudes de onda principales para la deteccion del analito especifico. El término «simultaneamente», como se utiliza
en la presente invencion, puede implicar un retardo de tiempo menor de 60 segundos, por ejemplo, un retardo de
tiempo menor de 10 segundos, preferentemente menor de 1 segundo, lo mas preferentemente menor de 1 ms, o
incluso menor de 0,1 ms. Lo mas preferentemente, el término «simultaneamente» se refiere a ningun retardo de
tiempo.

Un aspecto adicional de la presente invencién es un procedimiento para aumentar la sensibilidad y/o el intervalo
dinamico de ensayos fotométricos, en el que el analito especifico de una muestra reacciona con un socio de reaccion
especifico del analito en una mezcla de reaccién, que comprende las etapas de generar al menos dos curvas de
calibracién, en la que la primera curva de calibracion registrada a una primera longitud de onda se optimiza para bajas
concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de deteccién, y la segunda curva de
calibracién registrada a una segunda longitud de onda se optimiza para altas concentraciones del analito especifico,
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maximizando asi el limite superior de deteccion, y la sefal optica se mide simultaneamente para el analito especifico
de una muestra por determinar en la mezcla de reaccion al menos a la primera y segunda longitudes de onda. La
primera o la segunda curva de calibracion se selecciona para la cuantificacién del analito especifico, mediante los
siguientes criterios:

Para curvas de calibracién crecientes:

Si la sefial optica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracion
registrada a la primera longitud de onda. Si la sefal 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un
valor umbral predeterminado correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda
curva de calibracién registrada a la segunda longitud de onda y, finalmente, cuantificando la cantidad del analito
especifico.

Para curvas de calibracién decrecientes:

Si la sefial éptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracién
registrada a la segunda longitud de onda. Si la sefial éptica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un
valor umbral predeterminado correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera
curva de calibracion registrada a la primera longitud de onda y, finalmente, cuantificando la cantidad del analito
especifico. Preferentemente, se generan dos curvas de calibracion para una primera y una segunda longitudes de
onda y tiempos de reaccion, que estaban predeterminados para un analito especifico. De acuerdo con la presente
invencion, el limite inferior de deteccion y el limite superior de deteccion dan como resultado un aumento de la
sensibilidad y/o del intervalo dinamico. El beneficio es un numero reducido de repeticiones, lo que conduce a un mayor
rendimiento de las muestras y un menor tiempo de respuesta. Ademas, se redujeron los costos de prueba y se mejord
la fiabilidad.

La presente invencion conduce a una mejora para el limite inferior de deteccién (LDL) y/o el limite superior de deteccién
(UDL). Preferentemente, se muestra una mejora de 1 a 2 veces para el limite inferior de deteccion (LDL) y/o el limite
superior de deteccion (UDL). Mas preferentemente, se muestra una mejora de 3 a 4 veces para el limite inferior de
deteccion (LDL) y/o el limite superior de deteccion (UDL). Lo mas preferentemente, la presente invencion conduce a
una mejora de 5veces para el limite inferior de deteccion (LDL) y/o el limite superior de deteccién (UDL).
Preferentemente, el factor de mejora es mayor que el factor 1, mas preferentemente el factor es mayor que el factor
3, mas preferentemente el factor de mejora es mayor que el factor 5, como se muestra para el ensayo directo de RF
Il

Un aspecto adicional de la presente invenciéon es un procedimiento para determinar la cantidad de CRP mediante
inmunoensayos turbidimétricos y nefelométricos, en el que la CRP en una muestra se cuantifica a partir del cambio en
la turbidez de la mezcla de reaccién en base a la agregaciéon de CRP y un socio de unién a CRP. Se generan dos
curvas de calibracion para una primera y una segunda longitudes de onda y el primer y segundo tiempos de reaccion
correspondientes, que estaban predeterminados para CRP. La sefial 6ptica para CRP de una muestra por determinar
se mide simultaneamente en la mezcla de reaccién al menos a la primera y segunda longitudes de onda durante el
tiempo de reaccion completo. La primera longitud de onda se optimiza para bajas concentraciones de CRP,
maximizando asi el limite inferior de deteccion, mientras que la segunda longitud de onda se optimiza para altas
concentraciones de CRP, maximizando asi el limite superior de deteccion. La primera o la segunda longitud de onda
y el primer o segundo tiempo de reaccién se seleccionan para la cuantificacion de CRP. Si al menos una de las sefiales
Opticas de una muestra medida durante el tiempo de reaccién completo o al menos un valor de seial calculado de la
misma es inferior a un valor umbral predeterminado correspondiente, la concentracién de CRP se determina por
comparacioén con la curva de calibracién a la primera longitud de onda y primer tiempo de reaccién. Por otra parte, si
al menos una de las sefales 6pticas de una muestra o al menos un valor de sefial calculado de la misma supera el
valor umbral predeterminado correspondiente, la concentracién de CRP se determina por comparacion con la curva
de calibracion a la segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion.

En el caso de la prueba de CRP, la curva de calibracion registrada a 505 nm con un tiempo de reaccion de 2,0 miny
corregida a 800 nm dio como resultado el mejor LDL (0,036 mg/l). La comparacion entre el rendimiento estdndar y la
estrategia de la invencion da como resultado un aumento de la sensibilidad (LDL) en un factor de 1,8 y una ampliacién
del intervalo dinamico en un factor de aproximadamente 3,1. La curva de calibracién 2 registrada a 600 nm con un
tiempo de reaccién de 1,2 min y corregida a 800 nm dio como resultado el mejor UDL (660 mg/l). EI UDL muestra un
aumento en un factor de 1,8 en comparacién con las condiciones estandar.

Ademas, para ensayos turbidimétricos potenciados por particulas, la combinacion de la estrategia de la presente
invencién con tamarios de particulas y niveles de carga de anticuerpo adaptados se evalu6 usando el ensayo CRP L3
como parametro principal. El ensayo CRP L3 incluye dos tipos diferentes de particulas, como se describe en el
documento EP 0898169, particulas de latex grandes (MP2) recubiertas con anticuerpos altamente afines y particulas
de latex pequefias (MP1) recubiertas con anticuerpos menos afines (clon 21F12, concentracién para recubrimiento de
latex: 45 mg/g de latex).

Se obtuvo una mejora adicional de la sensibilidad del ensayo de CRP usando particulas grandes de 230-400 nm, mas
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preferentemente de 250-350 nm, lo mas preferentemente de 280-320 nm de diametro para una mayor eficacia de
dispersion de la luz y usando un alto nivel de carga de las particulas con anticuerpo, obtenido usando una
concentracion del anticuerpo de 55-70 mg de IgG/gramo de particulas, preferentemente de 60-70 mg de IgG/gramo
de particulas para su conjugacion a las particulas.

La combinacién del procedimiento de la presente invencién con tamafos de particulas grandes de 230-330 nm y una
concentraciéon de anticuerpo de 55-70 mg de IgG/gramo de particulas para la reaccion de conjugacién conduce a un
aumento adicional de la sensibilidad (LDL) en comparacién con el ensayo estandar (tamafio de particulas grandes:
220 nm, concentracion de anticuerpo de 50 mg de IgG/gramo de particulas para la conjugacion de las particulas
grandes; tamafio de particulas pequefas: 110-140 nm) por un factor de aproximadamente ocho y, por lo tanto, a una
ampliacién del intervalo dinamico en un factor de aproximadamente ocho.

Un modo de realizacion adicional de la presente invencion es, por lo tanto, el procedimiento de acuerdo con la presente
invencioén en el que, para el analito CRP especifico, se usan un tamafio de particula para particulas grandes de 230-
400 nm y para particulas pequefias de aproximadamente 110-140 nm y una concentracion de anticuerpo de 55-70 mg
de IgG/gramo de particulas para la reaccién de conjugacién para la conjugacion de las particulas grandes. La primera
curva de calibracién se registré a una primera longitud de onda de 505 nm con 800 nm como longitud de onda de
correccion y un primer tiempo de reaccion de 2,8 min; la segunda curva de calibracion se midié a 570 nm como longitud
de onda principal y 800 nm como longitud de onda de correccion y un tiempo de reaccion de 2,0 min. El procedimiento
estandar tiene una sola curva de calibracion, medida a 570 nm como longitud de onda principal y 800 nm como longitud
de onda de correccion y un tiempo de reaccion de 2,0 min.

Un aspecto adicional de la presente invencion es el uso de al menos dos longitudes de onda y al menos dos tiempos
de reaccion predeterminados para un analito especifico para la generacion de al menos dos curvas de calibracién para
cuantificar la cantidad de un analito especifico de ensayos fotométricos, en el que una primera curva de calibracién
registrada a una primera longitud de onda se optimiza para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando
asi el limite inferior de deteccion, y una segunda curva de calibracién registrada a una segunda longitud de onda se
optimiza para altas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion, y la sefial
Optica del analito especifico a la primera y segunda longitudes de onda se mide simultaneamente durante el tiempo
de reaccion completo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra las curvas de calibracion a diferentes longitudes de onda del ensayo de CRP. Se miden
simultaneamente 6 estandares a las 12 longitudes de onda diferentes disponibles en el instrumento cobas c®. Solo
se consideraron los valores de absorbancia que se encuentran dentro del intervalo 6ptico del detector (absorbancia
de 0,0000-3,0000). Aqui se muestran cinco curvas de calibracién como ejemplos que se registraron en 5 longitudes
de onda principales diferentes de las 12 longitudes de onda posibles, para las longitudes de onda principales de
480 nm, 505 nm, 546 nm, 570 nm y 600 nm. Todas las curvas se corrigieron a la longitud de onda de 800 nm y se
tomaron en un tiempo de reaccion de 2,0 min.

La Figura 2 muestra la mejora obtenida con el ensayo de CRP mediante la aplicacion del procedimiento de la presente
invencién en combinacién con diferentes tamafios de particulas y diferentes cargas de anticuerpos de las particulas.

En el primer ejemplo, la nueva estrategia se combiné con la adaptacién de particulas dirigida a aumentar la sensibilidad
(LDL). La combinacién de la nueva estrategia con tamafios de particula méas grandes (290 nm en lugar de 220 nm de
diametro de particulas MP2) para aumentar la eficacia de dispersién de la luz y de niveles de carga de anticuerpo mas
elevados (concentracién de anticuerpos de 60 mg de IgG/g de particulas para la reaccién de conjugacion de las
particulas grandes) para aumentar la reactividad inmunitaria conduce a un aumento de la sensibilidad (LDL) en un
factor de aproximadamente ocho y a una ampliacién del intervalo dinamico en un factor de ocho.

En el segundo ejemplo, los tamafios y la carga de anticuerpos de ambas particulas, las particulas grandes MP2 y las
particulas pequefias MP1, se modificaron:

- particulas MP2 mas grandes (290 nm en lugar de 220 nm), conjugadas con una concentracién de anticuerpo de
70 mg de IgG/g de particulas, y

- particulas MP1 mas pequefias (90 nm en lugar de 110-140 nm) conjugadas con una concentraciéon de anticuerpo de
50 mg de IgG/g de particulas

Estas nuevas particulas dieron como resultado un LDL mejorado en un factor de 3 y un UDL mejorado en un factor de
aproximadamente 2 en comparacioén con el ensayo estandar (MP1: 110-140 nm con 45 mg de IgG/g y MP2: 220 nm
con 50 mg de 1gG/g).

La Figura 3 muestra esquematicamente cdmo se pueden colocar los valores umbral para la seleccion de una de las
dos curvas de calibracién de la presente invencién.

La Figura 4 muestra las curvas de calibracion para el ensayo de CRP. La curva de calibracién estdndar se obtiene
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midiendo a 570-800 nm. La curva de calibraciéon 1 (Cal 1) registrada a 505-800 nm y un tiempo de reaccién de 2,0 min
dio como resultado el mejor LDL (0,036 mg/l). La curva de calibracién 2 (Cal 2) registrada a 600-800 nm y 1,2 min de
tiempo de reaccién dio como resultado el mejor UDL (660 mg/l). El valor umbral para CRP se puede definir como al
menos uno de los dos valores de absorbancia a 73 mg/l.

La Figura 5 muestra el beneficio de la nueva estrategia mediante el uso de pruebas comerciales de la cartera de
productos de Roche. Los analitos que se determinaron son Ferritina, Mioglobina, Dimero D, Factor reumatoide Il (RF
II), CRP, Digoxina (DIG), Fenobarbital (PHENQO). En la segunda columna se muestran las condiciones para las curvas
de calibracion estandar. Las columnas tres y cuatro muestran las nuevas condiciones para las curvas de calibracion 1
y 2. Para cada analito especifico se determinaron las mejores longitudes de onda para LDL y UDL y los factores de
mejora para LDL, UDL. En la mayoria de los casos, la nueva estrategia mejora el intervalo dinamico sin ninguna
modificacion de reactivos o formulaciones.

La Figura 6 muestra curvas cinéticas ejemplares para el ensayo de ferritina que muestran la magnitud de sefial
(absorbancia) de una muestra a baja concentracion (10 ug/ml de ferritina, 21 réplicas) y una muestra en blanco
(0 pug/ml de ferritina, 21 réplicas) a 2 longitudes de onda principales diferentes, 505 nm (figura 6 a) y 570 nm (figura 6
b). Las curvas cinéticas describen los valores de absorbancia en el eje de ordenadas y el tiempo (en el caso del cobas
¢ 311, el tiempo se representa como punto de medicion) en el eje de abscisas. Los tiempos de reaccién 6ptimos para
la primera curva de calibracién se determinan eligiendo un punto de tiempo (o punto de medicién) inicial, antes o poco
después de anadir el reactivo final, y eligiendo un punto de tiempo (o0 punto de medicion) final, cumpliendo las
siguientes pautas:

- la variacion de sefial de la muestra en blanco (21 réplicas) es minima y la sefial de la muestra en blanco es baja en
el punto de tiempo inicial

- la lectura de absorbancia para la muestra a baja concentracién es baja en el punto de tiempo inicial y alta en el punto
de tiempo final, es decir, la diferencia entre la lectura de absorbancia inicial y la lectura de absorbancia final es maxima.

El tiempo de reaccion es la diferencia entre el punto de tiempo inicial y el punto de tiempo final. En la mayoria de los
casos, cuanto mayor es la magnitud de la sefial de la muestra a baja concentracion, mejores valores de LDL se
obtienen siempre que la desviacién estandar de la muestra en blanco sea comparable.

La Figura 7 muestra curvas cinéticas ejemplares para el ensayo de ferritina que muestran la magnitud de sefial
(absorbancia) de diferentes muestras altamente concentradas (981-4950 ug/l de ferritina) registradas a la longitud de
onda principal de 570 nm, corregidas por la absorbancia a la longitud de onda de 800 nm. Las curvas cinéticas
describen los valores de absorbancia en el eje de ordenadas y el tiempo (en el caso del cobas c 311, el tiempo se
representa como punto de medicion) en el eje de abscisas. Los tiempos de reaccion 6ptimos para la segunda curva
de calibracion se determinan eligiendo un punto de tiempo (o punto de medicion) inicial, antes o poco después de
afiadir el reactivo final, y eligiendo un punto de tiempo (o punto de medicién) final, cumpliendo los siguientes criterios:
- el punto de tiempo inicial se elige en un momento antes o poco después de afiadir el reactivo final

- el punto de tiempo final se elige de forma que las muestras mas concentradas de las series de dilucién muestren
sefiales distinguibles y crecientes con concentraciones crecientes, es decir, la diferencia entre la lectura de
absorbancia inicial y la lectura de absorbancia final para una determinada muestra concentrada es mayor que el
correspondiente valor de diferencia para la muestra con la siguiente concentracién mas baja.

El tiempo de reaccion es la diferencia entre el punto de tiempo inicial y el punto de tiempo final. En general, se obtienen
buenos valores de UDL cuando las sefales de las muestras altamente concentradas son distinguibles y cuando las
sefiales aumentan con la concentracion de la muestra.

En la Figura 8, como se muestra en la tabla 4 y los ejemplos 6, 7, 8, 9, la aplicacién de la invencion conduce a una
ampliacién del intervalo de medicion de los ensayos disponibles comercialmente.

Un beneficio de esta ampliacién del intervalo de medicion es que, para ensayos que se ejecutan en analizadores de
laboratorio automatizados, se puede reducir la tasa de repeticidn, que esta causada por muestras con concentraciones
de analitos que superan el intervalo de medicion. Con el fin de hacer una estimacién aproximada de la escala de
reduccién de la tasa de repeticidn alcanzable, los resultados obtenidos para al menos 1000 muestras clinicas por
ensayo en un analizador cobas ¢ 501 se analizaron con el procedimiento estandar y con el procedimiento de la
presente invencion. Las muestras con concentraciones de analito que estan fuera del intervalo de medicién provocan
una repeticion automatica en el analizador. El intervalo de medicién alcanzable con el procedimiento estandar se
describe en las instrucciones de uso de la prueba comercial.

Ejemplo para ALTL: utilizando el procedimiento de la presente invencion, el intervalo de medicién del ensayo se amplio
en un factor de 12,1 en comparacién con el procedimiento estandar. Esta mejora del intervalo dinamico conduce a
una reduccion de las repeticiones en comparacion con el procedimiento estandar: aplicando el procedimiento de la
presente invencion se pueden evitar un 87 % de todas las repeticiones causadas por muestras con concentraciones
de analito por debajo del intervalo de medicién estandar y se pueden evitar un 99 % de todas las repeticiones causadas
por muestras que superan el intervalo de medicién estandar. Las muestras utilizadas para este estudio son muestras
de donantes con un perfil de salud comparable al de los pacientes que acuden a los laboratorios centrales estandar.
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Ejemplos
Ejemplo 1: Determinacién del intervalo dinamico de la prueba CRP L3
1.1 Instrumento

Para los experimentos se utilizé el analizador cobas ¢ 311 de Roche (Roche Diagnostics GmbH), que tiene un
espectrofotometro de longitud de onda multiple como unidad de deteccién. El instrumento pipetea automaticamente la
muestra y los reactivos de ensayo en celdas de reaccién. Se pueden afiadir hasta 3 reactivos diferentes, R1, R2 y R3,
a la muestra. El instrumento utiliza una lampara halégena de tungsteno como fuente de irradiacién (12 V/50 W) y mide
la absorbancia simultaneamente a 12 longitudes de onda diferentes (a 340, 376, 415, 450, 480, 505, 546, 570, 600,
660, 700 y 800 + 2 nm) con una matriz de fotodiodos que consiste en 12 fotodiodos. La longitud de la trayectoria éptica
es de 5,6 mm y el intervalo éptico del detector es de 0,0000-3,0000 de absorbancia. Para cada celda de reaccion se
mide un blanco en agua y luego se toman lecturas de absorbancia 57 veces en 10 minutos, aqui también denominado
el tiempo de reaccién completo, dando asi un total de 57 puntos de medicién para la absorbancia a cada longitud de
onda, también denominados puntos fotométricos o puntos de ensayo. La concentracion se puede calcular utilizando
al menos uno de estos puntos de medicion. Existen dos tipos fundamentales de ensayos fotométricos en este
instrumento: ensayos de punto final y ensayos de velocidad. Las mediciones se realizan a 37 grados Celsius.

1.2 Procedimiento para el ensayo de CRP utilizando la estrategia estandar

Se seleccioné para este estudio la prueba CRP L3 de Roche (CRPL3, Ref. Cat. 04956842), un ensayo
inmunoturbidimétrico potenciado por particulas. La CRP humana se aglutina con particulas de latex recubiertas con
anticuerpos anti-CRP monoclonales; los agregados se determinan turbidimétricamente. Los reactivos para todas las
pruebas Roche se proporcionan en paquetes cobas c. Estos casetes contienen de una a tres botellas de reactivo
especialmente disefiadas y tienen etiquetas de cédigo de barras con el reactivo detallado y otra informacion
relacionada con la prueba. Para las pruebas CRP L3 se utilizan dos reactivos en el casete: R1 (tampon TRIS con
albumina de suero bovino y conservantes) y R2 (particulas de latex recubiertas con anti-CRP (ratén) en tampo6n de
glicina, inmunoglobulinas (ratén) y conservante). El procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba
CRP L3 se us6 como procedimiento estandar.

1.3 Esquema de pipeteo

Posteriormente se afiadieron 2 pl de muestra y 150 pl de tampo6n de ensayo (R1) a la celda de reaccion, seguido de
la adicién del reactivo de latex (R2), la dilucion con 24 pl de diluyente (agua) y el mezclado de la mezcla de reaccion.

1.4 Condiciones para la generacion de la curva de calibracion

Para las mediciones se utilizd6 570 nm como longitud de onda principal y 800 nm como longitud de onda de correccion.
El tipo de ensayo era un ensayo de dos puntos finales. Un ensayo de dos puntos finales es un ensayo de punto final
que realiza un blanco de muestra. Aqui se consideran dos lecturas de absorbancia en dos puntos de medicion
diferentes: la primera lectura se toma generalmente antes o poco después de la adicion del reactivo final; la segunda
lectura se toma en cualquier momento después de anadir el reactivo final. El valor de absorbancia para la curva de
calibracién vy, por lo tanto, para el calculo de la concentraciéon se obtiene restando la primera lectura de la segunda
lectura. Para CRP L3, la primera lectura se realiza en el punto de medicion 8 y corresponde a poco después de la
adicion del reactivo final, y la segunda lectura se realiza en el punto de medicién 18, que corresponde a un tiempo de
reaccion de 2,0 minutos. Para la generacion de la curva de calibracion se miden 6 estandares de Roche (Ref. Cat.
11355279) como duplicados con spline como tipo de calibracién, que ajusta los intervalos entre los puntos de datos
de los calibradores medidos aproximados por polinomios de tercer grado de manera que se obtenga una curva de
calibracién uniforme.

1.5 Procedimiento para el ensayo de CRP de acuerdo con la invenciéon

Los reactivos utilizados para estos experimentos fueron idénticos a los utilizados para el procedimiento estandar:
véase el ejemplo 1.2. Se utilizd el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba CRP L3, con la
excepcion de las longitudes de onda y los tiempos de reaccion.

1.6 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo 1.3

1.7 Condiciones para la generacion de la curva de calibracion

Las mejores condiciones para ambas curvas de calibracion se determinaron como se describe anteriormente y se
obtuvo el siguiente resultado: se us6 505 nm como primera longitud de onda, 800 nm como longitud de onda de

correccion y 2,0 minutos como primer tiempo de reaccion; se usé 600 nm como segunda longitud de onda, 800 nm
como longitud de onda de correccion y 1,2 minutos como segundo tiempo de reaccion. El tipo de ensayo era un ensayo
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de dos puntos finales, como se describe en el ejemplo 1.4.

Para la primera curva de calibracién, la primera lectura se realiza en el punto de medicién 8 y corresponde a poco
después de la adicion del reactivo final, y la segunda lectura se realiza en el punto de medicién 18, que corresponde
a un tiempo de reaccion de 2,0 minutos; para la segunda curva de calibracion, la primera lectura se realiza en el punto
de medicién 8 y corresponde a poco después de la adicion del reactivo final, y la segunda lectura se realiza en el punto
de mediciéon 14, que corresponde a un tiempo de reaccion de 1,2 minutos. Para la generacion de ambas curvas de
calibracién, se miden cada uno de los 6 estandares que cubren los intervalos de concentraciones correspondientes
como duplicados con spline como tipo de calibracién, que ajusta los intervalos entre los puntos de datos de los
calibradores medidos aproximados por polinomios de tercer grado de manera que se obtenga una curva de calibracion
uniforme. Se obtuvieron resultados similares cuando se usaron los 6 estandares del procedimiento estandar (Ref. Cat.
11355279) para ambas curvas de calibracion.

Se utiliza la primera curva de calibraciéon que esta optimizada para una baja concentracion del analito especifico,
maximizando asi el limite inferior de deteccion, y se utiliza la segunda curva de calibracion que esta optimizada para
una alta concentracién del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion. Para la cuantificacién
de CRP se debe seleccionar la primera curva de calibracion o la segunda curva de calibracién, dependiendo del
contenido de analito o la absorbancia correspondiente de la muestra por cuantificar. Para este fin, la sefial de la
muestra se compara con un valor umbral predeterminado. El valor umbral para CRP se puede definir como uno de los
dos o ambos valores de absorbancia en las curvas de calibracién para CRP que corresponden a una concentracion
de 73 mg/l (ver figura 3 o figura nueva), es decir, la absorbancia a 505 nm-800 nm para el tiempo de reaccion de
2,0 minutos (A[A1, t1] = A[505 nm-800 nm, 2,0 minutos]) y/o la absorbancia a 600 nm-800 nm para el tiempo de
reaccion de 1,2 minutos (A[A2, t2] = A [600 nm-800 nm, 1,2 minutos]).

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 505 nm-800 nm y 2,0 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo
del valor umbral predeterminado A[505 nm-800 nm, 2,0 minutos] y/o si la sefal éptica de la muestra calculada para
600 nm-800 nm y 1,2 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo del valor umbral predeterminado A[600 nm-
800 nm, 1,2 minutos], se usa la primera curva de calibraciéon para su cuantificacion.

Si la sefal optica de la muestra calculada para 505 nm-800 nm y 2,0 minutos de tiempo de reaccién supera el valor
umbral predeterminado A[505 nm-800 nm, 2,0 minutos] y/o si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 600 nm-
800 nm y 1,2 minutos de tiempo de reaccién supera el valor umbral predeterminado A[600 nm-800 nm, 1,2 minutos],
se usa la segunda curva de calibracion para su cuantificacion. Como resultado, se obtienen dos curvas de calibracién
para cubrir el intervalo de medicién para la determinaciéon de CRP, la primera cubriendo concentraciones de analito
desde 0 hasta 73 mg/l y la segunda cubriendo el intervalo desde 73 mg/l hasta el UDL.

Resultados para el ensayo de CRP usando la estrategia estandar y la estrategia de acuerdo con la invencion
1.8 Determinacion del LDL

Se generaron 21 réplicas de una muestra en blanco y se calcularon los valores de sefal correspondientes x1, x2, ...
x21, corrigiendo los valores de absorbancia registrados a la longitud de onda principal de 570 nm mediante la
sustraccién de la absorbancia a 800 nm seguida de la sustraccion del valor tomado en el punto de medicion 8 del valor
tomado en el punto de medicion 18. Finalmente, se calcula el valor medio x de los 21 valores de sefal x1, x2, ... x21
y la desviacion estandar correspondiente. El LDL se determina como la concentracién correspondiente al valor de la
sefial (x + 3 DE). Para la nueva estrategia solo se utilizan los datos generados a la primera longitud de onda y el primer
tiempo de reaccion, asi como la primera curva de calibracién correspondiente.

1.9 Determinacion del UDL

Se midieron series de dilucién de muestra que cubrian concentraciones de aprox. 2 a 4 veces el UDL conocido del
ensayo de Roche, seguido del calculo de la recuperacién del analito creando la relaciéon entre el valor medido y el
valor teérico. Para valores entre un 90 % y un 110 %, el procedimiento se consideré lineal. El UDL se seleccioné como
el valor de concentracion mas alto dentro del intervalo lineal. Para la nueva estrategia solo se utilizan los datos
generados a la segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion, asi como la segunda curva de calibracion
correspondiente.

1.10 Determinacion del coeficiente de variacion (CV)

Se midieron 21 réplicas de muestras de suero de cierta concentracion y se calcul6 el CV de los valores de
concentracién encontrados mediante la relacion entre la desviaciéon estandar y la media. Para la nueva estrategia,
dependiendo de la concentracion del analito que se evaluara, se utilizan

- los datos generados a la primera longitud de onda y el primer tiempo de reaccién, asi como la primera curva de
calibracién correspondiente, o

- los datos generados en la segunda longitud de onda y el segundo tiempo de reaccion, asi como la segunda curva de
calibracién correspondiente. Se evaluaron dos muestras de baja concentracion (1 y 5 mg/l de CRP) para el ensayo.
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1.11 Resumen de resultados y conclusiones

El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 1. La aplicacién de la nueva estrategia a la prueba de CRP
muestra un aumento de la sensibilidad (LDL, limite inferior de deteccion) en un factor de 1,8 y una ampliacién del limite
superior de deteccion (UDL) en un factor de 1,8. La mejora del intervalo dinamico correspondiente es por un factor de
3,1. La precision (CV) obtenida con el nuevo procedimiento es comparable a la del procedimiento estandar. La nueva
estrategia brinda una minima implementacion; la aplicacion de la estrategia no necesita ninglin cambio de reactivos ni
de sus formulaciones. Solo se pueden adaptar el nimero y la concentracion de estandares para la calibracion.

Tabla 1: Resumen de resultados para CRP L3

Procedimiento estandar | Nuevo procedimiento (curva de calibracion 1: longitud
(longitud de onda de 570 nm, | de onda de 505 nm, longitud de onda de correcciéon de
longitud de onda de correccion | 800 nm, tiempo de reaccion de 2,0 min.; curva de
de 800 nm, tiempo de reaccién | calibracién 2: longitud de onda de 600 nm, longitud de
de 2,0 min) onda de correccion de 800 nm, tiempo de reaccion de
1,2 min)

LDL (mgl/l) 0,063 0,036

UDL (mgl/l) 370 660

Intervalo 5, 18 330

dinamico 870

Intervalo de | 0,063-370 0,036-660

medicion

| (mgll)

CV a 1mg/l | 5,3 5,0

(%)

CVa5mgl| 1.8 1,7

(%)

Ejemplo 2: Determinacion del intervalo dinamico de ensayos adicionales
2.1 Instrumento: ver el ejemplo 1
2.2 Procedimiento para el ensayo de ferritina utilizando la estrategia estandar

Se seleccioné para este estudio la prueba de ferritina de Roche (FERR4, Ref. Cat. 04885317), un ensayo
inmunoturbidimétrico potenciado por particulas. La ferritina humana se aglutina con particulas de latex recubiertas con
anticuerpos anti-ferritina; los agregados se determinan turbidimétricamente. Los reactivos para todas las pruebas
Roche se proporcionan en paquetes cobas c. Estos casetes contienen de una a tres botellas de reactivo especialmente
disefiadas y tienen etiquetas de codigo de barras con el reactivo detallado y otra informacién relacionada con la prueba.
Para las pruebas de ferritina se utilizan dos reactivos en el casete: R1 (tampdn TRIS, pH 7,5, inmunoglobulinas (conejo)
y conservante) y R3 (particulas de latex recubiertas con anticuerpos anti-ferritina humana (conejo), conservante). El
procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba de ferritina se us6 como procedimiento estandar.

2.3 Esquema de pipeteo

Posteriormente se afiadieron 10 yl de muestra y 80 pl de tampo6n de ensayo (R1) a la celda de reaccion, seguido de
la adicion del reactivo de latex (R3) y el mezclado de la mezcla de reaccion.

2.4 Condiciones para la generacion de la curva de calibracion

Para las mediciones se utilizé 570 nm como longitud de onda principal y 800 nm como longitud de onda de correccion.
El tipo de ensayo era un ensayo de dos puntos finales, como se describe en el ejemplo 1.4. Para ferritina, la primera
lectura se realiza en el punto de medicién 24 y corresponde a poco después de la adicién del reactivo final, y la
segunda lectura se realiza en el punto de medicion 57, que corresponde a un tiempo de reaccion de 5,1 minutos. Para
la generacion de la curva de calibracion se miden 6 estandares de Roche (Ref. Cat. 11355279) como duplicados con
spline como tipo de calibracion, que ajusta los intervalos entre los puntos de datos de los calibradores medidos
aproximados por polinomios de tercer grado de manera que se obtenga una curva de calibracién uniforme.

2.5 Procedimiento para el ensayo de ferritina de acuerdo con la invenciéon
Los reactivos utilizados para estos experimentos fueron idénticos a los utilizados para el procedimiento estandar, como

se describe en el ejemplo 2.2. Se utilizd el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba de ferritina,
con la excepcién de las longitudes de onda y los tiempos de reaccién.
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2.6 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo, como se describe en 2.3
2.7 Condiciones para la generacion de la curva de calibracién

Las mejores condiciones para ambas curvas de calibracion se determinaron como se describe anteriormente y se
obtuvo el siguiente resultado: se us6 505 nm como primera longitud de onda, 800 nm como longitud de onda de
correccion y 4,9 minutos como primer tiempo de reaccion; se usé 570 nm como segunda longitud de onda, 800 nm
como longitud de onda de correccion y 5,1 minutos como segundo tiempo de reaccion. El tipo de ensayo era un ensayo
de dos puntos finales, como se describe en el ejemplo 1.4. Para la primera curva de calibracion, la primera lectura se
realiza en el punto de medicién 25 y corresponde a poco después de la adicion del reactivo final, y la segunda lectura
se realiza en el punto de medicion 57, que corresponde a un tiempo de reaccién de 4,9 minutos; para la segunda curva
de calibracion, la primera lectura se realiza en el punto de medicion 24 y corresponde a poco después de la adicion
del reactivo final, y la segunda lectura se realiza en el punto de medicién 57, que corresponde a un tiempo de reaccion
de 5,1 minutos. Para la generacion de ambas curvas de calibracién, se miden cada uno de los 6 estandares que
cubren los intervalos de concentraciones correspondientes como duplicados con spline como tipo de calibracién, que
ajusta los intervalos entre los puntos de datos de los calibradores medidos aproximados por polinomios de tercer grado
de manera que se obtenga una curva de calibracién uniforme. Se obtuvieron resultados similares cuando se usaron
los 6 estandares del procedimiento estdndar (Ref. Cat. 11355279) para ambas curvas de calibracion. EI umbral se
puede definir como uno de los dos o ambos valores de absorbancia en las curvas de calibracion para ferritina a una
concentracion de 100 pg/l.

Resultados para el ensayo de ferritina usando la estrategia estandar y la estrategia de acuerdo con la invencion
2.8 Determinacién de LDL / UDL / CV: ver el ejemplo 1

2.9 Resumen de resultados y conclusiones

El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 2. La aplicacion de la nueva estrategia a la prueba de ferritina de
Roche muestra un aumento de la sensibilidad (LDL, limite inferior de deteccion) en un factor de 1,7 y conservacion del
limite superior de deteccion (UDL). La mejora del intervalo dindamico correspondiente es por un factor de 1,7. La
precision (CV) obtenida con el nuevo procedimiento es comparable a la del procedimiento estandar. La nueva
estrategia brinda una minima implementacion; la aplicacion de la estrategia no necesita ningun cambio de reactivos ni
de sus formulaciones. Solo se pueden adaptar el nimero y la concentracioén de estandares para la calibracion.

Tabla 2: Resumen de resultados para FERR4

Procedimiento estandar | Nuevo procedimiento (curva de calibracion 1: longitud
(longitud de onda de 570 nm, | de onda de 505 nm, longitud de onda de correccion de
longitud de onda de correccion | 800 nm, tiempo de reaccion de 4,9 min.; curva de
de 800 nm, tiempo de reaccién | calibracion 2: longitud de onda de 570 nm, longitud de
de 5,1 min) onda de correccion de 800 nm, tiempo de reacciéon de
5,1 min)

LDL (pg/l) 2,0 1,2

UDL (ugll) 1940 1940

Intervalo 970 1617

dinamico

Intervalo de | 2-1940 1,2-1940

mediciéon

| (ug/l)

CV a10ug/l | 8,9 6,7

(%)

CVa30ug/l| 29 1,7

(%)

CcVv a|07 0,7

145 ug/l

Ejemplo 3: Evaluacién del potencial de ampliacion de intervalo dinamico de pruebas adicionales de Roche

3.1 Instrumento: ver el ejemplo 1
3.2 Procedimiento para los ensayos utilizando la estrategia estandar

Se evaluaron los siguientes ensayos inmunoturbidimétricos potenciados por particulas de Roche: tres ensayos con el
formato de prueba directa, mioglobina (MYO2, Ref. Cat. 04580010), dimero D (D-DI2, Ref. Cat. 04912551) y factores
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reumatoides (RF-Il, Ref. Cat. 20764574), asi como dos ensayos con un formato de prueba competitivo (KIMS:
interaccion cinética de microparticulas en solucién), digoxina (DIG, Ref. Cat. 20737836) y fenobarbital (PHNO2, Ref.
Cat. 04490924). En el ensayo de DIG, las particulas se recubren con digoxina y se agregan rapidamente en presencia
de una solucién de anticuerpo en funcion de la concentracion de digoxina de la muestra. En el ensayo de PHNO?2, el
anticuerpo anti-fenobarbital se acopla covalentemente a microparticulas y el derivado de fenobarbital se une a una
macromolécula; la unién del derivado de fenobarbital al anticuerpo en las microparticulas se inhibe por la presencia
de fenobarbital en la muestra. El procedimiento descrito en las instrucciones de uso correspondientes de las pruebas
mencionadas anteriormente se usé como procedimiento estandar.

3.3 Resumen de los reactivos y del procedimiento de pipeteo y calibracion

El procedimiento fue como se describe en las instrucciones de uso de las pruebas y se resume en la tabla a
continuacion (tabla 3).

Tabla 3: Resumen de la prueba

Reactivos Esquema de | Longitud de onda, | Calibracion
pipeteo tiempo de reaccion**

Mioglobina | R1: tampén de glicina, | 3 yl de muestra, 570 nm- Estandares:
conservantes. 90 ul de R1, 800 nm, calibracién de 6 puntos,
R2: particulas de latex | 30 ul de R2 Ref. Cat. 04580044.
recubiertas con 4,7 min (7-29) Tipo de calibracién:
anticuerpos anti- RCM*.
mioglobina, tampo6n con Tipo de ensayo:
conservantes. dos puntos finales.

DimeroD | R1: tampon Tris, | 5 yl de muestra, 800 nm, Estandares:
conservantes. 90 pl de R1, calibracién de 6 puntos,
R3: particulas de latex | 90 yl de R3 4,3 min (27-57) Ref. Cat. 05050901.
recubiertas con Tipo de calibracién:
anticuerpos anti-Dimero Spline.
D, tampén con Tipo de ensayo:
conservantes. dos puntos finales.

RF 1l R1: tampon de glicina, | 3 pl de muestra, 570 nm- Estandares:
conservantes. 90 pl de R1, 800 nm, calibracién de 6 puntos,
R2: particulas de latex | 30 pl de R2 Ref. Cat. 12172828.
recubiertas con IgG 2,2 min (7-18) Tipo de calibracion:
humana, tampén con RCM*.
conservantes. Tipo de ensayo:

dos puntos finales.

DIG R1: anticuerpo  anti- | 5,5 yl de muestra, | 660 nm, Estandares:
digoxina en tampén con | 84 pl de R1, calibracién de 6 puntos,
conservantes. 22 ul de R2 | 4,7 min (9-31) Ref. Cat. 03375790.
R2: microparticulas | (diluido con 20 pl Tipo de calibracion:
conjugadas de derivado | de agua) RCM*.
de digoxina, tampén con Tipo de ensayo:
conservantes. dos puntos finales.

PHENO R1: conjugado de | 2 yl de muestra, 600 nm— Estandares:
fenobarbital en tampon | 93 pl de R1, 800 nm, calibracién de 6 puntos,
con conservantes. 93 ul de R2 Ref. Cat. 03375790.
R2: particulas de latex 6,5 min (10-49) Tipo de calibracién:
recubiertas con RCM*.
anticuerpo anti- Tipo de ensayo:
fenobarbital, tampén con dos puntos finales.
conservantes.

*RCM: Ajuste de curva de Rodbard; **Longitud de onda principal - longitud de onda de correccion; tiempo de

reaccion en minutos; entre paréntesis se muestra el punto de medicién para la primera y segunda lecturas.

3.4 Procedimiento para los ensayos de acuerdo con la presente invencion

Los reactivos utilizados para estos experimentos fueron idénticos a los utilizados para el procedimiento estandar, como
se describe en el ejemplo 3.2. Se utilizd el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba de ferritina,

con la excepcién de las longitudes de onda y los tiempos de reaccién.

24




10

15

20

25

30

35

ES 2657 140 T3

3.5 Resumen de los reactivos y del procedimiento de pipeteo y calibracion

El procedimiento fue como se describe en las instrucciones de uso de las pruebas y se resume en la tabla 3, si no se
menciona lo contrario.

Resultados para los ensayos de mioglobina, dimero D, RF II, DIG y PHENO utilizando la estrategia estandar y
la nueva estrategia de la invencion

3.6 Determinacion de LDL / UDL / CV: ver el ejemplo 1
3.7 Resumen de resultados y conclusiones

El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 4. Las longitudes de onda y tiempos de reaccion 6ptimos para la
primeray la segunda curvas de calibracién se determinaron como se describe anteriormente. La aplicacién de la nueva
estrategia a las pruebas comerciales de Roche conduce, en la mayoria de los casos, a una mejora de la sensibilidad
(LDL, limite inferior de deteccion) y/o a una mejora del intervalo de medicion superior. La mejora del intervalo dinamico
es por un factor de 1,5 a 5,8. En dos casos, Dimero D y DIG, la mejora es moderada. En los casos en que la mejora
fue moderada, el factor de mejora se muestra entre paréntesis. La precision (CV) obtenida con el nuevo procedimiento
es comparable a la del procedimiento estandar. La nueva estrategia brinda una minima implementacion; la aplicacion
de la estrategia no necesita ningiin cambio de reactivos ni de sus formulaciones. Solo se pueden adaptar el nimero y
la concentracion de estandares para la calibracion.

Tabla 4: Resumen de resultados

Prueba de | Condiciones estandar 9 | Nuevas condiciones ¢ Factor de mejora ©
Roche Cal1 Cal 2 LDL ubDL Intervalo
dinamico
Mioglobina 570 nm-800 nm 505 nm-800 nm 660 nm-800 nm | 22 2 4
Gen. 2 4,7 min (7-29) 6,7 min (9-50) 2,6 min (7-20)
Dimero D 800 nm 800 nm 700 nm - (1,14) (1,14)
Gen. 2 4,3 min (27-57) 4,3 min (27-57) 1,4 min (26-33)
RF Il 570 nm-800 nm 546 nm-800 nm 660 Nnm-800 nm | 5° (1,15) 5,8
2,2 min (7-18) 8,5 min (7-57) 1,4 min (7-14)
DIG 660 nm 660 nm 505 nm-800 nm | - (1,15) (1,15)
4,7 min (9-31) 4,7 min (9-31) 4,7 min (9-31)
PHENO 600 nm-800 nm 600 nm-800 nm 505 nm-800 nm | - 1,5 1,5
6,5 min (10-49) 6,5 min (10-49) 7,9 min (10-57)

a Sin factor del instrumento, ® Cambiar la calibracion a spline, ¢ En las nuevas condiciones se conserva la buena
precision de las condiciones estandar, ¢ Primera fila: longitud de onda principal - longitud de onda de correccion;
segunda fila: tiempo de reacciéon en minutos, puntos de medicion entre paréntesis

Ejemplo 4: Mejora adicional del intervalo dinamico para el ensayo de combinacion de la invencién con
particulas modificadas MP2

4.1 Ademas, la combinacién del ensayo de la presente invencién con tamafios de particula y niveles de carga de
anticuerpo adaptados se evalu6 usando el ensayo CRP L3 como parametro principal. El ensayo CRP L3 incluye dos
tipos diferentes de particulas, como se describe en el documento EP 0898169, particulas de latex grandes (MP2,
aproximadamente 220 nm de diametro) recubiertas con anticuerpos altamente afines (clon 36F12; concentracion para
recubrimiento de latex: 50 mg/g de latex) y particulas de latex pequefias (MP1, aproximadamente 110-140 nm de
diametro) recubiertas con anticuerpos menos afines (clon 21F12, concentracién para recubrimiento de latex: 45 mg/g
de latex). Aqui, las particulas MP2 se modificaron usando tamafios y niveles de carga de anticuerpo mayores para
aumentar la sensibilidad analitica y, finalmente, se determin6 el LDL y el intervalo dinamico alcanzables en el ensayo,
como se describe a continuacion.
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() 3

- ~ 220 nm @ latex - 110-140 @ latex
- Anti-CRP 36F12 (alta afinidad) - Anti-CRP 21F12 (baja afinidad)
- 50 mg 36F12/g de latex - 45 mg 21F12/g de latex

4.2 Sintesis de las particulas MP2 modificadas

A particulas de latex (microparticulas modificadas con carboxilato, tamafio de 290 nm) con una concentracién de un
2 % de sélidos en 750 ul de tampén MES (20 mM, pH 6,1) se afiadieron sucesivamente 30 ul de una solucién de sulfo-
NHS (sulfo-N-hidroxisulfosuccinimida, 100 mM en tampén MES) y 30 yl de una solucion de EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, 100 MM en tampén MES). La mezcla de reacciéon se sometié a ultrasonidos
brevemente y se dejo reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente en una rueda mezcladora. Después se
mezclaron 60 mg de anticuerpo 36F12 por gramo de latex en 750 ul de tampéon MES (20 mM, pH 6,1) que contenia
37 pl de solucién Synperonic P85 (1 % en MES) con las particulas de latex activadas con sulfo-NHS/EDC. La mezcla
de reaccion se sometié a ultrasonidos brevemente y se dejé reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente en
una rueda mezcladora. A la mezcla de reaccién se afiadieron 45 pl de solucion de glicina (2 M, pH 11), se sometié a
ultrasonidos y se mezcl6 durante 15 minutos en una rueda mezcladora. Finalmente, las particulas se lavaron 2 veces
mediante centrifugacion y resuspension en glicina (50 mM, pH 8) que contenia un 0,03 % de Synperonic P85. Después
de una etapa de centrifugacion y resuspension final, las particulas de latex (1 % de solidos) se almacenaron en glicina
(50 mM, pH 8) que contenia un 0,03 % de Synperonic P85, un 0,1 % de BSA y un 0,05 % de azida de sodio.

4.3 Sintesis de las particulas MP1 estandar

A particulas de latex (microparticulas modificadas con carboxilato, tamarfio de 110-140 nm) con una concentracion de
un 2 % de solidos en 750 pl de tampdn MES (20 mM, pH 6,1) se afiadieron sucesivamente 30 ul de una solucion de
sulfo-NHS (sulfo-N-hidroxisulfosuccinimida, 100 mM en tamp6n MES) y 30 pl de una solucién de EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, 100 mM en tampon MES). La mezcla de reaccién se sometié a ultrasonidos
brevemente y se dej6 reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente en una rueda mezcladora. Después se
mezclaron 45 mg de anticuerpo 21F12 por gramo de latex en 750 pl de tampdn MES (20 mM, pH 6,1) con las particulas
de latex activadas con sulfo-NHS/EDC. Después de 20 minutos, se afiadieron 37 pl de solucion Synperonic P85 (1 %
en MES) a la mezcla. La mezcla de reaccion se sometié a ultrasonidos brevemente y se dejé reaccionar durante
100 minutos a temperatura ambiente en una rueda mezcladora. A la mezcla de reaccién se afiadieron 45 pl de solucion
de glicina (2 M, pH 11), se someti6 a ultrasonidos y se mezclé durante 15 minutos en una rueda mezcladora.
Finalmente, las particulas se lavaron 2 veces mediante centrifugacién y resuspension en glicina (50 mM, pH 8) que
contenia un 0,03 % de Synperonic P85. Después de una etapa de centrifugacion y resuspension final, las particulas
de latex (1 % de sélidos) se almacenaron en glicina (50 mM, pH 8) que contenia un 0,03 % de Synperonic P85, un
0,1 % de BSA y un 0,05 % de azida de sodio.

4.4 Preparacion de los reactivos R1 y R2 para el ensayo en el analizador

Los reactivos R1 y R2 son como se describe en las instrucciones de uso de las pruebas. El reactivo R2 se prepara
mezclando las particulas MP1 y MP2 sintetizadas en las etapas a) y b). El reactivo se afiade a un paquete de cobas
C.

4.5 Instrumento: ver el ejemplo 1

4.6 Procedimiento para el ensayo de CRP usando la estrategia estandar: idéntico al procedimiento del ejemplo
1.2.

4.7 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo del ejemplo 1.3.
4.8 Condiciones para la generacion de la curva de calibracién: idénticas a las del ejemplo 1.4.

4.9 Procedimiento para el ensayo de CRP utilizando la nueva estrategia de la invencién
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Los reactivos usados para estos experimentos se prepararon como se describe anteriormente en el ejemplo 1.2. Se
utilizé el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba CRP L3, con la excepcién de las longitudes
de onda y los tiempos de reaccion.

4.10 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo del ejemplo 1.3.
4.11 Condiciones para la generacion de la curva de calibracién

Las mejores condiciones para ambas curvas de calibracion se determinaron como se describe anteriormente y se
obtuvo el siguiente resultado: se us6 505 nm como primera longitud de onda, 800 nm como longitud de onda de
correccion y 2,8 minutos como primer tiempo de reaccion; se usdé 570 nm como segunda longitud de onda, 800 nm
como longitud de onda de correccion y 2,0 minutos como segundo tiempo de reaccion. El tipo de ensayo era un ensayo
de dos puntos finales, como se describe en el ejemplo 1.4. Para la primera curva de calibracion, la primera lectura se
realiza en el punto de medicién 8 y corresponde a poco después de la adicién del reactivo final, y la segunda lectura
se realiza en el punto de medicién 22, que corresponde a un tiempo de reaccion de 2,8 minutos; para la segunda curva
de calibracion, la primera lectura se realiza en el punto de medicidén 8 y corresponde a poco después de la adicion del
reactivo final, y la segunda lectura se realiza en el punto de medicién 18, que corresponde a un tiempo de reaccién de
2,0 minutos. Para la generacion de ambas curvas de calibracién, se miden cada uno de los 6 estandares que cubren
los intervalos de concentraciones correspondientes como duplicados con spline como tipo de calibracién, que ajusta
los intervalos entre los puntos de datos de los calibradores medidos aproximados por polinomios de tercer grado de
manera que se obtenga una curva de calibraciéon uniforme. Se obtuvieron resultados similares cuando se usaron los
6 estandares del procedimiento estandar (Ref. Cat. 11355279) para ambas curvas de calibracion. Se utiliza la primera
curva de calibracién que esta optimizada para una baja concentracion del analito especifico, maximizando asi el limite
inferior de deteccion, y se utiliza la segunda curva de calibracién que esta optimizada para una alta concentracién del
analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccién. Para la cuantificacién de CRP se debe seleccionar
la primera curva de calibracién o la segunda curva de calibraciéon, dependiendo del contenido de analito o la
absorbancia correspondiente de la muestra por cuantificar. Para este fin, la sefial de la muestra se compara con un
valor umbral predeterminado. El valor umbral para CRP se puede definir como uno de los dos o ambos valores de
absorbancia en las curvas de calibracion para CRP que corresponden a una concentracién de 10 mg/l, es decir, la
absorbancia a 505 nm-800 nm para el tiempo de reaccion de 2,8 minutos (A[A1, t1] = A[505 nm-800 nm, 2,8 minutos])
y/o la absorbancia a 570 nm-800 nm para el tiempo de reacciéon de 2,0 minutos (A[A2, t2] = A [570 nm-800 nm,
2,0 minutos]).

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 505 nm-800 nm y 2,8 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo
del valor umbral predeterminado A[505 nm-800 nm, 2,8 minutos] y/o si la sefial éptica de la muestra calculada para
570 nm-800 nm y 2,0 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo del valor umbral predeterminado A[570 nm-
800 nm, 2,0 minutos], se usa la primera curva de calibracién para su cuantificacion.

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 505 nm-800 nm y 2,8 minutos de tiempo de reaccién supera el valor
umbral predeterminado A[505 nm-800 nm, 2,8 minutos] y/o si la sefial éptica de la muestra calculada para 570 nm-
800 nm y 2,0 minutos de tiempo de reaccion supera el valor umbral predeterminado A[570 nm-800 nm, 2,0 minutos],
se usa la segunda curva de calibracion para su cuantificacién. Como resultado, se obtienen dos curvas de calibracion
para cubrir el intervalo de medicion para la determinacion de CRP, la primera cubriendo concentraciones de analito
desde 0 hasta 10 mg/l y la segunda cubriendo el intervalo desde 10 mg/l hasta el UDL.

Resultados para el ensayo de CRP usando la estrategia estandar y la estrategia de acuerdo con la invencién:
4.12 Determinacion de LDL, UDL y CV: ver el ejemplo 1.
4.13 Resumen de resultados y conclusiones

Como se muestra en la figura 2 y la tabla 5, el uso de particulas MP2 mas grandes (290 nm en lugar de 220 nm) con
niveles de carga de anticuerpo mas elevados (60 mg 36F12/g de latex en lugar de 50 mg/g) en combinacién con la
estrategia de multiples aplicaciones conduce a una mejora del LDL y del intervalo dinamico en un factor de 8 en
comparacion con el ensayo CRP L3 estandar comercial usando las condiciones estandar (reactivo de latex con
particulas MP1 y MP2 no modificadas, medicién a una longitud de onda principal de 570 nm, corregida de 800 nm,
tiempo de reaccion de 2,0 min). La precision (CV) obtenida con el nuevo procedimiento es comparable a la del
procedimiento estandar. Las condiciones para la nueva estrategia son una primera curva de calibracién, registrada a
505 nm con 800 nm como longitud de onda de correccién y 2,8 minutos de tiempo de reaccioén, y una segunda curva
de calibracion, registrada a 570 nm con 800 nm como longitud de onda de correccién y 2,0 minutos de tiempo de
reaccion.
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Tabla 5: Resumen de resultados para CRP con particulas MP2 adaptadas

Reactivos estandar (MP1: 110-140 nm, | Reactivos adaptados (MP1: 110-140 nm,
45 mg 21F12/g de latex; MP2: 220 nm, | 45 mg 21F12/g de latex; MP2: 290 nm, 60 mg
50 mg 36F12/g de latex), 36F12/g de latex),
Procedimiento estandar (570 nm-800 nm, | Nuevo procedimiento (Cal 1: 505 nm-
2,0 min) 800 nm, 2,8 min; Cal 2: 570 nm-800 nm,
2,0 min)

LDL (mg/l) 0,091 0,011

UDL (mg/l) 350 350

Intervalo 3846 31818

dinamico

Intervalo de | 0,091-350 0,011-350

medicion

(mg/l)

CVa1mgl/l (%) | 46 3,4

CVas5mgl (%) | 1,5 0,9

Ejemplo 5: Mejora adicional del intervalo dinamico para la combinacién de la estrategia de muiiltiples
aplicaciones con particulas modificadas MP1 y MP2

5.1 Ademas, la combinacion de la estrategia de multiples aplicaciones con tamafios de particula y niveles de carga de
anticuerpo adaptados se evalu6 usando el ensayo CRP L3 como parametro principal. El ensayo CRP L3 incluye dos
tipos diferentes de particulas, como se describe en el documento EP 0898169, particulas de latex grandes (MP2,
aproximadamente 220 nm de diametro) recubiertas con anticuerpos altamente afines (clon 36F 12; concentracién para
recubrimiento de latex: 50 mg/g de latex) y particulas de latex pequefias (MP1, aproximadamente 110-140 nm de
diametro) recubiertas con anticuerpos menos afines (clon 21F12, concentracion para recubrimiento de latex: 45 mg/g
de latex). Aqui, las particulas MP2 se modificaron usando tamafios y niveles de carga de anticuerpo mayores y las
particulas MP1 pequefias se modificaron usando particulas mas pequefias y, finalmente, se determin6 el LDL, el UDL
y el intervalo dinamico alcanzables en el ensayo, como se describe a continuacion.

5.2 Sintesis de las particulas MP2 modificadas

A particulas de latex (microparticulas modificadas con carboxilato, tamafio de 290 nm) con una concentraciéon de un
2 % de solidos en 750 pl de tampon MES (20 mM, pH 6,1) se afadieron sucesivamente 30 ul de una solucion de sulfo-
NHS (sulfo-N-hidroxisulfosuccinimida, 100 mM en tampén MES) y 30 yl de una solucion de EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, 100 mM en tampon MES). La mezcla de reaccion se sometié a ultrasonidos
brevemente y se dejé reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente en una rueda mezcladora. Después se
mezclaron 70 mg de anticuerpo 36F12 por gramo de latex en 750 pl de tampdn MES (20 mM, pH 6,1) que contenia
37 pl de solucion Synperonic P85 (1 % en MES) con las particulas de latex activadas con sulfo-NHS/EDC. La mezcla
de reaccion se sometié a ultrasonidos brevemente y se dejé reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente en
una rueda mezcladora. A la mezcla de reaccién se afiadieron 45 ul de solucion de glicina (2 M, pH 11), se sometié a
ultrasonidos y se mezclé durante 15 minutos en una rueda mezcladora. Finalmente, las particulas se lavaron 2 veces
mediante centrifugacion y resuspensién en glicina (50 mM, pH 8) que contenia un 0,03 % de Synperonic P85. Después
de una etapa de centrifugacion y resuspension final, las particulas de latex (1 % de sélidos) se almacenaron en glicina
(50 mM, pH 8) que contenia un 0,03 % de Synperonic P85, un 0,1 % de BSA y un 0,05 % de azida de sodio.

5.3 Sintesis de las particulas MP1 modificadas

A particulas de latex (microparticulas modificadas con carboxilato, tamafio de 90 nm) con una concentracién de un
2 % de so6lidos en 750 pl de tampén MES (20 mM, pH 6,1) se afiadieron sucesivamente 30 pl de una solucién de sulfo-
NHS (sulfo-N-hidroxisulfosuccinimida, 100 mM en tampén MES) y 30 yl de una solucion de EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida, 100 mM en tampon MES). La mezcla de reaccion se sometié a ultrasonidos
brevemente y se dejo reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente en una rueda mezcladora. Después se
mezclaron 50 mg de anticuerpo 21F12 por gramo de latex en 750 pl de tampén MES (20 mM, pH 6,1) con las particulas
de latex activadas con sulfo-NHS/EDC. Después de 20 minutos, se afiadieron 37 pl de solucion Synperonic P85 (1 %
en MES) a la mezcla. La mezcla de reaccion se sometioé a ultrasonidos brevemente y se dejo reaccionar durante
100 minutos a temperatura ambiente en una rueda mezcladora. A la mezcla de reaccion se afiadieron 45 ul de solucion
de glicina (2 M, pH 11), se someti6 a ultrasonidos y se mezcldé durante 15 minutos en una rueda mezcladora.
Finalmente, las particulas se lavaron 2 veces mediante centrifugacion y resuspension en glicina (50 mM, pH 8) que
contenia un 0,03 % de Synperonic P85. Después de una etapa de centrifugacion y resuspension final, las particulas
de latex (1 % de sdlidos) se almacenaron en glicina (50 mM, pH 8) que contenia un 0,03 % de Synperonic P85, un
0,1 % de BSA y un 0,05 % de azida de sodio.
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5.4 Preparacion de los reactivos R1 y R2 para el ensayo en el analizador

Los reactivos R1 y R2 son como se describe en las instrucciones de uso de las pruebas. El reactivo R2 se prepara
mezclando las particulas MP1 y MP2 sintetizadas en las etapas a) y b). Los reactivos se afiaden a un paquete de
cobas c.

5.5 Instrumento: ver el ejemplo 1

5.6 Procedimiento para el ensayo de CRP usando la estrategia estandar: idéntico al procedimiento del ejemplo
1.2.

5.7 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo del ejemplo 1.3.
5.8 Condiciones para la generacioén de la curva de calibraciéon: idénticas a las del ejemplo 1.4.
5.9 Procedimiento para el ensayo de CRP utilizando la nueva estrategia de la invencién

Los reactivos utilizados para estos experimentos se prepararon como se describe anteriormente y luego se afiadieron
a paquetes de cobas c: R1 (tampon TRIS) y R2 (particulas de latex recubiertas con anti-CRP (ratén) en tampon de
glicina). Se utilizé el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba CRP L3, con la excepcion de las
longitudes de onda y los tiempos de reaccion.

5.10 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo del ejemplo 1.3.
5.11 Condiciones para la generacién de la curva de calibracion

Las mejores condiciones para ambas curvas de calibracion se determinaron como se describe anteriormente y se
obtuvo el siguiente resultado: se us6 546 nm como primera longitud de onda, 800 nm como longitud de onda de
correccion y 7,1 minutos como primer tiempo de reaccion; se usé 660 nm como segunda longitud de onda, 800 nm
como longitud de onda de correccion y 0,8 minutos como segundo tiempo de reaccion. El tipo de ensayo era un ensayo
de dos puntos finales, como se describe en el ejemplo 1.4. Para la primera curva de calibracion, la primera lectura se
realiza en el punto de medicion 7 y corresponde a poco después de la adicion del reactivo final, y la segunda lectura
se realiza en el punto de medicién 50, que corresponde a un tiempo de reaccion de 7,1 minutos; para la segunda curva
de calibracion, la primera lectura se realiza en el punto de medicidén 7 y corresponde a poco después de la adicion del
reactivo final, y la segunda lectura se realiza en el punto de medicién 11, que corresponde a un tiempo de reaccion de
0,8 minutos. Para la generacion de ambas curvas de calibracién, se miden cada uno de los 6 estandares que cubren
los intervalos de concentraciones correspondientes como duplicados con spline como tipo de calibracién, que ajusta
los intervalos entre los puntos de datos de los calibradores medidos aproximados por polinomios de tercer grado de
manera que se obtenga una curva de calibracion uniforme. Se obtuvieron resultados similares cuando se usaron los
6 estandares del procedimiento estandar (Ref. Cat. 11355279) para ambas curvas de calibracion.

Se utiliza la primera curva de calibraciéon que esta optimizada para una baja concentracion del analito especifico,
maximizando asi el limite inferior de deteccion, y se utiliza la segunda curva de calibracion que esta optimizada para
una alta concentracién del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccién. Para la cuantificacién
de CRP se debe seleccionar la primera curva de calibracion o la segunda curva de calibracién, dependiendo del
contenido de analito o la absorbancia correspondiente de la muestra por cuantificar. Para este fin, la sefal de la
muestra se compara con un valor umbral predeterminado. El valor umbral para CRP se puede definir como uno de los
dos o ambos valores de absorbancia en las curvas de calibracién para CRP que corresponden a una concentraciéon
de 50 mg/l, es decir, la absorbancia a 546 nm-800 nm para el tiempo de reaccion de 7,1 minutos (A[A1, t1] = A[546 nm-
800 nm, 7,1 minutos]) y/o la absorbancia a 660 nm-800 nm para el tiempo de reaccién de 0,8 minutos (A[A2, t2] = A
[660 nm-800 nm, 0,8 minutos]).

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 546 nm-800 nm y 7,1 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo
del valor umbral predeterminado A[546 nm-800 nm, 7,1 minutos] y/o si la sefial éptica de la muestra calculada para
660 nm-800 nm y 0,8 minutos de tiempo de reaccién esta por debajo del valor umbral predeterminado A[660 nm-
800 nm, 0,8 minutos], se usa la primera curva de calibracién para su cuantificacion.

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 546 nm-800 nm y 7,1 minutos de tiempo de reaccién supera el valor
umbral predeterminado A[546 nm-800 nm, 7,1 minutos] y/o si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 660 nm-
800 nm y 0,8 minutos de tiempo de reaccidn supera el valor umbral predeterminado A[660 nm-800 nm, 0,8 minutos],
se usa la segunda curva de calibracion para su cuantificacion. Como resultado, se obtienen dos curvas de calibracién
para cubrir el intervalo de mediciéon para la determinacion de CRP, la primera cubriendo concentraciones de analito
desde 0 hasta 50 mg/l y la segunda cubriendo el intervalo desde 50 mg/l hasta el UDL.

Resultados para el ensayo de CRP usando la estrategia estandar y la nueva estrategia de la invencion

29



10

15

20

25

30

35

40

ES 2657 140 T3

5.12 Determinacion de LDL / UDL / CV: ver el ejemplo 1
5.13 Resumen de resultados y conclusiones

Como se muestra en la figura 2 y la tabla 6, el uso de particulas MP2 mas grandes (290 nm en lugar de 220 nm) con
niveles de carga de anticuerpo mas elevados (70 mg 36F12/g de latex en lugar de 50 mg/g) y particulas MP1 mas
pequefas (90 nm en lugar de 110-140 nm, 50 mg 21F12/g de latex para la reaccion de conjugacion de latex) en
combinacion con la estrategia de multiples aplicaciones conduce a una mejora del LDL, el UDL y el intervalo dindmico
en un factor de 3,0, 2,3 y 6,9, respectivamente, en comparacién con el ensayo CRP L3 estandar comercial usando las
condiciones estandar (reactivo de latex con particulas MP1 y MP2 no modificadas, medicién a una longitud de onda
principal de 570 nm, corregida a 800 nm, tiempo de reaccion de 2,0 min). La precisién (CV) obtenida con el nuevo
procedimiento es comparable a la del procedimiento estandar. Las condiciones para la nueva estrategia son una
primera curva de calibracion, registrada a 546 nm con 800 nm como longitud de onda de correccién y 7,1 minutos de
tiempo de reaccion, y una segunda curva de calibracién, registrada a 660 nm con 800 nm como longitud de onda de
correccion y 0,8 minutos de tiempo de reaccién.

Tabla 6: Resumen de resultados para CRP con particulas MP1 y MP2 adaptadas

Reactivos estandar (MP1: 110-140 nm, | Reactivos adaptados (MP1: 90 nm, 50 mg
45 mg 21F12/g de latex; MP2: 220 nm, 50 mg | 21F12/g de latex; MP2: 290 nm, 70 mg
36F12/g de latex), 36F12/g de latex),
Procedimiento estandar (570 nm-800 nm, | Nuevo procedimiento (Cal 1: 546 nm-
2,0 min) 800 nm, 7,1 min; Cal 2: 660 nm-800 nm, 0,8
min)

LDL (mg/l) 0,060 0,020

UDL (mgl/l) 367 844

Intervalo 6117 42 200

dinamico

Intervalo de | 0,060-367 0,020-844

medicién (mg/l)

CVa1mgl/l (%) | 83 2,7

CVas5mg/l(%) | 1,9 0,9

CV a 10mg/l | 1,3 1,3

(%)

CV a 100 mg/l | 1,3 1,3

(%)

Ejemplo 6: Determinacion del intervalo dinamico de ensayos colorimétricos Alanina aminotransferasa (ALTL)

6.1 Instrumento: ver el ejemplo 1
6.2 Procedimiento para el ensayo de ALTL (alanina aminotransferasa) utilizando la estrategia estandar

Se seleccioné para este estudio la prueba de alanina aminotransferasa de Roche (ALTL, Ref. Cat. 20764957), un
ensayo colorimétrico. La enzima alanina aminotransferasa (ALT) cataliza la reaccién entre L-alanina y 2-oxoglutarato.
El piruvato formado se reduce por NADH en una reaccion catalizada por lactato deshidrogenasa (LDH) para formar L-
lactato y NAD". La tasa de oxidacion de NADH es directamente proporcional a la actividad catalitica de ALT que se
mide fotométricamente. Se determina midiendo la disminucion en la absorbancia.

L-alanina + 2-oxoglutarato AT »  piruvato + L-glutamato

Piruvato + NADH + H 2L, L-lactato NAD

Los reactivos para todas las pruebas Roche se proporcionan en paquetes cobas c. Estos casetes contienen de una a
tres botellas de reactivo especialmente disefiadas y tienen etiquetas de cédigo de barras con el reactivo detallado e
informacion relacionada con la prueba. Para las pruebas ALTL, el casete esta compuesto por dos reactivos: R1
(tampdn TRIS, pH 7,3, L-alanina, albumina (bovina), LDH (microorganismos), estabilizantes y conservante) y R2 (2-
oxoglutarato, NADH, aditivos y conservante). El procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba ALTL
se us6 como procedimiento estandar.

6.3 Esquema de pipeteo

Se afiadieron posteriormente a la celda de reaccion 9 ul de muestra y 59 ul de reactivo R1 diluido con 32 pl de diluyente
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(agua), seguido de la adicion de 17 pl de 2-oxoglutarato y reactivo NADH (R2) diluido con 20 ul de diluyente (agua).
Después, todos los componentes de la reaccion se mezclaron.

6.4 Condiciones para la generacion de la curva de calibracién

Las lecturas de absorbancia se llevaron a cabo a 340 nm como longitud de onda principal y a 700 nm como longitud
de onda de correccion. El tipo de ensayo fue un ensayo cinético A, también llamado ensayo de tasa A.

Para los ensayos de tasa, el transcurso de la reaccion se sigue midiendo la absorbancia en funcion del tiempo. Es
decir, las mediciones se toman a medida que avanza la reaccidon. Los ensayos de tasa utilizan estas mediciones
porque sus calculos de concentraciéon se basan en la determinacion de la tasa de cambio en la absorbancia. Un ensayo
de tasa A esta programado para multiples puntos de medicion. Esto significa que hay una ventana de medicion y que
cada medicién fotométrica realizada dentro de esta ventana se tiene en cuenta para el calculo de la tasa, comenzando
con la lectura en el primer punto de medicién programado y hasta la lectura en el segundo punto de medicién
programado. Los valores de absorbancia se convierten en la tasa de cambio en la absorbancia mediante analisis de
minimos cuadrados. Para ALTL, el primer punto de medicién programado (punto de medicion inicial) fue el punto de
medicion 12 que corresponde a poco después de que la muestra y el reactivo final se pipetearan a la celda de reaccion
(66 segundos después de la adicion del reactivo final). El segundo punto de medicién programado (punto de medicién
final) se tom6 en el punto de medicién 31 que corresponde a un tiempo de reaccidn de 4,1 minutos. La sefial se calculd
a partir de cada una de las lecturas entre los puntos de medida inicial y final. La tasa de cambio en la absorbancia
(pendiente) entre estos dos puntos de medicion se calculé6 mediante el procedimiento de minimos cuadrados. Para la
generacion de la curva de calibracion se midieron dos estandares de Roche (estandar 1: agua para la medicién en
blanco; estandar 2, Ref. Cat. 10759350) como duplicados con tipo de calibracion lineal, que ajusta los puntos de datos
de los calibradores medidos por un modo lineal de manera que se obtenga una curva de calibracién lineal.

6.5 Procedimiento para el ensayo de ALTL de acuerdo con la invencion

Los reactivos utilizados para estos experimentos fueron idénticos a los utilizados para el procedimiento estandar, como
se describe en el ejemplo 6.2. Se utiliz6 el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba de ALTL,
con la excepcién de las longitudes de onda y los tiempos de reaccion.

6.6 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo 6.3
6.7 Condiciones para la generacion de la curva de calibracién

Para la generacién de las dos curvas de calibracién se midieron 2 estandares como duplicados con tipo de calibracion
lineal, que ajusta los puntos de datos de los calibradores medidos por un modo lineal de manera que se obtenga una
curva de calibracion lineal (estandar 1: agua para la medicién en blanco); estandar 2: Roche, Ref. Cat. 10759350).
Las mejores condiciones para ambas curvas de calibracion se determinaron como se describe anteriormente y se
obtuvo el siguiente resultado: se usé 340 nm como primera longitud de onda, 800 nm como longitud de onda de
correccion y 8,5 minutos como primer tiempo de reaccion; se usé 376 nm como segunda longitud de onda, 700 nm
como longitud de onda de correccion y 1,4 minutos como segundo tiempo de reaccion. El tipo de ensayo fue un ensayo
de dos puntos finales para ambas, la primera y la segunda curva de calibracién, como se describe en el ejemplo 1.4.
Para la primera curva de calibracién, la primera lectura se realizd en el punto de medicién 7 y corresponde a poco
después de la adicién del reactivo final, y la segunda lectura se realiz6 en el punto de medicion 57, que corresponde
a un tiempo de reaccion de 8,5 minutos; para la segunda curva de calibracién, la primera lectura se realiz6 en el punto
de medicién 7 y corresponde a poco después de la adicion del reactivo final, y la segunda lectura se realiz6 en el punto
de medicion 14, que corresponde a un tiempo de reaccion de 1,4 minutos. Se obtuvieron resultados similares cuando
se usaron otros tipos de ensayo, como la cinética A, para el calculo de la primera y/o la segunda curvas de calibracion.
Ademas, se obtuvieron resultados similares cuando se usaron otras concentraciones estandar aparte de las utilizadas
aqui (calibradores comercialmente disponibles de Roche, Ref. Cat. 10759350), asi como cuando se usaron mas de 2
estandares, por ejemplo, hasta seis estandares para la generaciéon de cada curva de calibracion, y diferentes tipos de
calibracién para cada una de las dos curvas de calibracion (por ejemplo, spline).

Se utiliza la primera curva de calibracién que esta optimizada para una baja concentracién del analito especifico,
maximizando asi el limite inferior de deteccion, y se utiliza la segunda curva de calibracion que esta optimizada para
una alta concentracion del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion. Para la cuantificacion
de ALTL se debe seleccionar la primera curva de calibraciéon o la segunda curva de calibraciéon, dependiendo del
contenido de analito o la absorbancia correspondiente de la muestra por cuantificar. Para este fin, la sefal de la
muestra se compara con un valor umbral predeterminado. El valor umbral para ALTL se puede definir como uno de
los dos 0 ambos valores de absorbancia en las curvas de calibracion para ALTL que corresponden a una concentracion
de 200 U/, es decir, la absorbancia a 340 nm-800 nm para el tiempo de reaccion de 8,5 minutos (A[A1, t1] = A[340 nm-
800 nm, 8,5 minutos]) y/o la absorbancia a 376 nm-700 nm para el tiempo de reaccién de 1,4 minutos (A[A2, t2] = A
[376 nm-700 nm, 1,4 minutos]).

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 340 nm-800 nm y 8,5 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo

31



10

15

20

25

30

35

40

ES 2657 140 T3

del valor umbral predeterminado A[340 nm-800 nm, 8,5 minutos] y/o si la sefal 6ptica de la muestra calculada para
376 nm-700 nm y 1,4 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo del valor umbral predeterminado A[376 nm-
700 nm, 1,4 minutos], se usa la segunda curva de calibracion para su cuantificacion.

Si la sefial éptica de la muestra calculada para 340 nm-800 nm y 8,5 minutos de tiempo de reaccién supera el valor
umbral predeterminado A[340 nm-800 nm, 8,5 minutos] y/o si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 376 nm-
700 nm y 1,4 minutos de tiempo de reaccion supera el valor umbral predeterminado A[376 nm-700 nm, 1,4 minutos],
se usa la primera curva de calibracién para su cuantificacion. Como resultado, se obtienen dos curvas de calibracién
para cubrir el intervalo de medicién para la determinacion de ALTL, la primera cubriendo concentraciones de analito
desde 0 hasta 200 U/l y la segunda cubriendo el intervalo desde 200 U/l hasta el UDL.

Resultados para el ensayo de ALTL usando la estrategia estandar y la estrategia de acuerdo con la invencion
6.8 Determinacion de LDL / UDL / CV: ver el ejemplo 1
6.9 Resumen de resultados y conclusiones

El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 7. La aplicacion de la nueva estrategia a la prueba de ALTL de
Roche muestra un aumento de la sensibilidad (LDL, limite inferior de deteccién) en un factor de 2,9 y una ampliacion
del limite superior de deteccion (UDL) en un factor de 4,2. Finalmente, el intervalo dinamico se amplié en un factor de
12,2. La precision (CV) obtenida con el nuevo procedimiento es comparable a la del procedimiento estandar. La nueva
estrategia brinda una minima implementacion; la aplicacion de la estrategia no necesita ningin cambio de reactivos ni
de sus formulaciones. Solo se pueden adaptar el numero y/o la concentracion de estandares para la calibracion, en
caso necesario.

Tabla 7: Resumen de resultados para ALTL

Procedimiento estandar | Nuevo procedimiento (curva de calibracion 1: longitud de
(longitud de onda de 340 nm, | onda de 340 nm, longitud de onda de correccion de
longitud de onda de correccion | 800 nm, tiempo de reaccion de 8,5 min.; curva de
de 700 nm, tiempo de reaccion | calibracién 2: longitud de onda de 376 nm, longitud de
de 4,1 min) onda de correccion de 700 nm, tiempo de reaccion de 1,4
min)

LDL (U/1) 1,6 0,55

UDL (U/1) 811 3383

Intervalo 507 6151

dinamico

Intervalo de | 1,6-811 0,55-3383

mediciéon

(un)

CV a 10U/l | 8,37 5,00

(%)

Cva150 U/l | 0,53 0,30

(%)

cv a | 047 0,44

2000 U/1 (%)

Ejemplo 7: Determinacion del intervalo dinamico de ensayos colorimétricos Aspartato aminotransferasa

(ASTL)

7.1 Instrumento: ver el ejemplo 1

7.2 Procedimiento para el ensayo de ASTL (aspartato aminotransferasa) utilizando la estrategia estandar

Se seleccioné para este estudio la prueba de aspartato aminotransferasa de Roche (ASTL, Ref. Cat. 20764949), un
ensayo colorimétrico. La enzima aspartato aminotransferasa (AST) cataliza la reaccién entre L-aspartato y 2-
oxoglutarato. El oxalacetato formado se reduce por NADH en una reaccién catalizada por malato deshidrogenasa
(MDH) para formar L-malato y NAD*. La tasa de oxidacion de NADH es directamente proporcional a la actividad
catalitica de AST que se mide fotométricamente. Se determina midiendo la disminucioén en la absorbancia.

AST

L-aspartato + 2-oxoglutarato » Oxalacetato + L-glutamato

MIDH

v NAD

Dxalacetato NADH + H L-malato
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Los reactivos para todas las pruebas Roche se proporcionan en paquetes cobas c. Estos casetes contienen de una a
tres botellas de reactivo especialmente disefiadas y tienen etiquetas de cédigo de barras con el reactivo detallado e
informacién relacionada con la prueba. Para las pruebas ASTL, el casete estd compuesto por dos reactivos: R1
(tampon TRIS, pH 7,8, L-aspartato, albumina (bovina), MDH (microorganismos), LDH (microorganismos),
estabilizantes y conservante) y R2 (2-oxoglutarato, NADH y conservante). El procedimiento descrito en las
instrucciones de uso de la prueba ASTL se us6 como procedimiento estandar.

7.3 Esquema de pipeteo

Se afiadieron posteriormente a la celda de reaccion 9 ul de muestra y 40 ul de reactivo R1 diluido con 51 pl de diluyente
(agua), seguido de la adicion de 17 ul de reactivo R2 diluido con 20 pl de diluyente (agua). Después, la mezcla de
reaccion se mezcld.

7.4 Condiciones para la generacion de la curva de calibracion

Las lecturas de absorbancia se llevaron a cabo a 340 nm como longitud de onda principal y a 700 nm como longitud
de onda de correccion. El tipo de ensayo fue un ensayo cinético A, también llamado ensayo de tasa A.

Para los ensayos de tasa, el transcurso de la reaccion se sigue midiendo la absorbancia en funcion del tiempo. Es
decir, las mediciones se toman a medida que avanza la reaccién. Los ensayos de tasa utilizan estas mediciones
porque sus calculos de concentracion se basan en la determinacion de la tasa de cambio en la absorbancia. Un ensayo
de tasa A esta programado para multiples puntos de medicion. Esto significa que hay una ventana de medicion y que
cada medicion fotométrica realizada dentro de esta ventana se tiene en cuenta para el calculo de la tasa, comenzando
con la lectura en el primer punto de medicién programado y hasta la lectura en el segundo punto de medicién
programado. Los valores de absorbancia se convierten en la tasa de cambio en la absorbancia mediante analisis de
minimos cuadrados. Para ALTL, el primer punto de medicién programado (punto de medicion inicial) fue el punto de
medicion 12 que corresponde a poco después de que la muestra y el reactivo final se pipetearan a la celda de reaccion
(66 segundos después de la adicion del reactivo final). El segundo punto de mediciéon programado (punto de medicién
final) se tomé en el punto de medicién 31 que corresponde a un tiempo de reaccion de 4,1 minutos. La seial se calculé
a partir de cada una de las lecturas entre los puntos de medida inicial y final. La tasa de cambio en la absorbancia
(pendiente) entre estos dos puntos de medicion se calculd6 mediante el procedimiento de minimos cuadrados. Para la
generacion de la curva de calibracion se midieron dos estandares de Roche (estandar 1: agua para la medicién en
blanco; estandar 2, Ref. Cat. 10759350) como duplicados con tipo de calibracién lineal, que ajusta los puntos de datos
de los calibradores medidos por un modo lineal de manera que se obtenga una curva de calibracién lineal.

7.5 Procedimiento para el ensayo de ASTL de acuerdo con la presente invencion

Los reactivos utilizados para estos experimentos fueron idénticos a los utilizados para el procedimiento estandar, como
se describe en el ejemplo 7.2. Se utilizd el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba ASTL, con
la excepcion de las longitudes de onda y los tiempos de reaccion.

7.6 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo 7.3
7.7 Condiciones para la generacion de la curva de calibracién

Para la generacioén de las dos curvas de calibracién se midieron 2 estdndares como duplicados con tipo de calibracién
lineal, que ajusta los puntos de datos de los calibradores medidos por un modo lineal de manera que se obtenga una
curva de calibracion lineal (estandar 1: agua para la medicién en blanco); estandar 2: Roche, Ref. Cat. 10759350).
Las mejores condiciones para ambas curvas de calibracion se determinaron como se describe anteriormente y se
obtuvo el siguiente resultado: se us6 340 nm como primera longitud de onda, 700 nm como longitud de onda de
correccion y 8,3 minutos como primer tiempo de reaccion; se usé 376 nm como segunda longitud de onda, 800 nm
como longitud de onda de correccién y 1,2 minutos como segundo tiempo de reaccién. El tipo de ensayo fue un ensayo
de dos puntos finales para ambas, la primera y la segunda curva de calibracién, como se describe en el ejemplo 1.4.
Para la primera curva de calibracién, la primera lectura se realizd en el punto de medicién 8 y corresponde a poco
después de la adicion del reactivo final, y la segunda lectura se realiz6 en el punto de medicion 57, que corresponde
a un tiempo de reaccion de 8,3 minutos; para la segunda curva de calibracion, la primera lectura se realiz6 en el punto
de medicién 8 y corresponde a poco después de la adicion del reactivo final, y la segunda lectura se realiz6 en el punto
de medicion 14, que corresponde a un tiempo de reaccion de 1,2 minutos. Se obtuvieron resultados similares cuando
se usaron otros tipos de ensayo, como la cinética A, para el calculo de la primera y/o la segunda curvas de calibracion.
Ademas, se obtuvieron resultados similares cuando se usaron otras concentraciones estandar aparte de las utilizadas
aqui (calibradores comercialmente disponibles de Roche, Ref. Cat. 10759350), asi como cuando se usaron mas de 2
estandares, por ejemplo, hasta seis estandares para la generacion de cada curva de calibracién, y diferentes tipos de
calibracién para cada una de las dos curvas de calibracién (por ejemplo, spline).
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Se utiliza la primera curva de calibraciéon que esta optimizada para una baja concentracion del analito especifico,
maximizando asi el limite inferior de deteccion, y se utiliza la segunda curva de calibracién que esta optimizada para
una alta concentracién del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion. Para la cuantificacion
de ASTL se debe seleccionar la primera curva de calibracion o la segunda curva de calibracion, dependiendo del
contenido de analito o la absorbancia correspondiente de la muestra por cuantificar. Para este fin, la sefal de la
muestra se compara con un valor umbral predeterminado. El valor umbral para ASTL se puede definir como uno de
los dos 0 ambos valores de absorbancia en las curvas de calibracién para ASTL que corresponden a una concentracion
de 200 U/, es decir, la absorbancia a 340 nm-700 nm para el tiempo de reaccion de 8,3 minutos (A[A1, t1] = A[340 nm-
700 nm, 8,3 minutos]) y/o la absorbancia a 376 nm-800 nm para el tiempo de reaccién de 1,2 minutos (A[A2, t2] = A
[376 nm-800 nm, 1,2 minutos]).

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 340 nm-700 nm y 8,3 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo
del valor umbral predeterminado A[340 nm-700 nm, 8,3 minutos] y/o si la sefal 6ptica de la muestra calculada para
376 nm-800 nm y 1,2 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo del valor umbral predeterminado A[376 nm-
800 nm, 1,2 minutos], se usa la segunda curva de calibracion para su cuantificacion.

Si la sefal 6ptica de la muestra calculada para 340 nm-700 nm y 8,3 minutos de tiempo de reaccién supera el valor
umbral predeterminado A[340 nm-700 nm, 8,3 minutos] y/o si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 376 nm-
800 nm y 1,2 minutos de tiempo de reaccién supera el valor umbral predeterminado A[376 nm-800 nm, 1,2 minutos],
se usa la segunda curva de calibracion para su cuantificacién. Como resultado, se obtienen dos curvas de calibracion
para cubrir el intervalo de medicién para la determinacion de ASTL, la primera cubriendo concentraciones de analito
desde 0 hasta 200 U/l y la segunda cubriendo el intervalo desde 200 U/l hasta el UDL.

Resultados para el ensayo de ASTL usando la estrategia estandar y la estrategia de acuerdo con la invencion:
7.8 Determinacion de LDL / UDL / CV: ver el ejemplo 1
7.9 Resumen de resultados y conclusiones

El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 8. La aplicaciéon de la nueva estrategia a la prueba de ASTL de
Roche muestra un aumento de la sensibilidad (LDL, limite inferior de deteccién) en un factor de 2,2 y una ampliacion
del limite superior de deteccion (UDL) en un factor de 3,4. Finalmente, el intervalo dindmico se amplié en un factor de
7,5. La precision (CV) obtenida con el nuevo procedimiento es comparable a la del procedimiento estandar. La nueva
estrategia brinda una minima implementacion; la aplicacion de la estrategia no necesita ningiin cambio de reactivos ni
de sus formulaciones. Solo se pueden adaptar el nimero y/o la concentracion de estandares para la calibracion, en
caso necesario.

Tabla 8: Resumen de resultados para ASTL

Procedimiento estandar | Nuevo procedimiento (curva de calibracién 1: longitud de
(longitud de onda de 340 nm, | onda de 340 nm, longitud de onda de correccion de
longitud de onda de correcciéon | 700 nm, tiempo de reaccion de 8,3 min.; curva de
de 700 nm, tiempo de reaccion | calibracion 2: longitud de onda de 376 nm, longitud de
de 4,1 min) onda de correcciéon de 800 nm, tiempo de reaccion de
1,2 min)

LDL (U/) 1,71 0,78

UDL (U/) 854 2868

Intervalo 502 3677

dinamico

Intervalo de | 1,71-854 0,78-2868

medicion

(un

CV a 20U/l | 4,46 1,67

(%)

CVva150 U/l | 0,58 0,27

(%)

cv a| 1,12 0,31

2000 U/1 (%)

Ejemplo 8: Determinacion del intervalo dinamico de ensayos colorimétricos Sangre-Urea-Nitrogeno (U-BUN)

8.1 Instrumento: ver el ejemplo 1

8.2 Procedimiento para el ensayo de U-BUN (sangre-urea-nitrogeno) utilizando la estrategia estandar
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Se seleccioné para este estudio la prueba de Sangre-Urea-Nitrdgeno de Roche (UREAL, Ref. Cat. 04460715), un
ensayo colorimétrico. La enzima ureasa hidroliza la urea en presencia de ureasa para formar amonio y carbonato. En
la siguiente reaccion, la glutamato deshidrogenasa (GLDH) cataliza la reaccién entre 2-oxoglutarato, amonio y NADH
dando como resultado la formacion de L-glutamato y NAD*. La tasa de disminucion en la concentracion de NADH es
directamente proporcional a la concentracién de urea en la muestra y se mide fotométricamente. Se determina
midiendo la disminucién en la absorbancia.

U : :
Urea + 2H.0 SRR o oNHG ¥+ OOF
NH,  + 2-oxoglutarato + NADH 20 4 | glutamato + NAD + H;0

Los reactivos para todas las pruebas Roche se proporcionan en paquetes cobas c. Estos casetes contienen de una a
tres botellas de reactivo especialmente disefiadas y tienen etiquetas de cédigo de barras con el reactivo detallado e
informacioén relacionada con la prueba. Para las pruebas U-BUN, el casete esta compuesto por dos reactivos: R1
(NaCl 9 %) y R2 (tampo6n TRIS, pH 8,6, 2-oxoglutarato, NADH, ADP, ureasa (judia sable), GLDH (higado bovino),
estabilizadores no reactivos y conservantes). El procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba U-
BUN (UREAL) se usé como procedimiento estandar.

8.3 Esquema de pipeteo

Se afiadieron posteriormente a la celda de reaccion 2 pyl de muestra 'y 10 pl de reactivo R1 diluido con 90 pl de diluyente
(agua), seguido de la adicién de 38 ul de reactivo R2 diluido con 110 pl de diluyente (agua). Posteriormente, los
componentes de la reaccién se mezclaron.

8.4 Condiciones para la generacién de la curva de calibracion

Las lecturas de absorbancia se llevaron a cabo a 340 nm como longitud de onda principal y a 700 nm como longitud
de onda de correccion. El tipo de ensayo fue un ensayo cinético A, también llamado ensayo de tasa A.

Para los ensayos de tasa, el transcurso de la reaccion se sigue midiendo la absorbancia en funcién del tiempo. Es
decir, las mediciones se toman a medida que avanza la reaccidén. Los ensayos de tasa utilizan estas mediciones
porque sus célculos de concentracidn se basan en la determinacion de la tasa de cambio en la absorbancia. Un ensayo
de tasa A esta programado para multiples puntos de medicion. Esto significa que hay una ventana de medicion y que
cada medicion fotométrica realizada dentro de esta ventana se tiene en cuenta para el calculo de la tasa,
comenzando con la lectura en el primer punto de medicién programado y hasta la lectura en el segundo punto de
medicion programado. Los valores de absorbancia se convierten en la tasa de cambio en la absorbancia mediante
analisis de minimos cuadrados. Para U-BUN, el primer punto de medicion programado (punto de medicion inicial) fue
el punto de medicion 10 que corresponde a poco después de que la muestra y el reactivo final se pipetearan a la celda
de reaccién (42 segundos después de la adicién del reactivo final). El segundo punto de medicién programado (punto
de medicion final) se tomo en el punto de medicion 19 que corresponde a un tiempo de reaccion de 1,8 minutos. La
sefial se calculd a partir de cada una de las lecturas entre los puntos de medida inicial y final. La tasa de cambio en la
absorbancia (pendiente) entre estos dos puntos de medicién se calcul6 mediante el procedimiento de minimos
cuadrados. Para la generacién de la curva de calibracién se midieron dos estandares de Roche (estandar 1: agua para
la medicién en blanco; estandar 2, Ref. Cat. 10759350) como duplicados con tipo de calibracién lineal, que ajusta los
puntos de datos de los calibradores medidos por un modo lineal de manera que se obtenga una curva de calibracién
lineal.

8.5 Procedimiento para el ensayo de U-BUN de acuerdo con la presente invencién

Los reactivos utilizados para estos experimentos fueron idénticos a los utilizados para el procedimiento estandar, como
se describe en el ejemplo 8.2. Se utilizd el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba U-BUN
(UREAL), con la excepcion de las longitudes de onda y los tiempos de reaccion.

8.6 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo 8.3
8.7 Condiciones para la generacion de la curva de calibracién

Para la generacién de las dos curvas de calibracién se midieron 2 estdndares como duplicados con tipo de calibraciéon
lineal, que ajusta los puntos de datos de los calibradores medidos por un modo lineal de manera que se obtenga una
curva de calibracion lineal (estandar 1: agua para la medicion en blanco); estandar 2: Roche, Ref. Cat. 10759350).
Las mejores condiciones para ambas curvas de calibracién se determinaron como se describe anteriormente y se
obtuvo el siguiente resultado: para la primera curva de calibracion se us6 340 nm como primera longitud de onda,
800 nm como longitud de onda de correccién y 8,3 minutos como primer tiempo de reaccion; para la segunda curva
de calibracion se usé 376 nm como segunda longitud de onda, 700 nm como longitud de onda de correccion y
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1,4 minutos como segundo tiempo de reaccion. El tipo de ensayo fue un ensayo de dos puntos finales para ambas, la
primera y la segunda curva de calibracion, como se describe en el ejemplo 1.4. Para la primera curva de calibracion,
la primera lectura se realiz6 en el punto de medicién 8 y corresponde a poco después de la adicion del reactivo final,
y la segunda lectura se realiz6 en el punto de medicién 57, que corresponde a un tiempo de reaccion de 8,3 minutos;
para la segunda curva de calibracion, la primera lectura se realiz6 en el punto de medicion 8 y corresponde a poco
después de la adicion del reactivo final, y la segunda lectura se realizé en el punto de medicién 15, que corresponde
a un tiempo de reaccion de 1,4 minutos. Se obtuvieron resultados similares cuando se usaron otros tipos de ensayo,
como la cinética A, para el calculo de la primera y/o la segunda curvas de calibraciébn. Ademas, se obtuvieron
resultados similares cuando se usaron otras concentraciones estandar aparte de las utilizadas aqui (calibradores
comercialmente disponibles de Roche, Ref. Cat. 10759350), asi como cuando se usaron mas de 2 estandares, por
ejemplo, hasta seis estandares para la generacion de cada curva de calibracion, y diferentes tipos de calibracién para
cada una de las dos curvas de calibracion (por ejemplo, spline).

Se utiliza la primera curva de calibracion que esta optimizada para una baja concentracion del analito especifico,
maximizando asi el limite inferior de deteccion, y se utiliza la segunda curva de calibracion que esta optimizada para
una alta concentracién del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion. Para la cuantificaciéon
de U-BUN se debe seleccionar la primera curva de calibracion o la segunda curva de calibracion, dependiendo del
contenido de analito o la absorbancia correspondiente de la muestra por cuantificar. Para este fin, la sefial de la
muestra se compara con un valor umbral predeterminado. El valor umbral para U-BUN se puede definir como uno de
los dos o ambos valores de absorbancia en las curvas de calibracion para U-BUN que corresponden a una
concentracién de 10 mmol/l, es decir, la absorbancia a 340 nm-800 nm para el tiempo de reaccion de 8,3 minutos
(A[A1, t1] = A[340 nm-800 nm, 8,3 minutos]) y/o la absorbancia a 376 nm-700 nm para el tiempo de reaccion de
1,4 minutos (A[A2, t2] = A [376 nm-700 nm, 1,4 minutos]).

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 340 nm-800 nm y 8,3 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo
del valor umbral predeterminado A[340 nm-800 nm, 8,3 minutos] y/o si la sefal 6ptica de la muestra calculada para
376 nm-700 nm y 1,4 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo del valor umbral predeterminado A[376 nm-
700 nm, 1,4 minutos], se usa la segunda curva de calibracion para su cuantificacion.

Si la sefal 6ptica de la muestra calculada para 340 nm-800 nm y 8,3 minutos de tiempo de reaccién supera el valor
umbral predeterminado A[340 nm-800 nm, 8,3 minutos] y/o si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 376 nm-
700 nm y 1,4 minutos de tiempo de reaccién supera el valor umbral predeterminado A[376 nm-700 nm, 1,4 minutos],
se usa la primera curva de calibracién para su cuantificacién. Como resultado, se obtienen dos curvas de calibracion
para cubrir el intervalo de medicion para la determinacién de U-BUN, la primera cubriendo concentraciones de analito
desde 0 hasta 10 mmol/l y la segunda cubriendo el intervalo desde 10 mmol/l hasta el UDL.

Resultados para el ensayo de U-BUN (UREAL) usando la estrategia estandar y la estrategia de acuerdo con la
invencion

8.8 Determinacion de LDL / UDL / CV: ver el ejemplo 1
8.9 Resumen de resultados y conclusiones

El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 9. La aplicacién de la nueva estrategia a la prueba de U-BUN de
Roche muestra un aumento de la sensibilidad (LDL, limite inferior de deteccién) en un factor de 2,2 y una ampliacién
del limite superior de deteccion (UDL) en un factor de 1,4. Finalmente, el intervalo dinamico se amplié en un factor de
3. La precisién (CV) obtenida con el nuevo procedimiento es comparable a la del procedimiento estdndar. La nueva
estrategia brinda una minima implementacion; la aplicacion de la estrategia no necesita ningin cambio de reactivos ni
de sus formulaciones. Solo se pueden adaptar el numero y/o la concentracién de estandares para la calibracién, en
caso necesario.

Tabla 9: Resumen de resultados para U-BUN

Procedimiento estandar | Nuevo procedimiento (curva de calibracion 1: longitud
(longitud de onda de 340 nm, | de onda de 340 nm, longitud de onda de correccién de
longitud de onda de correccion | 800 nm, tiempo de reaccion de 8,3 min.; curva de
de 700 nm, tiempo de reaccion | calibracion 2: longitud de onda de 376 nm, longitud de
de 1,8 min) onda de correcciéon de 700 nm, tiempo de reaccion de 1,4
min)

LDL 0,071 0,032

(mmol/l)

UDL 57 78

(mmol/l)

Intervalo 803 2438

dinamico
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Intervalo de | 0,071-57 0,032-78
medicion

(mmol/l)

cv al| 1,74 1,35

2 mmol/l (%)

CvV a 100,99 0,91
mmol (%)

Cv a 600,72 0,92
mmol (%)

Ejemplo 9: Determinacion del intervalo dinamico de ensayos colorimétricos Glucosa (Gluc3)
9.1 Instrumento ver el ejemplo 1.
9.2 Procedimiento para el ensayo de glucosa (Glu3) utilizando la estrategia estandar

Se selecciono para este estudio la prueba de glucosa de Roche (Gluc3, Ref. Cat. 04404483), un ensayo colorimétrico.
La enzima hexocinasa cataliza la fosforilacion de glucosa a glucosa-6-fosfato (G-6-P) por ATP. En la siguiente
reaccion, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) oxida la glucosa-6-fosfato en presencia de NADP* dando
como resultado la formacién de gluconato-6-fosfato y NADPH. La tasa de formacién de NADPH es directamente
proporcional a la concentracién de glucosa en la muestra y se mide fotométricamente. Se determina midiendo el
aumento en la absorbancia.

I HK
Glucosa 4 ATP _ » G-6-P + ADP
G-6-P + NADP Lo gluconato -6-P + NADPH + H

Los reactivos para todas las pruebas Roche se proporcionan en paquetes cobas c. Estos casetes contienen de una a
tres botellas de reactivo especialmente disefiadas y tienen etiquetas de cédigo de barras con el reactivo detallado e
informacioén relacionada con la prueba. Para las pruebas Gluc3, el casete estd compuesto de dos reactivos: R1
(tampon MES, pH 6,0, Mg?*, ATP, NADP y conservante) y R2 (tampén HEPES, pH 8,0, Mg?*, hexocinasa (levadura),
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (E. coli) y conservantes). El procedimiento descrito en las instrucciones de uso de
la prueba Glu3 se usé como procedimiento estandar.

9.3 Esquema de pipeteo

Se afiadieron posteriormente a la celda de reaccion 2 yl de muestra y 28 pl de reactivo R1 diluido con 141 pl de
diluyente (agua), seguido de la adicién de 10 pl de reactivo R2 diluido con 20 pl de diluyente (agua). Posteriormente,
los componentes de la reaccién se mezclaron.

9.4 Condiciones para la generacion de la curva de calibracion

Las lecturas de absorbancia se llevaron a cabo a 340 nm como longitud de onda principal y a 700 nm como longitud
de onda de correccion. Las lecturas de absorbancia se realizaron en dos puntos de medicion diferentes. El tipo de
ensayo era un ensayo de dos puntos finales. Un ensayo de dos puntos finales es un ensayo de punto final que realiza
un blanco de muestra. Aqui se consideran dos lecturas de absorbancia en dos puntos de medicién diferentes: la
primera lectura se toma generalmente antes o poco después de la adiciéon del reactivo final; la segunda lectura se
toma en cualquier momento después de afiadir el reactivo final. El valor de absorbancia para la curva de calibracion
Yy, por lo tanto, para el calculo de la concentracion se obtiene restando la primera lectura de la segunda lectura.

Para Gluc3, la primera lectura se realiza en el punto de medicion 6 y corresponde a poco antes de la adicién del
reactivo final, y la segunda lectura se realiza en el punto de medicién 32, que corresponde a un tiempo de reaccion de
5,5 minutos. Para la generacion de la curva de calibracion se midieron dos estandares como duplicados con tipo de
calibracion lineal, que ajusta los puntos de datos de los calibradores medidos por un modo lineal de manera que se
obtenga una curva de calibracion lineal (estandar 1: agua para la medicion en blanco); estandar 2: Roche, Ref. Cat.
10759350).

9.5 Procedimiento para el ensayo Glu3 de acuerdo con la invencion
Los reactivos utilizados para estos experimentos fueron idénticos a los utilizados para el procedimiento estandar, como
se describe en el ejemplo 9.2. Se utilizé el procedimiento descrito en las instrucciones de uso de la prueba Glu3, con

la excepcion de las longitudes de onda y los tiempos de reaccion.

9.6 Esquema de pipeteo: idéntico al esquema de pipeteo 9.3
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9.7 Condiciones para la generacion de la curva de calibracién

Para la generacién de las dos curvas de calibracion se midieron dos estandares como duplicados con tipo de
calibracién lineal, que ajusta los puntos de datos de los calibradores medidos por un modo lineal de manera que se
obtenga una curva de calibracion lineal (estandar 1: agua para la medicion en blanco); estandar 2: Roche, Ref. Cat.
10759350). Las mejores condiciones para ambas curvas de calibracion se determinaron como se describe
anteriormente y se obtuvo el siguiente resultado: para la primera curva de calibracion se us6é 340 nm como primera
longitud de onda, 700 nm como longitud de onda de correccién y 8,7 minutos como primer tiempo de reaccion; para
la segunda curva de calibraciéon se us6 376 nm como segunda longitud de onda, 700 nm como longitud de onda de
correccion y 5,5 minutos como segundo tiempo de reaccion. El tipo de ensayo fue un ensayo de dos puntos finales
que ya se describié en el procedimiento estandar para la prueba Gluc3. Para la primera curva de calibracién, la primera
lectura se realiz6 en el punto de medicion 6 (6 segundos antes de la adicion del reactivo final) y la segunda lectura se
realiz6 en el punto de mediciéon 57, que corresponde a un tiempo de reaccion de 8,7 minutos; para la segunda curva
de calibracion, la primera lectura también se realizé también en el punto de medicién 6 y la segunda lectura se realizo6
en el punto de medicién 32, que corresponde a un tiempo de reaccion de 5,5 minutos. Se obtuvieron resultados
similares cuando se usaron otros tipos de ensayo, como la cinética A, para el calculo de la primera y/o la segunda
curvas de calibracién. Ademas, se obtuvieron resultados similares cuando se usaron otras concentraciones estandar
aparte de las utilizadas aqui (calibradores comercialmente disponibles de Roche, Ref. Cat. 10759350), asi como
cuando se usaron mas de 2 estandares, por ejemplo, hasta seis estandares para la generacién de cada curva de
calibracién, y diferentes tipos de calibracion para cada una de las dos curvas de calibracion (por ejemplo, spline).

Se utiliza la primera curva de calibracion que esta optimizada para una baja concentracion del analito especifico,
maximizando asi el limite inferior de deteccion, y se utiliza la segunda curva de calibracion que esta optimizada para
una alta concentracién del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion. Para la cuantificacion
de Glu3 se debe seleccionar la primera curva de calibracion o la segunda curva de calibracién, dependiendo del
contenido de analito o la absorbancia correspondiente de la muestra por cuantificar. Para este fin, la sefial de la
muestra se compara con un valor umbral predeterminado. El valor umbral para Gluc3 se puede definir como uno de
los dos o ambos valores de absorbancia en las curvas de calibracion para Gluc3 que corresponden a una
concentraciéon de 10 mmol/l, es decir, la absorbancia a 340 nm-700 nm para el tiempo de reacciéon de 8,7 minutos
(A[A1, t1] = A[340 nm-700 nm, 8,7 minutos]) y/o la absorbancia a 376 nm-700 nm para el tiempo de reaccién de
5,5 minutos (A[A2, t2] = A [376 nm-700 nm, 5,5 minutos]).

Si la sefial 6ptica de la muestra calculada para 340 nm-700 nm y 8,7 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo
del valor umbral predeterminado A[340 nm-700 nm, 8,7 minutos] y/o si la sefial éptica de la muestra calculada para
376 nm-700 nm y 5,5 minutos de tiempo de reaccion esta por debajo del valor umbral predeterminado A[376 nm-
700 nm, 5,5 minutos], se usa la primera curva de calibracion para su cuantificacion.

Si la sefal 6ptica de la muestra calculada para 340 nm-700 nm y 8,7 minutos de tiempo de reaccién supera el valor
umbral predeterminado A[340 nm-700 nm, 8,7 minutos] y/o si la sefial éptica de la muestra calculada para 376 nm-
700 nm y 5,5 minutos de tiempo de reaccion supera el valor umbral predeterminado A[376 nm-700 nm, 5,5 minutos],
se usa la segunda curva de calibraciéon para su cuantificacién. Como resultado, se obtienen dos curvas de calibracion
para cubrir el intervalo de medicion para la determinacion de Glu3, la primera cubriendo concentraciones de analito
desde 0 hasta 10 mmol/l y la segunda cubriendo el intervalo desde 10 mmol/l hasta el UDL.

Resultados para el ensayo de Glu3 usando la estrategia estandar y la estrategia de acuerdo con la invencién
9.8 Determinacion de LDL / UDL / CV: ver el ejemplo 1.

9.9 Resumen de resultados y conclusiones

El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 10. La aplicacién de la nueva estrategia a la prueba Gluc3 de
Roche muestra un aumento de la sensibilidad (LDL, limite inferior de deteccién) en un factor de 1,5 y una ampliacién
del limite superior de deteccion (UDL) en un factor de 1,6. Finalmente, el intervalo dinamico se amplié en un factor de
2,4. La precision (CV) obtenida con el nuevo procedimiento es comparable a la del procedimiento estandar. La nueva
estrategia brinda una minima implementacion; la aplicacion de la estrategia no necesita ningun cambio de reactivos ni
de sus formulaciones. Solo se pueden adaptar el numero y/o la concentracién de estandares para la calibracién, en
caso necesario.

Tabla 10: Resumen de resultados para Gluc3
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Procedimiento estandar
(longitud de onda de 340 nm,
longitud de onda de correccion
de 700 nm, tiempo de reaccién
de 5,5 min)

Nuevo procedimiento (curva de calibracion 1: longitud
de onda de 340 nm, longitud de onda de correcciéon de
700 nm, tiempo de reaccion de 8,7 min.; curva de
calibracion 2: longitud de onda de 376 nm, longitud de
onda de correcciéon de 700 nm, tiempo de reacciéon de 5,5

min)
LDL 0,017 0,011
(mmol/l)
UDL 46 73
(mmol/l)
Intervalo 2706 6636
dinamico
Intervalo de | 0,017-46 0,011-73
medicion
(mmol/l)
Cv a 03]651 5,94
mmol (%)
Cv a 100,75 0,71
mmol (%)
CV a 100 | 0,55 0,83
mmol (%)
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar la cantidad de un analito especifico mediante ensayos fotométricos, en el que el
analito especifico de una muestra reacciona con un socio de reaccién especifico del analito en una mezcla de reaccion,
que comprende las etapas de:

a) generar al menos dos curvas de calibracion, en las que

- la primera curva de calibracion registrada a una primera longitud de onda se optimiza para bajas concentraciones
del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de deteccion vy,

- la segunda curva de calibraciéon registrada a una segunda longitud de onda se optimiza para altas concentraciones
del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion,

b) medir simultaneamente la sefal optica para el analito especifico de una muestra por determinar en la mezcla de
reaccioén al menos a la primera y la segunda longitudes de onda,

c) seleccionar la primera o la segunda curva de calibracién para la cuantificacion del analito especifico, mediante los
siguientes criterios:

para curvas de calibracion crecientes:

- si la sefial 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracién
registrada a la primera longitud de onda;

- si la sefial optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracién
registrada a la segunda longitud de onda,

para curvas de calibracion decrecientes:

- si la sefial 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracion
registrada a la segunda longitud de onda;

- si la sefal optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracién
registrada a la primera longitud de onda,

d) cuantificar la cantidad del analito especifico por comparacion con la curva de calibracion seleccionada.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que, en inmunoensayos turbidimétricos y nefelométricos, el
analito especifico se cuantifica a partir del cambio en la turbidez de la mezcla de reacciéon basado en la aglutinacion
del analito especifico y un socio de unién especifico del analito.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que, en ensayos colorimétricos, el analito especifico se
cuantifica con la ayuda de un reactivo de color.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en el que la primera curva de calibracion
se registra a una primera longitud de onda y a un primer tiempo de reaccion.

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en el que la segunda curva de calibracién
se registra a una segunda longitud de onda y a un segundo tiempo de reaccion.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en el que la medicion simultanea de la
sefal optica para el analito especifico de una muestra por determinar en la mezcla de reaccién se realiza al menos a
la primera y la segunda longitudes de onda durante el tiempo de reaccion completo.

7. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en el que los resultados de medicién se
almacenan en un sistema de gestion de datos de la plataforma del instrumento.

8. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en el que opcionalmente se determinan
longitudes de onda adicionales como un valor del blanco para la correccion de interferencias y la compensacion del
ruido fotométrico.

9. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en el que se generan al menos dos curvas
de calibracion que se registran a las mismas longitudes de onda y a diferentes tiempos de reaccion.

10. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en el que el socio de reaccion especifico
del analito comprende proteinas de unién, antigenos, fragmentos de antigeno, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos,
acidos nucleicos, receptores y socios de union potenciados por particulas, enzimas, sustratos o reactivos quimicos
especificos que conducen a un cambio de color o a un cambio de turbidez en presencia de un analito.

11. Procedimiento para aumentar la sensibilidad y/o el intervalo dinamico de ensayos fotométricos, en el que el analito
especifico en una muestra reacciona con un socio de reaccion especifico del analito en una mezcla de reaccién, que
comprende las etapas de:

a) generar al menos dos curvas de calibracion, en las que
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- la primera curva de calibracién registrada a una primera longitud de onda se optimiza para bajas concentraciones
del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de deteccion y,

- la segunda curva de calibracion registrada a una segunda longitud de onda se optimiza para altas concentraciones
del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccioén,

b) medir simultaneamente la sefal 6ptica para el analito especifico de una muestra por determinar en la mezcla de
reaccion al menos a la primera y la segunda longitudes de onda,

c) seleccionar la primera o la segunda curva de calibracion para la cuantificacion del analito especifico, mediante los
siguientes criterios:

para curvas de calibracion crecientes:

- si la sefial 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibraciéon
registrada a la primera longitud de onda;

- si la sefal optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracién del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracién
registrada a la segunda longitud de onda,

para curvas de calibracién decrecientes:

- si la sefial 6ptica de la primera y/o segunda longitudes de onda es menor que un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la segunda curva de calibracién
registrada a la segunda longitud de onda;

- si la sefal optica de la primera y/o segunda longitudes de onda supera un valor umbral predeterminado
correspondiente, la concentracion del analito se determina mediante el uso de la primera curva de calibracién
registrada a la primera longitud de onda,

d) cuantificar la cantidad del analito especifico por comparacion con la curva de calibracion seleccionada.

12. Uso de al menos dos longitudes de onda y al menos dos tiempos de reaccion predeterminados para un analito
especifico para la generacién de al menos dos curvas de calibracién para cuantificar la cantidad de un analito
especifico en ensayos fotométricos, en el que el analito especifico de una muestra reacciona con un socio de reaccién
especifico del analito en una mezcla de reaccion, en el que

- una primera curva de calibracion registrada a una primera longitud de onda y a un primer tiempo de reaccion se
optimiza para bajas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite inferior de deteccion y

- una segunda curva de calibracion registrada a una segunda longitud de onda y a un segundo tiempo de reaccion se
optimiza para altas concentraciones del analito especifico, maximizando asi el limite superior de deteccion.

13. Un procedimiento implementado por ordenador para determinar la longitud de onda, el tiempo de reaccion y el
umbral éptimos de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, que comprende las etapas de:

a) recibir un conjunto de datos que representa los valores de absorbancia de las muestras registradas a mdltiples
longitudes de onda durante el tiempo de reaccién completo disponibles simultaneamente en un analizador, en el que
dicho conjunto de datos incluye una pluralidad de puntos de datos para:

- estandares para la calibracion,

- una muestra en blanco para la determinacién del LDL,

- al menos 2 muestras para la determinacioén de la precision,

- series de dilucion

b) establecer los valores umbral a una concentracion en la que las curvas de calibracion cambian de la primera a la
segunda curva de calibracion, usando la primera curva de calibracion para la cuantificacion del analito a
concentraciones mas bajas y usando la segunda curva de calibracion para la cuantificacion del analito a
concentraciones mas altas

c) determinar la primera y la segunda longitudes de onda, asi como el primer y el segundo tiempos de reaccion;
analizar las curvas cinéticas y seleccionar la configuracién 6ptima para la primera curva de calibracién y la segunda
curva de calibraciéon de acuerdo con las reivindicaciones 1-10.
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Figura 1:
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Figura 2
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Figura 3:
DELTA ABS (DO)
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Figura 4:

: Nueva estrategia:

5 Curva de calibracion 1
% a505 nm-800 nm y tiempo de reaccién de 2,0 min

$ 1 (LDL: 0,036 mgll)
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a 600 nm-800 nm y tiempo de reaccion
de 1,2 min (UDL: 660 mg/l)
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Figura 5

Resumen de resultados - en la mayoria de los casos, la nueva estrategia mejora/amplia el intervalo dinamico

de reactivos
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Figura 6 a:

Ferritina, 0 y 10 W1 (N=21) a
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Figura 6 b:

Ferritina, 0y 10 w1(N=21)a

B) 570 nm
Ferritina: determinacion visual de los puntos de medicion 6ptimos para la determinacion
del LDL a partir de los datos cinéticos; A = 570 nm
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Figura 7

Ferritina, 981-4950 ug/l (N = 1) a 570-800 nm
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Figura 8:

Factor de mejora para

Ensayo el intervalo dindmico Reduccion de las repeticiones automaticas por la invencion
basado en la invencién
Repeticiones provocadas por Repeticiones provocadas por
muestras por debajo del intervalo muestras por encima del intervalo
de medicion estandar de medicién estandar
ALTL 12,2 87 % 99 %
ASTL 7,5 87 % 99 %
CRPL3 3,1 57 % 99 %
Dimero D
Gen.2 1,14 sin cdlculo * 0%
DIG 1,15 0% 27 %
Ferritina
Gen.4 1,7 71% 0%
GLUC3 2,4 81 % 96 %
MYO?2 4 sin cdlculo * 51 %
PHENO 1,5 3% 77 %
RF 11 5,8 97 % 9%
U-BUN 3 sin calculo * 87 %

* no hay suficientes datos disponibles para el calculo
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