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DESCRIPCION
Reactivo de ensayo de hemoglobina, kit de ensayo y método de ensayo
Campo técnico
La presente invencién se refiere a un reactivo de medicién de la hemoglobina y a un método de medicion.
Antecedentes de la técnica

La deteccién de la sangre contenida en muestras biolégicas tales como de heces, orina y saliva son Utiles para el
diagnéstico de muchas enfermedades. Por ejemplo, para detectar el cdncer colorrectal, se utiliza una prueba de sangre
oculta en las heces para detectar sangre en las heces. Un método inmunolégico para detectar la hemoglobina
contenida en la sangre oculta en una muestra biolégica tal como de heces por medio de un anticuerpo anti-
hemoglobina se conoce como método para detectar la sangre oculta.

La muestra biolégica que se va a utilizar para una prueba de sangre oculta generalmente es recogida por un sujeto en
un recipiente que contiene una solucién de conservacién y enviada a un centro de analisis, tal como un hospital. En
muchos casos, una soluciéon de conservacién que contiene una muestra biolégica se almacena durante varios dias
hasta que se utiliza realmente para una prueba y, a menudo, se coloca en un entorno de alta temperatura durante ese
periodo. La hemoglobina es inestable en solucién, y se desnaturaliza y degrada con especial facilidad en condiciones
de altas temperaturas. En caso de que una estructura de un epitopo o un sitio circundante al mismo cambie debido a
la desnaturalizacion o degradaciéon de la hemoglobina, un anticuerpo no puede reconocer la hemoglobina. Por
consiguiente, la precisién de la deteccién de hemoglobina mediante un método inmunolégico disminuye.

Por lo tanto, se utiliza un método para afiadir haptoglobina a una solucién de conservacién de muestras biolégicas
(por ejemplo, referencia de patente 1) para estabilizar la hemoglobina. La haptoglobina es una proteina presente en
la sangre de una amplia seleccién de animales y desempefia la funcién de recuperar la hemoglobina liberada en la
sangre debido a la hemdlisis de los glébulos rojos. Se sabe que la haptoglobina se une rapidamente de forma
irreversible a la hemoglobina para formar un complejo estable de hemoglobina y haptoglobina. En caso de haberse
afladido previamente haptoglobina a una solucién de conservacién o similar, la hemoglobina contenida en la muestra
se estabiliza mediante un complejo de hemoglobina y haptoglobina que se forma cuando la muestra biolégica se afiade
a una solucién de conservacion o similar.

Sin embargo, en caso de afiadirse haptoglobina, en especial cuando se afiade a la muestra biolégica una cantidad
excesiva de haptoglobina con respecto a la hemoglobina libre, a veces se detecta una disminucién de un valor medido
de hemoglobina (Referencia de patente 1y 2).

Lista de citas

Bibliografia de patentes

[Referencia de patente 1] Publicacién de patente japonesa no examinada n.° H10-132824
[Referencia de patente 2] Publicacién de patente japonesa n.° 2010014586

Sumario de la invencién
Problema técnico

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un reactivo de mediciéon de hemoglobina y un método de medicidn
capaz de inhibir una disminucidén en un valor medido de hemoglobina debido a la adicién de haptoglobina para medir
con mayor precision la cantidad de hemoglobina.

Solucién del problema

Los presentes inventores han llevado a cabo amplios estudios para resolver los problemas descritos anteriormente de
la técnica relacionada. Como resultado, han descubierto que es posible inhibir una disminucién en un valor medido de
hemoglobina debido a la adicién de haptoglobina haciendo coexistir un portador insoluble al que se une un anticuerpo
anti-hemoglobina y un portador insoluble al que se une un anticuerpo anti-haptoglobina, y que la cantidad de
hemoglobina se puede medir con mayor precision, y han completado la presente invencién.

Es decir, la presente invencién se refiere a, por ejemplo, cada una de las siguientes invenciones.
[1] Un reactivo para medir una cantidad total de hemoglobina, en donde la cantidad total de hemoglobina es la cantidad

total de un complejo de hemoglobina y haptoglobina y una hemoglobina libre, que comprende: una particula portadora
insoluble inmovilizadora de un anticuerpo anti-hemoglobina; y una particula portadora insoluble inmovilizadora de un
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anticuerpo anti-haptoglobina.

[2] El reactivo de acuerdo con [1], en donde el reactivo es adecuado para medir una cantidad total de hemoglobina a
través de un método de inmunoaglutinacion.

[3] El reactivo de acuerdo con [1] 0 [2], en donde el nimero de tipos de anticuerpos anti-hemoglobina es de al menos
dos y/o en donde el numero de tipos de anticuerpos anti-haptoglobina es de uno.

[4] El reactivo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3], en donde los portadores insolubles son particulas de latex
y/o particulas de oro coloidal.

[5] El reactivo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [4], en donde el anticuerpo anti-hemoglobina y el anticuerpo
anti-haptoglobina son anticuerpos monoclonales.

[6] El reactivo de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5], en donde la hemoglobina que se va a ensayar comprende
un complejo de hemoglobina y haptoglobina seleccionado entre un complejo intermedio de hemoglobina y
haptoglobina y un complejo completo de hemoglobina y haptoglobina, o la combinacién de los mismos.

[7] Un método para medir la hemoglobina en una muestra biolégica, comprendiendo el método: una etapa de poner
una muestra biolégica en contacto con una particula portadora insoluble inmovilizadora de un anticuerpo anti-
hemoglobina y una particula portadora insoluble inmovilizadora de un anticuerpo anti-haptoglobina para provocar
inmunoaglutinacién.

[8] El método de medicion de hemoglobina de acuerdo con [7], que comprende: una etapa (1) de mezclar una muestra
biolégica con haptoglobina y formar un complejo de hemoglobina y haptoglobina para obtener una muestra que
contenga el complejo de hemoglobina y haptoglobina; y una etapa (2) de poner en contacto la muestra obtenida en la
etapa (1) con el portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo anti-hemoglobina y el portador insoluble
inmovilizador de un anticuerpo anti-haptoglobina para provocar inmunoaglutinacién.

[9] El método de medicion de acuerdo con [7] u [8], en donde el nimero de tipos de anticuerpos anti-hemoglobina es
de al menos dos y/o en donde el numero de tipos de anticuerpos anti-haptoglobina es de uno.

[10] El método de medicién de acuerdo con uno cualquiera de [7] a [9], en donde los portadores insolubles son
particulas de latex y/o particulas de oro coloidal.

[11] El método de medicidn de acuerdo con uno cualquiera de [7] a [10], en donde el anticuerpo anti-hemoglobina y el
anticuerpo anti-haptoglobina son anticuerpos monoclonales.

[12] El método de medicién de acuerdo con uno cualquiera de [7] a [11], en donde la muestra biolégica es de heces,
saliva u orina.

[13] EI método de medicién de acuerdo con uno cualquiera de [7] a [12], en donde la haptoglobina esta contenida en
una solucién de conservaciéon de muestras bioldgicas, preferentemente en donde una concentracién de haptoglobina
en la solucién de conservacién de muestras bioldgicas es de 0,05 unidades/l a 50 unidades/I.

[14] El método de medicidn de acuerdo con uno cualquiera de [7] a [13], en donde la hemoglobina de la muestra
biolégica contiene al menos una seleccionada del grupo que consiste en hemoglobina libre, un complejo intermedio
de hemoglobina y haptoglobina, y un complejo completo de hemoglobina y haptoglobina, y en donde al menos una
parte de la hemoglobina libre forma el complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina y/o el complejo completo
de hemoglobina y haptoglobina junto con la haptoglobina después de la etapa (1).

Efectos ventajosos de la invencién

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un reactivo de medicién y un método de medicién capaz de
medir con mayor precision la cantidad de hemoglobina.

Descripcién de las realizaciones
<Definicion>
[Complejo de hemoglobina y haptoglobina]

La hemoglobina es una proteina presente en los glébulos rojos y tiene una estructura tetramérica [aoB2] que consiste
en dos conjuntos de dos subunidades denominadas subunidad a (o0 cadena a) y subunidad B (o cadena B). La
haptoglobina es una proteina, que esta presente en el plasma y que se une a la hemoglobina liberada en la sangre, y
tiene tres tipos de estructuras. Por ejemplo, la haptoglobina de tipo 1-1 tiene una estructura tetramérica [axB2] que
consiste en dos conjuntos de dos subunidades denominadas subunidad a (o cadena a) y subunidad B (o cadena B).

La hemoglobina y la haptoglobina forman un complejo estable. En general, una molécula de hemoglobina se une a
una molécula de haptoglobina. Un complejo de este tipo se denomina complejo de hemoglobina y haptoglobina y, en
la presente memoria descriptiva, también se denomina complejo completo de hemoglobina y haptoglobina.

Por otro lado, en caso de que una relacién molar (hemoglobina: haptoglobina) de la hemoglobina con respecto a la
haptoglobina se vuelve menor que 1, es decir, en un caso en que la haptoglobina esté presente en una cantidad
excesiva con respecto a la hemoglobina, tiende a formarse un complejo denominado complejo intermedio de
hemoglobina y haptoglobina (J. V. PASTEWKA et al., Biochimica et Biophysica Acta, 386 (1975) 530-537). Al formarse
el complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina, se cree que una molécula de hemoglobina tetramérica [a2f2]
se disocia en dos moléculas de dimeros (aB), y cada dimero ap se une a una molécula de haptoglobina. Es decir, se
cree que el complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina es un complejo en el que 1/2 molécula de hemoglobina
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(aB) se une a una molécula de haptoglobina [aoB2].

En la presente memoria descriptiva, el complejo de hemoglobina y haptoglobina contiene tanto un complejo completo
de hemoglobina y haptoglobina como un complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina, a menos que se
especifique lo contrario.

[Muestra biolbgica]

La muestra de la presente memoria descriptiva es una muestra biolégica que se toma de un objeto de prueba y
contiene o puede contener hemoglobina. La muestra biolégica puede ser de heces, saliva u orina, y preferentemente
de heces. Ademas, se puede utilizar sangre entera, suero, plasma o similares como muestra biolégica, y la medicién
de la cantidad de hemoglobina de la misma puede ser Util como un indice de, por ejemplo, hemélisis o tratamiento
utilizando una preparacién de haptoglobina.

[Muestra]

La muestra de la presente memoria descriptiva contiene una muestra biolégica y se obtiene particularmente mezclando
una muestra biolégica con haptoglobina. La hemoglobina libre de una muestra biolégica forma un complejo estable de
hemoglobina y haptoglobina al mezclarse con haptoglobina.

Es decir, la hemoglobina libre que no ha formado un complejo con la haptoglobina, un complejo de hemoglobina y
haptoglobina (complejo de hemoglobina y haptoglobina derivado de una muestra biolégica) que estaba originalmente
presente en la muestra biolégica y/o un complejo de hemoglobina y haptoglobina (complejo de hemoglobina y
haptoglobina preparado) formado por la adicién de haptoglobina puede estar contenido en la muestra.

En particular, en la muestra obtenida mezclando una muestra biolégica con haptoglobina, se forma preferentemente
un complejo de hemoglobina y haptoglobina preparado de manera que toda la hemoglobina libre forme un complejo
con la haptoglobina, y la muestra consiste preferentemente en un complejo de hemoglobina y haptoglobina derivado
de una muestra bioldgica y un complejo de hemoglobina y haptoglobina preparado, desde el punto de vista de la
estabilidad.

La muestra se obtiene de manera que, por ejemplo, un sujeto o similar recoge una muestra biolégica, a continuacién,
la muestra biol6gica se afiade inmediatamente a una solucién de conservaciéon de muestras (en adelante, denominada
"solucidén de conservacién”" segun las circunstancias) que contiene haptoglobina. La muestra puede conservarse a
temperatura normal durante varios dias hasta la medicién de la hemoglobina, y se conserva preferentemente en un
refrigerador a una temperatura entre 2 °C y 10 °C. En caso de que la muestra biolégica sea de heces o similar que
contenga una materia sélida, se puede retirar la materia sélida filtrando la solucién de conservacion y utilizarse como
muestra.

[Solucién de conservacién]

La soluciéon de conservacion significa una solucién de conservacién de muestras biolégicas para conservar una
muestra bioldgica y que preferentemente contiene haptoglobina.

Es preferible que la solucién de conservaciéon contenga ademas una soluciéon tampédn o similar. La solucién de
conservacion o similar puede ser una solucién tampén que contenga un buen agente tampédn tal como acido 2-
morfolinoetanosulfénico (MES), acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil-etanosulfénico (HEPES) o acido piperazin-1,4-
bis(2-etanosulfénico) (PIPES), o puede ser una solucién tampén de fosfato, una solucién tampén tris o una solucién
tampén de glicina. El pH de una solucién de conservacién puede serde 5a 10 0 de 6 a 8.

La concentracién de haptoglobina en la solucién de conservacién depende del tipo y la cantidad de muestra biol6gica,
y algunos ejemplos incluyen de 0,05 unidades/l a 50 unidades/l, 0,1 unidades/l a 10 unidades/l 0 0,2 unidades/l a 2
unidades/l. En este caso, una unidad significa una cantidad de haptoglobina que se une a 1 mg de hemoglobina. La
concentracién de haptoglobina en los intervalos descritos anteriormente es una concentracién suficiente para hacer
que toda la hemoglobina de una muestra forme un complejo con la haptoglobina.

Por ejemplo, en caso de que las heces se suspendan en una solucién de conservacién de manera que la concentracién
de heces llegue a ser del 0,05 % al 25 % (% en p/v) con respecto a 0,2 a 20 ml de la solucién de conservacién, la
proporcidn de la cantidad de haptoglobina en una muestra bioldgica puede ser de 0,075 g/unidad a 5000 g/unidad.

La haptoglobina de la presente invencién no esta particularmente limitada siempre que se combine con la hemoglobina
que se va a analizar para generar un complejo de hemoglobina y haptoglobina. Dado que la especificidad de la especie
de la unién de la hemoglobina con la haptoglobina es baja, se puede utilizar una amplia seleccién de haptoglobina.
Cuando la hemoglobina humana es una diana de medicién, puede utilizarse haptoglobina derivada de seres humanos,
caballos, cerdos, monos, perros, conejos y ratas. No es necesario utilizar haptoglobina altamente purificada.
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Los aditivos bien conocidos, por ejemplo, los agentes antibacterianos tales como la azida sédica (NaNs), ajustadores
de pH y sales para ajustar la fuerza iénica, que se pueden utilizar para conservar la hemoglobina se pueden afadir
ademas a una solucién de conservaciéon. Un agente antibacteriano incluye antibiéticos y enzimas liticas. Los ejemplos
de aditivos incluyen componentes bien conocidos, por ejemplo, aminoacidos tales como la lisina y la histidina,
albumina, un inhibidor de la proteasa, un complejo hidrosoluble de iones de metales de transicién y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), que se sabe que tienen un efecto estabilizador sobre la hemoglobina. Los ejemplos
de albumina incluyen albimina sérica, tal como la albdmina sérica bovina (ASB) y la albumina (ovoalbumina) derivada
de la clara de huevo.

<Reactivo para la medicién de hemoglobina>

El reactivo de mediciéon de hemoglobina de una realizaciéon de la presente invencion incluye: un portador insoluble
inmovilizador de un anticuerpo anti-hemoglobina; y un portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo anti-
haptoglobina. Se utiliza un método inmunolégico como método de medicién en el que se utiliza el reactivo de la
presente invencion. El método inmunoldgico puede ser un método inmunolégico bien conocido que utiliza un
anticuerpo anti-hemoglobina, y algunos ejemplos del mismo incluyen un método de inmunoaglutinacién (por ejemplo,
un método de aglutinacién de latex o un método de aglutinacién de oro coloidal), inmunocromatografia y un método
ELISA. En particular, el reactivo de la presente invencién se utiliza adecuadamente para un método de
inmunoaglutinacién y mas preferentemente para un método de aglutinacién de latex.

Un reactivo de medicién de hemoglobina de una realizacién de la presente invencién mide la cantidad total de
hemoglobina utilizando tanto hemoglobina libre como un complejo de hemoglobina y haptoglobina como diana de
medicién durante la medicién. El reactivo de la presente invencion presenta casi la misma reactividad que la
hemoglobina para cada antigeno de hemoglobina libre, un complejo completo de hemoglobina y haptoglobina y un
complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina en un método de medicién inmunolégica (en particular, un método
de inmunoaglutinacién). En particular, debido a la coexistencia del anticuerpo anti-haptoglobina unido a un portador
insoluble, se presenta un excelente efecto al mostrar la misma reactividad que la hemoglobina ("reactividad equivalente
a la hemoglobina") ante ambos antigenos de un complejo completo de hemoglobina y haptoglobina y de un complejo
intermedio de hemoglobina y haptoglobina.

La "misma reactividad que la hemoglobina" significa que, en caso de que cada antigeno de hemoglobina libre, un
complejo completo de hemoglobina y haptoglobina, un complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina, o una
mezcla de los mismos, esté presente en una muestra como hemoglobina en concentraciones iguales, las
concentraciones de hemoglobina medidas a través de una reaccién de inmunoaglutinacién de portadores insolubles
son sustancialmente iguales en cada antigeno. En este caso, cuando las concentraciones de hemoglobina medidas a
través de una reaccidén de inmunoaglutinacién de portadores insolubles son "sustancialmente iguales", significa que,
en caso de que el valor medido de hemoglobina libre sea del 100 %, un limite inferior de un valor medido de la
concentracién de hemoglobina cuando se miden otros antigenos que tienen una concentracién idéntica de
hemoglobina es mayor o igual al 80 %, preferentemente mayor o igual al 90 % y mas preferentemente mayor o igual
al 95 %, y un valor limite superior del valor medido es menor o igual al 120 %, preferentemente menor o igual al 110 %
y mas preferentemente menor o igual al 105 %.

Debido a la incorporacién de un portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo anti-haptoglobina ademéas de un
portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo anti-hemoglobina en la técnica relacionada en el reactivo de la
presente invencidn, se puede inhibir la disminucién de un valor medido de hemoglobina provocada por la adicién de
haptoglobina en la técnica relacionada. En particular, incluso en caso de que la relacibn molar
(hemoglobina/haptoglobina) de hemoglobina libre en una muestra biol6égica con respecto a la haptoglobina que se va
a afiadir sea inferior a 1, es decir, en caso de que esté presente un complejo intermedio de hemoglobina y
haptoglobina, se puede inhibir la disminucién de un valor medido de hemoglobina y se puede detectar y medir con
precisién la hemoglobina en la muestra bioldgica. Por otra parte, en caso de que no se aflada haptoglobina a una
muestra bioldgica, incluso si la haptoglobina (independientemente de la haptoglobina libre, un complejo intermedio de
hemoglobina y haptoglobina o un complejo de hemoglobina y haptoglobina) estaba originalmente presente en la
muestra biolégica, se puede inhibir la disminucién de un valor medido de hemoglobina y se puede detectar y medir
con precision la hemoglobina en la muestra biolégica.

Los presentes inventores consideran que la existencia de un complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina es
una de las causas de la disminucién de un valor medido de hemoglobina provocada por la adicién de haptoglobina en
la técnica relacionada y han resuelto este problema afiadiendo un portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo
anti-haptoglobina.

Se puede utilizar un portador insoluble que pueda inmovilizar un anticuerpo anti-hemoglobina o un anticuerpo anti-
haptoglobina. Se prefieren las particulas insolubles que se pueden utilizar para un método inmunolégico, y entre sus
ejemplos se incluyen particulas metalicas coloidales tales como particulas de oro coloidal, particulas de latex,
particulas de silice, particulas magnéticas, particulas fluorescentes y glébulos rojos, aunque la presente invencién no
se limita a las mismas. Como particulas insolubles, se prefieren las particulas de latex, y méas preferentemente, las
particulas de latex de poliestireno. Los portadores insolubles estan preferentemente en forma de particulas. Su
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diametro promedio de particula es preferentemente de 5 a 1000 nm, més preferentemente de 30 a 500 nm, y aln mas
preferentemente de 75 a 350 nm, pero los portadores insolubles se pueden utilizar sin estar particularmente limitados
a estos intervalos.

La inmovilizacién de un anticuerpo significa que un anticuerpo se une (inmoviliza) a través de la adsorcién fisica o la
unién quimica a la superficie de un portador insoluble. Como método de inmovilizacién (método de unién), por ejemplo,
los anticuerpos se pueden mezclar con particulas portadoras insolubles y se pueden adsorber fisicamente sobre las
superficies de las particulas portadoras insolubles para unir los anticuerpos a las particulas portadoras insolubles, que
es una tecnologia bien conocida. Ademas, en caso de utilizarse particulas portadoras insolubles en las que se
introduzca un grupo amino o un grupo carboxilo en las superficies, los anticuerpos pueden unirse a las superficies de
las particulas portadoras insolubles a través de un enlace quimico en el que se utilice un reactivo de glutaraldehido o
carboxiimida.

La cantidad de anticuerpos inmovilizados no esta particularmente limitada, sino que puede ser de 0,5 a 2000 ug/mg
de latex, y puede ser de 1 a 1000 pg/mg de latex o de 2 a 500 pg/mg de latex. La cantidad de anticuerpos inmovilizados
se puede calcular con una cantidad obtenida restando la cantidad de anticuerpos después de la unién de la cantidad
de anticuerpos previa a la unidn a los portadores insolubles.

Aunque no esta particularmente limitado, un anticuerpo anti-hemoglobina puede reconocer un epitopo de hemoglobina
en un complejo de hemoglobina y haptoglobina, y preferentemente no reaccionar de forma cruzada con la
haptoglobina. Un anticuerpo anti-hemoglobina puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal, pero es
preferentemente un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo monoclonal anti-hemoglobina humana desde el punto de
vista de la especificidad. El nimero de tipos de anticuerpos anti-hemoglobina contenidos en un reactivo de medicién
es al menos uno y preferentemente al menos dos.

Por otro lado, aunque no esté particularmente limitado, un anticuerpo anti-haptoglobina puede reconocer un epitopo
de haptoglobina en un complejo de hemoglobina y haptoglobina, y preferentemente no reaccionar de forma cruzada
con la hemoglobina. En particular, un anticuerpo anti-haptoglobina preferentemente no se aglutina con la haptoglobina
libre en un portador insoluble en el que el anticuerpo anti-haptoglobina esté inmovilizado, al menos en el intervalo de
la cantidad de haptoglobina libre utilizada para formar un complejo de hemoglobina y haptoglobina. Por otra parte, un
anticuerpo anti-haptoglobina preferentemente no se aglutina en absoluto con la haptoglobina libre en un portador
insoluble en el que el anticuerpo anti-haptoglobina esté inmovilizado. Un anticuerpo anti-haptoglobina puede ser un
anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal, pero es preferentemente un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo
monoclonal anti-haptoglobina. En caso de que un anticuerpo anti-haptoglobina sea un anticuerpo monoclonal, un sitio
de reconocimiento del mismo puede ser una cadena a (anticuerpo de reconocimiento de cadena a) o una cadena B
(anticuerpo de reconocimiento de cadena B) de haptoglobina. El nimero de tipos de anticuerpos anti-haptoglobina
contenidos en un reactivo de medicién es al menos uno.

Las especies animales de las que se derivan los anticuerpos descritos anteriormente que se pueden utilizar en la
presente invenciéon no estén particularmente limitadas, pero algunos ejemplos de las mismas incluyen anticuerpos
derivados de animales tales como conejos, cabras, ratones, ratas, caballos y ovejas. Se puede utilizar tanto un
anticuerpo policlonal obtenido a partir del suero de un animal inmunizado con una diana de medicién como un
anticuerpo monoclonal obtenido mediante la fusién de células del bazo de un animal inmunizado con una diana de
medicién con células de mieloma a través de un método bien conocido. Ademas, se pueden utilizar fragmentos de los
mismos [por ejemplo, F(ab')2, Fab, Fab’ o Fv].

El nimero de tipos de portadores insolubles utilizados para inmovilizar anticuerpos anti-hemoglobina es al menos uno,
pero pueden ser al menos dos. Uno o mas tipos de anticuerpos anti-hemoglobina pueden movilizarse en un tipo de
portador insoluble. Ademas, un tipo de anticuerpo anti-hemoglobina puede inmovilizarse en uno o mas tipos de
portadores insolubles.

En el caso de que dos 0 mas tipos de anticuerpos anti-hemoglobina estén contenidos en un reactivo de medicién, los
dos o mas tipos de anticuerpos anti-hemoglobina pueden inmovilizarse en un portador insoluble idéntico. Como
alternativa, se pueden combinar y utilizar varios tipos de portadores insolubles en los que se inmoviliza un tipo de
anticuerpo anti-hemoglobina sobre un tipo de portador insoluble. En este momento, los portadores insolubles utilizados
para inmovilizar diferentes tipos de anticuerpos anti-hemoglobina pueden ser el mismo tipo de portadores insolubles
o pueden ser diferentes tipos de portadores insolubles que tengan diferentes materiales, didmetros de particulas o
similares.

El nimero de tipos de portadores insolubles utilizados para inmovilizar anticuerpos anti-haptoglobina es al menos uno,
pero pueden ser al menos dos. Se pueden inmovilizar uno o mas tipos de anticuerpos anti-haptoglobina en un tipo de
portador insoluble. Ademas, un tipo de anticuerpo anti-haptoglobina puede inmovilizarse en uno o mas tipos de
portadores insolubles. En el caso de que dos o més tipos de anticuerpos anti-haptoglobina estén contenidos en un
reactivo de medicién, lo mismo se aplica al caso descrito anteriormente, donde dos 0 mas tipos de anticuerpos anti-
hemoglobina estdn contenidos en un reactivo de medicién.
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La forma del reactivo de medicién no esta particularmente limitada, aunque puede ser, por ejemplo, un sistema de dos
reactivos que consista en un reactivo (primer reactivo) que no contenga ningln portador insoluble y un reactivo
(segundo reactivo) que contenga un portador insoluble (portador insoluble inmovilizador de anticuerpos) que inmovilice
un anticuerpo, o puede ser un sistema de un reactivo que consista Unicamente en un reactivo que contenga un portador
insoluble inmovilizador de anticuerpos.

El primer reactivo se puede utilizar para ajustar un entorno de medicion, por ejemplo, puede utilizarse como diluyente
desde el punto de vista de, por ejemplo, ajustar la concentraciéon de una diana de medicién o un contaminante o ajustar
la velocidad de reaccién en un sistema de reaccién. El segundo reactivo contiene un portador insoluble inmovilizador
de anticuerpos y se mezcla con el primer reactivo y una muestra para provocar una reaccién de inmunoaglutinacién.
El primer y segundo reactivo pueden contener adecuadamente un agente tampén de pH, una sal, un tensioactivo, un
acelerador de agregacion, un conservante y similares. El pH del mismo en el momento de una reaccidén de aglutinacién
es preferentemente de 5a 9.

Ademas, se mezcla un reactivo de medicién con una solucién de conservacion, obteniéndose una solucién de
reaccién. La concentracidn de portadores insolubles en la solucidén de reaccidn se puede seleccionar adecuadamente
de un intervalo de, por ejemplo, 0,0001 mg/ml a 10 mg/ml de acuerdo con los didmetros de particulas de los portadores
insolubles que se van a utilizar o el disefio de todo el sistema de medicién. La concentracién de portadores insolubles
que inmovilizan anticuerpos anti-hemoglobina en un reactivo de medicién puede ser de 0,01 a 20 mg/ml o de 0,05 a
1 mg/ml, y la concentracidén de portadores insolubles que inmovilizan anticuerpos anti-haptoglobina puede ser de 0,01
a 20 mg/ml o de 0,05 a 1 mg/ml.

La concentraciéon de portadores insolubles en un segundo reactivo se diluye mezclandolo con una solucién de
conservacién o mezclando un primer reactivo con una solucién de conservaciéon cuando esté en uso. Por lo tanto, la
concentracion de los portadores insolubles en el segundo reactivo se puede seleccionar adecuadamente dependiendo
del aumento de la dilucién. Por ejemplo, la concentracion se puede ajustar adecuadamente de modo que sea de
0,004 mg/ml a 80 mg/ml en un caso de dilucién doble y de 0,06 mg/ml a 120 mg/ml en un caso de dilucién triple.

<Método de medicién de la hemoglobina>
[Etapa (1)]

En una etapa (1), se mezcla una muestra biolégica con haptoglobina y se forma un complejo de hemoglobina y
haptoglobina, obteniéndose una muestra que contiene el complejo de hemoglobina y haptoglobina.

La mezcla de una muestra bioldgica con haptoglobina se realiza como se describe en el apartado de la [Muestra]
descrita anteriormente. En este caso, el complejo de hemoglobina y haptoglobina contenido en la muestra puede
contener tanto un complejo completo de hemoglobina y haptoglobina como un complejo intermedio de hemoglobina y
haptoglobina. La muestra también puede contener hemoglobina libre derivada de una muestra, un complejo de
hemoglobina y haptoglobina derivado de una muestra, y otros componentes derivados de una muestra, y puede
contener ademés haptoglobina libre que no forma un complejo con la hemoglobina. La haptoglobina que se va a
mezclar con una muestra biolégica puede estar contenida en una solucién de conservacién de muestras biolégicas y,
en caso de afladirse haptoglobina a una muestra biolégica de forma que la que la haptoglobina esté contenida en una
solucién de conservacién de muestras biologicas, la muestra también puede contener otros componentes de una
solucién de conservacién ademés de la haptoglobina libre que no forma un complejo con la hemoglobina. Dado que
es preferible que toda la hemoglobina libre derivada de una muestra forme un complejo con la haptoglobina, la cantidad
de haptoglobina que se debe mezclar con una muestra puede ser una cantidad excedente con respecto a la
hemoglobina libre de una muestra biolégica.

[Etapa (2)]

En una etapa (2), se pone en contacto la muestra obtenida en la etapa (1) con el portador insoluble inmovilizador de
un anticuerpo anti-hemoglobina y el portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo anti-haptoglobina para provocar
una reaccion de inmunoaglutinacién.

El anticuerpo anti-hemoglobina reconoce la hemoglobina en la muestra debido al contacto descrito anteriormente,
mediante el cual el portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo anti-hemoglobina se une a la hemoglobina o a
un complejo de hemoglobina y haptoglobina, y los portadores insolubles se aglutinan ademas entre si. La turbidez de
una solucién cambia debido a la aglutinacidén de los portadores insolubles. Por lo tanto, el cambio en la turbidez de
una solucién para obtener la concentracién de hemoglobina en una muestra utilizando una curva de calibracién creada
utilizando hemoglobina o un complejo de hemoglobina y haptoglobina con una concentracion de hemoglobina
conocida.

Los ejemplos de métodos de medicién para el cambio en la turbidez incluyen un método para medir la absorbancia,
luz dispersa, o similar, de una solucién de inmunorreaccién a través de una técnica 6ptica. Como técnica éptica, por
ejemplo, se puede utilizar un dispositivo de anélisis dptico de uso general. Por ejemplo, el ensayo se puede realizar
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utilizando un analizador clinico bioquimico automatizado "JCA-BM2250" (fabricado por JEOL Ltd.) o "JCA-BM&070"
(fabricado por JEOL Ltd.)

Al poner en contacto con la muestra en el método de medicién de la presente invencién un portador insoluble
inmovilizador de un anticuerpo anti-haptoglobina ademas de un portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo anti-
hemoglobina en la técnica relacionada, se puede inhibir la disminucién de un valor medido de hemoglobina provocada
por la adicién de haptoglobina en la técnica relacionada y se puede detectar y medir con mayor precisién la
hemoglobina en una muestra. En caso de no afiadirse haptoglobina a una muestra durante la medicién de hemoglobina
en la muestra (es decir, en caso de no realizarse la etapa (1)), incluso aunque la haptoglobina (independientemente
de la haptoglobina libre, un complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina o un complejo completo de
hemoglobina y haptoglobina) esté presente originalmente en la muestra, la muestra se puede poner en contacto con
un portador insoluble inmovilizador un anticuerpo anti-hemoglobina y un portador insoluble inmovilizador un anticuerpo
anti-haptoglobina y se puede provocar una inmunoaglutinacién (es decir, solo la etapa (2)) para inhibir la disminucién
de un valor medido de hemoglobina, y detectar y medir con precisién la hemoglobina en la muestra.

La presente invencién proporciona ademas un kit que se puede utilizar para detectar hemoglobina en una muestra
mediante el método descrito anteriormente. El kit puede incluir un reactivo de medicién que contenga un portador
insoluble inmovilizador de anticuerpos anti-hemoglobina y un portador insoluble inmovilizador de anticuerpos anti-
haptoglobina, haptoglobina (preferentemente una solucién de conservacién que contenga haptoglobina), un calibrador,
un control y similares, y puede incluir una herramienta y un recipiente para recoger una muestra, una solucién de
conservacion para conservar una muestra y similares.

[Ejemplos]

<Ejemplos 1-1 a 4-2 y Ejemplo comparativo 1>

[Preparacidn de reactivos de medicién]

Se prepararon el primer y segundo reactivo como reactivos de medicién.

Se utilizé una solucién tampén de HEPES 50 mM (pH de 7,4) como primer reactivo.

Se mezclaron la solucién tampén de HEPES 50 mM (pH de 7,4), particulas de latex de poliestireno inmovilizadoras de
anticuerpos respectivos de diferentes tipos de anticuerpos monoclonales anti-hemoglobina (anticuerpos anti-Hb) y
particulas de latex de poliestireno inmovilizadoras de anticuerpos monoclonales anti-haptoglobina en concentraciones
que se muestran en la Tabla 1 para preparar reactivos para medir la reaccién de inmunoaglutinacién de los Ejemplos
1-1 a 1-4 y el Ejemplo comparativo 1 que tuvieran las concentraciones finales de latex que se muestran en la Tabla 1,
como segundo reactivo. De manera similar, se mezclaron entre si las sustancias en concentraciones predeterminadas
para preparar reactivos a fin de medir la reaccién de inmunoaglutinacion de los Ejemplos 2-1 a 2-3, los Ejemplos 3-1
a 3-3 y los Ejemplos 4-1 a 4-2 con concentraciones finales de latex que se muestran en la Tabla 2, como segundos
reactivos.

Se utilizé AO-53 (reconocimiento de cadena a), AO-27 (reconocimiento de cadena a), AO-35 (reconocimiento de
cadena a) o AN12-8 (reconocimiento de cadena ) como anticuerpo monoclonal anti-haptoglobina. Se utilizaron
anticuerpos anti-haptoglobina en los que se confirmd que las cantidades de haptoglobina libre afiadidas como en el
apartado de [Preparaciéon de muestras] que figura a continuacién no se aglutinaron con portadores insolubles
inmovilizadores de los anticuerpos anti-haptoglobina.

Se prepararon particulas de latex de poliestireno inmovilizadoras de anticuerpos mediante un método bien conocido.
Es decir, se mezcld cada anticuerpo monoclonal anti-hemoglobina o anticuerpo monoclonal anti-haptoglobina con
particulas de latex de poliestireno (didmetro de particula promedio de 200 nm) y se inmovilizé en las superficies de las
particulas de latex de poliestireno para preparar particulas de latex de poliestireno inmovilizadoras de anticuerpos.

[Tabla 1]
Anticuerpo Concentracion de latex (mg/ml) en el segundo reactivo
Ejemplo comparativo 1 | Ejemplo 1-1 | Ejemplo 1-2 | Ejemplo 1-3 | Ejemplo 1-4
Anticuerpo anti-Hb 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
AO-53 0,08 0,15 0,23 0,31
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[Tabla 2]
Anticuerpo Concentracion de latex (mg/ml) en el segundo reactivo
Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo
2-1 2-2 2-3 3-1 3-2 3-3 4-1 4-2
Anticuerpo 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
anti-Hb
AO-27 0,08 0,15 0,31
AO-35 0,08 0,15 0,31
AN12-8 0,08 0,15

[Preparacién de muestras]

Se mezclaron hemoglobina humana (Hbh) purificada a partir de sangre humana y haptoglobina humana (Hph)
(haptoglobina de fenotipo humano 1-1 (fabricada por SIGMA Corporation)) con un diluyente calibrador de Hb "Eiken"
(fabricado por Eiken Chemical Co., Ltd.) para obtener las concentraciones que se muestran en la Tabla 3 para preparar
las muestras n.°0 a 6. En la muestra n.° 3, se mezclan 0,8 unidades/| de haptoglobina humana con 800 ug/l de
hemoglobina humana, y toda la hemoglobina y la haptoglobina forman complejos completos de hemoglobina y
haptoglobina.

[Inmunoaglutinacién]

Se afiadieron respectivamente los reactivos de medicién de los Ejemplos 1-1 a 1-4, Ejemplos 2-1 a 2-3, Ejemplos 3-1
a 3-3, Ejemplos 4-1y 4-2 y el Ejemplo comparativo 1 a las muestras n.° 0 a 6, y se midié la turbidez con un analizador
clinico automatizado BM2250 para calcular los valores de conversién de la concentracién de hemoglobina basandose
en la curva de calibraciéon que se ha creado de antemano. Por otra parte, también se calcularon los valores relativos
(%) de hemoglobina con respecto a la muestra n.° 0 (muestra que no contiene haptoglobina humana). Los resultados
se muestran en la Tabla 3.

Las condiciones de medicién en JCA-BM2250 son las siguientes.
Cantidad de muestra: 2,0 pl
Primer reactivo: 60 pl
Segundo reactivo: 30 pl
Longitud de onda de medicién: 658 nm

Tabla 3]
Hbh Hph Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo
[

N1 (ugl) | (unidadessy | Resultados 1-1 1-2 1-3 1-4 2-1 22 2-3
0 | 800 0 879 904 906 891 881 880 863
1 800 0,267 870 890 888 899 865 867 841
2 | 800 0,533 Valor de 874 875 890 879 837 856 838

conversién de
3 | 800 08 la 842 867 877 864 818 831 830
concentracion
4 | 800 1,067 de Hbh (ug/l) 843 874 868 862 822 819 827
5 | 800 1,333 830 850 873 851 812 829 836
6 | 800 16 814 845 857 825 795 815 833
0 | 800 0 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100 %
1 800 0,267 99 % 98 % 98 % 101 % 98 % 98 % 97 %
2 | 800 0,533 Valor relativo 99 % 97 % 98 % 99 % 95 % 97 % 97 %
3 | 800 08 de Hbh con 96 % 96 % 97 % 97 % 93 % 94 % 96 %
respecto a la
4 | 800 1,067 muestra n.° 0 9 % 97 % 9 % 97 % 93 % 93 % 9 %

5 | 800 1,333 94 % 94 % 9 % 95 % 92 % 94 % 97 %

6 | 800 16 93 % 93 % 95 % 93 % 90 % 93 % 9 %
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(continuacién)

Hbh Hph Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo Ejemplo
[

N gl | unidadesyy | Resultados 31 32 - 41 - comparativo 1

0o | 800 0 899 900 869 878 891 893

1 | 800 0,267 875 860 854 866 881 853

2 | 800 0,533 Valor de 850 841 823 871 873 826
conversién de

3 | 800 08 la 820 816 804 848 882 794
concentracion

4 | 800 1,067 de Hbh (ug/l) 801 799 795 844 885 787

5 | 800 1,333 798 807 801 847 898 795

6 | 800 16 760 784 798 855 903 724

0o | 800 0 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100 %

1 | 800 0,267 97 % 9 % 98 % 99 % 99 % 9 %

2 | 800 0,533 Valor relativo 95 % 94 % 95 % 99 % 98 % 92 %

3 | 800 08 de Hbh con 91 % 91 % 2% 97 % 99 % 89 %
respecto a la

4 | 800 1,067 muestra n.° 0 89 % 89 % 9N % 9 % 99 % 88 %

5 | 800 1,333 89 % 90 % 92 % 9 % 101 % 89 %

6 | 800 16 84 % 87 % 92 % 97 % 101 % 81 %

De la Tabla 3 se desprende claramente que, cada uno de los ejemplos, en los que se afiadid latex inmovilizador de un
anticuerpo anti-haptoglobina junto con latex inmovilizador de un anticuerpo anti-hemoglobina, y que fueron casos en
los que se afiadié haptoglobina al medir la hemoglobina, pueden inhibir la disminucién de un valor de ensayo de
hemoglobina debido a la adicién de haptoglobina, es decir, se puede obtener un valor medido mas cercano al valor
real en comparacién con el Ejemplo comparativo 1 en el que solo se afiade latex inmovilizador de un anticuerpo anti-
hemoglobina, pero no se afiade latex inmovilizador de un anticuerpo anti-haptoglobina. Estos resultados se obtuvieron
utilizando el anticuerpo anti-haptoglobina que era de reconocimiento de cadena a o de reconocimiento de cadena B,
demostrando que los resultados no dependian de las subunidades reconocidas por los anticuerpos anti-haptoglobina.

<Ejemplos comparativos 2-1a2-3,3-1a3-3y4a7>

Se prepararon reactivos obtenidos mezclando anticuerpos anti-haptoglobina libres que no estaban inmovilizados en
latex en lugar del latex inmovilizador de anticuerpos anti-haptoglobina del Ejemplo 1-1 con latex inmovilizador de
anticuerpos anti-hemoglobina, y se afiadieron a las muestras n.° 0 a 6 para provocar de manera similar reacciones de
aglutinacién, y se calcularon los valores de conversién de la concentracién de hemoglobina y los valores relativos (%)
de hemoglobina. En la Tabla 4, se muestran las composiciones de los reactivos de cada uno de los ejemplos
comparativos, y los resultados se muestran en la Tabla 5. Los anticuerpos anti-haptoglobina AN11-2 y AN12-3 eran
anticuerpos monoclonales anti-haptoglobina de reconocimiento de cadena B, y se prepararon a través de un método
bien conocido.

De la Tabla 5 se desprende que, incluso afiadiendo anticuerpos anti-haptoglobina libres que no se hubieran unido al
latex, no fue posible inhibir la disminucién del valor medido de hemoglobina debido a la adicién de haptoglobina. En
cambio, se mostré una tendencia a que los valores fueran disminuyendo. Se supone que esto probablemente se deba
a que la unién entre los anticuerpos anti-hemoglobina unidos al latex y los complejos de hemoglobina y haptoglobina
fue inhibida por el exceso de anticuerpos anti-hemoglobina.
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<Ejemplos 5-1 a 5-5 y Ejemplo comparativo 8>

[Preparacidn de reactivos de medicién]

Se prepararon un primer y un segundo reactivo como reactivos de medicién.

Se utilizé una solucién tampén de HEPES 50 mM (pH de 7,4) como primer reactivo.

Se mezclaron la solucién tampén de HEPES 50 mM (pH de 7,4), particulas de latex de poliestireno inmovilizadoras de
anticuerpos respectivos de diferentes tipos de anticuerpos monoclonales anti-hemoglobina (anticuerpos anti-Hb) y
particulas de latex de poliestireno inmovilizadoras de anticuerpos monoclonales anti-haptoglobina en concentraciones
que se muestran en la Tabla 6 para preparar reactivos para medir la reaccién de inmunoaglutinacién de los Ejemplos
5-1 a 5-5 y el Ejemplo comparativo 8 que tuvieran las concentraciones finales de latex que se muestran en la Tabla 6,
como segundo reactivo.

Se utilizé6 AO-53 (reconocimiento de cadena a) o AN12-8 (reconocimiento de cadena ) como anticuerpo monoclonal
anti-haptoglobina. Se utilizaron anticuerpos anti-haptoglobina en los que se confirmé que las cantidades de
haptoglobina libre afiadidas como en el apartado de [Preparaciéon de muestras] que figura a continuacién no se
aglutinaron con portadores insolubles inmovilizadores de los anticuerpos anti-haptoglobina.

El método de confirmacién se realizd de la misma manera que en la preparacién de muestras y un método de
inmunoaglutinacién que se describird a continuacién, excepto que se utilizé6 1,0 mg/ml de latex de poliestireno en el
que se inmovilizé6 AO-53 (reconocimiento de cadena a) o AN12-8 (reconocimiento de cadena 3) como segundo reactivo
y que se utilizaron muestras (que no contenian hemoglobina) obtenidas afiadiendo haptoglobina libre a una solucién
de conservacién (diluyente de calibrador de Hb "Eiken" (fabricado por Eiken Chemical Co., Ltd.)) para tener una
concentracién de 0 ng/ml o 24,5 pmol/ml. La concentracién de haptoglobina de 24,5 pmol/ml corresponde a una
concentracién de adicién de haptoglobina libre de 1,2 unidades/|.

Las particulas de latex de poliestireno inmovilizadoras de anticuerpos se prepararon mediante un método bien
conocido. Es decir, se mezcld cada anticuerpo monoclonal anti-hemoglobina o anticuerpo monoclonal anti-
haptoglobina con particulas de ldtex de poliestireno (diametro de particula promedio de 200 nm) y se inmovilizé en las
superficies de las particulas de latex de poliestireno para preparar particulas de latex de poliestireno inmovilizadoras
de anticuerpos.

[Tabla 6]
Concentracion de latex (mg/ml) en el segundo reactivo
Anticuerpo Ejemplo Ejemplo5-1 | Ejemplo5-2 | Ejemplo5-3 | Ejemplo5-4 | Ejemplo 5-5
comparativo 8

Anticuerpo 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
anti-Hb
AO-53 0,08 0,15 0,23 0,31
AN12-8 0,08

[Preparacién de muestras]

Se recogieron dos muestras fecales (muestras fecales 1 y 2) de una persona sana. Se mezclaron cada una de las
muestras fecales, la hemoglobina humana (Hbh) purificada a partir de sangre humana y la haptoglobina humana (Hph)
[haptoglobina de fenotipo humano 1-1 (fabricada por SIGMA Corporation)] con una solucién de conservacién [diluyente
calibrador de Hb "Eiken" (fabricado por Eiken Chemical Co., Ltd.)] para tener respectivamente una concentracién fecal
del 0,5 % (% en p/v) y las concentraciones indicadas en las Tablas 7 y 8 para preparar las muestras n.°0a 5. En la
muestra n.° 3, se mezclan 0,6 unidades/l de haptoglobina humana con 600 pg/l de hemoglobina humana, y toda la
hemoglobina y la haptoglobina forman complejos completos de hemoglobina y haptoglobina.

[Inmunoaglutinacién]

Se afiadieron respectivamente los reactivos de medicién de los Ejemplos 5-1 a 5-5 y del Ejemplo comparativo 8 a las
muestras n.° 0 a 5 de las muestras bioldgicas fecales 1y 2, y se midié la turbidez utilizando un analizador clinico
automatizado JCA-BM6070 para calcular los valores de conversidén de la concentracién de hemoglobina basandose
en la curva de calibraciéon que se ha creado de antemano. Por otra parte, también se calcularon los valores relativos
(%) de hemoglobina con respecto a la muestra n.° 0 (muestra que no contiene haptoglobina humana). Los resultados
se muestran en las Tablas 7 y 8.

Las condiciones de medicién en JCA-BM6070 son las siguientes.
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Cantidad de muestra: 2,0 pl

Primer reactivo: 60 pl

Segundo reactivo: 30 pl

Longitud de onda de medicién: 658 nm

14



ES 2987 836 T3

% L6 % 66 % 004 % 66 % 96 % VL 20 009 | g
% 86 % 66 % 66 % 66 % 96 % €4 20 009 | ¥
% 66 % 66 % 104 % 00} % L6 % 41 00U RASONIU ] © 9'0 009 | €
% 0O} % 86 % 96 % 66 % 96 % 26 010adSS 0D YGH P OAIEIS! JOjeA 0 009 | 2
% 66 % 66 % 66 % 66 % 66 % 96 Z'0 009 | 4
% 00} % 001 % 001 % 00} % O0L % 004 0'0 003 | O
555 955 95 955 985 L0 90 003 | §
155 095 £9g 55 S iy L0 008 | ¥
z95 095 048 9 5vG LEy (116 yap op uppLEIRIBdUCD 90 009 | €
198 159 955 55 8y5 ves €1 9P UGISIBNUO0 Bp JaieA 70 009 | 2
595 258 196 655 g5 9bg 20 009 |t
04S £9g 995 £95 095 095 0'0 g | o
¢gadwaly | p-goduwely | ggodwely | zgodwely | |-godwely | 8 amwmw_mwﬂw:oo sopeynsay :\mmﬂhea m_\mmv oN

L |e08y rOIBOOIY BASONY

[ eiget}

15



ES 2987 836 T3

% 96 % 96 % 86 % L6 % 26 % L9 80 009 | §
% 16 % 86 % 66 % 86 % 96 % b L0 009 | ¥
% 86 % 96 % 66 % 66 % 96 % 9/ 0 ol BRSO By B 90 009 | ¢
% 00} % L6 % 66 % 66 % 86 % €6 01080851 U3 UGH P OMIEI31 I0eA 0 009 | ¢
% 001 % 66 % 10} % 001 % 66 % L6 Z0 009 | 4
% 00} % 004 % 004 % 004 % 00} % 004 00 000 | O
ks e 056 G¥S 516 08¢ 8'0 000 | S
958 55 565 ¥5s 9gg 50¥ L0 009 | v
098 948 6GS 656 obg 0P (B} UGH 8P LDIBLIBIUSO 90 000 | €
zis 955 159 6YS 159 g9z FI 8P URISISAUOD 8P Jajef v'0 009 | 2
L8 595 996 z98 958 055 Z0 000 | 1
LG 895 298 95 099 £95 0'0 000 | ©
G odwels | ygodwel | ggopuwel | zgodwel | g odwelz | F omw_m&%% o sopeynsay smm%whea Akmmv N

Z 1e0s) e0Bo0Ig BISaNpy

fg eige]

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2987 836 T3

REIVINDICACIONES

1. Un reactivo para medir una cantidad total de hemoglobina, en donde la cantidad total de hemoglobina es la cantidad
total de un complejo de hemoglobina y haptoglobina y una hemoglobina libre, que comprende:

una particula portadora insoluble inmovilizadora de un anticuerpo anti-hemoglobina; y

una particula portadora insoluble inmovilizadora de un anticuerpo anti-haptoglobina.

2. El reactivo de acuerdo con la reivindicaciéon 1,
en donde el reactivo es adecuado para medir una cantidad total de hemoglobina a través de un método de
inmunoaglutinacién.

3. El reactivo de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2,

en donde el nimero de tipos de anticuerpos anti-hemoglobina es de al menos dos
y/o

en donde el nimero de tipos de anticuerpos anti-haptoglobina es de uno.

4. El reactivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
en donde los portadores insolubles son particulas de latex y/o particulas de oro coloidal.

5. El reactivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en donde el anticuerpo anti-hemoglobina y el anticuerpo anti-haptoglobina son anticuerpos monoclonales.

6. El reactivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,

en donde la hemoglobina que se va a ensayar comprende un complejo de hemoglobina y haptoglobina seleccionado
entre un complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina y un complejo completo de hemoglobina y haptoglobina,
o la combinacién de los mismos.

7. Un método para medir la hemoglobina en una muestra biolégica, comprendiendo el método:

una etapa de poner una muestra biolégica en contacto con una particula portadora insoluble inmovilizadora de un
anticuerpo anti-hemoglobina y una particula portadora insoluble inmovilizadora de un anticuerpo anti-haptoglobina
para provocar inmunoaglutinacién.

8. El método de medicién de hemoglobina de acuerdo con la reivindicaciéon 7, que comprende:

una etapa (1) de mezclar una muestra bioldgica con haptoglobina y formar un complejo de hemoglobina y haptoglobina
para obtener una muestra que contenga el complejo de hemoglobina y haptoglobina; y

una etapa (2) de poner en contacto la muestra obtenida en la etapa (1) con el portador insoluble inmovilizador de un
anticuerpo anti-hemoglobina y el portador insoluble inmovilizador de un anticuerpo anti-haptoglobina para provocar
inmunoaglutinacién.

9. El método de medicién de acuerdo con la reivindicaciéon 7 u 8,

en donde el nimero de tipos de anticuerpos anti-hemoglobina es de al menos dos
y/o

en donde el nimero de tipos de anticuerpos anti-haptoglobina es de uno.

10. El método de medicidén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,
en donde los portadores insolubles son particulas de latex y/o particulas de oro coloidal.

11. El método de medicidén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10,
en donde el anticuerpo anti-hemoglobina y el anticuerpo anti-haptoglobina son anticuerpos monoclonales.

12. El método de medicidén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11,
en donde la muestra bioldgica es de heces, saliva u orina.

13. El método de medicidén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12,

en donde la haptoglobina esté contenida en una solucién de conservacién de muestras biolégicas, preferentemente
en donde una concentracién de haptoglobina en la solucién de conservacién de muestras biol6égicas es de 0,05
unidades/| a 50 unidades/!I.

14. El método de medicidén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13,

en donde la hemoglobina de la muestra biolégica contiene al menos una seleccionada del grupo que consiste en
hemoglobina libre, un complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina y un complejo completo de hemoglobina y
haptoglobina, y

en donde al menos una parte de la hemoglobina libre forma el complejo intermedio de hemoglobina y haptoglobina
y/o el complejo completo de hemoglobina y haptoglobina junto con la haptoglobina después de la etapa (1).
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