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ES 2 295 227 T3

DESCRIPCIÓN

Dispositivo de ensayo de flujo a través, kit de diagnóstico que comprende dicho dispositivo y uso en la detección
de un analito en una muestra.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a un método para la detección de un analito presente en una muestra, y a un método
para recubrir un material poroso insoluble con un compuesto o complejo de unión a analito.

Antecedentes de la invención

El número de dispositivos inmunocromatográficos rápidos basados en membranas en el mercado está aumentando
continuamente a un ritmo muy veloz. Los principales factores que están contribuyendo a este crecimiento incluyen
las mejoras en la tecnología de los conjugados y un entendimiento creciente entre los desarrolladores de productos
de los principios de diseño general implicados. Aunque los dispositivos inmunocromatográficos actuales vienen en
una amplia variedad de diseños con una variedad diversa de alojamientos, la mayoría de las pruebas disponibles
comúnmente se basan en uno de dos formatos simples.

El formato más común es el diseño de flujo lateral o de tira reactiva, que ha llegado a ser familiar por su uso en
ensayos en la consulta médica así como en pruebas sin prescripción médica. Un formato menos extendido es el diseño
de flujo a través o de flujo transversal. Independientemente del formato que se esté usando, conseguir una prueba
sensible y reproducible requiere que el fabricante tenga un procedimiento eficaz para aplicar un compuesto de unión a
analito. Dicho compuesto de unión a analito puede unirse específicamente al analito que va a analizarse. Una prueba
rápida es el ensayo basado en membranas, desechable, barato, que proporciona pruebas visuales de la presencia de un
analito en una muestra.

Por definición, las pruebas rápidas proporcionan resultados en poco tiempo, preferiblemente minutos. Es un ob-
jeto de estas pruebas ser convenientes, precisas, fiables, baratas, desechables y sencillas de manejar. También pueden
interpretarse preferiblemente de manera fácil y sin ambigüedades, incluso por usuarios sin mucha experiencia. Nor-
malmente, se requieren tan sólo 200 µl de muestra líquida para realizar la prueba, que se completa usualmente en
el plazo de 2-5 minutos. No se requiere instrumentación para realizar estas pruebas, que pueden usarse en clínicas,
laboratorios, ubicaciones de campo y en el domicilio (con frecuencia por personal inexperto). El sustrato base de una
prueba rápida conocida es normalmente un tira de nitrocelulosa sobre la que está inmovilizado un compuesto de unión
a analito, usualmente un anticuerpo o un antígeno. Una almohadilla que contiene conjugado seco está unida a la tira de
membrana. Para la mayoría de las pruebas disponibles actualmente, esta almohadilla de conjugado contiene partículas
de oro absorbidas con anticuerpos o antígenos específicos para el analito que está detectándose. Cuando la muestra
se aplica al dispositivo, la muestra líquida migra mediante difusión capilar a través de la almohadilla de conjugado,
rehidratando el conjugado de oro y permitiendo la interacción de la muestra con el conjugado.

Se introdujeron marcadores de oro en las pruebas rápidas basadas en membranas a finales de los años 80. Su
estabilidad, sensibilidad y precisión superiores hacen que el oro sea adecuado para su uso en pruebas rápidas. Sin
embargo, un conjugado de oro de alta calidad requiere el mayor cuidado y atención con el fin de conseguir un producto
final estable y sensible. De hecho, muchos productos mal caracterizados, de poca calidad, conducen a resultados no
reproducibles, no fiables. Para prevenir esto, han de evaluarse los coloides de oro ultraestructuralmente usando un
microscopio electrónico de transmisión (MET). Una evaluación de este tipo debería permitir al fabricante comparar el
diámetro de los coloides con el de patrones calibrados y obtener información sobre la esfericidad y la varianza global
en el diámetro de partícula. Estar conformado uniformemente con un tamaño de partícula óptimo de 40 nm a 20 nm
permitirá establecer ensayos fiables. Un mero 5% de partículas de forma irregular puede influir en el resultado de una
prueba, haciéndola completamente irreproducible. Es por esta razón que la producción de tales partículas de oro de
alta calidad es cara. Esto contrasta con la definición proporcionada anteriormente de que una prueba rápida debe ser
un ensayo de bajo coste.

El documento EP 0 207 152 y la patente estadounidense número 5.958.790 dan a conocer un método para la
determinación cualitativa o semicuantitativa de un analito en una muestra de prueba basándose en un principio de flujo
a través que comprende un segundo compuesto de unión a analito que pasa a estar inmovilizado tras el contacto con
la zona de reacción, mediante lo cual se está uniendo un marcador de oro coloidal al segundo compuesto de unión
a analito. Una señal de color generada por el oro coloidal inmovilizado forma la señal visual. Además, la patente
estadounidense número 5.616.467 define el tamaño óptimo de las partículas en 20 nm con el fin de aumentar la
sensibilidad y la reproducibilidad de la prueba.

Sin embargo, tal como se trató anteriormente, la reproducibilidad y la sensibilidad de tales pruebas a base de oro
son bastante bajas. Es necesaria una optimización adicional para aumentar el rendimiento, la sensibilidad y reprodu-
cibilidad y reducir los costes de estos ensayos in vitro.

Del documento EP 0 458 231 se conocen dispositivos de inmunoensayo enzimático mediante los cuales se produce
un complejo de estructura intercalada (sándwich). Se da a conocer un dispositivo de flujo a través en el que se produce
un complejo de estructura intercalada usando ureasa como marcador. Se da a conocer una cascada de reacciones con
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el fin de producir un depósito coloreado. Un problema principal es que dichos inmunoensayos enzimáticos conocidos
requieren diversas etapas procedimentales tales como una cascada de reacciones con el fin de producir un depósito
coloreado. Es un objeto de la presente invención reducir dicho mecanismo de reacción de múltiples etapas.

El documento EP 0 125 118 da a conocer un inmunoensayo mediante el cual se forman estructuras intercaladas
unidas a enzimas sobre una superficie de tira reactiva y mediante el cual se forma un depósito insoluble. Se requieren
varias etapas de lavado para obtener dicho depósito coloreado.

La patente estadounidense número 5.958.790 da a conocer un método para la determinación cualitativa o semicua-
litativa de un analito en una muestra de prueba basándose en un principio de flujo a través mediante el cual se genera
una señal visual mediante las partículas de oro coloidal inmovilizadas.

Objeto de la presente invención

Por tanto, el objetivo de la presente invención es proporcionar una prueba barata, sencilla, veloz, reproducible,
sensible que sea fiable para la detección de analitos en una muestra.

La presente invención usa conjugados o compuestos de unión a analito marcados con enzimas que pueden formar
precipitados insolubles cuando está(n) presente(s) (un) analito(s) en una disolución de prueba en un sistema de flujo
a través. Un objeto de la presente invención se refiere a una optimización adicional del concepto de prueba rápida a
través de una consideración equilibrada de cada parámetro dando como resultado una prueba reproducible y sensible.

Un objeto principal de la presente invención es proporcionar un procedimiento fiable de una etapa, con el fin de
obtener un depósito coloreado, integrado en el dispositivo de ensayo de flujo a través. El uso de un procedimiento
de una etapa de este tipo permite generar un sistema de prueba más veloz, más sencillo, más barato, pero también
mejorar la fiabilidad y reproducibilidad de la prueba correspondiente. De hecho, omitiendo etapas procedimentales,
los errores, tales como errores de pipeteo o de manipulación, pueden pasar a ser limitados o incluso insignificantes. El
uso de un procedimiento de detección de una etapa, tal como se propone en la presente invención, a diferencia del uso
de un mecanismo de detección de reacción de múltiples etapas tal como se describe en el documento EP 0 458 231
da como resultado este efecto. Además, en el dispositivo/método/kit de la presente invención se omiten las etapas de
lavado. Tales etapas de lavado son esenciales para la sensibilidad/reproducibilidad de la mayoría de las pruebas de la
técnica anterior, por ejemplo documentos EP 0 458 231 y EP 0 125 118. Más allá de la mejora de las características
mencionadas anteriormente, el dispositivo/método/kit de la presente invención permite también un registro permanente
de los resultados, lo cual no es el caso cuando se usan partículas de oro. Un registro permanente permite al experto
en la técnica usar los resultados obtenidos con resultados obtenidos de experimentos previos/posteriores. Esto hace
que la comparación de resultados entre ensayos sea más sencilla y más fiable. Además, la producción de un kit
según la patente estadounidense número 5.958.790 requiere más trabajo y es más cara y los resultados de prueba
correspondientes son menos fiables. Como conclusión general, la presente invención describe un método más veloz,
más sencillo, más barato que es más comparable, fiable y reproducible que los métodos de prueba ya conocidos.

Estos objetivos por separado, combinados parcialmente o todos juntos se han cumplido mediante la presente in-
vención.

Sumario de la invención

Según la presente invención se proporciona un dispositivo de ensayo para someter a prueba la presencia de un
analito en una muestra dada que comprende: un soporte de múltiples capas sobre el que se inmoviliza un primer
compuesto de unión a analito o complejo de unión a analito, que puede unirse a dicho analito presente en dicha muestra,
mediante el cual dicho analito puede unirse a un segundo compuesto de unión a analito marcado enzimáticamente o
complejo de unión a analito marcado enzimáticamente que forma un complejo de estructura intercalada, mediante el
cual dicho complejo de estructura intercalada puede generar, tras el contacto con un sustrato precipitante adecuado
para dicho marcador enzimático, un depósito coloreado en un procedimiento de una etapa.

En la presente invención un “complejo” ha de entenderse de manera que el compuesto de unión a analito puede
formar parte de un conglomerado de moléculas, mediante el cual uno o más compuestos presentes en este conglomera-
do pueden unirse al analito por separado o de manera cooperativa. Alternativamente, el analito también puede formar
parte de un complejo que comprende uno o más analitos que podrían ser idénticos o diferentes. Los otros elementos
en este conglomerado o complejo pueden ser péptidos, proteínas, lípidos, ácidos nucleicos o moléculas orgánicas.

Combinando el sistema de flujo a través con el uso de un sustrato precipitante específico, los inventores hallaron
sorprendentemente que podían crearse condiciones de prueba sumamente fiables, veloces, sensibles y de alto rendi-
miento para la detección de analitos en una muestra de prueba, debido al hecho de que se obtiene directamente un
depósito de color solamente en una etapa. Además, la producción de estos dispositivos de ensayo es sencilla y barata
y no requiere una calidad extremadamente alta de los productos.

Otro objeto de la presente invención se refiere a una optimización adicional del concepto de prueba rápida a través
de una consideración equilibrada de cada parámetro dando como resultado una prueba reproducible y sensible tal
como composición de la membrana, tamaño de poro de la membrana, optimización del sistema de reactivo marcado
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para detectar el analito, composición del tampón de recubrimiento, elección del compuesto de unión a analito, proce-
dimiento de aplicación, nuevo procedimiento de bloqueo (tras el recubrimiento mediante inmersión durante un par de
horas no se ha descrito anteriormente), almacenamiento y estabilidad de la membrana, estabilidad de los resultados,
costes. A través de este procedimiento de optimización pueden omitirse todas las etapas de lavado que eran necesarias
anteriormente para aclarar las señales de fondo, lo que hace que la prueba no sea sólo más barata, sino también más
sencilla y más veloz que los sistemas prueba descritos hasta el momento.

El presente sistema de flujo a través permite un enfoque de “alto rendimiento” que puede ser necesario cuando
se necesita analizar un gran número de muestras. La invención descrita también permite someter a prueba de manera
reproducible muestras de prueba, lo que puede ser esencial cuando se usa para un diagnóstico clínico. Los inventores
hallaron que la sensibilidad del ensayo usando el dispositivo tal como se describe mediante la invención es comparable
con la condición más optimizada, tal como se describió para las pruebas a base de oro. Estos dispositivos pueden usarse
para una amplia gama de aplicaciones, no sólo para aplicaciones clínicas sino también para aplicaciones de agricultura,
medioambiente y veterinarias. Tales pruebas pueden realizarse fuera del laboratorio sin equipo de laboratorio por parte
de médicos, técnicos de laboratorio o personal menos formado.

En resumen, la presente invención se refiere a un dispositivo de ensayo que cumple con los requerimientos que
son esenciales para la aceptación de tales pruebas en el mercado: facilidad de uso, pequeños volúmenes de muestra,
celeridad, es decir en el plazo de 3-5 minutos, fiabilidad y bajo precio de venta. Además, estas pruebas también
presentan las mismas prestaciones técnicas, es decir alta sensibilidad y especificidad, estabilidad a largo plazo como
las proporcionadas por las pruebas realizadas con instrumentos en el laboratorio.

Según la presente invención, dicho soporte de múltiples capas de dicho dispositivo de ensayo de la invención tal
como se describió anteriormente comprende:

a) una capa de cubierta superior de un material impermeable al agua que tiene al menos un orificio, mediante
lo cual dicho orificio está expuesto al menos parcialmente a una zona de prueba,

b) una capa porosa intermedia que comprende al menos un material poroso insoluble sobre el que puede unirse
el primer compuesto de unión a analito en dicha zona de prueba, y

c) una capa absorbente inferior que comprende al menos una capa de un material hidrófilo.

Según la presente invención, el material impermeable al agua de dicha capa de cubierta superior tal como se definió
anteriormente se elige de plástico adaptado a la muestra que va a someterse a prueba que comprende polipropileno,
poli(cloruro de vinilo) o estireno-etileno/butileno-estireno (SEBS) (Rubin (1990), Schouten y van der Vegt (1987)).
Esto evita las señales de fondo indeseadas provocadas por la interacción hidrófoba o hidrófila de algunos de los
componentes presentes en una muestra con el plástico.

El dispositivo de ensayo de la presente invención comprende al menos un orificio en el material impermeable al
agua que tiene un diámetro de al menos 1 mm que recubre una zona de prueba. El orificio limita la superficie de la
membrana porosa a la que está expuesta la muestra y, cuando se colocan grandes volúmenes sobre este dispositivo de
múltiples capas, el orificio también ayuda a que el área definida por el orificio absorba el líquido. El orificio no está
limitado por el tamaño de la zona de prueba. Tanto la zona de orificio como de prueba pueden tener cualquier forma
tal como un círculo, cuadrado, triángulo, cruz o cualquier superficie regular o irregular.

La zona de prueba es parte de la capa porosa en la que se ha colocado el primer compuesto de unión a analito o
molécula de captura. La zona de prueba puede estar entre 1 y 10 mm de ancho. Es posible una zona de prueba con
un tamaño inferior a 1 mm, pero en tal caso la interpretación, es decir la lectura de los resultados puede ser difícil. Es
posible una zona de prueba con un tamaño superior a 10 mm, pero en tal caso se necesita más volumen de reactivos.
Sin embargo, en algunos casos, el uso de una zona de prueba grande es crucial, por ejemplo para el análisis de muestras
de alimentos. La absorción de un volumen de muestra mayor, por ejemplo desde 0,1 ml hasta 2 ml puede permitir que
se detecte la concentración sobre la membrana del analito. Dicha zona de prueba puede tener un diámetro de 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ó 20 mm. Preferentemente dicha zona de prueba tiene un diámetro de
3 a 4 mm. Para una zona de este tipo se usan preferentemente volúmenes de muestra de entre 5 y 500 µl. El volumen
de la muestra añadido es preferentemente igual o inferior al volumen de la disolución de reactivo. Por ejemplo, si se
aplica una muestra de 15 µl, se usan 25 µl de la disolución de reactivo; cuando se usan 25-30 µl de muestra, se aplican
50 µl de la disolución de reactivo. Si la zona de prueba es superior a 4 mm o si los volúmenes de muestra son mayores
a 100 µl, la composición del tampón diluyente puede modificarse mediante la adición de sacarosa desde el 1% hasta
el 40%. Concentraciones posibles son el 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 y 40%. La sacarosa puede añadirse al tampón diluyente
con el fin ralentizar el fenómeno de velocidad de flujo con el fin de conseguir un límite de detección inferior y evitar
la aparición de una mancha coloreada heterogénea.

El dispositivo de ensayo de la presente invención comprende, preferiblemente una capa porosa insoluble interme-
dia a la que está unido un compuesto de unión a analito o una molécula de captura. Esta capa puede filtrar suspensiones
complejas, por ejemplo material celular de una muestra que se está sometiendo a ensayo si el analito está asociado
con el material celular. En este último caso, la membrana o el filtro se selecciona para que tenga un tamaño de poro
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que permita esta separación. Puede usarse cualquiera de una variedad de elementos de filtración incluyendo filtros de
fibra de vidrio y filtros de diversos materiales sintéticos o naturales. Según la presente invención, el material poroso
insoluble intermedio se elige de un grupo que comprende nailon, nitrocelulosa, celulosa, fibra de vidrio, polisulfo-
na, poli(difluoruro de vinilideno), poliéster o cualquier otro material polimérico al que puedan unirse las sustancias
biológicas. Preferentemente, el material poroso insoluble intermedio es nitrocelulosa (Advanced Microdevices (PVT)
LTD. 21, Industrial Area, Ambala Cantt, 133 001 India). Además, la presente invención sugiere que el material poroso
insoluble intermedio tenga poros con un diámetro de entre 0,1 y 12 µm y tenga un espesor de hasta 2500 µm. Puede
usarse membranas con tamaños de poro de 0,1, 0,2, 0,45, 0,8, 1,2, 3,0, 5,0, 8,0 y 12 µm. Las membranas con tamaños
de poro de 0,45, 0,8, 1,2 µm son las más relevantes; se usan preferentemente membranas con poros de 0,45 µm y un
espesor de 500 µm. El espesor de la membrana parece influir en la velocidad de flujo y en la calidad de los resultados.

Todas estas realizaciones de la presente invención se basan en pruebas experimentales tal como se describen en la
sección de ejemplos.

En la presente invención, la membrana porosa insoluble intermedia es una capa tal como una membrana o un
filtro al que puede unirse un máximo del primer compuesto de unión a analito o molécula de captura. En algunos
casos, puede ser necesario no cargar un máximo de este primer compuesto de unión a analito o molécula de captura
en esta superficie. El término “unido” en la presente invención pretende abarcar cualquier medio para fijar el primer
compuesto de unión a analito o molécula de captura al elemento poroso. Además, este término incluye todos los
medios que pueden usarse para establecer una unión covalente y no covalente. El material del elemento poroso se
selecciona de un material al que puede unirse el compuesto de unión a analito o, si se usa, la molécula de captura. La
invención no excluye la posibilidad de unir el analito inmediatamente sobre esta superficie porosa.

En caso de elegir un enlace covalente y que las moléculas que van a unirse sean proteicas, por ejemplo, anticuerpos
o antígenos, la membrana porosa tiene residuos de grupo amino o en los que tales grupos se han introducido mediante
medios químicos. Los grupos amino permiten que una proteína se acople a ella mediante el método bien conocido
del glutaraldehído. Alternativamente, los anticuerpos pueden acoplarse a las fibras de vidrio a través de aminosilanos.
También puede usarse otros materiales naturales o sintéticos que pueden acoplarse directamente o a través de productos
intermedios a un compuesto de unión a analito.

Aunque el enlace covalente del primer compuesto de unión a analito o la molécula de captura podría garantizar una
situación más estable del ensayo, mediante la presente invención se muestra que el uso de enlaces no covalentes en un
sistema de flujo a través también da como resultado condiciones de ensayo fiables. Como los enlaces no covalentes
se basan en la carga o interacción hidrófoba, es más fácil y menos laborioso realizar tales enlaces. Por tanto, una
realización preferida de la presente invención es recubrir el primer compuesto de unión a analito o la molécula de
captura no covalentemente sobre dicho elemento poroso insoluble intermedio del dispositivo de ensayo.

El recubrimiento de la capa porosa con el primer compuesto de unión a analito o de captura se realiza preferen-
temente por medio de inmersión de la capa en disoluciones de recubrimiento y tras el recubrimiento seguido por un
procedimiento de secado. Sin embargo, alternativamente puede usarse un proceso de manchado o de pulverización
para la unión de moléculas con alta afinidad.

Preferiblemente, la preparación de anticuerpos comprende un anticuerpo monoclonal aunque pueden usarse anti-
cuerpos policlonales procedentes de antisueros. A este respecto también pueden usarse preparaciones de anticuerpos
brutas para este fin. Las técnicas para la preparación y/o purificación de anticuerpos policlonales y monoclonales se
conocen ahora bien y no requieren ninguna cita en este caso.

En aún otra realización de la invención, el elemento poroso del dispositivo de la presente invención puede tener
moléculas de captura unidas a él. Tal como se usa en el presente documento, el término “molécula de captura” pretende
hacer referencia a agentes que se unirán de manera selectiva al primer compuesto de unión a analito. El uso de una
molécula de captura unida al elemento poroso hace posible simplificar el desarrollo y la preparación del elemento
poroso útil en ensayos de ligando-receptor. En este caso, “ligando” se define como el analito, “receptor” puede definirse
como el compuesto de unión a analito. Por ejemplo, si un compuesto de unión a analito está unido al elemento poroso,
puede ser necesario modificar el procedimiento de unión con el fin de optimizar la unión de cada compuesto de unión
a analito requerida para un panel de ensayos. Sin embargo, una única molécula de captura o una mezcla de múltiples
moléculas de captura o una mezcla de múltiples compuestos de unión a analito tales como antígenos o anticuerpos
unidos al elemento poroso pueden emplearse en una pluralidad de ensayos. Como resultado, el esfuerzo de desarrollo
y los procedimientos de fabricación pueden simplificarse enormemente cuando un elemento poroso “universal” de este
tipo es posible. Por consiguiente, dependiendo de la estrategia usada, el recubrimiento del primer compuesto de unión
a analito puede situarse antes o después del montaje del dispositivo de ensayo y puede llevarse a cabo por el fabricante
o por la persona que realiza el ensayo. Además, el montaje del propio dispositivo puede realizarlo también la persona
que lleva a cabo el ensayo.

La capa inferior del dispositivo de la presente invención es una capa o elemento absorbente que tiene conductos
capilares generalmente transversales a las superficies superior e inferior. La capa absorbente inferior se monta con la
capa porosa intermedia de una manera que permite la comunicación directa entre los poros o intersticios de la capa
porosa y los capilares de la capa absorbente. Por tanto, cuando se aplica un líquido sobre la capa porosa intermedia
y se absorbe posteriormente por la capa absorbente inferior y la satura, el líquido se extrae mediante fuerza capilar
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hacia el elemento absorbente. Como resultado, puede inducirse el flujo a través de la capa absorbente inferior cuando
se aplica una muestra líquida a la superficie de la capa porosa intermedia aunque la presión hidrostática del fluido sea
tan baja que sin ayuda no podría fluir a través de la capa intermedia sin la aplicación de presión para forzarla a través
o a vacío para extraerla a través. La capa absorbente comprende al menos una capa de material hidrófilo en contacto
con y colocado en el lado de la capa porosa insoluble opuesta al lado de la capa de cubierta.

La selección de material para la capa absorbente no es crítica y puede usarse una variedad de materiales de filtro
fibrosos. Un material útil son las fibras de acetato de celulosa orientadas como en un filtro de cigarrillo. Los expertos
en la técnica apreciarán que pueden usarse otros elementos absorbentes fabricados de poliéster, poliolefina u otros
materiales en lugar de acetato de celulosa. La presente invención sugiere que el material hidrófilo del dispositivo per-
mite la comunicación entre el material poroso y la capa absorbente y es preferentemente AP120, proporcionado por
la empresa mdi (Advanced Microdevices (PVT) LTD. 21, Industrial Area, Ambala Cantt, 133 001 India). Alternati-
vamente, pueden usarse almohadillas de filtro equivalentes. Estas almohadillas de filtro o capas absorbentes pueden
proporcionarse por varias empresas involucradas en la tecnología de membrana, por ejemplo Schleicher & Schuell,
Sartorius y Millipore.

Tal como ya se mencionó anteriormente, según la presente invención dicho primer y segundo compuestos de unión
a analito son sustancias que se unen específicamente al analito y se eligen de un grupo que comprende péptidos,
proteínas, lípidos, ácidos nucleicos y moléculas orgánicas. Cuando el elemento poroso tiene un primer compuesto de
unión a analito unido a él, el compuesto de unión a analito se selecciona por su capacidad para unirse directamente de
manera selectiva con el analito. Por ejemplo, si el analito es un antígeno, el compuesto de unión a analito puede ser un
anticuerpo, monoclonal o policlonal que se une específicamente al analito, preferiblemente un anticuerpo monoclonal.
Si el analito es un anticuerpo, el compuesto de unión a analito puede ser un antígeno o anticuerpo. Si el analito es
una enzima, el compuesto de unión a analito puede ser un receptor o un sustrato para la enzima. Si el analito es un
ácido nucleico, por ejemplo, ARN o ADN, el receptor puede ser un oligómero complementario de ADN o ARN o una
proteína de unión a ácido nucleico.

Preferentemente, dicho primer compuesto de unión a analito y/o dicho segundo compuesto de unión a analito son
un anticuerpo que se une específicamente al analito. A este respecto, la presente invención también define dicho an-
ticuerpo como preferentemente un anticuerpo monoclonal o policlonal o una preparación de anticuerpo del mismo.
El término “unión específica” implica que sustancialmente no hay reacción cruzada del anticuerpo con otras proteí-
nas. El término “preparación de anticuerpo” cubre cualquier disolución que contiene anticuerpos tales como suero o
disoluciones que contienen cualquier derivado de anticuerpo. Los anticuerpos según la invención pueden producir-
se según técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse usando
tecnología de hibridoma convencional tal como se describe por Kohler y Milstein (1979) (Kohler, F. y Milstein, C.
1995. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specifity. Nature 256: 495-497.). Los anti-
cuerpos policlonales también pueden prepararse usando tecnología convencional bien conocida por los expertos en la
técnica, y que comprende inocular un animal huésped, tal como un ratón, con una proteína o un epítopo según la in-
vención y recuperar el suero inmunitario. La presente invención también incluye fragmentos de anticuerpos completos
que mantienen su actividad de unión, tales como por ejemplo fragmentos Fv, F(ab’) y F(ab’)2 así como anticuerpos
monocatenarios.

La presente invención trata además que el primer compuesto de unión a analito pueda estar acoplado directa o
indirectamente a la capa porosa del dispositivo. Cuando está acoplado indirectamente, el dispositivo se recubre en
primer lugar con una molécula de captura tal como se describió anteriormente que se une específicamente al primer
compuesto de unión a analito seguido por el recubrimiento del primer compuesto de unión a analito. Por ejemplo, si
el analito es un antígeno y el primer compuesto de unión a analito es un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo IgG
de ratón, preferiblemente un anticuerpo monoclonal, el elemento de captura puede ser un anticuerpo, preferiblemente
un anticuerpo monoclonal, frente a la IgG murina. En otros casos, el primer compuesto de unión a analito puede estar
conjugado con un resto que se une de manera selectiva con la molécula de captura. Por ejemplo, el resto puede ser
un hapteno y la molécula de captura un anticuerpo frente a dicho hapteno. Un hapteno posible es la fluoresceína. En
otros casos, la molécula de captura puede ser avidina o estreptavidina. En tal caso, el primer compuesto de unión a
analito tendrá biotina unida a él. En otros casos, el primer compuesto de unión a analito puede ser un oligómero de
ácido nucleico, o tener un oligómero de este tipo unido a él, y la molécula de captura puede ser un segmento de ácido
nucleico complementario a una parte del primer oligómero de unión a analito que no afecta a la unión con el analito.
Los expertos en la técnica apreciarán a partir de lo anterior que puede emplearse una variedad de combinaciones de
molécula de captura/primer compuesto de unión a analito.

Según la presente invención, el segundo compuesto de unión a analito está marcado con una enzima que, tras la
interacción con un sustrato precipitante, da como resultado en una etapa un depósito coloreado. Es el uso de un sustrato
precipitante de este tipo en un dispositivo de ensayo definido de este tipo tal como se describe mediante la invención lo
que hace que el análisis del analito dentro de una muestra de prueba sea barato, sencillo, estable y fiable. Este segundo
compuesto de unión a analito también puede denominarse “conjugado”.

Por analogía con el uso de una molécula de captura tal como se describió anteriormente, la presente invención
también se refiere a un dispositivo de ensayo de diagnóstico en el que el analito se detecta indirectamente mediante el
uso de una molécula de detección. De hecho, es posible que dicho segundo compuesto de unión a analito esté unido
adicionalmente mediante una molécula de detección marcada con una enzima diferente (E2) de la enzima presente
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en el segundo compuesto de unión a analito (E1), mediante lo cual esta enzima E2 tras la interacción con un sustrato
precipitante usando un procedimiento de una etapa da como resultado un depósito coloreado. De esta manera, puede
obtenerse la amplificación de la señal.

Alternativamente, dicho segundo compuesto de unión a analito no está marcado enzimáticamente y está unido
adicionalmente mediante una molécula de detección marcada con una enzima que, tras la interacción con un sustrato
precipitante usando un procedimiento de una etapa, da como resultado un depósito coloreado.

El acoplamiento indirecto del primer compuesto de unión a analito o la detección indirecta del segundo com-
puesto de unión a analito pueden realizarse por medio de una interacción avidina/biotina, estreptavidina/biotina, anti-
cuerpo/antígeno, anticuerpo/hapteno, receptor/ligando, azúcar/lectina, ácido nucleico complementario, es decir ARN
o ADN, o una combinación de los mismos, enzima/sustrato, enzima/cofactor, enzima/inhibidor o inmunoglobuli-
na/proteína A estafilocócica.

Según la presente invención, dicha muestra de prueba puede elegirse de un grupo que comprende fracciones celu-
lares, suero, sangre completa, orina, plasma, es decir, para pruebas diagnósticas en animales o seres humanos; tierra,
barro, minerales, agua, aire, es decir, para pruebas ambientales; cualquier material alimenticio, es decir, para pruebas
de alimentos; o cualquier otro medio/suspensión/material rígido que pueda usarse para uno de estos fines. El medio
analizado puede ser de naturaleza tanto sólida como líquida. Resulta evidente que cuando se usan materiales sólidos,
éstos se disuelven en primer lugar en una disolución adecuada. Según la invención, esta disolución no es siempre un
“tampón” real con al menos 2 componentes bien equilibrados. Puede ser una disolución hipotónica fuerte tal como
NaCl solo o una disolución de extracción tal como con alcohol.

Según la presente invención, dicha muestra de prueba puede aplicarse sin diluir o en una forma diluida usando un
tampón diluyente y para la que el factor de dilución está adaptado al analito que va a detectarse (reivindicación 23).
Dicha dilución puede variar desde 1/2 hasta 100.000. Son posibles las diluciones de 1/2, 1/3, 1/4, 1/5, 1/6, 1/7, 1/8, 1/9,
1/10, 1/15, 1/20, 1/25, 1/30, 1/35, 1/40, 1/45, 1/50, 1/55, 1/60, 1/65, 1/70, 1/75, 1/80, 1/85, 1/90 1/95, 1/100, 1/150,
1/200, 1/250, 1/300, 1/350, 1/400, 1/450, 1/500, 1/550, 1/600, 1/650, 1/700, 1/750, 1/800, 1/850, 1/900, 1/950, 1/1000,
1/1250, 1/1500, 1/1750, 1/2000, 1/2250, 1/2500, 1/2750, 1/3000, 1/3250, 1/3500, 1/3750, 1/4000, 1/4250, 1/4500,
1/4750, 1/5000, 1/5250, 1/5500, 1/5750, 1/6000, 1/6250, 1/6500, 1/6750, 1/7000, 1/7250, 1/7500, 1/7750, 1/8000,
1/8250, 1/8500, 1/8750, 1/9000, 1/9250, 1/9500, 1/9750, 1/10.000, 1/11250, 1/11500, 1/11750, 1/12000, 1/12250,
1/12500, 1/12750, 1/13000, 1/13250, 1/13500, 1/13750, 1/14000, 1/14250, 1/14500, 1/14750, 1/15000, 1/15250,
1/15500, 1/15750, 1/16000, 1/16250, 1/16500, 1/16750, 1/17000, 1/17250, 1/17500, 1/17750, 1/18000, 1/18250,
1/18500, 1/18750, 1/19000, 1/19250, 1/19500, 1/19750, 1/20.000, 1/30.000, 1/40.000, 1/50.000, 1/60.000, 1/70.000,
1/80.000, 1/90.000 y 1/100.000. La dilución usada depende de qué muestra se usa. Por ejemplo, para aplicaciones
serológicas, es decir muestras que proceden de orina, suero, plasma o fracciones celulares, el intervalo de dilución
puede ser desde sin diluir hasta 1/200; para aplicaciones microbiológicas, por ejemplo detección de contaminación
microbiológica en alimentos y agua, el intervalo de dilución puede extenderse hasta 1/10.000. Resulta evidente que
para muestras que portan altas cantidades del analito o cuando se usa un compuesto de unión a analito que tiene una
alta afinidad por el analito, pueden realizarse diluciones de hasta 100.000.

Dicho tampón diluyente tiene la función de diluir la muestra, pero en ciertos casos también el efecto sobre la
presentación mejorada del analito que han de reconocerse por el compuesto de unión a analito. Por tanto, puede
incluirse un agente solubilizante tal como EDTA o SDS.

Además, según el/los analito(s) que han de detectarse, es necesario adaptar la composición del tampón diluyente
de la(s) muestra(s) para la detección del analito. Por ejemplo, si la muestra que va a someterse a prueba se aísla de
alimentos, puede requerirse un proceso de sonicación con el fin de disolver agregados; si la muestra que va a someterse
a prueba se aísla a partir de orina, puede ser necesario un ajuste de pH; si la muestra contiene lípidos, es decir “muestra
de grasa”, puede solicitarse una deslipidación. Puede solicitarse una disolución hemolítica con el fin de someter a he-
mólisis los glóbulos rojos. En algunos casos, es necesario adaptar la salinidad. Todas las medidas enumeradas pueden
ser necesarias para prevenir la obstrucción del sistema o para optimizar la condición en la que es necesario unir el
analito a los compuestos de unión a analito. Otros ejemplos de tales adaptaciones son para la aplicación en seres hu-
manos: una muestra de líquido sinovial para la detección de factores reumatoides ha de tratarse con hialuronidasa. Para
aplicaciones microbiológicas: una muestra de alimentos para la detección de agentes contaminantes ha de enriquecer-
se en ocasiones mediante la adición de algunas sustancias nutritivas o lisarse mediante la adición de agentes líticos
al tampón diluyente. El tampón diluyente también puede comprender un conservante tal como timerosal o azida sódica.

Según la presente invención, dicho analito es un compuesto de manera anómala o normalmente presente o ausente
en la muestra. Así, los dispositivos según la presente invención pueden usarse para detectar la ausencia o presencia de
un analito en una muestra; no obstante, también pueden aplicarse para evaluar la cantidad de un determinado analito
en un medio, mediante lo cual puede estudiarse una disminución o un aumento en la concentración de analito. Si el
dispositivo según la invención se usa para diagnosticar una enfermedad, entonces el analito es un compuesto celular
de origen o bien intracelular, de membrana o bien extracelular. En este caso, el término “de manera anómala” implica
que la presencia per se, un aumento o una disminución del nivel presente o la ausencia del analito es indicativo de
una enfermedad. Ejemplos de analitos que están “normalmente presentes” son HL y TSH; éstos están normalmente
presentes y pueden aumentar o disminuir de manera anómala en ciertas enfermedades. Según la presente invención,
dicho compuesto se selecciona del grupo que comprende antígenos y anticuerpos; mediante lo cual dicho antígeno
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puede elegirse del grupo que comprende cualquier agente biológico tal como bacterias, virus, mohos, micobacterias,
parásitos, patógenos; o moléculas tales como péptidos, proteínas, lípidos, moléculas orgánicas, oligómeros de ácido
nucleico.

Según la presente invención, dicho antígeno puede elegirse del grupo que comprende proteínas para las que el nivel
aumenta de manera anómala en ciertos estados patológicos o aumenta de manera anómala en material alimenticio.

Según la presente invención, dicho antígeno puede ser una bacteria o una toxina producida por una bacteria en
material alimenticio o en fluidos biológicos. Ejemplos son: Salmonella sp., E. coli sp., Listeria sp., Clostridium sp.,
Stayphylococcus sp., Campylobacter sp., Mycobacterium, Streptococcus...; es decir, orina, sangre, suero, heces, líquido
cerebral. Tales bacterias están normalmente ausentes en los alimentos seguros o en las personas sanas.

Más específicamente, la presente invención define que dicho antígeno puede elegirse del grupo que comprende pro-
teína C reactiva (PCR), troponina, mioglobina, GCH (gonadotropina coriónica humana), HL (hormona luteinizante),
factores reumatoides, cardiolipina, centrómero (proteínas cinetocóricas), histonas, Jo-1 (nombrado de manera epóni-
ma, igual que la histidil ARNt transferasa), coagulante lúpico, mieloperoxidasa, autoantígenos nucleolares, cada PM-
Scl = polimiositis-Esclerodermia, RNP (ribonucleoproteínas) (ejemplo U1RNP), Scl70 (igual que la topoisomerasa
1), Sm (nombrado de manera epónima como antígeno Smith, igual que el antígeno nuclear), SSA/Ro (antígeno del
síndrome de Sjögren), SSB/La (antígeno del síndrome de Sjögren), tiroglobulina, lipoproteínas de la superficie celu-
lar, autoantígenos tiroideos, colágeno, ANCA (anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilo) (reivindicación 29). La PCR
aumenta en caso de infecciones, la mioglobina en estados de traumatismo, la troponina en caso de infarto de miocar-
dio, los factores reumatoides en caso de estados inflamatorios y la GCH en caso de embarazo. Adicionalmente, dicha
proteína puede elegirse del grupo que comprende un receptor adrenérgico beta, receptor de TSH, receptor de insulina,
receptor de acetilcolina, receptor de gastrina, piruvato deshidrogenasa. No obstante, este dispositivo de ensayos puede
usarse para la detección de muchas otras sustancias y no se limita a los ejemplos enumerados.

El dispositivo de ensayo de la invención también puede usarse para detectar una enzima uniendo un compuesto
que tiene una alta afinidad por esta enzima al elemento poroso como el receptor de ensayo. Este compuesto podría ser
el sustrato de la enzima o cualquier otra proteína o molécula que se une específicamente a esta enzima. Puede usarse
un anticuerpo marcado frente a la enzima para detectar la formación de un complejo receptor-enzima en el elemento
poroso. Tal como conoce el experto en la técnica también pueden usarse otros compuestos que tienen una capacidad
de unión específica hacia esta enzima.

Estas proteínas pueden reconocerse por compuestos de unión a analito tales como anticuerpos. Los controles
positivos contienen preferentemente proteínas purificadas de fuentes naturales; sin embargo, pueden usarse proteínas
recombinantes con un plegamiento similar al que se encuentra en la proteína natural. Por consiguiente, el compuesto
de unión a analito necesita reconocer preferentemente un analito con una conformación tal como se encuentra en la
proteína natural; sin embargo, también pueden usarse compuestos de unión a analito que reconocen tanto una proteína
plegada correctamente como una proteína desnaturalizada.

Según la presente invención, el analito podría comprender un anticuerpo que pertenece a cualquier clase de inmu-
noglobulinas tales como IgE, IgG, IgM, IgA, IgD. La presencia de un anticuerpo específico en una muestra podría
dar indicaciones sobre la fase, la ubicación y la naturaleza de una enfermedad. Un aumento de la IgE es una me-
dida para las reacciones alérgicas y la presencia de parásitos helmínticos; el aumento de IgG confirma la presencia
de infecciones que ya están en una fase extendida; la IgM indica que las infecciones están presentes en un estado
temprano. La IgA puede detectarse especialmente en secreciones y las IgD están presentes en las membranas de las
células B. La presente invención ilustra la detección del anticuerpo anti-mitocondrial de tipo M2 y anticuerpos frente a
factores reumatoides mediante el método de FT de la presente invención. Sin embargo, el método de FT de la presente
invención puede usarse para detectar otros anticuerpos, incluso para detectar anticuerpos de una clase de Ig diferente
o anticuerpos que están presentes en las superficies celulares. Los ejemplos y las leyendas de las figuras sirven para
ilustrar la invención y no han de entenderse en modo alguno como limitativos de la presente invención.

El dispositivo de ensayo de esta invención también puede usarse en ensayos para un anticuerpo que emplea un
antígeno como primer compuesto de unión a analito en la fase sólida y que usa un antígeno marcado o anti-anticuer-
po marcado como el segundo compuesto de unión a analito. Este último es particularmente adecuado para ensayos
específicos de alergia en los que el primer compuesto de unión a analito es un alérgeno unido al elemento poroso y
el segundo compuesto de unión a analito es un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo monoclonal frente a IgE.
En otros casos, la respuesta de IgG a alérgenos puede medirse de manera similar, es decir, usando un anticuerpo,
tal como un anticuerpo monoclonal frente a IgG, como el segundo compuesto de unión a analito. Otras pruebas de
anticuerpo que pueden llevarse a cabo de esta manera incluyen pruebas para la detección de infecciones virales, por
ejemplo herpes, rubéola, hepatitis, citomegalovirus, rotavirus, VSR, VLTH-III, VIH o infecciones bacterianas, por
ejemplo Streptococcus A&B, Chlamydia, M. tuberculosis, M. pneumoniae, H. pylori, Clostridium, E. coli, Listeria,
Staphylococcus, Clostridium.

Adicionalmente, la presente invención define que dicho oligómero de ácido nucleico puede elegirse del grupo que
comprende ADN, ARN, híbrido de ADN/ARN o análogos químicos de los mismos, modificados genéticamente o no.
Con moléculas de ADN o ARN se hace referencia a ADN complementario (ADNc), ADN genómico (ADNg), ADN
bicatenario (ANDbc), ADN monocatenario (ADNmc), ARN nuclear (ARNn), ARN de transferencia (ARNt), ARN
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mensajero (ARNm) y ARN ribosómico (ARNr). Las moléculas de ARN también pueden incluir ARNbc. Cuando se
usan oligómeros de ácido nucleico que no se aíslan de cualquier organismo vivo, también pueden usarse moléculas
híbridas de ARN/ADN u oligómeros que consisten en nucleótidos no naturales tales como inosinas. En estos casos, el
elemento poroso puede recubrirse con un oligómero de ácido nucleico como un primer compuesto de unión a analito
para la detección de material de ácido nucleico en una muestra. El primer compuesto de unión a analito puede ser un
oligómero de ADN, por ejemplo, complementario a una secuencia en el ácido nucleico de interés y puede usarse para
unirse o bien a ARN o bien a ADN. Posteriormente, la detección del complejo formado puede realizarse usando un
segundo oligómero de ácido nucleico complementario a una región que no interfiere del ligando de ácido nucleico de
interés, estando marcado el segundo oligómero para permitir la detección.

Según la presente invención, el marcador enzimático, que está acoplado a dicho segundo compuesto de unión a
analito o dicha molécula de detección, reacciona en una etapa con un sustrato precipitante y puede elegirse del grupo
que comprende peroxidasa del rábano picante (HRP), fosfatasa alcalina (FA) y deshidrogenasa. La deshidrogena-
sa puede especificarse que es, por ejemplo, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa o una malato
deshidrogenasa. Para las enzimas glucosa oxidasa, colesterol oxidasa, ureasa, β-galactosidasa, y lisozima no se han
identificado sustratos precipitantes hasta el momento. No obstante, el principio para usar éstos en el mismo contexto
es similar al descrito para los sustratos mencionados anteriormente.

En la presente invención, dicho marcador enzimático está unido covalente o no covalentemente al segundo com-
puesto de unión a analito. Para el enlace, el segundo compuesto de unión a analito debe tener un grupo reactivo que sea
complementario a un grupo reactivo en el marcador enzimático. Por ejemplo, un grupo carboxilo libre de la segunda
proteína de unión a analito se complementa con el extremo amino-terminal de un marcador enzimático de tal modo
que puede producirse un enlace amida. Alternativamente, el compuesto de unión a analito debe poder modificarse para
tener un grupo reactivo que se complemente con un grupo reactivo del marcador enzimático. El segundo compuesto
de unión a analito pueden unirse al resto de enlace directamente o por medio de un resto separador. Los expertos en la
técnica reconocerán que, mientras que en la mayoría de los casos el compuesto de unión a analito y el marcador en-
zimático se unirán directamente, en algunos casos puede ser deseable separar el resto de unión de cualquiera o ambas
partes con un resto espaciador. Se reconocerá que puede emplearse prácticamente cualquier enlace que sea estable en
las condiciones de uso y que pueda formarse fácilmente sin desnaturalizar o degradar de otra manera el compuesto de
unión a analito y/o marcador enzimático. Por tanto, puede utilizarse el compuesto de unión a analito y el marcador
enzimático que pueden incluir prácticamente cualquier grupo reactivo que sea complementario a, es decir que pueda
reaccionar covalentemente con, el extremo terminal respectivo del resto de unión al que se unirá. Los grupos adecua-
dos complementarios al extremo amino-terminal del resto de unión incluyen, por ejemplo, grupos carboxilo, ésteres
que incluyen ésteres activados tales como ésteres de NHS, azidas de acilo, haluros de acilo, nitrilos de acilo, aldehí-
dos, haluros de alquilsulfonilo, halotriazinas, imidoésteres, isocianatos, isotiocianatos, ésteres de sulfonato, etc. Los
grupos reactivos adecuados complementarios al extremo carboxilo-terminal del resto de unión incluyen, por ejemplo,
aminas, alcoholes, haluros de alquilo, tioles, hidracinas, diazoalcanos, ésteres de sulfonato, etc. Se conocen bien las
condiciones para formar enlaces covalentes entre una gran cantidad de pares de grupos reactivos complementarios.
Preferiblemente, cada enlace entre el resto de unión y el agente biológicamente activo y el resto de enmascaramien-
to es una amida. Se conocen bien las condiciones para unir moléculas entre sí que tienen grupos amino y carboxilo
complementarios para formar enlaces de amida (véase, por ejemplo, Merrifield 1997 Merrifield, B. 1997. Concept
and early development of solid-phase peptide synthesis. Methods Enzymol. 289: 3-13.). Los ejemplos de enlaces no
covalente ya se ilustraron anteriormente.

Según una realización preferida de la presente invención, dicho sustrato de HRP puede elegirse del grupo que
comprende TMB (tetrametilbencidina) y AEC (3-amino-9-etilcarbazol). Cuando se usa la peroxidasa del rábano, la
reacción enzimática consiste en la reacción de 3-3’,5-5’-tetrametilbencidina con la enzima y la hidrógeno peroxidasa
formando en una etapa un producto de oxidación de 1 electrón de catión radical libre azul insoluble.

Los sustratos mencionados están disponibles comercialmente. Sin embargo, los inventores ilustran en la presente
invención que la fuente de la disolución de TMB puede ejercer una influencia en la calidad de los resultados obtenidos.
También otros reactivos conocidos en la técnica pueden formar sustratos adecuados. El AEC produce un producto
final rojo que es soluble en alcohol. Este sustrato que puede precipitar se usa principalmente en las técnicas de tinción
inmunohistoquímicas y de inmunotransferencia, véase histología.

Según una realización preferida de la presente invención para la fosfatasa alcalina dicho sustrato puede elegirse del
grupo que comprende BCIP (fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo) y BCIP-NBT (fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-in-
dolilo-azul de nitrotetrazolio). Los sustratos mencionados están disponibles comercialmente. También son adecuados
otros reactivos conocidos en la técnica. Cuando el BCIP reacciona con fosfatasa alcalina, se dimeriza el derivado de
indoxilo halogenado libre, formando un colorante de índigo insoluble. Este producto se usa comúnmente para técni-
cas de tinción inmunohistoquímicas y de inmunotransferencia, véase histología. El sistema BCIP-NBT se basa en la
hidrólisis del BCIP y la reducción del NBT produciendo un producto de reacción púrpura oscuro. Este reactivo puede
usarse para técnicas de tinción inmunohistoquímica, de inmunotransferencia y en técnicas de hibridación in situ.

Para una deshidrogenasa, el sustrato que ha de usarse según la presente invención puede ser NBT (azul de nitro-
tetrazolio). También se usa azul de nitrotetrazolio en los sistemas de detección de analitos que emplean la actividad
deshidrogenasa. El sustrato mencionado está disponible comercialmente. También pueden usarse otros sustratos que
pueden precipitar conocidos en la técnica.
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Posteriormente a la formación de la precipitación, el precipitado de TMB puede fijarse usando un reactivo que
comprende poli(alcohol vinílico) complementado con sulfosuccinato de dioctilo y dimetilformamida. Tal disolución
detiene la reacción enzimática y permite el registro permanente del resultado.

El dispositivo de ensayo según la presente invención puede usarse para una respuesta cualitativa (respuesta sí/no);
semicuantitativa (-/++/+++/++++) o cuantitativa. En una realización preferida de la invención, el dispositivo de ensayo
contiene al menos 1 zona de prueba que puede usarse para (un) patrón/patrones y/o (un) control(es) positivo(s) y/o
negativo(s) y/o de punto de corte. Con patrón se hace referencia a un calibrador. Como calibradores, podría usarse un
conjunto de al menos una disolución de analito con concentración conocida. Esto ayuda a evaluar la concentración de
analito en una muestra de manera cuantitativa o semicuantitativa. El uso de un control de acumulación positivo mues-
tra si la prueba funciona. El uso de un punto de corte de acumulación puede usarse para la interpretación cualitativa
del control de los resultados (respuesta sí/no) pero no puede recuperarse de él información cuantitativa. Para pruebas
específicas, puede ser recomendable que más de una zona de prueba esté presente en el dispositivo de ensayo de la
invención. Por ejemplo cuando se usa para someter a prueba una alergia, puede desarrollarse 1 tarjeta con 6 orificios
para cada panel de alérgenos. Alternativamente, para someter a prueba los marcadores cardiacos, por ejemplo tropo-
nina, mioglobina, sería óptima una tarjeta en la que se someten a prueba al mismo tiempo los diversos marcadores
cardiacos. Dicha(s) zona(s) de prueba(s) puede(n) ubicarse dentro del mismo orificio de la capa de cubierta superior
en orificios separados.

La presente invención también se refiere a la interpretación de la señal observada usando un sistema de tarjetas o
usando un lector. Un “sistema de tarjetas” puede definirse como un soporte en el que están indicadas manchas colo-
readas de diferentes intensidades de color. Cuando la prueba es reproducible, el color visualizado puede relacionarse
con una concentración del analito en la muestra sometida a prueba. Este soporte podría comprender orificios dentro de
estas manchas de color. De esta manera, el color del soporte puede compararse fácilmente con el color formado en el
dispositivo de ensayo superponiendo ambos dispositivos. Alternativamente, puede usarse un lector que mide la reflec-
tancia para monitorizar los depósitos de color. Puede usarse cualquier lector que mida la reflectancia conocido por el
experto en la técnica. En los ejemplos se usa el VISI-CHROMATM VC-100 de Biophotonics S.A. (Lessines, Bélgica);
sin embargo, pueden usarse otros sistemas tales como lectores de reflectancia, por ejemplo lectores Nycomed.

El lector VISI-CHROMA que se usa por los inventores para la interpretación de los resultados usa una cámara CCD
de color (dispositivo acoplado a la carga) permitiendo una medición precisa de una manera triestímulo (3 filtros) en
un área seleccionada de la membrana. Tal técnica permite una medición muy precisa del depósito coloreado (punto).

El presente dispositivo de ensayo puede usarse para controlar/someter a prueba/determinar muestras de alimentos.
Puede determinarse la presencia de bacterias, virus, micotoxinas, toxinas, residuos de pesticidas, residuos de anti-
bióticos, residuos de sustancias químicas. Ejemplos de bacterias son Salmonella sp., E. coli sp., Staphylococcus sp.,
Clostridium sp., Campylobacter sp., Listeria sp., Streptococcus sp.

La presente invención ilustra la detección de Salmonella mediante el método de FT de la presente invención. Sin
embargo, el método de FT de la presente invención puede aplicarse para detectar otro ADN/ARN que comprende
agentes biológicos, tales como virus, micobacterias, todos los tipos de células procariotas y eucariotas. Los ejemplos
y las leyendas de las figuras sirven para ilustrar la invención y no han de entenderse en modo alguno como limitativos
de la presente invención.

Ejemplos de toxinas son endo o exotoxinas, termoestables o termolábiles. Ejemplos de micotoxinas son aflatoxinas
de tipo A&B, oxcratoxina. Ejemplos de residuos de pesticidas son PCB, ditiocarbamatos, propamocarb, bencimida-
zoles, organocloruros. Ejemplos de residuos de antibióticos son residuos de beta-lactamas, tetraciclinas, macrólidos,
quinolonas, sulfonamidas, aminoglucósidos pero también antibióticos que se usan como promotores del crecimien-
to animal tales como bacitracina, tilosina, espiramicina, virginiamicina y avoparcina. Para fines medioambientales
pueden controlarse/someterse a prueba/determinarse antígenos similares.

El presente método puede aplicarse para el diagnóstico y/o la monitorización del tratamiento de enfermedades.
Ejemplos son la detección de infecciones virales (familias de virus: adenoviridae, coronoviridae, papovaviridae, re-
trovoviridae, etc.), infecciones bacterianas (especies de Yersinia, Aeromonas, Pasteurella, Vibrio, Helicobacter (H.
pylori), etc.) y el diagnóstico de proteínas de fase aguda (factores reumatoides, PCR, amiloide A en suero, etc.). Ejem-
plos importantes de infección viral son las infecciones por VIH (virus de inmunodeficiencia humana) que provoca el
SIDA y VHC (virus de la hepatitis C) que da como resultado cirrosis e insuficiencia hepática.

Por ejemplo, según la presente invención, el método puede aplicarse para el diagnóstico y/o la monitorización
del tratamiento de enfermedades autoinmunitarias inducidas por autoantígenos específicos de órgano o no específicos
de órgano. La tabla 1 resume los principales anticuerpos específicos y no específicos de órgano. Las tablas 2 y 3
enumeran autoantígenos específicos y no específicos de órgano. Los autoantígenos no específicos de órgano inducen
generalmente una respuesta autoinmunitaria mediante la cual están implicados diferentes órganos.

Dicha enfermedad autoinmunitaria no específica de órgano (multisistémica) puede elegirse del grupo de enferme-
dades que comprende lupus eritematoso sistémico (LES) y otras enfermedades reumáticas, esclerodermia con o sin
síndrome de Crest, lupus eritematoso (LE) inducido por fármacos, polimiositis con o sin esclerodermia, síndrome de
Sjögren primario, artritis reumatoide y otras enfermedades del tejido conjuntivo (véase la tabla 2).
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Los antígenos específicos de órgano inducen en primer lugar enfermedades autoinmunitarias específicas de órgano.
En tal caso, las manifestaciones clínicas originalmente sólo afectan a un órgano, por ejemplo el hígado en el caso de
la cirrosis biliar primaria, pero la aparición de la enfermedad también puede afectar a otros órganos.

Dicha enfermedad autoinmunitaria específica de órgano puede elegirse del grupo de enfermedades que comprende
la enfermedad de Addison, anemia hemolítica autoinmunitaria, hepatitis activa crónica, celiaquía, síndrome de Good-
pasture, tirotoxicosis de Graves, tiroiditis de Hashimoto, púrpura trombocitopénica idiopática, diabetes de aparición
juvenil, diabetes de aparición tardía, uveítis inducida por el cristalino, cierta esterilidad masculina, esclerosis múltiple,
miastenia grave, penfigoide, cirrosis biliar primaria, anemia perniciosa, mixedema primario, oftalmia simpática, colitis
ulcerosa, vasculitis y granulomatosis de Wegener (véase la tabla 3) (Lemoine 1992; Humbel; Abuaf et al.).

Según la presente invención, el método puede aplicarse para el diagnóstico y/o la monitorización del tratamiento
de enfermedades infecciosas incluidas por virus, bacteria, mohos, micobacterias o parásitos. Ejemplos de antígenos
que pueden detectarse en caso de enfermedades infecciosas son de VIH, HbsAg, HbsAb, HbeAg, HbeAb, HbclgM,
malaria, Chlamydia, StrepA, H. pylori, enfermedad de Lyme, Salmonella, E. coli, sífilis, TB, dengue y chagas.

Según la presente invención, el método puede aplicarse para el diagnóstico y/o la monitorización del tratamiento
de enfermedades alérgicas o manifestaciones de intolerancia inducidas por numerosos alérgenos de hierbas, malas
hierbas, mohos, alimentos, árboles, materias epidérmicas y polvo. Se han identificado más de 2000 posibles alérgenos.
Ejemplos de los alérgenos mencionados anteriormente son: cerrillo, festuca roja, polen de avena cultivada; ambrosía
común, ambrosía del oeste, diente de león, Penicillium notatum, Cladosporium herbarum, Candida albicans, clara de
huevo de pollo, leche de vaca, cangrejo, yema de huevo; madera de arce, aliso, abedul, avellana, roble; epitelio de gato
y perro, producto de descamación de caballo y vaca; polvo de Greer o Bencard.

Según la presente invención, el método puede aplicarse para su uso en las pruebas de marcadores cardiacos. Di-
chos marcadores cardiacos pueden elegirse del grupo que comprende mioglobina, creatina cinasa y troponina. Dichos
marcadores inflamatorios pueden elegirse del grupo que comprende proteína C reactiva y

Según la presente invención, el método puede aplicarse para su uso en las pruebas de bacterias y/o toxinas. Con
“pruebas” se hace referencia a detectar la presencia/ausencia, el aumento o la disminución de ciertos antígenos. Las
toxinas pueden incluir micotoxinas. Ejemplos de bacterias que van a detectarse son Salmonella sp., E. coli sp., Listeria
sp., Clostridium sp., Stayphylococcus sp., Campylobacter sp., Mycobacterium, Streptococcus, Shigella sp, Bacillus sp.

La presente invención también se refiere a un método, según la invención, para su uso en pruebas de antígenos de
tumor. Ejemplos de antígenos que pueden detectarse en caso de tumores son AFP, PSA, CEA, CA-15-3 y ferritina.

Ejemplos de antígenos que pueden detectarse, usando el método en caso de toxicomanía son metanfetamina, bar-
bitúricos, benzodiacepina, anfetamina, morfina, THC, cocaína y perfil.

Generalmente, la presente invención también implica un método para la detección de un analito presente en una
muestra de prueba.

Dicho método puede comprender etapas en las que la adición del primer compuesto de unión a analito, muestra,
segundo compuesto de unión a analito, disolución de sustrato y disolución de fijación se realizan posteriormente, uno
tras otro. De manera interesante, no es necesaria ninguna etapa de lavado tras la adición del sustrato. La omisión de la
etapa de lavado se debe al proceso de bloqueo específico de la membrana tras el recubrimiento de la proteína de unión
sobre la membrana que bloque cualquier sitio libre restante.

Alternativamente, dicho método puede comprender etapas en las que la adición del primer compuesto de unión
a analito, muestra, segundo compuesto de unión a analito, disolución de sustrato y disolución de fijación no se rea-
lizan todas posteriormente, algunos de éstos pueden mezclarse previamente por adelantado antes de ponerlos en el
dispositivo. Lo anterior ha forzado a la solicitud de la invención hacia ensayos inmunométricos secuenciales con los
anticuerpos monoclonales, es decir, un inmunoensayo que usa un primer receptor de anticuerpo monoclonal sobre el
elemento poroso y un segundo receptor de anticuerpo monoclonal que está marcado. Se añade la muestra al elemento
poroso seguido por el anticuerpo marcado. Son posibles otras variantes del ensayo. Por ejemplo, en el caso de un en-
sayo inmunométrico, el anticuerpo marcado y la muestra pueden mezclarse antes de la adición al elemento poroso. En
otra realización de la invención, el dispositivo de ensayo se usa para realizar ensayos competitivos, es decir, ensayos
en los que el primer compuesto de unión a analito está unido al elemento poroso y por el que compite el analito en
la muestra con una cantidad fijada de analito marcado añadido a la disolución de muestra o añadido tras la adición de
la muestra. Los inmunoensayos competitivos se ejecutan convenientemente de este modo usando un anticuerpo, por
ejemplo, una preparación de anticuerpo monoclonal o policlonal como primer compuesto de unión a analito unido a
la fase sólida. El antígeno marcado puede añadirse a la muestra antes de añadir la muestra a la capa porosa. Alterna-
tivamente, puede añadirse tras la adición de la muestra o simultáneamente a la misma. Cuando se usa una molécula
de captura, la muestra puede someterse a ensayo de una variedad de maneras. Por ejemplo, en un “ensayo de tipo
intercalado”, un primer compuesto de unión a analito y un segundo compuesto de unión a analito marcado pueden
combinarse con la muestra para unirse al analito antes de la adición al elemento poroso. Alternativamente, un primer
compuesto de unión a analito y una muestra pueden combinarse antes de la adición al elemento poroso, o añadirse en
la secuencia de, en primer lugar, un compuesto de unión a analito y después la muestra, para ir seguido por la adición
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de un segundo compuesto de unión a analito marcado. En tales ensayos de tipo intercalado, la molécula de captura se
selecciona para unirse al primer compuesto de unión a analito y no al segundo compuesto de unión a analito marcado.
En un formato de ensayo competitivo, la intensidad de la coloración del depósito es inversamente proporcional a la
concentración del marcador que va a detectarse.

La presente invención también describe un método para recubrir la capa porosa intermedia del dispositivo de la
presente invención que comprende las siguientes etapas:

- cortar membranas en tiras

- sumergir dichas tiras en un tampón de aplicación y el agente de captura o primer compuesto de unión a
analito,

- incubar la membrana,

- sumergir la membrana en un agente de bloqueo que contiene del 0,2 al 10% de agente de bloqueo, mediante
lo cual el agente de bloqueo puede ser BSA o cualquier otro agente conocido para bloquear los sitios libres
sobre las membranas,

- incubar las membranas,

- secar las tiras, y,

- cuando sea necesario almacenamiento, las tiras se empaquetan con el fin de proteger las membranas de la
humedad. Esto se realiza preferentemente mediante la aplicación de vacío. Se realiza un almacenamiento
posterior,

en el que el tampón de recubrimiento (aplicación) presenta preferentemente una salinidad muy baja y un pH básico
(9,1 +/- 0,1) y el compuesto de unión a analito está presente en exceso. La estructura de la proteína de unión puede
requerir otros tipos de tampón de aplicación.

Según una realización preferida de la presente invención, la capa porosa intermedia del dispositivo según la inven-
ción se recubre comprendiendo las siguientes etapas:

- cortar membranas en tiras de preferiblemente de 0,8 cm de ancho,

- sumergir dichas tiras en un baño llevado a TA que contiene el tampón de aplicación y la molécula de captura
o el primer compuesto de unión a analito,

- incubar la membrana durante 3 horas a TA con agitación suave,

- sumergir la membrana en un agente de bloqueo que contiene el 1% de BSA,

- incubar durante 3 horas a TA con agitación suave,

- secar las tiras a 37ºC en una incubadora durante de 1 hora a durante la noche, y,

- cuando sea necesario almacenamiento, empaquetar las tiras con el fin de proteger las membranas de la
humedad y almacenarlas a TA;

en el que el tampón de recubrimiento (aplicación) presenta preferentemente una salinidad muy baja y un pH básico
(9,1 +/- 0,1), y el compuesto de unión a analito está presente en exceso. Todos los parámetros descritos en este caso
podrían variarse usando condiciones para el analito que va a detectarse mediante el dispositivo de ensayo de flujo a
través.

Preferentemente, el método de flujo a través que usa un dispositivo tal como se describe por la invención se realiza
usando las siguientes etapas:

- diluir la muestra de 1/2 a 1/100.000 en el tampón diluyente, siendo el tampón diluyente un tampón Tris de
baja salinidad y que contiene del 1 al 5% de BSA. La composición del diluyente puede adaptarse al analito
que va a detectarse. Alternativamente, puede usarse una muestra sin diluir.

- aplicar 15 µl o una gota de muestra diluida sobre la membrana,

- permitir que la muestra se absorba durante 1 minuto al menos, es decir en el intervalo desde 30” hasta
1’30” preferentemente 45”. El primer tiempo de absorción depende de la muestra que va a someterse a
prueba, por ejemplo una muestra que contiene un alto nivel de leucocitos o fibrina puede absorberse más
lentamente,
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- aplicar 25 µl o una gota de conjugado, es decir anticuerpo anti-PCR acoplado a HRP y permitir que se
absorba,

- aplicar 25 µl o una gota de TMB precipitante y permitir que se absorba,

- aplicar 25 µl o una gota de disolución de fijación y permitir que se absorba,

- esperar durante 2 minutos antes de leer el resultado y leer en el plazo de 30 minutos, y,

- cubrir la mancha coloreada con una cinta Scotch, es decir de tipo 3M, cuando pueda ser necesario un
almacenamiento a largo plazo del resultado.

Tal como se describe en la sección de ejemplos, la presente invención (ejemplo 1) también describe un método
optimizado para detectar analitos por medio de inmunotransferencia de punto basándose en un ensayo enzimático tal
como se describió previamente para el concepto de flujo a través. En este procedimiento, el recubrimiento de una tira
de capa porosa con un primer compuesto de unión a analito o con una molécula de captura comprende las siguientes
etapas:

- enjuagar las tiras de membrana en alcohol durante de 1 a 60 segundos,

- incubar la membranas en un tampón salino frío entre 1 y 60 minutos,

- añadir de 0,1 a 10 µl de disoluciones de recubrimiento,

- incubar las tiras durante de 1 hora a durante la noche entre 4 y 25ºC con agitación,

- secar las membranas durante de 1 hora a durante la noche a temperatura ambiente

- saturar las membranas con una proteína de bloqueo durante de 15 min a durante la noche a TA o 4ºC,
respectivamente, con agitación, y,

- secar las membranas a 37ºC durante la noche o durante el fin de semana.

Estas tiras pueden usarse posteriormente en una inmunotransferencia de punto o en cualquier procedimiento de
ensayo equivalente. El procedimiento de punto puede realizarse comprendiendo las siguientes etapas:

1. diluir las muestras que contienen analito 1/2 ó 1/10.000 en el tampón diluyente Tris,

2. incubar de 1 a 2 ml de esta muestra diluida durante de 5’ a 45’ (tiempo X) a temperatura ambiente (TA)
con agitación,

3. lavar las membranas al menos tres veces con de 1 a 3 ml de disolución de Tris (0,01 M) y Tween 20 (del
0,5% al 1%) durante al menos 3’ en cada caso con agitación,

4. añadir de 1 ml a 2 ml de conjugado marcado enzimáticamente para lo cual el factor de dilución se adapta
según el método,

5. incubar la membrana durante al menos de 5 a 30 minutos a TA (tiempo Y) con agitación,

6. lavar las membranas tres veces durante al menos 3’ en cada caso con agitación,

7. añadir de 1 a 2 ml de disolución de cromógeno (sustrato precipitante de membrana),

8. incubar la membrana durante de 1’ a 15’ (tiempo Z) a TA con agitación,

9. detener la reacción mediante la adición de 1 ml de disolución de detención,

10. analizar el aspecto de una mancha azul de intensidad variable.

Todos los parámetros descritos en este caso podrían variarse usando las condiciones descritas para el dispositivo
de ensayo de flujo a través desarrollado anteriormente.

Los siguientes ejemplos y leyendas de figuras sirven meramente para ilustrar la invención y no han de entenderse
en modo alguno como limitativos de la presente invención.

13



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 227 T3

Breve descripción de las figuras

Tabla 1: Principales anticuerpos específicos y no específicos de órgano presentes en enfermedades
autoinmunitarias.

Tabla 2: Antígenos no específicos de órgano.

Tabla 3: Antígenos específicos de órgano.

Tabla 4 (4a-4c): Evaluación del método de flujo a través descrito en la presente invención y otros métodos
existentes de inmunoturbidimetría y método de flujo a través de Nycomed.

Tabla 5: Evaluación de diferentes lotes de membrana.

Tabla 6: Pruebas de diferentes lotes de membranas.

Tabla 7 (7a-7h): Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo.

Tabla 8 (8a-8f): Evaluación de la reproducibilidad entre ensayos.

Tabla 9 (9a-9c): Evaluación de diferentes agentes de TMB.

Tabla 10 (10a-10c): Evaluación de la menor detección que puede detectarse.

Tabla 11 (11a-11b): Detección de anticuerpos anti-mitocondriales de tipo M2.

Tabla 12: Detección de Salmonella typhimurium.

Tabla 13: Influencia de la composición del tampón diluyente.

Tabla 14 (14a-14e): Correlación con otro método rápido para la detección de PCR mediante inmunoturbidime-
tría.

Modos para llevar a cabo la invención

Los inventores desarrollaron una prueba rápida basada en membranas para la detección de analito(s). La prueba
descrita se ha desarrollado y optimizado por primera vez para la detección de la proteína C reactiva (PCR) que es una
proteína de fase aguda (ejemplos 1-4, 8, 9, 16). Tal como demostraron los inventores en la presente invención, esta
prueba puede usarse para detectar cualquier otro analito en cualquier otro medio.

También se han realizado otros ensayos para la detección de factores reumatoides (ejemplo 6), anticuerpos M2
(ejemplo 5) o Salmonella typhimurium (ejemplo 7).

En el experimento 1 se estudió la presencia del analito PCR usando un anticuerpo anti-PCR de antisuero policlonal
(de origen de conejo) a una concentración final de 10 µg/ml como anticuerpo de captura durante el procedimiento de
recubrimiento.

En el ejemplo 5 se estudió la presencia de anticuerpos anti-M2; se recubrió una piruvato deshidrogenasa de auto-
antígeno específico de órgano purificada (antígeno PDH = antígeno M2) con una actividad enzimática de 0,0634
unidades/ml.

En el ejemplo 6 se analizó la presencia de factores reumatoides usando inmunoglobulinas humanas purificadas
como anticuerpo de captura durante el procedimiento de recubrimiento; se aplicó una disolución de inmunoglobulinas
humanas purificadas con una concentración de recubrimiento de 48 µg/ml.

En el ejemplo 7 se estudió la presencia de Salmonella typhimurium usando un anticuerpo monoclonal como pro-
teína de captura durante el procedimiento de recubrimiento a una concentración final de 0,1 mg/ml.

Los niveles en suero o plasma de PCR aumentan en respuesta a procesos inflamatorios infecciosos y no infecciosos.
Los niveles pueden aumentar desde +/- 5 mg/l hasta 500 mg/l. Las mediciones del nivel de PCR son útiles para
distinguir un aumento viral, es decir ligero de hasta 50 mg/l de infecciones bacterianas graves, es decir hasta 500 mg/l
y para comprobar la eficacia del tratamiento. La detección de niveles bajos de PCR que oscilan desde 1 mg/l hasta 5
mg/l puede predecir la ateroesclerosis.

Pueden usarse diversos métodos para la detección de PCR, tales como radioinmunoanálisis (RIA), inmunodifusión
radial, aglutinación de látex, turbidimetría, nefelometría, inmunoensayo enzimático, por ejemplo ensayo inmunoab-
sorbente ligado a enzimas, polarimetría de fluorescencia e inmunoensayos basados en membrana. Los métodos de

14



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 227 T3

inmunodifusión radial o aglutinación de látex sólo permiten una interpretación de sí o no o semicuantitativa. Estos
métodos en general presentan una falta de sensibilidad o falta de precisión. Otros métodos mencionados anteriormente
son pruebas basadas en instrumentos que permiten una interpretación cuantitativa de los resultados. Sin embargo, para
tales métodos, el tiempo requerido para obtener los resultados es generalmente demasiado largo y con frecuencia el
procedimiento requiere varias etapas de lavado.

Por tanto, se necesitan nuevos sistemas de prueba rápida fiables para el diagnóstico especialmente de enfermedades
inflamatorias.

Ejemplo 1

Optimización de un método de punto como prueba rápida

El objetivo de este estudio de viabilidad fue desarrollar un método rápido que permita la interpretación de los
resultados en el plazo de algunos minutos sin ningún instrumento de laboratorio sofisticado.

1.1 Fabricación de tiras de puntos

Se utilizaron membranas de poli(fluoruro de vinilideno) de Millipore (cat. 00010 IPVH) con un diámetro de poro
de 0,45 µm y se cortaron en tiras de 3 mm de ancho. Las tiras se enjuagaron con etanol absoluto (Merck 1.00.983)
durante 15 segundos y se incubaron en TBS fría (solución salina tamponada con Tris, Tris 10 mM, Nacl 150 mM,
pH 9,0+/-0,1) durante 10 minutos antes de comenzar el procedimiento de recubrimiento (aplicación). Los volúmenes
de recubrimiento son pequeños, es decir, de 1 a 5 µl y se requieren pipetas precisas o un dispositivo de manchado
preciso, por ejemplo el sistema BIO dot. En este experimento se utilizó una pipeta precisa para este fin. Tras el
recubrimiento usando un “procedimiento de manchado”, las membranas se secaron a 37ºC seguido por una etapa de
saturación usando una proteína de bloqueo cuya concentración oscilaba desde el 1% hasta el 5%. En este experimento
se usó BSA. Esta etapa de bloqueo se llevó a cabo durante 1 hora a TA con agitación. Las membranas se secaron
posteriormente durante la noche a 37ºC.

Se realizaron tres experimentos usando estas tiras recubiertas mediante los cuales, para cada experimento, se buscó
un analito diferente y/o un se utilizó un anticuerpo diferente.

1.2 Procedimiento de punto

Según el analito que vaya a detectarse, los procedimientos de punto se llevaron a cabo de la siguiente forma:

1. La muestras que contenían proteína PCR (experimento 1) o factores reumatoides tipo IgM (experimento 2)
en anticuerpos anti-M2 (experimento 3) se diluyeron de 1/50 a 1/100 en tampón diluyente Tris.

2. Se incubaron de 1 a 2 ml de esta muestra diluida durante de 5’ a 45’ (tiempo X) a temperatura ambiente
(TA) con agitación.

3. Se lavaron las membranas tres veces usando de 1 a 3 ml de disolución de Tris (0,01 M) y Tween 20 (del
0,5% al 1%) durante 3’ cada una, con agitación.

4. Se usaron de 1 ml a 2 ml de conjugado para la incubación adicional.

5. Se llevó a cabo la incubación durante de 5 a 30 minutos a TA (tiempo Y) con agitación.

6. Se lavaron las membranas por segunda vez tres veces durante 3’ cada una con agitación (véase la etapa 3).

7. Se añadieron de 1 a 2 ml de disolución de cromógeno, es decir, TMB precipitante de membrana.

8. Se llevó a cabo la incubación durante de 1’ a 15’ (tiempo Z) a TA con agitación.

9. Se detuvo la reacción mediante la adición de 1 ml de disolución de detección o fijación.

10. Se analizó visualmente la aparición de una mancha azul de intensidad variable.

La especificidad del conjugado se eligió según el analito que iba a detectarse. En el experimento 1 se usó anticuerpo
anti-PCR marcado con HRP a la concentración de 0,65 g/l; en el experimento 2 se usó anticuerpo humano anti-IgM
de cadena µ (P0322 de Dako, Fab’2) a la concentración de 1 g/l; en el experimento 3: se usó una mezcla de anticuerpo
humano anti-IgG de cadena gamma (P406 de Dako, Fab’2) y anticuerpo humano anti-IgM de cadena µ (P 322 de
Dako, Fab’2) a una concentración final de 1 g/l.
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Para los tres experimentos, la composición de la disolución de fijación fue de la siguiente forma (para 100 ml):

0,1 g de sulfosuccinato de dioctilo SIGMA D0887
0,5 ml de dimetilformamida ” D8654
1,9 ml de poli(alcohol vinílico) al 5% ” P8136
76 ml de H2O (filtrada)

1.3 Interpretación de los resultados

La formación de color se evaluó cualitativamente. Cuando se formó un color se interpretó que la muestra era
positiva, lo que significa que la muestra de prueba contenía el analito.

1.4 Conclusión final

El TMB precipitante permitió el desarrollo de una coloración azul proporcional a la concentración de PCR. La
presencia de reactivos de solubilización en el tampón diluyente pareció evitar la interferencia debida a otras proteínas
de la sangre, tales como la albúmina humana y las inmunoglobulinas. El procedimiento de recubrimiento y el procedi-
miento de bloqueo se optimizaron disminuyendo el ruido de fondo. El uso de nuevas tiras de puntos permitió buenos
resultados con tiempos de incubación de 5’5’1’ usando el sistema HRP-TMB de detección enzimática. No obstante,
las etapas de lavado todavía son engorrosas y las inmersiones simples, que excluyen el uso de cualquier etapa de
lavado y la disminución de los tiempos de incubación de 2’2’1’, indujeron un ruido de fondo demasiado alto.

Además, con un método de este tipo, se requiere una agitación suave con el fin de optimizar la interacción inmu-
nológica (Ag-Ac). Además, las etapas de lavado son obligatorias con el fin de separar la fracción libre de la fracción
unida. Además, este procedimiento de lavado puede realizarse con agitación con el fin de evitar ruidos de fondo tales
como la coloración de fondo azul de las tiras.

Finalmente, este método requiere cierto equipo de laboratorio, por ejemplo agitador basculante y algunas etapas del
procedimiento son engorrosas, por ejemplo el procedimiento de lavado. Además, pueden usarse grandes volúmenes
de reactivos, es decir 1 ml o más, lo que no cumple con los requisitos de volumen para las pruebas rápidas (véase la
introducción).

Debido a los argumentos mencionados anteriormente, los requisitos relacionados con el procedimiento de punto
no cumplían las especificaciones de las pruebas rápidas.

Los parámetros técnicos que deben mejorarse:

1. Tiempos de incubación

- el tiempo objetivo es de 5 min totales, por ejemplo 2’:2’:1’

- puede realizarse una titulación del conjugado con el fin de evitar resultados falsos positivos o falsos
negativos

- la sensibilidad actual (5’:5’:1’) es +/- 10 mg/litro, pero debe mejorarse

- la coloración azul permite una buena discriminación visual, es posible una determinación semicuantita-
tiva.

2. Etapas de lavado: demasiado engorrosas.

3. Diseño de la prueba con el fin de evitar equipo de laboratorio.

Ejemplo 2

Optimización del concepto de flujo a través

Durante el desarrollo de una prueba rápida para la detección de PCR, los inventores se centraron en la optimi-
zación de los siguientes parámetros técnicos: composición, calidad y tamaño de poro de la membrana (véase 2.1),
optimización del sistema de reactivo marcado con enzimas para detectar el analito (en este caso, PCR) (véase 2.2),
composición del tampón de recubrimiento (tampón de aplicación) (véase 2.3), composición y titulación del agente del
compuesto de unión a analito, en este caso anticuerpo anti-PCR marcado con HRP, aplicación del procedimiento de
unión (procedimiento de recubrimiento), procedimiento de bloqueo (tras el procedimiento de recubrimiento) (véase
2.4), almacenamiento/estabilidad de la membrana, estabilidad del resultado conservando (la coloración) y costes.
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2.1 Selección de la membrana (composición - tamaño de poro)

La calidad y la composición de la membrana ejercen una influencia sobre la unión del agente de captura o el primer
compuesto de unión a analito (anticuerpo anti-PCR) y la velocidad de flujo (muestra, conjugado y sustrato precipitan-
te). Por tanto, es importante lograr una alta unión constante de la proteína con el fin de obtener una sensibilidad muy
buena, una alta especificidad y una buena reproducibilidad. También es de gran importancia el diámetro de poro de la
membrana.

Los inventores encuentran que las membranas con diámetros de poro de 1,2 µm y 0,8 inducen una velocidad de
flujo demasiado rápida (en el plazo de algunos segundos) lo que da una mancha coloreada difusa difícil de interpretar.

Breve descripción de los experimentos

Se recubrieron membranas de S&S con un diámetro de poro de 1,2 µm y membrana de mdi con un diámetro de
poro de 0,8 µm por medio de un procedimiento de manchado usando 3 o 5 µl de un anticuerpo anti-PCR. Una muestra
positiva en PCR (concentración de 40 mg/l) se diluyó 1/25 en un tampón diluyente Tris (10 mM) que contenía el 1% de
sacarosa. Los inventores observaron una velocidad de flujo demasiado rápida, es decir inferior a 10 segundos y un gran
proceso de difusión. Además, tras la adición del conjugado, es decir anticuerpo anti-PCR marcado con HRP, el ruido de
fondo, es decir coloración de fondo azul, fue demasiado intenso para permitir una buena lectura visual. La coloración
de fondo se sometió a prueba mediante el uso del tampón diluyente únicamente. Por el contrario, una membrana de
mdi con un diámetro de poro de 0,45 µm mostró señales de fondo aceptables y se seleccionó posteriormente. Aquí, la
velocidad de flujo fue más lenta, es decir +/- 30 segundos.

Además, un tamaño de poro inferior, es decir 0,45 frente a 0,8 y 1,8 µm induce un área superficial mayor, por tanto
una capacidad de unión superior. Además, un tamaño de poro pequeño permite evitar la difusión radial de los reactivos
durante el flujo a través, dando como resultado la formación de una mancha coloreada bien conformada.

La selección final se realizó entre el tipo CN y el tipo CLN proporcionados por la empresa mdi (Advanced Mi-
crodevices (PVT) LTD. 21, Industrial Area, Ambala Cantt, 133 001 India), siendo ambas membranas de nitrato de
celulosa.

La membrana de tipo CN, es una membrana lisa que no está soportada y que es relativamente frágil. Los inventores
observaron coloraciones heterogéneas probablemente debido a las bolsas de aire que se desarrollan entre las almoha-
dillas absorbentes y la membrana. Además, la velocidad de flujo para la muestra fue “demasiado lenta”, más de 3
minutos.

Las membranas de tipo CLN están soportadas, reforzadas con papel lo que significa “soportadas” por papel, son
fáciles de manejar e inducen el aspecto de una coloración homogénea. Dada la naturaleza del soporte, siempre hay un
buen contacto entre la capa absorbente y la membrana, es decir no hay atrapamiento de aire. Además, la estructura
ayuda a regular la velocidad de flujo de la membrana hasta un valor bajo, dando como resultado una sensibilidad
mejorada. La CLN-040-SL53 tiene un tamaño de poro de 45 µm, un espesor de aproximadamente 480 µm y una
capacidad de unión a proteínas de 103 µg/cm2.

La almohadilla absorbente (AP 120) usada en la capa absorbente tiene una propiedad especial y es la hinchazón
parcial con la humectación con el fin de garantizar un buen contacto con la membrana. Esta almohadilla se obtuvo de
la misma empresa mdi y tiene un espesor de aproximadamente 1550 µm.

2.2. Selección del sistema marcado

El método se optimizó de manera que se obtuviera una fácil interpretación visual de los resultados, lo que significa
una señal colorada clara para las muestras positivas, pero también una señal muy baja para las muestras negativas, es
decir ruido de fondo bajo. Además, la discriminación visual entre los resultados positivos bajos observados en caso de
infecciones virales y bacterianas leves, es decir, con concentración de PCR de hasta 50 mg/l y los resultados positivos
fuertes observados durante las infecciones bacterianas graves, es decir desde +/- 60 hasta 200 mg/l tenía que ser clara.
Se obtuvo un sistema de prueba reproducible, es decir resultados coherentes dentro de diferentes lotes de membranas.
De hecho, la determinación de la concentración de PCR es útil con el fin de evaluar el seguimiento del tratamiento, es
decir antibióticos. Un dispositivo de ensayo es de bajo coste.

La señal visual formada final en las pruebas basadas en membranas puede formarse mediante partículas de lá-
tex coloreadas, partículas de oro, colorantes o enzimas. El uso de partículas de látex puede conducir a problemas de
interpretación y no permite un resultado permanente. También puede producirse la auto-aglutinación, afectando a la
especificidad del método. Las partículas de oro de buena calidad son relativamente caras. También pueden encontrar-
se algunos problemas de fabricación con reproducibilidad en lo que se refiere a la forma esférica y al tamaño. La
bibliografía demostró que el tamaño de las partículas de oro era un factor crítico.

Los presentes inventores decidieron usar un conjugado, es decir anticuerpos anti-PCR humana purificados de
origen de conejo acoplados a peroxidasa de rábano picante (HRP) y un sistema precipitante de TMB. A diferencia que
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con el uso de partículas de oro, la presencia de PCR se revela por tanto mediante una reacción enzimática de una etapa
que se detiene mediante el uso de un fijador, es decir una disolución de detención.

El uso de una disolución de fijación permite un registro permanente del resultado. Éste no es el caso con las par-
tículas de oro para las que la lectura puede realizarse en el plazo de 5 minutos y para las que no puede retenerse
el resultado. La reacción enzimática consiste en la reacción de 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina con peroxidasa de rá-
bano picante y peróxido de hidrógeno que forma un producto de oxidación de 1 electrón de catión de radical libre
azul.

Las ventajas de una combinación de este tipo incluyen preparaciones de TMB comerciales, listas para usar, de alta
calidad constante y con una larga vida útil de almacenamiento que están disponibles en el mercado. La fabricación de
un reactivo de este tipo es fácil y reproducible. El uso de un sistema precipitante de este tipo permite el desarrollo de
una coloración azul, es decir aguamarina, fácil de leer. El conjugado usado en esta configuración experimental puede
titularse de modo que pueda seleccionarse la mejor dilución de este compuesto permitiendo la lectura correcta, repro-
ducible y precisa. En combinación con un lector de reflectancia, este dispositivo de ensayo permite una normalización
precisa de cada lote de membrana, lo que garantiza una buena reproducibilidad.

2.3 Optimización de los componentes

Membrana

La membrana es el factor más crítico con el fin de conseguir un buen resultado de prueba. Aun cuando se desco-
nocen todavía los mecanismos exactos de unión, por ejemplo, interacciones hidrófobas, puentes de hidrógeno, inte-
racciones electrostáticas, se obtiene un alto nivel de unión a través del procedimiento de aplicación y el tampón de
aplicación (recubrimiento) optimizados. Se escoge preferiblemente la nitrocelulosa debido a su carga neutra.

En el procedimiento de recubrimiento, las membranas se cortaron en tiras de 0,8 cm de ancho tal como resultaba
adecuado para el dispositivo de flujo a través y se sumergieron lentamente en un baño llevado a TA y que contenía el
tampón de aplicación y el compuesto de unión a analito. Puede mencionarse que si las tiras se sumergen en un tampón
de aplicación frío, por ejemplo a 4ºC, las tiras tienden a “replegarse” y disminuye la eficacia de la unión.

El tampón de recubrimiento (aplicación) presenta una salinidad muy baja y un carácter de pH básico (9,1 +/-0,1).
El primer compuesto de unión a analito se aplicó en exceso utilizando un anticuerpo anti-PCR de antisuero policlonal
con alta afinidad. Se diluyó 1/50 una reserva de anticuerpos que tenía una concentración de título de 10,0 mg/ml +/-1,0
en la disolución de aplicación, dando como resultado una concentración de unión de 0,2 mg/ml.

Composición del tampón de aplicación para 1 litro

1,2 g de Tris ICN 103133

8,8 g de NaCl Merck Eurolab (ME) 1723

Varios experimentos demostraron que la zona reactiva (nitrato de celulosa) puede estar en contacto directo con la
disolución de aplicación. La inmersión dio los mejores resultados. Un método de procedimiento de recubrimiento de
manchado dio peores resultados debido a la formación de manchas no homogéneas y difusas.

Se sometieron a prueba varios tiempos de incubación, es decir de inmersión, de desde 1 hora hasta 5 horas. Una
incubación de 3 horas a TA (18-22ºC) con agitación suave (agitador basculante) dio los mejores resultados. Tras la
aplicación, las membranas no se lavan con el fin de evitar la “desorción” del compuesto de unión a analito debido a la
presencia de agentes tensioactivos en el tampón de lavado. De hecho, la presencia de un detergente tal como Tween
20 que está presente usualmente en el tampón de lavado podría producir este efecto.

2.4 Procedimiento tras el recubrimiento (de bloqueo)

Se introdujo un procedimiento de este tipo en el concepto y se optimizó con el fin de conseguir un bajo ruido de
fondo, pero también con el fin de evitar una etapa de lavado usualmente necesaria durante el método de FT (flujo a
través). El objetivo era bloquear cualquier sitio libre restante en la membrana. El procedimiento tras el recubrimiento
o de bloqueo se utiliza ampliamente en los métodos ELISA, es decir, usando sustratos solubles con el fin de bloquear
los sitios libres restantes tras el procedimiento de recubrimiento.

Las tiras utilizadas en el método de mancha se bloquean generalmente, pero no siempre, con el fin de evitar un
ruido de fondo demasiado alto inducido por la adsorción no específica del conjugado en la tira. En los métodos de FT,
los lavados son obligatorios con el fin de eliminar el conjugado de partículas de oro no unidas, es decir el conjugado
de anticuerpo y oro que puede absorberse en las membranas.
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En el método según la presente invención, los sitios libres restantes tras el procedimiento de recubrimiento se
bloquean usando BSA (albúmina de suero bovino) muy purificada a una concentración del 1% con el fin de evitar
cualquier adsorción no específica del conjugado durante el flujo a través. No obstante, pueden usarse otras proteínas o
componentes poliméricos tales como poli(alcohol vinílico), poli(pirrolidona vinílica) para el mismo fin.

Tras el procedimiento de recubrimiento, las tiras se sumergen inmediatamente por tanto en un segundo baño que
contiene el agente de bloqueo. Las tiras se colocan con agitación suave (agitador basculante) durante 3 horas a TA
(18-24ºC).

Composición del tampón de bloqueo (para 1 litro)

8,5 g de Nacl MERCK EUROLAB 1723
1,25 g de Na2HPO4 ” 1770
0,160 g de NaH2PO4·2H2O ” 1769
1 g de timerosal ” 818957
10 g de BSA ICN 105133

Debido a la alta unión del compuesto de unión a analito en la membrana, este compuesto no se “desplazó” por la
BSA que bloquea los sitios libres restantes. Las tiras se sumergieron en la disolución de bloqueo durante 3 horas con
agitación suave. Se añadió timerosal como conservante.

También tras el procedimiento de bloqueo, las membranas no se lavaron con el fin de evitar la “desorción” del
compuesto de unión a analito y los agentes de bloqueo debido a la presencia de agentes tensioactivos. De hecho, la
presencia de un detergente tal como Tween 20 que usualmente está presente en el tampón de lavado podría producir
este efecto.

Las tiras se secaron a 37ºC durante 1 hora y entonces se colocaron durante la noche en una incubadora a 18-22ºC
con el fin de evitar la formación de polvo. La etapa de secado también puede realizarse durante la noche a 37º sin que
esto tenga ningún efecto sobre el resultado final. Las tiras se empaquetaron entonces a vacío con el fin de protegerlas
frente a la humedad y se almacenaron a TA.

El procedimiento de manipulación descrito anteriormente dio los mejores resultados con el procedimiento de flujo
a través descrito más adelante en el presente documento (véase la sección 2.5).

El compuesto de unión a analito se usa en exceso; el tampón de aplicación complementado con el compuesto de
unión a analito puede reutilizarse 2 veces si se congela a -20ºC entre dos etapas de manipulación.

De manera similar, la disolución de bloqueo también puede reutilizarse 2 veces en el plazo de 1 mes, si se almacena
a 4ºC, entre 2 etapas de manipulación sin afectar a la eficacia del procedimiento de bloqueo.

2.5. Procedimiento de FT

La muestra, es decir suero o sangre completa, se diluyó 1/50 en el tampón diluyente. El tampón diluyente usado
fue un tampón Tris de baja salinidad y que contenía BSA, es decir un 3 o un 5%. Se llevó a cabo la dilución, mediante
el cual se añadieron 10 µl de la muestra de sangre al tubo de ensayo que contenía 500 µl de tampón diluyente. Este
tubo de ensayo se cierra posteriormente y se mezcla.

Preparación para 1 litro de tampón diluyente

1,2 g de Tris ICN 103133
8,8 g de Nacl ME 1723
50 g de BSA ref. ICN 105033
1 g de timerosal ME 818957

Se aplicaron 15 µl o una gota de la muestra diluida sobre la membrana y se dejó que la muestra se absorbiera a
través de la membrana durante al menos 1 minuto. Usualmente, el tiempo de absorción es de aproximadamente 45”,
es decir un intervalo de 30” hasta 1’30”. Este tiempo es más lento que el observado con otro método de FT. Se sabe
que la sensibilidad de la prueba aumenta con la disminución de la velocidad de flujo. De hecho, velocidades de flujo
demasiado rápidas, es decir de algunos segundos afectan a la sensibilidad del método.

A esto le siguió la adición de 25 µl o una gota de conjugado, es decir anticuerpo anti-PCR acoplado a HRP, 25
µl o una gota de TMB precipitante, 25 µl o una gota de disolución de fijación. Tras cada adición, se dejó que la
disolución se absorbiera a través de la membrana. El resultado se leyó tras un mínimo de 2 minutos. De hecho, puede
ser necesario esperar al menos 2 minutos antes de detener la reacción enzimática. Para un almacenamiento a largo
plazo del resultado, se aconseja cubrir la mancha coloreada con una cinta Scotch, es decir de tipo 3M.
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El procedimiento con los volúmenes mencionados de 15-25-25-25 µl induce una mancha coloreada homogénea
de 3-4 mm de diámetro. Si debe obtenerse un diámetro más grande > 4 mm o si los volúmenes son superiores, por
ejemplo con un dispensador de gotitas de 50 µl, la composición de tampón diluyente tiene que modificarse mediante
la adición de sacarosa, es decir de un 10% hasta un 40%, lo que ralentiza la velocidad de flujo y permite evitar la
coloración heterogénea.

Composición de la disolución de fijación (para 100 ml)

1 g sulfosuccinato de dioctilo SIGMA D 0887
5 ml de dimetilformamida ” D 8654
19 ml de poli(alcohol vinílico) al 5% ” P8136
76 ml de H2O (filtrada)

2.6. Interpretación del resultado

2.6.1 Lectura visual = lectura semicuantitativa

Se estimó la concentración de PCR mediante la comparación de la respuesta a la prueba con una curva patrón pre-
parada con PCR altamente purificada. Las seis zonas del gráfico se corresponden con las siguientes concentraciones:
11 mg/l, 27,5 mg/l, 69 mg/l, 91 mg/l, 137 mg/l y 275 mg/l. Alternativamente, pueden usarse otras concentraciones que
cubran el intervalo de desde 1 mg/l hasta 500 mg/l.

Las muestras se interpretaron de la siguiente forma:

Color de respuesta a la prueba Concentración de PCR

- más claro que la zona de 11 mg/l < 11 mg/l

- idéntico a una zona De acuerdo con la zona

- entre 2 zonas Estimar un valor entre las zonas

- más oscuro que la zona de 275 mg/l > 275 mg/l

En el kit, se incluirá un gráfico de color que permite la comparación de la coloración de la muestra con la coloración
de las concentraciones conocidas de PCR. Alternativamente, las manchas coloreadas podrían escanearse usando un
lector de reflectancia tal como se trata más adelante.

2.6.2 Interpretación con el uso de un lector

Usando un lector de reflectancia, la medición de la intensidad de coloración es más precisa y permite determinar la
concentración de PCR. La concentración de una muestra desconocida puede calcularse mediante la interpolación en
una curva patrón obtenida con varias concentraciones de PCR purificada.

Ejemplo 3

Comparación con otro método existente

3.1. Objetivo del estudio

El método de FT optimizado se comparó con 2 métodos comercialmente disponibles.

Condiciones experimentales

Los inventores analizaron 50 muestras de suero que oscilaban desde una concentración de PCR muy baja hasta
una alta que se había sometido a prueba mediante el método de nefelometría (método cuantitativo) usando el método
de flujo a través de Bio ART, es decir el método semicuantitativo que aplica TMB precipitante y usando el método
Nycomed, es decir el método de FT semicuantitativo que aplica partículas de oro.

3.2. Procedimiento

Las muestras se sometieron a prueba según el siguiente procedimiento:

a) FT BIO-ART (según la presente invención):

1. Usando una pipeta, se aplicaron 15 µl de muestra diluida (1/50) sobre la membrana recubierta y se dejó que
se absorbieran durante al menos 45 segundos.
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2. Usando una pipeta (véase la tabla 4a) o un dispensador de gotitas (véase la tabla 4b) se aplicaron 25 µl de
conjugado, es decir anticuerpo anti-PCR humana de origen de conejo marcado con HRP con peroxidasa
de rábano picante (HRP) con una concentración de 0,9 mg/l a la membrana recubierta y se dejó que se
absorbieran.

3. Usando una pipeta (véase la tabla 4a) o un dispensador de gotitas (véase la tabla 4b) se aplicaron 25 µl de
cromógeno (TMB precipitante) a la membrana recubierta y se dejó que se absorbieran.

4. Usando una pipeta (véase la tabla 4a) o un dispensador de gotitas (véase la tabla 4b), se aplicaron 25 µl de
disolución de fijación a la membrana recubierta y se dejó que se absorbieran.

5. Se realizó la lectura visual y/o la medición de la reflectancia tras 2 minutos de estabilización.

b) FT Nycomed:

Se usó el kit de Nycomed según el procedimiento recomendado descrito en el prospecto. Se utilizó el kit con el
número de lote 10092464.

1. Usando una pipeta, se aplicaron 25 µl de muestra diluida (1/40) o control positivo a la membrana recubierta.
Se dejó que la muestra se absorbiera durante al menos 45 segundos.

2. Se aplicó una gota de conjugado a la membrana recubierta y se dejó que se absorbiera.

3. Se aplicó una gota de disolución de lavado a la membrana recubierta y se dejó que se absorbiera

4. Se llevó a cabo la lectura, es decir visual o mediante el uso del lector de reflectancia tras 30 segundos de
estabilización.

Con el fin de validar el lector de reflectancia, tanto los resultados de BIO ART como los de Nycomed se leyeron
con el lector de reflectancia. Usando una curva patrón, se calculó la concentración de la muestra con el fin de prever
la viabilidad de un método cuantitativo real.

3.3. Reactivos

Número de lote de la membrana: 00 6 4 (tabla 4a) y 00 1 15 (tabla 4b)

Número de lote de TMB precipitante: 5 DT 0629, fecha de caducidad: 06/01

Número de lote de la disolución de fijación: 0051, fecha de caducidad: 05/01

Conjugado: anticuerpo anti-PCR marcado con HRP diluido 1/700 (0,9 mg/l)

3.4. Interpretación de los resultados

3.4.1 Nycomed: lectura visual = lectura semicuantitativa

Se estimó la concentración de PCR mediante la comparación de la respuesta a la prueba con el gráfico de color de
referencia proporcionado con el kit. Las cinco zonas del gráfico se corresponden con las siguientes concentraciones:
10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/l y 200 mg/l.

Las señales se interpretaron de la siguiente forma:

Color de respuesta a la prueba Concentración de PCR

- más claro que la zona de 10 mg/l < 10 mg/l

- idéntico a una zona De acuerdo con la zona

- entre 2 zonas Estimar un valor entre las zonas

- más oscuro que la zona de 200 mg/l > 200 mg/l

3.4.2. BIO ART: lectura visual = lectura semicuantitativa

Se estimó la concentración de PCR presente en la muestras mediante la comparación de la respuesta a la prueba con
una curva patrón preparada con PCR altamente purificada. Las seis zonas del gráfico que representa la curva patrón
corresponden a las siguientes concentraciones: 11 mg/l, 27,5 mg/l, 69 mg/l, 91 mg/l, 137 mg/l, 275 mg/l. Pueden
usarse otras concentraciones que cubran el intervalo de desde 10 mg/l hasta 250 mg/l.
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La interpretación se guió usando los siguientes criterios:

Color de respuesta a las prueba Concentración de PCR

- más claro que la zona de 11 mg/l < 11 mg/l

- idéntico a una zona De acuerdo con la zona

- entre 2 zonas Estimar un valor entre las zonas

- más oscuro que la zona de 275 mg/l > 275 mg/l

3.4.3 Cálculo de los resultados con el lector de reflectancia

La coloración final se leyó usando el lector de reflectancia tal como se describe más adelante en el presente docu-
mento.

La concentración de PCR se calculó a partir de la curva patrón. Los resultados se expresan en mg/l tal como se
enumera en las tablas 4a y 4b.

3.5. Resultados

Véanse las tablas 4a y 4b.

3.6. Conclusiones

A partir de la tabla 4a puede concluirse que no hay discrepancia en lo que se refiere a un resultado negativo frente
a positivo, 3 muestras * (30, 34, 43) se clasifican en clases diferentes y según el lote de membrana, 5 muestras**
(25/26/30/35/37) se clasifican de diferente forma. Con el fin de obtener siempre la misma señal para el mismo nivel
de concentración, el conjugado puede titularse, por ejemplo esta titulación permite determinar la mejor dilución final
que podría usarse en el experimento respectivo.

En la tabla 4b, los primeros resultados muestran que la cuantificación es viable. Dado que la concentración se
calcula mediante la interpolación de la curva patrón, no puede calcularse una concentración precisa para valores
inferiores a 10 mg/l. Son necesarios patrones adicionales, es decir con valores de 2 y 5 mg/l con el fin de calcular la
concentración con precisión. Para las muestras que varían entre 10 y 50 mg/l, la correlación entre ambos métodos es
buena. La muestra número 31 debe someterse a prueba de nuevo. Para las muestras que varían entre 51 y 150 mg/l,
la correlación también es buena, excepto porque la muestra 39 tiene que someterse a prueba de nuevo. Para la lectura
visual (véase la tabla 1a) los inventores observaron que tanto el método Nycomed como el método según la presente
invención carecen de discriminación para las muestras que tienen una concentración de analito superior a 150 mg/l.
Mediante el ajuste de la dilución del conjugado, puede superarse un problema de este tipo. Mediante el ajuste de la
concentración de TMB, puede superarse un problema de este tipo.

Además de este estudio preliminar, se optimizaron los reactivos y se sometieron a prueba una segunda serie de
muestras con concentraciones que oscilan desde 0,4 mg/l hasta 200 mg/l según el procedimiento de FT de BIO ART.
Los resultados se compararon con los del método de Nycomed y con nefelometría. Se preparó una curva patrón
preparada con PCR purificada con el fin de interpretar los resultados. Las seis concentraciones de la curva patrón de
Bio ART fueron de 0 mg/l, 1 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 75 mg/l, 200 mg/l.

a) FIT BIO-ART (según la presente invención):

1. Usando una pipeta, se aplicaron 20 µl de muestra diluida (1/50) sobre la membrana recubierta y se dejó que
se absorbieran durante al menos 45 segundos.

2. Usando un dispensador de gotitas (véase la tabla 4c) se aplicaron 25 µl de conjugado, es decir anticuerpo
anti-PCR humana de origen de conejo marcado con HRP con peroxidasa de rábano picante (HRP) con una
concentración de 0,9 mg/l a la membrana recubierta y se dejó que se absorbieran.

3. Usando un dispensador de gotitas (véase la tabla 4c) se aplicaron 25 µl de cromógeno (TMB precipitante)
a la membrana recubierta y se dejó que se absorbieran.

4. Usando un dispensador de gotitas (véase la tabla 4c), se aplicaron 25 µl de disolución de fijación a la
membrana recubierta y se dejó que se absorbieran.

5. Se realizó la medición de la reflectancia tras 2 minutos de estabilización.
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Los resultados se muestran en la tabla 4 c.

La adición de un 1 mg/l de patrón permite una mejor discriminación en los valores bajos, es decir < 10 mg/l.
Para las muestras que varían entre 10 y 75 mg/l, la correlación entre ambos métodos es buena. La muestra número
31 se sometió a prueba de nuevo y mostró una concentración de 43,8 mg/l, lo que es más coherente con el resultado
de nefelometría. Para las muestras que varían entre 75 y 150 mg/l, la correlación también es buena, excepto por la
muestra 39 que todavía mostró un resultado inferior al de nefelometría (67 mg/l). En cuanto al método Nycomed, un
valor superior a 200 mg/l no puede discriminarse fácilmente.

Ejemplo 4

Evaluación de la reproducibilidad de los resultados mediante el uso de un lector de reflectancia

4.1 Introducción

El lector es un lector de obtención de imágenes que permite la cuantificación de la señal coloreada mediante
reflectancia. Se adaptó el lector para usarse para leer las señales obtenidas mediante el método de PCR de flujo a
través, tal como se describe en la presente invención. Este lector permite la medición de una zona específica. Esta zona
no se limita a una forma específica tal como un círculo.

Las ventajas de una cuantificación de este tipo son la evaluación de la reproducibilidad entre lotes, la titulación
del conjugado con el fin de conseguir la misma señal para la misma concentración, la evaluación de la sensibilidad,
la evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo y la normalización del procedimiento de control de calidad
(especificaciones cuantitativas de “aceptación/rechazo”).

4.2 Condiciones de los experimentos

El procedimiento de FT se llevó a cabo según el procedimiento descrito en los ejemplos 3 y 4. Para cada experimen-
to, se indican la membrana y la muestra usadas. La dilución realizada para el conjugado se menciona adicionalmente.

a) Número de lote de membrana 0064, muestra 48, conjugado 1/700

Se sometió a prueba el cuarto lote de membrana producido en junio (lote 00 6 4) usando un conjugado con una
concentración de 0,9 mg/l. Una muestra de suero número 48 que tenía una concentración de 258 mg/l de PCR se diluyó
1/50 en el tampón Tris diluyente que contenía un 5% de BSA y se sometió a prueba 5 veces en 5 partes separadas de
membrana (duplicado 1 (R1) a duplicado 5 (R5)). Se utilizó el procedimiento descrito anteriormente (experimentos
3 y 4) y se realizó la lectura 2 minutos tras la fijación. La reflectancia se midió usando un filtro rojo (R), uno verde
(G) y uno azul (B). Los resultados se interpretaron según la medición usando el filtro rojo, puesto que la diferencia en
intensidades entre las diferentes manchas entre el 0 y los valores superiores es más pronunciada usando este filtro. Los
5 duplicados dieron los siguientes resultados: R1: 60,65 unidades de reflectancia (UR); R2 59,47 UR; R3 61,30 UR;
R4 59,68 UR y R5 63,24 UR. La media de las señales fue de 60,8 UR, mostrando una desviación estándar de 1,5 UR.
El coeficiente de variación (CV) fue del 2,5%.

b) Lote de membrana 0093

Se sometió a prueba el tercer lote producido en junio (00 6 3) en las condiciones que se han descrito anteriormente
para el lote número 0064. Los resultados para los 5 duplicados mediante el uso del filtro rojo fueron: R1 66,72 UR;
R2 70,05 UR; R3 68,10 UR; R4 68,54 UR y R5 68,02 UR. La media de las señales fue de 68,2 UR con una desviación
estándar de 1,2 UR. El coeficiente de variación fue del 1,8%.

c) Lote de membrana 0094, muestra 48, conj. 1/700

Se sometió a prueba el cuarto lote producido en septiembre (00 9 4) en las condiciones descritas para el lote número
0064. Los resultados para los 5 duplicados mediante el uso del filtro rojo fueron R1 73,67 UR; R2 71,14 UR; R3 73,74
UR; R4 78,42 UR y R5 74,35 UR. La media de las señales fue de 74,3 UR con una desviación estándar de 2,6 UR. El
coeficiente de variación fue del 3,5%.

d) Membrana 0064, muestra 30, conj. 1/700

Se sometió a prueba el cuarto lote producido en junio (00 6 4) en las condiciones descritas para el lote número 0064
pero con una muestra sometida a hemólisis (número 30) con una concentración de 52,7 mg/l. Una muestra sometida
a hemólisis contiene restos de células sanguíneas que podrían influir en la lectura de las señales obtenidas. De esta
manera, se sometió a prueba si compuestos contaminantes influían en la lectura del ensayo. Los resultados para los 3
duplicados mediante el uso del filtro rojo fueron: R1 76,38 UR; R2 67,60 UR y R3 78,56 UR. La media de las señales
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fue de 74,2 UR con una desviación estándar de 5,9 UR. El coeficiente de variación (CV) fue del 7,8%. Los inventores
concluyeron que se obtiene un mayor CV con la muestra sometida a hemólisis usando este método.

e) Membrana 0093, muestra número 30 (sometida a hemólisis), conj. 1/700

Se sometió a prueba el tercer lote producido en septiembre (00 9 3) en las condiciones descritas para el lote número
0064 pero con una muestra sometida a hemólisis (número 30) con una concentración de 52,7 mg/l. Los resultados para
los 3 duplicados mediante el uso del filtro rojo fueron: R1 83,30 UR; R2 82,34 UR y R3 81,73 UR. La media de las
señales fue de 82,4 UR con una desviación estándar de 0,8 UR. El coeficiente de variación fue del 0,9%. A partir
de estos resultados, los inventores concluyeron que no el método “en sí”, sino la membrana usada para este método,
influía en la variación.

f) Membrana 0064, muestra 6, conj. 1/700

Se sometió a prueba el cuarto lote producido en junio (00 6 4) en las condiciones descritas para el lote número 0064,
pero usando la muestra (número 6) con una concentración de PCR de 2,0 mg/l. Los resultados para los 4 duplicados
mediante el uso del filtro rojo fueron: R1 129,6 UR; R2 126,6 UR; R3 131,8 UR y R4 126,6 UR. La media de las
señales fue de 128,7 UR con una desviación estándar de 2,5 UR. El coeficiente de variación para este experimento fue
del 1,96%.

g) Membrana 0081, muestra 6, conj. 1/700

Se sometió a prueba el primer lote producido en agosto (00 6 1) en las condiciones descritas para el lote número
0064 con la muestra (número 6) que llevaba una concentración de PCR de 2,0 mg/l. En este experimento, se sometieron
a prueba diferentes volúmenes de reactivos y se analizó su influencia en las señales detectadas.

g.1 Volúmenes de reactivos utilizados: 15-25-25-25 µl

Las señales que se obtuvieron fueron: R1 122,7 UR y R2 137,1 UR.

g.2 Volúmenes de reactivos utilizados: 15-15-15-15 µl

Las señales que se obtuvieron fueron: R3 141,5 UR y R4 150,6 UR.

Los inventores observaron una pequeña diferencia en la intensidad de la coloración confirmada mediante la
medición de la reflectancia.

h) Prueba de la curva patrón en diferentes lotes de membranas

Condiciones experimentales

Se preparó una curva patrón que contenía PCR altamente purificada en el tampón Tris diluyente que contenía un
3% de BSA. El procedimiento de flujo a través se realizó según la descripción anterior (experimentos 3 y 4) y se
realizó la medición de la reflectancia con el filtro rojo en varios lotes de membranas.

Objetivo del experimento

Los inventores observaron una escasa discriminación visual para los lotes de membrana 00102 y 00107 y una
buena discriminación para los lotes 00103 y 00106. El procedimiento de recubrimiento fue diferente según el número
de lote y la fabricación (procedimiento de recubrimiento). Los lotes 00103 y 00106 se obtuvieron en tiras de 0,8 cm
de ancho; los lotes 00102 y 00107 se obtuvieron en tiras más grandes de 8,5 cm de ancho. Según el procedimiento de
control de calidad, la medición precisa de la reflectancia permitirá aceptar o rechazar las membranas.

Los resultados se muestran en la tabla 5. Se indican los tamaños de las tiras de membrana utilizadas. Se muestran
las unidades de reflectancia para cada concentración patrón utilizada.

Debido a la falta de discriminación en la intensidad del color, se rechazaron los lotes de membranas números
00102 y 00107. Las membranas 001030 y 00106 mostraron una buena discriminación visual, confirmada mediante la
medición de la reflectancia y pasaron el procedimiento de control de calidad.
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i) Pruebas de muestras en diferentes lotes de membranas

Condiciones experimentales

Se sometieron a prueba muestras con diversas concentraciones de PCR según el procedimiento de FT tal como se
describió anteriormente (experimentos 3 y 4) con el fin de confirmar qué tamaño de tiras de membrana es el óptimo
de usar para conseguir la mejor discriminación de color.

Se usaron las siguientes muestras y se diluyeron 1/50 en tampón Tris diluyente con un 3% de BSA: muestra número
45 (208 mg/l); muestra número 41 (157 mg/l); muestra número 37 (94 mg/l); muestra número 29 (48 mg/l); muestra
número 21 (20 mg/l) y muestra número 9 (15 mg/l).

Los resultados se presentan en la tabla 6. Se indican los tamaños de las tiras usadas; se mencionan las unidades de
reflectancia para cada concentración sometida a prueba para cada membrana sometida a prueba.

Los inventores concluyeron que no existe relación entre el tamaño de las tiras durante el procedimiento de recubri-
miento y la calidad de los resultados.

j) Evaluación de los datos adicionales de reproducibilidad dentro de un ensayo

Condiciones experimentales preliminares

El FT se realizó según la descripción anterior (experimentos 3 y 4). Se sometieron a prueba 3 muestras que llevaban
diferentes concentraciones de PCR en 4 duplicados. Se midió la reflectancia y se calculó el coeficiente de variación.
Se usaron las siguientes muestras y se diluyeron 1/50 en tampón Tris diluyente complementado con un 3% de BSA:
muestra número 41 (157 mg/l); muestra número 29 (47,8 mg/l) y muestra número 15 (9 mg/l).

Los resultados se presentan en la tabla 7a. Se indican las unidades de reflectancia para cada muestra usada. Se
muestra la media de las señales determinadas, la desviación estándar y el coeficiente de variación para cada grupo de
mediciones.

Datos adicionales de las condiciones experimentales

Además de esto, se llevaron a cabo pruebas exhaustivas con el fin de estudiar la reproducibilidad dentro de un en-
sayo. El FT se realizó según la descripción anterior (experimentos 3 y 4) en diferentes números de lote de membranas.
Diferentes muestras con concentraciones que oscilaban desde 1 hasta 368 mg/l y la curva patrón (preparada con BSA
altamente purificada) con un patrón de desde 1 hasta 200 mg/l se diluyeron en tampón Tris complementado con un
3% de BSA y se sometieron a prueba en diferentes duplicados de diferentes membranas. Se midió la reflectancia y
se calcularon la media, la desviación estándar y el CV. Para cada experimento se indican los números de lote de los
reactivos. Los resultados se presentan en las tablas 7b a 7g.

La reproducibilidad dentro de un ensayo es inferior al 5% y puede ser de tan solo el 1%.

k) Evaluación de la reproducibilidad entre ensayos

Condiciones experimentales preliminares

Se llevó a cabo el procedimiento de FT según la descripción anterior (experimentos 3 y 4). Se sometió a prueba la
curva patrón en diferentes lotes de membrana, es decir tiras en diferentes fechas con el fin de comprobar la reproduci-
bilidad del método (resultados precisos) independientemente de las condiciones de la prueba tales como la temperatura
ambiente. Los resultados se presentan en la tabla 8a.

Datos adicionales de las condiciones experimentales

Además de esto, se llevaron a cabo pruebas exhaustivas con el fin de estudiar la reproducibilidad entre ensayos.
El FT se realizó por diferentes usuarios según la descripción anterior (experimentos 3 y 4) en diferentes números de
lote de membranas en días diferentes. Diferentes muestras con concentraciones que oscilaban desde 1 hasta 368 mg/l
y la curva patrón (preparada con BSA altamente purificada) con patrón desde 1 hasta 200 mg/l se diluyeron en tampón
Tris complementado con un 3% de BSA y se sometieron a prueba en diferentes duplicados de diferentes membranas.
Se midió la reflectancia y se calcularon la media, la desviación estándar y el CV. Para cada experimento se indican los
números de lote de los reactivos. Los resultados se presentan en las tablas 8b a 8f. Los CV son inferiores al 10% y
pueden ser de tan solo el 1%.
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l) Evaluación de otros datos adicionales de TMB precipitante

Objetivo 1: Se sometió a prueba otra fuente de TMB precipitante (proporcionada por otra empresa) con el fin de
superar la falta de discriminación para los valores altos en PCR tal como se muestra en la tabla 4b.

Se compararon dos disoluciones diferentes. Se obtuvo una disolución de TMB “A” de Seramun (15754 Dolgen-
brodt, Alemania), y se comparó con una disolución de TMB “B” obtenida de D-TEK (7000 Mons, Bélgica).

Condiciones experimentales

Se preparó una curva patrón en tampón Tris diluyente y se realizó el procedimiento de FT usando un dispensador
de gotitas, tal como se describió anteriormente (experimentos 3 y 4). Los resultados se muestran en la tabla 9a. Se
indican las unidades de reflectancia para cada concentración usada utilizando los diferentes agentes de TMB (TMB
“A” y “B”).

Conclusión

Los resultados mostraron que TMB “B” induce una mejor discriminación en comparación con TMB “A”. Tal
hallazgo confirmó la variación de la calidad según la fuente.

Objetivo 2: Con el fin de garantizar una buena reproducibilidad, se comparó un nuevo lote de TMB con el lote
anterior en las mismas condiciones de prueba en curva patrón.

Condiciones experimentales

Se sometieron a prueba 2 números de lote de TMB en una curva patrón purificada que oscilaba desde 5 hasta 100
mg/l y 2 muestras en el lote de membrana 1051.

La variación entre los 2 lotes se calculó mediante la razón:
Reflectancia del lote de referencia

Reflectancia del nuevo lote

Los resultados se muestran en la tabla 9b.

Conclusión

El nuevo lote da resultados comparables a los del anterior (variación del 1% entre ambos lotes).

Objetivo 3: Con el fin de garantizar una buena reproducibilidad, se comparó un nuevo lote de TMB con el lote
anterior en las mismas condiciones de prueba de las muestras.

El FT se realizó según la descripción anterior (experimentos 3 y 4) en el lote de membrana 1065 (producido en
junio de 2001). Se sometieron a prueba 2 números de lote de TMB en 2 muestras y el tampón diluyente únicamente
(valor blanco) por triplicado con un dispositivo de dispensación diferente para cada uno de los duplicados. Se midió
la reflectancia y se calcularon la media, la desviación estándar y el CV. Los resultados se muestran en la tabla 9c.

Conclusión

El nuevo lote da resultados comparables al anterior dentro de la variación entre ensayos.

m1). Determinación preliminar de la menor concentración que puede detectarse

Se preparó una curva patrón que oscilaba desde 2,5 mg/l hasta 360 mg/l en un tampón Tris diluyente que contenía
un 3% de BSA. Se llevó a cabo el procedimiento de FT según la descripción anterior (experimentos 3 y 4).

Condición experimental

Se utilizó la membrana 00 6 4, el conjugado de anticuerpo anti-PCR marcado con HRP con una dilución de 1:700,
dando como resultado una concentración final de 0,9 mg/l. Se compararon dos TMB comerciales: TMB-A de D-TEK
(Bélgica) y TMB-B de Seramun (Alemania). Los resultados se muestran en la tabla 10 a. Se midieron las unidades de
reflectancia para cada valor patrón (se indica en mg/l).

26



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 227 T3

Conclusión

En este lote, el valor inferior, es decir diferente de 0 que podía detectarse, era de 2,5 mg/ml. Pueden discriminarse
valores de entre 180 y 360 mg/l.

m2). Datos adicionales relacionados con la menor concentración que puede detectarse.

Condiciones experimentales

Se preparó una curva patrón que oscilaba desde 0 mg/l (blanco) hasta 10 mg/l en un tampón diluyente que contenía
un 3% de BSA. Se sometió a prueba cada concentración en 4 duplicados en diferentes lotes de membrana. Se llevó
a cabo el procedimiento de FT según la descripción anterior. Se calcularon la media, la desviación estándar y el CV.
Un análisis estadístico (media +/- 1,5 desviación estándar (DE)) determinó el menor valor diferente de cero que puede
detectarse. Los resultados se muestran en las tablas 10 b y 10c.

Conclusiones

El menor valor que puede detectarse con un lector de reflectancia es de 1 mg/l.

4.3 Conclusiones generales

Mediante una medición precisa de la mancha coloreada, el lector de reflectancia permite la puesta en práctica del
procedimiento de control de calidad y las especificaciones solicitadas. El coeficiente de variación dentro de un ensayo
puede ser de tan solo el 1% hasta el 7%, lo que es totalmente aceptable para una prueba rápida. Usando la misma
dilución final del conjugado, el coeficiente de variación entre ensayos es inferior al 10% para los diferentes lotes de
membrana. Mediante la titulación del conjugado, puede obtenerse un coeficiente de variación inferior. Una escasa
discriminación visual siempre se confirma mediante los valores de la reflectancia obtenidos con el lector.

Ejemplo 5

Detección de anticuerpos anti-mitocondriales (tipo M2) mediante el método de FT

5.1 Introducción

El antígeno M2, es decir, piruvato deshidrogenasa, es un marcador específico para el diagnóstico de la cirrosis
biliar primaria (CBP). La detección de los anticuerpos anti-M2 es una herramienta específica para el diagnóstico de la
CBP diferenciada de otras enfermedades hepáticas.

5.2 Experimento A

Se recubrieron membranas de tipo CLN de mdi (Advanced Microdevices) con un diámetro de poro de 0,45 µm con
un complejo de deshidrogenasa altamente purificado (Sigma ref. P5194) y se han bloqueado según los procedimientos
descritos en los encabezados 2.3 y 2.4. Se revelaron anticuerpos humanos anti-M2 (IgG/IgM) mediante el uso de Fab’2
anti-IgG humana marcado con HRP (Dako ref. P406) y Fab’2 anti-IgM humana marcado con HRP (Dako ref. P322),
con concentraciones que oscilaban desde 0,2 hasta 0,3 mg/l, seguido por la adición de TMB precipitante. Las muestras
se diluyeron 1/100 en un tampón Tris diluyente que contenía un 5% de BSA y se realizó el FT tal como se describió
anteriormente (experimentos 3 y 4).

Resultados

Una concentración de recubrimiento de 0,115 mg/ml correspondiente a una actividad enzimática de 0,54 unida-
des/ml dio buena discriminación visual entre los resultados negativos, bajos positivos (+) y positivos (++). El ruido de
fondo (tampón diluyente únicamente) fue aceptable.

5.2 Experimento B

Se recubrieron membranas de tipo CLN de mdi (Adanced Microdevices) con un diámetro de poro de 0,45 µm con
complejo deshidrogenasa altamente purificado a una concentración de 0,24 mg/ml (Sigma ref. P5194) y se bloquearon
según el procedimiento descrito en los encabezados 2.3 y 2.4.

Se revelaron los anticuerpos anti-M2 humanos (IgG/IgM) mediante el uso de Fab’2 anti-IgG humana marcado
con HRP (Dako ref. P406) y Fab’2 anti-IgM humana marcado con HRP (ref. Dako P322) con concentraciones que
oscilaban desde 0,2 hasta 1,0 mg/l, seguido por la adición de TMB precipitante. Las muestras se diluyeron 1/50 (dado
que esta dilución dio la mejor discriminación entre resultados positivos y negativos) en un tampón Tris diluyente que
contenía un 3% de BSA y se realizó el FT tal como se describió anteriormente (experimentos 3 y 4). Los resultados
se interpretaron mediante la comparación de la intensidad de la coloración con la intensidad del punto de corte (límite
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de positividad). También se midió la reflectancia. Dado que no hay correlación entre la gravedad de la enfermedad y
el nivel de anticuerpos anti-M2, un “sí/no”, es decir presencia o ausencia de anticuerpos anti-M2 es suficiente y no es
necesaria la cuantificación.

Las muestras sometidas a prueba mostraron un patrón citoplasmático típico positivo con el método de inmunofluo-
rescencia. Sin embargo tal método inmunofluorescente no permite diferenciar el anticuerpo anti-M2 de otros tipos de
anticuerpos anti-mitocondriales (anti-M4, M5, M9).

Objetivo del estudio

a) Los resultados del FT se compararon con los del método ELISA para la detección de anticuerpos anti-M2. El
método de M2 ELISA es un método automatizado para el que se obtienen resultados en el plazo de 2 h. También se
estudió la reproducibilidad entre ensayos.

b) Se estudió la reproducibilidad entre ensayos (entre ensayos y dentro de un ensayo). Los resultados se muestran
en las tablas 11 a y 11 b.

Interpretación de los resultados

ELISA: resultado positivo si la densidad óptica es > que la DO para el control de punto de corte.

FT: resultado positivo si la UR es superior al valor de UR para el control de punto de corte.

Hay una buena correlación (100%) con el método ELISA. No se observan discrepancias en lo que se refiere a los
resultados positivos frente a los negativos. La reproducibilidad entre ensayos es inferior al 10%.

Ejemplo 6

Detección de factores reumatoides mediante el método de FT

6.1 Introducción

Los factores reumatoides son inmunoglobulinas humanas, es decir que pertenecen principalmente al isotipo IgM
dirigido contra las inmunoglobulinas humanas o animales. La detección de los factores reumatoides es muy útil en el
diagnóstico de la artritis reumatoide.

6.2 Experimento

Se recubrieron membranas de tipo CLN de mdi (Advanced Microdevices) con diámetro de poro de 0,45 µm con
inmunoglobulinas humanas purificadas (Sigma ref. 068H4858) y se bloquearon según los procedimientos descritos en
los encabezados 2.3 y 2.4. Se revelaron factores reumatoides de tipo M mediante el uso de Fab’2 anti-IgM humana
marcado con HRP (Daka ref P322), con una concentración de +/- 1,5 mg/l, seguido por la adición de TMB precipitante.
Las muestras se diluyeron 1/100 en un tampón Tris diluyente que contenía un 5% de BSA y se realizó el FT tal como
se describió anteriormente.

6.3 Resultados

Con una concentración de recubrimiento de 0,53 mg/ml, la discriminación visual entre las muestras negativas (<25
UI/ml) y los resultados positivos (+/-200 UI/ml) es aceptable.

Ejemplo 7

Detección de Salmonella

7.1 Introducción

La detección de posible contaminación bacteriana en alimentos es el objetivo de las recomendaciones del Análisis
de Peligros y Puntos de Control Críticos (APPCC). La Salmonella es una de las principales bacterias responsables
del envenenamiento masivo de los alimentos. Los métodos clásicos, tales como el cultivo, la selección mediante el
crecimiento en medios específicos y la identificación bioquímica son laboriosos y llevan mucho tiempo. Además, di-
ferentes bacterias pueden compartir las mismas propiedades bioquímicas, lo que puede inducir a una identificación
errónea. Los anticuerpos específicos dirigidos frente a antígenos bacterianos han hecho posible ahora desarrollar mé-
todos para la rápida detección de patógenos de origen alimentario. El uso de tal método de detección rápido permite
una identificación y detección más rápidas. El objetivo era desarrollar un FT para la detección de Salmonella sp.
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7.2 Condiciones experimentales

Se recubrió la membrana tipo CLN de mdi (Advanced Microdevices) con un diámetro de poro de 0,45 µm con
un anticuerpo de captura monoclonal purificado mediante cromatografía A, específico para Salmonella typhimurium
(Biodesign ref. C65636M) con una concentración de 0,1 mg/ml. Los procedimientos de recubrimiento y posteriores
al recubrimiento son los descritos en las secciones 2.3 y 2.4., excepto porque el tiempo de incubación para el procedi-
miento de recubrimiento fue de 5 horas con agitación suave a TA (18-24ºC) y de 1 ó 2 hora(s) para el procedimiento
tras el recubrimiento.

Mientras tanto, se sembró en placa una Salmonella typhimurium sp. de referencia (Colección Americana de Cul-
tivos Tipo ref. ATCC 14028, facilitada por el Laboratorio de Microbiología de la Universidad de Gent) en un medio
específico (agar nutriente) y se incubó en condiciones aerobias durante 24 horas a 37ºC.

a) Procedimiento de pruebas para la identificación

Para un procedimiento de este tipo, se usó un dispositivo de prueba más grande (zona de prueba de 1 cm) con
un número mayor de filtros (8) (almohadillas adsorbentes). Se diluyó un cultivo puro de Salmonella typhimurium en
agua fisiológica. Se transfirieron 200 µl de tal suspensión a la membrana y se dejó que se absorbieran. La presencia
de Salmonella se reveló mediante 200 µl de un segundo anticuerpo marcado con HRP (anticuerpo de conejo anti-
Salmonella conjugado con peroxidasa polivalente para los antígenos “O” y “H” de Salmonella (concentración de 4
µg/ml, Biodesign ref. B65704R) seguido por la adición de 200 µl de TMB precipitante. La coloración se detuvo
mediante 200 µl de disolución de fijación. Hubo una clara mancha azul que indicaba la presencia de Salmonella
typhimurium.

b) Posible cuantificación

Con el fin de evaluar una posible cuantificación, se preparó una curva patrón de Salmonella typhimurium que
oscilaba desde 5,3 X 107 hasta 7,0 X 101 con disolución hipotónica y se sometió a prueba con FT. Se contaron las
diferentes diluciones para su cuantificación. Para determinar el rendimiento del procedimiento de FT, se usó un dispo-
sitivo de prueba más grande, es decir una zona de prueba de 1 cm con un mayor número de filtros (8) (almohadillas
adsorbentes). Se transfirieron 500 µl de cada dilución a la membrana y se dejó que se absorbieran. Se utilizaron 2
procedimientos para la dispensación de la muestra que fue de 2 X 250 µl de muestra, es decir lo que significa una
primera absorción de 250 µl seguido por un segundo depósito de 250 µl de muestra y un lavado de 500 µl de muestra
de una vez.

La presencia de Salmonella se reveló mediante 500 µl de un segundo anticuerpo marcado con HRP (anticuerpo de
conejo anti-Salmonella conjugado con peroxidasa polivalente para los antígenos “O” y “H” de Salmonella (conc. 4
µg/ml, Biodesign ref. B65704R) seguido por la adición de 200 µl de TMB precipitante.

La coloración se detuvo mediante 500 µl de disolución de fijación. Se midió la reflectancia. Los resultados se
muestran en la tabla 12.

Hay una disminución en la intensidad de la coloración azul medida mediante unidades de reflectancia según la
concentración bacteriana, lo que significa que la cuantificación es posible. Un lavado de de 500 µl de muestra de una
vez indujo una mancha más coloreada.

Ejemplo 8

Uso de membrana de nailon para la detección de proteína PCR

El nailon es una poliamida sintética lineal que termina o bien con grupos terminales de amina primaria (cargada
positivamente) o bien de carboxilato (cargado negativamente). Dado que las membranas de nailon poseen propiedades
químicas de superficie diferentes a las de la nitrocelulosa (que es neutra), las propiedades de unión son diferentes.

Condiciones experimentales

Con el fin de estudiar las capacidades de unión del nailon, las membranas de la empresa CUNO se recubrieron
según el procedimiento descrito en la sección 2.3, con 10 mmol o 25 mmol de tampón Tris. Se sometieron a prueba
diferentes procedimientos de bloqueo, o bien con BSA (condición A), o bien con disoluciones poliméricas tales como
poli(alcohol vinílico) (máximo del 0,1%) o polivinilpirrolidona (máximo del 1%) combinados con proteínas de la
leche en polvo desnatada (condición B). Se utilizó nailon de tipo C de la empresa Cuno de 0,45 µ de diámetro con la
menor razón de grupos terminales de amina con respecto a carboxilato, dando como resultado una carga positiva baja.
Las muestras se sometieron a prueba según el procedimiento descrito en los ejemplos 3 y 4.
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Resultados

Mediante el uso de BSA como agente de bloqueo (condición), se observó una mancha coloreada para las muestras
positivas, pero se observó cierto ruido de fondo significativo para la muestra negativa. La discriminación entre los
resultados positivos y negativos era escasa. Las membranas bloqueadas con disoluciones de polímeros y con proteína
de la leche en polvo desnatada también dieron malos resultados (manchas moteadas). El primer tiempo de absorción
fue demasiado rápido y se observó un fenómeno de difusión.

Dado que están implicados diferentes procesos de unión para la unión sobre la membrana de nailon, puede llevarse
a cabo una nueva optimización de reactivos si se usan tales membranas. No obstante, se aplica el concepto general tal
como se presenta en la presente invención.

Ejemplo 9

Influencia de la molaridad de Tris y del pH

Se estudió la influencia de la composición (molaridad) y del pH del tampón diluyente aplicado.

La composición del tampón diluyente varió según las condiciones A, B y C (véase más adelante).

Procedimiento y condiciones experimentales

Las muestras se diluyeron 1/50 en el diluyente A, B y C y se sometieron a prueba adicionalmente según los
ejemplos 3 y 4.

Este tampón está adaptado para “muestra de sangre completa” y permite una hemólisis completa de los glóbulos
rojos debido a la baja concentración de NaCl, lo que induce condiciones hipotónicas que conducen a la hemólisis. El
pH es neutro.

Este tampón está adaptado para muestras de suero pero no permite una hemólisis completa de los glóbulos rojos
en caso de que se someta a prueba sangre completa. El pH es básico.

Este tampón induce hemólisis de los glóbulos rojos, pero con un pH básico. Los resultados se muestran en la tabla
13.

30



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 227 T3

No hay diferencia estadística en los resultados según la composición del tampón. Sin embargo, un pH básico
aumenta la velocidad de flujo a través de la membrana. Se seleccionó la composición C.

Ejemplo 10

Comparación con otro método rápido para la detección de PCR

Introducción

El kit de FT para PCR se ha tomado como referencia frente al método rápido para la detección de PCR mediante
inmunoturbidimetría de la empresa ORION. El usuario final fue la unidad de urgencias de un hospital. Las muestras
procedían de pacientes que manifestaban signos de infecciones virales o bacterianas. En caso de una concentración
significativa de PCR (> 50 mg/l), el paciente se trató con antibióticos. El método de ORION es un método cuantitativo
rápido basado en la inmunoturbidimetría, pero que requiere un lector para la interpretación de los resultados. Un
método de este tipo no permite la interpretación visual del resultado.

Objetivo del estudio

Se sometieron a prueba 47 muestras, que oscilaban desde negativas en su concentración de PCR hasta positivas
altas, según las instrucciones del kit de Orion.

Número de muestras positivas sometidas a prueba: 17 (36% del número total de muestras)

Número de muestras negativas sometidas a prueba: 30 (64% del número total de muestras)

El método de FT de BIO ART se realizó según el experimento descrito en la sección 3.

Interpretación de los resultados

Los resultados se interpretaron cuantitativamente con Orion (medición de la concentración) y semicuantitativa-
mente con BIO ART (comparación de la coloración azul con un gráfico de color de referencia con las siguientes
concentraciones de 10-25-75 y 200 mg/l). Los resultados se muestran en la tabla 14a-14e. Hay una buena correlación
para las muestras negativas (tabla 14a). La concordancia es del 90% (27/30 muestras se correlacionaron bien). Tres
muestras (12/15/3) se interpretan como bajos positivos con BIO ART y negativos con Orion. Dado que no se disponía
de datos clínicos para estas 3 muestras, no pudo extraerse ninguna conclusión definitiva con respecto a la posibilidad
de, o bien resultados falsos positivos para BIO ART, o bien resultados falsos negativos para Orion. Para las muestras
de bajo positivo (tabla 14b), hay una correlación del 92% entre ambos métodos (11/12 muestras). Una muestra (31)
presenta una concentración de 25-50 mg/l con el método de BIO ART y de 25 mg/l con Orion. Sin embargo, tal dife-
rencia no induce ninguna clasificación o diagnóstico erróneos. Las cuatro muestras positivas (tabla 14c) se clasifican
de manera similar tanto con BIO ART como con Orion. Sólo la muestra positiva alta (número 37, véase la tabla 14d)
se sometió a prueba y tiene una concentración de 200 mg/l con BIO ART y de 112 mg/l con Orion. El nivel del punto
de corte fue de 8 mg/l para Orion y de 10 mg/l para BIO ART, lo que significa que las muestras con una concentración
inferior a 8 ó 10 mg/l presentan niveles normales de PCR.
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Conclusión

1. Correlación en las muestras positivas

No hay ningún resultado falso negativo con el método de BIO ART (se encuentra que todas las muestras que son
positivas con Orion son positivas con el método de BIO ART). La correlación en las muestras positivas es por tanto
del 100%. Además, 16 muestras de 17 (excepto el número 31) se clasifican en el mismo intervalo de concentración

2. Correlación en las muestras negativas, véase la tabla 4a)

Tras muestras (números 12/15/3) son ligeramente positivas con BIO ART y negativas con Orion. En ausencia de
datos clínicos o de un tercer método adicional, no puede extraerse ninguna conclusión con respecto a la posibilidad
de o bien resultados falsos positivos (método de BIO ART) o bien un resultado falso negativo (Orion). Además, estos
tres resultados bajos positivos de BIO ART no inducen a un diagnóstico erróneo.

3. Conclusión general

Un estudio de este tipo indicó que la interpretación visual de los resultados con el método de FT de BIO ART
es válida para la interpretación. El FT de BIO ART presenta los mismos rendimientos técnicos que el otro método
rápido. Sin embargo, además de este estudio, se ha decidido incluir un patrón adicional de 1 mg/l con el fin de mejorar
la discriminación visual entre 0 y 10 mg/l.
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TABLA 1
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TABLA 2

Enfermedades autoinmunitarias inducidas por autoantígenos no específicos de órgano
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TABLA 3

Enfermedades autoinmunitarias inducidas por autoantígenos específicos de órgano
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TABLA 4

Evaluación del método de flujo a través descrito en la presente invención y otros métodos existentes de nefelometría y
Nycomed

TABLA 4a

Método semicuantitativo
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TABLA 4b

Estudio de viabilidad de un método cuantitativo
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TABLA 4C

Viabilidad de un método cuantitativo
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TABLA 5

Evaluación de diferentes lotes de membrana

TABLA 6

Pruebas de diferentes lotes de membrana
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TABLA 7

Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo

TABLA 7a
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TABLA 7

Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo

TABLA 7b
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TABLA 7

Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo

TABLA7c
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TABLA 7

Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo

TABLA 7d
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TABLA 7

Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo

TABLA 7e
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TABLA 7

Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo

TABLA 7f
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TABLA 7

Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo

TABLA 7g
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TABLA 7

Evaluación de la reproducibilidad dentro de un ensayo

TABLA 7h
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TABLA 8

Evaluación de la reproducibilidad entre ensayos

TABLA 8a

TABLA 8b

Evaluación de la reproducibilidad entre ensayos
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TABLA 8c

Evaluación de la reproducibilidad entre ensayos
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TABLA 8d

Evaluación de la reproducibilidad entre ensayos
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TABLA 8e

Evaluación de la reproducibilidad entre ensayos

66



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 295 227 T3

TABLA 8f

Evaluación de la reproducibilidad entre ensayos
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TABLA 9

Evaluación de diferentes agentes de TMB

TABLA 9a

Evaluación de diferente agentes de TMB (objetivo 1)
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TABLA 9b

Evaluación de 2 lotes diferentes de TMB (objetivo 2)

TABLA 9c

Evaluación de 2 lotes diferentes de TMB en muestras
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TABLA 10

Determinación del límite de detección inferior

TABLA 10a
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TABLA 10b

Determinación del límite de detección inferior
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TABLA 10c

Determinación del límite de detección inferior
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TABLA 11

Detección de anticuerpos anti-mitocondriales tipo M2

TABLA 11a

1ª comparación con el método EUSA
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TABLA 11b

Detección de anticuerpos anti-mitocondriales tipo M2
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TABLA 12

Detección de Salmonella
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TABLA 13

Influencia de la composición del tampón diluyente
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TABLA 14

Correlación con otro método rápido para la detección de PCR mediante inmunoturbidimetría

TABLA 14a

Correlación en muestras negativas

TABLA 14b

Correlación en muestras bajo positivo (conc. desde 9 hasta 26 mg/l)
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TABLA 14c

Correlación en muestras positivas entre 27 y 100 mg/l

TABLA 14d

TABLA 14e

Conclusión general
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REIVINDICACIONES

1. Método para recubrir un material poroso insoluble con un compuesto o complejo de unión a analito, que com-
prende las etapas de:

a) sumergir dicho material en una disolución que comprende dicho compuesto o complejo de unión a analito,

b) sumergir dicho material en una disolución de bloqueo,

c) secar el material poroso,

en el que dichas etapas se realizan en ausencia de cualquier lavado intermedio.

2. Método para someter a prueba la presencia de, o para cuantificar, un analito en una muestra, que comprende las
etapas de:

a) recubrir un material poroso insoluble según el método de la reivindicación 1,

b) preparar un dispositivo de múltiples capas que comprende el material poroso de la etapa a),

c) aplicar la muestra sobre el dispositivo de la etapa b), en el que el (primer) compuesto de unión a analito o
complejo de unión a analito se une al analito presente en dicha muestra,

d) formar una estructura intercalada, en la que dicho analito se une a un segundo compuesto de unión a analito
marcado enzimáticamente o complejo de unión a analito marcado enzimáticamente,

e) generar un depósito coloreado tras el contacto con un sustrato precipitante adecuado para dicho marcador
enzimático en un procedimiento de una etapa, y,

f) añadir una disolución de fijación para detener la reacción enzimática y permitir la retención permanente del
color resultante.

3. Método según la reivindicación 2, en el que la muestra se aplica en la etapa c) a dicha zona de prueba.

4. Método según la reivindicación 2, en el que las etapas c) a f) se realizan en ausencia de etapas de lavado
intermedias.

5. Método según la reivindicación 2, en el que dicho marcador enzimático es HRP y dicho sustrato precipitante se
elige del grupo que consiste en TMB (tetrametilbencidina) o AEC (3-amino-9-etilcarbazol).

6. Método según la reivindicación 2, en el que dicho marcador enzimático es fosfatasa alcalina y dicho sustrato
se elige del grupo que consiste en BCIP (fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo) o BCIP-NBT (fosfato de 5-bromo-4-
cloro-3-indolilo-azul de nitrotetrazolio).

7. Método según la reivindicación 2, en el que dicho marcador enzimático es una deshidrogenasa y dicho sustrato
es NBT (azul de nitrotetrazolio).

8. Método según la reivindicación 5, en el que el precipitado de TMB formado puede fijarse usando un reactivo
elegido del grupo que consiste en poli(alcohol vinílico) complementado con sulfosuccinato de dioctilo o dimetilfor-
mamida.

9. Método según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, mediante el cual se aplican volúmenes de 5 a 500
microlitros para inducir una mancha coloreada homogénea cuando está presente un orificio de 3-4 mm de diámetro en
la capa de cubierta de dicho dispositivo.

10. Método según la reivindicación 9, en el que se añade del 1% al 40% de sacarosa a la muestra cuando la zona
de prueba es superior a 4 mm o si el volumen de muestra es superior a 100 microlitros.

11. Método según las reivindicaciones 9 ó 10 en el que una zona, limitada por el orificio, tiene un diámetro de 1,
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ó 20 mm y en el que el volumen de muestra es de 5 a 2000
microlitros.

12. Método según la reivindicación 2, en el que se controlan, se someten a prueba y/o se determinan muestras de
agua o de alimentos.

13. Método según la reivindicación 2, en el que se detectan y/o se identifican patógenos de origen alimentario.
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14. Método según la reivindicación 2, usado para detectar un marcador de enfermedad autoinmunitaria, marca-
dor de enfermedad infecciosa, alérgeno, marcador de enfermedad cardiaca, marcador de inflamación o marcador de
infección bacteriana.

15. Método según la reivindicación 2, aplicado al diagnóstico y/o la monitorización del tratamiento de enfermeda-
des.

16. Método según la reivindicación 15, en el que dichas enfermedades incluyen enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades infecciosas, alérgenos, enfermedades cardiacas, inflamación e infecciones bacterianas.

17. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que la disolución de bloqueo contiene el 0,2-
10% de agente de bloqueo.

18. Método según la reivindicación 17, en el que el agente de bloqueo es BSA.
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