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@ Resumen:

El objetivo de esta patente titulada “Tampén de
reaccion para estabilizar particulas litex-lgG para
test de inmunoaglutinaciéon” es la descripcion de un
tampdén que permite estabilizar coloidalmente parti-
culas de latex sensibilizadas con anticuerpos o anti-
genos para su uso en test de inmunodiagnédstico. Las
estrategias que actualmente se utilizan para conse-
guir tal estabilizacién son caras o no se pueden utili-
zar para algunos sistemas. En esta patente se reivin-
dica el uso de un tampén de reaccion formado acido
bérico (H3BO3) 0.015 M a pH 8 con una concentra-
cién de Mg(NO3)2 (u otra sal de cationes divalentes)
superior o igual a 0.3 M mas 0.170 M de NaCl para
estabilizar sistemas latex-anticuerpo o latex-antigeno
para su uso como kit de inmunoensayo.
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DESCRIPCION

Tampén de reaccién para estabilizar particu-
las latex-IgG para test de inmunoaglutinacién
Objeto de la invencién.

Obtencién de un tampoén de reaccién para ase-
gurar la estabilidad colidal de kits de inmuno-
diagnostico formados por particulas de latex re-
cubiertas con IgG. De una forma répida, facil y
muy econdmica se consigue estabilizar comple-
jos latex-IgG capaces de aglutinar en presencia
de PCR. Esta estabilizacién es extensible al resto
de sistemas latex-anticuerpo o latex antigeno que
presenten inestabilidad coloidal en condiciones fi-
siolégicas.

Este método facilita la estabilizacién del com-
plejo en contraste con las actuales que son mas
tediosas y costosas.

Antecedentes.

La aglutinacién de particulas de latex sensi-
bilizadas constituye uno de los métodos de in-
munodiagnéstico méas simples y rapidos. En un
inmunoensayo, de este tipo, las particulas de latex
en cuya superficie se ha adsorbido un anticuerpo
(o antigeno) se mezclan con la muestra a analizar
y que contiene el antigeno especifico correspon-
diente (o anticuerpo). La existencia de reacciones
antigeno-anticuerpo cruzadas entre particulas de
latex conduce a la aglutinacién del coloide que se
puede cuantificar mediante turbidimetria, nefelo-
metria, anisotropia angular, etc.

Los primeros inmunoensayos fueron realizados
por Singer y Plotz! al detectar el factor reuma-
toide en el suero humano mediante particulas po-
liméricas recubiertas de inmunogammaglobulina
G (IgG).

En la actualidad esta técnica es ampliamente
utilizada en quimica clinica habiéndose aplicado
para la detecciéon de mas de 80 enfermedades in-
feccionas, incluyendo el SIDA. De igual forma,
existen reactivos comerciales repartidos en disci-
plinas como son alergias, test de embarazo, detec-
cién de cancer, marcadores tumorales o hepaticos,
pruebas tiroideas, identificaciéon y cuantificacién
de numerosas sustancias como las hormonas, etc.?

Uno de los principales factores que determi-
nan la utilidad de un sistema ldtex-anticuerpo (o
latex-antigeno) como kit de inmunoaglutinacion
es su estabilidad coloidal en ausencia del agente
aglutinante (antigeno o anticuerpo).

Generalmente, estos sistemas de diagnosis es-
tan enfocados hacia la deteccién y cuantificacién
de antigenos o anticuerpos presentes en muestras
de sangre, saliva o suero. Asi pues, el medio en el
que se llevard a cabo el ensayo tendra un pH en
tomo a 8 y una fuerza iénica de 170 mM (condi-
ciones fisioldgicas).

En estas condiciones el complejo latex-protei-
na debe de ser coloidalmente estable. En caso
contrario, la aglutinacién del latex sensibilizado
conducird a un diagnéstico erréneo®.

Un ejemplo tipico de latex sensibilizado ines-
table en condiciones fisioldgicas lo constituyen
aquellos sistemas poliméricos recubiertos super-
ficialemte por IgG*~6. Este anticuerpo, en la ma-
yoria de los animales, presenta una banda de pun-
tos isoeléctricos comprendida entre 6.5 y 8.5. De
tal forma que las particulas de latex sensibiliza-
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das con IgG coagulan facilmente a pHs préximos
al fisiolégico. Ello se debe a que la capa pro-
teica tiene una carga neta nula en estas condi-
ciones y en consecuencia no existen repulsiones
electrostaticas entre las particulas y éstas coagu-
lan. La desestabilizacion se incrementa atn mas
al ser la fuerza i6nica del medio de 170 mM.
Existen una serie de estrategias que permiten
estabilizar sistemas coloidales polimero-IgG:

— Utilizacién de moléculas de IgG monoclo-
nales en lugar de policlonales”®. La IgG
monoclonal puede tener diferente punto iso-
eléctrico que la IgG policlonal. Los com-
plejos latex-IgG monoclonal presentan una
cierta estabilizacion electrostatica a pH fi-
siolégico. El inconveniente de esta estrate-
gia es que las moléculas de IgG monoclona-
les son més caras y estan menos disponibles
que las de IgG policlonales.

— Empleo del fragmento F(ab’); en lugar de la
IgGo~1L. El fragmento F(ab’) es la parte
de la IgG responsable del reconocimiento
antigénico. Su punto isoeléctrico es mas
acido que el de la IgG policlonal consiguién-
dose estabilizar los complejos latex-F(ab’)s
por repulsiones electrostaticas. Ahora bien,
los fragmento F(ab’)s estdn menos disponi-
bles y su obtencién es complicada y costosa.
Por otra parte, al adsorberse la F(ab’)s so-
bre la superficie del polimero se produce una
cierta pérdida de reactividad.

— Empleo de soportes poliméricos hidrofilicos
en lugar de poliestireno'?!3. El problema
de la utilizacion de estos sistemas es que el
anticuerpo o el antigeno, debe de unirse a
través de enlaces covalentes a la superficie.
La adsorcion fisica espontanea de proteinas
sobre particulas hidrofilicas no esta favore-
cida energéticamente.

— Utilizacién de proteinas inactivas. La utili-
zacion de proteinas como la albimina, cuyo
punto isoeléctrico es 4.7, permiten estabi-
lizar electrostaticamente complejos latex-
IgG!4~18, Estas proteinas se adsorben so-
bre el latex una vez sensibilizado. Uno de
los inconvenientes que presenta esta estra-
tegia es que la IgG puede ser desorbida
por la BSA si el kit es conservado durante
periodos largos de tiempo; sélo se puede uti-
lizar cuando el recubrimiento de IgG no es
total de tal forma que queden huecos y no
siempre consigue estabilizar al complejo.

— Utilizacién de surfactantes no iénicos'®. Es-
tos surfactantes permiten estabilizar estéri-
camente a los complejos. Como inconve-
nientes podemos encontrar la desnaturali-
zacion de la IgG la desorcién de la IgG, asi
como la disminucién de reactividad.

En definitiva, las estrategias que actualmente
se utilizan con el fin de estabilizar sistemas latex-
IgG para su uso como inmunoreactivos implican
un tratamiento del latex sensibilizado mediante el
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uso de agentes estabilizantes (BSA 6 surfactantes)
o bien el empleo de anticuerpos (IgG monoclonal
6 F(ab’)2) més caros y dificiles de obtener que la
IgG policlonal.

Otros problemas que plantean los sistemas 14-
tex-IgG en cuanto a su uso como kit de inmuno-
diagnédstico, son las reacciones inespecificas. Las
zonas de la superficie de la particula que no estan
recubiertas por IgG pueden conducir a reaccio-
nes inespecificas. También, el fragmento Fc de
la molécula de IgG puede unirse a los factores
reumatoides produciendo falsos positivos en el
diagnéstico de la patologia buscada.
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Explicaciéon de la invencion.

La invencién consiste en la estabilizacion de
particulas del complejo mediante un tampdn de
acido bérico, (H3BO3) 0.015 M a pH 8 que tenga
una concentracién de Mg(NO3)s (u otra sal de
cationes divalentes) superior a 0.3 M mds 0.170
M de NaCl. Como ejemplo concreto se puede
utilizar como tampdn de reaccién para la inmuno-
aglutinacién de un sistema Latex-IgG el siguiente:

— buffer de dcido bérico (H3BO3) 0.015 M a
pH 8.

— 170 mM NaCl

Mediante el uso de nitrato de magnesio en la
concentracion especificada se consigue estabilizar
el coloide sin necesidad de adsorber sustancias es-
tabilizadoras sobre el sistema latex-IgG. La es-
trategia de estabilizacién descrita es mucho més
facil, rapida y econémica que las que actualmente
existen en el mercado.

Por otra parte, al realizarse los inmunoensayos
a elevada fuerza idmica la posibilidad de que se
produzcan reacciones inespecificas disminuye.
Descripcion de la invencidn.

Con el fin de demostrar la utilidad de uso de
este tampo6n de reaccion se van a presentar los
resultados de inmunoreactividad obtenidos para
un sistema latex-IgG inmunolégicamente activo
frente a la proteina reactiva, C (PCR) utilizando
como tampoén de reaccién el anteriormente des-
crito.

Como anticuerpo se ha utilizado IgG policlo-
nal capaz de reconocer PCR. Este anticuerpo fue
adsorbido sobre un latex obteniéndose tres com-
plejos con diferente recubrimiento: 1.37 mg/m?
3.28 mg/m? y 4.24 mg/m?.

La nefelometria ha sido la técnica usada para
seguir y cuantificar la inmunoaglutinacién. La
intensidad dispersada para un dngulo de 10° fue
registrada durante 10 minutos una vez mezclado
el latex sensibilizado y el PCR, ambos disueltos
en el tampoén de reaccién: 170 mM NaCl, 300 mM
Mg (N03)2 y H3B03 a pH 8.

En las graficas 1, 2 y 3 se muestran la estabili-
dad coloidal en ausencia de PCR de los tres com-
plejos en funcién de la fuerza idnica del tampoén
de reaccién. La figura 1 corresponde al complejo
con un recubrimiento de 1.37 mg/m?, la figura
2 es la del complejo de 3.28 mg/m? y la figura
3 corresponde al complejo de 4.24 mg/m?, Los
cuadrados cerrados corresponden al tampén de
reaccion de 170 mM NaCl y los cuadrados abier-
tos al tampén de reaccion de 170 mM NaCl mas
300 mM Mg(NOs3), (tal y como se indican en las
figuras).
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Como se puede ver, en condiciones fisiolégicas
(170 mM los complejos son inestables (aumento
de la intensidad dispersada con el tiempo). Es-
tos complejos por lo tanto no serian tutiles como
kit de inmunoensayo. Ahora bien, cuando en el
tampén de reaccion la fuerza iénica se incrementa
anadiendo Mg(NO3)2 en una concentracién de
300 mM, los sistemas latex-IgG son estables. A
los 40 dias de incubar los complejos en el tampoén
de reaccién se comprobo que éstos seguian siendo
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estables. Asi pues el procedimiento inventado
para estabilizar complejos latex-IgG es util para
todos los recubrimientos proteicos.

La figura 4 muestra los resultados de inmuno-
reactividad obtenidos para los tres recubrimientos
y utilizando como medio de reaccién el tampoén
objeto de la invencién.

Como se puede comprobar los tres kits utili-
zados son muy reactivos pudiéndose utilizar por
lo tanto como test comerciales.
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REIVINDICACIONES

1. Tampodn de reacciéon para realizar tests de
inmunoaglutinacién de latex caracterizado por
la estabilizacién de particulas de latex recubiertas
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con antigeno o anticuerpo mediante un tampoén
con la siguiente composicién: acido bérico (H3B
0O3) 0.015 M a pH 8, una concentracién de Mg(N
O3)2 (u otra sal de cationes divalentes) igual o
superior a 0.3 M mas 0.170 M de NaCl.
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