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(57) Ahrégé : Llnvention s gour objet des procédés iinmunochromatagraphiques en phase solide pour détecter un analyw dans
un Schantillon liquids. Duns les procédés selon 'invention, un réactif de lisison conjugné A un marqoeur particulsire est ajouté

extemporanément sons forme liquide.
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PROCEDES IMMUNOCHROMATOGRAPHIQUES EN PHASE SOLIDE

La présente invention concerne un procédé de détection d'un
analyte dans un échantillon liquide.

Les tests immunochromatographiques en phase solide sont blen
connus de Ffhommea du métler. Ces tests mettent en couvre un suppott solide
poreux au sein duquel l'échantillon et les réactifs migrent par diffusion
capiliaire. On conna't notamment les dispositifs dans lesquels ie support solide
se présente sous la foome d'un « dip-stick ». Ces tests utllisent un support
solide chromatographlque comportant une zone de détection sur laquelle est
immobilisé un réactif de capture spécifique de l'analyte. Ce support solide est
mis en contact avec une solution comprenant d'une part I'échantillon & tester et
d'autre part un réactf de llalson marqué spécifique de I'analyte. Cette solution
migre par diffusion capillaire dans le support solide jusqu'a la zone portant le
réactif de capture immobllisd. Dans un test sandwich, le réactif de liaison
marqué se lie & lanalyte alors que ce demler est Immobilisé sur le support
sollde par le réactif de capture. La présence ou I'absence de |'analyte dans
I'dchantillon est ainsi mesurée par la détection du réactif marqué.

EP 0284232 décrit des tests Immunochromatographiques en
phase solide dans lesquels le support solide porte directement, sous forme
lyophilisée ou déshydratée, le réactif de liaison conjugué & un marqueur
particulaire. Le réactif conjugué avec le marqueur partlculalire est Immoblle
sous forme Iyophllisée mals devient moblle dans le support solide & ['état
humide. Ainsl, lorsque le support solide est mis en contact avec un échantlilon
liqulde, ce dernler migre par diffusion caplilaire dans le support entralnant Ie
réactif de llalson conjugué au marqueur particulalre, Dans ces tests, Il n'est pas
nécessaire de méianger préalablement le réactif conjugué et f'échantillon et
tous les réactifs nécessaires au test sont donc intégrés au support sollde. De
plus, le réactif de lialson marqué spéclifique de l'analyte est marqué avec un
margqueur particulaire détectable par observation directe: Aucune manipulation
supplémentaire n'est donc nécessaire pour lire le résultat du test. Ces tests ne
néceasitant donc que trés peu de manipulations et sont d'un usage facile et
rapide.

EP 0201 184, EP 0 560 411 ot EP 0 580 410 décrivent également
des dlspositifs de test dans lesquels le réactif de llalson conjugué & un
marqueur particulalre est porté par le support salide. De plus dans ces



WO 2004/088320

10

15

20

25

30

PCT/FR2004/000773

2

dispositifs, le support solide est incorporé dans un boltier pourvu d'une
ouverture pour le dépdt de {'échantillon st d'une fenétre d'observation pour la
lacture des résultats. La boltier facilite la préhenslon du dispositif et protége le
support sollde. En outre, ces brevets décrivent également des dispositifs dans
lasquels I'une des exfrémitds du support solide est salllante par rappost au
bottier pour faciliter le dép8t de I'dchantillon liquide. Cette extrémité salliante du
support solide peut ainsi étre directement mise en contact avec un flux d'urine
par axemple,

WO 00/00288 décrit des dispositifs améliorés comprenant un
boitler et un support solide. Le support solide étant pourvu d'un organe de
captation mobile pour une meilleure collecte de I'échantillon.

EP-A1-0 458 231 conceme des tests immunologiques en phase
sollde pour la détection d'un analyte dans un échantillon liquide. Ces tests
mettent en osuvre un support solide, typiquement une membrane, sur laquelle
est immopbilisé un réactif de capture de l'analyte. Aprés dépét de I'échantilion,
analyte immobilisé sur le support solide est détecté & I'alde d'un réactif de
llaison conjugué & l'uréase. Ce document décrit des procédés dans lesquels
Péchantillon puis le réactif de liaison mamqué sont déposés sur le support
sollde,

EP-A2-0 482 376 décrit des tests immunochromatographiques a
migration latérale. Les test décrits mettent en oeuvre un réactif de llaison
conjugué a un marqueur particulaire. Ce document décrit des tests dans
lesquels Péchantillon et le réactif de laison conjugué sont appliqués
séparément sur le support solide ou combinés préalablement au dépét sur le
support pour former une solution test. De préférence, le réactlf de lalson
conjugué est incorporé au support chromatographique.

US 6,008,056 décrit des dispositife automatisés pour
immunochromatographie latérale. Le réactif de liaison marqué est incorporé
au support solide ou mélangé avec I'échantillon avant ou lors du dépbt sur le
support chromatographlque.

EP-A1-1 020 726 décrit des tests immunochromatographiques &
migration latérale. |'échantillon est déposé sur le support avant le réactif de

llalson marqué ou un mélange comprenant I'échantiilon et un ou plusieurs
réactifs marqués est déposé sur le support.
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WO-A1-87 08620 décrit des procédés de détection d'un analyte

dans un échantillon par immunochromatographle gquantitative ou seml
quantitative. Le réactif de liaison marqué est incorporé au support solide.

Cependant, ces tests Inmunochromatographiques en phase sollde
présentent parfols une sensbliité et une reproductibilité Insuffisantes. Ce
probldme se pose plus particullérement pour la détection d’analytes présents &
une falble concentration ou par la détection d'analytes dans un échantillon de
nature complexe tel que du sang total par exemple. De plus, en ralson de ces
déficiences de tels tests ne conviennent que pour déterminer I'absence ou la
présence d'un analyte dans un échantillon et ne permettent donc que
'obtention d'un résultat qualitatif. Des mesures plus quantitatives ne sont que
difficilement réalisabies. En outre, on observe fréquemment un bruit de fond
important ainsi qu'un effet de zone (ou « Hook effect ») qui altdrent la lisibilité
du résultat. L'effet de zone est un effet indésirable bien connu dans les tests
immunologlques. |l se prodult lorsque 'analyte est présent dans I'échantillon a
une concentraion trés élevée, L'effet de zone peut alors conduire & un résultat
négatif concluant de fagon aberrante 4 'absence de 'analyte dans Féchantilion.

Pour remédier a ces inconvénlents la présente invention propose
des procédés Immunochromatographiques en phase solide permettant
d'obtenir une senslbilitd et une repraductibillté accrues tout an limitant le bruit
de fond eof les effets do zone. Les procédés selon linvention sont
particulitrement adaptés a des échantillons de nature complexe tel que du
sang par exemple. Etant donné que le bruit de fond est diminué alors que la
sensibilité et la reproductibilité sont accrues, les procédés de la présente
invention, permetient avantageusement de détecter plusieurs analytes
différents de fagon simultanée sur le méme support. De plus, I'analyte présent
dans I'échantillon liquide peut 8tre mesuré et quantifié grace aux performances

_des pracédés selon I'invention.

Dans les procadés selon la présente invention, le réactif de liaison
conjugué a un margqueur particulaire est ajouté extemporandment sous forme
liquide. Ainsi, dans les procédés selon Iinvention l'ordre de dépot de
'échantition et des divers réactifs revét une grande importance pour la
performance du test de détaction.
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Dans un premier mode de réalisation, le procédé de détection d'un
analyte dans un échantllion liquide selon linvention comprend ies é&iapes
suivantes :

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de
collectlon et d'une zone de détectlon, un réactif de capture étant immobilisé
dans la zone de détection ;

b) on dépose, séparément et successivement, dans la zone de
collection du support solide poreux:

l} un réactif de liaison conjugué a un marqueur particulaire, le
réactif étant sous forme liquide,

i) I'échantlilon liquide,

¢) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion
caplilaire du réactif de llalson conjugué A un marqueur particulaire et de
I'échantilion liqulde depuis la zone de collection jusqu' & 1a zone de détection
du support sollde paraux,

d) on observe la mesure dans laquelle le réactif conjugué & un
marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection.

Avantageusement & l'étape b) on dépose l'échantilion liquide en
amont du réactif de llalson conjugué 4 un marqueur particulalre par rapport au
sens de migration depuls le zone de collection jusqu’ & la zone de détection du
support sollde poreux.

La présente invention concerne égalament un procéda de détaction
d'un analyte dans un échantillon liquide comprenant les étapes sulvantes :

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d’'une zone de
collection et d'une zone de détection, un réactif de capture étant immobillsé
dans la zone de détection ;

b) on dépose, séparément et successivement, dans la zone de
collectlon du support solide poreux :

i} un réactif de liaison conjugué a un marqueur particulaire, le
réactif étant sous forme liquide,

i) Péchantillon liquide,

1) un diluant sous forme liquide,

c) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion
capillaire du réactif conjugué 4 un marqueur particulaire, de I'échantilion liquide
et du diluant depuis {a zone de collection jusqu’ a la zone de détection du
support sollde poreux,



WO 2004/088320

10

15

20

25

30

35

PCT/FR2004/000778

5

d) on observe la mesure dans laguelle le réactif de llalson conjugué
é un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection.

La présente Invention a également pour objet un procédé de
détection d'un analyte dane un échantilion liquide comprenant les étapes
sulvantes :

a) on dispose d'un supportt sollde poreux pourvu d'une zone de
collaction et d'une zone de détection, un réactif de capture étant immobilisé
dans la zone de détection ;

b) on dépose, séparément et successivement, dans la zone de
collection du support solide porsux:

i} I'échantillon liquide,

liy un réactif de llalson conjugué & un marqueur particulaire, le
réactif étant sous forme liquide,

lii) un diluant sous forme liquide,

c).on attend un temps suffisant pour la migration par diffuslon
capillaire du néactif conjugué a un marqueur particulaire, de I'échantilion liqulde
et du diluant depuis la zone de collecilon jusqu’ & ia zone de détection du
support sollde poreux,

d) on cbserve ia mesure dans laquella le réactif de llaison conjugué
4 un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection.

Avantageusement, a I'étape b) on dépose le diluant sous forme
liquide en amont du réactif de Ilalson conjugué & un marqueur particulaire et en
amont de I'échantiiion liquide par rapport au sens de migration depuls la zone
de collection jusqu’ & [a zone de détection du support sollde poreux.

Dans un mode de réalisation préféré de l'lnvention, le réactif de
lialson conjugué & un marqueur particulaire et le réactif de capture immobilisé
dans la zone de détection permettent de détecter l'analyte par un test
sandwich.

Dans un autre mode de réallsation préféré de Finvention, le réactif
de llalson conjugué & un marqueur pariculaire et le réactif de capture
immobilisé dans la zone de détectlon permettent de détecter analyte par un
test de compaétition.

Préférentiellement, le support sollde poreux est un support solide
poreux en forme de bande ou de bandelstte chromatographlique.

Avantageusement, le support sollde poreux est intégré dans un
support de préhension pourvu d'au moins une fenétre d'observation permettant
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d'observer la mesure dans laquelle le réactif conjugué & un marqueur
parficulelre se fixe dans la zone de détection du support sollde poreux.

Dans un mode de réallsatlon particulier de linvention, le support de
préhenasion est pourvu d’au moins une ouverture permettant respectivement le
dépét de I'échantilion liquide, du réactlf de llaison conjugué & un marqueur et,
le cas échéant, du diluant sur la zona de collection du support solide poreux.

Dans un mode de réallsation avantageux de l'invention, le support
solide poreux est intégré dans un support de préhension pourvu d'au moine
une fenétre d'observation pemmettant d'observer la mesure dans laqusile le
réactif conjugué a un marqueur particulaire se flxe dans la zone de détection
du support solide poreux ; ie support solide poreux étant également pourvu
d'une premiére ouverture permettant le dép6t dans la zone de collection du
support solide poreux du réactif de lialson conjugué & un marqueur particulalre
et d'une deuxidme ouverture, en amont de la pramiére ouverture, permettant le
dépdt dans la zone de collection du support solide poreux de I'échantilion
liquide.

Dans un autre mode de réalisation avantageux de l'inventlon, le
support solide poreux est Intégré dans un support de préhension pourvu d'au
moins une fendtre d’observation permettant d'observer la mesure dans laquelle
le réactif conjugué & un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection
du support solide poreux ; le support de préhension étant égalsment pourvu
d'une pramiére ouverture, permettant le dépdt dans la zone de collection du
support solide poreux du réactif de llaison conjugué & un marqueur particulaire
et de l'échantillon, et d'une deuxiéme ouverturs, en amont de la premiére
ouverture, permettant ie déptt dans [a zone de collection du support solide
poreux du diluant sous forme liquide.

Préférentiellement, le support de prdhension est constitué d'un
bottier.

La présente inventlon a aussi pour objet un kit de détection d'un
analyte dans un échantillon liquide comprenant a) un support solide poreux
pourvu d'une zone de collection et d'une zone de détection, un réactif de
capture étant immobilisé dans la zone de détection, et b) un réactif de liaison
conjugué & un marqueur particulaire sous forme liquide.

Avantageusament, la kit de détaction d'un analyte dans un
échantillon liquide selon l'invention comprend en ouire un diluant.
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De préférence, le support sollde poreux est Intégré dans un support
de préhension,

Préférentiellement, le support solide poreux est Intégré dane un
support de préhension pourvu d'au moins une fenétre d'cbservation pour
observer la zone de datection du support solide poreux.

Dans un mode de réalleation préféré, le support solide poreux est
intégré dans un support de préhension pourvu d’au moins une ouverture pour
le dépdt de l'échantliion liquide st/ou du réactif de liaison conjugué & un
marqusur particulalre et/ou du dlluant dans la zone de collection du support
solide poraux.

Préférentiellement, le support solide poreux est intégré dans un
support de préhen;sion en forme de bottier.

Par < analyte », on entend toute entité chimique, biochimique ou
biologique que Fon souhaite détecter dans un échantillon. Parmi les analytes
détectds par les procédés selon la présente invention, on citera notamment las
protéines, les peptides, les anticorps, les hormones, les stéroldes, les
antigénes dérivés d'agents infectieux ou de cellules tumorales, les agents
infoctioux tels que les bactéries, les virus ou les parasites, les acides
nucléiques (ADN ou ARN), les molécuies thérapeutiques, les drogues ou
encore les antiblotiques.

Par « détecter », on entend la détermination de la présence ou de
l'absence d'un analyte dans un échantillon mals aussl la mesure et la
quanfification d'un analyte dans un échantillon. En effet, les performances des
procédés selon linvention autorisent la réalisation de mesures quantitatives ou
semi quantitatives.

Dans un mode de réalisation particulier de I'invention, I'analyte est
la hCG (hormone charlogonadotropine) ou le PSA (antigéne prostatique).

Dans un autre mode de réallsation particuller de Finvention,
l'analyte est un acide nucléique. Dans ce cas, I'acide nucléique présent dans
I'échantilon eet préférentieliement amplifié préalablement selon des techniques
bien connues de 'homme du métier (PCR, ete.). De préférence, cette &tape
d'amplification permet également de marquer l'aclde nucléique amplifié en
utilisant des amorces biotinylées ou par incorporation de nucléctides marqués
4 la biotine par exemple. Altemativement, ['aclde nuclélque peut étre, par
exemple, marqué & la biotine & son extrémité 3' A l'aide d'une terminale
‘transférase appropriée. Avant le dépot 'échantillon est dénaturé soit par choc
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thermique soit en présence d'una solution de NaOH 0,2 N, EDTA 0,05 M ou de
toute autre méthode appropriée. Cette étape de dénaturation psrmet d'obtenir
des acides nucléiques simple brin.

Par « échantllion liquide », on entend tout échantllion dans lequel
l'analyte recherché est en solution ou en suspension. Cet échantillon liquide
peut notamment étre tout fluide biologlque ou corporel. L'échantilion liquide
peut également avoir été obtenu directement ou indirecternent a partir d’'un
flulde blologique ou corporel. L'échantiion peut également &tre un extrait
liquide d'un échantillon solide.

Dans un mode de réalisation préféré de I'invention, I'échantilion
liquide est de I'urine, du sang total, du plasma ou du sérum.

Les réactifs mis en ceuvre dans les procédés selon la présente
invention sont blen connus de 'homme du métier.

Le réactif de liaison conjugué & un marqueur particulaire et le
réactif de capture sont spécifiques de I'analyte recherché dans I'échantilion.

Dans un mode de réalisation particulier de I'invention, le réactif de
llaison conjugué & un marqueur particulaire et le réactif de capture Immobllisé
dans la zone de détection du support sollde permettent de détecter I'analyte
par un test sandwich.

Dans un autre mode de réalisation particulier de [invention, le
réactif de llalson conjugué 2 un marqueur particulalre et le réactif de capture
spécifique de I'analyte immobilisé dans la zone de détection du support solide
permettent de détecter 'analyte par un test de compétition.

Les tests sandwich et les tests par compétition sont bien connus de
'homme du métier. Dans un test sandwich, le réactif de capture spéclfique de
'analyte et le réactif de liaison marqué sont prédéterminés pour se ller
respectivement et spécifiquement avec I'analyte, par exemple sur deux sites
épitopiques, identiques ou différents de I'analyte. Dans un test par campétition,
le réactif de lialson marqué est identique ou analogue a ['analyte, pour se lier
avec le réactif de capture, en compétition avec I'analyte.

Par «réaclifde capture», on entend toute entité chimique
blochimique ou biologique susceptible de se ller spécifiquement avec I'analyte.

Dans ls cas d'un test par compétition, le réactif de capture se lie
également au réactif de llalson. L'analyte et le réactif de capture forment
typiquement un couple ligand/anti-ligand, antigbne/anticorps, ADN/ARN ou
ADN/ADN. Alnsi, si 'analyte est un antigéne ou un hapténe, le réactif de

SA
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capture est par exemple un anticorps spécifique de I'analyte. Si 'analyte est un
‘anticorps, le réactif de capture est I'antigdne reconnu par I'anticops ou un
anticorps reconnalésant spécifiguement I'anaiyte. Si I'analyte est un acide
nucléique, le réactf de capture est par exemple une sonde ADN
complémentalre.

Le réactif da capture immobiliaé est préférentiellement un anticorps
polyclonal ou monoclonal ayant une forte affinité pour l'analyte et plus
préférentielloment Il s'agit d'un anticorps monaclonal.

Le réactif de capture spécifique de l'analyte est immobilisé sur le
support solide selon des techniques connues de I'homme du métier. Ce réactif
de capture est imnmobilisé de telle fagon qu'il ne soit-pas mobile & I'état humide.
Cette immobilisation peut s'effectuer par exemple par absomption ou par un
couplage covalent. Lorsque le réactif de capture est un acide nucléique, Il est
par exempile fixé sur un support de type nitrocellulose par un traitement UV ou
par toute autre technique connue de I'homme du métier.

Par «réactif de limison», on entend toute entité chimique
biochimique ou biologique suscepiible de se lier spacifiquement avac 'analyte
ou avec le réactlf de capture en compétition avec Fanalyte.

Par « lier » ou « lialson », on entend toute llaison forte, par exemple
covalente ou toute lialson falble, par exemple du type antigene/anticorps ou
avidine/streptavidine.

Le réaclif de liaison est par exemple un anticorps, un antigéne ou
un acide nucléique.

Tout autre réactif de liaison connu de I'homme du métier peut &tre
utllisé te! que un (ou des anticorps) monoclonal aux antibiotine, de I'avidine, de
la streptovidine, ou de la polytroptavidine. Ces réactifs peuvent &tre natifs ou
recombinants.

Dans un test par compétition, le réactif de liaison est par exemple
l'analyte lui-m&me ou un analogue approprié de l'analyte. Par analogue
approprié de 'analyte, on entend un analogue se liant de maniére spécifique
au réactif de capture spécifique de 'analyte. Le réactif de liaison marqué est
donc l'analyte conjugué 4 un marqueur particulaire ou un analogue de 'analyte
conjugué a un marqueur particulaire. ]

Dans un test de type sandwich, le réactif de liaison se lie de fagon
spécifique & I'analyte. Le réaclif de liaison marqué est donc par exemple un
anticorps spéclifique de I'analyte conjugué & un marqueur particulalre.
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Lorsque l'analyte est un aclde nucléique marqué & la blotine, le
réactif de lialson est typiquement un anticorps antl-blotine conjugué 4 un
marqueur particuiaire tel que de I'or colloldal par exemple.

Le réactif de liaison est conjugué & un marqueur particulalre
permettant une mesure ou une observation directe du résuitat du test. Le
marqueur pearticulaire peut étre observé directement & ['oell nu lorsqu'll est
concentré dans la zone de détection du support solide. La mesure du marqueur
particulaire peut s'effectuer directement & V'osil nu ou 4 V'alde d'un apparell de
mesure. Cette mesure se fait par une observation directe ne nécessitant pas
de manipulation supplémentaire. Typiquement, les marqueurs particulaires
sont consfitués de particules de petite taille insolubles dans I'eau et qui forment
donc des suspensions en phase liquide c'est-A-dire une dispersion de
particules solides dans un liquide.

Les marqueurs particulaives sont bien connus de 'homme du:
métier. On connalt notamment les marqueurs particulalres colorés ou
fluorescents. A titre d'exemple, on citera l'or colloidal, les particules de latex
colorées, les particules de latex fluorescentes et les particules conjugués a
l'avidine ou & la streptavidine.

Parmi les marqueurs permettant une observation directe & I'call nu
on cltera aussl las marqueurs ds type dextran (Hansen T.M., IVD Technology
4, 35-40, 2003). Le réactif de liaison est alors conjugué & une chalne de
dextran (dérivé de polysaccharide) portant des fluorophores.

Le reactif de liaison est conjugué au marqueur particulaire selon
des techniques connues.

Dans les procédés selon la présente invention, le réactif de liaison
conjugus a un marqueur particulaire est sous forme liquide.

Par « réactif sous forme liquides, on entend tout réactif dans lequel
le réactif de linison est en solution ou en suspension. La préparation du réactif
de liaison conjugué au marqueur particulaire sous forme liquide se falt selon
des techniques décrites dans la littérature. Habituellement, ie réactif de Haison
conjugud est en solution ou en suspension dans une solution saline
tamponnée. Ceite solution peut également comprendre des agents stabilisants
et d'aufres composés tels que des anti-bactériens ou des anti-fongiques. Parmi
les agents stabilisants on citera par exempla la sérum albumine bovine (BSA)
et la casdine.

A
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Dans certains procédés selon la présente invention, un diluant est
utilisé lorsque I'échantillon liquide est du plasma, du sérum ou du sang total par
exemple. Ce diluant migre dans le support solide entratnant I'échantillon et le
réactif de liaison marqué. Typiquement ce diluant est composé d'une solution
saline tamponnée, |l peut également comprendre un détergent ou tout autre
composant nécessaire & la réaction.

Dans les procédés de détection d'acides nucléiques, le diluant peut
étre consfitué d'un tampoen d’hybridation. De tels tampons d'hybridation sont
bien connus de 'homme du métier.

Les supports solides poreux mis en oauvre dans les tesis
immunochromatographiques selon l'invention sont bien connus de 'homme du
métler (EP 0 284 232). La porosité du support permet |a diffusion capillaire de
I'échantillon et des réactifs & I'état liquide ou humide.

A titre d'exemple, le support solide poreux peut éire constitué de
divers supports chromatographiques, de celiulose, de nylon, de nitroceliuloss,
de polyéthyléne ou de fibre de vemre.

Le suppblt solide peut atre constitué d'une ou de plusieurs parties
distinctes. Les différentes partles du support pouvant éfre constitués de
matériaux différents. Lorsque le support solide est constitué de différentes
parties ou de différents matériaux, ces éléments sont disposés de telle fagon a
permettre la continuité de {'écoulement capillaire dans le support solide.

De préférence, le support sollde poreux est un support solide
poreux en forme de bande ou de bandeletta chromatographique.

Le support solide peut ainsi se présenter sous la forme d'une
bande chromatographique constituée de plusieurs bandelettes superposés ou
chevauchantes.

Typlquement, ls support solide poreux comporte une zone de
collection de Féchantillon et une zone de détection portant le réactif de capture.
Ces zones sont disposées de fagon & permettre ia continuité de I'écoulement
caplilaire depuis ta zone de collection jusqu'a la zone de détection. La zone de
collection et la zone de détection sont deux zones distinctes et séparées du
support solide poreux. L'échantillon, le réactif de liaison marqué et lo cas
échéant le diluant sont déposés au niveau de la zone de collection et migrent &
travers le support solide poreux Jusqu'a la zone de détection. Le support solide
poreux est ainsi par exemple constitué d'une bande chromatographique dont

/J
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'une des extrémités constitue la zone de collection, la zone de détection étant
situé & proximité de 'autre extrémité de la bande.

Cos zones pauvent par exemple étre présentas dans un méme
plan sur une bande constiftué d'un matériau unique. Avantageusement, un
matérau spéclfique correspand & chaque zone du support sollde. Un matériau
absorbant poreux peut par exemple étre utllisé pour la zone de collection de
I'échantillon.

La zone de collection de I'échantillon du support solide peut ainsl
8tre constitué d'un organe de captation en matériau absorbant. Cet organe de
captation peut étre directement mis en contact avec un flux d'urine par
exemple. Le support solide peut dgalement comprendre un organe de
captation mobile tel que décrit dans WO 00/00288,

La zone de détection du support solide poreux peut également
comporter un deuxiéme réactif de capture immobilisé sur le support poreux en
ava! du premier réactif de capture. Ce deuxiéme réactif de capture Immobllisé
permet de contrfler le bon déroulement du test en vériflant par exemple la
migration du réactif de liaison conjugué au marqueur particulaire dans le
support solide. Le deuxidme réactif de capture est par exemple un anticoms
spécifique du réactlf de lialson.

Dans les procédés seion la présente invention, le réactif de lialson
marqué, I'échantilion et le cas échéant le diluant sont déposés séparément,
successivement et sous forme liquide dans la zone de collection du support
sollde. Le dépdt extemporané du reactif de flaison marqué sous forme liquide
avant I'échantllion et/ou avant le diluant permet de diminuer bruit de fond et
effet de zone tout en augmentant la sensibilité grace au contact immédiat et
total entre I'échantifion et le réactif de liaison marqué. La reproductibilité des
procédés selon l'invention est également considérablement augmentée par le
dosage précls du réactif de lialson marqué ajouté sous forme liquide.

De plus, dans les procédés selon la présente Invention le dépot
extemporané du réactif de liaison marqué sous forme liquide avant i'échantillon
st/ou avant le diluant permet d'obtenir un effet de lavage qui conduit & une
diminution du bruit de fond et de l'effet de zone. Cecl est particulidrement
avantageux pour la détection d’analytes dans un échantillon complexe tel que
du sang par exemple.

De fagon avantageuse, ['échantillon ou le dliuant est déposé dans
fa zone de coliection en amont du réactif de liaison marqué.

7
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Afin de contréler la quantité de réactif de lfailson marqué déposé sur
la zone de collection du support solide poreux, ce dépét s'effectue de
préférence a I'alde d'une plpetis, d'un goutte & goutte ou d'un flacon compte-
gouttas.

L'dchantillon liquide peut également 8ire dépoaé & I'alde d'une
pipefte, d'un goutte & goutte ou d'un flacon compte-gouttes. Dans un autre
mode de réalisation, le dépdt de I'dchantilion est effectud en trempant la zone
de collection du support solide dans I'échantillon liquide. Lorsque I'échantillon
liquide est de l'urine, la zone de collection du support solide peut aussl étre
directement mise en contact avec un flux d'urine.

' Dans un mode de réalisation préféré de linvention, le support
solide poreux est Intégré dans un support de préhension. Ce support de
préhension peut envelopper partiellement ou totalement le support solide
poreux. Habituellement, le support de préhension est en forme de bottler.

Ces supports de préhension ou boltiers sont notamment décrits
dans EP 0 291 194, EP 0 560 411, EP 0 560 410 et dans WO 00/00288.

Le support de préhension facliite la manipulation du support solide
poreux et protége celul-cl de 'humiditd notamment.

Le support de préhension peut &ire constitus de matériaux divers
tel que du carton, du carton plastifié ou plus préférentiellement de matiéres
plastiques. De fagon avantageuse, le support de préhension est constitué d'un
matériau rigide et Imperméable.

Typiquement, le support de préhension est pourvu d'au moins une
fenétre d'observation pour observer la zone de détection du support solide
poreux.

Dans un mode de réalisation de [invention, le support solide
poreux peut comprendre une zone de collection salllante par rapport au
support de préhension pour le dépbt de 'échantlilon liquide et/ou du réactif de
liaison marqué et/ou du diluant.

Dans un autre mode de réalisation de l'invention, le support de
préhension ou le bottler comprend au moins une ouverture pour le dépét de
I'échantilion liquide et/ou du réactif de lialson marqué et/ou du diluant dans la
zone de collaction du support solide poreux.

L'invention sera mieux comprise & [aide des flgures et des
exemples ci-dessous :
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Flgure 1 : Principes des procédés immunochromatographiques de l'invention

Les raégions grisges représentent des parties du support solide constituées d'un
matériau absorbant.

Flgure 2 : Dispositif pour tasts Inmunochromatographiques

La figure 2 représente un dispositif comprenant un bofltier comprenant un
support solide poreux. Le boitier est pourvu d'une ouverture (O) pour le dépot
des liquides et d'une fenétre d'observation (F). La figure 2a représente le dépot
des liquides sur le support solide par l'ouverture dans {e boitier. La figure 2b
montre un résultet négatif visible par la fenétre d’'observation (F). La figure 2b
montre un résultat posltif pour un test sandwich visible par la fenétre
d'observation (F).

T={igne de test, C= ligne de contrdle, O= ouverture, F= fenétre d'observation.

Elaure 3 : Disposltif pour tests immunochromatographlques a deux pults
La figure 3 représente un boltler comprenant un support solide poreux. Le
boftier est pourvu de deux ouvertures distinctes {O1 et O2) pour le dépbt des

liquides et d'une fenétre d'observation. La fiéche indique le sens de migration
par diffusion capillaire.

O1= ouverture n® 1, O2= ouverture n°2, T= ligne de test, C= ligne de contrble.

Flgure 4 : Exemples comparatifs avec diluant

R= réactif de liaison marqué, E= échantillon, D= diluant, T= lighe de test, C=
ligne de contrdle.

Figure 5 : Examples comparatifs sans dliuant

R= réactif de liaison marqué, E= échantillon, T= ligne de test, C= ligne de
contrdle.
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Les procédés ont éié mis en ceuvre avec les dispositifs représentés & la figure
2 ot & la figure 3.
nalyte et ilo

L'analyte est l'antigéne prostatique (PSA) détecté dans du sérum. Le test
pourrait 8ire réalisé de la m&me fagon avec du sang total ou du plasma.
Reéactifs et diluant
Le réactif de liaison marqué est un anticorps monoclonal ou polyclonal anti-
PSA conjugué avec de l'or colicidal dans un tampon (PBS 0,1M, pH 8)
contenant de la sérum albumine bovine (BSA 1%) comme stabilisant.
Au niveau de la ligne de test de la zone de détection est Iimmobilisé un premier
réactif de capture. Ce premier réactif de capture est un anticorps monoclonal
ou palyclonal ant-PSA.
Au niveau de la ligne de contrble de Ia zone de détection est immobllisé un
deuxidme réactif de capture. Ce deuxidme réactif de capture est un anticorps
monoclonal ou polyclonal dirigé contre I'anticorps du réactif de liaison marqué.
Le diluant est constitué d'un tampon PBS (0,1 M, pH 8) contenant un détergent
(0,05% Tween 20).
Procédés
Les différents procddés qul ont été comparés sont représentés dans la figure 4.
Les procadés A, B et C sont conformes & l'invention. Dans tous les cas, lIa
quantité d'échantilion et la quantité de réactif de liaison conjugué au marqueur
particulaire par test étaient identiques quelle que soit le procédé considéré pour
ne pas fausser les résultats,
Volume échantilion = 25 ui (Version A, B, C, D, E)
Volume diiuant = 100 pl (Verslon A, B, C, D), 150 ul (Version E).
Volume réactif de lialson marqué = 35 ¢l (Verslon A, B, C, D), identique mais
sous farme déshydratée (Version E).
Les procédés ont ét8 réalisés de ia fagon suivante ;
Verslon A

1) Réactif de llalson marqué

2) Echantillon
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3) Dliuant
Vergion B
1) Echantillon dans cuverture 2
2) Réactif de liaison marqué dans ouverture 2
5 3) Diluant dans ouverture 1 {(en amont de I'ouverture 2).
Vearsion C
1) Echantillon
2) Réactif de llaison marqué
3) Diluant
10 Version D
1) Echantillon et réactif de liaison marqué pré-mélangés
2) Diluant
Verslon E
1) Echantilion
15 2) Dlluant
Dans ce dernler procédé le réactif de linison marqué est directement porté par
le support solide.
Résuliats
Les performances obtenues pour chacun des procédés ont été mesuntes et
20 quantifiées & l'aide d'un réflectométre. L'effet de zone est évalué en utilisant un
échantillon trés concentré en analyte.

Procedé Bruit de fond | Effst de zone Sensibllité | Reproductibllité
A 4 5 5 4
B 5 3 4 4
C 4 4 3 4
D 4 4 2 4
E 3 2 1 2

Classification de 1 & 5 (1 le moins performant, 5 le plus performant).
25
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le 2 : Procédés Immunochromato iques sans d

Dispositif
Les procédés ont été mis en ceuvre avec les dispositifs représentés a la figure
2 et alafigure 3.

et échaptilion

L'analyte est 'hormone chorlogonadotropine (hCG) détectée dans de 'urine.
Le test pourrait étre raalisd de la méme fagon avec du serum ou du plasma.
Réactifs
Le reactif de liaison marqué est un anticorps monoclonal ou polyclonal anti-
hCG conjugué avec de l'or colloidal dans un tampon (PBS 0,1M, pH 8)
contenant de la sérum albumine bovine (BSA 1%) comms stabllisant.
Au niveau de la lighe de test de la zone de détection est immobilisé un premier
réactif de capture. Ce premier réactif de caplure est un anticorps monoclonal
ou polyclonal ant-hCG.
Au niveau de la ligne de contrdle de la zone de détection est immobilisé un
deuxiéme réactif de capture. Ce deuxiéme réactlf de capture est un anticomps
monoclonal ou polyclonal dirigé contre l'anticorps du réactif de llaison marqué.
Procédés :
L.es différents procédés qui ont 8té comparés sont représentés dans la figure 5.
Les procédés A et B sont confoomes a linvention. Dans tous les cas, la
quantité d'échantillon et la quantité de réactif de liaison conjugué au marqueur
particulaire par test étaient identiques quelle que soit le procédé considéra pour
ne pas fausser les résultats.
Volume schantillon = 100 i (Verslon A, B, D), 100 pl + 35 pl (Version E)
Volume réactif de llalson marqué = 35 pl {(Verslon A, B, D), Identique mals sous
forme déshydratée (Version E).
Les procédés ont été réalisés de la fagon suivante :
Version A '

1) Réactif de liaison marqué

2) Echantilion
Version B

1) Réactif de liaison marqué dans ouverture 2

2) Echantlllon dans ouverture 1
Version D

1) Echantilion et réactif de llalson marqué pré-mélangés
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Version E
1) Echantilion
Dans ce demler procéds le réactif de liaison marqué est directement porté par
la support sollde.
Résultats
Les performances obtenues pour chacun des procédés ont 6t mesurées et

quantifides a 'aide d’un réflectomatre. L'effet de zone est évalué en utilisant un
échantillon trés concentré en analyle.

Procédé Bruit de fond | Effet de zone | Sensibilité | Reproductibilité
A 4 4 4 4
B 5 5 1 4
D 3 1 5 4
E 3 3 3 2

Classiflcation de 1 4 5 (1 le moins performant, 5 le plus performant).

Exemple 3 : Procédé de détection de la momphine (test compétition)

lsposit
Ce procédé a &té mis en ceuvre avec le dispositif représenté 3 la figure 2.
Analyte et échantillon
L'analyte est la morphine détectée dans de f'urine.
Reéactifs
Le réactif de liaison marqué est un hapténe morphine-BSA conjugué a des
particules d'or colioidal dans un tampon (PBS 0,1M, pH 8) contenant de la
sérum albumine bovine (BSA 1%) comme stabillsant.
Au niveau de la ligne de test de la zone de détection est immobilisé un réactif

de capture. Ce premier réactif de capture est un anticorps monoclonal anti-
morphine,

Procédé

Dépbt de 35 pl de reactif de liaison conjugué au marqueur particulaire puis
dépét de 150 pl d'urine dans le méme pult du bottler. Lecture des résultats 5
minutes plus tard.
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Par rapport 4 un test mettant en ceuvre un support ‘solide portant le réactif de
lialson conjugué sous forme déshydratée, le brult de fond est diminué et la
reproductibilitd est améliorée.

Exempie 4 : Procédé de détection d'un aclde nucléique

Dispositif

Ce procédé est mis en ceuvre avec le dispositif représenté & la figure 2.

Le disposiiif comprend une bandelette de nitrocellulose sur laquelle est fixée
(par traltement UV ou par toute autre technique) une sonde spdcifique d'un
acide nucléique d'E.colf ou de Chlamydia. L.a bandelette est Incluse dans un

boftier en plastique pourvu d’'une ouverture pour le dépét des réactifs et d'un
fenétre d'obsarvation.

n c lo
L'analyte recherché dans l'édchantillon est un ADN ou un ARN d' E.cofl ou de
Chiemydia. L'acide nuclélque est préalablement amplifié selon des méthodes
classiques comme par exemple la PCR. Le marquage de FADN est réalisé au
moyen d'amorces biotinylées ou par incorporation de nucléotides marqués a ia

blotine. Alternativement; I'extrémiié 3’ des acides nuclélques est marquée 2 la
biotine a l'aide d'une terminale transférase.

Réactifs

Le réactif de liaison marqué est un anticorps polyclonal de lapin anti-biotine
marqué a I'or collotdal.

Le tampon d'hybridation est un tampon PBS contenant 0,1% de Tween 20.
D'autres tampons d'hybridation peuvent ire utilisés,

Procédé

Les acldes nuclélques amplifiés et marquéds a la biotine (échantilion) sont
dénaturés soit par choc themmique, soit en présence de NaOH 1,2N, EDTA
0,05 M.

25 pl d'échantilion dénaturé sont déposés dans le puit échantillon (ouverture).
40 pl de réactif de llalson marqué (conjugué anti-blotine) sont ensulte déposés
dans e puit échantilion. Ces deux premidres étapes peuvent 8tre Inversées.
150 pl & 200 pl de tampon d'hybridation sont ensulte déposds dans le puit
échantilion.

Résultats
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Loreque l'acide nucléique recherché est présent dans 'échantilion il migre par
diffusion depuls la zone de collection jusqu'a la zone de détection ol Il se fixe &
la sonde Immobllisée sur le support. Une bande rouge apparalt dans la zohe
test (lecture du test 10 a 20 minutes aprés les dépéts). La ligne de contréle

5 apparait également dans la zone de détection et montre la bonne fonctionnallt®
des réactifs.



WO 2004/088320 PCT/FR2004/000775

10

15

20

25

30

35

21

REVENDICATIONS

1) Procédé de détaction d’un analyte dans un échantillon liquide
comprenant les étapes sulvantes :

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de
collection et d'une zone de détection, un réactif de capture étant immobilisé
dans la zone de détection ;

b) on dépose, séparément et successivement, dans la zone d
collection du support solide poreux:

i) un réactif de llalson conjugué & un marqueur particulaire, le
réactif étant sous forme liquide,

i) I'6chantillon liquide,

c) on attend un temps sufflsant pour ta migration par diffuston
caplilaire du réactif de liaison conjugué & un marqueur particulaire et de
I'échantilion liquide depuls la zone de collectlon jusqu' 4 la zone de détection
du support solide poreux,

d) on observe Ia masure dans laquelle le réactif de llalson conjugué
4 un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection.

2) Procédé selon la revendication 1 dans lequel & I'étape b) on
dépose I'échantillon liquide en amont du réactif de liaison conjugué a un
marqueur pariculaire par rapport au sens de migration depuls la zone de
collection jusqu’ & la zone de détectlon du supportt sollde poreux.

3) Procédé de détection d'un analyte dans un échantillon liquide
comprenant les étapes sulvantes :

a) on dispose d'un support sollde poreux pourvu d'une zone de
collection et d'une zone de détection, un réactlf de capture &tant immoabilisé
dans la zone de détaction ;

b) on dépose, sépardment et successivement, dans la zone de
collection du support solide poreux :

I) un réactif de llalson conjugué a un marqueur particulalre, le
réactif étant sous forme liquide,

il) I'échantillon liquide,

1i1) un diluant sous forme liquide,



e —— Lol Chl i R . — Ay

WO 2004/088320 ; PCT/FR2004/000773

10

15

20

25

30

35

22

¢) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion
capllialre du réactf de llalson conjugué & un marqueur particulaire, de
I'dSchantifion liquide et du diluant depuis la zone de collection jusqu’ a la zone
de détection du support sollde poreux,

d) on observe la mesure dans laqualle ls réactif de llaison conjugué
& un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection.

4) Procédd de détection d'un analyte dans un échantillon liquid
comprenant les étapes suivantes :

a) on dispose d'un support sollde poreux pourvu d'une zone de
collectlon et d'une zone de détection, un réactif de capture étant immobilisé
dans la zone de détection ;

b) on dépose, séparément et successlvement, dans la zone de
collection du support solide poreux:

I) Féchantilion liquide,

i) un réactif de liaison conjugué a un marqueur particulaire, le
réactif étant sous forme liquide,

Ill) un diluant sous forme liquide,

¢) on attand un temps suffisant pour la migration par diffusion
capillaire. du réactif de lalson conjugué a un marqueur particulaire, de
I'¢chantillon liquide et du diluant depuis la zone de collection jusqu'a la zone de
détection du support solide poreux,

d) on observe la mesure dans laquelle le réactif de llalson conjugué
& un marqueur particulaire se filxe dans la zone de détection.

5) Procédd selon f'une des revendicatlons 3 ou 4 dans lequel a
I'étape b) on dépose le diluant sous forme {iquide en amont du réactif de llaison
cohjugué 3 un marqueur particulaire et en amont de I'dchantillon liquide par
rapport au sens de migration depuis la zone de collaction jusqu’ & la zone de
détaction du support sollde poreux.

6) Procédé selon I'une des revendications 1-5 dans lequel le réactif
de liaison- cenjugué & un marqueur particulaire et le réactif de -capture
immobilisé dans la zone de détectlon permettent de détecter 'analyta par un
tast sandwich.
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7) Procédé selon fune des revendlcations 1-5 dans lequel le réactif
de llalson conjugusé a un marqueur particulalre et le rédactif de capture

immabilisé dang la zone de détection permettent de délecter I'analyte par un
test de compéition.

8) Procadé selon I'une des revendications 1-7.dans lequel le

support solide poreux est un support solide poreux en forme de bande ou de
bandelette chromatographique.

8) Proc6dé selon 'une des revendications 1-8 dans lequel le
support solide poreux est intégré dans un support de préhension pourvu d'au
moins une fenétre d'observation permettant d'observer la mesure dans laqueile

I réactif conjugué a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection
du support sollde porsux.

10} Procédé selon la ravendication 9 dans lequel le support de
préhension est peurvu d'au moins une ouverture permettant respectivement le
dépdt de I'échantilion liquide, du réactif de lialson conjugué & un marqueur et,
le cas échéant, du diluant dans la zone de coitsction du support solide porsux.

11) Procédé selon la revendication 2 dans laquel le support solide
poreux est intégré dans un support de préhension pourvu d'au moins une
fenétre d'observation parmettant d'observer la mesurs dans laquelle le réactif
conjugué & un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection du
support sollde poreux ; le support sollde pareux étant également pourvu d'une
premiére ouverture permettant le dépdt dans la zone de collection du support
sollde poreux du réactif de llalson conjugué & un marqueur particulaire et d'une
dauxiéme ouverture, en amont de la premiére ouverture, permettant le dépdt
dans la zone de collection du support solide poreux de I'dchantillon liquide.

12) Procédé selon la revendication 5 dans lequel le support solide
poreux est Intégré dans un support de préhension pourvu d'au moins une
fenétre d'observation permettant d'observer ia mesure dans laquelle le-réactif
conjugué a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection du
support solide poreux ; le support de préhension étant égaiement pourvu d'une
premiédre ouverture, permettant le dépdt dans la zone de collection du support
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solide poreux du réactlf de llalson conjugué & un marqueur particulaire et de
l'échantillon, et d'une deuxiéme ouverture, en amont de la premidre ouverture,

permeitant le dépdt dans la zone de collection du support solide poreux du
diluant sous forme iiquide.

13) Procédé selon I'une des revendications 8-12 dans laquel le
support de préhension est constitué d'un bottier.
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METODODOS INMUNOCROMATROGRAFICOS DE FASE-SOLIDA

La presente invencién se relaciona con un método para detectar un analito en un

muestra liquida.

Los ensayos de inmunocromatrografia de fase sdlida son bien conocidas para aquellos
expertos en el arte, Estos ensayos usan un soporte éblido poroso dentro del cual la
muestra y el reagente migran por difusion capilar. Dispositivos en los cuales el soporte
solido es en la forma de un “ palillo sumergible” son particularmente conocidos. Estos
ensayos usan un soporte cromatogréfico stlido que comprende una zona de deteccion
sobre la cual un reagente de captura especifico para el analito esta inmovilizado. Este
soporte. sdlido es llevado en contacto con una solucidn que incluye, primeramente, la
muestra a ser ensayada y, secundariamente, un reagente de fijacibn marcado
especlifico para el analito. Esta solucién migra, por difusién capilar, en el soporte sélido
hasta la zona que contiene el reagente de captura Inmoyilizado. En un ensayo
sandwich, el reagente de fijacion marcado se pega al analito, mientras que este es
inmovilizado en el soporte sdlido por el reagente de captlura. La presencia o ausencia

del analito en la muestra es asi medida a través de la deteccién del reagente marcado.

La EP 0 284 232 describe ensayos inmunocromatrograficos de fase sélida en los cuales
el soporte sblido directamente porta, en forma liofilizada o dehidratada, el agente de
fijacién conjugado a un marcador particulado. El reagente conjugado con el marcador
particulado esta inmdvil en forma liofilizada, pero se vuelve mdvil en un estado himedo.
Asi, cuando el soporte sdlido es traido en contacto con la muestra liquida, esta migra
por difusién capilar en el soporte, incorporando el reagente de fijacién conjugada al
marcador particulado. En estos ensayos, no es necesario mezclar el reagente
conjugado y la muestra de ante mano, y todos los reagentes necesarios para el ensayo

son en consecuencia integrados dentro del soporte sélido.
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En adicion, el reagente de fijacion marcado del analito especifico es marcado con un
marcador particulado que puede ser detectado por observacién directa. Manipulaciones
adicionales no son en consecuencia necesarias para leer los resultados del ensayo.
Estos ensayos en consecuencia soio requieren un poco nimero de manipulaciones y

son facil y rapidas para usar.

Las EP 0 291 184, EP 0 560 411 y EP 0 560 410 también describen dispositivos de
ensayo en los cuales el reagente de fijacidn conjugado a un marcador particulado es
llevado en un soporte sdlido. En adicién, en estos dispositivos, el soporte sélido es
incorporado dentro de un estuche provisto de una abertura para depositar la muestra y
con una ventana para observacion para leer ios resultados. El estuche facilita la cogida
del dispositivo y protege el soporte sélido. Adicionalmente, esas patentes también
describen dispositivos en los cuales uno de los extremos del soporte sobresale del
aestuche para facilitar la depositacion de la muestra. Este extremo sobresaliente del

soporte sélido puede asl se llevado en contacto con una corrlente de orina, por ejemplo.

WO 00/00288 describe dispositivos mejorados que incluyen un estuche y un soporte
sélido. El soporte sdlido es provisto con un miembro dolactor movible para una mejor

recoleccién de la muestra.

EP-A1-0 458 231 se relaciona con un inmunoensayo de fase sélida para detectar un
analito en una muestra liquida. Estos ensayos usan un soporte sélido, tipicamente una
membrana, sobre la cual un reagente para capturar el analito esta inmovilizada.
Después de que la muestra ha sido depositada, el analito inmovilizado sobre el soporte
sélido es detectado usando un reagente de fijacién conjugado a ureasa. Ese documento
describe métodos en los cuales la muestra y luego el reaente de fijacibn marcado soon

depositados sobre el soporte sdlido.
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La EP-A2-0 462 276 describe un ensayo inmunocromatografico de flujo lateral. Los
ensayos descritos usan un reagente de fijacidn conjugado a un marcador particulado.
Ese documento describe ensayos en los cuales la muestra y el reagente de fijacion
conjugado son aplicados separadamente al soporte sélido o combinados antes de la
depositacidon sobre el soporte para formar asl la solucién de ensayo. Preferiblemente, el

reagente de fijacion conjugado esta incorporado dentro del soporte cromatografico.

US 6,008,056 describe dispositivos automatizados para inmunocromatografia lateral. El
agente de fijacion marcado esta incorporado dentro del soporte sélido o mezclado con

la muestra antes o durante la deposicién sobre el soporte cromatogréfico.

EP-A1-1 020 726 describe ensayos de inmunocromatogréficos de flujo lateral. La
muestra es depositada sobre el soporte antes que el agente de fijacién marcado, o una
mezcla que incluye la muestra y uno mas reagentes marcados as depositada sobre el

soporte.

WO-A1-97 09620 describe métodos para detectar un analito en un muestra con
immunocromatografia cuantitativa o semicuantitativa. El reagente de fijacion marcado

es incorporadoe dentro de! soporte sélido.

Sin embargo, estos ensayos immunocromatograficos algunas veces exhiben
insuficiente sensibilidad a reproducibilidad. Este problema se desarrolia mas
particularmente para la deteccién de analitos presentes en bajas concentraciones o con
la deteccién de analitos en una muestra de tipo complejo, tal como una sangre
completa, por ejemplo. En adicion, debido a estas deficiencias, tales ensayos son solo
adecuados para determinar la ausencia o presencia de un analito en una muestra, y
solo en consecuencia permiten obtener un resultado cualitativo. Medidas que son méas
cuantitativas pueden solo ser hechas con dificultad. En adicién, un considerable ruido

de fondo y tambien una zona efecto ( o0 * zona gancho®) son cominmente observadas,



s

lo cual deteriora la facilidad de lectura de los resultados. El efecto de gancho es un
efecto indeseable bien conocido en inmunoensayos. Ocurre que cuando el analito esta
presente en la muestra en una concentracién muy alta. El efecto gancho puede luego
producir un resultado negativo, llevando a una conclusién equivocada de que el analito

esta ausente de la muestra.

Con el propésito de remediar estas limitaciones, la presente invencién propone métodos
inmunocromatogréficos de fase séllda que hacen posible obtener una sensibilidad y
reproducibilidad incrementada mientras que al mismo tiempo limitan los ruidos de fondo
y los efectos de gancho. Los métodos de acuerdo a la invencidn son particularmente
adecuados para muestras de tipo complejo, tales como sangre, por ejemplo. Dado que
ol ruido de fondo es disminuido mientras que la sensibilidad y reproducibilidad
incrementada, los métodos de |la presente invencidén hacen posible ventajosamente
detectar muchos analitos diferentes simultaneamente en el mismo soporte.
Adicionalmente, el analito presente en la muestra liquida puede ser medido y
cuantificado debido a los niveles de desempefio de los métodos de acuerdo a la

presente invencién.

En los métodos de acuerdo a la presente invencién, el reagente de fijacion conjugado a
un marcador particulado es adicionado extemporaneamente en forma liquida. Asi, en
los métodos de acuerdo a la invencién, el orden de disposicién de la muestra y de los

varios reagentes es de gran importancia para la efectividad del ensayo de deteccion.

En una primera incorporacién, el método para detectar un analito en una muestra

liquida de acuerdo a la invencién comprende los siguientes pasos:

a) un soporte sélido poroso provisto con una zona de recoleccion y una zona de

deteccion, un reagente de captura esta inmobilizado en la zona de deteccion;



b)

d)

los sigulentes son depositados, separadamente y sucesivamente, en la zona de

recoleccidn del soporte sélido poroso:

i. un reagente de fijacién conjugado a un marcador particulado, el reagente
esta en forma liquida.

ii. La muestra liquida,

una cantidad de tiempo suficiente para la migracion, por difusidn capilar, del

agente de fijaciéon conjugado a un marcador particulado y de la muestra liquida

desde la zona de recoleccién a la zona de deteccién del soporte sélido poroso,

es permitida que transcurmra,

la extension en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija

en la zona de deteccidn es ohservada.

Ventajosamente, en el paso b) , la muestra liquida es depositada antes del reagente de

fijacién conjugado a la marcador particulado, en relacidén con la direccién de migracion

desde la zona de recoleccion a la zona de deteccion del soporte sblido poroso.

La presente invencién también se relaciona a un método para detectar un analito en

una muestra liquida, que incluye los siguientes pasos:

b)

un soporte sélido poroso provisto con una zona de recoleccién y una zona de

deteccién, un reagente de captura esta inmobilizado en la zona de deteccion;

los siguientes son depositados, separadamente y sucesivamente, en la zona de

recoleccion del soporte sélido poroso:

I un reagente de fijacidon conjugado a un marcador particulado, el reagente
esta en forma liquida.

ii. La muestra liquida,

ii. Un diluyente en forma liquida

£
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c) una cantidad de tiempo suficiente para la migracion, por difusién capilar, del
agente de fijacién conjugado a un marcador particulado y de la muestra liquida
desde la zona de recoleccion a la zona de deteccién del soporte sdlido poroso,
es permitida que transcurra,

d) a extensién en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija

en la zona de deteccién es observada

Un objeto de la presente invencidén es también un método para detectar un analito en

una muestra liquida de acuerdo a la invencién comprende los siguientes pasos:

a) un soporte sdlido poroso provisto con una zona de recoleccion y una zona de
deteccién, un reagente de captura esta inmobilizado en la zona de deteccion;
b) los siguientes son depositados, separadamente y sucesivamente, en |la zona de
recoleccién del soporte sdlido poroso:
i la muestra liquida
ii. un reagente de fijacidn conjugado a un marcador particulado, el reagente
esta en forma liquida,
iii. un diluyente en forma liquida
¢) una cantidad de tiempo suficiente para la migr-acidn. por difusién capilar, del
agente de fijaciobn conjugado a un marcador particulado y de la muestra liquida
desde la zona de recoleccién a la zona de deteccion del soporte sélido poroso, es
permitida que transcurra,
d) la extensién en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija en

la zona de deteccidn as observada.

Ventajosamente, en el paso b) , el diluyente en forma liquida es depositado cormiente
arriba del reagente de fijacién conjugado a la marcador particulado, y corriente arriba de
la muestra liquida, en relacion con la direccién de migracion desde la zona de

recoleccién a la zona de deteccién del soporte sélido poroso.
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En una incorporacién preferida de la invencion, el reagenta de fijacién conjugado al
marcador particulado y al reagente de captura inmovilizado en la zona de deteccion

hacen posible detectar el analito por medio de un ensayo sandwich.

En otra incorporacion preferida de la invencion, el reagente de fijacién conjugado con
una marcador particulado y el reagente de captura inmovilizado en la zona de deteccién

hacen posible detectar el analito por medio de un ensayo de competencia.

Preferiblemente, el soporte sélido poroso es un soporte sdlido poroso en la forma de

una banda cromatogréfica o una banda estrecha.

Ventajosamente, el soporte sblido poroso esta integrado dentro de un soporte para ser
agarrado provisto con al menos una ventana de observacidon para observar la extension
en la que el reagente conjugado a una marcador particulado se fija en la zona de

deteccién del soporte sélido poroso.

En una incorporacién particular de la invencién, el soporte para ser agarrado es provisto
con al menos una abertura para depositar, respectivamente, la muestra liquida, el
reagente de filacibn conjugado a un marcador vy, doﬁda es apropiado, el diluyents,

sobre la zona de recoleccién del soporte sélido poroso.

En una incorporacién ventajosa de la invencion, el soporte sdlido poroso es integrado
dentro de un soporte para ser cogido provisto con al menos una ventana de
observacién para observar la extension a la cual el reagente conjugado al marcador
particulado se fija en la zona de deteccién del soporte sdlido poroso; el soporte sélido
poroso esta también provisto con una primera abertura para depositar el reagente de
fijacién conjugado a un marcador particulado en la zona de recoleccién del soporte
sélido poroso y con una segunda abertura, cormriente amriba de la primera, para depositar

la muestra {iquida en la zona de recoleccién del soporte sélido poroso.
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En otra incorporacién ventajosa de la invencion, el soporte sélido poroso esta integrado
dentro de un soporte para ser agamado provisto con al menos una ventana de
observacion para observar la extension en la cual el reagente conjugado a un marcador
particulado se fija en la zona de deteccién del soporte sélido poroso; el soporte para ser
agarrado esta también provisto con una primera abertura para depositar el reagente de
fijacidn conjugado al marcador particulado y la muestr.a en la zona de recoleccion del
soporte sélido poroso, y con una segunda abertura, comiente arriba de la primera
abertura, para depositar el diluyente en forma liquida en la zona de recoleccién del

soporte sdlido poroso.
Preferiblemente, el soporte para ser agamrado consiste de un estuche.

Un objeto de la presente invencién es también un kit para detectar un analito en una
muestra liquida, que comprende a) un soporte sélido poroso provisto con una zona de
recoleccidn y una zona de deteccion, un reagente de captura esta inmobilizado en la
zona de deteccion, y b) un reagente de fijacién conjugado a un marcador particulado en

una forma liquida.

Ventajosamente, el kit para detectar un analito en una muestra liquida de acuerdo a la

presente invencion también incluye un diluyente.

Preferiblemente, el soporte sélido poroso esta integrado dentro de un soporte para ser

agamrado.

Preferiblemente, el soporte sélido poroso esta integrado dentro de un soporte para ser

agarrado provisto con al menos una ventana de observacion para observar la zona de

deteccion del soporte sélido poroso.
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En una incorporacién preferida, el soporte sélido poroso esta integrado dentro de un
soporte para ser agarrado provisto con al menos una abertura para depositar la muestra
lfquida y/o el reagente de fijacién conjugado con el marcador particuladoc y/o el

diluyente en la zona de recoleccion del soporte sélido poroso.

Preferiblemente, el soporte sélido poroso esta integrado dentro de un soporte para ser

agarmrado en la forma de un estuche.

El término “ analito” es usado para indicar cualquier entidad quimica, bioquimica o
biolégica que se desea detectar en una muestra. Dentro de los analitos detectados por
meadio de los métodos de acuerdo a la presente invencién, se hace mencién particular a
las proteinas, péptidas, anticuerpos, hormonas, esteroides, antigenos derivados de
agentes infecciosos tales como bacterias, virus o parasitos, acido nucleidos (DNA o

RNA), moléculas terapéuticas, drogas o antibidticos.

El términos " detectar” es usado para indicar la presencia o la ausencia de un analito en
una muestra, pero también para medir y cuantificar un analito en una muestra. Esto es
debido a que los niveles de desempefio de los métodos de acuerdo con la presente

invencién hacen posible realizar medidas cuantitativas y semicuantitativas.

En una incorporacién particular de la invencién, el analito es hCG (hormona

gonadotrdpica coribnica) o PSA ( antigeno prostético esbeclﬁco).

En otra incorporacion particular de la invencidn, el analito es un acido nucleico. En este
caso, el acido nucleico presente en la muestra es preferiblemente amplificado de
antemano de acuerdo a técnicas bien conocidas a agquellos expertos en el arte (PCR,
etc). Preferiblemente este paso de amplificacién también hace posible marcar el acido
nucleico amplificado usando primers biotinilatados o por incorporacion nucletoides

marcados con biotina, por ejemplo.
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Alternativamente, el dcido nucleico puede, por ejemplo, ser marcado con biotina en su
extremo 3° usando una transferasa terminal apropiada. Antes de ser depositada, la
muestra es denaturada, o por choque de calor o en la presencia de una solucién de
NaOH 0.2 N, EDTA 0.05 M o cualquier otro método aproplado. Este paso de

denaturacién hace posible obtener un acido nucleico de cadena-sencilla..

El término " muestra liquida® es usado para indicar cualquier muestra en la cual el
analito que esta siendo buscado esta en solucién o en suspension. La muestra liquida
puede ser en particular cualquier fluido bioldgico o del cuerpo. La muestra liquida puede
también haber sido obtenida directa o indirectamente de un fluido biolégico o de cuerpo.

La muestra puede también ser un liquido extraldo de una muestra sélida.

En una incorporacién preferida de la invencién, la muestra liquida es orina, sangre

completa, plasma o suero.

Los reagentes usados en los métodos de acuerdo a la presente invencién son bien

conocidos a aquellos con experiencia en el arte.

Los agentes de fijacion conjugados a una marcador particulado y el reagente de captura

son especlificos para una analito que este siendo buscado en la muestra.

En una incorporacion particular de la invencion, el reagente de fijacidn conjugado a un
marcador particulado y el reagente de captura inmovilizado en la zona de deteccién del

soporte sélido hacen posible detectar el analito por medio de un ensayo sandwich.

En otra incorporacién particular de la invencion, el reagents de fijacion conjugado con el
marcador particulado y el reagente de captura inmovilizado del analito especifico en la
zona de deteccién del soporte sdlido hacen posible detectar el analito por un ensayo de

competencia.
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Los ensayos sandwich y de competencia son bien conocidos a aquellos con experiencia
en el arte. En un ensayo sandwich el reagente de captura del analito especifico y el
reagente de fijacién marcado son predeterminados para asl fijarse respectivamente y
especificamente con el analito, por ejemplo sobre dos sitios epitopos idénticos o
diferentes del analito. En un ensayo de competencia, el reagente de fijacién marcado es
idéntico o similar al analito, para asl fijarse con el reagente de captura, en competencia

con el analito.

El término “reagente de captura” es usado para significar cualquier entidad quimica,

bioquimica o biolégica capaz de fijarse especificamente con el analito.

En el caso de los ensayos de competencia, el reagente de captura también se fija a
reagente de fijacion. El analito y el reagente de captura tipicamente forman una pareja
ligante/anti-ligante, antigeno/anticuerpo, DNA/RNA o DNA/DNA. Asl, si el analito es un
antigeno o un hapten, el reagente de captura es, por ej.emplo, un anticuerpo especifico
para el analito. Si el analito es un anticuerpo, el agente de recaptura es un antigeno
reconocido por el anticuerpo o un anticuerpo que especlificamente reconoce el analito.
Si el analito es un acido nucleico, el reagente de captura es, por ejemplo, una sonda de

DNA complementaria.

El reagente de captura inmovilizado es preferiblemente un anticuerpo poli o monoclonal
que tiene una gran afinidad por el analito, y es mas preferiblemente un anticuerpo

monoclonal.

El reagente de captura del analito especifico es inmovilizado en el soporte sélido de
acuerdo a técnicas conocidas a aquelios expertos en el arte. Este reagente de captura
es inmovilizado en tal forma que no es movible en estado himedo. Esta inmovilizacion
puede ser realizada por ejemplo, por absorcién o por enlace covalente. Cuando el

reagente de captura es un acido nucleico, es, por ejemplo, fijado a un soporte de tipo
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nitroceluloso por tratamientos UV o por cualquier otra técnica conocida a aquellos

expertos en el arte,

El término “reagente de fijacion” es usado para indicar cualquier entidad quimica,
bioquimica y biol6gica capaz de fijarse especificamente con un analito o con un

reagente de captura en competencia con el analito .

El término “ fijar " o " fijacion” es usado para significar cualquier enlace fuerte, por
ejemplo, covalente o cualquier enlace débil, por ejemplo del tipo antigeno/anticuerpo o

avidina/estreptoavidina.
El agente de fijacion es, por ejemplo, un anticuerpo, un antigeno o un acido nucleico.

Cualquier otro agente de fijacién conocido a aquellos expertos en el arte puede ser
usado, tal como uno { o mas) anticuerpo (0 anticuerpos) monoclonal anti-bictina,
avidina, estreptavidina o polistreptavidina. Estos reagentes pueden ser naturales o

recombinados.

En un ensayo de competencia, el reagente de fijacién es, por ejemplo, el analito mismo
o un andlogo apropiado del analito. La expresién “ anélogo apropiado del analito” es
usado para significar un anélogo que se fija especificamente al reagente de captura del
analito especifico.. El reagente de fijacion marcado es en consecuencia el analito

conjugado a un marcador particulado o un anélogo del analito conjugado al marcador

particulado.

En un ensayo sandwich, el reagente de fijacion se fija especificamente al analito. El
reagente de fijacibn marcado es en consecuencia, por ejemplo, un anticuerpo especifico

para el analito, conjugado al marcador particulado. Cuando el analito es un &cido



o

nucleico marcado con biotina, el reagente de fijacion es tipicamente un anticuerpo anti-

biotina conjugado al marcador particulado tal como oro coloidal, por ejemplo.

El reagente de fijacion es conjugado a un marcador particulado para permitir medidas
directas o la observacién de los resultados del ensayo. E! marcador particulado puede
ser observado directamente a simple vista cuando esta concentrado en la zona de
deteccion del soporte sélido. El marcador particulado puede ser medido directamente a
simple vista o usando un dispositivo de medicién. Esta medicién es realizada por
observaciones directas que no requieren ninguna manipulacién adicional. Tipicaments,
el marcador particulado consiste de pequefias particulas que son insolubles al agua y
que en consecuencia forman suspensiones de fase liquida, es decir, dispersiones de

particulas sdlidas en un liquido.

Los marcadores particulados son bien conocidos a aquellos expertos en el arte.
Marcadores particulados coloreados o fluorescentes son conocidos en particular. A
modo de ejemplo, se hace mencién a oro coloidal, particulas de latex coloreadas,

particulas de latex fluorescente y particulas conjugadas a avidina o estreptoavidina.

Entre los marcadores para observacién directa a simple vista, se hace mencién de
marcadores del tipo dextran ( Hasen T.M, /VD Technology 4, 35-40, 2003). El reagente
de fijacibn es luego conjugado a una cadena dextran (derivados polisacaridos)

portando fluoroforos.

El reagente de fijacién es conjugado al marcador particulado de acuerdo con técnicas

conocidas.

En los métodos de acuerdo a la presente invencion, el reagente de fijacién conjugado a

un marcador particulado est4 en forma liquida.
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El término “ reagente en forma liquida® es usado para significar cualquier reagente en el
cual el reagents de fijacién esta en solucion o en suspensiéon. La preparacion del
reagente de fijacion conjugado al marcador particulado en forma liquida es realizado de
acuerdo a técnicas descritas en la literatura. Usualmente, el reagente de fijacion esta en
solucién o en suspensién en una solucién salina amortiguada . Esta solucién puede
también incluir estabilizadores y otros mhpuams. tales como agentes antibacteriales
o antihongos. Entre los estabilizadores, se hard mencién, por ejemplo, de albimina de

suero bovino (BSA) y caselnha.

En ciertos métodos de acuerdo a la presente invencién, un diluyente es usado cuando
la muestra liquida es plasma, suero o sangre completa, por ejemplo. Este diluyente
migra en el soporte sélido, incorporando la muestra y el reagente de fijacién marcado.
Tipicamente, este diluyente esta compuesto de una solucién salina amortiguada; puede

también incluir un detergente o cualquier otro componente requerido para la reaccién.

En los métodos para detectar acidos nucleicos, el diiuyente puede consistir de una
amortiguadora de hibridizacién. Tales amortiguadoras (buffer) de hibridizacién son bien

conocidas a aquellos expertos en el arte.

Los soportes sélidos porosos usa&os en los ensayos Inmunocromatograficos de
acuerdo a la invencion son bien conocidos a aquellos expertos en el arte ( EP 0 284
232). La porosidad del soporte permite la difusidn capilar de la muestra y de los

reagente en estado liquido o himedo.

A modo de ejemplo, el soporte sblido poroso puede consistir de varios soportes
cromatograficos, de celulosa, de nylon, de nitrocelulosa, de polietileno o de fibra de

vidrio.
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El soporte sélido puede consistir de uno o més partes diferentes. La varias partes del
soporte pueden consistir de diferentes materiales. Cuando el soporte sblido consiste de
varias partes o de varios materiales, estos elementos son dispuestos para permitir

continuidad del flujo capilar en el soporte sdlido.

Preferiblemente, el soporte sélido poroso es un soporte sélido poroso en la forma de

una banda cromatogréfica o una banda estrecha.

El soporte sélido puede asi estar en la forma de una banda cromatogréfica consistente

de varias bandas estrechas superimpuestas o translapadas.

Tipicamente, el soporte de sélidos porosos comprende una zona para recoger la
muestra y una zona de deteccién que lleva el reagente de captura. Estas zonas son
dispuestas para permitir continuidad del flujo capilar desde la zona de recoleccion a la
zona de deteccion. La zona de recoleccion y la zona de deteccién son dos zonas
distintas y separadas del soporte sélido poroso. La muestra, el reagente de fijacién
marcado y, donde sea apropiado, el diluyente son depositados en la zona de
recoleccién y migran a través del soporte sélido poroso a la zona de deteccién. El
soporte sélido poroso consiste asl, por ejemplo, de una banda cromatogréfica, uno de
cuyos extremos constituye la zona de recoleccién, la zona de deteccion esta localizada

en las proximidades del otros extremo de la banda.

Estas zonas pueden, por ejemplo, estar presentes en el mismo plano en una banda
consistente de un solo material. Ventajosamente, un material especifico corresponde a
cada zona del soporte sdlido. Un material poroso absorbente pueds, por ejemplo, ser

usado para la zona de recoleccién de la muestra.

La zona de recoleccién de la muestra del soporte sdlido puede asi consistir de un

miembro recolector hecho de un material absorbente. Este miembro recolector puede
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ser directamente llevado en contacto con una corriente de orina, por ejemplo. El soporte
sdlido puede también incluir un miembro recolector mdvil como se describe en WO

00/00288.

La zona de deteccion del soporte sélido poroso puede también comprender un segundo
reagente de captura inmovilizado en el soporte poroso corriente abajo del primer
reagente de captura. Este segundo reagente de captura inmovilizado hace posible
chequear que el ensayo este progresando comectamente, verificando, por ejemplo, la
migracion del reagente de fijacién conjugado al marcador particulado en el soporte
sélido. E!l segundo reagente de captura es, por ejemplo, un anticuerpo especifico para

el reagente de fijacion.

En los métodos de acuerdo a la presente invencién, el reagente de fijacién marcado, la
muestra y, donde sea apropiado, el diluyente son depositados separadaments,
sucesivaments y en una forma liquida en la zona de recoleccién del soporte sélido. La
disposicion extemporanea del reagente de fijacion marcado en forma liquida antes de la
muestra y/o antes del diluyente hace posible la disminucién del ruido de fondo y el
efacto gancho a la vez que incrementa la sensitividad, debido al inmediato y completo
contacto entre la muestra y el reagente de fijacion marcado. La reproducibilidad de los
métodos de acuerdo a la invencién es también considerablemente incrementada por el
hecho que la dosis de reagente de fijacion marcado adicionada en forma liquida es

precisa.

En adicidn, en los métodos de acuerdo a la presente invencién, la disposicion
extemporanea del reagente de fijacién marcado en forma liquida antes de la muestra
y/o antes del diluyente hace posible obtener un efecto de lavado que resulta en un
decrecimiento del ruido de fondo y del efecto gancho. Esto es particularmente ventajoso

para la deteccidn de analitos en una muestra compleja como de sangre, por ejemplo.
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Ventajosamente, la muestra o el diluyente es depositado en la zona de recoleccién

corriente amriba del reagente de fijacion marcado.

Para controlar la cantidad de reagente de fijacién depositado en la zona de recoleccién
del soporte sdlido poros, esta depositacién es preferiblemente realizada usando una

pipeta, un gotero o una botella gotero.

La muestra liquida puede también ser depositada usando una pipeta, un gotero o una
botella gotero. En otras incorporacion, la depositacién de la muestra es realizada por
empapado de la zona de recolaccién del soporte sélido en la muestra liquida. Cuando la
muestra liquida es orina, la zona de recoleccion del soporte sdlido puede también ser

tralda en contacto directo con la muestra de orina.

En una incorporacién preferida de la invencidn, el soporte sélido poroso esta integrado
dentro de un soporte para ser agarrado. Este soporte para agarre puede encolver
parcialmente o completamente el soporte sélido poros. Usualmente, el soporte para

agarre es en la forma de un estuche.

Estos soportes para ser cogido o estuche son descritos en particular en EP 0 291 194,
EP 0560 411, EP 0 580 410, y en WO 00/00288.

El soporte para ser agamado facilita la manipulacién del soporte sélido poroso y lo

protege contra humedad en particular.

El soporte para agarre puede consistir de varios materiales como carton, carton
plastificado 0, mas preferiblemente, plasticos. Venatjosamente, el soporte de agame

consiste de un material rigido e impermeable.
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Tipicamente, el soporte de agarre es provisto con al menos una ventana dde

observacién para observar la zona de deteccién del soporte sélido poroso.

En una incorporacion de la invencion, el soporte sélido poroso puede incluir una zona
de recoleccién que sobresale del soporte de agarre, para depositar la muestra liquida

y/o el reagente de fijacién marcado y/o el diluyente.

En otra incorporacién de la innvencién, el soporte para agaire o el estuche comprende
al menos una abertura para depositar la muestra liquida y/o el reagente de fijacién

marcado y/o el diluyente en la zona de recoleccién del soporte sélido poroso.

La invencion sera entendida méas claramente a partir de las figuras y ejemplos

siguientes:

Figura 1: Principios de los métodos inmunocromatogréficos de la invencidn, las zonas
sombreadas representan partes del soporte sdlido ﬁue consisten de un material

absorbente.

Figura 2: Dispositivo de ensayo inmunocromatografico

La Figura 2 representa un dispositivo que comprende un estuche que incluye el soporte
sélido poroso. El estuche esta provisto de una abertura (0) para depositar los liquidos y
con una ventana de observacioén (F). La Figura 2 a representa la depositacion de los
liquidos sobre el soporte sdlido a través de la abertura an el estuche. La Figura 2 b
muestra un resuitado negativo que es visible a través de la ventana de observacion (F).
La Figura 2 b muestra un resultado positivo para un ensayo sandwich que es visible a
través de la ventana de observacion (F).

T = linea de ensayo, C = linea de control, O = abertura, F = ventana de observacion.
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Figura 3: Dispositiva de ensayo cromatogréafico de dos pozos

La Figura 3 representa un estuche que comprende un soporte sdlido poros. El estuche
es provisto con dos aberturas diferentes (O1 y O2) para depositar los liquidos y con
una ventana de observacion. La fecha indica la direccion de la migracion de la difusion
capilar.

O1 = abertura No 1, O2 = abertura No 2, T = Iinea de ensato, C = linea de control.

Figura 4: Ejemplos comparativos con diluyente
R = reagente de fijacién marcado, E = muestra, D = diluyents, T = linea de ensayo, C =

linea de control.

Figura 5: Ejemplos comparativos sin diluyente
R = reagente de fijacion marcado, E = muestra, D = diluyente, T = linea de ensayo, C =

linea de control.

Ejemplos

Ejemplo 1 : Métodos inmunocromatogréficos con dispositivo diluyente

Los métodos fueron realizados con los dispositivos representados en la figura 2 y la

figura 3.

Analito v muestra
El analito es antigeno prostatico especifico (PSA) detectado en suero, El ensayo pudo

ser realizado en la misma forma con la sangre total o plasma.

SH
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Reagentes vy diluyente

El reagente de fijacibn marcado es un anticuerpo monoclonal o policional anti-PSA
conjugado con oro coloidal en una solucion amortiguadora ( 01.M PBS, pH 8) que

contiens albimina de suero bovino ( 1% BSA) como estabilizador.

Un primer reagente de captura es inmovilizado en la linea de ensayo de la zona de
deteccién. Este primer reagente de captura es un anticuerpo monoclonal o policlonal

anti-PSA.

Un segundo reagente de captura esta inmovilizado en la linea de control de la zona de
deteccion. Este segundo reagente de captura es un anticuerpo monoclonal o policional

dirigido contra el anticuerpo del reagente de fijacién marcado.

El diluyente consiste de una amortiguadora PBS ( 0.1 M, pH 8) que contiene un
detergente ( 0.0 5% Tween 20),

Métodos

Los diferentes métodos que fueron comparados son representados en la figura 4. Los
meétodos A, B, y C estan de acuerdo con la invencion. En todos los casos, la cantidad
de muestra y la cantidad de reagente de fijacién conjugado al marcador particulado, por
ensayo, fueron idénticos cualquiera el método considerado, para asl no distorsionar los
resultados.

Volumen de la muestra = 25 pl ( versién A, B, C, D, E)

Volumen de diluyente = 100 pl ( version A, B, C, D), 150 i {(version E)

Volumen de reagente de fijacién marcado = 35 pl ( versién A, B, C, D), identico pero en

forma deshidratada ( versién E)

Los métodos fueron realizados en la siguientes manera:

Version A



1) reagente de fijacion marcado

2) Muestra
3) diluyante
Version B

1) muestra en la abertura 2

2) reagente de fijacion marcado en la abertura 2

3) diluyente en abertura 1 (cormriente arriba de la abertura 2)
Versiéon C

1) muestra

2) reagente de fijacion marcado

3) diluyente

Version D

1) muestra

2) diluyente
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En el ditimo método, el reagente de fijacién marcado es directamente lievado por el

soporte sdlido.

Resultados

Los niveles de desempefio obtenidos para cada uno de los métodos fueron medidos y

cuantificados usando un reflectometro . El efecto gancho es evaluado usando una

muestra muy concentrada de analito.

Método Ruido de Fondo | Efecto Gancho | Sensitividad |Reproducibilidad
A 4 5 5 4
B 5 3 4 4
Cc 4 4 3 4
D 4 4 2 4
E 3 2 1 2




Clasificaciones de 1 a 5 ( 1 es el menos efectivo, 5 es el mas efectivo)

Eiemplo 2: Métodas Inmunocromatograficos sin diluyente

Dispositivo
Los métodos fueron llevados a cabo con los dispositivos representados en la figura 2 y

en la figura 3.

Analito y muestra

El analito es la hormona gonadotrdpica coridnica (hCG) detectada en la orina. El ensayo

puede ser llevado a cabo de la misma manera con suero o plasma.

Reagentes

El reagente de fijacion marcado es un anticuerpo monoclonal o policlonal anti-hCG
conjugado con oro coloidal en una solucién amortiguadora (0.1M PBS, pH 8) que

contiene albimina de suero bovino (1% BSA) como estabillzador.

Un primer reagente capturado es inmovilizado en la finea de ensayo de la zona de
deteccién. Este primer reagente de captura es un anticuerpo monoclonal o policlonal

anti-hCG.

Un segundo reagente de captura esta inmovilizado en la linea de control de la zona de
deteccion. Este segundo reagente de captura es un anticuerpo monoclonal o policlonal

dirigido contra el anticuerpo del reagente de fijacién marcado.

Métodos

Los diferentes métodos que fueron comparados estan representados en la figura 5.
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Los métodos A y B estdn de acuerdo con la invencién, En todos los casos, la cantidad
de muestra y la cantidad de reagente de fijacién conjugado al marcador particulado, por
ensayo, fueron idénticos cualquiera el método considerado, para asl no distorsionar los
resultados.
Volumen de muestra = 100 ! (Version A, B, D); 100 ul + 35 pl (Versién E)

Volumen de reagente de fijacién marcado = 35 pl (Versién A, B, D), idéntico pero en

forma deshidratada (version E).

Los métodos fueron realizados de la siguiente manera:
Versién A

1) reagente de fijacién marcado

2) muestira

Versién B

1) reagente de fijacion marcado en la abertura 2

2) muestra en la abertura 1

Version D

1) muestra y agente de fijacién marcado premezclados
Version E

1) muestra

En el dltimo método el reagente de fijacién marcado es directamente llevado por el

soporte sblido.

Resultados
Los niveles de desempefio obtenidos para cada uno de los métodos fueron medidos y
cuantificados utilizando un reflectdmetro. El efecto gancho es evaluado utilizando una

muestra muy concentrada de analito.
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Método Ruido de Fonda [ Efecto Gancho | Sensitividad Reproducibilidad
A 4 4 4 4
B 5 5 1 4
D 3 1 5 4
E 3 3 3 2

Clasificaciones de 1 a 5 ( 1 es el menos efactivo, 5 es el mas efectivo)

Ejemplo 3: Método para detectar morfina {ensavo de competencia)

Dispositivo
Este método fue llevado a cabo con el dispositivo representado en la figura 2.

Analito y muestra

El analito es morfina detectada en la orina.

Reagentes

El reagente de fijacibn marcado es un haptene-BSA de morfina conjugado con
particulas de oro coloidal en una solucién amortiguadora (0.1M PBS, pH 8) que

contiene albimina de suero bovino ( 1% BSA) como estabilizador.

El reagente de captura es inmovilizado en la linea de ensayo de la zona de deteccion.

Este primer reagente de captura es un anticuerpo monoclonal anti-morfina.

Método
35 ul de agente de fijacidn conjugado al marcador particulado fueron depositados y
luego 150 pl de orina fueron depositados en la misma abertura del estuche. 5 minutos

después, los resultados son leidos.




Resultados
Comparado con un ensayo utilizando un soporte sélido llevando el reagente de fijacién

conjugado en forma deshidratada, el ruido de fondo decrece y la reproducibilidad es

mejorada.

Ejemplo 4: Método para detectar un dcido nucleico

Dispositivo

Este método es llevado a cabo con el dispositivo representado en la figura 2.

El dispositivo consta de una banda delgada de nitrocelulosa a la cual se adhiere una
sonda especifica para un acido nucleico de E.coli o de- Clamidia (por tratamiento UV o
por cualquier otra técnica). La banda delgada es embebida en una caja plastica provista
con una abertura para la depositacidbn de los reagentes y con una ventana de

observacion.

Analito y muestra

El analito que esta siendo buscado en la muestra es un DNA o un RNA de E.coli o de
Clamidia. El acido nucleico es amplificado de antemano de acuerdo con métodos
convencionales tales como, por ejemplo, PCR. E! DNA es marcado por medio de
primers Dbiotinlatados o por incorporaciébn de nucletoides marcados con biotina.
Alternativamente el extremo 3' de los acidos nucleicos es marcado con biotina utilizando

una transferasa terminal.

Reagentes

El reagente de fijacibn marcado es un anticuerpo policlonal anti-biotin de conejo

marcado con oro coloidal.
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La amortiguadora de hibridizacién es una amortiguadora PBS conteniendo 0.1% de

Tween 20. Se pueden utilizar otras amortiguadoras de hibridizacion.

Método
Los acidos nucleicos amplificados y biotina-marcados (muestra) son desnaturalizados o

por choque de calor, 0 en |la presencia de 1.2N NaOH, 0.05M EDTA.

25 ul de muestra desnaturalizada son depositados en el agujero (abertura) de muestra.
40 ul de reajente de fijaciébn marcado (conjugado anti-biotina) son entonces depositados
en el agujero de muestra. Estos dos pasos pueden ser Invertidos.

150 i a 200 pl de amortiguadora de hibridizacién son entonces depositados en el

agujero de muestra.

Resultados

Cuando el acido nucleico que estd siendo buscado estd presente en la muestra, el
migra por difusion desde la zona de recoleccién a la zona de deteccion, donde él se
adhiere a la sonda inmovilizada en el soporte. Aparece una banda roja en la zona de
ensayo (el ensayo se lee 10 a 20 minutos después del deposito). La iinea de control
también aparece en la zona de detecciobn y muestra que los reagentes estan

funcionando correctamente.
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REIVINDICACI NES

1. Un método para detectar un analito en una muestra liquida, conformado por los

siguientes pasos:

a. un soporte sdlido poroso provisto con una zona de recoleccién y una zona de
deteccidn, un reagente de captura esta inmobilizado en la zona de deteccién;

b. los siguientes son depositados, separadamente y sucesivamente, en la zona de
recoleccion del soporte sélido poroso:

i. un reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado, el reagente
esta en forma liquida.
ii la muestra liquida,

c. una cantidad de tlempo suficiente para la migracién, por difusién capilar, del
agente de fijacién conjugado a un marcador particulado y de la muestra liquida
desde la zona de recoleccién a la zona de deteccién del soporte sélido poroso,
es permitida que transcurra,

d. la extension en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija

en la zona de deteccién es observada.

2. El método como el reivindicado en la reivindicacion 1, en el cual, en el paso b), la
muestra liquida es depositada corriente arriba del reagente de fijacion conjugado a
un marcador particulado, relativa a la direccién de migracién desde la zona de

recoleccién hasta la zona de deteccién del soporte sélido poroso.

3. Un método para detectar un analito en una muestra liquida, comprendiendo los

siguientes pasos:

a. un soporte sélido poroso provisto con una zona de recoleccién y una zona de

deteccidn, un reagente de captura esta inmobilizado en la zona de deteccion;
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b. los siguientes son depositados, separadamente y sucesivamente, en la zona de
recoleccién del soporte sélido poroso:
i un reagente de fijacién conjugado a un marcador particulado, el reagente

esta en forma liquida,

ii. la muestra liquida,
iil. un diluyente en forma liquida,

¢. una cantidad de tiempo suficiente para la migracién, por difusion capilar, del
reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado, de la muestra liquida
y del diluyente desde la zona de recoleccién a la zona de deteccion del soporte
s6lido poroso, es permitida que transcurra,

d. la extension en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija

en la zona de deteccién es observada.

4. Un método para detectar un analito en una muestra liquida, comprendiendo los

siguientes pasos:

a. un soporte sélido poroso provisto con una zona de recoleccion y una zona de
deteccion, un reagente de captura esta inmobilizado en la zona de deteccién;

b. los siguientes son depositados, separadamente y sucesivamente, en la zona de
recoleccién del soporte sélido poroso:
i. la muestra liquida
ii. un reagente de fijacién conjugado a un marcador particulado, el reagente

esta en forma liquida,

iii. un diluyente en forma liquida

c. una cantidad de tiempo suficiente para la migracién, por difusion capilar, del
reagente de fijacidn conjugado a un marcador particulado, de la muestra liquida y
de el diluyente desde la zona de recoleccion a la zona de deteccién del soporte

solido poroso, es permitida que transcurra,



d. la extension en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija

en la zona de deteccién es observada.

. El método como el reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones 3 y 4, en el
cual, en el paso b), el diluyente en forma liquida es depositado aguas arriba del
reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado y aguas arriba de la
muestra liguida, relativo a la direccion de migracion desde !a zona de recoleccion a

la zona de deteccion del soporte sélido poroso.

. El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el
reagente de fijaciébn conjugado a un marcador particulado y el agente de recaptura
inmovilizado en la zona de deteccién hacen posible detectar el analito por medio de

un ensayo sandwich.

. El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el
reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado y el reagente de captura
inmovilizado en la zona de deteccién hacen posible la deteccién del analito mediante

un ensayo de competencia.

. El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 7, en el cual el
soporte sdlido poroso es un soporte sélido poroso en la forma de una banda

cromatografica o una banda deigada.

. El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 8, en el cual el
soporte sdlido poroso esta integrado dentro de un soporte para ser agarrado provisto
con al menos una ventana de observacion para observar la extensiéon en la que el
reagente conjugado a un marcador particulado se fija en la zona de deteccién del

soporte sélido poroso.
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) 10.El método como el reivindicado en la reivindicacion 9, en el cual el soporte a ser
agarrado esta provisto con al menos una abertura para depositar, respectivamente,
la muestra liquida, el reagente de fijacién conjugado a un marcador y, donde es

apropiado, el diluyente, en la zona de recoleccién del soporte sélido poroso.

11.El método como el reivindicado en la reivindicacion 2, en el cual el soporte sélido
poroso es integrado dentro de un soporte para ser agarrado provisto con al menos
una ventana dé observacién para observar la extension en la cual el reagente
conjugado a un marcador particulado se fija en la zona de deteccién del soporte
sdlido poroso; el soporte sdlido poroso estd también provisto con una primera
abertura para depositar el reagente de fijacion conjugado a un marcador particutado
en la zona de recoleccién del soporte sélido poroso y con una segunda abertura,
aguas arriba de la primera, para depositar la muestira liquida en la zona de

recoleccion del soporte sdlido poroso.

12.El método como el reivindicado en la reivindicacién 5, en el cual el soporte sélido
poroso es integrado dentro de un soporte para ser agarrado provisto con al menos
una ventana de observacion para observar la extensién en la cual el reagente
conjugado a un marcador particulado se fija en la zona de deteccién del soporte
solido poroso; el soporte para ser agarado esta también provisto con una primera
abertura para depositar el reagente de fijacién oonjl_Jgado al marcador particulado y
la muestra en la zona de recoleccién del soporte sélido poroso, y con una segunda
abertura, aguas arriba de la primera abertura, para depositar el diluyente en forma

liquida en la zona de recoleccién del soporte sélido poroso.

13.El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 9 a 12, en el cual el

soporte para ser agarmado consiste de un estuche.
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS [ C1/FR2004/00077

“'- - 8

Expéditeur : le BUREAU INTERNATIONAL

PCT Destinataire :

PREMIER AVIS INFORMANT LE DEPOSANT
DE LA COMMUNICATION DE LA DEMANDE

Cabinet GERMAIN & MAUREAU
INTERNATIONALE (AUX OFFICES DESIGNES BP 6153
QUI N'APPLIQUENT PAS LE DELAI DE F-88488 Lyon Cedax 08
30 MOIS SELON L'ARTICLE 22.1%) FRANCE
(régle 47.1.¢) du PCT)
Daite d'expédition (four/mnivannée)
28 octobre 2004 (28.10.2004)
Référence du doasier du dépcaant ou du mandalsire
KH/SG/BR045765 AVIS IMPORTANT
Demande intemnationale n® Date du dépdt international {four/mols/annde) | Date de priorité (Jour/mols/annde)
PCT/FR2004/000775 26 mars 2004 {26.03.2004) 28 mars 2003 (26.03.2003)

Déposant
VEDALAB eic

. ATTENTION : Pour iout office désigné suquel le délai selon 1'article 22.1) tel qu'il est en vigueur depuis le 1%7 avril 2002 (30 mois &

compier de la date de prioritd) s*applique, e reporter m formmisire PCT/IB/308 Deuxiéme avis supplémentaire) (qai sera émis A bref délai
aprés |'expiration du délai de 28 mois h compier de 1a date de priorité),

!J

1l est naotifig par In présente que I'office ou lcs offices désignés suivants — suxquels le délai selon I'anticle 22.1) tel qu'il est en vignear
depuis le 157 avril 2002 ne s’applique pus — ont demandé que la communication de la demande intermationale, prévue A T'articke 20, soit

effectuée conformément A la régle 93bis. 1. Le Bureau international a adressé cetie communication & Ia date indiquée ci-dessous :
14 oclobre 2004 (14.10.2004)

CH

Conformément i 1a rigle 47. | .c-bir)i), ces offices ac le présert avis comme prevve déterminante du fail que 1a communication de
la demande internationale a bien été effechide & In daie d"axpédition indiquée ci-dessus et il ne sera pas exigé du déposamt qu'il foumisse
unc copie de la demande inlemationale & 1'office ou aux offices désignés.

Les offices désignés suivants, suxquels le délni selon I'anticle 22.1) el qu'il est cn vigueur depuis le 1%7 avril 2002 ne s’applique pes,

n'ont pas demandé, i la date d*expédition dn présent avis, qoe la communication de ln demande intemationale oit effectnée conformément
b ia régle 93bis. 1 :

. Fl, LU, SE, TZ, UG, ZM

Conformémennt & la régle 47.1.c-bis)ii), ces offices acccpteront le présent avis comme preuve déterminante dy fait que I'Etat contractant
pour lequel cet office agit en tant qu*office disigné n'exige pas dn déposant qu'il fournisse en vertu de I'article 22 une copie de la demande
internationale.

4. DELAIS pour I'suvertnre de la phase natlonale

Pour le ou les offices désignés mentionnés ci-dessus et & mains qu'unc demarnde d'examen prélimingire intcmationnl alt é1£ présentée avant
I'expiration du délai de 19 mols & compter de la date de prioriié (voir I'anticle 39.1)), le délai applicable pour I'ouverture de la phase
nationalo sern, sous réserve de ce qul est di{ au paragraphe sulvant, de 20 MOIS b compier de 1a date de priorité.

En pralique, des délals autres que celul de 20 mols continuerom de s'sppliquer, pour des dunies diverses, en co qui concarne cenains
offices désignés mentionnés ci-dessns. Pour obtenir les miges & jour régnlidres relatives sux déflals applicables (20 ou 21 mois, ou sutre
délai), office par office, on se reportera A Ja Gazerre du PCT, au bulletin PCT Newslener ainsi quanx chapiires nstionaux pentinents dans le
volome 11 du Guide du déposoni dw PCT, occessibles swr le site Internet de I'"OMPL 3 Uadrotse suivante
htip=/fwww.wipo.int/pet/fr/index html.

Le déposant est seul responsahle du respect de tous les délais visés ci-dessus.

Burean international de 1"OMP1 Fonclionnajre aulorisé
e s o0, Soas Philippe Becamel
n® de wlécopieur+4 | 22740 14 35 1" de Elicopieur+d | 22 338 71 40

Forrmlaire PCTAB/308(Premicr avis) (janvier 2004)
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Expéditeur ; le BUREAU INTERNATIONAL

Destinalaire ;

PCT

DEUXIEME AVIS SUPPLEMENTAIRE INFORMANT
LE DEPOSANT DE LA COMMUNICATION DE LA
DEMANDE INTERNATIONALE (AUX OFFICES
DESIGNES QUI APPLIQUENT LE DELAI DE

30 MOIS SELON L’ARTICLE 22,1))
EEC]
i

%

Cabinet GERMAIN & MAUREAU
BP 8153
F-83468 Lyon Cadex 08

{rtgle 47.1.¢) du PCTH
Daic d'expédition {jour/maoisinnde)
28 juiliet 2005 (28.07.2005)

Référence du dossier du déposant ou du mundataire

KH/SG/BR045765 AVIS IMPORTANT
Demande intemationale n® Daic du dépd international {jour/mois/unnde} Dale de prionid (jour/mois/mnde)
PCT/FR2004/000775 26 mars 2004 (26.03.2004) 28 mars 2003 (28.03.2003)
Déposamt
VEDALAB el

ATTENTION : Pour toul office désigné auquel ic 821ai selon 1'article 22.1) tel qu'il est en viguenr depuis le Ler avril 2002 (30 mois b
compler de |a date de priorité) ne s’applique pas, se reponter au formulaire PCY/IB/308(Premier avis) émis antéricurement.

13

1l emt notifid par la préscnic que 1"office ou les offices dézignds snivanis — auxquels le délai selon I'article 22.1} el qu'il cal en vigueur
depuis lc Ler avril 2002 s*applique — ont demandé gue la commanication de Ia demande internationale, prévue b 1*anicle 20, soil elfeciuée

conformément & la régle 93bis.1. Le Burcan imemnational a adressé cetie communication i Ia date indiquée ci-dessous :
14 octohre 2004 (14.10.2004)

AU, AZ, BY, CN, CO, DZ, EP, HU, KG, KP, KR, MD, MK, MZ, NA, RU, SY, TM, US

Conformément i la régle 47.1.c-bis)i), ces offices accepizroni le présent avis comme preuve délerminanie du [ail que la communication de

Is demsnde iniemationale a bien éié effectuée 3 Ia date d"expédition indiquée ci-dessas ¢t il no sera pus exigé du déposnm qu'il Tournisse
une copie de la demande inlemstionale & |"office ou aox offices désignés.

Les offices désignés suivanis, auxquels Ic délai selon 1'anticle 22.1) el qu'il e en vigueur depuis le 1er avril 2002 s'applique. n*onl pas

demsndé, i la date d'expédition du présent avis, que la communication de; la demande internationale soit effeciuée conformément b Ia itgle
93bis.1 :

AE, AG, AL, AM, AP, AT, BA, BB, BG, BR, BW, BZ, CA, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EA, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD,
GE, GH, GM, HR, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LV, MA, MG, MN, MW, MX, NI, NO, NZ, OA, OM, PG,
PH, PL, PT, RO, SC, S0, 8G, SK, SL, TJ, TN, TR, TT, UA, UZ, VG, VN, YU, ZA, ZW

Conformément i In rbgle 47.1.c-bis)i), ces offices nccepieront le présent avis comme preuve déierminante du fait que I'Etal contractant

pour lequel ce: office agit en tant qu'office désigné n'exige pas du déposant qu'il fournisse en vertu de I'article 22 une copie de la demande
imemationale.

4. DELAIS pour I'guverfure de la phase nationale

Pour le ou les offices désipnés ou £lus mentionnés ci-dessus, le délai applicable pour 1"ouverrure de Ia phase nationale sera. sous réserve de
ce qul esi dit au paragraphe sulvant, de 30 MOIS A compier de Ia date de priorité.

En pratique, des dfials auires que cehul de 30 mols continucront de s’appliquer, pour des duréea diverses, en ce qui concerne umai!n
offices dénignés on £lus mentionnés ci-dessns. Pour obtenir les mises & Jour réguliires relatives sux déiais applicebles (30 ou 31 mois,
ou aitre délui), office par office, on se reportera i Lo Gazeste du PCT, su bulleiin PCT Newsletier ninsi qu'aux chapitres nalionsux

pertinents dans le volume Il du Guide du déposani dw PCT, nccessibles sur le sile Intemet de 'OMPL & Vedreme suivame ;
hitpz/Avww.wipo.inVpet/[/index.himl.

Le déposant esi seul responsable du reapect de tona les délais visés ci-desans.

Bureau international de I*OMPI Fonctionnaire aulorisé
34, chemin des Colombeties H s ales ER
il l"&':nm m"s':m Athina Nickitas-Etienne
n" de Wlécopicur+4] 22 740 14 35 1" de Wlécopicurs4 1 22 338 89 95

Formulnire PCTAB/308(Deuxitme avis supplémentaire) (janvier 2004)




TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2004/0007.

Expéditeur ; lce BUREAU INTERNATIONAL

INFORMATIONS RELATIVES AUX
OFFICES ELUS QUI ONT RECU CRMAIN &
NOTIFICATION DE LEUR ELECTION Cabinet GERMAIN & MAUREAU
F-68468 Lyon Cadex 08
(anticle 31.7) ct rigle 61.3 du PCT) FRANCE
Date d'expédition (jour/mois/annde)
14 octobre 2004 (14.10.9004)

Référence du dossier du déposant ou do mandataire

KH/SG/BR045765 AWTS IMPORTANT
Dernande internationale o Dale du dépdt intemnational {jour/mois/onnds) Date de priorité (jour/mois/année)
PCT/FR2004/000775 26 mars 2004 (26.03.2004) 28 mars 2003 {28.03.2003)
. Dépasant
VEDALAB sic

1. Le déposant est informé que i Bureau internationa! a, conlormément & Iarticle 31.7), notifié & chacun des affices suivants son élection :

EP: AT, BE, BG, CH, CY, CZ. DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR. HU, IE, IT, LU, MC. NL, PL, PT. RO. SE. SL. SK.
™

Natlonal: BG, CA, CN. CZ, DE, IP, KP, KR, MN, NO. PL, RO, RU, SK. US

Les olTices suivants ont renoncé & ["cxigence selon lajuelle ils doivent Etre notifiés de leur &ection: |a notification de leur Election leur sera
envoyée par i Burcau inlemational seulement A teur demande :

AP: BW, GH, GM, KE, LS, MW, M7, 5D, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW
EA: AM, AZ,BY, KG, KZ, MD, RU, T], TM
OA: BF, BJ, CF. CG. C1. CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG
National: AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, BA. BB, BR, BW, BY, BZ, CH, CC, CR. CU, DK, DM, DZ, EC. EE, EG.
ES. Fl. GB, GD., GB, GH, GM. HR, HU, ID, I, IN, IS, KE, KG, KZ,LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV. MA, MD,
M

MG. MK, MW, MX, MZ. NA, NI, NZ, OM., PG, PH, PT, SC, 8D, SE, SG, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ. UA,
UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW

3. Deans la mesure ob Ia ov les éleclions onl é1€ fnitey avani Iexpiration du délai de |9 mois A compler de la date de priorité, il est mappelé au
déposam qu'il doit aborder In “phoge nationale™ avant 'explcation d'un délal de 30 mols A compler de la dete de priorité devant chacun
des offices énumeénés ci-deswus. Ceci doit £tre fait moyennam le paiement de 1a ou des taxes nationales ¢t la remise, le cas &héant, d'unc

traduction de la demande internationale (article 39.11a)), de méme quc, le cas échéam, la remise d'une taduction de toule amncxe du

rupport préliminaire intemativnal sur la brevewbiliie {chapitre Il du Trujlé de coopérution en matitre de brevets) (anticle 36,3)b) et rigle
TA.1).

1

Cenains offices ont fixé des délais qui expirent plus lard que celui mentionné ci-dessus. Voir I'annexe du formulaire PCT/1B/301 el pour

plus de précisions quant aux déluis applicables, office par office. woir los chapilres mationaux dans le volume 1T du Guide du déposant du
PCT et le site Intemet de 1'OMPI. mis  jour répulidroment.

Burest inernaional de 1" OMPL Fonctionnaire autorisé
34, chemin des Colombeites HH
1211 Genkve 2D, Suissc Philippe Becamel
" de télécopieurt4l 12 740 14 35 n" de lécopieurt4 | 22 338 71 40

Formmuleire PCT/IB/332 (janvier 2004)




PCT

TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS

RAPPORT PRELIMINAIRE INTERNATIONAL SUR LA BREVETABILITE
(chapitre Il du Traité de coopération en matiére de brevets)

étérence du dossler du dapoaan .
:mrr':l:a ordu déposaniou | POUR SUITE A DONNER vair formutaira PCTAPEAM1S
Demande intomationsle No. Dats du ddpdt international Jotminoighnnde) Dats e priorttd Jouninolsénnde)
PCTHFR2004000775 26.03.2004 28.03.2003

Clasaification Intemationale des bravets (CIB) ou 4 la fols clasalfication nationale et CIB
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1.  Le présent rapport est le rapport d'axaman préliminaire international, 6tabli par 'administration chargée de I'examen
préiiminalre international en vertu de l'article 35 et transmis au déposant conformément & {'articie 38.

2. Ce RAPPORT comprend 5 feulilas, y compris la présante fauilla ds couveriure.
3. Ce rapport est accompagné d'ANNEXES, qui comprennent :
a. un total de (envoydes au dédposant et au Bureau intermnational) 4 feullies, définles comme sult ;

B ies feuliles de la deacription, des revendications ou des dessins qul ont &ié modifiées et qul sarvent de base

au présent rapport ou des feullles contenant des rectifications autoriséss par la présants administration {voir
la rigle 70.16 et Instruction administrative 807).

O des feullles qui remplacent des feufiies précédentss, mals dont la présents administration coneldére qu'elies

contiennent une modificaticn qul va au-delé de 'exposd de linvention qul figure dana la demande

Intamationale telle qu'elle a été déposade, comme Il est Indiqué au point 4 du cadre n® | ot dans le cadre
supplémentalre.

b. 00 ({snvoydes au Bursau intemafional seufement) un total de (préciser |s type et le nombre de support(s)
disctroniqua(s}) . qul contiannent un listage de ia ou des ou tn ou das tableaux y relatifs, ddposés
sous forms déchliffrable par ordinateur seulament, commea |l est indiqué dans le cadre supplémentalre refatil au
ligtage de la ou des sdquences {voir I''nstruction administrative 802).

4. Le présent rapport contient des indicalions ot lea pages correspondantes relatives aux points suivants :

BJ Cadran®l Base da l'opinion

[0 Cadren®ll Priorit

O Cadre n®lil Absence de formulation d'opinion quant & la nouveauts, l'activité Inventive et Ia
poeslbliité d'application Industrielle

O Cadren® IV Absence d'unité da Invention

B Cadren*V Déclaration motivéa salon articla 35(2) quant & ia nouveautsd, I'activitd inventive et la
poeslbliité d'application industrielle; citations et explications & l'appul de cefte déclaration

3 Cadren°Vl Certaing documents cliés

O Cadre n® Vii Imégulariids dans la demanda internationale
[0 Cadra n* Viil Obgervations relatives & 'a damands inlernationale
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intemationale
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RAPPORT PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n®
SUR LA BREVETABILITE PCT/FR2004/000775

Case No.| Base du rapport

1. En ce qui conceme la langue, le présent rapport est établl sur la base de la demande intemationale dans la
langue dans laquelle elle a été déposée, saul Indication contrafre donnée sous ce point.

0 Le présent rapport est établi sur ia base de traductions réalisées & partir de la langue d'origina dans la
langue suivante ,qui est la iangue d'une traduction remise aux fins de :
0 la recherche internationals (selon les ragles 12.3 et 23.1.b))
O 'a publication de la demande intemationale (selon la rdgle 12.4)
O rexamen préliminaire international {selon la rdgle 55.2 oy 55.3)

2. En ce qui concemne les dléments” de la demande internationale, le présent rapport ast établi sur la base des
dléments suivanis {les feullles de nemplacement qui ont étd remises & l'office récapteur en réponse & une
Invitation faite conformémant a l'article 14 sont considédndes dans le prdsent rapport comme “initialernent
déposées” et ne sont pas jointes an annexe au rapport.)

Duscription, Pages
1-20 telles qu'initialement dédposdes

Revendicetions, No.

1-13 regue(s) e 28.01.2005 avac lettre du 28.01.2005

Dessins, Feullles
15-55 tellss quinitialement déposéas

1 En ce qui concarne un listage de la ou des séquences ou un ou des iableaux y relatis, voir la cadre
supplémentaire relatif au listage de la ou des séquences.

3. I Les modifications ont entrainé I'annulation :
[ de la description, pages
O des revendications, nos
0 des dessins, feuillesfig.
O du listage de la ou des séquances (préciser) :
O d'un ou de tous les tableaux relatifs au fistage de la ou des séquences (prdciser) :

4. 01 Le présent rapport a été établi abstraction faite (de certalnes) des modifications, qui ont été considérées
comma allant au-delh de lexposé de Iinvention tel qu'il a été déposé, comme il ast indiqué dans le cadre
supplémentaire (rbgle 70.2.c)).

O de la description, pages

O des revendications, nos

[ des dessins, fauillasfig.

O du listage de la ou des séquances (préciser)

O d'un ou de tous les tablaaux relatifs au listage de la ou des séquences (prdciser) ;

* Si{ le cas visé au point 4 s'appligque, certaines ou toutes ces feuillea peuvent
8tre rev@tues de la mention "remplacé”".
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_ possibilité d?application Industrielle; cltations st explications & i7appul de cette déclaration
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Déclaration

Nouveautd Quk:
Non:

Activité Inventive Ouil:
Non:

Possibilité d'application industrielle Oui:

Non:

Citations et explications (régle 70.7) :
voir feuille séparée
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RAPPORT PRELIMINAIRE INTERNATIONAL
SUR LA BREVETABILITE

(FEUILLE SEPAREE) PCT/FR2004/000775

Demande Internationale n°®

Point¥

1.) Il est fait référence aux documents suivants:

D1: EP-A-0 458 231
D2: EP-A-0 462 376

2.) L'objet des revendications 1-13 est considéré comme étant nouveau et inventif au sens
des articles Art, 33 (2) et (3) PCT, pour les raisons suivantes:

Le document D1 (voir col. 4, |. 26 a col. 6, I. 20), qui est considéré comme étant I'état de la
tachnique le plus proche par rapport & l'objet de la revendication 1, décrit un procédé de
détection d'un analyte utilisant un support solide comprenant un réactif de capture immobilisé
dans la zone de détection. L'échantillon liquide et le réactif de liaison conjugé sont déposes

séparément, succesivement ef extemporanément sur la zone de collection (dans un "dipstick"
la zone de collection est aussi la zone de détection).

D2 décrit un procédé pareil immunochromatographique de détection d'un analyte dans lequel
I'échantillon liquide et le réactif de liaison conjugé peuvent 8tre déposes séparément et
succesivermnant sur le support (ce document n'indique pas 'ordre préferé de déposition).

Le procédé selon la revendication indépendante 1 diffdre de celul décrit dans D1 en ce que
le réactif de liaison conjugé est deposé sur la zone de collection avant que I'échantillion. Le
contact immédiat et total entre I'échantilion et le réactif de liaison marqué permet de diminuer
le bruit de fond et I'effet de zone en augmentant la sensibilité du procéds.

Si bien que D2 décrit la posibilité de prédéposer le réactif de liaison sur le suppont avant
d'ajouter I'échantilion liquide, le réactif de liaison n'est pas déposé "extemporanément st sous
forme liquide® avant ledit échantillon liquide (col. 5, |. 34-37; p. 8, |. 24-27).

Donc 'homme du métier foumi avec les documents D1-D2 n'aurait pas inversé l'ordre de
déposition des réactifs dans le procédé décrit dans D1 pour diminuer I'effet de zone et n'aurait
pas développé un procédé dans lequel le réactif de liaision est déposé avant I'6chantillon
liquid (ou avant le diluant liquid) tel que celui des revendications indépendantes 1 et 3-4 (D1,

Formulaire PCT/Feulile séparée/400 {feullie 1) (OEB-janvier 2004)
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col. 4, . 10-11, décrit un procédé dans lequel le diluant est déposé avant le réactif de liaison
conjugé et D2 ne décrit pas la posibilité d'utiliser un diluant).

Formuiaire PCT/Feulile séparéa/40n (feullie 2) (OEBjanvier 2004)
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REVENDICATIONS

1) Procédé de détection d'un analyte dans un &chantilion liquide
comprenant les étapes sulvantes :

a) on dispose d'un support sollde poreux pourvu d'une zone de
collection et d'une zone de détection, un réactif de capture étant immaobilisé
dans la zone de détection ;

b) on dépose, séparément, successivement et externporanément,
dans la zone de collection du support solide poreux:

i) un réactif de liaison conjugué & un mamqueur particulaire, le
réactif étant sous forme liquide,

ll) Féchantilion liquide,

¢) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion
caplilaire du réactf de liaison conjugué a un marqueur particulaire et de
Péchantillon liquide depuis |a zone de collection jusqu’ a la zone de détection
du support solide poreux, |

d) on observe la mesure dans laquelle le réactif de liaison conjugué .

a un marqueur particulaire se fixe dans la zone de détection.

2) Procédé selon la revendication 1 dans lequel a I'étaps b) on
dépose Péchantillon liquide an amont du réactif de lialson conjugué & un
marqueur particulaire par rapport au sens de migretion depuls Is zons de
collection jusqu’ a la zone de détection du support sofide poroux.

3) Procédé de détection d'un analyte dans un échantilion liquide
camprenant les étapes sulvantes :

a) on dispose d’'un support solide poreux pouwsvu d’'une zone de
collsction et d'une zone de détection, un réactif de capture étant immobliis$
dans la zone de détection ;

b) on dépose, séparément, succaessivament et extemporanément
dans la zone ds coliection du support solide poreux :

1) un réactif de liaison conjugué & un marqueur particulaire, le
réactif tant sous forma liquide,

i) Féchantiiion liquide,

1) un diluant sous forme liquide,
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¢) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion
capllialre du réactf de liaison conjugué & un marqueur particulaire, de
I‘échantillon liquide et du diluant depuis ia zone de collection jusqu’ a la zone
de détection du support solide poreux,

d) on observe |1a mesure dans laquelle le réactif de lialson conjugué
& un marqueur particulaire se fixa dans la zone de détection.

4) Pmocédé de détection d'un analyte dans un échantion [liquide
.comprenant [es étapes sulvantes :

a) on dispose d'un support solide poreux pourvu d'une zone de
collection et d'une zone de détsction, un réactf de capture étant immobiiisé
dans la zone de détection ;

b) on dépose, s&parément, successivement et extemporanément
dans la zone de collection du support solide poreux:

f) 'échantillon liquide,

i) un réactif de limison conjugué 4 un marqueur particulaire, e
réactif étant sous forme liquids,

i) un diluant sous forme liquide,

c) on attend un temps suffisant pour la migration par diffusion
capliaire du réactf de Halson conjugué & un marqueur particulaire, de
échantilion liquide et du diuant depuis la zone de collection jusqu'a la zone de
détection du support solide poraux,

" d) on observe la mesure dans lagqusile le réactif de ligison conjugué
A un margueur particulaire se fixe dans la zone de détection.

5) Procédé selon I'une des revendications 3 ou 4 dans lequel a
I'6tape b) on dépose Is diluant sous forme liquide en amont du réactif de liaison
conjugué 3 yun marqueur particulaire et en amont de ("échantiion liquidse par
rapport au eens de migration depuls la zone de colisclion jusqu’ a la zone de
détection du support solide poreux,

8) Procédé salon I'une des revendications 1-5 dans lequel le réactf
de [laison conjugué & un marqueur parficuleire st le réactif de cepture
immobillsé dens |d zone de détection permettent do détecter I'analyte par un

test sandwich.

FEUILLE MEI?IFIEE 18 P.007
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7) Procédé selon 'une des revendications 1-5 dans lequei le réactif
de lisison conjugué & un marqueur particulaire et le réactif da capture
Immoblliaé dans la zona de détection permettent de détecter {'analyte par un
test de compatition.

B) Procédé selon Fune des revendications 1-7 dans lequel le
support solide poreux est un support solide poreux en forme de bande ou de
bandeletts chromatographiqus.

* 9) Procédé ssion 'une des revendications 1-8 dans lequel le

support solide poreux est intégré dans un support de préhension pourvu d'au

. moins une fenéire d'cbservation permettant d'observer la mesure dens laquelle
le réactif conjugué a un marqueur particulaire se fixe dang |a 2one de détection

du support solide porsux.

10) Procédé selon Ia revendication 9 dans lequel l@ support de
préhension est pourvu d’au moins une cuverture permettant respectivement la
dépSt de I'échantlilon liquide, du réactif de llalson conjugué & un marqueur et,
le cas échéant, du diluant dans la zone de collection du support solide poreux.

11) Procddé selon ia revendication 2 dans lequel la support solide
poreux est intégré dans un support de préhension pourvu d'mu moins une
fenébre d'cbservation permettant d'observer la mesure dans laquelle le réactif
conjugué 3 un marqueur particulalre ss fixe dans la zone de détection du
support sollde poreux ; le support solide poreux étant également pourvu d'une
premiére ouverture permetiant le dépot dans la zone de collection du support
solide poreux du réactif de flalson conjugué a un mamqueur particulalre et d'une
deuxiéms ouverture, en amont de la premiére ouverture, permettant le dépdt
dans |a zone de collection du support solkie poreux dae Féchantllion liquide.

12) Procédé selon la revendication 5 dans lequel le support solide
porsux est intégré dans un support de préhension pourvu d'au moins une
fenétre d'observation permeltant d'observer la masure dans laguelle le réactif-
conjugué @ un marqueur particuiaire se fixe dans la zone de détection du
support solide poreux ; le support de préhension stant également pourvu d'une
premidre ouverture, permettant e dépét dans la zone de collection du support

FEUILLE MODIFIEE ;15 .08
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solide poreux du réactif de lalson conjugué & un marqueur particulaire et de
I'échantiion, et d’'une deuxiéme ouverture, en amont do ia premiére cuverture,
permettant le dépdt dans la zone de collection du support sofide poreux du

diluant sous forme liquide.

13) Procédé selon I'une des revendications 5-12 dans lequel ls
support de préhension est constitus d'un boltier.

Expt 201 t:28/01/2005 17:12 FEUILLE MODIFIEE 315 5 5
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b)

d)

&

Un método para detectar un analito en una muestra liquida, conformado por los

siguientes pasos:

un soporte solido poroso provisto con una zona de recoleccién y una zona de
deteccion, un reagente de captura esta inmabilizado en la zona de deteccion;
los siguientes son depositados, separadamente, sucesivamente y
extemporaneamente, en la zona de reooleccién del soporte sdlido poroso:

i un reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado, el

reagente esta en forma liquida.

ii. La muestra llquida,
una cantidad de tiempo suficiente para la migracién, por difusién capilar, del
agente de fijacion conjugado a un marcador particulado y de la muestra liquida
desde la zona de recoleccién a la zona de deteccion del soporte sélido poroso,
es permitida que transcurra,
la extension en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija

en la zona de deteccion es observada.

El método como el reivindicado en la reivindicacién 1, en el cual, en el paso b), la
muestra liquida es depositada aguas arriba del reagente de fijacién conjugado a un
marcador particulado, relativa a la direcciébn de migracién desde la zona de

recoleccion hasta la zona de deteccién del soporte sdlido poroso.

Un método para detectar un analito en una muestra liquida, comprendiendo los

siguientes pasos:

HOJA ENMENDADA
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a. un soporte sdlido poroso provisto con una zona de recoleccién y una zona de q‘
deteccion, un reagente de captura esta inmobilizado en la zona de deteccion;
b. los siguientes son depositados, separadamente, sucesivamente y
extempordneamente, en la zona de recoleccién del soporte sélido poroso:
i. un reagente de fijacién conjugado a un marcador particulado, el reagente
esta en forma liquida,
i la muestra liquida,
iil. un diluyente en forma liquida,
c. una cantidad de tiempo suficiente para la migracién, por difusién capilar, del
reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado, de la muestra liquida
y del diluyente desde la zona de recoleccion a la zona de detecci6n del soporte
s6lido poroso, es permitida que transcurmra,
d. la extension en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija

en la zona de deteccién es observada.

4. Un método para detectar un analito en una muestra liquida, comprendiendo los

siguientes pasos:

a) un soporte sdlido poroso provisto con una zona de recoleccién y una zona de
deteccion, un reagente de captura esta inmobilizado en la zona de deteccitn;
b) los siguientes son depositados, separadamente, sucesivamente y
extemmporaneamente, en la zona de recoleccion del soporte sélido poroso:
i la muestra liquida |
ii. un reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado, el
reagente esta en forma liquida,

ii. un diluyente en forma liquida

HOJA ENMENDADA
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una cantidad de tiempo suficiente para la migracién, por difusién capilar, del
reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado, de la muestra liquida
y de el diluyente desde la zona de recoleccién a la zona de deteccién del soporte
solido poroso, es permitida que transcurra,

la extension en la cual el reagente conjugado a un marcador particulado se fija '

en la zona de deteccl6n es observada.

El método como el reivindicado en cualquiera de las reivindicaciones 3 y 4, en el
cual, en el paso b), el diluyente en forma liquida es depositado aguas arriba del
reagente de fijacion conjugado a un marcador particulado y aguas arriba de la
muestra liquida, relativo a la direccién de migraciéon desde la zona de recoleccién a

la zona de detaccion del soporte sdlido poroso.

El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a §, en el cual el
reagente de fijacidn conjugado a un marcador particulado y el agente de recaptura
inmovilizado en la zona de deteccién hacen posible detectar el analito por medio de

un ensayo sandwich,

El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el
reagente de fijacidn conjugado a un marcador particulado y el reagente de captura
inmovilizado en la zona de deteccidn hacen posible la deteccién del analito mediante

un ensayo de competencia.

El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 7, en el cual el
soporte sélido poroso es un soporte sélido poroso en la forma de una banda

cromatogréfica o una banda delgada.

El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 1 a 8, en el cual el

soporte sélido poroso est integrado dentro de un soporte para ser agarrado provisto
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con al menos una ventana de observacién para observar la extensiéon en la que el

'

reagente conjugado a un marcador particulado se fija en la zona de deteccién del

soporte sélido poroso.

10.El método como el reivindicado en la reivindicacion 9, en el cual el soporte a ser
agarrado esta provisto con al menos una abertura para depositar, respectivamente,
la muestra liquida, el reagente de fijacion conjugado a un marcador y, donde es

apropiado, el diluyente, en la zona de recoleccion del soporte sélido poroso.

11.El método como el reivindicade en la reivindicacién 2, en el cual el soporte sélido
poroso es integrado dentro de un soporte para ser agarrado provisto con al menos
una ventana de observacion para observar la extensién en la cual el reagente
conjugado a un marcador particulado se fija en la zona de deteccién del soporte
sélido poroso; el soporte sdlido poroso estd también provisto con una primera
abertura para depositar el reagente de fijacién conjugado a un marcador particulado
en la zona de recoleccion del soporte sdlido poroso y con una segunda abertura,
aguas amba de la primera, para depositar la muestra liquida en la zona de
recoleccion del soporte sélido poroso.

. 12.El método como el reivindicado en la relvindicacién 5, en el cual el soporte sélido
poroso es integrado dentro de un soporte para ser agarrado provisto con al menos
una ventana de observacion para observar la extensién en la cual el reagente
conjugado a un marcador particulado se fija en la-zona de deteccion del soporte
sélido poroso; el soporte para ser agamado esta también provisto con una primera
abertura para depositar el reagente de fijacion conjugado al marcador particulado y
la muestra en la zona de recoleccién del soporte sélido poroso, y con una segunda
abertura, aguas arriba de la primera abertura, para depositar el diluyente en forma
liquida en la zona de recoleccién del soporte sdlido poroso.

HOJA ENMENDADA
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13.El método como el reivindicado en una de las reivindicaciones 9 a 12, en el cual el
soporte para ser agarrado consiste de un estuche.

Traducido por. Gulllermo Angel Reyes
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REPUBLICA DE COLOMBIA (\.(
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

Bogot4s,
2020

Doctor (a)
FERRERO EMILIO

REFERENCIA Radicacién No. 5 96779
Bolicitud internaciocnal FR2004/000775
Facha inicio fase nacional 28/10/2005

Trémite 11
Evento 379
Actuacién 430

oficio No. 11 N9t

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento emn el articulo 38 de
la Decisin 486 de la Comisién dea la Comnidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cocperaciém en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamemto y Circular
Unica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. B1i fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traducclén de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional {(Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no ocontiene 1la copla del documento en gue consta la ceeién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

3. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por loa articulos 63 y subsiguientes del C&digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispussto por el articulo 39 de la Decisiém 486, se le
requlere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enuncilados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perder& su prelacién.

Notifiquese el presente o
e), del capitulo gqujnto

o\conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
titulo primero de la Circular Unica No.1l0 da 2001.

ALIX CARMENZA
Jafe de la 8lén de Nuevas Creaclcones

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de
fecha . ] &
adpal






