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DESCRIPCION
Kit de reactivos utilizado para detectar gastrina-17 y método de preparacion y aplicacion para el kit de reactivos
Campo técnico

La presente divulgacién se refiere al campo técnico de la deteccién de sustancias biolégicas y mas particularmente, a
un kit para detectar gastrina-17 y un método de preparacion de la misma y a un método para detectar gastrina-17
utilizando el kit. El alcance de proteccion se define por las reivindicaciones adjuntas, si bien todas las realizaciones
mencionadas en esta memoria descriptiva abarcan que el marcador de seguimiento directamente marca el primer o
segundo anticuerpo antigastrina-17 y en donde el primer o segundo anticuerpo antigastrina-17 se aplica como
recubrimiento directamente sobre la esfera magnética.

Antecedentes

La gastrina es una hormona gastrointestinal importante, secretada por las células G (células que contienen gastrina)
presentes sobre la mucosa pilérica gastrica en la sangre y que actiia sobre el estbmago para promover la secrecion
gastrica. Las células G se distribuyen principalmente en el antro gastrico, se metabolizan en el rifion y se incrementan
en el suero en el curso de la disfuncién renal. La gastrina se secreta cuando el antro pil6rico gastrico recibe estimulos
mecénicos tales como comida y el pH pilérico se vuelve alcalino. Como resultado, la secrecion de jugo gastrico,
particularmente el &cido clorhidrico, se vuelve vigorosa. Cuando desciende el pH en el estomago, se detiene la
secrecion de &cido clorhidrico y de gastrina. Ademas, la gastrina también actia promoviendo la secrecion de pepsina,
jugo pancredtico, bilis, insulina y similares, aunque tales efectos no son fuertes.

Como con la traduccion y maduracion de progastrina en las células, las células G en el antro comienzan a liberar en
la circulacion sustancias mezcladas de diversos tipos de gastrina y otros precursores producidos bajo la estimulacion
acida. Esta mezcla consiste en gastrina-71, -52, -34, -17, -14 y -6, de las cuales las formas principales en suero/plasma
son gastrina-34 y gastrina-17. La gastrina-17 (G-17) es la forma eficaz predominante de gastrina en la mucosa del
antro sana y se produce casi enteramente por células G. La gastrina-17 es un polipéptido que consiste en 17 restos
de aminoé&cido de dos formas: restos de tirosina sustituidos por sulfato y restos de tirosina no sustituidos por sulfato
(gastrina | y 1), aunque estas dos formas no se diferencian en la actividad fisioldgica. Solo se encontré actividad de
gastrina en el tetrapéptido (Tyr-Met-Asp-Phe-NH2) correspondiente con la porcién del extremo C terminal, llamado
tetrapéptido gastrina. Los estudios sobre la estructura primaria de la gastrina en diversos mamiferos han mostrado
gue toda la gastrina-17 esta compuesta de 17 aminoacidos y que varia segun el animal solo en aminoéacidos en las
posiciones 5y 10 del extremo N terminal. Ademas, una de las caracteristicas méas importantes de la gastrina-17 es
que todas las tirosinas en la posicién 12 se unen a -SOzH.

Los pacientes que sufren de gastritis atréfica secundaria de infeccion por helicobacter pylori generalmente tienen un
nivel muy bajo de gastrina-17, correspondiente con un riesgo de cancer gastrico y enfermedad de Ulcera péptica
incrementado de 18 a 25 veces respecto a una persona promedio. La gastrina-17 juega un papel fundamental o
importante en la patogénesis de la Ulcera gastroduodenal. Para estos pacientes, en el estado basico, la gastrina de
suero es relativamente elevada con un nivel promedio de aproximadamente 160pg/ml y solapamiento potencial con el
intervalo normal, pero se puede incrementar considerablemente durante la alimentacion y otras situaciones que
estimulan la secrecion de gastrina. La gastrina elevada es una de las patogénesis importantes de la Ulcera géstrica.
Ademas, normalmente los niveles elevados de gastrina-17 se pueden observar como sefiales de deficiencia de acido
gastrico. Las pruebas de gastrina-17 se pueden utilizar también como un indicador de seguimiento postoperatorio para
un paciente, mientras que el nivel de secrecion de gastrina-17 es basicamente cercano a 0 tras una reseccion antral
gastrica exitosa. En la sangre de pacientes con gastrinoma, es decir, sindrome de Zollinger-Ellison, la concentracion
de gastrina-17 es relativamente elevada. El gastrinoma es el tumor endocrino mas comun del pancreas, que es un
resultado de la proliferacion de células D que secretan gastrina en el islote pancreatico. Las células D secretan una
gran cantidad de gastrina, de modo que las células parietales aumentan drasticamente. Los siguientes lugares para
gue se produzca un gastrinoma son el estomago y el duodeno. El sindrome de Zollinger-Ellison muestra la siguiente
trilogia: hipergastrinemia, hasta 1000pg/ml; excrecion elevada de acido gastrico, con acido gastrico basal > 15 mmol/h,
hasta 6 veces lo normal; y ataques repetidos de Ulcera en el estdbmago y Ulceras duodenales, mayormente refractarias
con diarrea cronica.

En la actualidad, la deteccion de gastrina-17 se utiliza ampliamente en la clinica y el método de deteccion principal en
el mercado es el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA; del inglés, enzyme-linked immunosorbent
assay). El documento CN 101063684A desvela un kit que comprende 2 anticuerpos distintos de antigastrina-17, si
bien uno se acopla a una nanoparticula y el segundo esta marcado de forma detectable.

El ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) es un método cualitativo y cuantitativo, que une un antigeno
0 anticuerpo soluble a un vehiculo de fase sélida, tal como el poliestireno, para inmunorreaccién debido a la
especificidad de uniéon antigeno-anticuerpo. El principal mecanismo de deteccion es el método de sandwich
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inmunitario: uno de los anticuerpos de captura especificos de gastrina-17 se adsorbe sobre una placa recubierta,
mientras que otro anticuerpo de prueba se marca con peroxidasa de rabano rusticano (HRP; del inglés, horseradish
peroxidase). El anticuerpo monoclonal ligado a HRP y la gastrina-17 se unen al vehiculo en fase sélida, se incuban,
se lavan, se les afiade un sustrato que sufre una reaccion coloreada catalizada por la HRP y finalmente se determinan
por la absorbancia mediante un lector de microplacas para calcular la concentracion de gastrina-17 en la muestra.

Para completar la prueba el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas requiere un tiempo de deteccion largo, de
al menos 6 horas o incluso una reaccién durante la noche. Al mismo tiempo, habitualmente recae en la pura operacion
manual para la carga de muestras y similares, lo cual es de baja eficacia y tiende a incrementar la desviacion en los
resultados experimentales. La reaccidon enzimatica puede no ser suficientemente exhaustiva, mientras que es
susceptible de alteraciones externas, tales como la temperatura, tiempo y concentraciones de material, presenta baja
especificidad y poca sensibilidad para la deteccién. Ademas, el vehiculo de fase soélida del ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas es solido y se aplica como recubrimiento uniformemente sobre los pocillos de la placa de ELISA. Se
requiere la dilucién previa de la muestra de sujeto antes de la prueba, lo que incrementa la dificultad del experimento
y reduce adicionalmente la sensibilidad y la precisién del reactivo.

Ademas, existen en el mercado métodos para detectar gastrina de fragmentos completos, principalmente,
radioinmunoensayo (RIA; del inglés, radioimmunoassay) e inmunoensayo de quimioluminiscencia (CLIA; del inglés,
chemiluminescence immunoassay). Aunque la deteccidon de gastrina de fragmentos completos puede evitar la
deteccién perdida durante la deteccion clinica del contenido de gastrina, la gastrina es demasiado compleja en su
composicion como para utilizar cada uno de los componentes en la prueba y el diagndstico clinicos de enfermedades,
en tanto que los anticuerpos policlonales utilizados en la deteccién de gastrina de fragmentos completos pueden
reducir seriamente la especificidad y sensibilidad de los reactivos, provocando resultados de pruebas imprecisos.

Sumario

Es un objeto de la presente divulgacion proporcionar un kit para detectar gastrina-17 y un método para preparar el
mismo. Utilizando la unién especifica de la gastrina-17 con un anticuerpo antigastrina-17 junto con las propiedades
luminiscentes de un marcador de seguimiento y del magnetismo de esferas magnéticas, el kit puede determinar de
forma precisa el contenido de gastrina-17 de una muestra.

Es un objeto también de la presente invencién proporcionar un método para detectar gastrina-17, que utiliza el kit
proporcionado en el presente documento para determinar de forma precisa el contenido de gastrina-17 en una muestra
de acuerdo con el mecanismo de sandwich de anticuerpos doble o con el mecanismo de competicion. En particular,
el uso del kit en la deteccién por quimioluminiscencia automatica de gastrina-17 puede acortar el tiempo de operacion
y reducir los errores operacionales manuales.

De acuerdo con la presente divulgacién, se proporciona un kit para detectar gastrina-17 que comprende un
componente A y un componente B, en donde el componente A es un primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con
un marcador de seguimiento o aplicado como recubrimiento sobre una esfera magnética, el componente B es un
segundo anticuerpo antigastrina-17 o gastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento o aplicado como
recubrimiento sobre una esfera magnética; en donde cualquiera de los componentes Ay B se marca con un marcador
de seguimiento y el otro se aplica como recubrimiento sobre una esfera magnética; y en donde el primer anticuerpo
antigastrina-17 y el segundo anticuerpo antigastrina-17 tienen sitios de unién diferentes para unirse con la gastrina-
17.

En la presente divulgacion, la diferencia entre el primer anticuerpo antigastrina-17 y el segundo anticuerpo antigastrina-
17 reside en sus sitios de unidn sobre la gastrina-17. En el kit de la presente divulgacion, por ejemplo, si el primer
anticuerpo antigastrina-17 se aplica como recubrimiento sobre una esfera magnética para unirse a gastrina-17 en una
muestra de sujeto, entonces el segundo anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento se utiliza
para unirse con otra regidon sobre la gastrina-17 que es diferente de la regidon de union del primer anticuerpo
antigastrina-17 sobre la gastrina-17.

Debe apreciarse que el en el kit proporcionado en el presente documento, el primer anticuerpo antigastrina-17 puede
ser uno 0 mas anticuerpos antigastrina-17 y el segundo anticuerpo antigastrina-17 puede ser uno 0 mas anticuerpos
antigastrina-17, siempre que dichos uno o mas anticuerpos antigastrina-17 que constituyen los primeros anticuerpos
antigastrina-17 y dichos uno o0 mas anticuerpos antigastrina-17 que constituyen los segundos anticuerpos antigastrina-
17 sean capaces de unirse a diferentes regiones de unioén sobre la gastrina-17, respectivamente.

De acuerdo con la presente divulgacion, el primer anticuerpo antigastrina-17 y el segundo anticuerpo antigastrina-17
pueden ser un anticuerpo monoclonal antigastrina-17 y/o un anticuerpo policlonal antigastrina-17.

En el cuerpo humano, mas del 95 % de la gastrina biolégicamente activa es gastrina d-amidada, de la cual el 80 % -
90 % es gastrina-17. La deteccién simple de gastrina-17 con el uso de anticuerpos monoclonales altamente
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especificos puede proporcionar una especificidad y sensibilidad mejores con un método de deteccién simple. Por
consiguiente, la presente divulgacién proporciona un kit para medir el contenido de gastrina-17 in vivo y se puede
medir el contenido de gastrina-17 mediante un kit para reflejar la aparicion de diferentes afecciones clinicamente.

De acuerdo con la presente divulgacion, el marcador de seguimiento se puede seleccionar de marcadores de
seguimiento utilizados cominmente en la técnica para marcar antigenos o anticuerpos, tales como adamantano,
luminol y sus derivados, isoluminol y sus derivados, ésteres de acridinio, fosfatasa alcalina (ALP; del inglés, alkaline
phosphatase) o peroxidasa de rabano rusticano (HRP) y se prefiere particularmente el N-(4-aminobutil)-N-etilisolueno
(ABEI).

Las esferas magnéticas adecuadas para su uso en la presente divulgacién se conocen también como perlas
magnéticas y pueden ser microesferas magnéticas utilizadas cominmente en la técnica. Es preferible que las esferas
magnéticas utilizadas en la presente divulgacién sean microesferas de fase sélida a microescala con
superparamagnetismo y una capacidad extremadamente grande de adsorcién de proteinas formadas mediante
combinacion de particulas magnéticas de Fe203 0 Fe3O4 a nanoescala y un material polimérico orgénico. Tales esferas
magnéticas se pueden magnetizar rapidamente en un campo magnético aplicado mientras tienen una remanencia de
cero después de eliminacion del campo magnético. No existe una limitacion particular en los tipos de material
polimérico organico, que pueden seleccionarse segln sea necesario.

Las microesferas magnéticas utilizadas en la presente divulgacion deben tener un didmetro de 0,1 a 5 micras y las
microesferas magnéticas se pueden modificar en superficie para llevar diversos grupos funcionales, incluyendo, pero
no limitados a, -OH, -COOH, -NHa.

En una realizacion especifica, la esfera magnética es un complejo de particulas magnéticas de Fe203 0 Fe3O4 y un
material polimérico organico y tiene un tamafio de particula de 0,1 a 5 micras; y las esferas magnéticas se modifican
opcionalmente mediante modificacion en superficie para llevar uno o mas grupos funcionales activos.

De acuerdo con la presente divulgacion, las concentraciones del primer anticuerpo antigastrina-17 son de 10 a
200 pg/mly del segundo anticuerpo antigastrina-17 o gastrina-17 en el kit son de 10 a 200 pg/ml, respectivamente, la
concentracion del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/ml y la concentracién de las esferas magnéticas es de
0,1 a 5mg/ml. La concentracidon para cada componente anterior se basa en la cantidad de cada componente
independiente que contiene tal componente.

De acuerdo con la presente divulgacion, el kit contiene adicionalmente un calibrador de punto bajo y un calibrador de
punto alto de gastrina-17 y opcionalmente un tampdn. El calibrador de punto bajo y el calibrador de punto alto en el
presente documento se refieren el uno en relacion al otro, en donde el "calibrador de punto bajo" se refiere a un
calibrador hecho mediante la dilucion de gastrina-17 hasta una concentracién de 10 a 30 ng/ml utilizando un producto
de suero bovino al 50 % y el "calibrador de punto alto" se refiere a un calibrador hecho diluyendo gastrina-17 hasta
una concentracion de 500 a 700 ng/ml utilizando un producto de suero bovino al 50 %. El calibrador de punto bajo y
el calibrador de punto alto contienen cada uno opcionalmente albamina sérica bovina (BSA; del inglés, bovine serum
albumin) y/o conservante. La concentracion de BSA preferentemente es de 0,01 a 0,5 g/ml.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, el componente B es el segundo anticuerpo antigastrina-17
aplicado como recubrimiento sobre una esfera magnética o marcado con un marcador de seguimiento.

En estas realizaciones, el marcador de seguimiento marca directa o indirectamente el primer anticuerpo antigastrina-
17 o el segundo anticuerpo antigastrina-17. El marcaje indirecto comprende, pero no se limita a, marcaje indirecto
mediante un isotiocianato de fluoresceina (FITC; del inglés, fluorescein isothiocyanate) y un sistema de anticuerpos
anti-FITC o un sistema de estreptavidina (SA; del inglés, streptavidin) y biotina. El marcaje directo significa que el ABEI
se une directamente al primer anticuerpo antigastrina-17 o al segundo anticuerpo antigastrina-17; el marcaje indirecto
significa que el ABEI se une indirectamente al primer anticuerpo antigastrina-17 o al segundo anticuerpo antigastrina-
17 a través de un sistema de union de medios intermedios, que comprende, pero no limitados a, un FITC y un sistema
de anticuerpos anti-FITC o un sistema de estreptavidina y biotina. El anticuerpo anti-FITC es preferentemente un
anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra.

En estas realizaciones, el primer anticuerpo antigastrina-17 o el segundo anticuerpo antigastrina-17 se aplica como
recubrimiento directa o indirectamente sobre las esferas magnéticas. Las formas de recubrimiento indirectas de la
esfera magnética incluyen, pero no se limitan a, recubrimiento indirecto mediante un FITC y un sistema de anticuerpos
anti-FITC o un sistema de estreptavidina y biotina. El recubrimiento directo se refiere a recubrir esferas magnéticas
directamente utilizando el primer anticuerpo antigastrina-17 el segundo anticuerpo antigastrina-17; y el recubrimiento
indirecto se refiere a recubrir las esferas magnéticas utilizando el primer anticuerpo antigastrina-17 o el segundo
anticuerpo antigastrina-17 a través de un sistema de union de medios intermedios que incluye, pero no limitados a, un
FITC y un sistema de anticuerpos anti-FITC o un sistema de estreptavidina y biotina.
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En una realizacion especifica, el kit de deteccién de gastrina-17 comprende los siguientes componentes: 1) una
solucion de un primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento, en donde la concentracion
del primer anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracién del marcador de seguimiento es de 0,1
a 1 mg/ml; 2) una suspensién de esferas magnéticas recubiertas con un segundo anticuerpo antigastrina-17, en donde
la concentracion del segundo anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/mly la concentracion de la esfera magnética
es de 0,1 a 5 mg/ml; (3) un calibrador de punto bajo que contiene gastrina-17 con una concentraciéon de gastrina-17
de 2 a 50 ng/ml; y 4) un calibrador de punto alto que contiene gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de
200 a 1000ng/ml.

En una realizacion especifica, el kit de deteccién de gastrina-17 comprende los siguientes componentes: 1) una
solucién de un primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento, en donde la concentracion
del primer anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracién del marcador de seguimiento es de 0,1
a 1 mg/ml; 2) una solucién de un primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con FITC, en donde la concentracion del
segundo anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion de FITC es de 0,1 a 1 mg/ml; (3) una
suspension de esferas magnéticas recubiertas con un anticuerpo anti-FITC de cabra, en donde la concentracion del
anticuerpo anti-FITC de cabra es de 0,1 a 1/ml y la concentracion de la esfera magnética es de 0,1 a 5 mg/ml; (4) un
calibrador de punto bajo que contiene gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 2 a 50 ng/ml; y (5) un
calibrador de punto alto que contiene gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 200 a 1000ng/ml.

En una realizacion especifica, el kit de deteccion de gastrina-17 comprende los siguientes componentes: (1) una
suspension de esferas magnéticas recubiertas con estreptavidina, en donde la concentracién de estreptavidina es de
10 a 200 pg/mly la concentracion de la esfera magnética es de 0,1 a 5 mg/ml; (2) una solucién de un primer anticuerpo
antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento, en donde la concentracion del primer anticuerpo
antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/ml; (3) una
solucién biotinilada de un segundo anticuerpo antigastrina-17, en donde la concentracion del segundo anticuerpo
antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion de biotina es de 0,1 a 1 mg/ml; (4) un calibrador de punto bajo
gue contiene gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 2 a 50 ng/ml; y (5) un calibrador de punto alto que
contiene gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 200 a 1000ng/ml.

En una realizacion especifica, el kit de deteccion de gastrina-17 comprende los siguientes componentes: (1) una
suspension de esferas magnéticas recubiertas con un segundo anticuerpo antigastrina-17, la concentracién del
segundo anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion de la esfera magnética es de 0,1 a
5 mg/ml; (2) una solucién biotinilada de un primer anticuerpo antigastrina-17, en donde la concentracion del primer
anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion de biotina es de 0,1 a 1 mg/ml;; (3) una solucién
de estreptavidina marcada con un marcador de seguimiento, en donde la concentracion de estreptavidina es de 10 a
200 pg/ml y la concentracion del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/ml; (4) un calibrador de punto bajo que
contiene gastrina-17 con una concentraciéon de gastrina-17 de 2 a 50 ng/ml; y (5) un calibrador de punto alto que
contiene gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 200 a 1000ng/ml.

En cada una de las realizaciones especificas anteriores, cada uno de los componentes del kit contienen
preferentemente BSA y un conservante; la concentracion de BSA preferentemente es de 0,01 a 0,5 g/ml; el
conservante es uno cualquiera o una mezcla de dos cualesquiera o mas seleccionados del grupo que consiste en
sorbato potasico, benzoato de sodio, azida de sodio, nitrito sddico y la serie Proclin (uno de los conservantes mas
usados habitualmente para inmunodiagndstico, siendo los ingredientes activos principales el 2-metil-4-isotiazolin-3-
onay el 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona). El anticuerpo gastrina-17 puede ser monoclonal o policlonal y el marcador
de seguimiento puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en ésteres de acridinio, isoluminol y
sus derivados, luminol y sus derivados, ALP o HRP.

En algunas otras realizaciones, el componente B es gastrina-17 aplicada como recubrimiento sobre una esfera
magnética o esta marcada con un marcador de seguimiento.

En estas realizaciones, el marcador de seguimiento marca directa o indirectamente el primer anticuerpo antigastrina-
17 o gastrina-17. El marcaje indirecto incluye, pero no se limita a, marcaje indirecto con un isotiocianato de fluoresceina
(FITC) y un sistema de anticuerpos anti-FITC o un sistema de estreptavidina y biotina. EI marcaje directo significa que
el ABEI se une directamente al primer anticuerpo antigastrina-17 o gastrina-17, mientras que el marcaje indirecto
significa que el ABEI marca el primer anticuerpo antigastrina-17 o gastrina 17 a través de un sistema de union de
medios intermedios, lo que incluye, pero no se limita a, un FITC y un sistema de anticuerpos anti-FITC o un sistema
de estreptavidina y biotina.

En estas realizaciones, el primer anticuerpo antigastrina-17 o gastrina-17 se aplica como recubrimiento directa o
indirectamente sobre una esfera magnética. Las formas de recubrimiento indirecto de las esferas magnéticas
comprenden, pero no se limitan a, recubrimiento indirecto a través de un FITC y un sistema de anticuerpos anti-FITC
0 un sistema de estreptavidina y biotina. El recubrimiento directo se refiere al recubrimiento directo de esferas
magnéticas utilizando el primer anticuerpo antigastrina-17 o gastrina-17, mientras que el recubrimiento indirecto se
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refiere al uso de un sistema de unién de medios intermedios para aplicar como recubrimiento el primer anticuerpo
antigastrina-17 o gastrina-17 sobre las esferas magnéticas, el sistema de unidon de medios intermedios incluye, pero
no se limita a, un FITC y un sistema de anticuerpos anti-FITC o un sistema de estreptavidina y biotina.

En algunas realizaciones, el componente A es dicho (uno o mas) primer(os) anticuerpo(s) antigastrina-17 marcado(s)
con un marcador de seguimiento y el componente B es gastrina-17 aplicado como recubrimiento sobre esferas
magnéticas.

En una realizacion especifica, el kit de deteccién de gastrina-17 comprende los siguientes componentes: 1) una
solucion de un anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento, en donde la concentracion del
primer anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracién del marcador de seguimiento es de 0,1 a
1 mg/ml; (2) una suspension de esferas magnéticas recubiertas con un antigeno gastrina-17, en donde la
concentracion del antigeno gastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion de la esfera magnética es de 0,1 a
5 mg/ml; (3) un calibrador de punto bajo que contiene gastrina-17 con una concentracioén de gastrina-17 de 2 a 50
ng/ml; y 4) un calibrador de punto alto que contiene gastrina-17 con una concentracién de gastrina-17 de 200 a
1000ng/ml.

En una realizacion especifica, el kit de deteccion de gastrina-17 comprende los siguientes componentes: 1) una
solucién de un anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento, en donde la concentracion del
anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/ml;
(2) una solucién de antigeno gastrina-17 marcado con FITC, en donde la concentracion del antigeno gastrina-17 es
de 10 a 200 pg/ml y la concentracion de FITC es de 0,1 a 1 mg/ml; (3) una suspension de esferas magnéticas
recubiertas con un anticuerpo anti-FITC de cabra, en donde la concentracion del anticuerpo anti-FITC de cabra es de
0,1 a 1/mly la concentracion de la esfera magnética es de 0,1 a 5 mg/ml; (4) un calibrador de punto bajo que contiene
gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 2 a 50 ng/ml; y (5) un calibrador de punto alto que contiene
gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 200 a 1000ng/ml.

En una realizacion especifica, el kit de deteccion de gastrina-17 comprende los siguientes componentes: (1) una
solucion de un anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento, en donde la concentracién del
anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/ml;
(2) una solucién de antigeno gastrina-17 marcado con biotina, en donde la concentracion del antigeno gastrina-17 es
de 10 a 200 pg/ml y la concentracién de biotina es de 0,1 a 1 mg/ml; (3) una suspension de esferas magnéticas
recubiertas con estreptavidina, en donde la concentracion de estreptavidina es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion
de la esfera magnética es de 0,1 a 5 mg/ml; (4) un calibrador de punto bajo que contiene gastrina-17 con una
concentracion de gastrina-17 de 2 a 50 ng/ml; y (5) un calibrador de punto alto que contiene gastrina-17 con una
concentracion de gastrina-17 de 200 a 1000ng/ml.

En una realizacion especifica, el kit de deteccion de gastrina-17 comprende los siguientes componentes: (1) una
suspension de esferas magnéticas recubiertas con un anticuerpo antigastrina-17, la concentracion del segundo
anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion de la esfera magnética es de 0,1 a 5 mg/ml; (2)
una solucion de un antigeno gastrina-17 marcado con biotina, en donde la concentracion del primer anticuerpo
antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml y la concentracion de biotina es de 0,1 a 1 mg/ml;; (3) una soluciéon de
estreptavidina marcada con un marcador de seguimiento, en donde la concentracion de estreptavidina es de 10 a 200
pg/mly la concentracién del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/ml; (4) un calibrador de punto bajo que contiene
gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 2 a 50 ng/ml; y (5) un calibrador de punto alto que contiene
gastrina-17 con una concentracion de gastrina-17 de 200 a 1000ng/ml.

En cada una de las realizaciones especificas anteriores, cada uno de los componentes del kit contienen
preferentemente BSA y un conservante; la concentracion de BSA preferentemente es de 0,01 a 0,5 g/ml; el
conservante es uno cualquiera o una mezcla de dos cualesquiera 0 mas seleccionados del grupo que consiste en
sorbato potésico, benzoato de sodio, azida de sodio, nitrito sédico y la serie Proclin. El anticuerpo gastrina-17 puede
ser monoclonal o policlonal y el marcador de seguimiento puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo que
consiste en ésteres de acridinio, isoluminol y sus derivados, luminol y sus derivados, ALP o HRP.

La presente divulgacion proporciona un método para preparar un kit con el componente B como un anticuerpo
antigastrina-17 como se ha descrito anteriormente, comprendiendo el método: marcar directa o indirectamente uno
cualquiera de un primer anticuerpo antigastrina-17 y un segundo anticuerpo antigastrina-17 con un marcador de
seguimiento y aplicar como recubrimiento directa o indirectamente el otro sobre una esfera magnética. EI marcaje
indirecto comprende, pero no se limita a, marcar el primer o segundo anticuerpo antigastrina-17 con el marcador de
seguimiento a través de un isotiocianato de fluoresceina y un sistema de anticuerpos antiisotiocianato de fluoresceina
0 un sistema de estreptavidina y biotina; y el recubrimiento indirecto comprende, pero no se limita a, recubrir la esfera
magnética con el primer o segundo anticuerpo antigastrina-17 a través de un isotiocianato de fluoresceinay un sistema
de anticuerpos antiisotiocianato de fluoresceina o un sistema de estreptavidina y biotina.
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La presente divulgacion proporciona un método para preparar un kit con el componente B como una gastrina-17 como
se ha descrito anteriormente, comprendiendo el método: marcar directa o indirectamente uno cualquiera de un primer
anticuerpo antigastrina-17 y gastrina-17 con un marcador de seguimiento y aplicar como recubrimiento directa o
indirectamente el otro sobre una esfera magnética. El marcaje indirecto comprende, marcar el primer anticuerpo
antigastrina-17 o gastrina-17 con el marcador de seguimiento a través de un isotiocianato de fluoresceina y un sistema
de anticuerpos antiisotiocianato de fluoresceina o un sistema de estreptavidina y biotina; y el recubrimiento indirecto
comprende, pero no se limita a, revestir la esfera magnética con el primer anticuerpo antigastrina-17 o gastrina-17 a
través de un isotiocianato de fluoresceina y un sistema de anticuerpos antiisotiocianato de fluoresceina o un sistema
de estreptavidina y biotina.

El método para preparar el kit de acuerdo con la presente divulgacién puede comprender adicionalmente preparar un
calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto y puede comprender adicionalmente el montaje del kit.

De acuerdo con la presente divulgacion, también se proporciona un método para detectar gastrina-17, que comprende
detectar la concentracion de gastrina-17 en una muestra de sujeto mediante inmunoensayo de quimioluminiscencia
utilizando un kit como se ha descrito anteriormente.

En particular, el método puede comprender: mezclar los componentes Ay B del kit con la muestra de sujeto, incubar,
separar magnéticamente y afiadir un sustrato luminiscente a un precipitado resultante para detectar una intensidad de
sefial 6ptica; medir una intensidad de sefial éptica del calibrador de punto bajo y el calibrador de punto alto de la
gastrina-17 de la misma manera para obtener una curva estandar entre la concentracion de gastrina -17 y la intensidad
de sefial Optica; y comparar la intensidad de sefial dptica de la muestra de sujeto con la curva estandar para obtener
la concentracién de gastrina-17 en la muestra de sujeto.

En el caso de que el componente B del kit es un segundo anticuerpo antigastrina-17, cuando se determina la gastrina-
17 utilizando el kit, los componentes A y B forman un modo de sandwich de anticuerpos doble del primer anticuerpo
antigastrina-17/gastrina-17/el segundo anticuerpo antigastrina-17 con gastrina-17 en la muestra de sujeto, es decir,
formando un complejo inmunitario de un anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento, para
que detecte gastrina-17 y anticuerpo gastrina-17 aplicado como recubrimiento sobre las esferas magnéticas. El campo
magnético externo se aplica para la precipitacion, tras la cual se retira el sobrenadante y el complejo precipitado se
lava con tampdn de lavado y se afiade excitador luminoso para la determinacion de la intensidad luminosa relativa. La
concentracion de gastrina-17 en la muestra de sujeto se puede obtener en referencia a la curva estandar de
concentracion de gastrina-17 e intensidad luminosa.

En una realizaciéon especifica, la determinacion se realiza con un ensayo de sandwich de anticuerpos doble y el
procedimiento de carga de la muestra especifica es: a. afiadir de 15 a 100 pl de una muestra de sujeto (muestra de
suero/plasma), el calibrador de punto alto y el calibrador de punto bajo a diferentes pocillos de ensayo; b. afiadir de
10 a 50 pl de la suspensién de esferas magnéticas revestidas con anticuerpo antigastrina-17; c. afiadir de 40 a 200 pl
de la solucion de otro anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento; d. incubar por debajo de
37 °C durante 15 a 40 minutos y limpiar en un entorno magnético al menos 2 veces; e. afiadir sustrato luminiscente y
detectar la intensidad de sefial Optica; y f. calcular la concentracion de gastrina-17 en la muestra de sujeto utilizando
la intensidad de sefial Optica detectada en la muestra de sujeto en referencia a la curva de trabajo calibrada con el
calibrador.

En el caso de que el componente B del kit es gastrina-17, cuando se determina la gastrina-17 utilizando el kit, la
gastrina-17 en el componente B compite con la gastrina-17 en la muestra de sujeto para unirse al primer anticuerpo
antigastrina-17 en el componente A, formando un complejo inmunitario. EIl campo magnético externo se aplica para la
precipitacion, tras la cual se retira el sobrenadante y el complejo precipitado se lava con tampén de lavado y se afiade
excitador luminoso para la determinacion de la intensidad luminosa relativa. La concentracion de gastrina-17 en la
muestra de sujeto se puede obtener en referencia a la curva estandar de concentracion de gastrina-17 e intensidad
luminosa.

En una realizacién especifica, la determinacion se realiza con un ensayo de competicién y el procedimiento de carga
de la muestra especifica es: a. afiadir de 15 a 100 ul de una muestra de sujeto (muestra de suero/plasma), el calibrador
de punto alto y el calibrador de punto bajo a diferentes pocillos de ensayo; b. afiadir de 10 a 50 pul de la suspension de
esferas magnéticas revestidas con antigeno gastrina-17; c. afiadir de 40 a 200 pl de la solucion de anticuerpo
antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento; d. incubar por debajo de 37 °C durante 15 a 40 minutos y
limpiar en un entorno magnético al menos 2 veces; e. afiadir sustrato luminiscente y detectar la intensidad de sefial
Optica; y f. calcular la concentracion de gastrina-17 en la muestra de sujeto utilizando la intensidad de sefial éptica
detectada en la muestra de sujeto en referencia a la curva de trabajo calibrada con el calibrador.

En una realizacién, el método para detectar la concentracion de gastrina-17 comprende detectar la concentracion de
gastrina-17 mediante un analizador de inmunoensayo de quimioluminiscencia utilizando un kit como se ha descrito
anteriormente. En una realizacion preferida de la presente divulgacién, el método se realiza integramente
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automatizado. De acuerdo con la presente divulgacion, el analizador de inmunoensayo de quimioluminiscencia
preferentemente es un analizador de inmunoensayo de quimioluminiscencia de la serie Maglumi (fabricado por
Shenzhen New Industries Biomedical Engineering Co., Ltd.). Cuando se usa un analizador de inmunoensayo de
guimioluminiscencia, el analizador puede afadir muestras automaticamente, detectar y calcular resultados segun las
configuraciones, acelerar el proceso de deteccion y reducir los errores humanos.

El kit de deteccién de gastrina-17 proporcionado en el presente documento comprende gastrina-17 o anticuerpo
antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento en diversas formas de marcaje o aplicado como
recubrimiento sobre microesferas magnéticas en diversas formas de recubrimiento y es capaz de determinar de forma
precisa, sensible y rapida la concentracion de gastrina-17 en una muestra mediante el método de sandwich de
anticuerpos doble o el método de competicion.

El uso del kit proporcionado en el presente documento para la determinacién de gastrina-17 no requiere dilucién de la
muestra de sujeto, la cual puede utilizarse directamente para la deteccion, facilitando de este modo la sensibilidad de
la deteccion de una muestra de bajo nivel. La muestra de sujeto puede ser una cualquiera de un suero de tubo de
blanco, suero de tubo de gel de separacion, suero de tubo de coagulante, plasma EDTA y plasma de heparina.

El método para detectar gastrina-17 proporcionado en el presente documento ha mejorado considerablemente la
especificidad y la sensibilidad de un kit mediante el uso de un método mas avanzado de inmunoensayo de
quimioluminiscencia para un diagnostico clinico mejor.

El método para detectar gastrina-17 proporcionado en el presente documento utiliza el kit de acuerdo con la presente
divulgacion y el inmunoensayo de quimioluminiscencia y realiza la carga de muestra con total automatizacion del
instrumento, lo que reduce la interferencia causada por factores humanos en los resultados experimentales y acorta
considerablemente el tiempo de prueba, facilitando resultados rapidos para el diagnostico clinico.

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion se describird ahora mediante realizaciones especificas y ejemplos especificos y se entiende
que el alcance de la divulgacion no se limita a los mismos.

Los siguientes ejemplos emplearon un analizador de inmunoensayo de quimioluminiscencia Maglumi 2000 plus
(fabricado por Shenzhen New Industries Biomedical Engineering Co., Ltd.) para la deteccion.

Fuente del kit de inmunodeteccion ligado a enzimas de gastrina-17: Biohit (Finlandia), N.° de catalogo: 18GC1404.
Fuente de anticuerpo antigastrina-17: ambos anticuerpos (el primer anticuerpo antigastrina-17 y el segundo anticuerpo
antigastrina-17) se adquirieron de Biohit (Finlandia), incluyendo el primer anticuerpo antigastrina-17 de nimero de clon
G52C7.1y el segundo anticuerpo antigastrina-17 de namero de clon G55D4.

Fuente de anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra: adquirido de Beijing Biohao Biological Technology Co., Ltd.
Fuente de FITC: adquirido de Shanghai Jining Shiye Co., Ltd.

Fuente de ABEI: fabricado por Shenzhen New Industries Biomedical Engineering Co., Ltd.

Fuente de microesfera magnética: fabricado por Shenzhen New Industries Biomedical Co., Ltd., con una concentracion
de 0,6 a 1,2 mg/ml, el 80 % de la distribucién de tamafio de particulas de 1 a 5 um, tiempo de precipitacion de 10 a 15
segundos a una intensidad magnética de 4000 gauss y una concentracion de adsorcion de proteinas de 0,8 mg a 1,2
mg en 30 mg de BSA.

Fuente de biotina y estreptavidina: adquirido de Shanghai Yuanye Biotechnology Co., Ltd.

Estandares de gastrina-17: adquiridos de Shanghai Science Peptide Biological Technology Co., Ltd.

Los métodos para preparar los componentes del kit son como sigue:

Ejemplo de preparacion 1: Preparacion de una suspension de esferas magnéticas recubiertas con un
primer anticuerpo antigastrina-17

Las esferas inmunomagnéticas utilizadas en este procedimiento de preparacién fueron una suspension de
microesferas nanomagnéticas en una concentracion de 100 mg/ml con grupo hidroxilo de 95 mg de KOH/g,
fabricadas por Merck Co., Ltd.
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(1) Preparacién de tampon:

se pesaron 2,55 g de trihidrato de acetato de sodio, se disolvieron en 4500 ml de agua purificada, se afiadieron
14 ml de acido acético y se mezclaron bien para producir un tampoén de acido acético de pH 3,6.

(2) Union de las microesferas magnéticas (método CMC para la unién de microesferas magnéticas):

Se suspendieron las microesferas magnéticas en el tampon de &cido acético (pH 3,6) por encima de 5x el
volumen de recubrimiento para proporcionar una concentracion de esferas magnéticas de 20 mg/ml y se afiadié
1-ciclohexil-2-morfolinoetil-carbodiimida meto-p-toluenosulfonato (CMC) hasta una concentracién de 10 mg/ml.
Los primeros anticuerpos antigastrina-17 se afiadieron mediante una proporciéon en peso de la solucion
resultante respecto a los primeros anticuerpos antigastrina-17 de 1 mg: 12 ug y se sometieron a reacciéon en
un incubador de bafio de agitacion a temperatura constante a 37 °C durante 24 horas.

(3) Limpieza de microesferas magnéticas:

Preparacion de la solucién de limpieza para esferas magnéticas: se formularon 500 ml de tamp6n PBS (pH 7,4)
con 0,1 mol/l de tampo6n PBS y agua purificada en una proporcion volumétrica de 1: 9, en la que se afiadieron
2,5 g de BSA, se mezclaron bien y se disolvieron para preparar la solucion de limpieza para esferas magnéticas.
Limpieza: después del bafio caliente de la etapa (2), las esferas magnéticas se vertieron en un vaso de
precipitados, se colocaron sobre un iman para la precipitacion, se retird el sobrenadante, se lavaron bajo
agitacion con 5x el volumen de solucién de limpieza para esferas magnéticas, se colocaron sobre un imany se
elimino el sobrenadante libre. El procedimiento de lavado se repitié cuatro veces.

(4) Suspension de las esferas magnéticas:

Las esferas magnéticas limpiadas en la etapa (3) se afiadieron a una solucién mezclada (composicién primaria
de la solucion mezclada: KH2PO4 0,2 g/ml, NaHPO4 2,9 g/ml, NaCl 8 g/ml, NaNs 2 g/ml, BSA 5 g/ml, Twain T-
20 2 ml/ml, equilibrada con agua purificada) de 1x el volumen de recubrimiento, para obtener una suspension
de esferas magnéticas de 1x el volumen de recubrimiento con una concentracion de suspension de 20 mg/ml,
es decir, la suspension de esferas magnéticas recubiertas con los primeros anticuerpos antigastrina-17.

Los primeros anticuerpos antigastrina-17 anteriores se pueden reemplazar por los segundos anticuerpos
antigastrina-17.

Ejemplo de preparacién 2. Preparacion de una suspension de esferas magnéticas recubiertas con
estreptavidina

Las esferas inmunomagnéticas utilizadas en este procedimiento de preparacion fueron una suspension de
microesferas nanomagnéticas en una concentracion de 100 mg/ml con grupo hidroxilo de 95 mg de KOH/g,
fabricadas por Merck Co., Ltd.

(1) Preparacién de tampon:

se pesaron 2,55 g de trihidrato de acetato de sodio, se disolvieron en 4500 ml de agua purificada, se afiadieron
14 ml de acido acético y se mezclaron bien para producir un tampoén de acido acético de pH 3,6.

(2) Unién de las microesferas magnéticas (método CMC para la unién de microesferas magnéticas):

Se suspendieron las microesferas magnéticas en el tampén de acido acético (pH 3,6) por encima de 5x el
volumen de recubrimiento para proporcionar una concentracion de esferas magnéticas de 20 mg/ml y se afiadié
CMC (1-ciclohexil-2-morfolinoetil-carbodiimida meto-p-toluenosulfonato) hasta una concentracion de 10 mg/ml.
Se afiadi6 estreptavidina mediante una proporcién en peso de la solucién resultante respecto a estreptavidina
de 1 mg: 12 ug y se sometieron a reaccion en un incubador de bafio de agitacién a temperatura constante a
37 °C durante 24 horas.

(3) Limpieza de microesferas magnéticas:

Preparacion de la solucién de limpieza para esferas magnéticas: se formularon 500 ml de tampo6n PBS (pH 7,4)
con 0,1 mol/l de tampdn PBS y agua purificada en una proporcion volumétrica de 1: 9, en la que se afiadieron
2,5 g de BSA, se mezclaron bien y se disolvieron para preparar la solucion de limpieza para esferas magnéticas.
Limpieza: después del bafio caliente de la etapa (2), las esferas magnéticas se vertieron en un vaso de
precipitados, se colocaron sobre un iman para la precipitacion, se retir6 el sobrenadante, se lavaron bajo
agitacion con 5x el volumen de solucién de limpieza para esferas magnéticas, se colocaron sobre un imany se
elimind el sobrenadante libre. El procedimiento de lavado se repitié cuatro veces.

(4) Suspension de las esferas magnéticas: Las esferas magnéticas limpiadas en la etapa (3) se afiadieron a
una solucién mezclada (composicién primaria de la solucion mezclada: KH2PO4 0,2 g/ml, NaHPO4 2,9 g/ml,
NaCl 8 g/ml, NaNs 2 g/ml, BSA 5 g/ml, Twain T-20 2 ml/ml, equilibrada con agua purificada) de 1x el volumen
de recubrimiento, para obtener una suspension de esferas magnéticas de 1x el volumen de recubrimiento con
una concentracion de suspension de 20 mg/ml, es decir, la suspensién de esferas magnéticas recubiertas con
estreptavidina.

Ejemplo de preparacion 3: Preparacion de una suspension de esferas magnéticas recubiertas con un
anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra

Las esferas inmunomagnéticas utilizadas en este procedimiento de preparacién fueron una suspension de
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microesferas nanomagnéticas en una concentracion de 100 mg/ml con grupo hidroxilo de 95 mg de KOH/g,
fabricadas por Merck Co., Ltd.

(1) Preparacién de tampén:

se pesaron 2,55 g de trihidrato de acetato de sodio, se disolvieron en 4500 ml de agua purificada, se afiadieron
14 ml de acido acético y se mezclaron bien para producir un tampén de acido acético de pH 3,6.

(2) Unién de las microesferas magnéticas (método CMC para la unién de microesferas magnéticas):

Se suspendieron las microesferas magnéticas en el tampon de acido acético (pH 3,6) por encima de 5x el
volumen de recubrimiento para proporcionar una concentracion de esferas magnéticas de 20 mg/mly se afiadio
CMC (1-ciclohexil-2-morfolinoetil-carbodiimida meto-p-toluenosulfonato) hasta una concentracion de 10 mg/ml.
El anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra se afiadié mediante una proporcion en peso de la solucién resultante
respecto al anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra de 1 mg: 12 pg y se sometieron a reaccién en un incubador
de bafio de agitacion a temperatura constante a 37 °C durante 24 horas.

(3) Limpieza de microesferas magnéticas:

Preparacion de la solucién de limpieza para esferas magnéticas: se formularon 500 ml de tampon PBS (pH 7,4)
con 0,1 mol/l de tampdn PBS y agua purificada en una proporcion volumétrica de 1: 9, en la que se afiadieron
2,5 g de BSA, se mezclaron bien y se disolvieron para preparar la solucion de limpieza para esferas magnéticas.
Limpieza: después del bafio caliente de la etapa (2), las esferas magnéticas se vertieron en un vaso de
precipitados, se colocaron sobre un iman para la precipitacion, se retir6 el sobrenadante, se lavaron bajo
agitacion con 5x el volumen de solucion de limpieza para esferas magnéticas, se colocaron sobre un imany se
eliminé el sobrenadante libre. El procedimiento de lavado se repitié cuatro veces.

(4) Suspension de las esferas magnéticas:

Las esferas magnéticas limpiadas en la etapa (3) se afiadieron a una solucién mezclada (composicion primaria
de la solucion mezclada: KH2PO4 0,2 g/ml, NaHPO4 2,9 g/ml, NaCl 8 g/ml, NaNs 2 g/ml, BSA 5 g/ml, Twain T-
20 2 mi/ml, equilibrada con agua purificada) de 1x el volumen de recubrimiento, para obtener una suspension
de esferas magnéticas de 1x el volumen de recubrimiento con una concentracion de suspension de 20 mg/ml,
es decir, la suspension de esferas magnéticas recubiertas con el anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra.

Ejemplo de preparacién 4: Preparacion de una solucion del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con
ABEI

(1) Preparacion de la solucion de dialisis de pH 9,5: en un vaso de precipitados de 5000 ml, se afiadieron
14,31 g de Na2COs y 26,46 g de NaHCOs y se llend hasta los 4500 ml con agua. El dializado formulado se
coloc6 en un agitador magnético para su uso posterior.

(2) Se eligid una bolsa de dialisis con una capacidad de interceptacion de 14000, de la que se prepar6 para su
uso posterior una porcion con el tamafio adecuado. Se disolvi6 1 mg de anticuerpos monoclonales o
policlonales antigastrina-17 y se ajustaron a 1 ml con la solucién de didlisis formulada anteriormente y se
colocaron en la bolsa de didlisis. La dialisis se realiz6 bajo agitacién durante 2 horas y se afiadieron 300 ug de
ABEI-hemisuccinimida-N-hidroxisuccinimida a la solucion dializada para la reaccién a 37 °C durante 2 horas
para producir la solucion de los primeros anticuerpos antigastrina-17 marcados con ABEI.

(3) La purificacion de la solucion de los primeros anticuerpos antigastrina-17 marcados con ABEI obtenidos en
la reaccion anterior se realiz6 sobre una columna de gel G-25.

(4) Se afiadio un volumen igual de 5 g/ml de solucion protectora de BSA a la solucion purificada de los primeros
anticuerpos antigastrina-17 marcados con ABEI para obtener la solucion final.

Los primeros anticuerpos antigastrina-17 anteriores se pueden reemplazar por los segundos anticuerpos
antigastrina-17.

Ejemplo de preparacién 5: Preparacion de una solucidn del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con
biotina

(1) Preparacion de la solucion de dialisis de pH 9,5: en un vaso de precipitados de 5000 ml, se afiadieron
14,31 g de Na2COs y 26,46 g de NaHCOs y se llend hasta los 4500 ml con agua. El dializado formulado se
colocé en un agitador magnético para su uso posterior.

(2) Se eligio una bolsa de dialisis con una capacidad de interceptacion de 14000, de la que se preparé para su
uso posterior una porcion con el tamafio adecuado. Se disolvié 1 mg de los primeros anticuerpos antigastrina-
17 y se ajustaron a 1 ml con la solucién de dialisis formulada anteriormente y se colocaron en la bolsa de
dialisis. La dialisis se realizd bajo agitacion durante 2 horas y se afiadieron 300 pg de biotina a la solucién
dializada para la reaccién a 37 °C durante 2 horas para producir la solucién biotinilada de los primeros
anticuerpos antigastrina-17.

(3) La purificacién de la solucién biotinilada de los primeros anticuerpos antigastrina-17 obtenidos en la reaccién
anterior se realiz6 sobre una columna de gel G-25.

(4) Se afiadié un volumen igual de 5 g/ml de solucion protectora de BSA a la solucion purificada biotinilada de
los primeros anticuerpos antigastrina-17 para obtener la solucién final.
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Los primeros anticuerpos antigastrina-17 anteriores se pueden reemplazar por los segundos anticuerpos
antigastrina-17.

Ejemplo de preparacién 6: Preparaciéon de una solucidn del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con
FITC

(1) Preparacion de la solucién de dialisis de pH 9,5: en un vaso de precipitados de 5000 ml, se afiadieron
14,31 g de Na2CO3 y 26,46 g de NaHCOs y se llend hasta los 4500 ml con agua. El dializado formulado se
coloco en un agitador magnético para su uso posterior.

(2) Se eligio una bolsa de dialisis con una capacidad de interceptacion de 14000, de la que se preparé para su
uso posterior una porcién con el tamafio adecuado. Se disolvié 1 mg del primer anticuerpo antigastrina-17 y se
ajusté a 1 ml con la solucién de dialisis formulada anteriormente y se colocaron en la bolsa de dialisis. La didlisis
se realiz6 bajo agitacién durante 2 horas y se afiadieron 100 pg de FITC a la solucion dializada para la reaccion
a 37 °C durante 2 horas para producir la solucion del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con FITC.

(3) La purificacion de la solucion de los primeros anticuerpos antigastrina-17 marcados con FITC obtenido en
la reaccion anterior se realiz6 sobre una columna de gel G-25.

(4) Se afiadio un volumen igual de 5 g/ml de solucion protectora de BSA a la solucién purificada de los primeros
anticuerpo antigastrina-17 marcado con FITC para obtener la solucion final.

Los primeros anticuerpos antigastrina-17 anteriores se pueden reemplazar por los segundos anticuerpos
antigastrina-17.

Ejemplo de preparacién 7: Preparacion de una solucion del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con
estreptavidina

(1) Preparacion de la solucion de dialisis de pH 9,5: en un vaso de precipitados de 5000 ml, se afiadieron
14,31 g de Na2COs y 26,46 g de NaHCOs y se llend hasta los 4500 ml con agua. El dializado formulado se
coloc6 en un agitador magnético para su uso posterior.

(2) Se eligio una bolsa de dialisis con una capacidad de interceptacion de 14000, de la que se preparé para su
uso posterior una porcion con el tamafio adecuado. Se disolvié 1 mg de los primeros anticuerpos antigastrina-
17 y se ajustaron a 1 ml con la solucién de dialisis formulada anteriormente y se colocaron en la bolsa de
dialisis. La didlisis se realiz6 bajo agitacion durante 2 horas y se afiadieron 50 ug de estreptavidina a la solucion
dializada para la reaccion a 37 °C durante 2 horas para producir los primeros anticuerpos antigastrina-17
marcados con estreptavidina.

(3) La purificacion de la solucion de los primeros anticuerpos antigastrina-17 marcados con estreptavidina
obtenidos en la reaccién anterior se realizé sobre una columna de gel G-25.

(4) Se afiadi6 un volumen igual de 5 g/ml de solucidn protectora de BSA a la solucidn purificada de los primeros
anticuerpos antigastrina-17 marcados con estreptavidina para obtener la solucion final.

Los primeros anticuerpos antigastrina-17 anteriores se pueden reemplazar por los segundos anticuerpos
antigastrina-17.

Ejemplo de preparacién 8: Preparacion de una solucidn del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con
un anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra

(1) Preparacion de la solucion de dialisis de pH 9,5: en un vaso de precipitados de 5000 ml, se afiadieron
14,31 g de Na2COs y 26,46 g de NaHCOs y se llend hasta los 4500 ml con agua. El dializado formulado se
coloco en un agitador magnético para su uso posterior.

(2) Se eligid una bolsa de dialisis con una capacidad de interceptacion de 14000, de la que se prepar6 para su
uso posterior una porcién con el tamafio adecuado. Se disolvié 1 mg de los primeros anticuerpos antigastrina-
17 y se ajustaron a 1 ml con la solucién de dialisis formulada anteriormente y se colocaron en la bolsa de
dialisis. La didlisis se realiz6 bajo agitacion durante 2 horas y se afiadieron 50 ug de anticuerpos policlonales
anti-FITC de cabra a la solucién dializada para la reaccion a 37 °C durante 2 horas para producir la solucion
del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con anticuerpos policlonales anti-FITC de cabra.

(3) La purificacién de la solucion de los primeros anticuerpos antigastrina-17 marcados con anticuerpos
policlonales anti-FITC de cabra obtenidos en la reaccion anterior se realizé sobre una columna de gel G-25.
(4) Se afiadio un volumen igual de 5 g/ml de solucion protectora de BSA a la solucion purificada de los primeros
anticuerpos antigastrina-17 marcados con anticuerpos policlonales anti-FITC de cabra para obtener la solucién
final.

Los primeros anticuerpos antigastrina-17 anteriores se pueden reemplazar por los segundos anticuerpos
antigastrina-17.
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Ejemplo de preparacién 9: Preparacion de una solucion de ABEI biotinilado

(1) Preparacion de la solucion de dialisis de pH 9,5: en un vaso de precipitados de 5000 ml, se afiadieron
14,31 g de Na2COs y 26,46 g de NaHCOz y se llend hasta los 4500 ml con agua. El dializado formulado se
coloc6 en un agitador magnético para su uso posterior.

(2) Se eligié una bolsa de dialisis con una capacidad de interceptacion de 14000, de la que se prepard para su
uso posterior una porcion con el tamafio adecuado. Se disolvié 1 mg de biotina y se ajusté a 1 ml con la solucién
de didlisis formulada anteriormente y se colocaron en la bolsa de dialisis. La didlisis se realizd bajo agitacion
durante 2 horas y se afiadieron 300 ug de ABEI-hemisuccinimida-N-hidroxisuccinimida a la solucién dializada
para la reaccion a 37 °C durante 2 horas para producir la solucion de ABEI biotinilado.

(3) La purificacion de la solucién biotinilada de ABEI obtenidos en la reaccion anterior se realizé sobre una
columna de gel G-25.

(4) Se afadio un volumen igual de 5 g/ml de solucion protectora de BSA a la solucion de ABEI biotinilado
purificada para obtener la solucion final.

Ejemplo de preparacion 10: Preparacion de una solucién de ABEI marcado con estreptavidina

(1) Preparacion de la solucion de dialisis de pH 9,5: en un vaso de precipitados de 5000 ml, se afiadieron
14,31 g de Na2COs y 26,46 g de NaHCOs y se llen6 hasta los 4500 ml con agua. El dializado formulado se
coloc6 en un agitador magnético para su uso posterior.

(2) Se eligio una bolsa de dialisis con una capacidad de interceptacion de 14000, de la que se preparé para su
uso posterior una porcién con el tamafio adecuado. Se disolvié 1 mg de estreptavidina y se ajusté a 1 ml con
la solucion de dialisis formulada anteriormente y se colocaron en la bolsa de dialisis. La didlisis se realiz6 bajo
agitacion durante 2 horas y se afiadieron 50 pg de ABEI-hemisuccinimida-N-hidroxisuccinimida a la solucién
dializada para la reaccion a 37 °C durante 2 horas para producir la solucion de ABEI marcada con
estreptavidina.

(3) La purificacion de la solucién de ABEI marcado con estreptavidina obtenida en la reaccion anterior se realizé
sobre una columna de gel G-25.

(4) Se afiadi6é un volumen igual de 5 g/ml de solucion protectora de BSA a la solucién de ABEI marcado con
estreptavidina para obtener la solucién final.

Ejemplo de preparacion 11: Preparacion de una solucion de ABEI marcado con FITC

(1) Preparacion de la solucion de dialisis de pH 9,5: en un vaso de precipitados de 5000 ml, se afiadieron
14,31 g de Na2COs y 26,46 g de NaHCOs y se llend hasta los 4500 ml con agua. El dializado formulado se
coloco en un agitador magnético para su uso posterior.

(2) Se eligio una bolsa de dialisis con una capacidad de interceptacion de 14000, de la que se preparé para su
uso posterior una porcion con el tamafio adecuado. Se disolvio 1 mg de FITC y se ajusté a 1 ml con la solucién
de didlisis formulada anteriormente y se colocaron en la bolsa de didlisis. La dialisis se realizd bajo agitacion
durante 2 horas y se afiadieron 50 pg de ABEI-hemisuccinimida-N-hidroxisuccinimida a la solucién dializada
para la reaccion a 37 °C durante 2 horas para producir la solucién de ABEI marcada con FITC.

(3) La purificacion de la solucion de ABEI marcado con FITC obtenida en la reaccion anterior se realizo sobre
una columna de gel G-25.

(4) Se afiadi6é un volumen igual de 5 g/ml de solucion protectora de BSA a la solucion de ABEI marcado con
FITC para obtener la solucion final.

Ejemplo de preparacién 12: Preparacién de un calibrador de punto bajo y de un calibrador de punto alto de
gastrina-17

Utilizando la gastrina-17 estandar y suero bovino como un disolvente, se prepararon un calibrador de punto alto y
un calibrador de punto bajo de gastrina-17 en las concentraciones de 229,932 pmol/l y 4,729 pmol/l,
respectivamente.

Ejemplo 1
Preparacién de los componentes del kit:

preparar una solucion del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 4 anterior;

preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con un segundo anticuerpo antigastrina-17 de acuerdo
con el Ejemplo de preparacion 1 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.
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Se utiliz6 gastrina-17 estandar para preparar soluciones estandar de diez concentraciones diferentes, con suero bovino
como disolvente.

Se sometieron a prueba las diez soluciones utilizando los componentes del kit preparados en la presente realizacion,
siendo el procedimiento de deteccién como sigue a continuacion:

1) afiadir 40 ul de una solucién a prueba, el calibrador de punto alto y el calibrador de punto bajo a diferentes
pocillos de ensayo;

2) afiadir 100 pl de la solucién del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con ABEI a cada pocillo;

3) afiadir de a 20 pl de la suspension de esferas magnéticas revestidas con el segundo anticuerpo antigastrina-17
a cada pocillo;

4) incubar por debajo de 37 °C durante 30 minutos y limpiar en un entorno magnético al menos 3 veces para cada
pocillo;

5) afadir sustrato luminiscente a cada pocillo y detectar la intensidad de sefial 6ptica; y

6) calcular la concentracion de gastrina-17 en la muestra de sujeto utilizando la intensidad de sefial 6ptica
detectada en la muestra de sujeto en referencia a la curva de trabajo calibrada con el calibrador.

Los resultados de la prueba se muestran en la Tabla 1.

Ademas, se utilizaron muestras de suero en ayunas de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera duodenal de Hospital
Nanshan (Shenzhen, China) como muestras de sujetos. Estas cinco muestras se sometieron a determinacion
utilizando los componentes del kit proporcionados en la presente realizacion de acuerdo con el método de deteccion
anterior. Los resultados de la prueba se muestran en la Tabla 2.

Ejemplo 2
Preparacion de los componentes del kit:

preparar una solucién del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de
preparacién 4 anterior;

preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra de
acuerdo con el Ejemplo de preparacion 3 anterior;

preparar una solucion del segundo anticuerpo antigastrina-17 marcado con FITC de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 6 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccion de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.

Ejemplo 3
Preparacién de los componentes del kit:

preparar una solucién del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 4 anterior;

preparar una solucién biotinilada del segundo anticuerpo antigastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de preparacion
5 anterior;

preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con estreptavidina de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 2 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccion de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.

Ejemplo 4

Preparacién de los componentes del kit:
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preparar una solucion biotinilada del primer anticuerpo antigastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de preparacion
5 anterior;

preparar una solucién de estreptavidina marcada con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de preparacién 10 anterior;
preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con el segundo anticuerpo antigastrina-17 de acuerdo
con el Ejemplo de preparacion 1 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccion de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.

Ejemplo 5
Preparacion de los componentes del kit:

preparar una soluciéon del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 4 anterior;

preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con el antigeno gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo
de preparacién 1 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1 y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccion de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.

Ejemplo 6
Preparacion de los componentes del kit:

preparar una solucion del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 4 anterior;

preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con anticuerpo policlonal anti-FITC de cabra de
acuerdo con el Ejemplo de preparacién 3 anterior;

preparar una solucién del antigeno gastrina-17 marcado con FITC de acuerdo con el Ejemplo de preparacion 6
anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1 y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccidon de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.

Ejemplo 7
Preparacion de los componentes del kit:

preparar una solucion del primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de
preparacién 4 anterior

preparar una solucién biotinilada del antigeno gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de preparacion 5 anterior;
preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con estreptavidina de acuerdo con el Ejemplo de
preparacién 2 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1 y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccidon de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.
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Ejemplo 8
Preparacion de los componentes del kit:

preparar una solucion biotinilada del primer anticuerpo antigastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de preparacion
5 anterior;

preparar una solucién de estreptavidina marcada con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de preparacion 10 anterior;
preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con antigeno gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo
de preparacién 1 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacién 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1 y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccidon de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.

Ejemplo 9
Preparacién de los componentes del kit:

preparar una solucion del segundo anticuerpo antigastrina-17 marcado con estreptavidina de acuerdo con el
Ejemplo de preparacién 7 anterior;

preparar una solucién de ABEI biotinilado de acuerdo con el Ejemplo de preparacién 9 anterior;

preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con antigeno gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo
de preparacion 1 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1 y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccion de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.

Ejemplo 10
Preparacién de los componentes del kit:

preparar una solucion del segundo anticuerpo antigastrina-17 marcado con el anticuerpo policlonal anti-FITC de
acuerdo con el Ejemplo de preparacion 8 anterior;

preparar una solucién de FITC marcada con ABEI de acuerdo con el Ejemplo de preparacion 11 anterior;
preparar una suspension de esferas magnéticas recubiertas con el antigeno gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo
de preparacion 1 anterior; y

preparar un calibrador de punto bajo y un calibrador de punto alto de gastrina-17 de acuerdo con el Ejemplo de
preparacion 12 descrito anteriormente.

Ademas, las diez soluciones estandar del Ejemplo 1 y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera
duodenal se sometieron a determinacion para la gastrina-17, utilizando los componentes del kit proporcionados en la
presente realizacion mediante inmunoensayo quimioluminiscente con el método de deteccion de acuerdo con el
Ejemplo 1. Los resultados de las pruebas se muestran en las Tablas 1y 2, respectivamente.

Ejemplo Comparativo 1
Las diez soluciones estandar del Ejemplo 1y las muestras de suero de 5 pacientes diagnosticados de Ulcera duodenal

se sometieron a prueba utilizando el kit de inmunodeteccioén ligado a enzimas de gastrina-17 de Biohit (Finlandia). Los
resultados se compararon con aquellos de los Ejemplos 1-10 y se enumeran en las Tablas 1y 2.
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Como puede observarse en la Tabla 1, los resultados de la determinacion de las soluciones estandar de gastrina-17
utilizando el kit proporcionado en la presente divulgacion (Ejemplos 1-10) fueron mas precisos que el kit ELISA
comercial. Los resultados en el intervalo de valores bajos (5 pmol/l 0 menos) y en el intervalo de valores elevados (300
pmol/l o mas) fueron considerablemente mejores que los resultados inmunosupresores ligados a enzimas. Es decir,
gue los resultados de la determinacion utilizando el kit de la presente divulgacion estan mas proximos a los valores
tedricos de las muestras preparadas utilizando los calibradores de gastrina-17 en comparacion con los resultados del
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas, especialmente en el intervalo de valores bajos y en el intervalo de
valores elevados.

Como puede observarse a partir de los resultados de la deteccion de los Ejemplos 1 a 4, los resultados de la deteccion
en el Ejemplo 1 son particularmente buenos (reflejados principalmente en que los resultados de la deteccién en los
intervalos de valores bajos y elevados estuvieron mas cerca de los valores teéricos). De forma analoga, entre los
Ejemplos 5 a 10, los resultados de la deteccion del Ejemplo 5 fueron mucho mejores, indicando que, en los kit de
deteccion de la gastrina-17 de la presente divulgacion, los kits con antigeno y con anticuerpo marcados directamente
con un marcador de seguimiento o aplicados como recubrimiento sobre una esfera magnética tuvieron mayor precision
y sensibilidad en comparacion con el marcaje o el recubrimiento de esferas magnéticas a través de un sistema de
FITC o un sistema de estreptavidina. Comparando los Ejemplos 8 y 9, se hall6 que el uso del primer anticuerpo
antigastrina-17 tuvo un mejor rendimiento que el uso del segundo anticuerpo antigastrina-17 en la deteccion mediante
el método de competicion, indicando que, de los dos anticuerpos, el primer anticuerpo tuvo mayor afinidad por el
antigeno gastrina-17. Comparando los Ejemplos 4 y 8, se observé que los resultados de la deteccion del método de
sandwich de anticuerpos doble y el método de competicion mostraron diferencias cuanto se utiliz6 el método de
marcaje indirecto. Ademas, los resultados de la deteccion del Ejemplo 5 fueron similares a aquellos de los Ejemplos 2
a 4, pero ligeramente mas débiles que los del Ejemplo 1, indicando que el método de sandwich de anticuerpos doble
como en el Ejemplo 1 tiene una especificidad y sensibilidad mejores que el uso del método de competicion como en
el Ejemplo 5. Sin embargo, el método de competicion solo requiere un anticuerpo, mientras que el método de sandwich
de anticuerpos doble requiere dos anticuerpos. Por tanto, el método de competicion es mas eficaz en términos de
materiales.
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Como puede observarse en la Tabla 2, entre los cinco pacientes que padecen de secrecion de gastrina-17 masiva
debido a una Ulcera duodenal, solo se detectaron 4 casos como anormales mediante el kit de deteccion
inmunoabsorbente ligado a enzimas. Sin embargo, los 5 casos se detectaron como anormales utilizando los kits de
los Ejemplos 1 a 10 de la presente divulgacion. Por tanto, el kit proporcionado en el presente documento tiene una
precisién mayor. Se puede observar que la predilucién de la muestra tiene una influencia considerable sobre la
sensibilidad de la deteccion de un kit, que puede interferir facilmente con el diagnostico clinico y prolongar el tiempo
experimental. Por tanto, la presente divulgacién proporciona un kit de gastrina-17 y un método para la deteccién de
gastrina-17 que satisface mejor la necesidad de resultados mas rapidos y eficaces en los ensayos clinicos modernos.

Aungue la divulgacién se ha descrito en detalle, las modificaciones comprendidas en el espiritu y el alcance de la
divulgacion seran evidentes para los expertos en la materia. Ademas, se debera entender que los diversos aspectos
de la divulgacion, las diversas partes de las diversas realizaciones y las diversas caracteristicas relatadas se pueden
combinar o intercambiar en su totalidad o en parte. En cada una de las realizaciones especificas anteriores, aquellas
realizaciones que se refieren a otra realizacion pueden ser adecuadas en combinacién con otras realizaciones, como
entenderdn los expertos en la materia. Asimismo, se entendera por los expertos en la materia que la descripcion
precedente tiene el propdsito solo de ilustrar a modo de ejemplo y no tiene intencién de limitar la divulgacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un kit para detectar gastrina-17, caracterizado porque comprende un componente A y un componente B, en donde
el componente A es un primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento o aplicado como
recubrimiento sobre una esfera magnética, el componente B es un segundo anticuerpo antigastrina-17 marcado con
un marcador de seguimiento o aplicado como recubrimiento sobre una esfera magnética; en donde cualquiera de los
componentes Ay B se marca con un marcador de seguimiento y el otro se aplica como recubrimiento sobre una esfera
magnética; en donde el primer anticuerpo antigastrina-17 y el segundo anticuerpo antigastrina-17 tienen sitios de unién
diferentes para unirse con la gastrina-17; y en donde el marcador de seguimiento es al menos uno seleccionado del
grupo que consiste en luminol y derivados del mismo, isoluminol y derivados del mismo, ésteres de acridinio; en donde
el marcador de seguimiento directamente marca el primer o segundo anticuerpo antigastrina-17 y en donde el primer
o segundo anticuerpo antigastrina-17 se aplica como recubrimiento directamente sobre la esfera magnética.

2. El kit segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el marcador de seguimiento es N-(4-aminobutil)-N-
etilisoluminol.

3. El kit segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la esfera magnética es un complejo de particulas magnéticas
de Fe203 0 FesO4 y un material polimérico orgénico y tiene un tamafio de particula de 0,1 a 5 um; y, la esfera magnética
se modifica opcionalmente mediante modificacion en superficie para llevar uno o mas grupos funcionales activos.

4. El kit segun la reivindicacién 1, caracterizado porque, en el kit, la concentracién del primer anticuerpo antigastrina-
17 es de 10 a 200 pg/ml, la concentracion del segundo anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml, la
concentracion del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/ml y la concentracién de la esfera magnética es de 0,1
a 5 mg/ml.

5. Un método para preparar un kit para detectar gastrina-17, caracterizado porque este comprende: marcar
directamente uno cualquiera de un primer anticuerpo antigastrina-17 y un segundo anticuerpo antigastrina-17 con un
marcador de seguimiento y aplicar como recubrimiento directamente el otro sobre una esfera magnética, para obtener
un kit que incluye el primer anticuerpo antigastrina-17 marcado con el marcador de seguimiento o aplicado como
recubrimiento sobre la esfera magnética y el segundo anticuerpo antigastrina-17 aplicado como recubrimiento sobre
la esfera magnética o marcado con el marcador de seguimiento, en donde el primer anticuerpo antigastrina-17 y el
segundo anticuerpo antigastrina-17 tienen sitios de union diferentes para unirse con la gastrina-17.

6. El método segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el marcador de seguimiento es N-(4-aminobutil)-N-
etilisoluminol.

7. El método segun la reivindicacion 5, caracterizado porque la esfera magnética es un complejo de particulas
magnéticas de Fe203 0 Fez04 y un material polimérico organico y tiene un tamafio de particula de 0,1 a 5 um.

8. El método segun la reivindicacion 5, caracterizado porque en el kit preparado, la concentracion del primer
anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 pg/ml, la concentracion del segundo anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a
200 pg/ml, la concentracion del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/mly la concentracion de la esfera magnética
es de 0,1 a 5 mg/ml.

9. Un método para detectar gastrina-17, caracterizado porque el método comprende utilizar un kit de deteccién de
gastrina-17 para detectar la concentracion de gastrina-17 en una muestra de sujeto mediante inmunoensayo
quimioluminiscente, el kit que incluye un componente Ay un componente B, en donde el componente A es un primer
anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento o aplicado como recubrimiento sobre una esfera
magnética, el componente B es un segundo anticuerpo antigastrina-17 marcado con un marcador de seguimiento o
aplicado como recubrimiento sobre una esfera magnética; en donde cualquiera de los componentes A y B se marca
con un marcador de seguimiento y el otro se aplica como recubrimiento sobre una esfera magnética; y, en donde el
primer anticuerpo antigastrina-17 y el segundo anticuerpo antigastrina-17 tienen sitios de unién diferentes para unirse
con la gastrina-17;

en donde el marcador de seguimiento directamente marca el primer o segundo anticuerpo antigastrina-17 y en donde
el primer o segundo anticuerpo antigastrina-17 se aplica como recubrimiento directamente sobre la esfera magnética.

10. El método de la reivindicacién 9, caracterizado porque el método comprende: mezclar los componentes Ay B
del kit con la muestra de sujeto, incubar, separar magnéticamente y afiadir un sustrato luminiscente a un precipitado
resultante para detectar una intensidad de sefial éptica; medir la intensidad de sefial optica del calibrador de punto
bajo y el calibrador de punto alto de la gastrina-17 de la misma manera para obtener una curva estandar entre la
concentracion de gastrina -17 y la intensidad de sefial 6ptica; y, comparar la intensidad de sefial 6ptica de la muestra
de sujeto con la curva estandar para obtener la concentracién de gastrina-17 en la muestra de sujeto.

11. El método segun la reivindicacion 9 caracterizado porque el marcador de seguimiento es N-(4-aminobutil)-N-
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etilisoluminol.

12. El método segln la reivindicacion 9, caracterizado porque la esfera magnética es un complejo de particulas
magnéticas de Fe203 0 Fe3O4y un material polimérico organico y tiene un tamafio de particula de 0,1 a 5 pm.

13. El método segun la reivindicacion 9, caracterizado porque en el kit preparado, la concentracion del primer
anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a 200 ug/ml, la concentracion del segundo anticuerpo antigastrina-17 es de 10 a
200 pg/ml, la concentracién del marcador de seguimiento es de 0,1 a 1 mg/mly la concentracion de la esfera magnética
es de 0,1 a5 mg/ml.
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