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DESCRIPCION
Método y sistema para analizar reacciones usando un sistema de informacién
AVISO SOBRE DERECHOS DE AUTOR

De acuerdo con el titulo 37 de C.F.R. 1.71 (e), los solicitantes advierten que esta revelacién
contiene materiales que estan sujetos a proteccion de derechos de autor y para los cual se reivindican, tal
como, pero sin limitarse a estos, listados de cdédigo fuente, capturas de pantalla, interfaces de usuario,
instrucciones de usuario, y cualesquiera otros aspectos de esta presentacion para la cual esta, o puede
estar, disponible la proteccion de derechos de autor en cualquier jurisdiccion. El propietario de los
derechos de autor no tiene ninguna objecién a la reproduccién facsimil por cualquier persona del
documento de patente o la revelacion de la patente, como aparece en los registros de la Oficina de
Patentes y Marcas Comerciales. Se reservan cualesquiera otros derechos, y cualquier otra reproduccion,
distribucién, creacion de trabajos derivados basados en los contenidos, la presentacion publica, y la
representacion publica de la solicitud o cualquier parte de la misma estan prohibidas por las leyes de
derechos de autor aplicables

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al analisis de datos de reacciones de amplificacion de acidos
nucleicos. Mas especificamente, la invencion se refiere a un sistema de informacion y un método para
realizar determinaciones relativas a reacciones quimicas y/o biolégicas. La invencion también involucra un
método alternativo de cuantificacién de acidos nucleicos en una muestra que comprende amplificacion de
un acido nucleico objetivo y el analisis de los datos obtenidos durante la reacciéon de amplificacion. La
invencién involucra ademas un sistema de diagndstico y/o un kit que usa la amplificacion de acido
nucleico en tiempo real, incluyendo el analisis de PCR pero sin limitarse a éste.

2. DISCUSION DE LA TECNICA

En muchos diferentes campos industrial, médico, biolégico y/o de investigaciéon, es deseable
determinar la cantidad de un acido nucleico de interés. Algunos métodos de cuantificacién de los acidos
nucleicos de interés involucran la amplificacién de los mismos y la observacién de una sefial proporcional
a la cantidad de productos amplificados producidos; otros métodos involucran la generacion de una sefal
en respuesta a la presencia de un acido nucleico objetivo, cuya sefial se acumula sobre la duracién de la
reaccion de amplificacion. Como se usa en este documento, la reaccion de amplificacion del acido
nucleico se refiere tanto a la amplificacion de una porcién de la secuencia de un acido nucleico objetivo
como a la amplificacion y acumulacion de la sefial indicativa de la presencia de acido nucleico objetivo,
prefiriéndose frecuentemente la primera a la Gltima. La cuantificacion de los acidos nucleicos se hace mas
dificil o menos precisa, o ambas cosas, debido a que los datos capturados durante las reacciones de
amplificacion frecuentemente se obscurecen significativamente por sefales que no se generan en
respuesta al acido nucleico objetivo (es decir, el ruido). Ademas, los datos capturados por muchos
métodos de supervision pueden estar sujetos a variaciones y falta de reproductibilidad debidas a
condiciones que pueden cambiar durante una reaccién o cambiar entre los diferentes instantes de una
reaccion. A la vista de lo anterior, existe una necesidad de desarrollar medios mejorados de cuantificacion
de acido nucleico. Cuando se activa la cuantificacion de los acidos nucleicos por reacciones de
amplificacion, también existe una necesidad de mejorar los métodos actuales de deteccién de reacciones
de amplificacion sospechosas o invalidas. Queda ademas una necesidad de mejorar las capacidades
actuales para distinguir entre las reacciones de amplificacién que no detectan un acido nucleico objetivo
(es decir, reacciones negativas) a partir de sefales débiles obtenidas de reacciones de amplificacion que
sufren de bajas cantidades de un acido nucleico en una muestra, o un grado de inhibicién de la reaccion
de amplificacién, u otras causas. La presente invencion proporciona mejoras en estas areas como se trata
mas adelante.

A continuacién sigue una lista no exhaustiva de referencias que proporcionan informacién de
antecedentes con respecto a la presente invencion:

Analisis de Datos de Relativos a la Expresion de Genes Usando PCR Cuantitativa en Tiempo
Real y el Método 22DDCT, en METHODS 25: 402-208 (2001) doc: 10.1006/método 2001. 1262 de Livak,
k y Schmittgen, T.

Cuantificacion absoluta de mRNA usando ensayos de PCR de transcripcion inversa en tiempo
real, Diario de Endocrinologia Molecular 25: 169-193 (2000) de Bustin SA.

Cuantificacion de mRNA usando una PCR de transcripcion inversa en tiempo real: tendencias y
problemas, Diario de Endocrinologia Molecular 29: 23-29 (2002) de Bustin SA.

Aunque los inventores no pueden garantizar que la siguiente pagina Web permanecera
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disponible y no necesariamente avalen cualesquiera opiniones expresadas en la misma, una persona
interesada puede desear referirse a la pagina Web www.wzw.turn.de/gene-quantification/index.shtml para
informacion util de antecedentes.

La discusion de cualesquiera obras, publicaciones, ventas o actividad en cualquier parte en esta
presentacion, incluyendo cualesquiera documentos presentados con esta solicitud, no pretende ser un
reconocimiento en ningun modo de cualquiera de tales trabajos que constituye la técnica anterior, a
menos que se especifique lo contrario. De forma similar, la discusiéon de cualquier actividad, trabajo o
publicacién en este documento no es un reconocimiento de que tal actividad, trabajo o publicacién se
conozca en cualquier jurisdiccion particular.

La PCR en tiempo real es una reaccion de amplificacion usada para la cuantificacion de acidos
nucleicos objetivos en una muestra de test.

Convencionalmente, los técnicos especialistas tipicamente ven la reaccion de amplificacion
comprendida en tres fases distintas. En primer lugar hay una fase de fondo o de linea base, en la cual el
acido nucleico objetivo se esta amplificando pero la sefial proporcional a la cantidad de acido nucleico
objetivo no puede detectarse porque es demasiado pequefia para ser observada con relacion a sefiales
independientes del objetivo (a veces llamado "fondo" o "sefial de fondo"). A continuacion, hay una fase
logaritmica en la cual la sefial crece sustancialmente de modo logaritmico porque la sefal es
sustancialmente proporcional a la cantidad de acido nucleico objetivo en la reaccién de amplificacion y es
mayor que la sefal de fondo. Finalmente, el crecimiento en la sefial se ralentiza durante una fase "plana"
reflejando una fase de amplificacion menor que la amplificacion logaritmica del acido nucleico objetivo.
Como es sabido en la técnica, el tiempo en el cual la fase logaritmica cruza un valor umbral, que es un
valor algo mayor que el valor de la sefial de fondo, esta relacionada de forma reproducible con el
logaritmo de la concentracion del acido nucleico objetivo. Este método de la técnica anterior se denomina
de forma genérica como el método C;, quizas llamado de esta forma por el Ciclo en el cual la sefial cruza
el umbral. El anadlisis de C; es razonablemente reproducible y preciso, pero sufre de algunos
inconvenientes, que no necesitan tratarse en este punto para entender la presente invencion.

La Patente de los Estados Unidos N° 6.303.305 desvela un método de cuantificacion de acidos
nucleicos que emplea reacciones PCR. El método desvelado emplea la derivada enésima de la curva de
crecimiento de una reaccion de amplificacion de acido nucleico fluorescente. El método evita de forma
eficaz la necesidad de realizar una correccion de la linea base, pero no proporciona ningun método fiable
de determinacion entre muestras reactivas y muestras no reactivas, y no sugiere razonablemente como
usar el calculo de la derivada enésima para evaluar la validez de los resultados obtenidos. Ademas, las
sefales de amplificacion del acido nucleico resultantes de cualesquiera artefactos en el sistema (por
ejemplo, el acoplamiento o el solapamiento positivo — definido como infra) no pueden distinguirse de las
respuestas positivas verdaderas usando los métodos desvelados en la misma y pueden conducir a falsos
resultados positivos. Sin embargo, el calculo de la primera derivada descrita por la Patente de los Estados
Unidos N° 6.303.305 proporciona un valor relacionado con la eficacia que es util en el contexto de la
presente invencion. Los técnicos especialistas pueden referirse a la Patente de los Estados Unidos N°
6.303.305 para detalles adicionales relativos al calculo de la primera derivada de la curva de crecimiento
de la sefal de amplificacion del acido nucleico.

Sin embargo, la Patente de los Estados Unidos N° 6.303.305 no describe ni sugiere el uso de
este valor relacionado con la eficacia, descrito en esta descripcion (mas adelante).

La Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos copropiedad N° 60/527.389,
presentada el 6 de diciembre de 2003, describe un método para analizar una reaccion de amplificacion de
acido nucleico en la cual se examina el logaritmo de la sefal de una reaccion de amplificaciéon en busca
de la pendiente o gradiente maximo. Este valor, que para cualquier conjunto de datos corresponde con un
punto en cierto periodo de tiempo o numero de ciclos después de la iniciacion de la reaccion de
amplificacion, se llama MGL de la reaccién. MGL es util en ciertas realizaciones de la presente invencion,
particularmente en aquellas que distinguen cualitativamente entre las muestras que comprenden un poco
del acido nucleico objetivo y las muestras que no contienen acido nucleico objetivo.

El documento EP-A-1 138 783 describe la determinacion de la concentracion de objetivo a partir
de una reaccién PCR en tiempo real usando un valor predeterminado de la eficacia de la reaccién. Esta
eficacia de la reaccion predeterminada se genera preparando una serie de diluciones de objetivo y
calculando el valor de la eficacia bien a partir del ajuste de una funcion a la serie de diluciones logaritmo(]
lineal y tomando una derivada o ajustando una linea a los datos de la serie de diluciones logaritmo-lineal y
calculando la eficacia a partir de la pendiente.

El documento EP-A-1 138 784 describe los valores de la eficacia de la reaccion. Esta eficacia se
predetermina preparando una serie de disoluciones de objetivo y calculando el valor de la eficacia bien a
partir del ajuste de una funciéon a la serie de diluciones logaritmo-lineal y tomando una derivada, o
ajustando una linea a la serie de diluciones logaritmo-lineal y tomando una derivada, o ajustando una
linea a los datos de la serie de diluciones logaritmo-lineal y calculando la eficacia a partir de la pendiente.
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El documento EP-A-1 041 158 describe la toma de la sefial de amplificacion y a continuacion la
toma de la primera, la segunda o la enésima derivada y uso a continuacion del maximo, el minimo o el
cruce por cero de la respuesta transformada para generar un nimero de ciclo.

El documento EP-A-0 686 699 describe el ajuste de una curva de una ecuacion para todos los
datos de la amplificaciéon. La ecuacion particular intenta modelar las condiciones de la reaccion PCR
primaria. Se varian varios coeficientes en el modelo para proporcionar un mejor ajuste a través de todos
los datos. El resultado de este ajuste es que la concentracion molar de objetivo al comienzo de la reaccion
se estima sin necesidad de correr normativas externas. Los pardmetros es y e, son una medida de la
eficacia de partes de la reaccion.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se define en la reivindicacion 1 y proporciona un método para determinar
si una muestra contiene un acido nucleico de interés, para cuantificar este acido nucleico, y para evaluar
la validez de la calidad de los datos utilizados para alcanzar las determinaciones cualitativas y
cuantitativas anteriores.

El método de esta invencion comprende poner en contacto una muestra con reactivos de
amplificacion o deteccién o ambos para amplificar el acido nucleico (como se usa el término "amplificado”
en este documento). La reaccion de amplificacion genera sefiales indicativas de la cantidad de &cido
nucleico objetivo presente en la muestra, cuyas sefales se registran en numerosos puntos durante la
reaccion de amplificacion. La sefal puede medirse y registrarse como una funcion del valor del tiempo, o
en alternativa, el niumero de ciclo.

Se determinan "transformadas relacionadas con la eficacia" adecuadas vistas o calculadas como
una funcién del tiempo para la reaccion de amplificacion, y el punto en la reaccion de amplificaciéon del
maximo de la transformada relacionada con la eficacia, la magnitud del maximo de la transformada
relacionada con la eficacia, o el ancho (o parametro similar) de un pico en la representacién de la
transformada relacionada con la eficacia como una funciéon del tiempo puede usarse para obtener
informacién acerca de la reaccién. Este punto en la reaccion representa el punto en el tiempo o el ciclo de
amplificacion en el cual se produce el maximo de la transformada relacionada con la eficacia.
Ventajosamente, el maximo de la transformada relacionada con la eficacia para una reaccién particular,
asi como la duracién y la magnitud de los cambios sustanciales en la transformada relacionada con la
eficacia calculada, tienen relaciones reproducibles de forma consistente con la concentracion inicial de un
acido nucleico objetivo en una muestra, con la fiabilidad de los datos y la informacion generada por el
ensayo, con la presencia o ausencia de acido nucleico objetivo de buena fe, y con otros pardmetros de la
reaccion. Ventajosamente, estas asociaciones se mantienen incluso en presencia de un ruido sustancial y
variaciones impredecibles en la sefial generada por la reaccion de amplificacion. Como se usa en este
documento, el término "maximo", cuando se aplica a las transformadas relacionadas con la eficacia, se
pretende incluir el minimo de la transformada relacionada con la eficacia cuando se usa la inversa de la
transformada relacionada con la eficacia. Puede usarse la proporcion inversa, en la cual, en el caso de
una curva, la curva empezara en un valor de aproximadamente 1 en la region de la linea base, disminuira
durante la region de crecimiento, y volvera aproximadamente a 1 en la region plana. El uso de esta
transformada permitiria usar la magnitud y la posicion de la depresion en lugar de la magnitud y posicién
del pico para el analisis. Esta transformada se implementa de un modo que es esencialmente equivalente
al método de la proporcion en el cual se emplea el maximo de la transformada relacionada con la eficacia
para una reaccion particular.

En todas las realizaciones, las sefiales de la reaccion de amplificacién se miden a intervalos de
tiempo apropiados para la reaccion de amplificacion durante la reaccion de amplificacion. Estas sefiales
pueden denominarse como mediciones basadas en el tiempo o periddicas, de modo que cada medicion
de la sefal generada para una reaccion particular puede expresarse como una funcién del tiempo. En
algunas realizaciones, la reaccion de amplificacion es ciclica (por ejemplo, como en la PCR). Debido a
que los ciclos a menudo tienen una duracién sustancialmente uniforma, es frecuentemente conveniente
sustituir un "numero de ciclo" por una medicién de tiempo. Por consiguiente, en algunas realizaciones de
la presente invencion, como se describe en este documento, una regién de datos, identificada por uno o
mas métodos sobre un sistema de procesamiento de informacién, puede corresponder a un numero de
ciclo. Sin embargo, algunas reacciones de amplificacion ciclicas tienen ciclos de duracién no uniforme.
Para estas reacciones de amplificacién, puede ser preferible medir el tiempo en las mediciones no
uniformes. Por ejemplo, la extension tedrica de la amplificacion en una reacciéon PCR que tiene ciclos de
duracién variables estara enlazada mas directamente con el numero de ciclos realizados que con la
duracion de la reaccién. Por consiguiente los técnicos especialistas facilmente apreciaran que las
mediciones basadas en el tiempo pueden faciimente ponerse a escala para reflejar la reaccion de
amplificacion subyacente. Como es sabido en la técnica, a menudo es util interpolar los datos y resultados
entre numeros de ciclos, lo cual da lugar al concepto de un numero de ciclo fraccional "FCN". De forma
similar, en las reacciones donde las mediciones estan basadas en el tiempo, los eventos pueden medirse
en unidades fraccionales de tiempo.
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En realizaciones adicionales, la invencién involucra ventajosamente un sistema o un método o
ambos para analizar una muestra de reaccion, tal como una muestra de reaccién PCR, que usa un
conjunto sustancial de datos de la cinética de la reaccion disponibles para identificar una region de
interés, en lugar de usar un conjunto de datos muy limitado, tal como cuando una curva de reaccion cruza
un umbral.

En ciertas realizaciones, puede usarse una region identificada para determinar uno o mas
resultados cualitativos, o resultados de analisis cuantitativos de los datos, o ambos. El punto de la
reaccion del maximo de la transformada relacionada con la eficacia puede usarse para determinar la
concentracion de acido nucleico objetivo en la muestra o para determinar cualitativamente si esta
presente algun analito objetivo en una muestra de test. Estos y otros valores pueden compararse con
cantidades de referencia en general del mismo modo que pueden usarse un numero de ciclo umbral (C;) o
un numero de ciclo umbral fraccional en la técnica anterior.

El punto de reaccién correspondiente al maximo de la transformada relacionada con la eficacia
puede entenderse como indicativo o deducirse de un nuimero de ciclo que esta localizado en un punto
relativamente consistente con respecto a la eficacia de la reaccién, tal como en un maximo de la eficacia
de la reaccion o una region relacionada consistentemente con un maximo de la eficacia de la reaccion o
relacionada consistentemente con alguna otra progresion de la reacciéon. Pueden usarse diferentes
métodos para determinar un punto de la reaccion relacionado con un maximo de la eficacia de la
reaccion. Este valor puede comprender valores de FCN ajustados (por ejemplo, FCNumRr ajustado Y
FCNintensidad Ajustado) COMO se describen mas adelante. En ciertas realizaciones de esta invencion, los
métodos de la invencidon pueden determinar valores de FCN para sefiales de reaccidon multiples, tales
como un objetivo y/o un control y uso de esos valores en la determinacion de parametros de reaccion,
incluyendo pero sin limitarse a estos, la cantidad de acido nucleico objetivo inicialmente presente en una
muestra y la validez de los resultados generados por una reaccion de amplificacion.

La presente invencion puede identificar un valor indicativo de la eficacia de la reaccion (a veces,
en este documento, generalmente denominado como "valor relacionado con la eficacia" (ERV) en una o
mas regiones sobre una curva de crecimiento de sefial. Un valor relacionado con una eficacia especifica
se denomina como un valor de MaxProporcion o MR. La MaxProporcién se refiere a un posible método
para calcular un valor relacionado con la eficacia como se trata adicionalmente en este documento. Este
es un ejemplo de un método para determinar un ERV pero en los ejemplos ilustrativos en este documento
que se refieren a la MR deberia entenderse incluido el maximo de la derivada primera de la sefial
obtenida a partir de la reaccion de amplificacion (por ejemplo, como se describe en la Patente de los
Estados Unidos N° 6.303.305).

De este modo, esta invencién esta involucrada con un método analitico que identifica dos valores
para una curva de reaccioén: (1) un valor relacionado con un numero de ciclo o valor del tiempo y (2) un
valor que indica un valor relacionado con la eficacia. La invencion puede usar estos dos valores en el
analisis de los datos de reaccion realizada usando un sistema de manejo de informacion y un método de
uso del sistema. Un ejemplo de dos de tales valores son las realizaciones especificas de FCN y MR
tratadas mas adelante.

Esta invencion estd también relacionada con un método y un sistema que usa dos valores como
se ha descrito anteriormente que se determinan a partir de una reaccién bajo examen al comparar esa
reaccion con uno o mas conjuntos de datos de criterios. Puede usarse un criterio de comparacion para
determinar y/o corregir cualesquiera resultados y/o cuantificaciones como se describe en este documento.
Los datos de criterios pueden deducirse generando pares de valores relacionados con el numero de ciclo
— valores relacionados con la eficacia (por ejemplo, pares FCN-MR) a partir de multiples reacciones de
calibracion de cantidad conocida o concentracion conocida o ambos.

Esta invencién también involucra una o mas técnicas para la realizaciéon de analisis de los datos
de la reaccion. Este andlisis puede usarse separadamente o conjuntamente con el andlisis del valor
relacionado con el niumero de ciclo — valor relacionado con la eficacia, tratado en este documento. El
andlisis de la eficacia puede usarse para encontrar una region de interés para realizar una determinacion
acerca de los datos de reaccién, tales como, para la comparacién con los conjuntos de datos de
calibracion, de forma similar al andlisis de C; como se entiende en la técnica.

La presente invencion también proporciona un método para el analisis de una reaccion de
amplificacion de acido nucleico, en la cual una muestra que contiene un acido nucleico se pone en
contacto con agentes de amplificacién y se coloca bajo condiciones de amplificacion adecuadas para
amplificar una porcion del acido nucleico en la muestra. Durante la reaccion de amplificacion, las sefiales
que son proporcionales a la cantidad de acido nucleico objetivo presente se miden periédicamente a
intervalos adecuados. Convencionalmente, el intervalo puede corresponder con la duraciéon de un ciclo
para las reacciones de amplificacion que son ciclicas. Las sefiales se manipulan a continuacién para
determinar una transformada relacionada con la eficacia para la reaccién de amplificacion. Las
transformadas relacionadas con la eficacia en el contexto de la presente invencion incluyen la pendiente
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de la linea, que puede determinarse por la primera derivada de una linea ajustada a la curva de
crecimiento de la sefial de reaccién. Cuando la transformada relacionada con la eficacia para la reaccion
es conocida, la representacion de la transformada relacionada con la eficacia como una funcién del
tiempo (preferiblemente expresada en las unidades utilizadas para la medicion de la sefal) (o la
manipulacion matematica que obtiene una informacion similar a la representacién) puede usarse para
identificar un valor de pico. Sin embargo, no se requiere una representacion. El ancho del pico en el
intervalo seleccionado de los anchos de pico aceptables puede determinarse por cualquier técnica o
método aceptables. Sin embargo, un método preferido para la determinacion del ancho de pico aceptable
involucra analizar estadisticamente el grado de la varianza en los anchos de pico obtenidos a partir de las
reacciones de amplificacion objetivamente normales que son muy similares o incluso idénticas al método
de amplificacion analizado por el método de esta invencion. En la reaccion analizada, habitualmente se
usa una muestra de test desconocida en lugar de las muestras usadas para caracterizar la reaccion de
amplificaciéon o un ensayo de analito. Si el ancho del pico de la reaccion de amplificacién analizada cae
dentro del intervalo prescrito de anchos de pico aceptables, la reaccion se declara normal, si el ancho de
pico de la reaccion de amplificacion analizada no cae dentro del intervalo prescrito de anchos de pico
aceptables, la reaccién se identifica como una reacciéon que esta proporcionando sefiales sup-6ptimas,
aberrantes, o de otro modo cuestionables. Se evalla el ancho de la mitad delantera del pico de la
transformada relacionada con la eficacia. Esta evaluacion es una mediciéon mas indulgente de la validez
de la reacciéon de amplificacion, y por lo tanto puede ser preferida en muchos casos, pero no en todos los
caso en general.

La invencién involucra ademas un sistema de informacion y/o programa capaces de analizar los
datos capturados. Los datos pueden capturarse como datos de imagen a partir de caracteristicas
observables de los datos, y el sistema de informacién puede estar integrado con otros componentes para
la captura, preparacion, y/o representacion de datos de la muestra. Ejemplos representativos de sistemas
en los cuales puede emplearse la invencion incluyen pero sin limitarse a estos, los sistemas BioRad® i-
Cycler®, Stratagene® MX4000®, y ABI Prism 7000®. De forma similar, la presente invencion proporciona
un producto de ordenador capaz de ejecutar el método de esta invencion.

Diversas realizaciones de la presente invencion proporcionan métodos y/o sistemas que pueden
implementarse sobre un sistema de manejo de informacién de propdsito general o de proposito especial
por medio de un lenguaje de programacién adecuado, tal como Java, C++, C#, Cobol, C, Pascal, Fortran,
PL1, LISP, ensamblador, etc., y cualesquiera de las especificaciones de datos o de formato adecuados,
tales como HTML, XML, dHTML, TIFF, JPEG, texto delimitado por tabuladores, binario, etc. Para facilidad
de tratamiento, diversos comandos software de ordenador, Utiles en el contexto de la presente invencion
se ilustran en los comandos MATLAB®. El software MATLAB es un manipulador de algebra lineal y un
paquete de visor comercialmente disponible en The Mathworks, Natick, Massachusetts (USA). Por
supuesto, en cualquier implementacion particular (como en cualquier proyecto de desarrollo software)
pueden realizarse numerosas decisiones especificas de la implementacion para conseguir los objetivos
especificos del desarrollador, tales como el cumplimiento con restricciones relacionadas con el sistema
y/o relacionadas con la aplicacién, que variaran de una implementacién a otra. Ademas, se apreciara que
tal esfuerzo de desarrollo podria ser complejo y emplear tiempo, pero sin embargo seria una rutina que
emprenderia una ingenieria de software por los especialistas en la técnica que tienen el beneficio de esta
revelacion.

La invencion se entendera mejor con referencia a los siguientes dibujos y descripciones
detalladas. Para propdsitos de claridad, esta discusion se refiere a dispositivos, métodos y conceptos en
términos de ejemplos especificos. Sin embargo, la invencién y los aspectos de la misma pueden tener
aplicaciones en una diversidad de tipos de dispositivos y sistemas.

Ademas, es bien conocido que los sistemas légicos y los métodos como los descritos en este
documento pueden incluir una diversidad de diferentes componentes y diferentes funciones de una forma
modular. Las diferentes realizaciones de la invencién pueden incluir diferentes combinaciones de
elementos y funciones y puede agrupar diversas funciones como partes de diversos elementos. Para fines
de claridad, la invencion esta descrita en términos de sistemas que incluyen muchos componentes
diferentes y combinaciones de componentes nuevos y componentes conocidos. No deberia realizarse
ninguna deduccién que limite la invencion a las combinaciones que requieran todos los nuevos
componentes en cualquier realizacion ilustrativa de esta invencion.

Como se utiliza en este documento "la invenciéon" deberia entenderse que incluye una o mas
realizaciones especificas de la invencién (a menos que se indique explicitamente lo contrario). Se
entenderan muchas variaciones de acuerdo con la invencidon a partir de las ensefianzas en este
documento por los especialistas en la técnica.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es una representacion de valores de datos discretos capturados de una reaccion a
partir de 43 lecturas (por ejemplo, ciclos) tomadas de una reaccion de amplificacion de acido nucleico que
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puede usarse en un método de andlisis de acuerdo con las realizaciones de esta invencion.

La FIG. 2 es una representacion que ilustra los datos capturados de la reaccion que muestran los
conjuntos de datos del objetivo y de control que se han normalizado de acuerdo con las realizaciones de
esta invencion.

La FIG. 3 es una representacion que ilustra los datos de la reaccién que muestran datos del
objetivo y de control que se han puesto a escala de acuerdo con realizaciones de la invencion.

La FIG. 4 es una representacion que ilustra datos capturados de la reacciéon que muestran datos
del objetivo y de control después del filtrado digital de acuerdo con realizaciones de esta invencion.

La FIG. 5 es una representacion que ilustra datos capturados de la reaccion que muestran datos
del objetivo y de control con los valores de la pendiente eliminados de acuerdo con las realizaciones de
esta invencion.

La FIG. 6 es una representacion que ilustra la transformada de proporciones de datos de la
reaccion del objetivo y de control de acuerdo con ejemplos que pueden usarse para entender esta
invencion.

La FIG. 7 es una representacion que ilustra la transformada de proporciones desplazada de los
datos de la reaccion del objetivo y de control de acuerdo con ejemplos que se usan para entender esta
invencion.

La FIG. 8 es una representacion que ilustra los datos de reaccion transformados interpolados
mostrando los datos del objetivo y de control que se han interpolado de acuerdo con ejemplos que
pueden usarse para el entendimiento de esta invencion.

La FIG. 9 es una representacion que ilustra datos de la reaccion interpuestos mostrando la
identificacion de los puntos FCN y MR de acuerdo con ejemplos que pueden usarse para entender esta
invencién

La FIG. 10 es un diagrama de flujo para realizar una caracterizacién de los datos de la reaccién
de acuerdo con ejemplos que pueden usarse para entender esta invencion.

La FIG. 11 es una representacion que ilustra métodos para la determinacion de los datos de
criterios de acuerdo con esta invencion.

La FIG. 12 es una representacion que ilustra dos conjuntos de datos de la reaccion que ilustran
cémo pueden variar las curvas de reaccion para las mismas muestras de concentracion inicial debido a
diferentes anomalias de la reaccion.

La FIG. 13 ilustra los calculos de la eficacia de pico para los conjuntos de datos de la FIG. 12. La
figura ilustra el deseo de utilizaciéon de una transformada de la eficacia desplazada de acuerdo con las
realizaciones especificas de la presente invencion.

La FIG. 14 ilustra datos para un recorrido de ensayo de HIV con ocho réplicas de muestras de
concentracion conocidas en 50, 500, 5.000, 50.000, 500.000 y 5.000.000 copias por ml.

La FIG. 15 es una representacion que ilustra cuatro curvas lineales normalizadas generadas a
partir de los datos de calibraciéon de tres puntos usando cuatro valores relacionados con el numero de
ciclos diferentes (por ejemplo, FCN, FCN2, FCNwRr ajust, ¥ FCNint. ajust.), de acuerdo con realizaciones de
esta invencion.

La FIG. 16 compara las concentraciones calculadas con concentraciones conocidas para los
datos ilustrados en la FIG. 14 usando las cuatro curvas ilustradas en la FIG. 15 de acuerdo con las
realizaciones de esta invencion.

La FIG. 17 ilustra los resultados usando una calibracién de un punto de acuerdo con las
realizaciones de esta invencion.

La FIG. 18 ilustra los resultados de HBV experimentales usando un analisis de MR con una
calibracién de un punto de acuerdo con un ejemplo que puede usarse para entender esta invencion.

La FIG. 19 ilustra los resultados de HBV experimentales usando un andlisis de MR y FCNwr ajust.,
con una calibracidon de un punto de acuerdo con un ejemplo que puede usarse para entender esta
invencion.

La FIG. 20 ilustra los resultados de HBV experimentales usando un analisis de C; y una
calibracion de un punto de acuerdo con un ejemplo que puede usarse para entender esta invencion.
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La FIG. 21 ilustra los resultados de HIV experimentales usando un andlisis de MR y una
calibracion de un punto, por ejemplo usando las respuestas de 10° y 10’ copias/ml como calibradores, de
acuerdo con un ejemplo que puede usarse para entender esta invencion.

La FIG. 22 es una representacion que ilustra dos tipos de datos de criterios de acuerdo con un
ejemplo que puede usarse para entender esta invencién en la que la linea horizontal mas baja representa
datos de criterios adecuados para la diferenciacion entre las reacciones negativas y las reacciones
positivas.

La FIG. 23 es una representacion que ilustra un FCN-MR para datos de HIV desde 50 copias/ml
a 5.000.000 copias/ml analizados por un paquete de software de estadisticas para aplicar un ajuste de
curva a los datos y para determinar intervalos de confianza de acuerdo con un ejemplo que puede usarse
para el entendimiento de esta invencion.

La FIG. 24 es una representacion que ilustra datos internos de control analizados por un paquete
software de estadisticas para determinar los intervalos de confianza de acuerdo con ejemplos que pueden
usarse para el entendimiento de esta invencion.

La FIG. 25 es un diagrama de flujo que ilustra un arbol de analisis l6gico para la evaluacion de la
validez de un ensayo mediante el analisis de pares de valor relacionado con el numero de ciclo — valor
relacionado con la eficacia tanto para las reacciones de amplificacién de control interno como del objetivo
de acuerdo con las realizaciones de esta invencion.

La FIG. 26 es un diagrama de flujo que ilustra un arbol de analisis légico para el reporte de
resultados del objetivo con la evaluacion de los criterios de validez usando los pares de valor relacionado
con el niumero de ciclo — valor relacionado con la eficacia de acuerdo con las realizaciones de esta
invencion.

La FIG. 27 ilustra el calculo de las mediciones del ancho de pico de acuerdo con ejemplos que
pueden usarse para el entendimiento de esta invencion.

La FIG. 28 ilustra los resultados experimentales de HIV usando la medicién del ancho de pico
total de acuerdo con ejemplos que pueden usarse para entender esta invencion.

La FIG. 29 ilustra los resultados experimentales de HIV usando la medicién del ancho de pico
total para identificar una respuesta anormal de acuerdo con ejemplos que pueden usarse para entender
esta invencion.

La FIG. 30 ilustra un ejemplo de una interfaz de usuario que representa una representacion de
FCN-MR de acuerdo con ejemplos que pueden usarse para entender esta invencion.

La FIG. 31 ilustra un ejemplo de una interfaz de usuario que representa una representacion de la
proporcion desplazada de acuerdo con ejemplos que pueden usarse para entender esta invencion.

La FIG. 32 es un diagrama de bloques que muestra un ejemplo representativo de un dispositivo
I6gico en el cual pueden realizarse diversos aspectos de la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se usa en este documento, la expresion "valor relacionado con la eficacia" significa un
valor que tiene una relacion consistente con la eficacia de una reaccién de amplificacion. La expresion
"transformada relacionada con la eficacia" significa una transformacion matematica que involucra la
respuesta en una reaccidon de amplificacion que se usa para determinar un valor relacionado con la
eficacia. La expresion "punto de reaccion" significa un punto durante una reaccion en el cual se produce
un valor relacionado con la eficacia. El punto de la reaccion puede ser un punto en el tiempo medido
desde el comienzo de la reaccion. Como alternativa, el punto de reaccion puede ser un punto que denota
un ciclo medido desde el comienzo de la reaccion. El término "derivada" significa la pendiente de una
curva en un punto dado de la curva.

La presente invencién esta dirigida al analisis de una muestra que contiene un analito. El analito
puede ser un acido nucleico. En el contexto de la presente invencioén, las copias de una porcion del analito
se producen (en adelante en este documento "se amplifican") de un modo que genera una sefal
detectable durante la amplificacién. La sefal es indicativa del progreso de la reaccion de amplificacion, y
preferiblemente esta relacionada o con la cantidad de analito y las copias del analito presente en la
muestra de test, o esta relacionada con la cantidad de copias de analito producidas por la reaccion. La
amplificacion esta preferiblemente configurada para permitir la acumulacion logaritmica del analito
objetivo (por ejemplo como en una reaccion PCR), y en una realizacion mas preferida, la amplificacion es
una reaccion PCR en la cual los datos se recogen a intervalos regulares de tiempo y/o en un punto
particular en cada ciclo de PCR.
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Se han desarrollado muchos sistemas que son capaces de amplificar y detectar acidos nucleicos.
De forma similar, muchos sistemas emplean la amplificacion de la sefal para permitir la determinacion de
las cantidades de acidos nucleicos que de otro modo estarian por debajo de los limites de deteccion. La
presente invencién puede utilizar cualquiera de estos sistemas, suponiendo que una sefal indicativa de la
presencia de acido nucleico o de la amplificacion de copias de acido nucleico pueden medirse de una
forma dependiente del tiempo o dependiente de ciclos. Algunos sistemas preferidos de deteccion de
acidos nucleicos que son utiles en el contexto de la presente invencién incluyen, pero sin limitarse a
estos, PCR, LCR, 3SR, NASBA, TMA y SDA.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es bien conocida en la técnica y se describe
esencialmente en Science 230: 1350-2354 (1985) de Saiki y otros; Sciencie 239: 487-491 (1988) de Saiki
y otros; las Patentes de los Estados Unidos Numeros 5.538.848; 5.723.591; y 5.876.930 de Livak y otros y
otras referencias. La PCR también puede usarse en conjuncion con la transcriptasa inversa (RT) y ciertas
polimerasas DNA muti-funcionales para transformar una molécula de RNA en una copia de DNA,
permitiendo por lo tanto el uso de moléculas RNA como sustratos para la amplificacién de PCR por la
polimerasa de DNA. Myers y otros Biochem. 30:7661-7666 (1991).

Las reacciones de ligadura en cadena (LCR) son similares a la PCR con la mayor caracteristica
diferenciadora de que, en la LCR, se usa la ligadura en lugar de polimerizaciéon para las secuencias de
amplificacion del objetivo. La LCR se describe entre otros en la Patente Europea 320 308 de Backman y
otros; Science 241: 1077 (1988) de Landegren y otros; Genomics 4:560 (1989) de Wu y otros. En algunas
formas avanzadas de LCR, pueden aumentarse especificamente proporcionando un hueco entre los
oligonucledtidos, cuyos huecos pueden rellenarse por la polimerizacion dependiente de plantillas. Esto
puede ser especialmente ventajoso si no son necesarios todos los cuatro dNTP para rellenar los huecos
entre las sondas de oligonucleétidos y no se suministran todos los cuatro dNTP en los reactivos de la
amplificacion. De forma similar, la amplificacién del circulo rodante (RCA) se describe por Lisby, en
Biotecnologia Molecular 12(1): 75-99 (1999), Hatch y otros en Genet. Anal. 15(2): 35-40 (1999) y otros y
es util en el contexto de la presente invencion.

Las reacciones de amplificacion isotermas son también conocidas en la técnica y son Utiles en el
contexto de la presente invencion. Ejemplos de reacciones de amplificacion isotérmicas incluyen 3SR
como se describe por Kwoh y otros, Proc. Nat. Acad Sci. (USA) 86: 1173-1177 (1989) y desarrollada
adicionalmente en la técnica; NABSA se describe por kievits y otros, J. Virol. Methods 35: 273-286 (1991)
y desarrollado adicionalmente en la técnica; y el método de Amplificacion de Desplazamiento de
Filamento (SDA) como se describe inicialmente por Walker y otros en Proc. Nat. Acad. Sci (USA) 89: 392(]
396 (1992) y la Patente de los Estados Unidos N° 5.270.184 y desarrollada adicionalmente en la técnica.

De este modo, muchos sistemas de amplificacion o deteccién que requieren sélo que las
ganancias de sefial indicativas de la cantidad de un &cido nucleico objetivo puedan medirse de una
manera dependiente del tiempo o dependiente del ciclo son utiles en el contexto de la presente invencion.
Otros sistemas que tienen estas caracteristicas son conocidos para los técnicos especialistas, y aunque
no se han tratado anteriormente, son utiles en el contexto de la presente invencion.

El analisis de los datos recogidos de la reaccion de amplificacién puede proporcionar respuestas
a una o mas de las siguientes cuestiones:

(1) ¢ Se encontro la secuencia objetivo?

(2) si se encontro, ¢ cudl fue el nivel o cantidad inicial de la secuencia objetivo?
(3) ¢ es correcto el resultado?

(4) ¢funciond correctamente la serie de reaccion?

(5) ¢ hubo inhibicion de la reacciéon deseada o esperada?

(6) ¢ es aceptable la recuperacion de la preparacion de la muestra?

(7) si se usa ¢,es aun valida la calibracion para cualesquiera datos de referencia?

De acuerdo con algunas realizaciones de esta invencion, una o mas de estas cuestiones pueden
contestarse identificando una region de interés (por ejemplo, un FCN) y un valor relacionado con la
eficacia (por ejemplo, una MR) de una reaccion de control interno y/o objetivo. En otras realizaciones, una
0 mas de estas cuestiones pueden contestarse comparando tales valores con conjuntos de datos
denominados en este documento como datos de criterios, curvas de criterios, y/o conjuntos de datos de
criterios. En realizaciones adicionales, una o mas de estas cuestiones pueden contestarse comparando
los valores obtenidos para un control interno, por ejemplo una segunda reaccion de amplificacion de
control, en la misma mezcla de reaccion que sus datos de criterios. En otras realizaciones adicionales,
una o mas de estas cuestiones puede contestarse comparando los valores obtenidos para la reaccion del
objetivo con los valores obtenidos para una reaccién de control interna en la misma mezcla de reaccion
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como sus datos de criterios respectivos.

Por claridad, la invencion se ilustrara con referencia a las reacciones de PCR en tiempo real, que
son una clase de técnicas de medicion y supervision de alto interés en sistemas automatizados y
manuales para la deteccion y cuantificacion de acidos nucleicos humanos, acidos nucleicos animales,
acidos nucleicos de plantas, y acidos nucleicos de humanos, de animales no humanos, y patégenos de
plantas. La PCR en tiempo real esta también bien adaptada para la deteccidon de agentes de guerras
biologicas y otros organismos vivientes o viricos en el entorno. La PCR en tiempo real combina la
amplificacion de los objetivos de secuencia de acido nucleico (NA) con la deteccion sustancialmente
simultanea del producto de la amplificacidon. Opcionalmente, la deteccién puede estar basada en sondas
fluorescentes o cebadores que estan apagados o activados dependiendo de la presencia de un acido
nucleico. La intensidad de la fluorescencia es dependiente de la concentracion o cantidad de la secuencia
objetivo en una muestra (asumiendo, por supuesto, que la cantidad de objetivo estd por encima de un
limite minimo detectable y es menor que cualquier limite de saturacion). Esta capacidad de
apagado/fluorescencia de la sonda permite que para condiciones del ensayo homogéneas, es decir, todos
los reactivos tanto para la amplificacion como la deteccion se afiaden juntos en un contenedor de
reaccion, por ejemplo, un hueco unico en una placa de reaccion muti-hueco. Los sistemas de deteccién
electronicos, los sistemas basados en la captura de objetivo, y los sistemas y técnicas de analisis de parte
alicuota son otras formas de sistemas de deteccion utiles en el contexto de la presente invencién siempre
que un sistema determinado acumule datos indicativos de la cantidad de objetivo presente en una
muestra durante diversos puntos en el tiempo de una reaccion de amplificacion objetivo.

En las reacciones PCR, la cantidad de acido nucleico objetivo se duplica en cada uno de los
ciclos hasta que los reactivos se hacen limitantes o se agotan, o hay una competencia significativa, una
fuente inadecuada de reactivos, u otros factores que se acumulan en el curso de una reacciéon. En los
instantes durante los cuales una reaccién PCR causa la duplicacion (exacta) del objetivo en un ciclo
particular, se dice que la reaccion tiene una eficacia (e) de 1 (por ejemplo e = 1). Después de numerosos
ciclos, pueden crearse cantidades detectables del objetivo a partir de una cantidad muy pequefa e
inicialmente indetectable de objetivo. Tipicamente, los protocolos de ciclos de PCR consisten alrededor de
entre 30-50 ciclos de amplificacion, pero las reacciones PCR que emplean mas o menos ciclos son
conocidas en la técnica y son utiles en el contexto de la presente invencion.

En las reacciones PCR en tiempo real descritas mas adelante para ilustrar la presente invencion,
la mezcla de reaccion incluye un coctel reactivo apropiado de cebadores de oligonucleétidos, sondas de
oligonucledtidos fluorescentes con tinte de marcado capaces de apagarse cuando no estan ligados a un
acido nucleico complementario objetivo, encimas de amplificacién, desoxinucleétidos trifosfatos (ANTP), y
reactivos de soporte adicionales. También, puede anadirse a la mezcla una segunda sonda de
oligonucleétido fluorescente con tinte de marcado para la deteccion de una "secuencia de control" que se
puede amplificar o "control interno" y un "tinte de referencia", que opcionalmente puede adjuntarse a un
oligonucledtido que permanece sin amplificar a través de una serie de reacciones, para una reaccion PCR
en tiempo real. De este modo, algunos sistemas de PCR en tiempo real usan un minimo de tres tintes
fluorescentes en cada una de las muestras o contenedor de reaccion (por ejemplo, un hueco). Sistemas
PCR que usan una sonda o sondas adicionales fluorescentes para la deteccion de un segundo acido
nucleico objetivo son conocidos en la técnica y son utiles en el contexto de la presente invencion.

Los sistemas que representan y visualizan los datos para cada una de de las, una o mas
reacciones posibles (por ejemplo cada hueco en una placa multi-hueco) son también utiles en el contexto
de la presente invencion. Estos sistemas opcionalmente calculan valores que representan la intensidad de
fluorescencia de la prueba como una funcién del tiempo o nimero de ciclo (Cn) 0 ambos como una
representacion bidimensional (y respecto a x). De este modo la intensidad de fluorescencia representada
puede representar opcionalmente un calculo a partir de multiples tintes (por ejemplo, el tinte de la sonda
y/o el tinte de control normalizado por el tinte de referencia) y puede incluir la resta de una sefal de fondo
calculada. En los sistemas PCR, tal representaciéon se denomina generalmente como una curva de
amplificacion de PCR y los datos representados pueden denominarse como datos de amplificacion de
PCR.

En la PCR, el andlisis de datos puede hacerse dificil por varios factores. Por consiguiente,
pueden realizarse diversas etapas para tener en cuenta estos factores. Por ejemplo, las sefiales de luz
capturadas pueden analizarse para tener en cuenta la imprecision en la propia deteccion de la luz. Tal
imprecision puede estar causada por errores o dificultades en la resolucion de la fluorescencia de un tinte
individual de entre una pluralidad de tintes en una mezcla de tintes (descrito mas adelante como
"solapamiento”). De forma similar, alguna parte de la sefial puede estar presente (por ejemplo la "sefial de
fondo") y puede aumentar incluso cuando no hay ningun objetivo presente (por ejemplo, "deriva de linea
base"). De este modo, para eliminar la sefial de fondo varios técnicos preferiblemente incluyen la deriva
de linea base, el analisis de tendencias y la normalizacidon que se describen en este documento y/o son
conocidos en la técnica. Estas técnicas son utiles pero no se requieren en el contexto de la presente
invencion. (La deriva de la linea base o la tendencia pueden estar causadas por muchas fuentes, tales
como, por ejemplo, la inestabilidad de los tientes, la inestabilidad de la lampara, las fluctuaciones de
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temperatura, la alineacidon Optica, la estabilidad de los sensores, o combinaciones de los anteriores.
Debido a estos factores y a otros factores de ruido, los métodos automatizados de identificacion y
correccion de la region de la linea base son propensos a errores).

Tipicamente en la PCR, las respuestas de interés generalmente se determinan a partir de la
curva de crecimiento, que arranca de forma caracteristica casi plana durante los primeros ciclos de
reaccion cuando se ha producido una duplicacion insuficiente para causar una sefal detectable, y a
continuacién crece exponencialmente hasta que se dan una o mas condiciones limitantes de la reaccién,
tales como cuando la extincién de uno o mas reactivos, comienza a influir en la reaccién de amplificacion
o el proceso de deteccion.

Se han propuesto varios métodos y se han usado en investigacién y otros escenarios para
analizar los datos de una reaccion tipo PCR. Tipicamente, estos métodos intentan detectar cuando la
curva de reaccion ha alcanzado un punto particular, generalmente durante un periodo de crecimiento
exponencial o casi exponencial de la sefial (también conocido como la "fase logaritmico-lineal"). Aunque
sin desear ligarlo a ninguna teoria, los inventores creen que los puntos mas tempranos en los que puede
observarse la fase logaritmico lineal por encima de la linea base o sefial de fondo proporciona la
informacion mas util acerca de la reaccidn y que la pendiente de la fase logaritmico lineal es un reflejo de
la eficacia de la amplificacion. Algunas referencias de la técnica anterior sugieren erroneamente que para
que la pendiente sea un indicador de la amplificacién real (en lugar de la deriva de la sefial), tiene que
haber un punto de inflexion, que es el punto sobre la curva de crecimiento donde termina la fase
logaritmico-lineal. El punto de inflexion puede representar también la mayor tasa de cambio a lo largo de
la curva de crecimiento. En algunas reacciones cuando se produce la inhibicién, puede producirse el final
de la fase de crecimiento exponencial antes de que la sefal emerja desde el fondo.

Al correr un analisis de PCR, generalmente es deseable determinar uno o mas resultados del
ensayo con respecto a la cantidad/concentracion inicial de las moléculas objetivo. Para los propodsitos de
la discusion, los resultados pueden expresarse por respuestas a al menos una de las cuatro cuestiones:

(1) ¢Estaba presente la molécula objetivo de forma absoluta en la muestra inicial, es decir un
resultado de deteccién positivo/negativo)?

(2) ¢ Cual fue la cantidad absoluta del objetivo inicial presente?

(3) ¢ Cual es la confianza (por ejemplo, expresada a veces como un valor de confianza de que las
respuestas a las cuestiones 1 6 2 son correctas)?

(4) ¢Cual es la cantidad relativa del objetivo presente en dos muestras diferentes?

Se han propuesto usar y pueden usarse varios métodos en la investigacion y otros escenarios
para contestar una o mas de estas cuestiones.

Los datos para las reacciones PCR a menudo se recogen una vez en cada ciclo para cada tinte
que se mide (es decir, la fluorescencia determinada) en una reaccién. Aunque tales datos son utiles en el
contexto de la presente invencion, puede realizarse una cuantificacion mas precisa por la interpolacion
entre los puntos de datos adquiridos en cada ciclo. De este modo, los datos pueden analizarse para
generar "numeros de ciclo fraccionales", y pueden determinarse puntos de interés para que coincidan con
un numero de ciclo particular o un punto de reaccién entre cualquier par de niumeros de ciclos.

Un problema con los métodos que se basan en umbrales, particularmente en el establecimiento
de diagndsticos donde es deseable fijar umbrales, es que estos métodos pueden ser susceptibles de
errores debido a la presencia de factores de ruido, particularmente factores de ruido sistematicos, tales
como, por ejemplo, el "acoplamiento" y el "solapamiento”. El acoplamiento puede entenderse en general
que ocurre cuando una sefal de un ensayo en una localizacion (tal como un hueco en una placa multiCl
huecos) causa una anomalia en una localizaciéon diferente, usualmente adyacente a la localizacion del
ensayo. El solapamiento puede entenderse en general que se produce en situaciones donde se detectan
mas de una sefial o conjunto de datos a partir de la reaccion. Aunque los tintes de deteccién para una
reaccion se seleccionan para que sean en gran medida independientes entre si y tengan un espectro de
emisioén de fluorescencia individual, los espectros de emision frecuentemente se solapan de modo que el
espectro de emision de un tinte se extendera dentro del espectro de emisién de un tinte diferente.

Tanto el acoplamiento como el solapamiento pueden tener efecto para aumentar o disminuir la
medicién calculada de interés. Ademas, en ambos casos, puede haber situaciones donde la propia curva
puede tener una anomalia debido a cualquiera o0 ambos fendmenos. Los factores de ruido sistematicos
tales como el acoplamiento o el solapamiento pueden ser especialmente dificiles de tratar cuando se
realiza una correccién de la linea base.

En algunos sistemas de la técnica anterior, para detectar sefiales de bajo nivel para resultados
cualitativos o resultados cuantitativos, generalmente se requiere un umbral bajo. Sin embargo, el uso de
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un umbral bajo causa que la discriminacion entre una falsa sefal positiva debida al acoplamiento y una
correcta sefal positiva sea particularmente dificil, debido a que puede causar que la curva de PCR crezca
por encima de un umbral de amplificacion, sugiriendo por lo tanto que esta presente un analito objetivo. El
solapamiento positivo y negativo puede también presentar problemas. El solapamiento positivo puede
producir un resultado falso positivo o puede causar estimaciones falsamente elevadas de la cantidad
inicial de objetivo en una muestra, mientras que el solapamiento negativo puede causar estimaciones
falsamente disminuidas de la cantidad inicial de objetivo en una muestra o indicar falsamente la ausencia
de un objetivo en una muestra de test.

El método o sistema de esta invencion puede identificar de forma reproducible una regién en una
curva o datos de reaccion, preferiblemente usando un sistema de procesamiento de informacion, que
puede usarse a continuacién para proporcionar resultados basados en los datos de la reaccion de
amplificacion. La invencion puede identificar esta region independientemente del nivel base de la sefal,
incluso en presencia de ruido sustancial. La invencién puede identificar ademas un valor que es
representativo de la eficacia en esa region. Este valor puede usarse en la determinaciéon de resultados
primarios o en resultados de ajuste o en la determinaciéon de valores de confianza como se describe en
este documento o en todo lo anterior.

La invencion puede ilustrarse por un examen especifico, mostrado mas adelante. En este
ejemplo se usa un sistema de procesamiento de informacién para analizar datos que representan la curva
de crecimiento de una reaccién de amplificacion. En la amplificacion, se genera un "pico" por una etapa
en el analisis de datos. La localizaciéon de este pico (medido en unidades de tiempo o en ciclos desde el
inicio de la reacciéon de amplificacion) se denomina como el numero de ciclo fraccional (FCN) y el valor
maximo del pico se denomina como el ERV (valor relacionado con la eficacia). Estos valores pueden
usarse en un método para identificar una regién del valor relacionado con la eficacia y para determinar un
valor relacionado con la eficacia en este pico. Ambos valores pueden entenderse que estan derivados de
un método que analiza la forma de la curva de la reaccion independientemente de la intensidad de la
sefal de amplificacion, cuya intensidad de la sefal de amplificacion puede variar de reaccion en reaccion
y de instrumento en instrumento, a pesar de comenzar con muestras idénticas. La curva de reaccién es
una representacion de una reaccion en la que una sefal sustancialmente indicativa de la cantidad de
objetivo en una reaccion se representa como una funcion del tiempo o, cuando sea apropiado, en funcion
del niumero de ciclo. EI FCN puede entenderse como que esta consistentemente relacionado con un
punto de la eficacia de crecimiento maximo de una curva de reaccion, y el ERV puede entenderse que
esta consistentemente relacionado con la eficacia en ese punto.

En algunas realizaciones de esta invencién, los métodos analiticos pueden emplearse
opcionalmente, y ventajosamente, sin usar la correccién de la linea base. En algunos sistemas y métodos
de esta invencion no se necesita un tinte de referencia.

La presente invencion permite la cuantificacion objetiva de la cantidad de un objetivo presente en
una muestra de test sin necesidad de calcular un umbral subjetivo y variable o un valor de C;, como se
emplea en algunas técnicas de la técnica anterior. Ademas la invencién puede usar informacion que esta
disponible para la determinacién del grado de inhibicidén en una reaccion analizando la forma de la curva
de amplificacion de PCR, incluyendo los datos que generalmente se han ignorado generalmente, tal como
los datos en ciclos después de C..

Los métodos generales para la generacion y uso de pares de datos determinados a partir de los
datos de la curva de reaccion se entenderan de los ejemplos de mas adelante. Por claridad, estos
ejemplos se refieren a un conjunto de datos especificos y funciones especificas para analizar esos datos,
aunque la invencion no esta limitada a los ejemplos tratados.

Ejemplo 1 — Datos Capturados

A modo de ejemplo, un sistema tipico de deteccion de una reaccion PCR en tiempo real genera
un fichero de datos que almacena la sefial generada a partir de uno o mas tintes de deteccion. La FIG. 1
ilustra una representacion de datos capturados de la reaccion que pueden usarse en un método analitico
de acuerdo con la presente invencion. En este ejemplo, una sefial de tinte (DYE1) proporciona los datos
del objetivo capturados, otra sefial dye (DYEZ2) proporciona los datos capturados del control interno, y una
sefial dye adicional (DYE3) proporciona datos de referencia capturados opcionales. Estos datos
representan datos de una reaccion Unica, tomados de un fichero de salida normalizada. Esta
representacion particular puede entenderse que representa los datos iniciales para los cuales se ha
aplicado algun tipo de algoritmo multi-componente. En esta representacion, el eje x proporciona una
indicacion del numero de ciclos (por ejemplo, 1 a 45) y el eje y indica la intensidad detectada del tinte, en
unidades de fluorescencia relativa. En esta figura, los tres conjuntos diferentes de datos de captura se
ilustran como curvas continuas. Sin embargo, los valores de datos capturados reales son generalmente
valores de sefial discreta capturados en cada numero de ciclo. De este modo, un conjunto inicial de datos
como se ilustra en la FIG. 1 puede consistir de tres conjuntos (objetivo, control y referencia) de los valores
discretos adecuados (por ejemplo aproximadamente 50 valores en este caso).
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Ejemplo 2 — Normalizacion

Aunque opcionalmente, puede realizarse la normalizacién sobre los datos capturados en varios
modos diferentes. Un método involucra dividir los valores de objetivo y control en cada uno de los ciclos
leyendo la correspondiente sefial del tinte de referencia. Como alternativa, el divisor puede ser el valor
promedio de referencia sobre todos los ciclos o un promedio sobre ciertos ciclos. En otra realizaciéon
alternativa, el divisor puede ser el promedio del tinte objetivo o del tinte de control o del tinte objetivo y del
tinte de control sobre una o mas de los ciclos mas tempranos (linea base), cuando no se detecta ninguna
sefial de amplificacion. Cualquier método de normalizacién conocido puede emplearse en el analisis de
los datos. La invencion puede usarse con datos que ya se han normalizados por un sistema PCR. La FIG.
2 es una representacion de datos capturados de la reaccién mostrando los conjuntos de datos de objetivo
y de control que se han normalizado de acuerdo con la presente invencion. En este ejemplo, como
resultado de la normalizacion, la escala del eje y representa un puro numero. En este caso, el niumero
esta entre aproximadamente 0 y 9. Son conocidos otros métodos de normalizacién en la técnica y pueden
convertir este numero para que esté entre aproximadamente 0 y 100 o para cualquier otro intervalo
deseado.

Debido a que la normalizaciéon es opcional, la presente invencion puede usarse para analizar
datos de reaccion sin el uso de la normalizacion o tinte de referencia. Como alternativa, la senal del
objetivo o sefal de control o ambas pueden usarse para normalizacion.

Ejemplo 3 — Puesta a escala

La puesta a escala es opcional pero puede realizarse para hacer mas facil para un operador
humano la visualizacién de los datos. La puesta a escala no afecta a los resultados analiticos. La Puesta
a escala puede realizarse afiadida a la normalizacioén, en ausencia de normalizacién, o antes o después
de la normalizacion.

Otro método de puesta a escala involucra dividir cada valor de conjunto de datos por el promedio
de los valores durante algunos ciclos mas tempranos, generalmente en la regién de la linea de base antes
de que se detecte cualquier sefial de datos positiva. En este ejemplo, las lecturas de 4 hasta 8 se
promediaron y se realizé primero la normalizacion. La FIG 3 es una representacion de datos de reaccién
que muestran datos del objetivo y de control que se han puesto a escala. En este ejemplo, la puesta a
escala fuerza los valores tempranos del objetivo y de control a uno, y ya que los valores tempranos son
menores que uno, la division fuerza los valores posteriores a numeros puros ligeramente mayores.

Ejemplo 4 — Filtrado Digital

Pueden aplicarse uno o mas métodos de filtrado digital a los datos capturados para "limpiar" los
conjuntos de datos de sefial y mejorar la proporcion de sefial a ruido. Son conocidos muchos algoritmos
de filtrado diferentes. La presente invencion puede emplear un filtro de cuatro polos sin ningun cero. Esto
elimina el potencial rebasamiento de la sefial filtrada. Como ejemplo, esto puede implementarse con la
funcion MATLAB "filtfilt" proporcionada por el Conjunto de Herramientas de Procesamiento de Senal
MATLAB, que filtra tanto hacia adelante como hacia atras para eliminar cualquier hueco de fase (retardos
de tiempo). Un ejemplo de parametros y una llamada de la funcién MATLAB son como sigue:

b=0,316;

a=[1.0000 -1.0000 0,3750 — 0,625 0,0039];

datos (:,:, ensayo)=filtfilt(b, a, datos(:, :, ensayo));
datos (:, :, ic)=filtfilt(b, a, datos(;, :, ic));

En este ejemplo, "b" y "a" contiene los coeficientes del filtro "datos(:, :, ensayo)" y "datos(, :, ic)"
contiene los datos capturados que pueden haberse o no normalizado, puesto a escala, 0 ambas cosas.
En este caso, los datos filirados estan ambos normalizados y puestos a escala. La FIG. 4 es una
representacion de datos de reaccién capturados que muestran los datos del objetivo y de control después
del filtrado digital. Los valores no se cambian por el filtrado digital, pero el conjunto de datos se "suavizan"
algo.

Ejemplo 5 — Eliminacién de Pendiente/Alineamiento Base

Puede usarse un método de eliminacion de pendiente opcional para eliminar cualquier pendiente
residual que esté presente en la sefal de la linea base temprana antes de que se produzca cualquier
sefial real detectable. Este procedimiento puede denominarse también como alineamiento base, pero en
algunas realizaciones, el desplazamiento no se elimina, sélo la pendiente. De acuerdo con esta invencion,
para la eliminacion de pendiente, se examinan tanto la sefal del objetivo (DYE1) como la sefal de control
(DYEZ2) simultaneamente. Cualquier sefial que aparezca primero contamina el punto de regresion directa,
y el método generalmente vuelve atras 10 ciclos. Si 10 ciclos hacia atras es antes el ciclo 5, entonces se
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usa el ciclo 5 como el punto de regresion inicial para evitar los transitorios de la sefial mas temprana. Se
calcula una linea de regresion lineal usando los datos de sefal entre estos puntos y la pendiente de la
regresion para cada tinte se resta de la de esa sefial de tinte. En este caso, se aplica la eliminacién de la
pendiente a los datos normalizados, puestos a escala, y filtrados como se ha tratado anteriormente. La
FIG. 5 es una representacion de datos de reaccion capturados mostrando datos del objetivo y de control
con los valores de pendiente eliminados. En cada una de estas figuras, estaba presente una pendiente
muy pequefia en los ciclos tempranos; por lo tanto, la eliminacion de la pendiente no afecta
sustancialmente a los valores de los datos capturados.

Ejemplo 6 — Calculo de la Transformada

Un ejemplo que no es parte de esta invencion, pero que es util para su entendimiento es el
método MaxProporcion. En este método, se calcula la proporcidon entre mediciones secuenciales,
obteniendo por lo tanto una serie de proporciones, cada una de las cuales puede indexarse a un valor del
tiempo o un nimero de ciclo. Existen muchos medios adecuados de calcular estas proporciones, y puede
usarse cualquier medio adecuado. El modo mas simple de realizar este calculo de proporciones utiliza la
siguiente funcion:

s(n+1)
s (n)

donde n representa el numero de ciclo y s(n) representa la sefial en el ciclo n. Este calculo
proporciona una curva que comienza aproximadamente en 1 en la regién de la linea base de la respuesta,
aumenta a un maximo durante la region de crecimiento, y vuelve aproximadamente a 1 en la regién plana.
La expresion MATLAB que realiza este calculo de forma eficaz es el siguiente:

Proporcion(n} =

Proporcion = s(2:fin,:)./s(1:fin-1:),

donde "s representa la matriz de respuestas de sefial representando cada columna una
respuesta separada.

La FIG. 6 muestra un ejemplo de esta transformada de proporciones. Debido a la fluorescencia
de fondo intrinseca, la proporcion no alcanza 2 como seria de esperar de una reaccién PCR si la sefial se
duplicase. A pesar de todo, la magnitud del pico es independiente de las variaciones de intensidad
multiplicativas y es proporcional a la tasa de crecimiento o la eficacia en ese punto. El método de calculo
de proporciones es simple y se calcula de forma eficaz. Podrian realizarse otros calculos equivalentes. Un
ejemplo involucraria el calculo de las proporciones directa e inversa y promediandolos a continuacion.
Puede utilizarse la inversa de la proporcidon, en cuyo caso la curva empezara en un valor de
aproximadamente 1 en la region de la linea base, disminuira en la regién de crecimiento, y volvera al valor
de aproximadamente 1 en la region plana. A continuacién se usaria la magnitud y la localizacion de la
depresion en lugar de un pico para el analisis. Esta transformada puede implementarse de un modo
esencialmente equivalente al método de la proporcion.

Aunque el algoritmo de MaxProporcion es utilizable como se ha descrito, es conveniente
desplazar la curva restando una constante, por ejemplo, aproximadamente uno (1), de cada punto. Esta
proporcién proporciona una transformacién de la respuesta original, que comienza cerca de cero en la
region de la linea base, crece hasta un pico en la regidon de crecimiento de la curva, y vuelve a cerca de
cero en la region plana. Este calculo de proporcion desplazada se describe por la siguiente funcién:

s{ n+1 ) _
s (n)

La FIG. 7 muestra la salida de este calculo de la proporcién desplazada. El punto de reaccion y la
magnitud del pico de la curva de proporciones desplazada se determinan a continuacién. El punto de
reaccion (es decir, la distancia a lo largo del eje x) especifica el valor FCN de la MR y la magnitud
especifica el valor de MR relacionado con la eficacia (Maximo de la Proporcion).

Proporcién(n} = 1

Ejemplo 7 — Interpolacién

Para mejorar la resolucion del nimero de ciclo, puede realizarse una interpolacién. Se conocen
en la técnica muchos modos de realizar esta operacion. Un método de interpolar en el contexto de la
invencion es una interpolacion de spline cubica, que proporciona una interpolacion suave, de modo que
incluso la segunda derivada de los conjuntos de datos capturados sera continua. La invencion puede
usarse para interpolar la serie entera de datos. La invenciéon puede usarse para determinar una region de
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interés y a continuacion interpolar sélo en esa regién para conseguir una resolucion sub-periddica, o sub-
ciclo. Un ejemplo de un comando MATLAB para la realizacién de una interpolacién de spline cubica es
como sigue:

salida = interpolacion 1 (x, entrada, x2, 'spline’)

donde "x" representa numero del periodo (o ciclo) (1, 2, 3...), "entrada" representa la sefial no
interpolada en esos ciclos, "x2" representa el vector del periodo de mas alta resolucion (o ciclo) (1.00,
1.01, 1.02,...) y "salida" representa la sefial interpolada que corresponde a los ciclos fraccionales en "x2".

La FIG. 8 es una representacién de los datos de reaccién capturados que muestran los datos del
objetivo y de control que se han interpolado para proporcionar continuidad de la funcién. Como resultado
de la interpolacion, el numero de valores en el conjunto de datos generalmente aumentara
sustancialmente, por ejemplo de 43 valores a 4201 valores.

Deberia entenderse que las etapas descritas anteriormente pueden realizarse en diferentes
ordenes, tal como, por ejemplo, un primer filtrado, seguido por el alineamiento base antes de la puesta en
escala. Sin embargo, si la interpolacién se realiza antes del céalculo de la proporcion, debera tenerse
cuidado para seleccionar los valores de respuesta interpolada apropiados para el calculo de la proporcién.
Es importante que el intervalo entre valores de proporcion permanezca igual. De este modo, si se usan
ciclos como el periodo de medicion, y la interpolacion aumenta la resoluciéon del tiempo a 0,01 ciclos,
entonces la proporcion desplazada en x=2,35 seria Proporcién=s(3,35)/s(2,35) -1.

Ejemplo 8 — Encuentro de Picos para Determinar FCN y ERV (por ejemplo, MR) de Objetivo y Control

Otra etapa es seleccionar los picos en la serie de datos. Esta operacion involucra las etapas (1)
encontrar picos locales y (2) seleccionar de los picos locales uno o mas para analisis adicional, usando
opcionalmente datos de criterios (definidos infra).

Un algoritmo de encuentro de picos identifica cuando la pendiente de la curva cambia de positiva
a negativa, lo que representa un maximo local. El algoritmo identifica la localizacion y la magnitud de los
picos. Un ejemplo de una funcion MATLAB para hacer este calculo es como sigue:

function (ind, peaks) = findpeaks (y)

% FINPEAKS encuentra picos en vectores reales.

% ind = findpeaks (y) encuentra el indice (ind) que es

% un maximo local en la secuencia y.

% (ind, peaks) = findpeaks (y) devuelve el valor de

% los picos en estas localizaciones, es decir peaks = y(ind);
y=y (@)

switch length (y)

case 0

ind=0o;
case 1

ind = 1;
otherwise

dy = diff (y)

not_plateau_ind = find <dy~=0>;
ind = find (([dy (not_plateau_ind) 0] < 0) &
([0 dy (not_plateau_ind)] >0));
ind = not_platay_ind (ind);
end

if nargout >1
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peaks =y (Ind);
end

La FIG. 9 es un calculo de la eficacia que muestra los valores de FCN y MR identificados de los
tintes del objetivo y de control interno y una curva de criterios de acuerdo con los ejemplos que pueden
usarse para entender la presente invencion. Para los datos del objetivo, FINDPEAKS localizé un pico en
el eje x = 19,42 con una amplitud de 0,364. Para los datos de control interno, FINDPEAKS encontré picos
en 2,03; 5,29; 7,67; 12,83; 22,70, 37,86, con magnitudes respectivas de 0,0027; 0,0027; 0,0022; 0,0058;
0,1738;y 0,0222.

Ejemplo 9 — Seleccion de Picos para Determinar FCN y ERV (por ejemplo, MR) de Objetivo y Control

En el método tratado anteriormente, se identifican a menudo varios picos de maximos locales
tanto para los datos de objetivo como los datos de control. Pueden usarse diversos métodos para
seleccionar cuales de estos picos de maximos locales se usaran para la determinacion de FCN y ERV.

Tipicamente, y en particular durante las reacciones con buen comportamiento, se selecciona el
pico mas alto o pico maximo. En muchas situaciones, esta seleccion proporciona el punto de la reaccion
mas reproducible a partir del cual realizar calculos adicionales como se trata en este documento. Sin
embargo, en algunas situaciones, es preferible un primer pico, o un primer pico por encima de un corte
particular o después de un numero de ciclos particular. De este modo, en ejemplos particulares, puede
emplearse la seleccion de Pico Maximo o Primer Pico donde Max Pico encuentra el mayor pico en la
curva de proporciones desplazada mientras que Primer Pico encuentra el primer pico que es mas alto que
un algun valor seleccionado.

Una vez que se han determinado los datos de criterios, estos datos pueden usarse también para
determinar el pico a seleccionar para la determinacién de ERV durante la operacion real, particularmente
para sefales débiles o ruidosas.

En la FIG. 9, por ejemplo, para los datos DY2, el algoritmo de encontrar-picos encontré seis picos
locales, pero el pico quinto fue el pico maximo y fue también el Unico que estaba por encima de la curva
de criterios. De este modo, en este ejemplo, el FCN determinado para DY2 es 22,70 y la MR determinada
para DY2 es 0,1738.

También puede usarse un dispositivo de informacién o aparato de sistema para realizar los
métodos de esta invencion. La FIG. 10 es un diagrama de flujo para realizar una caracterizacion de los
datos de una reaccion de acuerdo con las realizaciones de la presente invencion. Detalles adicionales de
este método general se entenderan a partir de la discusién de mas adelante.

Los métodos analiticos descritos en este documento pueden aplicarse a reacciones que
contienen concentraciones de objetivo conocidas o desconocidas. En una realizacion, se incluiran
concentraciones conocidas de acido nucleico objetivo en huecos de calibraciéon en una reaccioén realizada
en una placa de reaccion multi-hueco, y el ERV y el valor del punto de la reacciéon se usaran a partir de
estas muestras de concentracion conocidas para realizar la cuantificacion. Pueden usarse
concentraciones conocidas también para desarrollar los datos de criterios como se describe
adicionalmente en este documento.

Ejemplo 10 — Determinacion de Curva de Criterios/Conjuntos de Datos de Criterios

En otras realizaciones, los valores relacionados con la eficacia (por ejemplo los valores de MR)
pueden representarse como una funcion de los valores de sus valores de puntos de la reaccion (valores
FCN) para varios conjuntos de datos de concentracién conocida para generar una curva de criterios
caracteristica para un ensayo particular. La curva de criterios es caracteristica de una formulacién de un
ensayo y protocolo de deteccidon particulares y puede usarse para determinar de forma fiable los
resultados positivos/negativos, para determinar si un resultado particular deberia descartarse como no
fiable, para determinar una medida de confianza de un resultado, o cualquier combinaciéon de los
anteriores. En general, un par de datos de reaccion que descansan bajo una curva de criterios indican
muestras no reactivas, o reacciones no funcionales, tales como las reacciones que encuentran una
inhibicion significativa.

Los datos de criterios pueden usarse para seleccionar qué picos reportar o usar en un analisis de
reaccion, o ambos. Los datos de criterios proporcionan un método automatico y fiable para la
discriminacion entre resultados negativos (por ejemplo, objetivo no presente en absoluto) y resultados que
muestran baja cantidad de objetivo.

La FIG. 11 es una representacién en la cual se representan la MR de seis conjuntos de
reacciones de concentracion conocida (es decir, normalizadores o calibradores) y un conjunto de
reacciones negativas, como una funcion del valor de FCN calculado del valor de MR. Esta representacion
permite seleccionar una curva de criterios. Una curva de criterios, que se describié anteriormente, es
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cualquier curva o linea que separa los resultados positivos de los resultados negativos. La curva de
criterios se selecciona preferiblemente de modo que esta relativamente préxima y por encima de los datos
de reaccion negativa (en el espacio x-y de la representacion). En la FIG. 11, los pares de datos MR-FCN
procedentes de varias muestras de concentraciones conocidas determinadas bajo la misma o similares
condiciones de ensayo se representan junto con pares de datos MR-FCN de muestras que no contienen
el objetivo del ensayo, cuyas muestras se han denominado también como negativas. Aunque las
negativas no deberian exhibir ninguna respuesta de amplificacion, el método analitico si determina un par
de datos MR-FCN para estas muestras. Estos datos para las muestras negativas usualmente
corresponden a maximos del ruido dirigido sobre la salida de respuesta, que es generalmente una
respuesta aleatoria. El valor de MR determinado a partir del ruido es muy bajo y lejos de las respuestas
de muestras de concentraciones conocidas. Los pares de MR-FCN para las reacciones negativas pueden
agruparse si hay una fuente de ruido sistematico, tal como el solapamiento, en cuyo caso los pares MR[]
FCN pueden aparecer falsamente como sefiales de reaccion positivas. En la caracterizacion de la
respuesta MR-FCN, de verdaderos positivos frente a verdaderos negativos, puede identificarse una clara
regién de separacién entre estos dos conjuntos de datos, que se representan por la linea o curva
discontinua en la FIG. 11, la curva de criterios. En esta figura, cada circulo representa un par de datos
FCN-MR. En este caso, cada una de las agrupaciones de circulos representa multiples respuestas en
concentraciones conocidas del objetivo. Hay ocho réplicas diferentes en seis concentraciones conocidas
dentro de este ejemplo. Desde la derecha de la representacion, por ejemplo, estas concentraciones
conocidas pueden representar concentraciones de 50 copias/ml, 5x10? copias/ml, 5x10° copias/ml, 4x10*
copias/ml, 5x10° copias/ml, y 5x10° copias/ml. Estas agrupaciones de datos de criterios pueden usarse
para generar una curva de criterios.

Pueden usarse multiples conjuntos de datos de criterios relativamente simples para proporcionar
curvas caracteristicas de criterios para varios ensayos. Un enfoque util involucra tomar la media de los
valores de MR para el conjunto de respuestas negativas y afiadir a este valor un mdltiplo de la desviacion
estandar de los valores de MR para las respuestas negativas. Para el ejemplo mostrado en la FIG. 11, la
curva de criterios se fijo como una linea horizontal igual a la media mas 10 desviaciones estandar de los
valores de MR para las respuestas negativas. El valor de criterio en este ejemplo se calculé6 que era
aproximadamente 0,026. En algunos sistemas, otras consideraciones pueden producir una modificacion
del valor de criterio (por ejemplo, un valor de FCN-MR) deseable para tener en cuenta potenciales
anomalias de sefial, tal como, por ejemplo, el acoplamiento o solapamiento positivo. EI acoplamiento
puede resultar de una sefial en un hueco positivo de un instrumento multi-hueco que influye en la sefial de
un hueco diferente. Como mucho se ha observado un acoplamiento de un 2% en ciertos instrumentos.
Por esta razon, pueden aumentarse los criterios de modo que eviten la clasificacion de muestras
negativas verdaderas como muestras positivas. Para los datos de ensayo representados en la FIG.11, los
valores mas altos de MR para los ensayos positivos son aproximadamente 0,5. El dos por ciento de este
valor es 0,010. Aumentando el criterio en 0,010 deberian eliminarse los falsos positivos debidos al
acoplamiento. Ya que los valores mas altos de MR en este ensayo sélo ocurren con muestras de mayor
concentracion que tienen valores de FCN mas pequefios, los criterios puede aumentarse sélo en los
valores de FCN mas pequefios, donde es probable que se produzca el acoplamiento. Este conjunto de
criterios modificados puede describirse por una serie de pares de datos (X, Y») que describen una curva
multi-elemento. Por ejemplo, la curva de criterios modificada en la FIG. 11 puede especificarse por el
conjunto de datos de criterios:

(X1; Y1) = (1; 0,036)
(X2; Y2) = (20; 0,036)
(Xs; Y3) = (25; 0,026)
(Xs; Ya) = (45; 0,026)

Como ejemplo adicional, la curva de criterios mostrada en la FIG. 10 puede especificarse por el
conjunto de datos de criterios

(X1; Y1) = (1, 0,10)
(X2; Y2) = (10; 0,10)
(Xs; Y3) = (20; 0,05)
(X4; Y4) = (40; 0,05)

Las curvas de criterios y/o los conjuntos de datos de criterios, incluyendo los conjuntos que
tienen formas diferentes o formas mas complejas o ambas, pueden determinarse sin experimentacion
excesiva. El uso pretendido de la aplicacion de PCR llamara a enfoques diferentes para el establecimiento
de lineas de criterios. Los especialistas en la técnica apreciaran faciimente que cuando se desea alta
sensibilidad en un ensayo, se usa una linea de criterios baja. Por ejemplo, si un ensayo esta disefiado
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para la diferenciacion de variantes de secuencias, tales como una secuencia de consenso de poblacién
(es decir, una secuencia "tipo salvaje") frente a secuencias polimorfas o variantes, (por ejemplo "un
polimorfismo nucleétido unico"), entonces puede usarse una linea de criterios de un valor mas alto,
porque usualmente no se requiere la deteccion de cantidades limitantes de un acido nucleico objetivo en
la determinacioén de variantes de secuencias.

El ejemplo particular mostrado en la FIG. 11 no exhibe solapamiento positivo desde la respuesta
de la sefial de control interna (IC) a la respuesta de la sefial de ensayo. Si estuviese presente la respuesta
de la sefial IC positiva para el solapamiento del ensayo, podria efectuarse una modificacion similar para el
criterio. Como la respuesta de la sefial IC deberia producirse sélo sobre un estrecho intervalo de valores
de FCN, el criterio podria aumentarse sélo en ese intervalo limitado.

Generalmente, como se trata adicionalmente en este documento, una respuesta FCN-MR se
determina para muestras de concentracion conocidas a través del intervalo de concentracion del objetivo
de interés para definir la respuesta normal. Estudios adicionales en una poblacion de muestras que
desafian la reaccién de ensayo pueden realizarse para ver cuanto deterioro en MR es aceptable antes de
que se comprometa el funcionamiento del ensayo. Estos tipos de analisis de caracterizacion pueden
usarse para establecer datos de criterios o conjuntos de datos de criterios independientemente de la
desviacion estandar u otras caracteristicas del ruido o linea base observada cuando las muestras que no
contienen acido nucleico se tratan bajo condiciones de amplificacién.

De acuerdo con otras realizaciones de la invencion, los datos de criterios pueden determinarse
de formas similares para la determinacion de Ci, para el analisis de C; como se ha hecho en la técnica
anterior. Un ensayo particular bajo disefio puede efectuarse varias veces para caracterizar su respuesta
tipica de MR-FCN. A partir de esta respuesta tipica, puede definirse el conjunto de datos de criterios. Sin
embargo, a diferencia del analisis de Ct, en FCN-MR, la respuesta es independiente de la intensidad de
sefal y es facilmente reproducible, incluso a través de instrumentos de un tipo particular que produce
resultados altamente variables con idénticas muestras.

Ejemplo 11 — Regién Alternativa de Interés

Se ha visto empiricamente que el valor de FCN de un valor relacionado con la eficacia como se
determind anteriormente puede ajustarse ventajosamente para proporcionar un valor de cuantificacion
incluso mas reproducible. Por ejemplo, la FIG. 12 es una representacion de dos conjuntos de datos de
reaccion que ilustran cédmo pueden variar las curvas de reaccién para muestras que tienen la misma
concentracion inicial debido a diferentes anomalias de la reaccién. Esta figura ilustra dos respuestas para
muestras que contienen cantidades iguales de un acido nucleico objetivo HIV. Sin embargo, en una
respuesta, la sefal obtenida de la reaccion cae temprano debido a una anomalia en la reaccion. Esta
caida puede causar que el valor de FCN determinado a partir del maximo de la curva de proporciones
desplazada varie sustancialmente entre las dos muestras, como se ilustra en la FIG. 13. Sin embargo, la
figura también muestra que las dos curvas de gradiente son sustancialmente mas similares en los
primeros momentos 0 numeros de ciclos, que se representan sobre el eje x del grafico.

De este modo, la invencion involucra la determinacion de una desviacion desde el nimero de
ciclo del valor de eficacia maxima (en este documento denominado como el valor FCN2), que es la
localizacién de otro punto sobre la curva de reaccidon que puede usarse para analisis como se describe en
este documento. En realizaciones adicionales, puede seleccionarse un valor del Umbral del Valor
Relacionado con la Eficacia (ERVT) o del Umbral de Proporcion (RT) y usarse para determinar una region
de numeros de ciclo de interés. Un valor de ERVT o de RT pueden ser valores determinados
automaticamente o empiricamente para un ensayo particular. El valor de RT puede fijarse en un nivel de
datos de criterio o préximo que se determina en los ciclos posteriores durante la calibracion del ensayo.

Una realizacién de un método de esta invencion comienza en el valor de FCN sobre la curva de
proporciones desplazada y determina un punto de reaccion temprano donde la curva cruza el valor de RT.
Este punto de reaccion se reporta como un valor de FCN2. Se cree que el valor FCN2 proporciona una
linealidad mejorada en las muestras que tienen bajo numero de copias, en contraste con los valores de
FCN para ciertos ensayos, tales como las reacciones donde la formacion de productos no especificos
reduce la eficacia de la formacion de producto en las muestras que tienen bajos nimeros de copias.

La FIG. 13 ilustra lo deseable de usar un valor de eficacia desplazado. Esta figura muestra las
curvas de proporcion desplazadas para las respuestas mostradas en la FIG. 12 y una linea RT en 0,03.
Para este ejemplo, los valores de FCN y FCNW se muestran en la Tabla 1
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TABLA 1

Respuesta | FCN | FCN2 | MR

Hueco 41 | 28,81 | 22,85 | 0,129

Hueco 42 | 28,06 | 22,92 | 0,097

Diferencia | 0,75 0,07 0,032

En este ejemplo, la curva de una respuesta se aplana pronto y difiere en la forma de la curva de
la otra respuesta, y la curva de proporciones desplazada muestra una diferencia. El aplanamiento
temprano puede causar un pico temprano. En este ejemplo, los valores de FCN2 tienen una coincidencia
mas estrecha que los valores de FCN. En general se ha encontrado que los valores de FCN y FCN2 son
mas precisos (menores desviaciones estandar) que los valores de Ct. Aunque estos ejemplos se enfocan
en el uso de MR en las realizaciones de FCN y FCN2 de la presente invencion, las transformadas
relacionadas con la eficacia estan limitadas al uso de la primera derivada.

Ejemplo 12 — Cuantificacion usando el Analisis de MR-FCN

La cuantificacion se desea a menudo en diversos tipos de analisis de reaccion. En reacciones de
PCR, por ejemplo, la cuantificacion se refiere generalmente a un analisis de una reaccion para estimar
una cantidad o concentracion de comienzo de un objetivo que tiene una concentracién desconocida. La
invencioén involucra métodos o sistemas o ambos para el uso de un valor relacionado con la eficacia y un
valor del nimero de ciclo (por ejemplo, el FCN) para realizar una cuantificacion. Especificamente, el ERV
de una muestra de test se compara con uno o mas de los ERV de al menos un calibrador, preferiblemente
al menos dos calibradores, y opcionalmente 3, 4, 5 6 6 calibradores, cada uno de los cuales contiene una
cantidad conocida de un &cido nucleico objetivo.

En realizaciones adicionales, la cuantificacion puede entenderse generalmente que involucra una
0 mas capturas de datos de calibraciéon y una o mas capturas de datos de cuantificacion. Los datos de
calibracion y cuantificacion se relacionan usando una asociacion de cuantificacion o una ecuacion.

En la calibraciéon, una asociacion entre los datos capturados, o un valor derivado de los datos
capturados (tal como un FCN, FCN2, o MR, o combinacién de los anteriores), y una o mas reacciones de
concentracion de comienzo conocida se usan para establecer uno o mas parametros para una ecuacion
de cuantificacion. Estos parametros pueden usarse a continuacién para determinar las concentraciones
de comienzo de una o mas reacciones desconocidas.

Se conocen diversos métodos y técnicas para la realizacion de la cuantificacion y/o calibracién
en el analisis de una reacciéon. Por ejemplo, en el establecimiento de diagnosticos de PCR, no es
infrecuente analizar muestras de test en una placa de reacciéon de 96 huecos. En cada uno de los 96
huecos de la placa de reaccion, algunos huecos se dedican a reacciones de calibraciéon con muestras que
tienen una concentraciéon de objetivo inicial conocida. Los valores de calibracion determinados para estas
muestras pueden usarse a continuacion para cuantificar las muestras de concentracién desconocida en el
hueco.

Dos tipos generales de métodos de calibracion se denominan como la calibracién de un punto y
calibracion de curva normalizada (por ejemplo, multiples puntos). Ejemplos de estos tipos se muestran a
continuacion. Sin embargo puede usarse cualquier método de calibraciéon adecuado en el contexto de la
presente invencion.

Cuando no hay ninguna inhibicion o interferencia, la reaccion de PCR procede con la secuencia
objetivo mostrando un crecimiento exponencial, de modo que después de N ciclos de replicacion, la
concentracion inicial del objetivo se ha amplificado de acuerdo con la siguiente relacion:

Conc,, « Conc,(1+e)"

que también puede expresarse como:

Conc,. < Conc,, %
: YT re)

donde Concy representa la concentracién del objetivo amplificado después de N ciclos de
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reaccion, Concy representa la concentracion objetivo inicial antes de la amplificacidon, N representa el
numero de ciclo y e representa la eficacia de la amplificacion objetivo.

Se usa el analisis cuantitativo de datos para analizar en tiempo real las curvas de reaccion PCR
de modo que se determina Concy con un grado de precision aceptable. Los métodos de analisis de C;
anteriores intentan determinar un nimero de ciclo en un punto de la reaccién donde la Concy es la misma
para todas las reacciones bajo analisis. El valor de FCN determinado por los métodos de la invencion
proporciona una buena estimacién para el numero de ciclo N para un ensayo en el cual no se ha
demostrado ninguna inhibicion significativa o degradacion de sefial sobre el rango dindamico de la
concentracion de objetivo de entrada. Puede usarse la siguiente relacién de proporcionalidad entre una
concentracion de partida y el FCN:

Coney(FCN) o %1 o)

donde Conco(FCN) representa la estimacion de la concentracidon objetivo inicial determinada
usando el valor de FCN como se determina por los métodos de esta invencion.

En otras palabras, cuanto menor es la concentracién de objetivo de comienzo, mayor es el valor
de FCN determinado por la reaccion PCR. Esta relacién puede usarse tanto para datos de calibraciéon
como para datos de cuantificacion.

Esta relacion de proporcionalidad puede expresarse como una equivalencia, tal como

Conc,(FCN) = ny(l_l_e FCN

donde K representa una constante de proporcionalidad de calibracion.

Para los datos de calibracién, Conco(FCN) representa una concentracién conocida, tal como
500.000 copias de acido nucleico objetivo/ml; el exponente FCN es el numero de ciclo FCN determinado
como se ha descrito anteriormente; y e representa el valor de la eficacia para una reaccién, con e=1
indicando una duplicacion en cada ciclo. Estos factores se combinan para formar una relaciéon para
permitir la determinacién de la constante de proporcionalidad. La determinaciéon de la constante de
proporcionalidad puede realizarse sélo si hay un conocimiento a priori de la eficacia, e, de la reaccion de
amplificacion. Este conocimiento a priori posibilita la calibracion de un punto. Para datos de cuantificacion,
los valores de FCN se determinan para reacciones que involucran muestras que tienen concentraciones
desconocidas de objetivo. Loa valores de FCN se convierten a continuacion en valores de concentracion
por el uso de la ecuacién anterior. Si la eficacia, e, no es conocida a priori, entones puede usarse el
método de cuantificacién de curva normalizada. En este caso, para los datos de calibracién, se amplifican
diferentes muestras que tienen diferentes niveles de concentracién conocidos, y se determinan los valores
de FCN de las muestras. Estos valores de FCN pueden representarse frente a logaritmo (en base 10) de
las concentraciones conocidas para describir un logaritmo (concentracién) frente a una respuesta de FCN.
Para un ensayo que no demuestra ninguna inhibicién o degradacion de la sefial significativas sobre el
intervalo dinamico de las concentraciones de objetivo de entrada, esta respuesta esta tipicamente bien
ajustada por una curva lineal. La siguiente ecuacién describe la forma de esta curva normalizada:

Log1o(Conce(FCN)) =m x FCN + b

donde Logio(Cono(FCN)) representa el logaritmo (en base 10) de la concentracion inicial, m
representa la pendiente de la curva normalizada lineal, y b representa la intercepcién de la curva
normalizada lineal.

Usando dos o mas muestras de calibracién de concentracion conocida, puede aplicarse una
regresion lineal para determinar la pendiente m, y la intercepcién b, de la curva normalizada. Para los
datos de cuantificacion, se determinan los valores de FCN para las reacciones que involucran muestras
de test de concentracién desconocida, cuyos valores se convierten a continuacion a valores logaritmicos
(concentracién) para uso de la ecuacién lineal anterior. Los resultados pueden reportarse bien en
logaritmo (concentracion) o en unidades de concentracién por la conversion apropiada.

Deberia observarse que la ecuacién de calibracién de un punto se convierte facilmente a esta
forma de curva normalizada lineal:

- 1
Conc,(FCN) Kx/(1+e)FCN

20



10

15

20

25

ES 2357956 T3

Log1o (Conco(FCN) = - logo (1+e) x FCN + log1o (K). El coeficiente lineal m puede usarse para
calcular la eficacia de la reaccion PCR particular.

Ejemplo 13 — Ajustes de Cuantificacion

Cuando las reacciones PCR estan sujetas a inhibicion, la intensidad de la sefial de PCR en
tiempo real resultante puede deprimirse o retrasarse. El efecto de esta degradacién de la sefial sobre el
valor relacionado con la eficacia tal como MR es una reducciéon en ese valor. Ademas, el efecto de la
degradacion de la sefial sobre el nimero de ciclo fraccional es generalmente para identificar el FCN en un
numero de ciclo mas temprano que se esperaria para la reaccién inhibida. Estos factores causan que la
representacion del logaritmo (concentracion) como una funcién de FCN esté peor descrita por una funcién
de ajuste de curva lineal. Aunque pueden aplicarse funciones de ajuste de curva de orden mas alto para
una curva normalizada, un ajuste lineal requiere menos niveles de calibracion y es mas sencillo de
calcular.

Algunos de estos problemas pueden resolverse en un anadlisis de curva normalizado
incorporando un ERV o valor de intensidad en las relaciones de cuantificacion como se ha tratado
anteriormente. De este modo, las ecuaciones anteriores pueden reescribirse:

Intensidad
CGHCQ (FCN Intensidad AfUS-) * A + e)FCN

Concy(FCN <) oc MR
0 MR Ajus.) (1+¢) FCN

donde Intensidad representa la intensidad de respuesta (anteriormente fondo) en el valor de FCN
determinado, MR representa el valor de MR como se ha descrito anteriormente. Conco (FCNintesidad Ajus.)
representa la estimacion de la concentracion inicial de objetivo determinada usando el valor de FCN
ajustado, usando el valor de intensidad y Conco (FCNwmr ajus.) representa la estimacion de la concentracion
inicial de objetivo determinada usando el valor de FCN ajustado usando el valor de MR.

Estas expresiones aprovechan la relacion observada entre la intensidad en el ciclo de FCN
seleccionado o la MR determinada en el ciclo de FCN seleccionado, o ambas, y el cambio para el valor de
FCN en presencia de inhibicion como se ha tratado anteriormente. El efecto neto es que el lado derecho
de las expresiones de proporcionalidad anteriores es relativamente insensible a la inhibicién y otros
factores que afectan a la curva de amplificacion de PCR, y por lo tanto, proporcionan una robustez
significativa como expresiones para determinacion de los valores de concentracion del objetivo.

La siguiente discusion explica ademas las propiedades y relaciones de FCN, FCNintensidad Ajusts Y
FCNwr ajust. Asumiendo que la eficacia es 1, lo anterior puede simplificarse a:

Concy(FCN) % T

Intensidad
Concy(Fcn Intensidad Ajus.) oc ' c 0@ 9FCN

MR
Tomando logaritmos en base 2 de las expresiones se obtiene:

Log,(Concy(FCN)) c FCN
Log 2 (CD} 1Co (F CN, Intensidad Ajus.)) o FCN — Log 2 ("ntenSfdad)

Log,(Concy(FCN MR ajus. )) «« FCN — Log, (MR)
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De los lados de la derecha de las expresiones vienen los valores para la compensacion de la
intensidad o de MR para ajustar el valor de FCN por medio de las siguientes formulas:

FCN Intensidad Ajust. = FCN — Lng (Intensidad)
FCN mr Ajust. = FCN — Lng (MR)

Este calculo proporciona entonces la cuantificacion usando valores de FCN ajustados analogos
al uso de valores de FCN o valores de C:. Deberia observarse que el uso de estos valores ajustados de
FCN proporcionan una robustez significativa para la inhibicion y otros factores que afectan a la
amplificacion de PCR, tales como los valores de C; utilizados en la determinacién de las concentraciones
de objetivo en las muestras desconocidas. La representacion del Logaritmo (concentracién) frente a estos
valores ajustados de FCN generalmente esta bien ajustada por una curva normalizada lineal. De este
modo, la presente invencién proporciona un método para la determinacion de la cantidad de acido
nucleico objetivo en una muestra que comprende involucrar las etapas (a) encontrar el periodo de tiempo
0 numero de ciclo de una reaccion de amplificaciéon correspondiente a un maximo de un valor relacionado
con la eficacia, preferiblemente de MR, y (b) ajustar ese valor restando el logaritmo de la intensidad o el
logaritmo de MR, y (c) comparar el valor obtenido con los datos de calibracién obtenidos usando la misma
metodologia.

Ejemplo 14 — Calibracion de una Curva Normalizada

El desarrollo de una curva normalizada de concentraciones conocidas y el uso de la misma para
la cuantificacion son bien conocidos en la técnica y puede ademas entenderse del siguiente ejemplo. En
un caso tipico, varias reacciones de calibracion (tales como las de huecos en los cuales las
concentraciones iniciales son conocidas) se usan durante cada amplificacion o una serie de
amplificaciones para realizar la operacion de calibracion. Un problema que se presenta con el intento de
cuantificacion de un &acido nucleico objetivo en una muestra a través de un gran intervalo de
concentraciones iniciales posibles es que la cuantificacion de bajas cantidades de acido nucleico objetivo
en cualquier reaccioén particular se hace mas dificil. Por ejemplo, la FIG. 14 ilustra datos para un ensayo
disefiado para cuantificar la cantidad de HIV en las muestras de test. Las reacciones se realizaron con
ocho réplicas de seis concentraciones conocidas de acido nucleico objetivo, que eran 50; 500; 5.000;
50.000; 500.000; y 5.000.000 copias por ml. Los datos del ensayo muestran una supresiéon de sefal
significativa en las reacciones donde el numero de copias es bajo (las curvas mas lejos de la derecha).
Mientras que la cantidad de las cuatro concentraciones mas altas de acido nucleico objetivo (conjuntos de
curvas a la izquierda) obtuvo resultados precisos con bajos coeficientes de variabilidad, las dos
concentraciones mas bajas obtuvieron curvas menos precisas. La imprecision causada por las dificultadas
en la cuantificaciéon de bajas concentraciones de acidos nucleicos objetivo en ensayos que tienen un
intervalo dinamico de 100.000 a 1 o mas puede resolverse por los siguientes métodos de esta invencion.

Debido a que las calibraciones realizadas en una placa de reaccion son relativamente caras, es
convencional recoger un nimero minimo aceptable de conjuntos de datos de calibracion. Por ejemplo en
una implementacion, la media de dos replicaciones de cada una de las muestras de 500; 50.000; y
5.000.000 copias/ml estan corriendo junto con los ensayos de diagnoéstico, requiriendo por lo tanto quizas
seis huecos en una placa de 96 huecos a utilizar para las reacciones de calibracion.

Debido a que la relacién entre el numero de ciclos y el logaritmo de la concentracién del
calibrador es sustancialmente lineal, puede realizarse una regresion lineal entre un logaritmo (por
ejemplo, log1g) de las concentraciones del calibrador y el numero de ciclo. Esta regresion puede realizarse
facilmente mediante el programa Excel y otro software de analisis matematico. La FIG. 15 ilustra cuatro
curvas lineales normalizadas generadas a partir de datos de calibracidon de tres puntos usando cuatro
valores relacionados con el diferente nimero de ciclos (por ejemplo, FCN, FCN2, FCNwyr ajus, ¥ FCNint.
Ajus.)-

En cada una de las ecuaciones de ajuste de curva, el eje x representa los valores del Logqo
[objetivo] real o de una concentraciéon conocida. De este modo, la resoluciéon para x proporciona una
expresion para convertir los valores relacionados con el numero de ciclo con el Log+o [objetivo] de la
concentracion de ensayo calculada. Si la respuesta de ensayo no es lineal con el Log [objetivo], puede
usarse una regresion de orden superior 0 mas compleja, 0 mayor nimero de reacciones de calibracion, o
ambos. En este ejemplo, se determinaron las siguientes ecuaciones:

FCN =-3,0713*Log10(Conco) + 31,295
FCN2= -3,0637*Log1o(Conco) + 25,006
FCNwMR ajus.= -3,2344*Log10(Conco) + 33,271
FCNint. ajus.= -3,2870*Log10(Conco) + 32,775

Ejemplo 15 — Comparacion de Cuantificacion Usando Diferentes Valores Relacionados con el Numero de
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Ciclo

Para examinar las diferentes caracteristicas de las calibraciones usando los diferentes valores
relacionados con el numero de ciclo descritos anteriormente, puede realizarse la cuantificacién sobre
diversas muestras que tienen concentraciones conocidas, y compararse las concentraciones calculadas
con las concentraciones conocidas. En un ejemplo de tal comparacion, se usaron las curvas normalizadas
que tienen los parametros generados por encima de los que se usaron para realizar la cuantificacion de
las respuestas del ensayo mostradas en la FIG. 14. La media de las concentraciones calculadas de las
ocho réplicas en cada concentracion conocida se compararon con el valor de la concentracion conocida.
La FIG. 16 compara el logio de los valores de concentracion conocidos (eje x) con la media del logio de
cada una de las concentraciones calculadas para las ocho muestras en cada concentracion.

Como se indica por la FIG. 16, las muestras de 50 copias/ml (log concentracién = 1,7) estan
ligeramente sobre-cuantificadas (es decir, mas altas que la concentracion real) usando FCN, mientras que
la precisién para el método de FCN (de la MR) a concentraciones mas altas es muy buena. FCN2 es mas
preciso en la concentracion mas baja, pero algo infra-cuantificada (es decir, mas bajo que la
concentracion real), y exhibe menos linealidad y precision en algunas concentraciones mas altas. FCNur
Ajus. S€ mostré muy precisa y cuantificacion lineal a través de todo el intervalo de concentracion. FCNint. jus.
también mostré una mejora sustancial en la precisién y linealidad en comparacion con FCN, excepto por
una ligera infra-cuantificacion en la concentracion mas baja. Por consiguiente, los cuatro métodos
funcionan bien, pero algunos son mejores que otros para situaciones particulares. Por lo tanto el técnico
especialista puede seleccionar facilmente un método apropiado para cualquier aplicaciéon particular para
obtener resultados excelentes.

Ejemplo 16 — Cuantificacion Usando la Calibraciéon de Un Punto

La calibracién de un punto puede usarse para la cuantificacién. En este caso, se usaron dos
huecos con una concentracion de 50.000 copias/ml (Log(4,7)) para calibracion. Para calcular la constante
de calibracién, se usa la siguiente ecuacién: K = Concg * ZFCN, donde K representa la constante de
calibracion, Concy representa la concentracion conocida del calibrador, FCN representa el nimero de
ciclo fraccional del calibrador, y la eficacia de la reaccion, e, como se describié anteriormente, se asume
que es 1. Constantes de calibracion similares pueden generarse usando las relaciones de
proporcionalidad tales como FCN, FCN2, FCNwr ajus., ¥ FCNint. Ajus.-

En este caso, la constante se generd para dos huecos y se uso el promedio. Una vez generada
la constante de calibracion, la concentracion para cada ensayo se calcula con la siguiente ecuacion:

K
Conc =~ FCN 2 FOV

La FIG. 17 ilustra el resultado de una calibracion de un punto.

Como puede verse, los resultados de FCN son elevados en las dos concentraciones mas bajas y
precisas desde el logaritmo (Conc.) igual a 3,7 y por encima. FCN2 muestra una precisidon mejorada a
bajas concentraciones en comparacion con FCN, pero infra-cuantifica en el logaritmo (Objetivo) igual a
5,7 y 6,7. FCN-MR ajustado muestra una buena linealidad sobre todo el intervalo con una ligera sobrel]
cuantificacion en las dos concentraciones mas bajas. FCN-Intensidad ajustado también muestra buena
linealidad con una muy ligera infra-cuantificacion en las dos concentraciones mas bajas. Por consiguiente,
cada una de estas realizaciones funciona bien y los técnicos especialistas pueden seleccionar facilmente
de entre estas opciones.

Como se ha tratado anteriormente, puede usarse un analisis FCN-MR para caracterizar una
reaccion particular como positiva o negativa o para comparar la reacciéon con los datos de criterios, o
ambas cosas. Estos valores pueden usarse para cuantificar una reaccion. Una diversidad de métodos de
cuantificacion puede beneficiarse del andlisis de FCN-MR mas bien que del analisis de C..

En una realizacién, pueden usarse un valor de FCN, un valor de FCN2, o un valor de FCN
ajustado del modo que se ha usado un valor de C; en la técnica anterior. Tipicamente, pero no
necesariamente, FCN-ajustado, FCN2-ajustado, o el anadlisis FCN-ajustado pueden aplicarse a diversos
conjuntos de datos de calibracién para desarrollar por lo tanto curvas de datos de referencia o una
ecuacion para comparar el resultado de una reaccién en la cual la concentracion del objetivo es
desconocida con los resultados de las reacciones en las cuales la concentracion de objetivo es conocida.
De este modo, la presente invencidn puede usarse para desarrollar los datos de referencia y para realizar
una comparacién en la que se usan dos valores (por ejemplo FCN-MR) para desarrollar datos de
referencia y también para realizar una comparacioén con esos datos.

Aunque los experimentos que usan el método de MR utilizaron regularmente diferentes etapas
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de pre-procesamiento sobre el conjunto de datos capturados antes del procesamiento del conjunto de
datos con una funcion de proporciones, la mayor parte de estas etapas no se requieren. En particular, los
resultados experimentales han indicado que la puesta en escala, la normalizacion por un tinte de
referencia, el alineamiento base (tanto la correccion del desplazamiento como de la pendiente), y el
filtrado no se requieren. Sin embargo, se ha encontrado que el filtrado generalmente es deseable ya que
mejora el funcionamiento en presencia de ruido. La correccién de pendiente (para la region de la linea
base) se ha encontrado que es deseable ya que mejora ligeramente la discriminacion entre muestras que
no contienen acido nucleico objetivo y las que contienen muy poco acido nucleico objetivo o sufren de una
inhibicion significante de la reaccién de amplificacion. Generalmente, sin embargo, cuando se usa
FCNintensidad Ajus., €S preferible usar una técnica de normalizacion, tal como, pero sin limitarse a estas, la
puesta a escala, o la normalizacion para un tinte de referencia.

Ejemplo 17 — Algoritmo de MR Aplicado a Datos de HBV Usando una Calibracién de Un punto.

Ensayos de HBV de soluciones de control que varian desde 10 copias/reacciéon hasta 10°
copias/reaccidon y negativas se procesaron sobre un Prisma ABI 7000 con seis réplicas en cada
concentraciéon. Los datos capturados se procesaron usando solo un filiro digital. A continuacién se
calcularon los valores de FCN usando un algoritmo de MR como se ha descrito anteriormente. Se
calcularon las concentraciones por medio de una calibraciéon de un punto usando las tres respuestas de
10° copias/reaccion como calibrador de referencia.

Incluso sin normalizacion, puesta a escala, o alineacion de base, el resultado de la cuantificacion
fue muy bueno, con la excepcién de una aceptable cantidad de sobre-cuantificacion de las muestras de
10 copias/reaccion y 100 copias/reaccion (es decir, las muestras de Log (Objetivo) = 1 y 2). Habia una
clara distincion entre los ensayos negativos y los ensayos de 10 copias/reaccion, sin ningun falso positivo
o negativo. Resultados adicionales indicaron cuando los mismos datos se cuantificaron con analisis de C;,
los ensayos de 10 copias/reaccion y 100 copias/reaccion también se sobre-cuantificaron ligeramente, y la
precision en todas las concentraciones por encima de 10 copias/reaccion es mejor con los analisis de MR.
En este caso, los resultados de Ct se normalizaron, se alinearon de base y se calibraron por medio de
una calibracién de dos puntos con tres réplicas para cada una de las concentraciones de 10° y 10’
copias/reaccion.

La FIG. 19 ilustra un ejemplo de los mismos datos de HBV usando un analisis de MR y con
correccion FCNwr ajus. De nuevo, la cuantificacion se realizé por medio de una calibracion de un punto con
tres respuestas en 10° copias/reaccion sin normalizacién, puesta a escala o alineamiento de base. Como
puede verse, la sobre-cuantificacion de las concentraciones bajas se reduce significativamente, es decir,
los resultados cuantitativos se mejoran significativamente.

Ejemplo 18 - Algoritmo de MR Aplicado a Datos de HIV

En este ejemplo, se realizaron ensayos de HIV de una solucidon de control a concentraciones
negativas, de 50 copias/ml, y 100 copias/ml, hasta 10° copias/ml en réplicas de seis. Las respuestas se
procesaron por medio del algoritmo de MR usando FCNwr ajus. CON normalizacion y alineamiento de base.
La FIG. 21 ilustra resultados del ejemplo usando analisis de MR y calibraciéon de dos puntos, por ejemplo
usando dos réplicas de respuesta de 10? y 10° copias/ml. como calibradores. Hubo una clara
diferenciacion entre los ensayos negativos y 50 copias/ml sin ningun falso positivo ni falso negativo. Como
puede verse, hubo una buena linealidad y precision.

Ejemplo 19 — Determinacion de Validez Usando Pares de Objetivo y de IC (FCN, MR)

Se ha encontrado que los pares de valores de tiempo de reaccién o numeros de ciclos y los
valores relacionados con la eficacia (por ejemplo pares de valores de FCN-MR) pueden proporcionar
informacién valiosa acerca de una reacciéon de amplificacion de acido nucleico, por ejemplo, una reaccién
PCR, que puede mejorarse adicionalmente considerando pares de datos tanto para las reacciones de
amplificacion de control interno como de objetivo. Aunque los pares para la reaccién objetivo solos
aportan informacién importante acerca de la eficacia de la reacciéon y pueden usarse para su comparacion
con datos de criterios, factores adicionales que surgen en el procesamiento de muestras o en las propias
muestras pueden analizarse mejor considerando también los datos de control.

Por ejemplo, en el procesamiento de muestras para su uso en PCR o en otras reacciones de
amplificacion adecuadas, la muestra puede transportar diversos inhibidores dentro de la reaccion, lo cual
podria detectarse mediante la evaluacion de sélo datos de control. Sin embargo, la recuperacion anormal
del acido nucleico objetivo durante la preparacion de la muestra tipicamente no se detectaria por el
analisis de una simple reaccién de amplificacion. Ademas, un acido nucleico objetivo puede poseer
secuencias polimérficas que podrian mejorar la deteccion del acido nucleico objetivo, por ejemplo, si se
usa una sonda que se vincula con una region polimérfica de la secuencia. Las coincidencias causadas por
la secuencia polimorfica en esa region afectarian a la sefial detectada, y, por consiguiente la amplificacién
puede que no aparezca como anormal o inhibida usando la evaluacién de los pares de datos para una
simple amplificaciéon. El co-analisis de un control interno junto con el analisis de respuestas de
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amplificacion de objetivo puede proporcionar una cuantificacién precisa de acido nucleico objetivo en tales
muestras cuando otros métodos indicarian tipicamente una reaccion invalida.

De este modo, pueden usarse pares juntos valores de tiempo de reaccion o numero de ciclos y
valores relacionados con la eficacia para evaluar la validez de una reaccion determinada, tal como en un
contendor o hueco determinado. Podria disefiarse la reaccion de amplificacion de control interno (IC) para
que fuese comparable en robustez con la reaccién de amplificacion de objetivo, o ligeramente menos
robusta. La robustez en este contexto significa la sensibilidad del funcionamiento de la reaccién a factores
que pueden afectar al recorrido del procesamiento de PCR, tal como la inhibicion que resulta de la
preparacion de la muestra o de las propias muestras, o para la variabilidad en la transferencia de la
mezcla de reaccion por la pipeta, tal como transfiriendo cantidades imprecisas de reactivos de
amplificacion por pipeta.

Ejemplo 20 — Curvas de Datos de Criterios Multiples

Las curvas de criterios multiples para los pares de valores del numero de ciclo — valor
relacionado con la eficacia (por ejemplo, los pares FCN-MR) pueden desarrollarse y pueden tener usos
diferentes o niveles de importancia, en particular para el uso con la determinacién de la validez. Por
ejemplo, puede seleccionarse una primera curva de criterios de modo que sea capaz de discriminar las
sefiales de amplificacion reactivas de las respuestas no reactivas. Puede seleccionarse una segunda
curva de criterios de modo que sea mas restrictiva que la primera, de modo que seria util en la
identificacion de respuestas de muestras que conducen a la cuantificacion precisa en contraste con las
que tienen una inhibicion parcial que podrian tener una confianza mas baja en la cuantificacion. La FIG.
22 es una representacion que ilustra dos tipos de datos de criterios, en la que la linea horizontal mas
inferior representa datos de criterios adecuados para la diferenciacion negativa de las reacciones
reactivas. El segundo conjunto de lineas representa datos de criterios que indican el intervalo normal para
las respuestas de los pares FCN-MR. Estos criterios pueden usarse para distinguir una alta confianza en
la cuantificacion en contraste con una confianza mas baja que podria estar asociada con un valor fuera de
este rango debido a una inhibicién parcial de la reaccion.

Por ejemplo, el primer tipo de datos de criterios que diferencia la reaccién de amplificacion
reactiva de la no reactiva puede denominarse como "datos de criterios de MR". Estos datos actian como
un umbral de corte — las respuestas reactivas tendran valores de MR que excederan los datos de criterios
de MR, mientras que las muestras negativas tendran valores de MR que no excederan el valor de criterio
o la linea de criterio. Los datos de criterios se fijan preferiblemente de modo que el ruido en la sefial de
respuesta no excede el criterio, ni tendencias tales como el acoplamiento o el solapamiento.

El segundo tipo de datos de criterios se denomina como el intervalo normal de MR. Este intervalo
seria el intervalo de valores de MR para un FCN determinado sobre el cual es precisa la cuantificacion de
la muestra. Si se suprime una respuesta de sefial, el valor de MR observado caera. Como el valor de MR
disminuye debido a la inhibicién, el valor de FCN puede desplazarse hacia ciclos mas tempranos,
mientras que el umbral basado en C; podria desplazarse a ciclos posteriores. El intervalo normal de MR
seria el intervalo para valores de MR en un conjunto de datos de criterios para el cual el valor elegido
relacionado con el numero de ciclo proporcionaria un resultado cuantitativo preciso para la muestra
cuando se usa para determinar la concentracion de objetivo en la muestra a partir de la curva normalizada
de ensayo.

El "intervalo normal de MR" puede desarrollarse usando un Ajuste Bi-variable (Bivariate Fit) de
MR por FCN como se entendera en la técnica. La FIG. 23, por ejemplo, muestra una representaciéon de
FCN-MR para datos HIV desde 50 copias/ml hasta 5.000.000 copias/ml. Los datos se analizaron por
medio de un paquete software de estadisticas (tal como JMP (Instituto SAS, Inc.)) para aplicar un ajuste
de curva cubica a los datos. Este ajuste de curva cubica se representa por la linea continua en medio de
la figura. Las curvas superior e inferior discontinuas representan el intervalo de confianza generado
usando la opcién de analisis individual de intervalos de confianza con un nivel de alfa de 0,001. Las
TABLAS 2A, 2B, y 2C ilustran la entrada de datos de muestras y la salida relacionada con la FIG. 23.

TABLA 2A

Resumen de Ajuste

RCuadrada 0,971668

RCuadrada Ajust. 0,969737

Raiz del Error Cuadratico Medio 0,023918
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Media de la Respuesta 0,401317

Observaciones (o Suma de Pond) | 48

Grado de Ajuste de Polinomio = 3
MR =0,6710196 — 0,0101107 FCN
—0,003987 (FCN — 18.3056)"2
—0.0004202 (FCN — 18,3056)"3

TABLA 2B

Analisis de la Varianza

Fuente | DF | Suma de Cuadrados | Media Proporcion

Cuadratica | F

Modelo | 3 0,86331003 0,287770 | 503,0120

Error 44 | 0,02517212 0,000572 Prob > F

C.Total | 47 | 0,88848215 < 0,0001
TABLA 2C

Estimaciones de Pardmetros
Término Estimacién | Error Cuadr. | Proporciont | Prob > ||
Interceptacion 0,6710196 | 0,036617 18,33 < 0,0001
FCN -0,010111 | 0,002006 -5,04 < 0,0001
(FCN —18,3056)*2 | -0,003939 | 0,000198 -19,92 < 0,0001
(FCN — 18,3056)"3 | -0,00042 0,000047 -8,93 < 0,0001

Un intervalo de confianza derivado estadisticamente, como se muestra, es un enfoque
sistematico para determinar qué puntos de datos representan respuestas normales y deberian por lo tanto
cuantificarse. Los puntos de datos que caen fuera de este intervalo son excepcionales y preferiblemente
se identifican al operario por un programa de software modo que puede realizarse una investigacion
adicional.

En realizaciones alternativas, tal curva puede simplificarse, en la forma de uno o mas segmentos
de linea recta. Esta simplificacion puede realizarse en algunos casos por un técnico que esta viendo los
datos sin procesar o puede deducirse a partir de un intervalo alfa como se ha tratado anteriormente.

Un ajuste estadistico similar puede realizarse sobre los datos de control interno (IC). La FIG. 24,
por ejemplo, muestra una representacion de MR como una funcién de FCN para los datos IC, a saber los
datos IC asociados con los datos mostrados en la FIG. 23. Estos datos pueden usarse para determinar un
criterio de IC, que por ejemplo, puede ser un valor Unico que esta cinco desviaciones estandar por debajo
de la media de los valores de MR del IC o puede ser un intervalo o caja de valores, por ejemplo, basado
en la media * 5 desviaciones estandar de los valores de MR y de FCN.

De este modo, la presente invencién también proporciona un método para analizar una reaccion
de amplificacion, comprendiendo el método el establecimiento de un "corredor de confianza", que es un
intervalo de valores seleccionados proporcionado en pares en los cuales el primer valor es un valor
relacionado con la eficacia maxima (que es preferiblemente la MR), y el segundo valor es un valor de
tiempo o valor del nimero de ciclo en un punto de la reaccién (que opcionalmente puede ser fraccional).
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El método comprende ademés determinar si un valor de eficacia maximo que ocurre en cualquier valor del
tiempo periddico particular o valor del niumero de ciclo en un punto de la reaccion (que opcionalmente
puede ser fraccional) cae dentro del intervalo seleccionado. Si no es asi, entonces se indica la
investigacion adicional, o el descarte de resultados. Puede usarse cualquier método adecuado para
establecer el corredor de confianza seleccionado. Los métodos preferidos incluyen el establecimiento del
corredor de confianza aproximadamente 1, 2, 3, 5, 10, o cualquier otro nimero adecuado de desviaciones
estandar desde la media de los datos obtenidos a partir de un conjunto de reacciones utilizadas para
caracterizar el ensayo. Otro método adecuado involucra la modificacién del corredor de confianza
observando resultados conocidos como aberrantes o discrepantes y la modificacién del corredor de
confianza para excluir una porcion de esos resultados aberrantes o discrepantes en futuros ensayos. El
uso del corredor de confianza de la presente invencion puede aplicarse a la cuantificacion del acido
nucleico objetivo, el analisis de cualesquiera normalizaciones, calibradores, controles o combinaciones de
los anteriores.

Ejemplo 21 — Analisis de Validez

La FIG. 25 es un diagrama de flujo que ilustra un arbol de analisis l6gico para la evaluacion de la
validez de ensayos mediante el analisis de parejas de nimeros de ciclos (por ejemplo, FCN) frente a ERV
(por ejemplo, MR) para ambas reacciones amplificacién de control interno y de objetivo. La FIG. 26 es un
diagrama de flujo que ilustra un arbol de analisis légico para reportar los resultados de objetivo con una
evaluacion de los criterios de validez usando pares de numeros de ciclos (por ejemplo FCN) frente a ERV
(por ejemplo, MR). En los diagramas de flujo FCN se usa para claridad de la ilustracion, pero como se
observa en otras partes en este documento, pueden usarse otros métodos para generar el valor del punto
de la reaccion, por ejemplo, el método de C, FCN2, FCNwRr ajus., © FCNint. ajus., U otro método adecuado.

De este modo, una comprobacion de validez puede proceder opcionalmente como una serie de
cuestiones relativas al control interno (IC) y/o datos del objetivo.

En la FIG. 25, los blogues con forma de flecha de mas a la izquierda proporcionan descripciones
generales de las etapas del método. Pueden entenderse detalles del método adicionales considerando lo
siguiente. El método analiza un par de nimero de ciclo/ERV tanto de una reaccién de objetivo como de
control (IC). Inicialmente, si (1) la MR de IC esta por encima de los datos de criterios de MR de IC, y a
continuacion si (2) el FCN de IC esta dentro del rango normal, y ademas si (3) la MR de IC esta dentro del
rango normal, entonces se confirma la validez de la reaccion.

Como se muestra en la figura, un resultado invalido puede caracterizarse o explicarse ademas
considerando una o mas caracteristicas de la MR del objetivo.

La FIG. 26 ilustra un método para el andlisis de los datos de objetivo para reacciones validas
para caracterizar adicionalmente un resultado vélido como indicativo de (1) una muestra de objetivo no
reactiva, (2) un objetivo con una concentracion menor que el limite de deteccion del ensayo, (3) un
objetivo presente pero con una cuantificacion inhibida, posiblemente debido a un desajuste del sub-tipo, o
(4) una reaccion de objetivo valida, cuantificable.

De este modo, combinando el analisis basado en objetivos multiples y usando ambos valores del
numero de ciclos y el relacionado con la eficacia, puede distinguirse una muestra inhibida de una muestra
que sufre de una recuperacion del acido nucleico pobre durante la preparacién de la muestra. El analisis
hace uso del conocimiento preestablecido del ensayo que esta contenido en los datos de criterios de
control interno y del objetivo.

Ejemplo 22 — Determinacion de la Validez Usando el Ancho de Pico

En contraste con el analisis convencional de C; en la técnica anterior, que solo presenta un valor
unico describiendo una respuesta de amplificacion, un analisis de un valor relacionado con la eficacia (y
preferiblemente un andlisis de MR) puede proporcionar una curva de transformada relacionada con la
eficacia con datos correspondientes al valor del tiempo o el valor del nimero de ciclos de toda la reaccion
de amplificacién o cualquier porciéon de la misma. Se ha descubierto que dentro de una formulacién del
ensayo especifico, las respuestas normales del ensayo generan curvas de transformadas relacionadas
con la eficacia altamente reproducibles. Una caracteristica en particular es el ancho del pico de la curva
de transformada relacionada con la eficacia. Se ha encontrado que el ancho del pico de la transformada
relacionada con la eficacia, por ejemplo, como se define por su ancho en la mitad de la altura maxima,
varia muy poco incluso cuando la magnitud de la intensidad de la fluorescencia varia enormemente.

Cualquier método adecuado puede usarse para determinar el ancho del pico del valor
relacionado con la eficacia. La FIG. 27 representa un método adecuado para la determinacién del ancho
de un pico del valor relacionado con la eficacia. En la FIG. 27, el ancho del pico total es el ancho en ciclos
del pico en su nivel mitad del maximo. Las respuestas de HIV en la FIG. 14, muestran la fluorescencia
normalizada para muestras de concentracion mas alta en aproximadamente 8, mientras que la
fluorescencia normalizada para las muestras de baja concentracion es tan baja como aproximadamente 1.
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Usando el método de proporciones desplazadas para calcular una transformada relacionada con la
eficacia para cada reaccién de amplificacién y calculando el ancho del pico total proporciona los
resultados mostrados en la FIG. 28. Incluso con un cambio de ocho duplicaciones en la intensidad de la
fluorescencia final, los anchos de pico se conservan sorprendentemente dentro de un intervalo estrecho.
Por consiguiente la presente invencion proporciona criterios de validez de la reaccién de amplificacion, en
los que una reaccion de amplificaciéon se considera valida cuando el ancho del pico de un valor
relacionado con la eficacia estd contenido dentro de un intervalo seleccionado caracteristico de la
reaccion de amplificacion. En la FIG. 28, las lineas horizontales discontinuas tipo grueso representan la
media de las mediciones del ancho mas y menos 10 desviaciones estandar. Las mediciones de ancho
que no estan dentro del intervalo de aproximadamente 5,5 y 8.0 (como se muestra en la FIG. 28) se
consideran invalidas o al menos sospechosas. Los técnicos especialistas pueden variar faciimente los
parametros describiendo el intervalo de aceptacién, dependiendo de los requisitos de un ensayo particular
y sin experimentacion excesiva.

Los anchos de los picos pueden usarse para detectar una respuesta de ensayo anormal. El
célculo del ancho de pico total se aplicd a los datos del ensayo que contenia una respuesta anormal
mostrada en la FIG. 12. Los resultados se presentan en la FIG. 29. Como puede verse, las respuestas
normales para este conjunto de datos producen anchos de todo el pico entre aproximadamente 6 y 9
ciclos mientras que el ancho de pico total del hueco 42 es de 1742. Por consiguiente, la reaccion de
amplificacion del hueco 42 es anormal y se ignora.

El calculo del ancho de pico total estara afectado por las variaciones anormales en la respuesta
de amplificacion que se producen tanto antes como después del valor del punto de reaccién (por ejemplo,
el FCN) del valor relacionado con la eficacia. Las variaciones anormales que se producen después del
valor del punto de reaccién del valor relacionado con la eficacia no se consideran para un test de validez
del ensayo, porque no pueden afectar la cuantificacion del ensayo por el método MR. Esta opcion puede
conseguirse faciimente usando el calculo del ancho de medio pico ilustrado en la FIG 27 ¢ su equivalente.
En el ejemplo ilustrado, sélo se usa el ancho en unidades periédicas de tiempo desde aproximadamente
la mitad del maximo de la transformada relacionada con la eficacia hasta aproximadamente el valor del
punto de reaccion del valor relacionado con la eficacia maxima. Por supuesto, otros métodos adecuados
para la medicion de los anchos de pico y anchos de mitad de pico se conocen en la técnica.

Ejemplo 23 — Realizaciones Software

Los sistemas de esta invencidén pueden incorporarse en una multiplicidad de productos de
ordenador adecuados o instrumentos de informacién. Algunos detalles de una implementacion de
software de MR se proporcionan a continuacion. Las descripciones de la interfaz especifica de usuario y
las ilustraciones se toman sélo para ilustrar realizaciones especificas y puede usarse cualquiera de varios
métodos de interfaz de usuario diferentes conocidos en la técnica de procesamiento de informacién en los
sistemas de realizacion de esta invencion. La invencion puede usarse también en sistemas donde se
programan virtualmente todas las opciones descritas mas adelante, calculadas, o proporcionadas por un
sistema de informacioén, y consecuentemente, proporcionan pocas 0 ninguna opcién de la interfaz de
usuario. En algunos casos, se describen detalles y/o opciones de un sistema prototipo para propositos de
ejemplificacion; muchas de estas opciones y/o detalles puede que no sean relevantes o estén disponibles
para un sistema de produccion.

Ademas, las realizaciones software pueden incluir diversas funcionalidades, tales como, por
ejemplo, el procesamiento de reacciones con una o dos reacciones objetivo, 0 una o mas reacciones de
control interno, o datos de referencia, o combinaciones de las anteriores. Un sistema de software
adecuado para su uso en esta invencion puede proporcionar cualquier nimero de ficheros normalizados
de manejo de funciones tales como abrir, cerrar, imprimir, almacenar, etc.

La FIG. 30 ilustra una interfaz de usuario para el procesamiento de datos de PCR de acuerdo
con esta invencion. En esta interfaz, la seleccidon de los tintes apropiados correspondientes al ensayo
objetivo, el control interno, y las respuestas de referencia se seleccionan de listas de ventanas
emergentes en la porcion superior izquierda de la ventana. Las etiquetas para la seleccion de diferentes
opciones de vistas se posicionan en el medio de la ventana y estan dispuestas horizontalmente. La FIG.
30 muestra que se ha seleccionado la etiqueta que presenta la representacion de MR-FCN. La FIG. 31
ilustra una interfaz de usuario que muestra los mismos datos para el hueco 1, pero que representa la
curva de proporciones desplazada. Otras etiquetas permiten ver los datos de la fluorescencia sin elaborar,
la fluorescencia normalizada, y los datos de la linea de base para todas las respuestas. Ademas, una
etiqueta permite la inspeccion de cada respuesta individualmente. Los campos de la derecha de la
representacion muestran los valores de respuesta calculados tales como MR, FCN, C;, y la desviacion
estandar de la regién de la linea base. Por debajo de estos valores calculados estan los botones de
seleccion que permiten al usuario representar bien los datos del ensayo o los datos de control interno.

Realizacién en una Aplicacion de Informacion Programada

La FIG. 32 es un diagrama de bloques que muestra un ejemplo de un dispositivo Idgico en el cual
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pueden realizarse diversos aspectos de la presente invencion. Como se entendera de las ensefianzas
proporcionadas en este documento, la invencion puede implementarse en hardware o software o ambos.
En algunas realizaciones, pueden implementarse diferentes aspectos de la invencion bien en la logica del
lado de cliente o la logica del lado del servidor. Ademas la invencion o componentes de la misma pueden
implementarse en un componente de programa de medios fijos que contiene instrucciones logicas o
datos, o ambos, que cuando se cargan en un dispositivo de computacién configurado apropiadamente
puede causar que el dispositivo funcione de acuerdo con la invencién. El componente de medios fijos que
contiene instrucciones logicas puede suministrarse al espectador sobre un medio fijo para la carga fisica
dentro del ordenador del espectador o el medio fijo que contiene las instrucciones logicas puede residir
sobre un servidor remoto al que puede tener acceso el espectador a través de un medio de
comunicaciones para descargar el componente de programa.

La FIG. 32 muestra un instrumento de informacion o dispositivo digital 700 que puede usarse
como un aparato légico para realizar operaciones légicas con respecto a la representacion o analisis de
imagenes, o ambos, como se describe en este documento. Tal dispositivo puede realizarse como un
sistema de ordenador de propdsito general o una estacion de trabajo que corre instrucciones légicas a
realizar de acuerdo con las diversas realizaciones de la presente invencion. Tal dispositivo puede también
adaptarse y/o especializarse para laboratorios o hardware cientifico que integran el procesamiento l6gico
dentro de una maquina para la realizacién de diversas operaciones de manejo de muestras. En general,
los componentes de procesamiento Idgico de un dispositivo de acuerdo con la presente invencién pueden
leer instrucciones del medio 717, o el puerto de red 719 o ambos. La unidad de procesamiento central
puede conectarse opcionalmente al servidor 720 que tiene un medio fijo 722. El aparato 720 puede
después de esto usar esas instrucciones para dirigir acciones o realizar analisis como se describe en este
documento. Un tipo de aparato Idgico que puede realizar la invencién es un sistema de ordenador como el
ilustrado en 700, que contiene una CPU 707, dispositivos de entrada opcionales 709 y 711, un medio de
almacenamiento 715, por ejemplo, unidades de disco, y un monitor opcional 705, Los medios fijos 717, o
los medios fijos 722 sobre el puerto 719, pueden usarse para programar tal sistema y pueden representar
un medio 6ptico tipo disco o magnético, una cinta magnética, memoria dinamica o estatica de estado
solido, etc. La invencion puede también realizarse en todo o en parte como software grabado sobre este
medio fijo. El puerto de comunicaciones 719 también puede usarse para recibir inicialmente instrucciones
que se usan para programar tal sistema y representa cualquier tipo de conexiéon de comunicaciones.

La FIG. 32 muestra componentes adicionales que pueden ser parte de un sistema de
diagnostico. Estos componentes incluyen un espectador o detector 750 o microscopio, manejador de
muestras 755, fuente de luz UV u otra 760 vy filtros 765, y una camara de CCD o dispositivo de captura
780 para capturar datos de sefial. Estos componentes adicionales pueden ser componentes de un
sistema uUnico que incluye analisis légico y/o de control. Estos dispositivos pueden también ser
esencialmente dispositivos independientes que estan en comunicacion digital con un instrumento de
informacion tal como 700 a través de una red, bus, comunicacién inalambrica, etc. como se entendera en
la técnica. Los componentes de tal sistema pueden tener cualquier configuracion fisica y/o apariencia
convenientes y pueden combinarse en un sistema integrado unico. De este modo, los componentes
individuales mostrados en la FIG. 42 representan solo un sistema de ejemplo.

La invencion puede también realizarse en todo o en parte dentro de la circuiteria de un circuito
integrado de aplicacion especifica (ASIC) o dispositivo de légica programable (PLD). En tal caso, la
invencién puede realizarse en un lenguaje descriptor entendible por un ordenador, que puede usarse para
crear un ASIC, o PLD, que opera como se describe en este documento.

Otras Realizaciones

La invencién se ha descrito con referencia a realizaciones especificas. Otras realizaciones seran
evidentes para los especialistas en la técnica. En particular, una aplicacion de un visor de informacion
digital se ha ilustrado de forma general como una estacién de trabajo de ordenador tal como un ordenador
personal. Sin embargo, el dispositivo de computacién digital significa que es cualquier aplicacion de
informacién adecuada para realizar los métodos légicos de la invencién, y podria incluir dispositivos tales
como sistemas de laboratorios 0 equipos activados digitalmente, television activada digitalmente, teléfono
celular, asistente digital personal, etc. Modificaciones dentro del espiritu de la invencion seran evidentes
para los especialistas en la técnica. Ademas, pueden usarse diversas acciones diferentes para efectuar
interacciones con un sistema de acuerdo con las realizaciones especificas de la presente invencion. Por
ejemplo, puede pronunciarse un comando de voz por un operario, puede teclearse una clave por un
operario, puede pulsarse un botén sobre un dispositivo cientifico del lado del cliente por un operario, o
puede efectuarse una seleccion usando cualquier dispositivo de apuntamiento por el usuario.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de determinaciéon de si una muestra de test contiene un &cido nucleico objetivo,
comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la muestra de test con un agente de amplificaciéon para una reaccion de
amplificacion;

(b) amplificar al menos una porcién del acido nucleico objetivo en la muestra;

(c) medir las sefiales obtenidas en diversos puntos en la reacciéon de amplificacion, siendo las
sefiales proporcionales a la cantidad de &cido nucleico objetivo presente;

(d) determinar una transformada relacionada con la eficacia de la reaccion de amplificacion,
donde la transformada relacionada con la eficacia de la reaccidon de amplificacién es la primera derivada
de las sefiales obtenidas de la amplificacion;

(e) determinar un valor relacionado con la eficacia que es la magnitud maxima de la transformada
relacionada con la eficacia; y

(f) determinar que la muestra de test contiene un acido nucleico objetivo si el valor relacionado
con la eficacia para la reaccion de amplificacion excede un valor seleccionado, realizandose dicha
determinacion si el valor relacionado con la eficacia excede un valor seleccionado comparando el valor
relacionado con la eficacia con una curva de criterios, donde la curva de criterios se determina:

- realizando una pluralidad de reacciones de amplificacion sobre muestras negativas, siendo
dichas muestras negativas muestras que carecen del acido nucleico objetivo;

- determinando el valor relacionado con la eficacia para cada muestra negativa;

- determinando la media y la desviacion estandar de los valores relacionados con la eficacia de
las muestras negativas; y

- determinando que cualquier muestra que tiene cualquier valor relacionado con la eficacia que
excede la media por un multiplo seleccionado de la desviacién estandar de los valores relacionados con la
eficacia de las muestras negativas contiene el acido nucleico objetivo.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la primera derivada de las sefales obtenidas desde la
reaccion de amplificacion es igual a la diferencia entre dos sefiales consecutivas obtenidas desde la
reaccion de amplificacion dividida por la magnitud del intervalo entre las sefiales consecutivas.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la primera derivada de las sefales obtenidas desde la
reaccion de amplificacion se calcula por manipulacién matematica de una curva ajustada a las sefiales
obtenidas desde la reaccion de amplificacion.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que cualquier muestra que tiene cualquier valor
relacionado con la eficacia que excede la media desde uno a aproximadamente 20 veces la desviacién
estandar de la transformada relacionada con la eficacia de las muestras negativas se considera que
contiene &cido nucleico.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que el valor seleccionado de la etapa (e) varia de acuerdo
con el punto de reaccion particular en el cual se produce el valor relacionado con la eficacia.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que el valor seleccionado de la etapa (e) se determina (1)
amplificando una pluralidad de muestras para determinar los valores relacionados con la eficacia y (2)
seleccionando un valor que es mas alto que todos los valores relacionados con la eficacia para muestras
negativas.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que el valor seleccionado de la etapa (e) se determina (1)
amplificando una pluralidad de muestras para determinar los valores relacionados con la eficacia y (2)
seleccionando un valor que separa los valores relacionados con la eficacia de las muestras negativas de
los valores relacionados con la eficacia de las muestras positivas.

30



Fluorescencia

ES 2357956 T3

1E+04
o DYE1 | o
A ndO
R A
1Es0a |+ OYE2 0¢<>° ]
« DYE3 oo OBJETIVO
OO
BEH03 oo )
e}
L]
BER08- i e e e s s O e e e e e s
&
AE+03 Lo R S S G
[+
<
b 01 I S SO
Xxxxxxxxxxx KHEKXX REFERENCIA
50055550858 SR EEEBRVOUOON XXX XX KA
+.|.++++
e+ttt CONTROL
0E+00 | R R Y R o i
e T S | 1 T I T L
0 5 10 15 20 25 30 a5 40 - 45
Ciclo
FIG. 1

31



Fuorescencia Normalizada

Escala de Fluorescencia Normalizada

9

ES 2357956 T3

— o
8 o DYE1 Normalizado 0.00.0° 000
4. ) PT———— e e nenene B R
+ DYE2 Normalizade o°
5 4 OBJETIVO
T S — SO
©
o
< A . ——
4 o TS - IS
3 o
> °
= . N
I S T R e S e Ry
600060060000000009¢ ++++++++++++-l_ CONTROL
0 +++++++++T+t+++++++1-++++++ J ' |
0 10 20 30 : 40
Ciclo
FIG. 2
14
N lizado +
12 o DYE1 pge";'t?)lgaes%ala
o Normalizado & _[---------rmsrssmsssssssssee -
+ DYE2 pl.?erg{g & escala 00? 000?°
U0 2 merse e seecm e s nn s W S —
3 °© OBJETIVO
&
B ossnanarns s siinng s R i s e ey
o
<
5 OSSR UUDA S —— o
+
© sat+t? ¥
. PO O P VOOTSUPP PR b e
+
o] +++
D el e S e ST L+ ++ .......................... CONTROL
o
$0068609600000602F 1447
0 T T 1 13
0 10 20 30 40

Ciclo

FIG. 3

32



Escala de Fluorescencia Normalizada

Escala de Fluorescencia Normalizada

1

—

—

-

ES 2357956 T3

4
o DYE1 Filtrada
2 - + DYE2 Filtrada ‘"“u““”""-““"h“"“““u“““““"“mu.“"“"““"";<; 00--6‘6.0“_.
o
OBJETW% o
0 docicoiiimniimmns st s s R S S LR S i b e
o
o
©
S OO OO eerer e e
o
6 o
et +++ .....
CONTROL ++1
o ++++
O seemn=a = B -
gk
o +F
2.1 IO 0 v e O s b e e e
o7 s ud
00000000 ¢eRRRF 4t
0 T 1 T 1
0 10 20 30 40
Ciclo
FIG. 4
2
OBJETIVO 000
o DYE1 sin Pendien oooov°°
°
0 + DYEZ2 sin Pendiente| -~ r-=srrommrmrmroesrm e . B R
o
o
................. e e e e e ]
< J USSR UORT 5
°
B e e CONTROL  -eoooovsessemens
© ++
+++++++
A et nenannnnrean P Damees a " .
o gt
4 &
o ok
2 S S . AU
o ot
bdddbdbodbosese R+t
0 T T T ]
0 10 20 30 40
Ciclo
FIG. 5

33



Proporcion

Proporcion Desplazada

ES 2357956 T3

04

D35l + DYE2 Prop@rc. [~ 0;;
0.3 - .................... " .............

117, SRR S— S _____________

0.15
0.1 -
0.05 -

0 4

; ; i .'
02 i < ' H ' :
7.0 EUEROUNNENSNUSNINS: URUNNURNNS ... VSERUUUNUSRNI SPIS SN TR (PO P 1

o DYE1 Propdre.

34



ES 2357956 T3

Proporcion Desplazada

04

—DYEl | i
0.35 4. DYE2 ........ =
03 . |=—~=- Criterios \ E

.................................................................

025 deooeeecbcmieccbeceebe e M
. " . a o I3 1 "

Proporcidn Desplazada

0.05 -

35




ES 2357956 T3

COMIENZO:

\L A1

capturar los datos del objetivo-de la reaccion desde
miltiples lecturas (por ejemlo, ciclos)

v p2

opcionalmente capturar datos de control y/o referencia
desde maltiples lecturas

v A3

opcionalmente aplicar una o mas funciones de
normalizacionfinterpolacion para los
datos capturados

v A

aplicar un calculo de proporciones a los datos capturados
o opcionalmente a los datos normalizados/interpolados/
alienados en la base para generar los datos transformados

) A5

identificar un maximo local seleccionado de los
valores de proporcion a utilizar como un resultado de
valor relacionado con la eficacia

\lf A6

identificar un valor de ciclo/lectura con referencia al
maximo local seleccionado a utilizar como segundo
resultado

\lf A7

comparar los valores de lectura pareados eficacia-ciclo
con valores pareados de criterio con una concentracién
conocida para determinar la confianza y/o los
resultados de cuantificacion

FIG. 10
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Respuesta Normalizada
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Log (Objetivo) Real

Concentraciones Logaritmicas Medias

Log (Muestra) Conc(FCN) Conc(FCN2)  Conc(FCNmRajus) Conc(FCNint. ajus)

1.7 2.14 1.58 1.73 1.63
27 2.70 2.63 2.68 2.63
3.7 3.58 3.69 3.65 3.69
4.7 4.57 4.75 4.62 4.70
5.7 5.63 5.66 5.65 5.65
6.7 6.76 6.71 6.73 6.69

FIG. 16 CUANTIFICACION DE RESULTADOS
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Concentraciones Logaritmicas Medias

Log (Muestra) Conc(FCN) Conc(FCN2)  Conc(FCNuraws)  COnc(FCNint sjus)

1.7 243 1.77 1.88 1.64
2.7 2.95 2.73 2.80 2.63
3.7 3.76 3.7 3.74 3.68
4.7 4.68 4.69 4.68 4.67
5.7 5.65 5.53 5.69 5.61
6.7 6.70 6.49 6.74 6.64

FIG. 17 RESULTADOS DE CALIBRACION DE UN PUNTO
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Salida Reduccion de Datos:
FCN de objetivo, MR de objetivo,
FCM de IC, MR de IC

Causa Raiz Potencial

Ninguna muestra presente o
inhibicion severa.
Rearrancar muesira

Determinar
que la respuesta
IC es reactiva

INVALIDO

reaccion muerta

de objetivo >
criterio de MR de
objetivo?

Reaccion fuertemente
inhibida.
Rearrancar muestra

reaccion inhibida

Perdida de muestra de IC

respuesta objetivo
sin respuesta de IC

Esta presente la inhibicion

o hay un error en la adicion de
la muestra a la reaccion PCR.
Rearrancar la muesira.

ostrar que
la respuesta de
IC estaen el

INVALIDO
ciclo de IC fuera de
ran

objetivo reactivo, reac
parcial. inhibida

Reaccion inhibida parcialmente

INVALIDO
respuesta objetivo co
inhibicion de IC

sl Reaccion inhibida parcialmente

La recuperacion de la muestra
es incorrecta.
(podria ajustarse)

NVALIDO
respues. objetivo con
probl. de recuper. IC

Mostrar que
larespuesta de
IC es de eficacia
comecta

Reaccion parcialmente inhibida
o posible error al dispensar
el reactivo

INVALIDO
MR de IC fuera de

R de objetivo
> criterio de MR

del intervalo de
R normal

INVALIDO
objet. reactivo, pero MR

Reaccion parcialmente inhibida
o posible emror al dispensar
el reactivo

Se confirma la Reaccion inhibida parcialmente
validez de la

reaccion

FIG. 25
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Se confirma
la validez de
la reaccion

Resultado Reaccion

VALIDO Valido, muestra de objetivo no reactiva

objetivo no reactivo

Calcular -
la Goncentracion VALIDO Menor que el limite de deteccion del ensayo
de objetivo <LLD

Respuesta de objetivo reactiva. La respuesta
mas baja se debe potencialmente a un
desajuste de subtipo con la secuencia de la
sonda de reactivo

VALIDO
desajuste de subtipo en la
secuencia de sonda, S FCN

VALIDO Valido, reaccion objetivo cuantificable

FIG. 26
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Proporcion Desplazada
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-(— Ancho de Pico Total

0.2 -

0.156

0.1 -

0.05 -

10

Ancho de Pico Total

FCN

FIG. 28
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