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DESCRIPCION
Composiciones y métodos de deteccion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, al campo de ensayos de diagnostico y deteccién. Mas en particular, la
presente invencion proporciona métodos y reactivos incluidos biochips para detectar la presencia de, o distinguir
entre, uno 0 mas analitos en una muestra.

Antecedentes de lainvencién

Los detalles bibliograficos de referencias proporcionadas en la memoria descriptiva objeto se enumeran al final de la
memoria descriptiva.

Las referencias a cualquier técnica anterior en esta memoria descriptiva no son, y no deberian considerarse como,
un reconocimiento de ninguna forma de sugerencia de que la técnica anterior forma parte del saber popular en
ningun pais.

La necesidad de métodos de cribado rapidos y fiables para detectar mdltiples analitos en un ensayo individual es
vital no sélo en los campos de diagndstico clinico sino también para su uso en el cribado, por ejemplo, para el
cribado de farmacos y toxinas ambientales.

Un area de este tipo que necesita urgentemente métodos de cribado mejorados y reactivos esta en el campo de las
enfermedades infecciosas. Por ejemplo, una estimacion conservadora del uso mundial de pruebas de diagndstico
para enfermedades de transmisién sexual, tales como el virus del papiloma humano (VPH), es de aproximadamente
20.000.000 pruebas por afio.

Muchas de las pruebas existentes para el cribado de las causas de las enfermedades infecciosas consumen tiempo,
son laboriosas, caras, a menudo especificas s6lo para un patégeno y/o no pueden diferenciar entre diferentes cepas
de patégenos.

El VPH es el principal patdgeno causante de cancer cervical. Sin embargo, el taxén del VPH comprende muchas
"cepas" del patogeno, de las que soélo algunas estan asociadas con el desarrollo de cancer cervical y otros
carcinomas. En consecuencia, las cepas de VPH se clasifican tipicamente como cepas de "alto riesgo"”, incluidas las
13 cepas que representan aproximadamente el 98 % de los casos de cancer cervical, o cepas de "bajo riesgo" que
no estan tipicamente asociadas con el desarrollo de céncer cervical. El documento WO 2006/060872 A1l divulga un
ensayo para el VPH en sujetos humanos para la diferenciacién entre taxones del VPH para distinguir infecciones por
VHP de "alto riesgo" de las infecciones de "bajo riesgo".

Actualmente, el cancer cervical se detecta por un frotis de Papanicolaou. En esta técnica, se recogen células del
cérvix por raspado o lavado. A continuacion, estas células se sitian sobre un portaobjetos de microscopio de vidrio
para producir el "frotis". Después, un patologo examina el portaobjetos, buscando células aberrantes. El frotis de
Papanicolaou, sin embargo, es de algiin modo un ensayo no satisfactorio para determinar de forma inequivoca un
riesgo de cancer cervical, ya que la técnica tiene una tasa de falso negativo de aproximadamente el 20 % y la
técnica no puede distinguir el taxon de "alto riesgo" y de "bajo riesgo".

Muchos de los reactivos y/o métodos para la deteccion del VPH sufren de altos costes asociados y/o consumen
cantidades significativas de tiempo hasta su terminacion. Se necesitan analisis mas rapidos y/o simplificados con
menores costes globales y una aplicacion mas facil. La presente invencion se refiere a estos y otros fines
importantes.

Sumario de lainvencién

La presente invencidn proporciona ensayos que permiten la deteccion de uno o mas analitos y/o que diferencian
entre miembros dentro de una clase de analitos. En particular, se emplea un analisis de multiplexaciéon basado en
las propiedades de los analitos y de los componentes del ensayo para identificar o distinguir entre analitos.

En consecuencia, determinados aspectos de la presente invencion proporcionan conjuntos de perlas para detectar
uno o mas analitos y/o para diferenciar entre dos o0 mas miembros dentro de una clase de analitos, en los que el
conjunto de perlas comprende una pluralidad de familias o subconjuntos de perlas en el que:

(a) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamafio;

(b) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a un reactivo que reaccionara especificamente con un analito
de interés dado en una muestra que se va a probar;
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(c) el reactivo sobre cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tienen una
intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de subconjuntos de perlas basada en la
intensidad fluorescente; y

(d) al menos dos subconjuntos de perlas se mezclan juntas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y por lo tanto el reactivo al que se ha acoplado la perla se puede identificar por citometria
de flujo en base al tamafio, intensidad fluorescente y discriminacion de analitos.

En otros aspectos, la presente invencidon contempla métodos in vitro para detectar y/o diferenciar entre dos o mas
analitos en una muestra, que comprenden las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas especificas para los analitos de interés;

(b) incubar dicho conjunto de perlas con dicha muestra durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para
permitir que dicho(s) analito(s) en dicha muestra reacciones especificamente con un reactivo sobre una perla dentro
de dicho conjunto de perlas; y

(c) detectar y/o diferenciar analitos en la muestra que se unen a un reactivo sobre dicha perla.

En algunos otros aspectos, los reactivos se pueden marcar con uno o mas fluorocromos que permiten
adicionalmente la diferenciacion entre miembros dentro de una clase de analitos. En determinados aspectos
preferidos, la presente invencion proporciona métodos y conjuntos de perlas que pueden detectar y/o distinguir entre
analitos dentro de una muestra bioldgica, en los que los analitos son especificos para un patégeno infeccioso.

Las muestras biolégicas contempladas en el presente documento incluyen sangre, suero, saliva, heces, orina, fluido
tisular, semen, exudado, pus y fluido respiratorio y moco y frotis de llagas, canceres y lesiones topicas.

El término "patdégeno” se refiere a un microorganismo o virus que infecta o coloniza una muestra. Los patégenos
ejemplares incluyen virus, bacterias, hongos y microorganismos eucariotas. Un virus incluye un Lentivirus (por
ejemplo virus del sida, VIH-I, VIH-Il, HTLV-IV), Retrovirus y virus de la gripe aviar. En algunas realizaciones
preferidas, "patégeno” incluye un microorganismo o virus que infecta un organismo multicelular tal como un animal o
una planta. En consecuencia, en algunas realizaciones, el analito se puede considerar como un patégeno de animal
o de planta. Sin embargo, la presente invencién engloba la deteccion y/o diferenciacion de entidades no patdégenas
gue colonizan organismos multicelulares tales como simbiontes, enddfitos, colonizadores gastrointestinales, y
similares. Los métodos de la presente invencion también son aplicables a la deteccion de analitos en una muestra
que sea indicativa de la presencia de agentes terapéuticos o sustancias de abuso. Los métodos y reactivos de la
presente invencion también se pueden usar en la deteccion de un analito en una muestra que no se deriva de una
muestra bioldgica aislada a partir de un animal o una planta. Como tales, los reactivos y métodos de la presente
invencion también se extienden a la deteccién de uno o mas analitos y/o diferenciacién entre analitos en muestras
ambientales, incluidas muestras de aire, agua y tierra, incluidas muestras extraterrestres de tierra, polvo o similar,
muestras industriales y similares, ademas de las muestras biolégicas enumeradas anteriormente.

En determinadas realizaciones, la presente invencion proporciona métodos in vitro de diagndstico y reactivos para
VPH en sujetos humanos y puede detectar y diferenciar entre cepas diferentes para distinguir un taxén del VPH de
"alto riesgo" de un taxén del VPH de "bajo riesgo". En consecuencia, en algunas realizaciones preferidas, la
presente invencién proporciona conjuntos de perlas que pueden distinguir entre pluralidades de cepas de VPH
diferentes. Como tales, en un aspecto, los analitos son especificos para una pluralidad de taxones del VPH y los
métodos y/o reactivos son especificos para la deteccion de acido nucleico o antigenos o anticuerpos que sean
especificos para la pluralidad de taxones del VPH.

Aun mas preferido, los cebadores o sondas de acido nucleico que se pueden unir a una porcion especifica de cepa
de un genoma del VPH se inmovilizan sobre perlas en cada subconjunto de perlas. Los cebadores dirigidos a
regiones conservadas dentro de un genoma del VPH que flanquea una region especifica de cepa se usan a
continuacién para amplificar el genoma del VPH. Las familias de perlas o subconjuntos de perlas, cada una para una
cepa cualquiera del VPH se usan a continuacion para detectar o distinguir la cepa del VPH.

Otros aspectos de la presente invencion se refieren conjuntos de perlas para detectar una o mas cepas del VPH y/o
para diferenciar entre dos o mas cepas del VPH, en los que el conjunto de perlas comprende una pluralidad de
familias o subconjuntos de perlas en las que:

(a) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamafio;
(b) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico que se puede unir a

una region especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH u, opcionalmente, una secuencia de acidos nucleicos
de control;
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(c) la sonda de captura sobre cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tienen
una intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de perlas basada en la intensidad
fluorescente; y

(d) al menos dos subconjuntos de perlas se mezclan juntas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y por lo tanto la cepa del VPH se puede identificar por citometria de flujo en base al
tamafio, intensidad fluorescente y discriminacién de secuencias.

Otros aspectos de la presente invencion contemplan métodos in vitro para detectar y/o diferenciar entre dos o mas
cepas del VPH en una muestra, que comprenden las etapas de:

(@) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas que comprenden una pluralidad de familias o
subconjuntos de perlas en las que:

(i) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamario,

(i) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico que se puede unir a
una region especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH u, opcionalmente, una secuencia de &cidos nucleicos
de control,

(i) la sonda de captura sobre cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tienen
una intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de perlas basada en la intensidad
fluorescente, y

(iv) al menos dos subconjuntos de perlas se mezclan juntas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y por lo tanto la cepa del VPH se puede identificar por citometria de flujo en base al
tamafio, intensidad y discriminacioén de secuencias;

(b) incubar dicho conjunto de perlas con dicha muestra durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para
permitir que dichas sondas se unan al genoma del VPH amplificado para generar un replicbn que comprende una
region especifica de cepa;

(c) detectar y/o diferenciar los amplicones generados en la muestra que se unen a dichas perlas para, de este modo,
identificar o distinguir entre las dos 0 mas cepas de VPH.

En algunos aspectos preferidos, las perlas dentro de los conjuntos de perlas se pueden distinguir en base al tamafio,
al nivel de intensidad fluorescente, al tipo de fluorocromo y al reactivo que puede reaccionar con un analito
especifico.

En otros aspectos, la presente invencion se refiere a conjuntos de perlas para detectar una cepa del VPH y/o para
diferenciar entre dos o mas cepas del VPH, en los que el conjunto de perlas comprende una pluralidad de familias o
una pluralidad de subconjuntos de perlas que tienen:

(@) al menos dos subconjuntos de perlas, en los que cada subconjunto de perlas se puede distinguir
fisioquimicamente de cualquier otro subconjunto de perlas en base, al menos, al tamafio, o

(b) al menos un subconjunto de perlas que tienen al menos dos familias, en el que las perlas en un subconjunto de
perlas son homogéneas en tamafio unas con respecto a otras, y se pueden distinguir fisioquimicamente en dos o
mas familias de perlas en base al nivel de marcado que contiene cada una, o

(c) una combinacion de dichas familias de perlas y dichos subconjuntos de perlas;
y en los que:

las perlas dentro de cada familia de perlas de un subconjunto se acoplan cada una a una sonda de captura de acido
nucleico opcionalmente marcada que se puede unir a una region del VPH especifica de cepa de un genoma del VPH
u, opcionalmente, al menos a una de una secuencia de acido nucleico de control, siempre que cualquier sonda de
captura de acido nucleico o secuencia de acido nucleico de control esté marcada con la misma marca que otras
sondas de captura o secuencia de acido nucleico de control marcadas en el subconjunto de perlas, y que dentro de
cualquier subconjunto de perlas individual, cada familia de perlas del mismo tenga una intensidad fluorescente
diferente, en los que la sonda de captura de acido nucleico se selecciona de SEQ ID NO:46-63 y en los que la regién
especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH es un amplicon generado amplificando acido nucleico a partir de
una muestra biolégica que se ha obtenido de un sujeto humano, que comprende putativamente VPH, en los que el
amplicon es distinto de dicho VPH o una cepa particular de dicho VPH, y en los que el amplicén se genera usando
un par de cebadores de amplificacién de oligonucleétidos de un cebador directo y un cebador inverso, en los que el
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cebador directo del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:1-8, y el cebador inverso
del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:9-12, y en los que al menos uno de los
cebadores directos o inversos esta conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal del cebador; y

en los que cada familia de perlas es especifica para la detecciéon de una cepa de VPH diferente de cualquier otra
familia de perlas en el conjunto de perlas; en los que dicho conjunto de perlas puede identificar una 0 mas cepas de
VPH especificas por medio de analisis del tamafio de perla, intensidad fluorescente, o discriminacién de secuencias
de la al menos una familia de perlas o subconjunto de perlas, usando citometria de flujo.

La invencion también se refiere en parte a métodos para preparar un conjunto de perlas para diferenciar entre dos o
mas cepas de VPH, comprendiendo el método seleccionar una pluralidad de familias o subconjuntos de perlas en
base al tamafio, intensidad fluorescente, o ambos, que comprende proporcionar:

(@) al menos dos subconjuntos de perlas, en los que cada subconjunto de perlas se puede distinguir
fisioquimicamente de cualquier otro subconjunto de perlas en base, al menos, al tamafio, o

(b) al menos un subconjunto de perlas que tienen al menos dos familias, en el que las perlas en un subconjunto de
perlas son homogéneas en tamafio unas con respecto a otras, y se pueden distinguir fisioquimicamente en dos o
mas familias de perlas en base al nivel de marcado que contiene cada una, o

(c) una combinacién de dichas familias de perlas y dichos subconjuntos de perlas;
y en los que:

las perlas dentro de cada familia de perlas de un subconjunto se acoplan cada una a una sonda de captura de &cido
nucleico opcionalmente marcada que se puede unir a una region del VPH especifica de cepa de un genoma del VPH
u, opcionalmente, al menos a una de una secuencia de acido nucleico de control, siempre que cualquier sonda de
captura de 4cido nucleico o secuencia de &cido nucleico de control esté marcada con la misma marca que otras
sondas de captura o secuencia de acido nucleico de control marcadas en el subconjunto de perlas, y que dentro de
cualquier subconjunto de perlas individual, cada familia de perlas del mismo tenga una intensidad fluorescente
diferente, en los que la sonda de captura de &cido nucleico se selecciona de SEQ ID NO:46-63 y en los que la region
especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH es un amplicén generado amplificando acido nucleico a partir de
una muestra biologica que se ha obtenido de un sujeto humano, que comprende putativamente VPH, en los que el
amplicon es distinto de dicho VPH o una cepa particular de dicho VPH, y en los que el amplicon se genera usando
un par de cebadores de amplificacion de oligonucleétidos de un cebador directo y un cebador inverso, en los que el
cebador directo del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:1-8, y el cebador inverso
del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:9-12, y en los que al menos uno de los
cebadores directos o inversos esta conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal del cebador; y

en los que cada familia de perlas es especifica para la deteccién de una cepa de VPH diferente de cualquier otra
familia de perlas en el conjunto de perlas; en los que dicho conjunto de perlas puede identificar una 0 méas cepas de
VPH especificas por medio de analisis del tamafio de perla, intensidad fluorescente, o discriminacion de secuencias
de la al menos una familia de perlas o subconjunto de perlas, usando citometria de flujo.

Se pueden usar los métodos de la presente invencién con relacion a la deteccion del VPH para distinguir de entre 2
y 16 cepas de VPH incluidas de entre 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 cepas. Por lo tanto, en vista de
la utilidad de un control, la presente invencion puede usar desde 2-17 perlas o conjuntos de perlas diferentes. En
otra realizacion, el conjunto de perlas comprende al menos 16 subconjuntos de perlas para las cepas del VPH 6, 11,
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68, y tipicamente un conjunto de perlas de control. Las sondas de
captura adecuadas son las enumeradas en la tabla 2.

Puede ser deseable probar mas de 16 cepas de un analito. Por, la presente invencién también incluye conjuntos de
perlas con 2-30 perlas o conjuntos de perlas diferentes, incluidas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, y 30 perlas o conjuntos de perlas.

La presente invencion se refiere en parte a determinados pares de cebadores para su uso en cualquiera de las
numerosas técnicas de PCR para la amplificacion de secuencias de acido nucleico, en los que al menos uno de los
cebadores directos e inversos esta conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal del cebador. También
se divulgan pares de cebadores de amplificacion de oligonucleétidos para dirigir el VPH oncogénico, el cebador
directo del par, seleccionado del grupo que consiste en:

TRTTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY A; (SEQ ID NO:1)

CARYTR TTT GTT ACT GTK GTD GAT A; (SEQ ID NO:2)

CARYTR TTT GTT ACT GTK GTD GA,; (SEQ ID NO:3)
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AAY CAR YTR TTT GTT ACT GTK GT; (SEQ ID NO:4)
TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG; (SEQ ID NO:5)

TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG; (SEQ ID NO:6) GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC y (SEQ
ID NO:7)

GTD GAT ACY AC HCC YAG TAC HAA; (SEQ ID NO:8)

y el cebador inverso del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en:
TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG; (SEQ ID NO:9)

CAY ARY TGA AAA ATA AAY TGY AAA TC; (SEQ ID NO:10)

TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG; y (SEQ ID NO:11)

TR CAY ARY TGA AAA ATA AA; (SEQ ID NO:12)

en los que al menos uno de los cebadores directos e inversos esta conjugado con una protuberancia en el extremo
5'terminal del cebador.

La determinacion de si se ha producido la union entre un analito y un reactivo presente sobre una perla se puede
realizar usando cualquier metodologia que permita la diferenciacion entre diferentes perlas dentro del conjunto de
perlas. En determinadas realizaciones particularmente preferidas, los métodos de diferenciacién entre diferentes
perlas dentro de los conjuntos de perlas utilizan citometria de flujo.

También se divulgan kits de diagnostico para su uso de acuerdo con los reactivos y métodos de la presente
invencién. En particular, se divulgan biochips y la miniaturizacién de los componentes de fase sélida del ensayo para
generar reactivos de nanoensayo. Ademas, el conjunto de perlas o parte del mismo u otros reactivos se inmovilizan
a una fase solida tal como un biochip. El biochip también se puede considerar como un "biolab" sobre el que se
realiza al menos parte del ensayo y/o se registran los resultados.

Se proporciona una lista de abreviaturas usadas en el presente documento en la tabla 1.

Tabla 1- Abreviaturas

Abreviatura Descripcion

FITC Isotiocianato de fluoresceina

HEX Hexaclorofluoresceina

VIH Virus de inmunodeficiencia humana
VPH Virus del papiloma humano

JOE 7'-dimetoxifluoresceina

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PE Ficoeritrina

PMT Tubo fotomultiplicador

QD Punto cuantico

TAMRA Carboxitetrametilrodamina

TET Tetraclorofluoresceina

TMR Tetrametilrodamina

VRE Enterococcus resistentes a ancomicina

Se muestra un resumen de las secuencias usadas en el presente documento en la tabla 2.
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Tabla 2 - Secuencias (estando 5" a la izquierda, 3’ a la derecha)

Secuencias de
cebadores de PCR

SEQ
D
NO:

/5Phos/acaat CAR YTR TTT GTT ACTGTK GTD GA

GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 15
GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATTC 14
GPSd+ TTIKTTACHGTKGTDGATACYAC s
GP6d+ GAAAHATAAAYTGYAADTCATAYTC %
GP5+ (5Phos) /SPhos/TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC -
GP6+ (SAmMC6) /SAMMCG6/GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATTC | o
GP5d+(5Phos) /SPhos/TTTKTTACHGTKGTDGATACYAC oy
GP6d+(5AmMC6) /SAmMC6/GAAAHATAAAYTGYAADTCATAYTC 0
GPSd2+ TTT KTT ACH GTK GTD GAT ACHAC - 3' ¢!
T7aGP6d+ (HeelOP6d+) | AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA AAHATA|
AAY TGY AAD TCA TAY TC 2z
GP5d3+ TTT GIT ACHGTD GID GAY ACH AC 23
T7aGP6d+*(HeelGP6d+ | AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA AAH ATA 26
) AAY TGY ARD TCA WAY TC
GP5d2+ (5Phos) /5Phos/TTT KTT ACH GTK GTD GAT ACH AC - ¥ 25
T7aGP6d+ (HeclGP6d+) | /SAmMMCE/AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA
(SAmMC6) AAH ATA AAY TGY AAD TCA TAY TC 26
GP5d3+ (SPhos) SPhos TTT GTT ACH GTD GTD GAY ACH AC 27
T7aGP6d+* (SAMMCS) | /SAMMCG/AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA
AAH ATA AAY TGY ARD TCA WAY TC 28
micl_95f GGC ACC CAG ACA ATA CAC 29
Tlamic]_275¢ AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GTA AGT TGA |
(HeeIMLCR) AGA GGT GAA GAA 30
mic1_95f (3Phos) J5Phos/GGC ACC CAG ACA ATA CAC 31
T7amlcl_275r /SAmMMCE/AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GTA
(Hes/MLCR) AGT TGA AGA GGT GAA GAA 32
(SAMMCE) !
GBHPVfi /5Phos/caatcare TR TIT GIT ACT GTK GTDGATACY A |34 '
GBHPV2 /5Phos/acaat CAR YTR TTT GTT ACTGTK GTDGATA ™ [ 34!
GBHPV3 35
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SEQ ID NO:

GBHPV {3+ Z 6 /5Phos/ggaacaal CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GA

GBHPVf4 22 / '
5Phos/ggaac AAY CAR YTR TTT GTT ACT GTK GT

GBHPVf5 ag | /5Phos/cagett TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG

GBHPVf6 /5Phos/cagett TTT GTT-ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG

39 YAG

GBHPV{7 Yo /5Phos/artacc GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC

GBHPV 3 44 | /SPhosicigtt GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA

GBHPVTrl 2 /5AmMC6/actcactatagg TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA

" | TAT TCY TCM MCA TG

GBHPVr2 %3 /SAmMCé6/aatacgactcactatagg CAY ARY TGA AAA ATA AAY
TGY AAATC

GBHPVr3 W4 | /5SAmMC6/ictaatacpacicactatagg TR CAY ARY TGA AAA ATA
AAY TG

GBAPVA %5 | /5AmMCE/aaticiaatacpacicactamgs TR CAY ARY TGA AAA

ATA AA

Secuencias de sondjt de captura

Sonda 6: 46 I5Acryd/AAT AAmMMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CAT CCG TAA CTA CAT CTT CCA CAT ACA CCA A |

Sonda 11: /5= 3 /5Acryd/AAT AAmMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CAT CTG TGT CTA AATCTG CTA CATACACTA A

Sonda 16: wg I5Acryd/AAT IAMMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CGT CAT TAT GTG CTG CCA TATCTACTT CAG A

Sonda 18b: 49 [ ISACYd/AAT NAMMCET/ AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CCTCC TGT ACC TGG GCA ATA TGA TGC TACCA

Sonda 31: So {5Acryd/AAT iIAmMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTG TTT GTG CTG CAA TTG CAA ACA GTG ATAC

Sonda 33: 51 I5Acryd/AAT iIAMMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTT TAT GCA CAC AAGTAA CTAGTGC ACA GTAC .

Sonda 33: S2 ISAcryd/AAT iIAmMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CGTCTG TGTGTTCTGCTG TGTCTTCTAGTG A

Sonda 39: Sa 15Acryd/AAT AAmMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTC TAC CTC TAT AGA GTC TTC CAT ACC TTC T




ES 2403729 T3

SEQID NO:

Sonda 45:

54 | /5Acryd/AAT AAmMMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CAC ACA AAATCCTGTGCCAAGTACATATGAC

Sonda 51:

55 | /5Acryd/AAT AAmMCE6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CAG CACTGCCACTGCTGCGGTTTC CCC AACA

Sonda 52:

Se | /SAcryd/AAT iIAmMCE6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTG CTG AGG TTA AAA AGG AAAGCACATATAA

Sonda 56:

SF | /SAcryd/AAT AIAMMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CGT ACT GCT ACA GAA CAG TTA AGT AAATATG

Sonda 58b:

5¢& | 15Acryd/AAT AAMMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CG CAC TGA AGT AAC TAA GGA AGG TAC

Sonda 59:

S9 | /5Acryd/AAT IAmMMCGT/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTC TAC TAC TTC TTC TAT TCC TAA TGT ATA C

Sonda 66:

6o | /5Acryd/AAT AAmMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTA TTA ATG CAG CTA AAAGCACATTAACTAA

Sonda 68:

Sonda 68b:

Sonda
4MLC_Int:

61 | /5Acryd/AAT iAmMCET/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTC TACTACTAC TGA ATC AGC TGT ACC AAAT

ez | /I5SAcryd/AAT AAMMC6T/AA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTCCACTACTACAGACTCTACTGTACCA

63 | /SAcryd/AAT iIAmMCET/IAA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CCA AACACA GAC ACA GAGAGACCC ACAGACA
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Secuencias de oligo de blogue”

bloqueb/4: 6¢ |TTGGTETAT GTE GAA GAE GTA GTIR ACG GAT
bloque11/4: 65 |TTA G'@jTAT G'lﬂGCA GAE TTA GAE ACA GAT
bloque16/4: | ¢e™ | TCT GAl GTA GAll ATG GCHli GCA CAI AAT GAC
bloque18b/4. | % | TGG TA®CAT CAIMATT GC@G CAG GTj CAG GAG
bloque31/4: "2 o™ 'GTA TCH CTG TTI GCA AT GCA GClii GAA ACA
bloque33/4: [ g | GTA CT@ TCA C1lj GIT ACH TGT G 11§ CAT AAA
bloque35/4: 70 | TCA CTil GAA GAE ACA GCJf GAA CAE ACA GAC
bloque39/4: 71 | AGA AGE TAT GGjlf AGA CT® TAT AG[l GGT AGA
bloque45/4: | 2, [ GTC AT TGT ACH{ TGG CAG AGG AT TTG TGT
bloque51/4: 23 | TGT TGE GGA AARE CGC AGE AGT GGE AGT GCT
bloque52/4: 24 | TTA TAGTGCTI§ TCC TTig TTA ACE TCA GCA
bloque56/4: 7 | CATATH TACTTH ACTGTIR CTG TAGCAGTAC
bloque58b/4: | ¢ | TA CO TCC TTIBGIT ACE TCA GT@ C
bloque59/4: 37 | GTA TA@ ATT AGE AAT AGl§ AGA AGH AGT AGA
bloqueB6/4: 38 | TTA GII AATGIECTT TTlj GCT GCIj TTA ATA
bloque68/4: 79 | ATT TGE TAC AGE TGA TTi§ AGT AGI AGT AGA
bloque68b/d: | g4 | TGG TAE AGT AGH GTC TG AGT AGE GGA

bloqueMLC/4: [~ g, | TGT C18 TGG GT@ 1CT CT@ TGT CTE TGT TTG

*En las que las bases sombreadas corresponden a las diferencias.

Secuencias de oligos de sefial

Sefial HPV a: P2 | /SAmMCG6/TTT TTT CAT GKK GAR GAR TAT GA/3Phos/
Sefial HPV b: £3 | /SAmMCE/TTT TTT CAT GKK GAR GAR TAT /3Phos/
Sefial MLC a: &% | /SAmMCG/TTT TTT ACA GAC ACA GAC AAC /3Phoy/
Sefial MLCb: | ge [/SAmMMCG/TIT TTT ACA GAC ACA GAC AAC A/3Phos/
SefalMLC c: | @ | /SAmMMCE/TTT TTT ACA GAC ACA GAC AAC AC/3Phos/

Se usan las siguientes variables en el presente documento:

"K" es una variable paraG o T;

"H" es una variable para los nucleétidos T, Ao C;

"M" es una variable para los nucleétidos A o C;

"Y" es una variable para los nucleétidos T o C;

"R" es una variable para los nucleétidos A o G;

"W" es una variable para los nucleétidos Ao T;

"D" es una variable para los nucleétidos A, T o G;
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3Phos es un grupo fosfato 3';

5Phos es un grupo fosfato 5'; v,

5AmMMCS6 es un grupo HoN-(CHz)s 5' unido por medio de un grupo fosfato.
Breve descripcion de las figuras

La figura 1 es una representacion grafica que muestra un esquema de un ejemplo de un protocolo de extraccién de
ADN usado en el método de diagnéstico del VPH.

La figura 2 es una representacion grafica que muestra un protocolo de PCR que se puede usar para amplificar VPH
y ADN humano a partir de una muestra de ADN. GP5+ y GP6+ se refiere a cebadores de VPH universales que se
unen a secuencias conservadas (Y) en el VPH y generan un amplicon que comprende una regién que es variable
entre cepas del VPH (Xi.16). Los cebadores LC1_F y LC1_R amplifican una region de ADN gendémico humano (Z)
gue sirve como control en las etapas de hibridacion posteriores. Los cebadores GP6+ y LC1_R comprenden una
marca fluorescente que se incorpora en el amplicon generado.

La figura 3 es una representacion grafica que muestra la diferenciacion de microesferas en base al tamafio. Se
muestran seis cllsteres que corresponden a microesferas que comprenden didmetros de 3,0 um, 3,5 um, 4,1 um,
5,0 um, 5,6 umy 6,8 um.

La figura 4 es una representacion gréafica que muestra la diferenciacion de microesferas del mismo tamafio en base
a la intensidad de marca fluorescente. Se pudieron distinguir claramente intensidades relativas de TMR del 0 %,
4 %, 20 % y 100 %.

La figura 5 es un diagrama esquematico que muestra un ejemplo de los agentes de unién que se pueden usar en la
matriz. La matriz comprende microesferas que comprenden didmetros de 3,0 um, 3,5 um, 4,1 um, 5,0 um, 5,6 umy
6,8 um e intensidades de sefal de marca fluorescentes del 0 %, 4 %, 20 % y 100 %. En el caso de los tamafios de
perlas mas pequefio, es decir, 3,0 um, 3,5 umy 4,1 um, se usaron intensidades de TMR del 0 % y 100 %; para las
microesferas de 5,0 um se usaron intensidades de TMR del 0 %, 20 % y 100 %; y para las microesferas mas
grandes, de diametro 5,6 um y 6,8 um, se usaron todas las intensidades de sefial.

La figura 6 muestra un ejemplo de un conjunto de perlas de la presente invencion.

La figura 7 es una representacion grafica que muestra un ejemplo de la matriz de agente de unién al que se ha unido
un amplicon. Los resultados muestran la unién a la secuencia conservada virica, Y, la secuencia de control humana
Z,y la secuencia especifica de cepa virica Xis.

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencion proporciona ensayos y reactivos que permiten la deteccion de uno o mas analitos y/o la
diferenciacion entre miembros dentro de una clase de analitos. En particular, los analitos se identifican o se
distinguen por métodos in vitro de analisis de multiplexacion en base a las propiedades de los analitos y de los
componentes de ensayo. Los ensayos de diagndstico y deteccion y los reactivos de la presente invencion tienen una
aplicacién particular en el diagnéstico de infecciones por patégenos en sujetos eucariotas multicelulares. En una
realizacién particular, la presente invencion proporciona un ensayo de diagndstico para el VPH en sujetos humanos
y puede diferenciar entre taxones del VPH para distinguir infecciones por VPH de "alto riesgo" de infecciones por
VPH de "bajo riesgo". Ademads, la presente invencion también proporciona métodos in vitro de diagndstico o
evaluacion del riesgo de desarrollo de una enfermedad asociada con una infeccidon por un analito en un sujeto
eucariota multicelular incluida entre otras, cancer cervical en un sujeto humano.

Se debe entender que a menos que se establezca de otro modo la invencién objeto no estéa limitada a protocolos de
ensayo o de diagndstico especificos, ya que estos pueden variar. También se debe entender que la terminologia
usada en el presente documento es para el proposito de describir realizaciones particulares.

Cabe destacar que, como se usa en la memoria descriptiva objeto, las formas del singular "un", "uno" y "el” incluyen
aspectos plurales a menos que el contexto ya establezca lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "un analito "
incluye un Unico analito asi como dos o mas analitos; un "sustrato que se puede distinguir fisioquimicamente" incluye
un Unico sustrato asi como dos 0 mas sustratos; la referencia a "una diana" incluye una Unica diana, asi como dos o
mas dianas; la referencia a "una amplificacién" incluye una Unica amplificacion, asi como miltiples etapas de
amplificacion; la referencia a "el amplicén" incluye un Unico amplicon o mdltiples amplicones o amplicones
complejos; y asi sucesivamente.
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En consecuencia, en un aspecto, la presente invencidn proporciona conjuntos de perlas que pueden detectar, y/o
diferenciar entre dos 0 mas analitos en una muestra, comprendiendo dichos conjuntos de perlas:

(a) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamafio,

(b) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a un reactivo que reaccionara especificamente con un analito
de interés dado en una muestra que se va a probar,

(c) el reactivo sobre cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tienen una
intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de subconjuntos de perlas basada en la
intensidad fluorescente, y

(d) al menos dos subconjuntos de perlas se mezclan juntas para producir un conjunto de perlas;

en los que la identidad del subconjunto y por lo tanto el reactivo al que se ha acoplado la perla se puede identificar
por citometria de flujo en base al tamafio, intensidad fluorescente y discriminacion de analitos.

En algunas realizaciones, adicionalmente, los reactivos pueden estar marcados diferencialmente para crear
subpoblaciones adicionales de perlas en base a la incorporacion de diferentes fluorocromos.

En otras realizaciones, la presente invencién proporciona métodos o conjuntos de perlas para la deteccion y/o
diferenciacion de un analito.

En determinados aspectos preferidos, los métodos o conjuntos de perlas de la presente invencién pueden detectar
y/o diferenciar analitos patogénicos.

en los que la sonda de captura de acido nucleico se selecciona de SEQ ID NO:46-63; y en los que la region
especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH es un amplicon generado amplificando &cido nucleico a partir de
una muestra bioldgica que se ha obtenido de un sujeto humano, que comprende putativamente VPH, en los que el
amplicén es distinto para dicho VPH o una cepa particular de dicho VPH, y en los que el amplicén se genera usando
un par de cebadores de amplificacién de oligonucledtidos de un cebador directo y un cebador inverso, en los que el
cebador directo del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:1-8, y el cebador inverso
del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:9-12, y en los que al menos uno de los
cebadores directos e inversos esta conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal del cebador

La presente invencidn también proporciona métodos para detectar y/o diferenciar entre uno 0 més analitos en una
muestra que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas especificas para los analitos de interés;

(b) incubar dicho conjunto de perlas con dicha muestra durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para
permitir que dicho(s) analito(s) en dicha muestra reacciones especificamente con un reactivo sobre una perla dentro
de dicho conjunto de perlas; y

(c) detectar y/o diferenciar analitos en la muestra que se unen a un reactivo sobre dicha perla.

Como se usa en el presente documento, el término "analito patogénico" se refiere a un microorganismo o virus que
putativamente infecta, coloniza o ha contaminado de otro modo la muestra. Los analitos de patégenos ejemplares
incluyen virus, bacterias, hongos y microorganismos eucariotas. En una realizacion preferida, "analito” incluye un
microorganismo o virus que infecta un organismo multicelular tal como un animal o una planta. En consecuencia, en
algunas realizaciones, los analitos patogénicos se pueden considerar como un patégeno de animal o de planta. Sin
embargo, la presente invencion engloba la deteccion y diferenciacién de analitos no patogénicos que colonizan
organismos multicelulares tales como simbiontes microbianos de animales (por ejemplo, Lactobacillus spp.,
bacterias de rumiantes), simbiones microbianos de insectos (por ejemplo, Streptomyces. spp., Wolbachia spp.),
simbiontes microbianos de sponjas (por ejemplo, algas verdes, dinoflagelados, cianobacterias) y similares; endofitos
de plantas (por ejemplo, Mycorrhiza, Rhizobium spp., Frankia spp., Streptomyces spp.); y similares. Ademas, el
analito puede ser un analito que no esté asociado con un organismo multicelular. Dichos analitos incluyen bacterias,
hongos, virus, protistas, nematodos y similares, que colonizan entornos particulares incluidos entornos "naturales"
tales como tierra, océanos, agua dulce, hielo, roca, fuentes hidrotermales y aire; entornos sanitarios incluidos
hospitales, equipo de hospital, equipo quirtrgico, prendas del personal sanitario y similares; entornos "industriales"
incluidas instalaciones de fabricacién, instalaciones farmacéuticas, cervecerias, bodegas y similares; entornos de
"laboratorio” incluidos fermentadores, cultivos, mesas, equipo y similares.

En consecuencia, las muestras contempladas por la presente invencion incluyen muestras industriales tales como

aire, agua y tierra, y similares, y muestras bioldgicas tales como suero, saliva, heces, orina, fluido de tejidos, semen,
exudado, pus, fluido respiratorio y moco y frotis de llagas, canceres y lesiones topicas. Ademas, una muestra puede
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ser una muestra extraterrestre tal como de un meteorito o de otro planeta. En lo que respecta a esto ultimo, el
ensayo de la presente invencién se puede adaptar para su uso en un vehiculo remoto interplanetario para pruebas
de muestras de tierra o polvo o hielo o para probar material de nucleo en un planeta.

En algunas realizaciones preferidas, el analito comprende una bacteria, hongo, virus y/o parasito eucariota que
infecta un sujeto animal. Los "sujetos animales" contemplados en el presente documento incluyen cualquier animal,
preferentemente un mamifero y mas preferentemente un primate incluido un primate inferior y aln mas
preferentemente, un humano. Por conveniencia, un "animal" también incluye especificamente especies de ganado
tales como reses, caballos, ovejas, cerdos, cabras y asnos asi como animales de laboratorio incluidos ratones, ratas,
conejos, cobayas y hamsteres.

Los analitos humanos que se pueden detectar usando los reactivos y métodos de la presente invencion incluyen
virus como el virus del papiloma humano (VPH). También se divulga que otros analitos humanos que se pueden
detectar usando los reactivos y métodos divulgados en el presente documento incluyen virus tales como coronavirus
incluidos el virus SARS, virus de la gripe, virus de la gripe aviar, VIH incluidos VIH-1, VIH-Il o HLTV-IV, Lentivirus en
general, virus de hepatitis y similares, los agentes patégenos de enfermedades transmitidas sexualmente tales como
clamidia, gonorrea, Mycoplasma spp. y sifilis; patégenos transmitidos por la comida tales como Listeria spp.,
Salmonella spp., E. coli (en particular, E. coli HO 567), Shigella spp., Brucella spp., Staphylococcus aureus;
patégenos nosocomiales tales como S. aureus incluido S. Aureus resistente a meticilina (MRSA) y enterococcus
incluido Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE); patégenos adquiridos ambientalmente tales como
Legionella spp., Giardia spp., Crytospiridium spp., Bacillus anthacis (antrax) y similares.

La muestra en la que se detecta el analito es preferentemente una muestra derivada de un sujeto multicelular que
esta putativamente infectado o colonizado por el analito. Por lo tanto, la muestra es preferentemente una "muestra
biologica". Las muestras bioldgicas ejemplares que de ningin modo limitan la presente invencién incluyen muestras
de tejido o células tales como raspados celulares, biopsias y similares y muestras de fluidos corporales incluidos
sangre, orina, linfa, liqguido amnidtico, liquido cefalorraquideo y similares.

En determinados otros aspectos, los métodos divulgados en el presente documento también son aplicables a la
deteccidn de un "analito" en una muestra que no se deriva exclusivamente de un organismo eucariota multicelular.
Como tal, lo divulgado en el presente documento se extiende a detectar, y/o diferenciar entre, uno 0 mas taxones o
cepas de analitos particulares en muestras tales como muestras ambientales (incluidas muestras de aire, agua y
tierra), muestras industriales, muestras de laboratorio y similares. Por ejemplo, los métodos divulgados en el
presente documento se pueden usar para evaluar la microflora procariota, la microflora eucariota y o la carga virica
de una muestra de tierra, agua o aire o una muestra derivada de un objeto o superficie artificial.

El analito que se va a detectar es el VPH o una cepa del mismo y la muestra es preferentemente una muestra
biolégica derivada de un sujeto humano. En otra realizacion preferida, la muestra biolégica comprende una o mas
células del sujeto, sangre u orina. Lo mas preferentemente, la muestra biolégica comprende células cervicales
recogidas del sujeto. El VPH se describe en detalle por Gearhart et al. (www.emedicine.com/MED/topic1037.htm,
2004), que se reproduce en parte a continuacion. Los VPH producen tumores epiteliales de la piel y membranas
mucosales. Se han detectado sobre 100 tipos de VPH, y se han secuenciado completamente los genomas de casi
70. El sistema de clasificacion actual, que se basa en las similitudes en sus secuencias genoémicas, en general, se
correlaciona con las 3 categorias usadas para describir el VPH clinicamente: anogenital y/o mucosa, cutanea no
genital, y epidermodisplasia verruciforme (EV). Estan disponibles en internet una base de datos de secuencias
gendmicas del VPH y un arbol filogénico en "VPH Sequence Database".

Las infecciones por VPH de mucosa se clasifican ademas como latentes (asintomaticas), subclinicas o clinicas. Las
lesiones clinicas son manifiestamente evidentes, mientras que las infecciones latentes s6lo se detectan por pruebas
de ADN virico. Las lesiones subclinicas se identifican por la aplicacion de acido acético al 5 % y la inspeccion bajo
aumento. La mayoria de las infecciones por VPH son latentes; las infecciones clinicamente evidentes normalmente
dan como resultado verrugas en lugar de neoplasias malignas.

Tipicamente, los tipos 6 y 11 del VPH se marcan como de bajo riesgo porque la infeccién con estos tipos tiene un
potencial oncogénico bajo y normalmente da como resultado la formacidn de condilomas y lesiones precancerosas
de bajo grado. Los tipos 16 y 18 del VPH han resultado ser los tipos de alto riesgo del VPH porque son responsables
de la mayoria de las lesiones intraepiteliales de alto grado que pueden evolucionar a carcinomas, en particular las de
la categoria anogenital y/o mucosa.

La infeccion por VPH sola no provoca transformacion maligna de tejido infectado. En este proceso han estado

implicados cofactores tales como el consumo de tabaco, radiacion ultravioleta, embarazo, deficiencia de folato, y
supresion inmunitaria. La tabla 3 enumera una variedad de enfermedades y los tipos del VPH asociados.
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Tabla 3 - Enfermedades y subtipos del VPH asociados

Enfermedad cutanea no genital Tipo del VPH
Verrugas comunes (verrucae vulgaris) 1,2, 4,26, 27,29,41,57,65
Verrugas plantares (myrmecias) 1,2,4,63

Verrugas planas (verrucae plana)

3,10, 27, 28, 38, 41, 49

Verrugas de Butcher (verrugas comunes de gente que
manipula carne, carne de ave y pescado)

1,2,34,7,10, 28

Verrugas mosaico

2,27,57

Carcinoma de células escamosas ungueal;

16

Epidermodisplasia verruciforme (benigna)

2, 3,10, 12, 15, 19, 36, 46, 47, 50

Epidermodisplasia verruciforme (maligna o benigna)

5,8,9, 10, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 37, 38

Lesiones cutaneas no verrugosas

37,38

Enfermedad mucosa no genital Tipo del VPH
Pipilomatosis no respiratoria 6, 11
Carcinoma de células escamosas del pulmén 6, 11, 16, 18
Papiloma laringeo 6, 11, 30
Carcinoma laringeo 16, 18
Papiloma del seno maxilar 57
Carcinoma de células escamosas de los senos 16, 18
Papilomas conjuntivos 6, 11
Carcinoma conjuntivo 16
Hiperplasia epitelial focal oral (enfermedad de Heck) 13, 32
Carcinoma oral 16, 18
Leucoplaquia oral 16, 18
Carcinoma de células escamosas del eséfago 16, 18
Enfermedad anogenital Tipo del VPH

Condilomas acuminados

6, 11, 30, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 54

Papulosis bowenoide

16, 18, 34, 39, 42, 45

Enfermedad de Bowen 16, 18, 31, 34

Condilomas gigantes (tumores de Buschke-Léwenstein) |6, 11

Neoplasia intraepitelial inespecifica 30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69
Neoplasia intraepitelial de bajo grado 6, 11, 43

Neoplasia intraepitelial intermedia 31, 33, 35, 42,44, 45, 51, 52
Neoplasia intraepitelial de alto grado 16, 18, 56, 58

Carcinoma de vulva 6,11,16,18

Carcinoma de vagina 16

Carcinoma de cérvix 16, 18, 31

Carcinoma de ano 16, 31, 32, 33

Carcinoma in situ de pene (eritroplasia de Queyrat) 16

Carcinoma de pene 16, 18
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Los papilomavirus son especies altamente especificas y no infectan otras especies, incluso bajo condiciones de
laboratorio. Los seres humanos son la Gnica reserva conocida para el VPH.

Los papilomavirus son virus sin envoltura de simetria icosahédrica con 72 capsémeros que rodean un genoma que
contiene ADN circular bicatenario con aproximadamente 8000 pares de bases.

Se cree que los papilomavirus tienen dos modos de replicacion, es decir, replicacion estable del genoma episémico
en células basales y replicacion incontrolada, o vegetativa, en células mas diferenciadas para generar el virus
progenitor. Aunque todas las células de una lesién contienen el genoma virico, la expresion de genes viricos esta
estrechamente vinculada al estado de diferenciacién celular. La mayoria de los genes viricos no se activan hasta
gue el queratinocito activado deja la capa basal. La produccién de particulas de virus se puede producir sélo en
gueratinocitos altamente diferenciados; por lo tanto, la produccion de virus s6lo se produce en la superficie epitelial
donde las células se desprenden finalmente al entorno.

Se cree que las lesiones por VPH surgen de la proliferacion de queratinocitos basales infectados. Tipicamente, la
infeccion se produce cuando las células basales se exponen al virus infeccioso a través de una barrera epitelial
alterada lo que se podria producir durante las relaciones sexuales o después de abrasiones cutdneas menores. Las
infecciones por VPH no han demostrado ser citoliticas, mas bien las particulas viricas se liberan como resultado de
la degeneracion de células de descamacion. Ademas, el virus del VPH puede sobrevivir durante varios meses y a
bajas temperaturas sin un huésped.

La multiplicacion del virus, en general, estd confinada al nucleo. En consecuencia, normalmente las células
infectadas presentan un alto grado de atipia nuclear. La coilocitosis (del griego koilos, que significa vacio) describe
una combinacion de (halo) claro perinuclear con un nicleo picnético o encogido (rasinoide) y es un rasgo
caracteristico de infeccion por papilomavirus productiva.

El genoma del VPH existe como ADN episomico circular separado del nicleo de la célula huésped en lesiones por
VPH benignas o de bajo riesgo, tales como las tipicamente asociadas con los tipos 6 y 11 del VPH. Tipicamente, los
genomas de los tipos 16 y 18 del VPH de alto riesgo estan integrados en el ADN de la célula huésped en lesiones
malignas. La presente invencién, sin embargo, se extiende a cualquier cepa de VPH incluidas pero sin limitacion a
las cepas 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. La integracion del genoma virico en el genoma
de la célula huésped se considera un distintivo de transformacion maligna. Las proteinas E6 y E7 del VPH de los
serotipos de alto riesgo han mostrado que inactivan las proteinas supresoras de tumor del huésped p53 y Rb, dando
como resultado de este modo una proliferacion de células huésped no reguladas y una transformacion maligna.

Por lo tanto, en otros aspectos, la presente invencion proporciona métodos para detectar, y/o diferenciar entre, una o
mas cepas de VPH particulares en una muestra bioldgica, comprendiendo dichos métodos las etapas de:

(i) aislar el acido nucleico de una muestra se habia obtenido a partir de un sujeto humano, que comprende
putativamente VPH,

(ii) amplificar el acido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicén que es distinto para
dicho analito o una cepa particular de dicho analito,

(iii) amplificar opcionalmente una secuencia de acido nucleico de control,

(iv) efectuar el marcado del/de los amplicén/amplicones enumerados en las etapas (ii) y/o (iii),

(v) hibridar el/los amplicén/amplicones marcados a un conjunto de perlas recubierto con reactivos en los que cada
miembro del conjunto de perlas comprende una molécula de &cido nucleico que tiene complementariedad con una
secuencia de nucleétidos de una cepa de VPH particular o una secuencia de nucledtidos de control, unida o
asociada de otro modo con una perla que se puede distinguir fisioquimicamente, y

(vi) determinar a qué reactivo se ha unido un amplicon;

en los que la asociacion de un amplicén con un reactivo particular es indicativa de la presencia de una cepa de VPH
particular en la muestra.

AUn en otros aspectos, la hibridacion se produce en presencia de al menos una secuencia de oligonucleétidos sefial.

Todavia en otros aspectos, la hibridacion se produce en presencia de al menos una secuencia de oligonucle6tidos
bloqueante.

La presente invencion permite la deteccion de ADN de VPH amplificado o, con el uso de una transcriptasa inversa,

el ARN correspondiente. Por tanto, la presente invencion contempla perlas con ARN o ADN o analogos quimicos de
los mismos.
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Los métodos in vitro de la presente invencion se basan, en parte, en detectar y/o diferenciar entre una 0 mas cepas
particulares de un analito objeto en una muestra. La referencia en el presente documento a "cepas particulares de
un analito objeto" incluye cualquier variante de las especies o taxon del analito. Los ejemplos de "cepas" de un
analito incluyen subespecies del analito, variantes del analito con niveles de virulencia diferentes, variantes del
analito lo que indica prondsticos diferentes cuando se infecta o se coloniza un huésped, variantes bioquimicas del
analito y similares.

En algunas realizaciones preferidas, se pueden adaptar los métodos de la presente invencion para detectar y/o
diferenciar entre cepas de VPH particulares que estan asociadas con un riesgo mayor o un potencial oncogénico
mayor en seres humanos (cepas de alto riesgo) y las que estan asociadas con un riesgo de carcinoma menor o un
potencial oncogénico bajo (cepas de bajo riesgo). En consecuencia, el término cepa de VPH de "alto riesgo" incluye
cualquier cepa de VPH que esta asociada con el desarrollo de carcinoma, incluido cancer cervical, en sujetos
humanos. Como se indica anteriormente, las cepas de VPH de alto riesgo ejemplares, que de ningn modo limitan la
invencién, incluyen VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. Las sondas de captura adecuadas
sobre las perlas para estas cepas de VPH se muestran en la tabla 2. El término "sonda" y "cebador" se puede usar
de forma intercambiable en este contexto. Las cepas de VPH de "bajo riesgo” incluyen las que no estan asociadas o
s6lo débilmente asociadas con un incremento en el riesgo de carcinoma en sujetos humanos. Tipicamente, las
cepas de VPH de bajo riesgo son las cepas formadoras de verrugas, incluidas VPH 6 y VPH 11.

Las perlas de la presente invenciéon se acoplan a reactivos que interaccionaran especificamente con un analito de
interés dado dentro de una muestra. Los reactivos de la presente invencion son &acidos nucleicos y los analitos
dentro de la muestra que reaccionan especificamente con el reactivo también son &cidos nucleicos.

Por tanto, este aspecto de la invencién objeto usa cebadores que se dirigen a regiones conservadas de una cepa de
VPH pero que flanquean secuencias gendmicas especificas de cepa. Las secuencias especificas de cepa se
denominan secuencias "variables" puesto que varian entre cepas en comparacion con las secuencias conservadas
que son constantes entre cepas. Después de la amplificacién, los amplicones se ponen en contacto con
subconjuntos de perlas en el conjunto de perlas en el que cada perla de cada subconjunto lleva un cebador o sonda
de acido nucleico de captura que puede hibridarse a los amplicones especificos de cepa. La multiplexacion usando
el tamafio de perla, la intensidad de fluorescencia y la especificidad de union a ADN permite la identificacion,
clasificacion y distincion de cepas del VPH.

En consecuencia, otros aspectos de la presente invencion contemplan conjuntos de perlas para detectar una o mas
cepas del VPH y/o para diferenciar entre dos o0 méas cepas del VPH, en los que el conjunto de perlas comprende una
pluralidad de familias o subconjuntos de perlas en las que:

(a) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamafio;

(b) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico que se puede unir a
una region especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH u, opcionalmente, una secuencia de acidos nucleicos
de control;

(c) la sonda de captura sobre cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tienen
una intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de perlas basada en la intensidad
fluorescente; y

(d) al menos dos subconjuntos de perlas se mezclan juntas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y por lo tanto la cepa del VPH se puede identificar por citometria de flujo en base al
tamafio, intensidad fluorescente y discriminacién de secuencias.

AUn otros aspectos de la presente invencién contemplan métodos in vitro para detectar y/o diferenciar entre dos o
mas cepas del VPH en una muestra, que comprenden las etapas de:

(@) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas que comprenden una pluralidad de familias o
subconjuntos de perlas en las que:

(i) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamario,

(i) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico que se puede unir a
una region especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH u, opcionalmente, una secuencia de &cidos nucleicos
de control,

(i) la sonda de captura sobre cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tienen

una intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de perlas basada en la intensidad
fluorescente, y
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(iv) al menos dos subconjuntos de perlas se mezclan juntas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y por lo tanto la cepa del VPH se puede identificar por citometria de flujo en base al
tamafio, intensidad fluorescente y discriminacion de secuencias;

(b) incubar dicho conjunto de perlas con dicha muestra durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para
permitir que dichos cebadores se unan al genoma del VPH amplificado para generar un replicon que comprende una
regién especifica de cepa;

(c) detectar y/o diferenciar los amplicones generados en la muestra que se unen a dichas perlas para, de este modo,
identificar o distinguir entre las dos o mas cepas de VPH.

Los amplicones para los que las sondas de captura de acido nucleico son especificos también se pueden marcar
con una molécula indicadora fluorescente.

Los acidos nucleicos se pueden aislar a partir de una muestra del sujeto usando cualquier método que sea
conveniente con respecto a la naturaleza de la propia muestra y el analito. Como se usa en el presente documento,
el término "acido nucleico" se refiere a ADN y/o ARN. Tipicamente, se aisla ADN, aunque en algunas circunstancias
gue seran evidentes para un experto en la técnica, puede ser mas preferible aislar ARN, por ejemplo, cuando el
analito de interés es un virus de ARN. Si se aisla ARN, se puede amplificar el ARN, o se puede transcribir de forma
inversa el ARN en ADNc usando métodos estandar, para una amplificacion y un analisis posteriores.

Preferentemente, el "acido nucleico" es ADN. Se puede aislar ADN a partir de la muestra usando cualquier medio
conveniente. Por ejemplo, en el cas de un virus tal como VPH en una muestra de células humanas, se puede usar
guanidina o un agente funcionalmente equivalente para lisar las células. Un método a base de guanidina ejemplar
para la lisis celular y la extraccién de ADN es el método de Nelson y Krawetz (Anal. Biochem. 207(1):97-201, 1992).
Las soluciones de lisis a base de guanidina también estan comercialmente disponibles de proveedores tales como
Qiagen, por ejemplo, QlAamp, PAXgene, y similares. Sin embargo, los métodos de lisis pueden cambiar
dependiendo de la naturaleza de la muestra y del analito. Por ejemplo, para la deteccién de un analito en una
muestra ambiental tal como una muestra de tierra o de sedimento, un sistema de lisis celular a base de perlas de
vidrio puede ser mas apropiado, tal como el método de Kuske et al. (Appl. Environ. Microbiol. 64(7):2463-2472,
1998). En cualquier caso, el protocolo de lisis apropiado para un analito y muestra dados se podria determinar
facilmente por un experto en la técnica con experimentacion no indebida.

Después de la lisis de las células, se puede purificar el ADN por cualquier medio convencional, lo que seria
facilmente evidente para un experto en la técnica (véase, por ejemplo, los kits disponibles comercialmente antes en
el presente documento). En determinadas realizaciones preferidas de la invencién, se purifica el ADN usando una
cantidad limitante de un agente de unién a ADN tal como, pero sin limitacion, silice. Por el uso de una cantidad
limitante del agente de union a ADN, se puede aislar una cantidad uniforme de ADN a partir de diferentes muestras
ya que la cantidad de ADN recuperado en cada caso es igual a la cantidad maxima de ADN que se puede unir por la
cantidad limitante del agente de unién a ADN. A continuacion, el ADN unido al agente de union de ADN se puede
recuperar o eluir del agente de unién a ADN usando cualquier medio conveniente.

Aunque el ADN es un &cido nucleico preferido, también se puede aislar ARN de la muestra usando cualquier
protocolo de aislamiento de ARN estandar. Tipicamente, el aislamiento de ARN implica una etapa de ruptura celular
y una etapa de aislamiento de ARN. Las técnicas de ruptura celular ejemplares que son adecuadas para el
aislamiento de ARN incluyen las presentadas en Ambion Technical Bulletin n.° 183 (www.ambion.com/techlib/tb/tb
183.html). Ademas, una gama de kits de aislamiento de ARN ejemplares que son adecuados para una gama de
tipos de muestra se presentan en www.ambion.com/techlib/basics/products/rnaisol compchart.html. Sin embargo,
debe entenderse que la presente invencion no se limita de ningin mono por estos métodos y kits especificos para el
aislamiento y la purificacion de ARN vy la presente invencion es compatible con cualquier método de aislamiento de
ARN que sea evidente para un experto en la técnica.

El conjunto de perlas puede comprender, con relacion a la deteccion de VPH tantos subconjuntos de perlas como
cepas de VPH. Por tanto, el ensayo puede emplear 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 subconjuntos de
perlas cada uno para las cepas del VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. También se
pueden usar perlas adicionales para los controles. Las sondas de captura adecuadas se divulgan en la tabla 2.

Por lo tanto, otros aspectos de la presente invencion se refieren a conjuntos de perlas para detectar una o mas
cepas de VPH y/o para diferenciar entre dos o mas cepas de VPH, en los que el conjunto de perlas comprende una
pluralidad de familias o subconjuntos de perlas en los que:

(a) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamafio,

(b) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico seleccionada de la

lista en la tabla 2 que se puede unir a una regién especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH u,
opcionalmente, una secuencia de acidos nucleicos de contraol,
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(c) la sonda de captura sobre cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tienen
una intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de perlas basada en la intensidad
fluorescente, y

(d) al menos dos subconjuntos de perlas se mezclan juntas para producir un conjunto de perlas;

en los que la identidad del subconjunto y por lo tanto la cepa de VPH se puede identificar por citometria de flujo en
base al tamafio, intensidad fluorescente y discriminacién de analitos.

Otro aspecto adicional de la presente invencion contempla métodos para detectar y/o diferenciar entre dos 0 mas
cepas del VPH en una muestra, que comprenden las etapas de:

(&) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas que comprenden una pluralidad de familias o
subconjuntos de perlas en las que:

(i) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamafio,

(i) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico seleccionada de la
lista en la tabla 2 que se puede unir a una region especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH u,
opcionalmente, una secuencia de acidos nucleicos de control,

(i) la sonda de captura sobre cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tienen
una intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de perlas basada en la intensidad
fluorescente, y

(iv) al menos dos subconjuntos de perlas se mezclan juntas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y por lo tanto la cepa del VPH se puede identificar por citometria de flujo en base al
tamafio, intensidad fluorescente y discriminacién de secuencias;

(b) incubar dicho conjunto de perlas con dicha muestra durante un tiempo y bajo condiciones suficientes para
permitir que dichas sondas se unan al genoma del VPH amplificado para generar un replicén que comprende una
region especifica de cepa; y

(c) detectar y/o diferenciar los amplicones generados en la muestra que se unen a dichas perlas para, de este modo,
identificar o distinguir entre las dos o mas cepas de VPH.

En consecuencia, los conjuntos de perlas pueden comprender 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16
subconjuntos de perlas cada uno con una de una molécula de &cido nucleico seleccionada del listado en la tabla 2.
La referencia a estas secuencias especificas de cepa del VPH en la tabla 2 incluye moléculas de &cido nucleico que
tienen al menos una identidad del 90 % con estas secuencias 0 que pueden hibridarse a ellas o a sus formas
complementarias bajo condiciones de baja rigurosidad. La referencia a al menos el 90 % incluye 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99 y 100 %.

Los métodos de la presente invencion se basan, en parte, en amplificar un acido nucleico a partir de una muestra
usando cebadores que se unen a secuencias conservadas entre diferentes cepas del analito del sujeto, pero que
generan un amplicon que comprende una secuencia de nucleétidos distinta para cada cepa del analito. En efecto,
los cebadores usados en la presente invencion se unen a secuencias que se conservan entre cepas del analito del
sujeto que flanquea regiones que son al menos parcialmente no conservadas o polimorficas entre cepas.
Esquematicamente, la region amplificada en el analito tiene la estructura general de:

C-X-C'
en la que:

C es una secuencia de nucledtidos que esta conservada entre dos 0 mas cepas del analito y es el sitio de union del
cebador "directo";

X es una secuencia de nucleétidos, de la que parte o toda comprende una variacion entre diferentes cepas del analito;

C es una secuencia de nucledtidos que esta conservada entre dos o mas cepas del analito y es el sitio de union del
cebador "inverso".

Es deseable incorporar protuberancias en uno o mas de los cebadores para modificar el proceso de amplificacion de

acido nucleico; que estén conjugadas al extremo 5' terminal de un cebador. Mas preferentemente, una 0 mas
protuberancias se conjugan opcionalmente ademas a un resto 5 Phos o 5AmMCG6 en el extremo 5' terminal de la
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protuberancia. En determinadas realizaciones preferidas, las protuberancias conjugadas a cebadores directos se
seleccionan de: caatcagc, acaat, ggaac, cagctt, attacc, y ctgtt, mas preferentemente acaat y ctgtt. En otras
realizaciones preferidas, las protuberancias conjugadas a cebadores inversos se seleccionan de: actcactatagg (SEQ
ID NO:87) aatacactcactatagg (SEQ ID NO:88) tctaatacgactcactatagg (SEQ ID NO:89) y aattctaatacgactcacactatagg
(SEQ ID NO:90) mas preferentemente actcactatagg y tctaatacgactcactatagg.

En determinadas realizaciones relacionadas con pares de cebadores de amplificacion de oligonucleétidos para dirigir
el VPH oncogénico, el cebador directo de un par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en:

/SPhos/caatcagc TR TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY A; (SEQ ID NO:33)

/5Phos/acaat CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GAT A; (SEQ ID NO:34)

/5Phos/acaat CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GA; (SEQ ID NO:35)

/5Phos/ggaac AAY CAR YTR TTT GTT ACT GTK GT; (SEQ ID NO:37)

/S5Phos/cagctt TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG,; (SEQ ID NO:38)

/5Phos/cagctt TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG; (SEQ ID NO:39)
/5Phos/attacc GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC; and (SEQ ID NO:40)

/5Phos/ctgtt GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA; (SEQ ID NO:41)

y el cebador inverso de un par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en:
/SAmMC6/actcactatagq TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG; (SEQ ID NO:42)
/SAmMC6/aatacgactcactatagg CAY ARY TGA AAA ATA AAY TGY AAA TC (SEQ ID NO:43)

/SAmMC6/ictaatacgactcactatagg TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG (SEQ ID NO:44)

/SAmMC6/aattctaatacgactcactagg TR CAY ARY TGA AAA ATA AA (SEQ ID NO:45). Como se muestra, un cebador
se indica en letras mayuUsculas y una protuberancia opcional en cada caso se muestra en letras mindsculas
subrayadas. Preferentemente, el cebador directo de un par de cebadores se selecciona de: /5Phos/acaat CAR YTR
TTT GTT ACT GTK GTD GA (SEQ ID NO:35) y 75 Phos/ctgtt GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA (SEQ ID
NO:41). En otras realizaciones preferentes, el cebador inverso de un par de cebadores se selecciona de
/SAmMCe6/actcactatagg TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG (SEQ ID NO:42)
and/5AmMCe6/tctaatacgactcactatagg TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG (SEQ ID NO:41).

En determinados aspectos de la invencion, los cebadores incorporan una secuencia de nucleétidos exégena en 5' de
region que no se une a cebador conjugada al extremo 5' de una region de cebador de unidn a plantilla en 3'. En el

presente documento, la secuencia de nucleétidos exégena en 5' se denomina "protuberancia”, "abrazadera de

protuberancia”, "secuencia de protuberancia" o "secuencia de protuberancia exégena", pero no se desea de ningun
modo que limite la invencién objeto.

Al menos uno de los cebadores directos e inversos esta conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal del
cebador. Preferentemente, cuando el cebador directo esta conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal
del cebador directo, la protuberancia del cebador directo se selecciona del grupo que consiste en:

CAATCAGC, ACAAT, GGAACAAT, GGAAC, CAGCTT, ATTACC, CTGTT, /5Phos/CAATCAGC, /5Phos/ACAAT,
/5Phos/GGAACAAT, /5Phos/GGAAC, /5Phos/CAGCTT, 5Phos/ATTACC, y /5Phos/CTGTT. Preferentemente,
cuando el cebador inverso esta conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal del cebador inverso, la
protuberancia del cebador inverso se selecciona del grupo que consiste en:

ACTCACTATAGG (SEQ ID NO:87), AATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO:88) TCTAATACGACTCACTATAGG
(SEQ ID NO:89) AATTCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO:90) /5AmMMC6/ACTCACTATAGG (SEQ ID
NO:91), /5SAMMC6/AATACGACTCACTATAGG (SEQ ID N0O:92), /IS AMMC6/TCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID
NO:94), y /IS AMMC6/AATTCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID N0O:94), algunas realizaciones mas preferidas de
pares de cebadores de amplificacion de oligonucleétidos que contienen una secuencia de acido nucleico de
protuberancia opcional, el cebador directo del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en:

CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GA (SEQ ID NO:3), que tiene opcionalmente una ACAAT (SEQ ID NO:110),

/SPhos/ACAAT (SEQ ID NO:35), GGAACAAT (SEQ ID NO:111), o una /5Phos/ACAAT (SEQ ID NO:35),
GAACAACAAT (SEQ ID NO:36) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador; y
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GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA (SEQ ID NO:8), que tiene opcionalmente una CTGTT (SEQ ID NO:112) o
/5Phos/CTGTT (SEQ ID NO:41) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador. En algunas realizaciones mas
preferidas de pares de cebadores de amplificacion de oligonucleétidos que contienen una secuencia de acido
nucleico de protuberancia opcional, el cebador inverso del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste
en:

TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG (SEQ ID NO:9), que tiene opcionalmente una
ACTCACTATAGG (SEQ ID, 5/AmMMC6/ACTCACTATAGG (SEQ ID NO:42) conjugada al extremo 5' terminal del
cebador, TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG (SEQ ID NO:11), que tiene opcionalmente una
TCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO:114) o /SAmMMC6/TCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO:44)
conjugada al extremo 5' terminal del cebador; y TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG (SEQ ID NO:11), que tienen
opcionalmente una TCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO:14) o /SAMMC6/TCTAATACGACTCACTATAGG
(SEQ ID NO:44) conjugada al extremo S' terminal del cebador.

La region del cebador de unién a plantilla en 3' se refiere a un cebador cuya porciéon 3' se una a un plantilla (por
ejemplo, durante la primera etapa de alineamiento para la polimerizacion de cebadores). El disefio de cebador
mencionado anteriormente da como resultado la incorporacion de la secuencia de protuberancia en productos de
amplificacion después del acontecimiento de cebado inicial. Posteriormente, la secuencia de protuberancia en 5'
actla como una abrazadera para igualar la eficacia de la amplificacién entre homologos de amplicones.

La secuencia de protuberancia exdgena puede estar sobre el cebador directo o bien el cebador inverso o bien sobre
ambos.

Por tanto, la presente invencién también contempla métodos para amplificar una molécula diana de acido nucleico
comprendiendo dichos métodos someter una plantilla de &cido nucleico de dicha diana de &cido nucleico a
amplificacion usando cebadores directos e inversos en los que al menos un cebador contiene una secuencia de
nucleétidos exdgena en 5' de regién que no se une a cebador conjugada con una regién de cebador de unién a
plantilla en 3' en los que dicha secuencia de nucleétidos exdgena se incorpora en un producto de amplificacion
después del cebado inicial.

Como se indica anteriormente, el cebador directo o inverso puede comprender la secuencia exdgena o ambos
pueden llevar la secuencia. Cuando llevan la secuencia exdgena, la protuberancia puede ser igual o diferente.

La presente invencion se puede aplicar en particular a cebadores que pueden cebar potencialmente un conjunto de
homologos diana de &cido nucleico.

La presente invencion contempla ademés métodos mejorados de amplificacion de una molécula de acido nucleico
incluida dentro de una poblacion de moléculas de acido nucleico relacionadas por amplificacién con un cebador
directo e inverso, que comprende: seleccionar uno o ambos de los cebadores directos o inversos de modo que uno o
ambos contengan una secuencia de nucleétidos exdgena en 5' de regiéon que no se une a cebador conjugada a una
region de cebador de union a plantilla en 3' en los que dicha secuencia de nucleétidos exdgena se incorpora en la
produccion de amplificacion después del cebado inicial.

Por tanto, la referencia a una "molécula de acido nucleico" incluye una familia de moléculas de &cido nucleico
relacionadas tales como un grupo de moléculas de acido nucleico homélogas.

En el presente documento también se divulgan kits para reducir la desviacién de la amplificacion. También se debe
entender que la terminologia usada en el presente documento es para el propoésito de describir realizaciones
particulares.

Los términos y simbolos de quimica, bioguimica, genética y biologia molecular usados en el presente documento
cumplen con los tratados y textos estandar en el campo, por ejemplo, Kornberg y Baker, ADN Replication, segunda
edicion (W.H. Freeman, Nueva York, 1992); Lehninger, Biochemistry, segunda edicién (Worth Publishers, Nueva
York, 1975); Strachan y Read, Human Molecular Genetics, segunda edicién (Wiley-Liss, Nueva York, 1999);
Eckstein Ed, Oligonucledtidos y Analogs: A Practical Approach (Oxford University Press, Nueva York, 1991); Gait
Ed, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach (IRL Press, Oxford, 1984); y similares.

"Amplicén" quiere decir el producto de la reaccion de amplificacién del polinucleétido. Esto es, es una poblacién de
polinucleétidos, normalmente pero no necesariamente bicatenarios, que se replican a partir de una o mas
secuencias de partida. La una 0 mas secuencias de partida pueden ser una o0 mas copias de la misma secuencia, 0
pueden ser una mezcla de secuencias diferentes. Se pueden producir amplicones por una variedad de reacciones
de amplificaciéon cuyos productos son multiples replicados de uno o mas acidos nucleicos diana. En general, las
reacciones de amplificacion que producen amplicones son "conducidas por plantilla" porque el apareamiento de
bases de los reactivos, nucleétidos o bien oligonucleétidos, tienen complementos en un polinucleétido de plantilla
gue se requieren para la creacion de productos de reaccion. En un aspecto, las reacciones conducidas por plantilla
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son extensiones de cebadores con una polimerasa de acido nucleico o ligaduras de oligonucleétidos con una ligasa
de acido nucleico. Dichas reacciones incluyen, pero sin limitacion, reacciones de polimerasa lineales PCR, NASBA,
amplificaciones por circulo rodante, y similares, divulgadas en las siguientes referencias: Mullis et al, patente de los
EE.UU. N.° 4.683.195; 4.965.188; 4.683.202; 4.800.159 (PCR); Gelfand et al, patente de los EE.UU. N.° 5.210.015
(PCR en tiempo real con sondas "Tagman" o "Taqg" [marcas registradas]); Wittwer et al, patente de los EE.UU. N.°
6.174.670; Kacian et al, patente de los EE.UU. N.° 5.399.491 ("NASBA"); Lizardi, patente de los EE.UU. 5.854.033;
Aono et al, Japanese Patent Publ. N.° JP 4-262799 (amplificacion por circulo rodante); y similares.

Una reaccion de amplificacion puede ser una amplificacién en "tiempo real" en la que la quimica de deteccion
permite que se mida un producto de reaccién mientras progresa la reaccion de amplificacion.

La presente invencion se ocupa en particular de reducir la desviacion de la amplificacion en un intervalo de
moléculas de acido nucleico relacionadas u homélogas. Los ejemplos de moléculas de acido nucleico homoélogas
incluyen homélogos viricos, polimorfismos, células cancerosas relacionadas, homélogos bacterianos, homoélogos de
células madre entre muchos otros. Un aspecto de la presente invencion es la seleccién de cebadores en puntos
potenciales de diferencia entre los homologos. Los cebadores estdn pensados para llevar una secuencia de
nucleétidos exdgena en 5' de region que no se une a cebador conjugada a una region de cebador de union a
plantilla en 3' que se incorpora en un producto de amplificacion después de cebado inicial.

La protuberancia o secuencia exdgena en 5' puede ser de desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 400
bases de longitud y todas las combinaciones y subcombinaciones de las mismas. Preferentemente, la protuberancia
es de desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 100, mas preferentemente desde aproximadamente 4
hasta aproximadamente 80 bases de longitud, ain mas preferentemente desde aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 40, todavia mas preferentemente desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 25, siendo
incluso mas preferido desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 20.

En efecto, la secuencia exdgena en 5' tiene opcionalmente un nivel de complementariedad con la secuencia diana, y
no contribuye sustancialmente a las etapas de unién a cebador iniciales. Es deseable que la protuberancia tenga
una complementariedad menor del 95 % con el cebador de nicleo. Los ejemplos adicionales de los niveles de
complementariedad pueden incluir menos del 90 %, 85 %, 80 %, 75 %, 70 %, 65 % y 60 %. La complementariedad
se determina usando algoritmos estandar.

Como se usa en el presente documento, el término "amplificar" quiere decir realizar una reaccion de
amplificacion. Una "mezcla de reaccion” o "recipiente de reaccion” quiere decir una solucién o compartimento que
contiene todos los reactivos necesarios para realizar una reaccion, que puede incluir, pero sin limitacion, agentes
de tamponacidon para mantener el pH en un nivel seleccionado durante una reaccion, sales, cofactores,
neutralizadores y similares.

"Complementario o sustancialmente complementario” se refiere a la hibridacion o al apareamiento de bases o a la
formacion de un duplex entre nucledtidos o acidos nucleicos, tales como, por ejemplo, entre las dos hebras de una
molécula de ADNds o entre un cebador de oligonucleétido y un sitio de unién a cebador o sobre un acido nucleico
monocatenario. Los nucleotidos complementarios son, en general, Ay T (0 Ay U), o Cy G. Se dice que dos
moléculas de ADN o ARN monocatenarias son sustancialmente complementarias cuando los nucleétidos de una
hebra, alineada y compara éptimamente y con inserciones o deleciones de nucleétidos apropiadas, se aparea con al
menos aproximadamente el 80 % de los nucledtidos de la otra hebra, normalmente al menos aproximadamente del
90 % al 95%, y mas preferentemente desde aproximadamente 98 al 100 %. De forma alternativa, existe
complementariedad sustancial cuando, por ejemplo, una hebra de ADN se hibrida bajo condiciones de hibridacion
con su complemento. Tipicamente, se produce hibridacion selectiva cuando hay al menos una complementariedad
de aproximadamente el 65 % sobre un tramo de al menos 14 a 25 nucleétidos, preferentemente una
complementariedad de al menos aproximadamente el 75 %, mas preferentemente de al menos aproximadamente el
90 %. Véase, Kanehisa Nucleic Acids Res. 12:203, 1984.

"Duplex" quiere decir al menos dos oligonucledtidos y/o polinucledtidos que son completa o parcialmente
complementarios sufre un apareamiento de bases de tipo Watson-Crick entre todos o la mayoria de sus nucledtidos
de modo que se forma un complejo estable. Los términos "alineamiento" e "hibridacion" se usan de forma
intercambiable para querer decir la formacién de un duplex estable. "Perfectamente emparejados"” en referencia a un
duplex quiere decir que las hebras de poli- u oligonucledtidos que forman el diplex forman una estructura
bicatenaria entre si de modo que cada nucleétido en cada hebra sufre un apareamiento de bases de tipo Watson-
Crick con un nucleétido en la otra hebra.

"Locus genético" o "locus" en referencia a un genoma o polinucleétido diana, quiere decir una subregion o segmento
contiguo del genoma o polinucleétido diana. Como se usa en el presente documento, locus genético o locus, puede
referirse a la posicidon de un gen o porcién de un gen en un genoma, o puede referirse a cualquier porcién contigua
de la secuencia gendmica esté o no dentro, o asociada con, un gen. Preferentemente, un locus genético se refiere a
cualquier porcién de secuencia genémica de unas pocas decenas de nucleétidos, por ejemplo, 10-30, o 10-100, de
longitud, a unos pocos cientos de nucleétidos, por ejemplo, 100-1000 o 100- 500 de longitud, a unos pocos miles de
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nucleétidos de longitud, por ejemplo, 1000-10.000 o 1000-3000 de longitud. En algunos contextos, los locus
genéticos pueden referirse a la localizacién de un nucleétido dentro de un genoma.

"Kit" se refiere a cualquier sistema de suministro para suministrar materiales o reactivos para llevar a cabo un
método de la presente invencion. En el contexto de los ensayos de reaccion, dichos sistemas de suministro incluyen
sistemas que permiten el almacenamiento, transporte, 0 suministro de reactivos de reaccion (por ejemplo, sondas,
enzimas, etc., en los recipientes apropiados) y/o materiales de soporte (por ejemplo, tampones, instrucciones
escritas para realizar el ensayo, etc.) de una localizacién a otra. Por ejemplo, los kits incluyen uno o mas recintos
(por ejemplo, cajas) que contienen los reactivos de reaccion y/o materiales de soporte relevantes. Dichos contenidos
se pueden suministrar al receptor destinado juntos o por separado. Por ejemplo, un primer recipiente puede contener
una enzima para Su USO en un ensayo, mientras que un segundo recipiente contiene sondas. Los kits también
pueden contener compartimentos adaptados para contener los reactivos. En un ejemplo, un compartimento
comprende una matriz sélida que tiene oligonucledtidos o cebadores o polinucleétidos inmovilizados en ella que
participan en la reaccion de amplificacién. Un ejemplo de una matriz sélida es una micromatriz. Por lo tanto, un kit
puede ser parte de un sistema de amplificacién global que tiene un componente reactivo, un componente de acido
nucleico, un componente de hardware y un componente de instrucciones.

"Micromatriz" se refiere a un soporte de fase soélida que tiene una superficie plana, que lleva una matriz de acidos
nucleicos, comprendiendo cada miembro de la matriz copias idénticas de un oligonucleétido o polinucledtido
inmovilizado en una regién o sitio espacialmente definido, que no se superpone con el de otros miembros de la
matriz; esto es, las regiones o sitios son espacialmente discretos. Los sitios de hibridacion espacialmente definidos
pueden ser adicionalmente "direccionables" porque su localizacion y la identidad de su oligonucleétido inmovilizado
son conocidas o estan predeterminadas, por ejemplo, antes de su uso. Tipicamente, los oligonucleétidos o
polinucleétidos son monocatenarios y estan unidos de forma covalente al soporte de fase sélida, normalmente por
un extremo 5' o un extremo 3'. La densidad de regiones que no se superponen que contienen acidos nucleicos en
una micromatriz es tipicamente mayor de 100 por cm? y mas preferentemente, mayor de 1000 por cm?®. La
tecnologia de micromatrices se divulga en la siguientes referencias: Schena, Ed, Microarrays: A Practical Approach
(IRL Press, Oxford, 2000); Southern, Current Opin. Chem. Biol., 2:404-410, 1998.

Una "micromatriz aleatoria" se refiere a una micromatriz cuyas regiones espacialmente discretas de oligonucleétidos
o polinucledtidos no estan espacialmente dirigidas. Esto es, la identidad de los oligonucleétidos o polinucleétidos
unidos no es apreciable, al menos inicialmente, de esta localizaciéon. En un aspecto, las micromatrices aleatorias son
matrices planas de microperlas en las que cada microperla tiene unida un dnico tipo de complemento de etiqueta de
hibridacion, tal como de un conjunto de oligonucledtidos de hibridacion minimamente cruzada. Asimismo, después
de la formacion, las microperlas, u oligonucleétidos de las mismas, en una matriz aleatoria se pueden identificar de
varias formas, incluidas marcas Opticas, por ejemplo, proporciones de colorantes fluorescentes o puntos cuanticos,
forma, andlisis de secuencias, o similares.

"Nucleésidos" como se usa en el presente documento incluye los nucledsidos naturales, incluidas las formas 2'-
desoxi y T-hidroxi, por ejemplo, como se describe en Komberg y Baker, DNA Replication, 22 ed. (Freeman, San
Francisco, 1992).

"Reaccion en cadena de la polimerasa" o "PCR", quiere decir una reaccion para la amplificacion in vitro de
secuencias de ADN especificas por la extensién de cebadores simultdnea de hebras complementarias de ADN. En
otras palabras, PCR es un reaccion para preparar multiples copias o replicados de un &cido nucleico diana
flanqueado por sitios de unién a cebador, comprendiendo dicha reacciéon una o mas repeticiones de las siguientes
etapas: (i) desnaturalizar el acido nucleico diana, (ii) alinear cebadores con los sitios de unién a cebador, y (iii)
extender los cebadores por una polimerasa de &cido nucleico en presencia de trifosfatos de nucleésidos.
Normalmente, la reacciéon se cicla por medio de diferentes temperaturas optimizadas para cada etapa en un
instrumento ciclador térmico. Las temperaturas, duraciones en cada etapa y tasas de cambio entre etapas
particulares dependen de muchos factores bien conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, ejemplificados
por las referencias: McPherson et al, (Eds), PCR: A Practical Approach y PCR2: A Practical Approach (IRL Press,
Oxford, 1991 y 1995, respectivamente). Por ejemplo, en una PCR convencional usando Taq ADN polimerasa, se
puede desnaturalizar un acido nucleico diana bicatenario a una temperatura >90 °C, alinear cebadores a una
temperatura en un intervalo de 35-90 °C. El término "PCR" engloba formas derivadas de la reaccion, incluidas pero
sin limitaciéon, RT-PCR, PCR en tiempo real, PCR con cebadores internos, PCR cuantitativa, PCR multiplexada, PCR
en fase solida potenciada y similares. Para detalles adicionales de PCR en fase solida potenciada, véase, por
ejemplo, Park, et al., Analytical Biochemistry, 375 (2008), p. 391-393. En determinadas realizaciones de la presente
invencion se prefiere el uso de PCR en fase sdlida potenciada para la generacion y/o amplificacion de moléculas de
acido nucleico relacionadas, por ejemplo, con cepas del VPH. Aun mas preferido es el uso de uno o mas pares de
cebadores directo/inverso destacado en el presente documento en la amplificacion por PCR en fase sélida
potenciada de moléculas de acido nucleico relacionadas con cepas del VPH.

Usando el formato ESP-PCR, los fosfatos en 5-prima son opcionales puesto que el amplicon monocatenario no se

requiere como producto de PCR final. Los grupos funcionales amina en 5-prima también son funcionales en este
formato y se pueden usar como medios preferidos de marcado con un fluoréforo para la generacion de sefial. Sin
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embargo, también se pueden emplear muchos medios alternativos de generacion de sefial en los que no hay ningun
requisito para cualquier grupo funcional o para un grupo funcional alternativo. Por ejemplo, los cebadores de PCR
pueden no estar marcados con flor, y se pueden emplear ‘oligonucleétidos sefial' separados que estan conjugados
con una sefial. En otro ejemplo, usando el formato ESP-PCR, se pueden usar todos los cebadores de PCR 'acuosos'
sin grupos funcionales y la sefial se podria introducir de forma alternativa por medio de la incorporacion de un
analogo de nucledtido marcado. En otras realizaciones, usando el formato ESP-PCR, se pueden usar todos los
cebadores de PCR 'acuoso' sin grupos funcionales, y se podria introducir la sefial por medio de un cebador de
soporte sélido marcado de modo que se incremente la sefial en el contexto de producto bicatenario.

Los medios alternativos para la generacion de amplicén monocatenario incluyen la conversion de ADN bicatenario
en ADN monocatenario separando las hebras o retirando una hebra del daplex. Las hebras del duplex se pueden
separar por medios térmicos o quimicos de ruptura de enlaces entre hebras. La retirada de una hebra permite la
recuperacion de la hebra deseada y la eliminacion de su complemento, por ejemplo, Nikiforov et al. (patente de los
EE.UU. N.° 5.518.900), que describieron la modificacién de uno de los dos cebadores usados para la amplificacion
por incorporacion de derivados de nucleétidos fosforotiatos en el extremo 5' del cebador modificado, haciéndolo
resistente a la digestion por exonucleasa. Después de amplificar secuencias diana usando la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), el ADNds se somete a digestion por exonucleasa. La hebra no protegida se digiere
preferencialmente por una exonucleasa de 5' a 3', dejando un producto monocatenario que consiste en la otra hebra.
Estrategias similares han usado cebadores ramificados resistentes a exonucleasa (Shchepinov et al., Nuc. Acids.
Res. 25:4447-4454 1997) o preferencia por sustrato que lleva fosfato en 5' de Lambda exonucleasa (Higuchi et al.,
Nucl. Acids Res. 25:5685, 1989)

La PCR asimétrica (Gyllensten y Erlich, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:7652-7656 1998; patente de los EE.UU. N.°
5.066.584) genera ADNss durante el termociclado empleando una concentracion de par de cebadores
desequilibrada de modo que el cebador esté a una concentracion limitante. Esto favorece el producto de ADNss
cebado por el cebador en exceso.

La PCR asimétrica de cebador competidor (Gillespie, 1997; solicitud de patente de los EE.UU. N.° 08/628.417)
emplea la adicion separada del cebador competidor después del termociclado de PCR y antes de termociclar
adicionalmente para generar ADNss. Kaltenboeck et al., Biotechniques 12:164-171, 1992 describieron un método de
produccién de ADNSss realizando inicialmente una PCR para generar ADNds, seguido de una reaccion separada
usando el producto de la primera PCR como plantilla para una segunda amplificacion lineal empleando un cebador.
Véase, también, la patente de los EE.UU. 6.887.664 para ejemplos de PCR asincrénica.

Los volumenes de reaccion varian desde unos pocos cientos de nanolitros, por ejemplo, 200 nl, hasta unos poco
cientos de pl, por ejemplo, 200 ul. "PCR de transcripcién inversa,” o "RT-PCR," quiere decir una PCR que esta
precedida por una reaccion de transcripcion inversa que convierte un ARN diana en un ADN monocatenario
complementario, que a continuacién se amplifica, por ejemplo, Tecott et al, patente de los EE.UU. N.° 5.168.038,
patente que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad. "PCR en tiempo real" quiere decir
una PCR para la que se monitoriza la cantidad de producto de reaccion, es decir el amplicén, mientras procede la
reaccion. Hay muchas formas de PCR en tiempo real que difieren principalmente en la quimica de deteccion usada
para monitorizar el producto de reaccion, por ejemplo, Gelfand et al, patente de los EE.UU. N.° 5.210.015
("tagman"); Wittwer et al, patente de los EE.UU. N.° 6.174.670 y 6.569.627 (colorantes intercalantes); Tyagi et al,
patente de los EE.UU. N.° 5.925.517 (balizas moleculares).

La quimica de deteccién para PCR en tiempo real se revisan en Mackay et al, Nucleic Acids Research, 30: 1292-
1305, 2002. "PCR con cebadores internos" quiere decir una PCR en dos fases en la que el amplicén de una primera
PCR se vuelve la muestra para una segunda PCR usando un nuevo conjunto de cebadores, de los que al menos
uno se une a una localizacién interior del primer amplicén.

Se propone que los acontecimientos de cebado iniciales se realicen con cebadores directos e inversos en los que
uno o ambos lleven una secuencia de nucleétidos exdégena en 5' de regidn que no se une a cebador conjugada con
una regién de cebador de union a plantilla en 3' en los que la secuencia de nucleétidos exdgena se incorpore en un
producto de amplificacion después de un cebado inicial.

El uso de una secuencia de protuberancia en 5' de regién que no se une a cebador conjugada con una region de
cebador de unién a plantilla en 3' como disefio de cebador da como resultado la incorporacion de la secuencia de
protuberancia en productos de amplificacién después del acontecimiento de union a cebador inicial. Posteriormente,
la secuencia de protuberancia en 5' actla como una abrazadera para igualar la eficacia de la amplificacion entre
homologos. Como tal, la desviacion de la amplificacion se restringe a acontecimientos de unién a cebador iniciales.
La "abrazadera de protuberancia" se puede situar en cualquiera o en ambos de los cebadores directos e inversos
dependiendo del requisito. Existe una gran libertad de disefio en lo que respecta a de qué secuencia se compone la
secuencia de "abrazadera de protuberancia” para adaptar a la aplicacion particular. La secuencia de cebador de
union a plantilla en 3' podria tomar la forma de secuencia degenerada, secuencia consenso o un hibrido de
secuencias consenso y degenerada. También se puede emplear un grupo de secuencias de emparejamiento exacto.
En todos estos casos, se puede emplear el principio de "abrazadera de protuberancia”.
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"Polinucleétido” y "oligonucledtido” se usan de forma intercambiable y cada uno quiere decir un polimero lineal de
monomeros nucleotidicos. Los mondémeros compuestos de polinucleétidos y oligonucleétidos se pueden unir
especificamente a un polinucledtido natural por medio de un patron regular de interacciones mondémero-a-
monomero, tales como apareamiento de bases de tipo Watson-Crick, apilamiento de bases, apareamiento de bases
de los tipos Hoogsteen o Hoogsteen inversa, o similares.

Siempre que un polinucledtido o oligonucleétido esté representado por una secuencia de letras (mayusculas o
mindsculas), tal como "ATGCCTG," se entendera que los nucleétidos estan en el orden 5' -> 3' de izquierda a
derecha y que "A" denota desoxiadenosina, "C" denota desoxicitidina, "G" denota desoxiguanosina y "T" denota
timidina, "I" denota desoxiinosina, "U" denota uridina, a menos que se indique de otro modo o sea obvio en el
contexto.

"Cebador" quiere decir un oligonucledétido, natural o bien sintético que puede actuar, después de formar un daplex
con una plantilla de polinucleétido, como un punto de iniciacion de la sintesis de acido nucleico y extenderse desde
su extremo 3' a lo largo de la plantilla de modo que se forma un ddplex extendido.

Normalmente, la extension de un cebador se lleva a cabo con una polimerasa de &cido nucleico, tal como una ADN
o0 ARN polimerasa. La secuencia de nucle6tidos afiadida en el proceso de extension se determina por la secuencia
del polinucledtido de plantilla. Normalmente, los cebadores se extienden por una ADN polimerasa. Normalmente, los
cebadores tienen una longitud en el intervalo de desde 14 hasta 40 nucleétidos, o en el intervalo de desde 18 hasta
36 nucledtidos. Se emplean cebadores en varias reacciones de amplificacion nucleicas, por ejemplo, reacciones de
amplificacion lineal usando un Unico cebador, o PCR, empleando dos o mas cebadores. La orientacion para
seleccionar las longitudes y secuencias de cebadores para aplicaciones particulares es bien conocida por los
expertos en la técnica, como se evidencia en las siguientes referencias: Dieffenbach (Ed), PCR Primer: A Laboratory
Manual, 22 edicion (Cold Spring Harbor Press, Nueva York, 2003).

"Muestra" quiere decir una cantidad de material de una fuente bioldgica, ambiental médica o de paciente, en la que
se busca la deteccion de medida de acidos nucleicos diana. Por un lado, se entiende que incluye un espécimen o
cultivo (por ejemplo, cultivos microbioldgicos). Por otro lado, se entiende que incluye muestras tanto biolégicas como
ambientales. Una muestra puede incluir un espécimen de origen sintético. Las muestras biologicas pueden ser
animales, incluidas humanas, de fluido, sélidas (por ejemplo, heces) o de tejido, asi como productos de alimentos y
piensos liquidos y sdlidos e ingredientes tales como productos lacteos, vegetales, carne y subproductos carnicos y
residuos. Las muestras biologicas pueden incluir materiales tomados de un paciente incluidos, pero sin limitacion,
cultivos, sangre, saliva, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, leche, linfa, esputo, semen, aspirados por aguja y
similares. Las muestras biolégicas se pueden obtener a partir de todas las diversas familias de animales domésticos,
asi como animales asilvestrados o salvajes, icluidos, pero sin limitacion animales tales como ungulados, 0so0s,
peces, roedores, etc.. Las muestras ambientales incluyen material ambiental tal como materia de superficie, tierra,
agua y muestras industriales, asi como muestras obtenidas de instrumentos, aparatos, quipo, utensilios, articulos
desechables y no desechables de procesamiento de comida y lacteos. Estos ejemplos no deben interpretarse como
limitantes de los tipos de muestras aplicables a la presente invencion.

Por tanto, algunos aspectos de la presente invencién proporcionan métodos para amplificar una molécula diana de
acido nucleico, comprendiendo: someter una plantila monocatenaria de dicha diana de acido nucleico a
amplificacion usando cebadores directos e inversos en los que al menos un cebador contiene una secuencia de
nucleétidos exégena en 5' de regidon que no se une a cebador conjugada con una region de cebador de unién a
plantilla en 3' en los que dicha secuencia de nucleétidos exdgena se incorpora en un producto de amplificacion
después del cebado inicial.

Otros aspectos de la presente invencion contemplan métodos mejorados de amplificacion de una molécula de acido
nucleico incluida dentro de una poblacion de moléculas de acido nucleico relacionadas por amplificacién con un
cebador directo e inverso, que comprende: seleccionar uno o ambos de los cebadores directos o inversos de modo
que uno o ambos contengan una secuencia de nucle6tidos exdégena en 5' de regiébn que no se une a cebador
conjugada a una region de cebador de union a plantilla en 3' en los que dicha secuencia de nucleétidos exdgena se
incorpora en la produccion de amplificacion después del cebado inicial.

Los ejemplos de secuencias de protuberancia incluyen:

Secuencia promotora de T7a 25-mera:

AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG G; (SEQ ID NO: 95)

Cebador de secuenciacién de M13/pUC (-40)

GTT TTC CCA GTC ACG AC; (SEQ ID NO:96)

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2403729 T3

Cebador de secuenciacién de M13/pUC (-20), 17-mero

GTA AAA CGA CGG CCA GT; (SEQ ID NO.97)

Cebador de secuenciacién inversa de M13/pUC (-26), 17-mero

CAG GAA ACA GCT ATG AC; (SEQ ID NO: 98)

Cebador de secuenciacién de M13/pUC (-40), 17-mero

GTT TTC CCA GTC ACG AC; (SEQ ID NO:96)

Cebador de secuenciacion de M13/pUC (-46), 22-mero

GCC AGG GTT TTC CCA GTC ACG A, (SEQ ID NO: 99)

Cebador de secuenciacion inversa de M13/pUC (-46), 24-mero

GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG; (SEQ ID NO: 100)

Cebador de secuenciacién promotora de SP6, 18-mera

ATT TAG GTG ACA CTA TAG; (SEQ ID NO:101)

Cebador de secuenciacion promotora de SP6, 24-mera

CAT ACG ATT TAG GTG ACA CTA TAG; (SEQ ID NO:102)

Cebador de secuenciacién promotora de T7, 20-mera

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG; (SEQ ID 103)

Cebador de secuenciacion promotora de T7, 17-mera

ATT AAC CCT CAC TAA AG; Y, (SEQ ID NO:104)

Cebador de secuenciacién promotora de T7, 24-mera

GCG CGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG. (SEC ID N.°: 105)

La amplificaciéon de sitios ce cebador tales como los descritos anteriormente de forma eficaz el uso de un conjunto
de cebadores "universal", que se une a C y C' para amplificar X desde un intervalo de cepas del analito. Ademas, se
debe sefalar que el amplicén amplificado usando los cebadores universales puede comprender regiones tanto
conservadas como variables.

Se usan cebadores que amplifican secuencias del VPH. Mé&s preferentemente, estos cebadores son GPS+es 5' TTT
GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC 3' (SEQ ID NO:13) y GP67 es 5' GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C 3
(SEQ ID NO:14). Estos cebadores generan un amplicon del VPH que comprende tanto una region conservada
(definida como Y en la figura 2), como una regién que es variable entre diferentes cepas de VPH (definida como X
en la figura 2).

En otras realizaciones, estos cebadores son GP5d2+ es 5' TTT KTT ACH GTK GTD GAT ACH AC 3' (SEQ ID
NO:21) y T7 aGP6d+ es 5' AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA AAH ATA AAY TGY AAD TCA TAY TC 3
(SEQ ID NO:22).

En otra realizacién, estos cebadores son GP5d33 es 5' 5Phos TTT GTT ACH GTD GTD GAY ACH AC 3' (SEQ ID
NO:23) y T7aCP6d+u es 5/5AmMC6/AATTCT ACT ACG ACT CAC TAT AGG GGA AAH ATA AAY TGY ARD TCA
WAY TC 3' (SEQ ID NO:28)

Los cebadores directos de un par de cebadores se seleccionan del grupo que consiste en:

TR TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY A (SEQ ID NO:1), que tiene opcionalmente una caatcagc (SEQ ID NO:115) o

CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GAT A (SEQ ID NO:2) que tiene opcionalmente una acaat (SEQ ID NO:34) o
/5Phos/acaa (SEQ ID NO:34) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador;
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CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GA (SEQ ID NO:3), que tiene opcionalmente una acaat (SEQ ID NO:110) o
/5Phos/acaat (SEQ ID NO:35) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador;

AAY CAR YTR TTT GTT ACT GTK GT (SEQ ID NO:4), que tiene opcionalmente una ggaac (SEQ ID NO:117 o
/5Phos/ggaac (SEQ ID NO:37) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador

TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG (SEQ ID NO:5), que tiene opcionalmente una cagctt (SEQ ID NO:118)
o}

TTT GTT ACT GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG (SEQ ID NO:6), que tiene opcionalmente una cagctt (SEQ ID
NO:119) /5Phos/cagctt (SEQ ID NO:39) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador;

GTK GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC (SEQ ID NO:7), que tiene opcionalmente una /5Phos/attacc (SEQ ID
NO:70) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador; y

GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA (SEQ ID NO:8), que tiene opcionalmente una attacc (SEQ ID NO:120) o
/5Phos/ctgtt (SEQ ID NO:41) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador; y

los cebadores inversos de un par de cebadores se seleccionan del grupo que consiste en:

TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG (SEQ ID NO:9), que tiene opcionalmente una
actcactatagg (SEQ ID NO:113) o /5SAmMC6/actcactatagg (SEQ ID NO:42) conjugada con el extremo 5' terminal del
cebador;

CAY ARY TGA AAA ATA AAY TGY AAA TC (SEQ ID NO:10), que tiene opcionalmente una aatacgactcactatagg o
(SEQ ID NO:123) /5SAmMC6/aatacgactcactatagg (SEQ ID NO:43) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador;

TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG (SEQ ID NO:11), que tiene opcionalmente una tctaatacgactcactatagq (SEQ ID
NO:114) o /5 AmMCe6/tctaatacgactcactatagg (SEQ ID NO:144) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador; y

TR CAY ARY TGA AAA ATA AA (SEQ ID NO:122), que tiene opcionalmente una aattctaatacgactcactatagg (SEQ ID
NO:122) o /5 AmMCe6/aattctaatactgactcactatagg (SEQ ID NO:45) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador.
De forma alternativa, los cebadores directos e inversos se seleccionan de un grupo de cebadores similares a los
descritos anteriormente en el presente documento, pero que pueden diferir de los cebadores directos o inversos
descritos anteriormente en el presente documento en desde O hasta aproximadamente 5 sustituciones de
nucleétidos, preferentemente de 0 a aproximadamente 2 sustituciones, en sitios en los que las sustituciones de
nucleétidos se producen entre cepas de VPH diferentes, pero con la exclusion de sustituciones de al menos dos
nucleétidos en el extremo 3'. La invencidon también contempla sustituciones similares para secuencias de
protuberancia opcionales como las de cebadores directos e inversos descritas anteriormente en el presente
documento, dichas protuberancias opcionales conjugadas con el extremo 5' terminal de cualquiera de los cebadores
directos o inversos divulgados anteriormente en el presente documento. En determinadas realizaciones preferidas,
el cebador directo se selecciona de CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GA (SEQ ID NO:3), que tiene opcionalmente
una acaat (SEQ ID NO:110) o /5Phos/acaat (SEQ ID NO:35) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador y
GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA (SEQ ID NO:8), que tiene opcionalmente una ctgtt (SEQ ID NO:112)
o/5Phos/ctgtt (SEQ ID NO:41) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador. En determinadas otras
realizaciones preferidas, el cebador inverso se selecciona de TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM
MCA TG (SEQ ID NO:19), que tiene opcionalmente una actcactatagg (SEQ ID NO:113) o /5SAmMC6/actcactatagg
(SEQ ID NO:42) conjugada al extremo 5' terminal del cebador y TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG (SEQ ID
NO:11), que tiene opcionalmente una tctaatacgactcactatagg (SEQ ID NO:114) o /5 AmMC6/tctaatacgactcactatagq
(SEQ ID NO:44) conjugada al extremo 5' terminal del cebador.

Las descripciones anteriores muestran ejemplos de pares de cebadores Utiles en la presente invencion. Se pueden
formar pares de cebadores adicionales apareando cebadores directos (por ejemplo, GP5+, GP5d2+, etc.) e inversos
(por ejemplo, GP6+, T7aGP6d+) diferentes entre si.

Determinadas realizaciones de la invencion se refieren a fragmentos de cualquiera de los cebadores divulgados en el
presente documento incluidas todas las combinaciones y subcombinaciones de dichos fragmentos de cebadores, hasta
un limite inferior de fragmentos de nudcleo en 3-prima de aproximadamente 20-mero de cualquiera de los cebadores
divulgados. Como se usa en el presente documento, un "fragmento” se refiere a una secuencia oligomérica de acido
nucleico de sonda o cebador truncado formada por delecion de uno o mas nucleétidos del cebador original.

La presente invencién también contempla la amplificacién de secuencias de control. En una realizacion, la secuencia
de control puede incluir una region del genoma del sujeto del que se deriva una muestra biol6gica. Sin embargo, la
presente invencién no se limita de ningln modo a estas secuencias de control particulares y también se contemplan
otras secuencias de control que seran evidentes para un experto en la técnica. Ademas,, los métodos de la presente
invencion también se pueden realizar sin la amplificacion de una secuencia de control.
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En algunas realizaciones, la secuencia de control se amplifica a partir del genoma de un sujeto humano usando los
cebadores MLC1_F, que comprende la secuencia de nucleétidos 5 TAC ACA CAG GTG TAC ACA GA 3' (SEQ ID
NO:106) y MLCI_R que comprende la secuencia 5' ACC AAG TAC TCT ACG TGT TG 3' (SEQ ID NO:107).

En otras realizaciones, la secuencia de control se amplifica a partir del genoma de un sujeto humano usando los
cebadores mic 1_95f que comprende la secuencia de nucleétidos 5 GGC ACC CAG ACA TAC AC 3' (SEQ ID
NO:108) y T7 amlcl_275r (HeelMLCR), que comprende la secuencia 5' AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG
GGA AAH ATA AAY TGY AAD TCA TAY TC 3' (SEQ ID NO:109).

El ADN aislado se puede amplificar usando cualquier protocolo de amplificacién de ADN. Una gama de métodos
ejemplares para la amplificacion de ADN que de ningin modo limitan la invencion se presentan en "DNA
amplification: Current Technologies and Applications" (Demidov y Broude Ends., Horizon Bioscience, 2004).

El ARN aislado se puede amplificar usando cualquier método de ARN conocido en la técnica y se han desarrollado
varias tecnologias de amplificacion de ARN. Dos categorias principales des estas son: (i) las que utilizan el ciclado
térmico tales como RT-PCR vy (ii) ensayos isotérmicos tales como la amplificacion basada en secuencias de acidos
nucleicos (NASBA) (Compton, Nature 350:91-92, 1991; Kievits et al., J. Virol. Methods 35:273-286, 1991) y la
amplificacion mediada por transcripcion (TMA) (Hill, J. Clin. Ligand Assay 19:43-51, 1996). Los ensayos isotérmicos
se pueden subdividir, en base a si: (i) copian y amplifican la secuencia diana, tal como TMA, NASBA y replicacién de
secuencia autosostenida (3SR) (Guatelli et a/., Proc. Natl Acad Sci. USA 87:1874-1878, 1990; Chadwick et al., J.
Virol. Methods 70:59-70, 1998; para su revision véase Chan y Fox, Rev. Med Microbiol. 10:185-196, 1999), o (ii)
generan una sefial dependiente de diana que se puede amplificar adicionalmente, por ejemplo, ensayos invasores
(Lyamichev et al., Nat. Biotechnol. 17:292-296, 1999; Ryan et al., Mol. Diagn. 4:135-144, 1999). Existen varias otras
tecnologias de amplificacion que no se ajustan facilmente en estas categorias, tales como Q beta replicasa (Lizardi
et al., Biotechnology 6:1197-1202, 1988) y ADN ramificado (Todd et al., J. AIDS Hum. Retrovirol. 10:S35-544, 1995;
Pawlotsky et al., J. Virol. Methods 79:227-235, 1999). Sin embargo, se debe entender que la presente invencion
contempla cualquier método de amplificaciéon de ARN que sea evidente para un experto en la técnica. Ademas, se
debe entender que la presente invencion también contempla el uso de transcriptasa inversa o un equivalente
funcional de la misma para convertir ARN en ADN que a continuacion se pueda amplificar posteriormente.

De acuerdo con la presente invencion, se marcan los amplicones enumerados en las etapas (iii)) y/o (iv) de los
métodos descritos anteriormente. Los amplicones de la presente invencion se pueden marcar usando cualquier
medio conveniente. Los métodos ejemplares incluyen métodos tanto pre- como post-sintesis. Los métodos de
marcado presintesis incluyen el marcado de un cebador de PCR que se usa posteriormente para amplificacion de, y
se incorpora de este modo en, un amplicén por medio de PCR. En este método, tipicamente la marca se une al
extremo 5' de un cebador adecuado para la amplificacién del amplicén, aunque también se contempla el marcado en
otras posiciones dentro del cebador, tal como el marcado en 3' 0 el marcado no terminal.

También se puede usar un enlazador quimico entre la marca y el polinucledtido que se marca. Las secuencias de
enlazadores apropiados se estableceran facilmente por los expertos en la técnica, y es probable que incluyan
enlazadores tales como modificadores amino Cs, C7 y C12 y enlazadores que comprenden grupos tiol. Como se
establecera facilmente, un cebador puede comprender el enlazador y la marca, o el enlazador solo, al que se puede
unir la marca en una fase posterior.

Los métodos de marcado post-amplificacién incluyen sistemas de marcado por mella en los que un polinucleétido
marcado se sintetiza a partir del amplicén usando polimerasa Klenow, o un equivalente funcional de la misma, a
partir de cebadores aleatorios. Los nucleétidos marcados, o los nucleétidos que comprenden un grupo enlazador, se
pueden incorporar en el polinucleétido sintetizado con polimerasa Klenow durante la sintesis.

En cualquier caso, otros métodos de marcado seran facilmente evidentes para un experto en la técnica y se debe
entender que la presente invencion no esta en modo alguno definida o limitada por la elecciéon del método de marcado.

Preferentemente, la marca usada es un "marcador fluorescente" o "fluoréforo”. Muchos marcadores fluorescentes
diferentes seran familiares para los expertos en la técnica y la elecciéon del marcador fluorescente de ningin modo
limita la invencion. En otras realizaciones preferidas de la presente invencion, los marcadores fluorescentes de la
presente invencion comprenden cualquier marcador fluorescente que se pueda unir a un polinucleétido y que se
pueda excitar usando una fuente de luz seleccionada del grupo a continuacién:

(i) Laseres de iones de argén: comprenden una linea de 488 nm, azul, que es adecuada para la excitacion de
muchos colorantes y fluorocromos que presentan fluorescencia en la region de verde a roja. También estan
disponibles laseres de argén sintonizables que emiten en un intervalo de longitudes de onda (458 nm, 488 nm, 496
nm, 515 nm y otras).

(ii) Laseres de diodo: tienen una longitud de onda de emision de 635 nm. Otros laseres de diodo que ahora estan
disponibles funcionan a 532 nm. De forma interesante, esta longitud de onda excita 6ptimamente el yoduro de
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propidio (PI). La tincién Pl se usa ampliamente para el analisis de ADN, recuento vivo/muerto y determinaciéon de
ploidia También estan disponibles laseres de diodo azul que emiten luz aproximadamente a 476 nm.

(iii) Laseres de gas Heme: funcionan con la linea de 633 nm roja.
(iv) Laseres He CD: funcionan a 325 nm.

(v) Lampara de arco de mercurio de 100 W: la fuente de luz mas eficaz para la excitacion de colorantes UV tipo
Hoechst y DAPI.

En realizaciones mas preferidas de la presente invencion, los marcadores fluorescentes se seleccionan de:
hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azul Cascade, amarillo Lucifer, NBD, ficoeritrina (PE), PerCP,
aloficocianina, Hoechst 33342, DAP1, azul SYTOX, Hoechst 33258, cromomicina A3, mitramicina, YOYO-1, verde
SYTOX, naranja SYTOX, 7-AAD, naranja de acridina, TOTO-1, To-PRO-1, naranja de tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3,
LDS 751, colorantes Alexa Fluor incluidos Alexa Fluro-350, -430, -488, - 532, -546, -555, -556, -594, -633, -647, -
660, -680, -700 y -750; colorantes BoDipy, incluidos BoDipy 630/650 y BoDipy 650/665; colorantes CY, en particular
Cy2, Cy3, Cy3,5, Cy5, Cy 5,5y Cy7; 6-FAM (fluoresceina); PE-Cy5, PE-Cy7, fluoresceina dT; hexaclorofluoresceina
(Hex); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE); colorantes Oregon Green, incluidos 488-X y 514;
colorantes rodamina, incluidos X-rodamina, lisamina rodamina B, verde rodamina, rojo rodamina y ROX; TRITC,
tetrametilrodamina (TMR); carboxitetrametilrodamina (TAMRA); tetraclorofluoresceina (TET); Rojo 6B, FluorX,
BODIPY-FL, colorante SYBR Green |, y rojo Texas. En realizaciones particularmente preferidas de la presente
invencién, el marcador es Cy5, lo que es particularmente conveniente para la practica de la presente invencion.

Sin embargo, en realizaciones alternativas de la invencién, se pueden usar marcas radioactivas o no radioactivas
para marcar el amplicon. Las marcas radioactivas convenientes incluyen **P y *H. Estas marcas se pueden
incorporar en el amplicon y/o cebador usando cualquier medio conveniente. También se puede usar una gama de
métodos de marcado no radioactivos. Los métodos de marcado no radioactivos ejemplares que de ningin modo
limitan la presente invencién se presentan en Speel (Histochem. Cell Biol. 112:89-113, 1999).

Se debe entender que el término "reactivo" como se usa en el presente documento comprende un polinucleétido
inmovilizado en una perla. Mas en particular, cada reactivo comprende un polinucleétido que comprende una secuencia
gue es complementaria con un amplicon generado de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento,
gue esta unido o asociado de otro modo con una perla se puede distinguir fisioquimicamente. Un reactivo también
puede comprender una secuencia que sea complementaria con una secuencia de control como se define anteriormente
en el presente documento, es decir, una secuencia amplificada a partir de un genoma de un organismo multicelular (Z)
o el amplicon de una secuencia de nucle6tidos que se conserva entre las cepas del analito (Y).

En consecuencia, un conjunto de perlas de reactivos puede comprender:
[B1-cX1, B2-CX2, B3-CXa...Bn-CXn, By-CY, B,-cZ]

en el que:

B:...Bn, By, Bz son cada uno perlas que se puede distinguir fisioquimicamente;

cX, es un polinucleétido inmovilizado en una perla en el que dicho polinucleétido comprende una secuencia de
nucleétidos que es complementaria a una secuencia de acido nucleico particular que es especifica para un analito o
una cepa particular de un analito objeto y en el que n es el nimero de analitos o cepas particulares de un analito
objeto que se va a detectar usando el conjunto de perlas;

cY es un miembro opcional del conjunto de perlas y es un polinucleétido inmovilizado en una perla en el que dicho
polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una secuencia que se conserva
entre los analitos o cepas de un analito objeto;

¢Z es un miembro opcional del conjunto de perlas y es un polinucleétido inmovilizado en una perla en el que dicho
polinucleétido comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una secuencia de control que se
amplifica a partir de un sujeto multicelular.

Preferentemente, el analito objeto es VPH y la secuencia de ADN de control es una secuencia de ADN gendmica
humana.

Por "complementaria”, debe entenderse que el polinucledtido inmovilizado del reactivo debe hibridarse a un amplicon
generado de acuerdo con métodos descritos en el presente documento bajo condiciones de baja rigurosidad.
Preferentemente, el polinucle6tido inmovilizado se debe unir a la muestra y estandar bajo condiciones de rigurosidad
media y, lo méas preferente, el polinucleétido inmovilizado se debe unir a la muestra y estandar bajo condiciones de
alta rigurosidad.
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La referencia en el presente documento a baja rigurosidad incluye y engloba formamida desde al menos
aproximadamente el 0 hasta al menos aproximadamente el 15 % v/v (incluida formamida al 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %,
6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 % 11 %, 12 %, 13 % y 14 % v/v de formamida) y sal desde al menos aproximadamente 1 M
hasta al menos aproximadamente 2 M para hibridacién, y sal de al menos aproximadamente 1 M a al menos
aproximadamente 2 M para condiciones de lavado. En general, la baja rigurosidad es de desde aproximadamente
25-30 °C hasta aproximadamente 52 °C, tal como 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 y 52 °C. Se puede alterar la temperatura y se pueden usar temperaturas mas
altas para reemplazar formamida y/o para dar condiciones de rigurosidad alternativas. Se pueden aplicar
condiciones de rigurosidad alternativas donde sea necesario, tales como rigurosidad media, lo que incluye y engloba
formamida desde al menos aproximadamente el 16 % v/v hasta al menos aproximadamente el 30 % v/v, incluida
formamida al 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 24 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 % y 30 % Vv/v, y
sal desde al menos aproximadamente 0,5 M hasta al menos aproximadamente 0,9 M para hibridacion, y sal de al
menos aproximadamente 0,5 M hasta al menos aproximadamente 0,9 M para condiciones de lavado, o rigurosidad
alta, que incluye y engloba formamida desde al menos aproximadamente el 31 % v/v hasta al menos
aproximadamente el 50 % v/v y sal desde al menos aproximadamente 0,01 M hasta al menos aproximadamente
0,15 M para hibridacion, y sal de al menos aproximadamente 0,01 M hasta al menos aproximadamente 0,15 M para
condiciones de lavado. En general, el lavado se lleva a cabo a T, = 69,3 + 0,41 (G+C) % (Marmur y Doty, J. Mol.
Biol. 5:109, 1962). Sin embargo, la T, de un ADN duplex disminuye en 1 °C con cada incremento de un 1 % en el
numero de pares de bases con emparejamiento inadecuado (Bonner y Laskey, Eur. J. Biochem. 46:83, 1974). La
formamida es opcional en estas condiciones de hibridacién. En consecuencia, los niveles particularmente preferidos
de rigurosidad se definen como sigue: baja rigurosidad es 6 x tampdn SSC, SDS al 0,1 % p/v a 25-42 °C; una
rigurosidad moderada es 2 x tampdn SSC, SDS al 0,1 % p/v a una temperatura en el intervalo de 20 °C a menos de
65 °C; alta rigurosidad es 0,1 x tamp6n SSC, SDS al 0,1 % p/v a una temperatura de al menos 65 °C.

Las perlas, B....Bn, By, B;, de los conjuntos de perlas de reactivo son cada una perlas que se pueden distinguir
fisioquimicamente. El término "se puede distinguir fisioquimicamente" se refiere a cualquier caracteristica fisica o
quimica que permite que una perla, por ejemplo, B; se diferencie de otra perla, por ejemplo, B,. En consecuencia,
las perlas que se pueden distinguir fisioquimicamente permiten la diferenciacién de reactivos particulares.

En determinadas realizaciones preferidas, la perla comprende una "microparticula". Como sera evidente para los
expertos en la técnica, se puede usar casi cualquier material, homogéneo o de otro modo, para la microparticula.
Las microparticulas contempladas en el presente documento también pueden comprender mas de una sustancia, y
como mucho pueden comprender envolturas, aleaciones o mezclas de sustancias organicas e/o inorganicas. Los
materiales particularmente Utiles que se pueden usar de acuerdo con la presente invencion y que representan
realizaciones preferidas de la presente invencion incluyen materiales seleccionados de la lista que consiste en: silice
(por ejemplo: cuarzo o vidrio), latex, titania, diéxido de estafio, itria, alimina, y otros 6xidos de metales binarios (tales
como Zn0O), perovskitas y otros 0xidos de metales piezoeléctricos (tales como BaTiO3), ZnS, sacarosa, agarosa y
otras perlas poliméricas. En una realizacién particularmente preferida, la microparticula comprende silice.

En algunas realizaciones preferidas, el término "se puede distinguir fisioquimicamente" se refiere a una diferencia
medible en cualquiera de tamafio de perla, la presencia o ausencia de una marca Opticamente detectable particular
y/o la intensidad de una marca épticamente detectable.

Las perlas contempladas por la presente invencién se pueden producir en cualquier forma tridimensional regular o
irregular conveniente. Sin embargo, en general es practico sintetizar esferas pequefias o particulas esferoides.
Dichas esferas o particulas esferoides también se denominan en el presente documento "perlas". En consecuencia,
en realizaciones preferidas de la presente invencion, las "microparticulas" de la presente invencién son
sustancialmente esféricas o esferoides o comprenden una "microesfera".

Aunque las perlas de la presente invencion se pueden denominar "microesferas”, el tamafio real de las particulas
depende de varios factores y las particulas, realmente pueden o no comprender medidas en el intervalo de
micrometros. En algunas realizaciones preferidas, la perla comprende un didmetro (o medida equivalente en una
particula no esferoide) de aproximadamente 300 nm a aproximadamente 30 um, incluidos 300 nm, 350 nm, 400 nm,
450 nm, 500 nm, 550 nm, 600 nm, 650 nm, 700 nm, 750 nm, 800 nm, 850 nm, 900 nm, 950 nm, 1,0 um, 1,1 um,
1,2um, 1,3 um, 1,4 um, 1,5 um, 1,6 um, 1,7 um, 1,8 um, 1,9 um, 2,0 um, 2,1 um, 2,2 um, 2,3 um, 2,4 um. 2,5 um,
2,6 um, 2,7 um, 2,8 um, 2,9 um, 3,0 um, 3,1 um, 3,2 um, 3,3 um, 3,4 um. 3,5 um, 3,6 um, 3,7 um, 3,8 um, 3,9 um,
4,0 um, 4,1 um, 4,2 um, 4,3 um, 4,4 um, 4,5 um, 4,6 um, 4,7 um, 4,8 um, 4,9 um, 5,0 um, 5,1 um, 5,2 um, 5,3 um,
5,4 um, 5,5 um, 5,6 um, 5,7 um, 5,8 um, 5,9 um, 6,0 um, 6,1 um, 6,2 um, 6,3 um, 6,4 um, 6,5 um, 6,6 um, 6,7 um,
6,8 um, 6,9 um, 7,0 um, 7,1 pm, 7,2 um, 7,3 um, 7,4 um, 7,5 um, 7,6 um, 7,7 um, 7,8 um, 7,9 um, 8,0 um, 8,1 um,
8,2 um, 8,3 um, 8,4 um, 8,5 um, 8,6 um, 8,7 um, 8,8 um, 8,9 um, 9,0 um, 9,1 um, 9,2 um, 9,3 um, 9,4 um, 9,5 um,
9,6 um, 9,7 um, 9,8 um, 9,9 um, 10 um, 11 um, 12 um, 13 um, 14 um, 15 pm, 16 um, 17 pum, 18 um, 19 um, 20 um,
21 um, 22 um, 23 um, 24 um, 25um, 26 um, 27 um, 28 um, 29 um, 30 um. Mas preferentemente, la perla
comprende un diametro (0 medida equivalente en una particula no esferoide) de entre 1 umy 10 um.
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En una realizacion particularmente preferida, las perlas son perlas AmpaSand (marca comercial: Genera
Biosystems) producidas por Genera Biosystems. Estas perlas estan disponibles comercialmente y se describen en
www.generabiosystems.com/generabiosystems/technology/AmpaSandBeads/. Sin embargo, la presente invencion
no se debe considerar de ningiin modo limitada al uso especificamente de estas perlas.

Las perlas se pueden distinguir en base a la presencia o ausencia de una o mas "marcas 6pticamente detectables".
Tipicamente, una perla particular puede comprender 0, 1, 2, 3, 4, 5 marcas 6pticamente detectables. Como se usa
en el presente documento, el término "marca Opticamente detectable" se refiere a cualquier molécula, &tomo o ion
que emite fluorescencia, fosforescencia y/o incandescencia. Las marcas Opticamente detectables convenientes
incluyen las que emiten en los intervalos de ultravioleta (intervalo de longitud de onda de aproximadamente 350 nm
a aproximadamente 3 nm), visible (intervalo de longitud de onda de aproximadamente 350 nm a aproximadamente
800 nm, infrarrojo cercano (NIR) (intervalo de longitud de onda de aproximadamente 800 nm a aproximadamente
1500 nm) y/o infrarrojo (IR) (intervalo de longitud de onda de aproximadamente 1500 nm a aproximadamente
10 wm). Sin embargo, debido a la facilidad de deteccién, en una realizacion particularmente preferida, la marca
Opticamente detectable es detectable en el intervalo de longitud de onda visible.

En otras realizaciones preferidas de la invencion objeto, la marca Opticamente detectable comprende una 0 mas
marcas seleccionadas de la lista que consiste en: un fluoréforo, una particula semiconductora, una particula de
fésforo, una particula dopada, o un nanocristal o punto cuantico.

En determinadas realizaciones particularmente preferidas de la presente invencion, la marca 6pticamente detectable
es un fluoréforo. Como se usa en el presente documento, el término "fluoréforo” se refiere a cualquier molécula que
presente la propiedad de fluorescencia. Para los fines en el presente documento, el término "fluorescencia" se puede
definir como la propiedad de una molécula de absorber luz de una longitud de onda particular y reemitir luz de una
longitud de onda mayor. EI cambio de longitud de onda se refiere a una pérdida de energia que tiene lugar en el
proceso. El término "fluoréforo” puede englobar una gama de marcas Opticamente detectables tales como fluoréforos
guimicos y colorantes asi como puntos cuanticos.

Las marcas Opticamente detectables particularmente convenientes que se pueden usar de acuerdo con la presente
invencién son particulas de semiconductores fluorescentes incrustadas. Estas particulas de marcas Opticamente
detectables pueden ser tan pequefias que sus propiedades y emision sean dependientes del tamafio. Dichas
particulas de marcas Opticamente detectables pequefias se denominan en la técnica nanoparticulas
semiconductoras, puntos cuanticos, cables cuanticos, varillas cuanticas o nanocristales o particulas Q. Sin embargo,
como se usa en el presente documento, se debe entender que el término "punto cuantico” o "QD" engloba todas
estas particulas. Ademas, las marcas 6pticamente detectables que comprenden QD pueden comprender particulas
aproximadamente esféricas o esferoides, o particulas esféricas o esferoides recubiertas. Sin embargo, el término QD
no se debe considerar que de ningin modo se limite a una morfologia esférica, esferoide, circular, cilindrica o
cualquier otra morfologia de un "punto”. Por ejemplo, como se usa en el presente documento, los QD también
pueden comprender otras morfologias incluidas, entre otras, particulas de tipo varilla, elipsoidales, o de tipo varilla o
elipsoidales recubiertas.

Los QD consisten en un nucleo cristalino de escala de nandémetros de material semiconductor; tipicamente las
versiones biolégicamente activas estan rodeadas por una envoltura protectora y un recubrimiento externo. Por
ejemplo, los QD pueden comprender cristales semiconductores que son de aproximadamente 2 nm a
aproximadamente 30 nm de diametro y puede contener aproximadamente 50-500.000 atomos dentro del cristal,
incluidos cristales luminiscentes que comprenden materiales tales como ZnS, ZnSe, ZnTe, CdS, CdSe, CdTe, PbS,
PbSe, PbTe, HgS, HgSe, HgTe, Si, ZnO.

Los QD presentan fluorescencia con un espectro de absorcion amplio y un espectro de emision reducido. A
diferencia de otros fluoréforos, que tienen distintos espectros de absorcion, los QD absorben la luz en un intervalo
espectral ancho, lo que permite que los puntos cudnticos se exciten con una gama de fuentes de luz, tales como
laseres, lamparas de arco o LED. Ademas, se puede usar una coleccion de diferentes QD en mdltiples aplicaciones
usando sélo una Unica fuente de excitacion. Sin embargo, los espectros de emisién para cada punto son muy
reducidos, del orden de aproximadamente 30 nm, dependiendo el color exacto del didmetro y de la composicion de
la particula. Ademas, el espectro de emisién reducido de los QD permite la resolucion espectral de puntos
adyacentes. Ademas de los beneficios anteriores, los QD también son relativamente fotoestables, incluso durante
excitacién intensa, y son mas brillantes que los fluoréforos.

En vista de lo que antecede, también se debe entender que la presente invencion abarca el uso de unos QD de
diferente tamafio.

Ademas, la presente invencién contempla QD que se tratan con procedimientos tales como tratamiento térmico,
modificacion de superficie, aleacién, pasivacion superficial o tapado con recubrimientos de superficie para permitir
que el QD emita con rendimiento cuantico alto y para mejorar la fotoestabilidad durante largos periodos de
tiempo.

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2403729 T3

Los QD también estan disponibles comercialmente de compafiias tales como Quantum Dot Corp. (QDC), que
produce QD tales como el conjugado de estreptavidina Qdot [Marca registrada] 605, que contiene un nucleo
seleniuro de cadmio que emite a 605 nm. También estan disponibles conjugados de Qdot que emiten a 525, 565,
585 y 655 nm. Sin embargo, se debe entender que la presente invencién no esta limitada en modo alguno por la
composicion particular del QD (o cualquier otra marca opticamente detectable) y cualquier QD (comercial o de otro
modo) puede ser compatible con la presente invencion.

También existen muchos colorantes fluorescentes que estan disponibles en la técnica que se pueden usar como
fluoré6foros de acuerdo con la presente invencién. Una propiedad importante de un colorante fluorescente u otro
fluoréforo, que determine su potencial para su uso es la longitud de onda de excitacion del fluoréforo; debe coincidir
con las longitudes de onda disponibles de la fuente de luz. Sin embargo, muchos colorantes fluorescentes diferentes
y otros fluoréforos seran familiares para los expertos en la técnica y la eleccion del marcador fluorescente de ningan
modo limita la invencién objeto. Colorantes fluorescentes particularmente convenientes que se pueden usar para el
marcado de un sustrato incluyen los analizados anteriormente con respecto al marcado del amplicon de PCR. Sin
embargo, cuando se eligen marcas fluorescentes, los espectros de emision de la marca fluorescente usada para
elllos agente(s) de unién debe ser distinta del espectro de emision de la marca usada para el/los
amplicon/amplicones.

Comunmente se usan dos técnicas de tefiido para marcar de forma fluorescente perlas y microesferas: tefiido
interno y tefiido externo (marcado de superficie). Las dos técnicas producen perlas con propiedades Unicas, cada
una beneficiosa para diferentes aplicaciones. El tefiido interno produce particulas extremadamente estables con
emisiones de fluorescencia tipicamente reducidas. A menudo, estas perlas presentan una resistencia mayor al
fotoblanqueo. Puesto que el fluoréforo esta dentro de las perlas, los grupos de superficie estan disponibles para su
uso en la conjugacion de ligandos (proteinas, anticuerpos, acidos nucleicos, etc.) a la superficie de la perla. Por este
motivo, las perlas marcadas internamente se usan tipicamente en deteccion de analitos y en aplicaciones de
inmunoensayo. El marcado en superficie implica la conjugacién del fluor6foro a la superficie de la perla. Debido a
que los fluoréforos estén sobre la superficie de la perla, pueden interaccionar con su entorno como los fluoréforos
sobre la célula tefiida. El resultado es un estandar de perla que presenta las mismas propiedades de excitacion y
emision que las muestras de células tefiidas, bajo una variedad de condiciones diferentes, tales como la presencia
de contaminantes o cambios en el pH. La naturaleza "ambientalmente receptiva" de las perlas marcadas en
superficie las hace idealmente adecuadas para imitar muestras bioldgicas. Las perlas marcadas externamente se
usan con frecuencia como controles y estandares en varias aplicaciones utilizando deteccion por fluorescencia. Sin
embargo, la presente invencion contempla la asociacion de una perla con una marca fluorescente por medio de
cualquier medio.

Los términos "perlas fosforescentes"”, "perlas con fésforo" y "fésforos" se usan de forma intercambiable en el
presente documento. Lo que constituye una marca 6pticamente detectable fosforescente se entiende facilmente por
un experto en la técnica. Sin embargo, a modo de ejemplo, lo que de ningiin modo limita la invencion, los fosforos
adecuados incluyen particulas pequefias de ZnS, ZnS:Cu, éxido de Eu y otros fésforos usados en dispositivos de
presentacion.

Una marca 6pticamente detectable que comprende una "perla dopada" puede incluir una particula que comprende
cantidades oclusivas de uno o mas iones de elementos de transicion interna, tales como Eu, Y, Yb, Sm y similares.

Como se usa en el presente documento, se debe entender que el término "marca 6pticamente detectable" también
engloba mdltiples marcas épticamente detectables, mezclas de marcas Opticamente detectables, nanocristales
recubiertos, aleaciones y otras mezclas complejas que seran evidentes para el experto en la técnica. Se debe
considerar que el uso de todas estas marcas Opticamente detectables esta dentro del alcance de los métodos y
agentes descritos en el presente documento.

Ademas, la marca Opticamente detectable del reactivo puede comprender una marca Opticamente detectable
incorporada en la secuencia de polinucleétidos inmovilizada que esta unida o asociada de otro modo con la perla, en
lugar de que una perla esté asociada directamente con la perla por si misma.

En general, las perlas estan marcadas por el oligonucleétido de sonda o "etiqueta" inmovilizado. Esta etiqueta lleva
una amina interna (NHz) que después se modifica por conjugacion con un éster de succinimidilo de un colorante. En
el conjunto real, el colorante usado es BODIPY-TMR. Mezclando etiquetas marcadas y no marcadas y a
continuacion conjugando esta mezcla con las perlas, se pueden producir clases de perlas con diferentes niveles de
marcador fluorescente. Las proporciones usadas convenientemente estan en una serie de 1:5%; esto es, las
diferentes clases se producen usando la proporcion de etiquetas no marcadas: marcadas. En general, esto se
ejemplifica a continuacién en la tabla 4.
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Tabla 4 - Proporcion de etiguetas no marcadas con respecto a marcadas

Clase Cantidad rel. no marcada Cant. rel. marcada
Todos 0 Todos

Ninguno Todos 0

1/5 5 1

1/25 25 1

1/125 125 1

La marca Opticamente detectable se puede aplicar a una perla en un intervalo de concentraciones o intensidades,
proporcionando de este modo otra base sobre la que las perlas particulares "se pueden distinguir
fisioquimicamente”. Por ejemplo, si se considera que la intensidad detectable méaxima de la sefial de una marca
Opticamente detectable particular es del 100 %, la marca se puede aplicar a una gama de perlas para dar
intensidades de un 0 %, 2 %, 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 100 %.

En una realizacion, el conjunto de perlas de reactivos comprende perlas de 3,0 um, 3,5 um, 4,1 um, 5,0 um, 5,6 um
y 6,8 um, en el que las perlas de didmetro 3,0 um, 3,5 um y 4,1 um estan marcadas a un 0 % y 100 %, las perlas de
didmetro 5,0 estan marcadas a un 0 %, 100 % y 20 %y las perlas de diametro 5,6 um y 6,8 um estan marcadas a un
0 %, 100 %, 20 % y 4 %.

En otra realizacion, el conjunto de perlas de reactivos comprende perlas de 3,0 um, 3,5 um, 3,77 um, 5,0 um, 5,6 um
y 6,8 um. Todos los tamafios de perla, (excepto para 3,0 um que se divide por el nivel cero y el nivel alto de TMR),
se dividen de acuerdo con su respectivo nivel cero, nivel medio y nivel alto de TMR.

En otras realizaciones, los niveles de TMR de establecen de modo que durante la conjugacion de perla a oligo, se
usen oligos con proporciones definidas de oligo total con respecto a marcados con fllor para determinar
agrupaciones de TMR discretas. Por ejemplo, los niveles cero de TMR tienen oligos no marcados incluidos en
conjugacion; los niveles altos de TMR tienen una proporcién de oligo total con respecto a marcado con flior de 3:1
de oligos incluida en conjugacion; y los niveles medios de TMR tiene una proporcién de oligo total con respecto a
marcado con fldor de un 150:1 a un 80:1 incluida en conjugaciéon, dependiendo del tamafio de perla.

El componente de polinucledtido inmovilizado del reactivo, por ejemplo, cX,, cY y/o cZ se puede unir a una perla
usando cualquier medio conveniente.

El polinucledtido inmovilizado se puede encapsular en perlas durante su produccion o se puede unir a su superficie
post-produccion. EI método de eleccion usado para asociar el polinucledtido con la perla dependera del material
usado, como se establecera facilmente por el experto en la técnica. Ademas, se pueden realizar otros tratamientos,
incluida la silanizacion (recubrimiento del sustrato con silanos), sobre las perlas antes de la unién del polinucleétido
para incrementar la unién de dicho polinucleétido a la perla.

En general, las perlas se pueden recubrir con cualquier compuesto que se una de forma covalente, o se adsorba de
otro modo, a la superficie de la perla, y ademas, el reactivo también debe tener un resto quimico para la union de un
polinucleétido, tal como un grupo tiol, amina o carboxilo. Los ejemplos no limitantes de compuestos con estas
caracteristicas  incluyen silanos terminados en amino tales como amino-propiltrimetoxisilano y
aminopropiltrietoxisilano, asi como silanos terminados en tiol tales como tio-propiltrimetoxisilano y tio-
propiltrietoxisilano. Ademas de los silanos, los compuestos tales como poli-L-lisina que se unen de forma no
covalente a la superficie de vidrio y absorben de forma electrostatica los grupos fosfato del polinucleétido también
estan dentro del alcance de la presente invencion. Por lo tanto, otros compuestos, incluidos otros silanos adecuados
para la unién de un polinucleétido a una superficie se identificaran facilmente por el experto en la técnica, y la
presente invencién no se limita por la eleccién del compuesto.

El polinucleétido se puede unir a la perla usando cualquier medio conveniente; esto se realiza tipicamente por
adsorcion fisica o unién quimica. Ademas, las perlas se pueden cubrir adicionalmente con un agente que promueva
0 incremente la adsorcion o la unién del polinucleétido a la superficie de la perla, tal como amino-silanos. Sin
embargo, otros agentes que realizan esta funcion se identificaran facilmente por expertos en la técnica. En algunas
otras realizaciones, el polinucleétido se conjuga de forma covalente a la perla por un grupo acridita del oligo que
reacciona con un grupo tiol de la perla.

En otra realizacion, la molécula de acido nucleico se une a la perla por medio del Universal Anchoring System (UAS)
(marca registrada: Genera Biosystems). En resumen, este sistema implica el uso de una molécula de acido nucleico
"puente” para ligar una secuencia de "etiqueta" de acido nucleico sobre el sustrato con una secuencia diana. La
secuencia "puente” es parcialmente complementaria a la secuencia de la etiqueta y parcialmente complementaria a
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la secuencia diana, de modo que la secuencia pueden se puede unir a las secuencias tanto de la etiqueta como de
la diana y sujetarlas en el alineamiento de modo que las secuencias de etiqueta y diana se puedan ligar usando una
ligasa. EI UAS también esta disponible comercialmente y se describe en detalle en
www.generabiosystems.com/generabiosystems/technology/UAS/. Sin embargo, no se debe considerar que la
presente invencién limite de ningin modo este método particular de ligar una molécula de acido nucleico a un
sustrato.

La determinacion de si se ha producido la unién entre un amplicon y un reactivo se puede realizar usando cualquier
metodologia que permita la localizacion de una marca de amplicén unida a un reactivo que se puede distinguir
fisioquimicamente particular. En una realizacion particularmente preferida, se usa citometria de flujo.

La citometria de flujo se puede definir como una tecnologia para medir propiedades de particulas o células mientras
se mueven, o fluyen, en suspension liquida. Se puede hacer una analogia con un articulo mas familiar de equipo de
laboratorio, el microscopio, para describir adicionalmente esta tecnologia. La mayoria de los microscopios tienen los
siguientes componentes:

Una fuente de luz

El microscopio tipico usa una bombilla para iluminar el objeto. En el citmetro de flujo, la fuente de luz a menudo es
un laser. Se usan laseres porque proporcionan un haz concentrado e intenso de luz monocromatica. El caracter
monocromatico de la luz es especialmente importante en la realizacion de medidas de fluorescencia.

La fase

En un microscopio, la fase es movible para permitir el paso del objeto al campo de vision de un objetivo. En
citometro de flujo, las células o particulas estan en suspension liquida. El liquido fluye en respuesta a la presion de
aire, pasa por delante del objetivo, llevando asi las células o particulas a través del campo de vision.

La lente
Tanto en el microscopio como en el citometro de flujo, la lente recoge luz del objeto.
Los filtros

Algunos microscopios tienen filtros para seleccionar las caracteristicas de la luz que son mas importantes para el
observador. Esto es particulamente cierto en los microscopios de fluorescencia. En fluorescencia, las moléculas de
colorante se excitan por luz de una longitud de onda caracteristica, que a continuacién producen luz emitida de una
longitud de onda méas larga. Los filtros retiran la luz de excitacion para permitir que la luz de emisién se observe o se
mida.

Los detectores

En un microscopio, el detector de luz es el observador. El citometro de flujo usa detectores de luz altamente
sensibles denominados tubos fotomultiplicadores (PMT). Los detectores deben poder medir los destellos breves de
luz emitida de las células o particulas que se mueven de una en una en cada tiempo a través del campo de vision
del objetivo a velocidades de hasta varios miles por segundo.

La mayoria de los citdémetros de flujo pueden medir tanto dispersién de luz como fluorescencia.

En determinadas realizaciones preferidas, las perlas se detectan y/o se clasifican de acuerdo con los métodos de la
presente invencion usando citometria de flujo. La presente invencién, sin embargo, no se limita de ningiin modo al
método o aparato de citometria de flujo particular descrito anteriormente en el presente documento. Este ejemplo se
proporciond sélo con fines ilustrativos y la presente invencion no se limita a un instrumento o método de acuerdo con
el ejemplo proporcionado.

Usando citometria de flujo, el tamafio de una perla dada se puede determinar por dispersion de luz del objeto.

La dispersion de luz es la interaccion de luz y materia. Todos los materiales, incluidas las perlas, dispersaran luz. Se
compone en gran parte de luz que se refleja o se refracta. La posicion desde la que se ve un objeto a menudo
determina lo que se puede decir sobre él. En el citometro de flujo, los detectores de dispersion de luz normalmente
estan situados opuestos al laser (con relacion a la célula o particula), y a un lado del laser, en linea con la
interseccion de flujo de fluido/haz de luz. Las medidas realizadas por estos detectores se denominan dispersién de
luz directa y dispersion de luz lateral, respectivamente.

La dispersion de luz directa proporciona alguna informacion sobre el tamafio relativo de las células o particulas
individuales, mientras que la dispersion de luz lateral proporciona alguna informacion sobre la granularidad relativa
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de las perlas individuales. A menudo se usan en combinacion para distinguir las diferentes categorias principales de
leucocitos en sangre de mamifero no separada, pero también son (tiles en una gran variedad de otros ensayos,
tales como la determinacion del tamafio de una microparticula.

Los inventores de la presente invencién han determinado que la citometria de flujo puede distinguir entre perlas de
aproximadamente 3,0 um, aproximadamente 3,5um, aproximadamente 4,1 um, aproximadamente 5,0 um,
aproximadamente 5,6 um y aproximadamente 6,8 um de diametro. Los inventores de la presente invencion también
han determinado que la citometria de flujo puede distinguir entre perlas de aproximadamente 3,0 um,
aproximadamente 3,5 um, aproximadamente 3,77 um, aproximadamente 5,0 um, aproximadamente 5,6 um vy
aproximadamente 6,8 um de diametro. Se pueden distinguir aln otras clases de perlas, tales como de entre 5,0 y
5,6 y 5,6 y 6,8. En consecuencia, los inventores de la presente invencion han identificado que la citometria de flujo
puede diferenciar al menos hasta 6 tamafios diferentes de perlas.

Ademas de la deteccion por tamafio, tipicamente los citdmetros de flujo tienen uno o mas laseres y detectores para
la deteccion de fluorescencia en una muestra. La fluorescencia es la propiedad de una molécula de absorber luz de
una longitud de onda particular y reemitir luz de una longitud de onda mayor. El cambio de longitud de onda se
refiere a una pérdida de energia que tiene lugar en el proceso. Es una caracteristica que hace que la fluorescencia
sea extremadamente Util: se pueden usar filtros para excluir la luz de excitacion del detector de luz o del observador.
Por tanto, la Unica luz medida u observada se origina del fluoréforo. La interferencia del fondo o la luz desviada que
choca con los detectores es extremadamente baja.

Existen muchos colorantes fluorescentes que son Utiles para la citometria de flujo. Se unen a una variedad de
componentes citoquimicos, tales como acidos nucleicos; proteinas; receptores de membranas celulares, nucleares y
citoplasmicos especificos; moléculas iénicas intracelulares; y muchos mas. Una propiedad clave de un colorante
fluorescente que determina su potencial para su uso en un ensayo citométrico de flujo es la longitud de onda de
excitacion, es decir, debe coincidir con las longitudes de onda disponibles de la fuente de luz.

En otros aspectos, se divulgan métodos para diagnosticar una infeccion por un analito patogénico en un sujeto,
comprendiendo dicho método:

(i) obtener una muestra biologica del sujeto que comprende putativamente dicho analito patogénico,
(i) aislar &cido nucleico de dicha muestra,

(lii) amplificar el &cido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicon que es distinto para
dicho analito o una cepa particular de dicho analito,

(iv) amplificar opcionalmente una secuencia de &cido nucleico de control del sujeto,
(v) efectuar opcionalmente el marcado del/de los amplicon/amplicones enumerados en las etapas (iii) y/o (iv),

(vi) hibridar el/los amplicon/amplicones marcados a un conjunto de perlas de reactivos en los que cada miembro del
conjunto de perlas comprende una molécula de acido nucleico que tiene complementariedad con una secuencia de
nucleétidos del analito o una cepa particular del analito o una secuencia de nucleétidos de control, unida o asociada
de otro modo con una perla que se puede distinguir fisioquimicamente, y

(vii) determinar a qué reactivo se ha unido un amplicon;

en el que la asociacion de un amplicon con un reactivo particular es indicativa de una infeccion por el analito en el
sujeto.

En otros aspectos, la hibridacidn se produce en presencia de al menos una secuencia de oligonucleétidos sefial.

En otros aspectos, la hibridacion se produce en presencia de al menos una secuencia de oligonucleétidos de
bloqueo.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" se refiere cualquier organismo que pueda ser
susceptible de infeccion por otro analito. Como tal, un "sujeto” incluye, pero no se limita a animales, plantas, hongos
y bacterias (que se pueden infectar por un bacteriéfago). Como se usa en el presente documento, el término
"animal" incluye preferentemente un mamifero y mas preferentemente un primate incluido un primate inferior y ain
mas preferentemente, un ser humano. Sin embargo, el término "animal" también incluye especificamente especies
de granja tales como reses, caballos, ovejas, cerdos, cabras y asnos asi como animales de laboratorio. Los
ejemplos de animales de ensayo de laboratorio incluyen ratones, ratas, conejos, cobayas y hamsteres. Los conejos
y animales roedores, tales como ratas y ratones, proporcionan un sistema de prueba o modelo animal conveniente
como lo hacen los primates y primates inferiores. También estan contemplados animales no mamiferos tales como
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especies aviares, pez cebra, anfibios (incluidos sapos de cafia) y especies Drosophila tales como Drosophila
melanogaster.

El "sujeto” también puede ser distinto de animal, tal como una planta. El término "planta” incluye especificamente
plantas de valor agricola tales como plantas de cereales (por ejemplo, trigo, cebada, avena, centeno, triticale y
maiz), arroz, arboles frutales (por ejemplo, manzanos, bananos, mangos y naranjos), cafia de azUcar, plantas de
cultivo horticultural horticolas (por ejemplo, patatas, zanahorias y cebollas) y similares.

La presente invencion proporciona métodos in vitro para diagnosticar infeccion por VPH en un sujeto humano,
comprendiendo dicho método:

() aislar el acido nucleico de una muestra se habia obtenido a partir de un sujeto humano; que comprende
putativamente VPH

(i) amplificar el acido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicon que es distinto para
dicho analito o una cepa particular de dicho analito;

(iii) amplificar opcionalmente una secuencia de acido nucleico de control del ADN gendmico del sujeto humano;

(iv) efectuar opcionalmente el marcado del/de los amplicon/amplicones enumerados en las etapas (i) y/o (iii);

(v) hibridar el/los amplicén/amplicones marcados a un conjunto de perlas de reactivos en los que cada miembro del
conjunto de perlas comprende una molécula de acido nucleico que tiene complementariedad con una secuencia de
nucleétidos de VPH o una cepa de VPH particular o una secuencia de nucledtidos de control, unida o asociada de
otro modo con un sustrato que se puede distinguir fisioquimicamente en el que la hibridacién se produce en
presencia de al menos una secuencia de oligonucleétidos de bloqueo; y

(vi) determinar a qué reactivo se ha unido un amplicon;

en el que la asociacion de un amplicédn con un reactivo particular es indicativa de una infeccién por VPH en el sujeto
humano.

En otros aspectos, la hibridacion se produce en presencia de al menos una secuencia de oligonucledétidos sefial.

En otros aspectos, la hibridacion se produce en presencia de al menos una secuencia de oligonucleétidos de
bloqueo.

En algunos aspectos, la presente invencién también contempla métodos para determinar el riesgo de que un sujeto
humano desarrolle una enfermedad asociada con una o mas cepas de VPH, comprendiendo dicho método:

(i) aislar el acido nucleico de una muestra se habia obtenido a partir de un sujeto humano, que comprende
putativamente VPH

(i) amplificar el acido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicén que es distinto para
dicho analito o una cepa particular de dicho analito;

(iii) amplificar opcionalmente una secuencia de &cido nucleico de control del ADN gendmico del sujeto humano;

(iv) efectuar opcionalmente el marcado del/de los amplicén/amplicones enumerados en las etapas (ii) y/o (iii);

(v) hibridar el/los amplicén/amplicones marcados a un conjunto de perlas de reactivos en los que cada miembro del
conjunto de perlas comprende una molécula de acido nucleico que tiene complementariedad con una secuencia de
nucleétidos del VPH o una cepa de VPH particular o una secuencia de nucleétidos de control, unida o asociada de
otro modo con un sustrato que se puede distinguir fisioquimicamente; y

(vi) determinar a qué reactivo se ha unido un amplicon;

en el que la asociacion de un amplicon con un reactivo particular que comprende un polinucleétido que es
complementario a una cepa de VPH asociada con una enfermedad particular, es indicativa de un incremento en el
riesgo de dicha enfermedad en el sujeto.

En otros aspectos, la hibridacién se produce en presencia de al menos una secuencia de oligonucle6tidos sefial.

En otros aspectos, la hibridacion se produce en presencia de al menos una secuencia de oligonucleétidos de
bloqueo.
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Cuando se produce el marcado de los amplicones como se indica en la parte (v), se marcan tanto los amplicones
como las perlas.

Las enfermedades ejemplares asociadas con una o mas cepas de VPH particulares incluyen las presentadas en la
tabla 3. En consecuencia, en algunos aspectos, la presente invencion pro+ métodos para diagnosticar un incremento
en el riesgo de un sujeto de desarrollar una enfermedad particular identificando especificamente qué cepa VPH esta
infectando al sujeto. En determinadas realizaciones particularmente preferidas, los métodos estan adaptados para
determinar el riesgo de un sujeto humano de desarrollar cancer cervical.

La presente divulgacion comprende ademas kits de diagnéstico para su uso de acuerdo con los métodos descritos
en el presente documento, incluido diagnosticar una infeccion por VPH en un sujeto a humano y/o evaluar el riesgo
de un sujeto humano de desarrollar una enfermedad asociada con el VPH, incluido cancer cervical. Los kits
comprenden un conjunto de perlas de reactivos de los que cada uno comprende un polinucledtido que es
complementario con una secuencia de nucleétidos de una cepa de VPH particular, unida o asociada de otro modo
con un sustrato que se puede distinguir fisioquimicamente. Opcionalmente, los kits también pueden comprender
cebadores que se unen a secuencias conservadas entre diferentes cepas de VPH, pero generan un amplicon que
comprende distintas secuencias de nucleétidos para cada cepa de VPH en los que el amplicon generado es
putativamente complementario con un polinucle6tido unido a o asociado de otro como con una o0 mas perlas que se
pueden distinguir fisioquimicamente del kit.

En alguna realizacion, los conjuntos de perlas de reactivos comprenden al menos grupos de perlas, que comprende
cada uno un didmetro de uno cualquiera de aproximadamente 3,0 um, aproximadamente 3,5 um, aproximadamente
4,1 um, aproximadamente 5,0 um, aproximadamente 5,6 um y aproximadamente 6,8 um. En otra realizacion
preferida, cada grupo de tamafio de perlas comprende uno o mas subgrupos de microesferas cada uno con una
marca fluorescente en un intervalo de intensidades diferentes. La marca fluorescente es TMR y se puede aplicar a
intensidades de aproximadamente el 0 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 20 % y aproximadamente
el 100 %.

En otras realizaciones, los conjuntos de perlas de reactivos comprenden al menos grupos de perlas, que comprende
cada uno un diametro de uno cualquiera de aproximadamente 3,0 um, aproximadamente 3,5 um, aproximadamente
3,77 um, aproximadamente 5,0 um, aproximadamente 5,6 um y aproximadamente 6,8 um. Los niveles de TMR de
establecen de modo que durante la conjugacién de perla a oligo, se usen oligos con proporciones definidas de oligo
total con respecto a marcados con flior para determinar agrupaciones de TMR discretas. Por ejemplo, los niveles
cero de TMR tienen oligos no marcados incluidos en conjugacion; los niveles altos de TMR tienen una proporcion de
oligo total con respecto a marcado con flior de 3:1 de oligos incluida en conjugacion; y los niveles medios de TMR
tiene una proporcion de oligo total con respecto a marcado con flior de un 150:1 a un 80:1 incluida en conjugacion,
dependiendo del tamafio de perla.

En otras realizaciones, los kits comprenden los cebadores GP5+ y GP6+ y opcionalmente los cebadores MLC1_F y
MLC1_R.

En otras realizaciones, los kits comprenden los cebadores GP5d2+ y T7aGP6d+ y opcionalmente los cebadores
micl_95fy T7amlcl_275r.

En otras realizaciones, los kits comprenden los cebadores GP5d3+ y T7aGP6d+* y opcionalmente los cebadores
micl_95fy T7amlcl_275r.

La presente invencion incluye realizaciones adicionales de pares de cebadores en las que los cebadores
individuales directos (por ejemplo, GP5+, GP5d2+, etc.) e inversos (por ejemplo, GP6+, T7aGP6d+) descritos en el
presente documento se combinan entre si.

Los kits también pueden estar en forma de chips o soportes de fase sélida, denominados comunmente biochips.
Todos o parte de los reactivos usando en el ensayo objeto se pueden incorporar en un biochip o miniaturizar en un
nanoensayo. Aunque la citometria de flujo es particularmente Util en la medida de los rendimientos del ensayo
objeto, los biochips se pueden usar para medir 0 automatizar otras sefiales tales como las asociadas con ensayos
en modo de galeria de susurros.

A pesar de las intensidades fluorescentes en un aspecto preferido del método de multiplexacion, otras formas de
identificacion estan englobadas por la presente invencién. Un método alternativo de este tipo incluye la deteccion en
modo de galeria de susurros (WGM). En esta realizacién, un marcador fluorescente se incorpora en perlas de un
subconjunto o se incorpora 0 se une a ADN sobre la superficie de las perlas. Este marcador fluorescente puede
excitar los WGM con un laser o fuente de luz blanca desenfocada o con fuente de luz blanca desenfocada filtrada.

Los WGM permiten que sélo determinadas longitudes de onda de luz se emitan desde la particula. El resultado de

este fendbmeno es que las bandas de emision anchas normales (de 10-100 nm de ancho) de, por ejemplo, un
fluoréforo se restrinjan y aparezcan como una serie picos agudos que corresponden eficazmente a patrones de luz

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2403729 T3

de modo permanente dentro de la particula. De acuerdo con la presente invencion, se ha determinado que el pefrfil
en WGM es extremadamente sensible a cambios en la superficie de la particula microesferoide y que el perfil en
WGM cambia cuando la particula microesferoide interacciona con analitos o moléculas dentro de su entorno.

En consecuencia, otros aspectos de la presente invencién contemplan métodos de deteccion de un analito tal como
un amplicon de una cepa de VPH que comprenden una secuencia especifica de cepa, comprendiendo dicho método
poner en contacto al menos un conjunto de particulas microesferoides con una muestra que comprende
putativamente dicho analito, en los que cada particula dentro de un conjunto de particulas microesferoides
comprende una marca 6pticamente detectable y un compafiero de union putativa inmovilizado de dicho analito (por
ejemplo, un cebador o0 sonda que puede unir, capturar o inmovilizar de otro modo un amplicén de una cepa de VPH)
en el que cada conjunto de particulas tiene un perfil de WGM definido, en el que la unién de dicho analito a dicho
compafiero de unién inmovilizado da como resultado un cambio en dicho perfil de WGM de dicho al menos un
conjunto de particulas microesferoides que es indicativo de la presencia de dicho analito.

Los métodos de la presente invencién se pueden aplicar para detectar la modulacioén en el perfil de WGM de una
particula microesferoide en los que dicha modulacion resulta de la deteccion de la unién o asociacion de otro modo
de moléculas en una muestra para la unién potencial de particulas inmovilizadas en la superficie de la particula
microesferoide. La deteccion de reacciones de union entre un analito y su compariero de unién en base a cambios
sensibles en perfiles de WGM permite la identificacion y el aislamiento de los analitos.

Una caracteristica de la presente invencién es que las particulas microesferoides se pueden excitar con una amplia
gama de fuentes de luz, lo que facilita la medida en muchos perfiles de WGM diferentes.

Una "marca Opticamente detectable” puede ser cualquier molécula, d&omo o ion que emite fluorescencia,
fosforescencia y/o incandescencia. En algunas otras realizaciones preferidas de la presente invencion, la marca
Opticamente detectable es un fluoréforo, que puede englobar una gama de marcas Opticamente detectables tales
como fluoréforos y colorantes quimicos asi como puntos cuanticos.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona al menos una particula microesferoide que comprende
una particula de latex o silice que se vuelve de 100 um de didmetro, se marca con una marca Opticamente
detectable, tal como un fluoréforo o punto cuantico, comprendiendo ademas la particula un compafiero de union
putativa de un analito que se va a detectar. Un ejemplo es una molécula de acido nucleico de captura que se puede
unir a un amplicén de VPH generado por la amplificacién usando dos cebadores para una regién conservada del
genoma del VPH que flanquea una region especifica de cepa. La marca 6pticamente detectable se puede detectar a
longitudes de onda visible y la particula microesferoide presenta uno o mas perfiles de WGM. Uno o mas de los
perfiles de WGM de la particula microesferoide modula de forma detectable cuando el analito interacciona con el
compafiero de unién inmovilizado sobre la particula. Cualquier cambio de este tipo en el perfil WGM es indicativo de
la presencia de un analito que se ha unido a su compafiero de union.

Se pueden incluir oligos de bloque con las perlas durante la hibridacion del amplicén a las perlas. Los oligos de
bloque tienen puntos deliberados de diferencia de las correspondientes regiones de unién perla-sonda de los
amplicones monocatenarios. Pueden ser un oligo de bloque para cada perla-sonda en la mezcla. Se pretende que
los oligos de blogue actien como filtros montados apropiadamente. En el contexto de una desnaturalizacion térmica
seguido de una disminucion lenta en la temperatura, los acontecimientos de hibridacion mas eficaces se producen
en primer lugar. Los amplicones especificos de tipo se unen a la perla-sonda emparejada de acuerdo con el tipo
desde el principio. Los oligos de bloque se pueden unir a y saturar las perlas-sondas mas abajo del perfil térmico.
Esto puede evitar que se produzcan acontecimientos de hibridacion de tipo cruzado (en los que entre tipos hay mas
puntos de diferencia en regiones de unién a sonda en comparacion con los oligos de bloque) u otras hibridaciones
no especificas tales como amplicones, incluidos productos cebador-dimero. Un oligo de bloque puede estar presente
para el control en humanos asi como los tipos VPH. Los ejemplos de oligos de bloque se describen en la tabla 2
anterior. El nivel de similitud entre los oligos de bloque y la secuencia complementaria con la regiéon de sonda de
perla especifica de tipo (para la que se disefia el bloqueo) puede ser de entre el 40 % y el 95 %. Otro ejemplo del
nivel de similitud es entre el 75 % y el 85 %.

Se pueden usar oligos de sefial como alternativas al uso de cebadores de PCR marcados directamente con flior
para generar la sefial. Los oligos de sefial son sondas marcadas con flior que se unen a productos de amplicdn en
un sitio diferente de la regién perla-sonda para proporcionar un complejo perla-sonda/amplicén/oligo de sefial
después de la hibridacién. Las ventajas de su uso serian: excluir el requisito del marcado con flGor (y manipulacion
excesiva) del cebador de PCR durante la produccién, uso de mucho menos oligo marcado con fllor para una
sensibilidad equivalente (y beneficios de coste), reduccion del fondo de flior de modo que se logre una mayor
sensibilidad sin etapas de lavado (beneficios de riesgo y manipulacién), incremento en la sensibilidad en ausencia
de oligos de bloque debido a un nivel extra de 'anidado' en el complejo de hibridacién, y uso potencial de mas
producto de PCR en las etapas de 'deteccion'. Todos estos beneficios facilitarian un enfoque de 'tubo individual'. Los
ejemplos de oligos de sefial se describen en la tabla 2 anterior.
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De forma alternativa, se puede usar un colorante especifico de ADN bicatenario, tal como el colorante SYBR Green |
como un modo de unir la sefial al amplicén sobre la perla junto a o en lugar de los oligos de sefial.

La presente invencion se describe adicionalmente por los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1
Diagnostico de VPH - aislamiento y purificacion de ADN

En la figura 1 se muestra un perspectiva general del protocolo de extraccién de ADN usado para aislar ADN del
método de diagndstico de VPH.

Como se muestra en la figura 2, se us6 PCR para amplificar la muestra de ADN. Se usaron los cebadores GP5d2+ y
T7aGP6d+ para generar un amplicon para cualquier cepa de VPH que estaba presente en la muestra de ADN. El
cebador T7aGP6d+ comprendia una marca fluorescente, especificamente A647 para permitir la visualizacion
posterior de la unién a amplicon a los agentes de unién. Los amplicones viricos generados comprendian tanto una
region conservada (Y) que se conserva entre todas las cepas de VPH examinadas como una region que es variable
(es decir, especifica de cepa) entre cepas del VPH, X, donde n representa una regioén variable asociada con cada
cepa de VPH. Los compafieros de union inmovilizados sobre perlas se unen especificamente al genoma especifico
de cepa de VPH.

Ademas, también se generd un amplicén a partir del ADN gendmico del sujeto humano usando los cebadores
micl_95f y T7amlcl_275r para servir como control. En este caso, el cebador T7amlcl_275r también llevaba una
marca A647.

Ejemplo 2
Diagnéstico de VPH - Deteccion Multiplex

Se hibridaron los amplicones generados en el ejemplo 1 a una matriz de agentes de union, llevando cada uno un
polinucleétido que es complementario a la region variable del amplicén virico putativo generado de cada una de las
cepas del VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67 y 68 (X1 a Xi6). Véase la tabla 2 para las
secuencias de nucleodtidos de los acidos nucleicos de captura inmovilizados en las perlas. Ademas, la matriz puede
comprender adicionalmente un agente de union que comprende un polinuclettido que es complementario a la regién
conservada de los amplicones viricos de VPH (Y). Finalmente, se incluye un agente de union que comprende un
polinucledtido que es complementario a la secuencia del amplicén de control humano. El &cido nucleico de captura
puede ser ADN o ARN. Si se usa ARN, se puede requerir una transcriptasa inversa para generar ARN del amplicén
de ADN.

Cada uno de los agentes de unién en la matriz comprende una microesfera o perla con un tamafio distinto y una
intensidad distinta de marca fluorescente (TMR). Las perlas que comprenden diametros de 3,0 um, 3,5 um, 3,77 pum,
5,0 um, 5,6 umy 6,8 um se pueden diferenciar entre si usando citometria de flujo, como se muestra en la figura 4.
Para cada tamafio de microesfera dado, se incorporé una marca fluorescente (TMR) en intensidades relativas del
0 %, aproximadamente 150-80;1 (medio), y aproximadamente 3:1 (alto). Estas intensidades de marca se podian
distinguir claramente usando citometria de flujo.

Ejemplo 3

Comparacion del método de deteccion Multiplex con diagnostico de VPH tradicional

La tabla 5, a continuacién, proporciona una vision general que compara el método de deteccion de VPH multiplex de
la presente invencion con el proporciona histolégico actual para el diagnéstico de VPH.

Tabla 5

Comparacion de métodos de diagndstico de VPH

Método de diagnostico de VPH |Rendimiento Informe Controles

Las 13 cepas de "alto

1600 por dia, por riesgo” identificadas

Presente invencién control interno, control positivo,

instrumento L control de ADNg humano
individualmente
Clase de “alto riesgo"|sin control interno, control
Método basado histolégico 350 por dia generalmente positvo de "bajo riesgo",

identificada control positivo de "alto riesgo
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Ejemplo 4

Prueba de sensibilidad para metodologia de sonda

GBHPVI3, GBHPVI], GBHPV{3, GBHPVI7, GBHPVI(7, GBHPVI(7,
GBHPVN n GBHPVr2 ” GBHPV3 {1 GBHPV @ GBHPVR2 §j GBHPVI]

4 Z
- i3 SB 59%. W 65 6 99 ° 1B ad b 6 45 % 39 15 4% %5 5 1 45 55 <9
xx1 51 68 - 3 S 8 - 1 5 8 - 39St 8 - 3 5 S8 - 19 51 sa

an a&w CL A ae AL : ceon on wher - e ..

GBHPVIS, GBHPVIS, GBHPVIS, GBHPVIS, GBHPVI8, GBHPVIB,
GBHPVrt GBHPVr2 GBHPVI3 _ GBHPVI GBHPV2 GBHPVI3

N 8
o ] =
'Y 16 45 58 59 16 45 % 59 ° 15 25 55 59 - 16 45 56

R -2 1} .7 39 %1 58 T 33 51 58 X 19 51 58x
tae e e co1: 0O .eo o ERR] -

Analisis electroforético en gel de agarosa de productos de PCR después de la amplificacion de plasmidos que
contienen insercion especifica de tipo de VPH usando varias combinaciones de cebadores

Se cargaron cinco microlitros de cada producto junto con carriles que contenian 5 microlitros de la escalera de ADN
HyperladderlV. Las reacciones se sometieron a plantilla con 40000 copias de plasmido especifico de tipo (los
nameros en los carriles indican el tipo) y se sometieron a 40 ciclos de amplificacion usando una temperatura de
apareamiento de 44 °C. Una 'X' en los carriles indica reacciones no analizadas debido a la pérdida evaporativa
durante la PCR. Un '-' en los carriles indica controles sin plantilla. Se usaron 200 o 100 copias de plasmidos
especificos de tipo junto con ADN gendmico humano Jurkat para someter a plantilla PCR que empleaban GBHPV{3+
y GBHPVrl multiplexados con MLC1_95f y T7aMLC1_275r. Se realizaron cuarenta y ocho ciclos de amplificacion
usando una temperatura de apareamiento de 44 °C. Se realiz6 el andlisis por citometria de flujo después de
digestion por lambda exonucleasa e hibridacion a perlas de sonda PapType. Los controles sin plantilla
proporcionaron resultados negativos entre tipos. Todos los tipos probados: 6, 11, 16, 18, 31, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66 y 68 proporcionaron resultados positivos usando 200 copias de plasmidos especificos de tipo. Todos los tipos
anteriores excepto 51 y 59 proporcionaron resultados positivos usando 100 copias de plasmidos especificos de tipo,
lo que indica un sistema muy sensible y relativamente objetivo.

Cuando se usan intervalos en el presente documento para propiedades fisicas, tales como temperatura 0 nimero de
nucleétidos en una secuencia, se pretende que todas las combinaciones y subcombinaciones de intervalos y
realizaciones especificas de los mismos estén incluidas.

Los expertos en la técnica apreciaran que la invencion descrita en el presente documento es susceptible a
variaciones y modificaciones distintas de las descritas especificamente. Se debe entender que la invencién incluye
todas estas variaciones y modificaciones. La invencidon también incluye todas las etapas, caracteristicas,
composiciones y compuestos referidos o indicados en esta memoria descriptiva, de forma individual o colectiva, y
cualquiera o todas las combinaciones de cualquiera 0 mas de dichas etapas o caracteristicas.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjunto de perlas para detectar una cepa del VPH y/o para diferenciar entre dos o mas cepas del VPH, en los
que el conjunto de perlas comprende una pluralidad de familias o una pluralidad de subconjuntos de perlas que
tienen:

(@) al menos dos subconjuntos de perlas, en los que cada subconjunto de perlas se puede distinguir
fisioquimicamente de cualquier otro subconjunto de perlas en base, al menos, al tamario, o

(b) al menos un subconjunto de perlas que tienen al menos dos familias, en el que las perlas en un subconjunto de
perlas son homogéneas en tamafio unas con respecto a otras, y se pueden distinguir fisioquimicamente en dos o
mas familias de perlas en base al nivel de marcado que contiene cada una, o

(c) una combinacioén de dichas familias de perlas y dichos subconjuntos de perlas;
y en los que:

las perlas dentro de cada familia de perlas de un subconjunto estan cada una acopladas a una sonda de captura de
acido nucleico opcionalmente marcada que se puede unir a una region especifica de cepa de VPH de un genoma de
VPH u, opcionalmente, a al menos una de una secuencia de acido nucleico de control, siempre que cualquier sonda
de captura de &cido nucleico o secuencia de 4cido nucleico de control esté marcada con la misma marca que otras
sondas de captura marcadas o secuencia de &cido nucleico en el subconjunto de perlas, y que dentro de cualquier
subconjunto de perlas individual, cada familia de perlas del mismo tiene una intensidad fluorescente diferente, en los
gue la sonda de captura de acido nucleico se selecciona de SEQ ID NOs:46-63; y

en los que la region especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH es un amplicén generado amplificando
acido nucleico a partir de una muestra biolégica que se ha obtenido de un sujeto humano, que comprende
putativamente VPH, en los que el amplicén es distinto para dicho VPH o una cepa particular de dicho VPH, y en los
que el amplicon se genera usando un par de cebadores de amplificacion de oligonucledtidos de un cebador directo y
un cebador inverso, en los que el cebador directo del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en
SEQ ID NO:1-8, y el cebador inverso del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:9-
12, y en los que al menos uno de los cebadores directos e inversos esta conjugado a una protuberancia en el
extremo 5' terminal del cebador; y

en los que cada familia de perlas es especifica para la deteccion de una cepa de VPH diferente de cualquier otra
familia de perlas en el conjunto de perlas; en los que dicho conjunto de perlas puede identificar una o mas cepas de
VPH especificas por medio de analisis del tamafio de perla, intensidad fluorescente, o discriminacion de secuencias
de la al menos una familia de perlas o subconjunto de perlas, usando citometria de flujo.

2. El conjunto de perlas de la reivindicacion 1, en el que la protuberancia del cebador directo se selecciona del grupo
que consiste en:

CAATCAGC, ACAAT, GGAACAAT, GGAAC, CAGCTT, ATTACC, CTGTT, /5Phos/CAATCAGC, /5Phos/ACAAT,
/5Phos/GGAACAAT, /5Phos/GGAAC, /5Phos/CAGCTT, 5Phos/ATTACC, y /5Phos/CTGTT.

3. El conjunto de perlas de la reivindicacion 1, en el que los tamafios de perla se seleccionan del grupo que consiste
en: 3,0 um, 3,5 um, 3,77 um, 5,0 um, 5,6 umy 6,8 um.

4. El conjunto de perlas de una de las reivindicaciones 1-3 en el que las perlas marcadas se marcan con un
fluorocromo seleccionado del grupo que consiste en: hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azul
Cascade, amarillo Lucifer, NBD, ficoeritrina (PE), PerCP, aloficocianina, Hoechst 33342, DAP1, azul SYTOX,
Hoechst 33258, cromomicina A3, mitramicina, YOYO-1, verde SYTOX, naranja SYTOX, 7-AAD, naranja de acridina,
TOTO-1, To-PRO-1, naranja de tiazol, TOTO-3, TO-PRO-3, LDS 751, Alexa Fluro-350, Alexa Fluro-430, Alexa Fluro-
488, Alexa Fluro-532, Alexa Fluro-546, Alexa Fluro-555, Alexa Fluro-556, Alexa Fluro-594, Alexa Fluro-633, Alexa
Fluro-647, Alexa Fluro-660, Alexa Fluro-680, Alexa Fluro-700 y Alexa Fluro-750, BoDipy 630/650 y BoDipy 650/665,
los colorantes CY Cy2, Cy3, Cy3,5, Cy5, Cy-5,5 y Cy7, 6-FAM (fluoresceina), PE-Cy5, PE-Cy7, fluoresceina dT,
Hexaclorofluoresceina (Hex), 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE), colorantes Oregon Green 488-
X'y 514, colorantes rodamina X-rodamina, lisamina rodamina B, verde rodamina, rojo rodamina, y ROX, TRITC,
tetrametilrodamina (TMR), carboxitetrametilrodamina (TAMRA), tetraclorofluoresceina (TET), Rojo 6E, FluorX,
BODIPY-FL, colorante SYBR Green I, y rojo Texas.

5. El conjunto de perlas de la reivindicacion 4 en el que las perlas marcadas se marcan con TMR.

6. El conjunto de perlas de la reivindicacion 1 que comprende de 2 a 17 familias de perlas.
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7. El conjunto de perlas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el conjunto de perlas comprende
17 familias de perlas.

8. El conjunto de perlas de la reivindicacion 1, en el que las dos o mas cepas del VPH se seleccionan de las cepas
6,11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.

9. Un método para preparar un conjunto de perlas para su uso en la deteccién de una cepa de VPH y/o
diferenciacion entre dos o mas cepas de VPH, comprendiendo el método seleccionar una pluralidad de familias o
subconjuntos de perlas en base al tamafio, intensidad fluorescente, o ambos, que comprende proporcionar:

(@) al menos dos subconjuntos de perlas, en los que cada subconjunto de perlas se puede distinguir
fisioquimicamente de cualquier otro subconjunto de perlas en base, al menos, al tamario, o

(b) al menos un subconjunto de perlas que tienen al menos dos familias, en el que las perlas en un subconjunto de
perlas son homogéneas en tamafio unas con respecto a otras, y se pueden distinguir fisioquimicamente en dos o
mas familias de perlas en base al nivel de marcado que contiene cada una, o

(c) una combinacion de dichas familias de perlas y dichos subconjuntos de perlas;
y en los que:

las perlas dentro de cada familia de perlas de un subconjunto estan cada una acopladas a una sonda de captura de
acido nucleico opcionalmente marcada que se puede unir a una region especifica de cepa de VPH de un genoma de
VPH u, opcionalmente, a al menos una de una secuencia de acido nucleico de control, siempre que cualquier sonda
de captura de acido nucleico o secuencia de &cido nucleico de control esté marcada con la misma marca que otras
sondas de captura marcadas o secuencia de &acido nucleico en el subconjunto de perlas, y que dentro de cualquier
subconjunto de perlas individual, cada familia de perlas del mismo tiene una intensidad fluorescente diferente, en los
que la sonda de captura de acido nucleico se selecciona de SEQ ID NOs:46-63; y

en los que la region especifica de cepa del VPH de un genoma del VPH es un amplicon generado amplificando
acido nucleico a partir de una muestra biolégica que se ha obtenido de un sujeto humano, que comprende
putativamente VPH, en los que el amplicon es distinto para dicho VPH o una cepa particular de dicho VPH, y en los
gue el amplicdn se genera usando un par de cebadores de amplificacion de oligonucleétidos de un cebador directo y
un cebador inverso, en los que el cebador directo del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en
SEQ ID NO:1-8, y el cebador inverso del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:9-
12, y en los que al menos uno de los cebadores directos e inversos esta conjugado a una protuberancia en el
extremo 5' terminal del cebador; y

en los que cada familia de perlas es especifica para la deteccion de una cepa de VPH diferente de cualquier otra
familia de perlas en el conjunto de perlas; y

mezclar las al menos dos familias o al menos dos subconjuntos de perlas juntas para producir un conjunto de perlas
gue permita la identificacién de una cepa especifica de VPH por medio del analisis del tamafio de perla, intensidad
fluorescente, o discriminacion de secuencias de la al menos una familia de perlas o subconjunto de perlas, usando
citometria de flujo.

10. El método de la reivindicacion 9, en el que la protuberancia del cebador directo se selecciona del grupo que
consiste en:

CAATCAGC, ACAAT, GGAACAAT, GGAAC, CAGCTT, ATTACC, CTGTT, /5Phos/CAATCAGC, /5Phos/ACAAT,
/5Phos/GGAACAAT, /5Phos/GGAAC, /5Phos/CAGCTT, 5Phos/ATTACC, y /5Phos/CTGTT.

11. Un método in vitro para detectar y/o diferenciar entre una 0 mas particular cepas de VPH en una muestra
bioldgica, comprendiendo dicho método:

(i) aislar el acido nucleico de una muestra biolégica se habia obtenido a partir de un sujeto humano, que comprende
putativamente VPH,

(ii) amplificar el acido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicén que es distinto para
dicho analito o una cepa particular de dicho analito,

(iif) amplificar opcionalmente una secuencia de acido nucleico de control del ADN gendémico del sujeto humano,

(iv) efectuar opcionalmente el marcado del/de los amplicobn/amplicones enumerados en las etapas (ii) y/o (iii),
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(v) hibridar el/los amplicon/amplicones marcados a un conjunto de perlas de reactivos en los que cada miembro del
conjunto de perlas comprende una molécula de acido nucleico que tiene complementariedad con una secuencia de
nucleétidos del VPH o una cepa de VPH particular o una secuencia de nucleétidos de control, unida o asociada de
otro modo con un sustrato que se puede distinguir fisioquimicamente, en el que la hibridacién se produce en
presencia de al menos una secuencia de oligonucledétidos de bloqueo, y

(vi) determinar a qué reactivo se ha unido un amplicon;

en el que la asociacion de un amplicén con un reactivo particular es indicativa de una infeccién por VPH en el sujeto
humano;

en el que los cebadores incluyen un cebador directo y un cebador inverso, en el que el cebador directo del par de
cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:1-8, y el cebador inverso del par de cebadores se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:9-12, y en el que al menos uno de los cebadores directos e
inversos esté conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal del cebador.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que la protuberancia del cebador directo se selecciona del grupo que
consiste en:

CAATCAGC, ACAAT, GGAACAAT, GGAAC, CAGCTT, ATTACC, CTGTT, /5Phos/CAATCAGC, /5Phos/ACAAT,
/5Phos/GGAACAAT, /5Phos/GGAAC, /5Phos/CAGCTT, 5Phos/ATTACC, y /5Phos/CTGTT.

13. Un método in vitro para detectar y/o diferenciar entre una 0 mas particular cepas de VPH en una muestra
bioldgica, comprendiendo dicho método:

(i) aislar el &cido nucleico de una muestra bioldgica se habia obtenido a partir de un sujeto humano, que comprende
putativamente VPH,

(i) amplificar el acido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicén que es distinto para
dicho analito o una cepa particular de dicho analito,

(iii) amplificar opcionalmente una secuencia de &cido nucleico de control del ADN gendmico del sujeto humano,

(iv) hibridar el/los amplicon/amplicones marcados a un conjunto de perlas de reactivos en los que cada miembro del
conjunto de perlas comprende una molécula de acido nucleico que tiene complementariedad con una secuencia de
nucleétidos de VPH o una cepa de VPH particular o una secuencia de nucleétidos de control, unida o asociada de
otro modo con un sustrato que se puede distinguir fisioquimicamente y en el que la hibridacion se produce en
presencia de al menos una secuencia de oligonucledtidos de sefial y en presencia de al menos una secuencia de
oligonucleétidos de bloqueo, y

(v) determinar a qué reactivo se ha unido un amplicon;

en el que la asociacion de un amplicén con un reactivo particular es indicativa de una infeccién por VPH en el sujeto
humano;

en el que los cebadores incluyen un cebador directo y un cebador inverso, en el que el cebador directo del par de
cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:1-8, y el cebador inverso del par de cebadores se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:9-12, y en el que al menos uno de los cebadores directos e
inversos esta conjugado a una protuberancia en el extremo 5' terminal del cebador.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que la protuberancia del cebador directo se selecciona del grupo que
consiste en:

CAATCAGC, ACAAT, GGAACAAT, GGAAC, CAGCTT, ATTACC, CTGTT, /5Phos/CAATCAGC, /5Phos/ACAAT,
/5Phos/GGAACAAT, /5Phos/GGAAC, /5Phos/CAGCTT, 5Phos/ATTACC, y /5Phos/CTGTT.

15. Un método para determinar el riesgo de que un sujeto humano desarrolle una enfermedad asociada con una o
mas cepas de VPH comprendiendo dicho método las etapas del método de la reivindicacion 11 o 13, en el que la
asociacion de un amplicon con un reactivo particular que comprende un polinucleétido que es complementario a una
cepa de VPH asociada con una enfermedad particular, es indicativa de un incremento en el riesgo de dicha
enfermedad en el sujeto.

16. Un método de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, en el que el conjunto de perlas de reactivos
comprende una pluralidad de familias o una pluralidad de subconjuntos de perlas que tienen:
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(@) al menos dos subconjuntos de perlas, en los que cada subconjunto de perlas se puede distinguir
fisioquimicamente de cualquier otro subconjunto de perlas en base, al menos, al tamafio, o

(b) al menos un subconjunto de perlas que tienen al menos dos familias, en el que las perlas en un subconjunto de
perlas son homogéneas en tamafio unas con respecto a otras, y se pueden distinguir fisioquimicamente en dos o
mas familias de perlas en base al nivel de marcado que contiene cada una, o

(c) una combinacién de dichas familias de perlas y dichos subconjuntos de perlas;
y en los que:

las perlas dentro de cada familia de perlas de un subconjunto estan cada una acopladas a una sonda de captura de
acido nucleico opcionalmente marcada que se puede unir a una regién especifica de cepa de VPH de un genoma de
VPH u, opcionalmente, a al menos una de una secuencia de acido nucleico de control, siempre que cualquier sonda
de captura de &cido nucleico o secuencia de acido nucleico de control esté marcada con la misma marca que otras
sondas de captura marcadas o secuencia de &cido nucleico en el subconjunto de perlas, y que dentro de cualquier
subconjunto de perlas individual, cada familia de perlas del mismo tiene una intensidad fluorescente diferente; y

cada familia de perlas es especifica para la deteccion de una cepa de VPH diferente de cualquier otra familia de
perlas en el conjunto de perlas; en los que dicho conjunto de perlas puede identificar una o mas cepas de VPH
especificas por medio de analisis del tamafio de perla, intensidad fluorescente, o discriminacién de secuencias de la
al menos una familia de perlas o subconjunto de perlas, usando citometria de flujo.

17. Un par de cebadores de amplificacién de oligonucleétidos para dirigir VPH oncogénico, en el que el cebador
directo del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:1-8, y el cebador inverso del par
de cebadores se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:9-12, y en el que al menos uno de los cebadores
directos e inversos esta conjugado con una protuberancia en el extremo 5' terminal del cebador.

18. Un par de cebadores de la reivindicacion 17, en el que la protuberancia del cebador directo se selecciona del
grupo que consiste en:

CAATCAGC, ACAAT, GGAACAAT, GGAAC, CAGCTT, ATTACC, CTGTT, /5Phos/CAATCAGC, /5Phos/ACAAT,
/5Phos/GGAACAAT, /5Phos/GGAAC, /5Phos/CAGCTT, 5Phos/ATTACC, y /5Phos/CTGTT.

19. Un par de cebadores de la reivindicacion 17, en el que la protuberancia del cebador inverso se selecciona del
grupo que consiste en SEQ ID NO:87-94.

20. Un par de cebadores de la reivindicacion 17, que contienen una secuencia de protuberancia de acido nucleico
opcional, en el que el cebador directo del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en:

CAR YTR TTT GTT ACT GTK GTD GA (SEQ ID NO:3), que tiene opcionalmente una ACAAT (SEQ ID NO:110),
/5Phos/ACAAT (SEQ ID NO:35), GGAACAAT (SEQ ID NO:111), o una /5Phos/GGAACAAT (SEQ ID NO:36)
conjugada al extremo 5' terminal del cebador; y

GTD GAT ACY AC HCG YAG TAC HAA (SEQ ID NO:8), que tiene opcionalmente una CTGTT (SEQ ID NO:112) o
/5Phos/CTGTT (SEQ ID NO:41) conjugada con el extremo 5' terminal del cebador.

21. Un par de cebadores de la reivindicacion 17, que contienen una secuencia de protuberancia de acido nucleico
opcional, en el que el cebador inverso del par de cebadores se selecciona del grupo que consiste en:

TGA AAA ATA AAY TGY AAA TCA TAT TCY TCM MCA TG (SEQ ID NO:9) que tiene opcionalmente una
ACTCACTATAGG (SEQ ID NO:113) o /5AMMC6/ACTCACTATAGG (SEQ ID NO:42) conjugada al extremo 5'
terminal del cebador,

TR CAY ARY TGA AAA ATA AAY TG (SEQ ID NO:11l), que tiene opcionalmente una

TCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO:114) o /5AMMC6/TCTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO:44)
conjugada al extremo 5' terminal del cebador.
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FIGURA 2

PCR gendomico humano (control interno para

PCR virico (General: amplifica
amplificacién con éxito)

virtualmente todas las cepas

conocidas)
Po, GP5+ PO, LC1_F
———
GPe+ N ICI_R
PCR l o 1
POy (v [Xr16]) PO [Z]
N

Y = secuencia para todas las VPH Hibridar productos de PCR a

X = secuencia especifica de cepa de VPH perlas con complementos
Z = secuencia especifica para control humano para Y, Xy Z.
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FIGURA 3
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FIGURA 4
Proporciones de conjugacion (% oligo TMR)
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FIGURA 5
Nivel de TMR
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FIGURA 6
Cepa Tamano de perla Proporcion de
TMR
6 3,0 um TMR alto
11 3,0 um Sin TMR
16 5,0 um TMR medio
18 5,0 um TMR alto
31 4,1 pm Sin TMR
33 5,0 pm Sin TMR
35 5,6 pm Sin TMR
39 3,5um TMR medio
45 3,5um TMR alto
51 4,1 pum TMR medio
52 6,8 um TMR medio
56 4,1pum TMR alto
58 6,8 um TMR alto
59 5,6 um TMR alto
66 5,6 um TMR medio
68 6,8 um Sin TMR
Control de MLC1 5,6 pm Sin TMR
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FIGURA 7
Nivel de TMR
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