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DESCRIPCION

Deteccion del virus del papiloma humano (VPH) usando sondas de acidos nucleicos, microperlas y clasificadores
celulares activados por fluorescencia (FACS)

Antecedentes de la invencion

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general al campo de los ensayos de diagndstico y deteccidén. Mas en particular,
la presente invenciéon proporciona métodos y reactivos que incluyen biochips para detectar la presencia de, o
distinguir entre, uno o mas analitos en una muestra.

Descripcidn de la técnica anterior

Los detalles bibliograficos de la bibliografia proporcionada en la memoria descriptiva objeto se enumeran al final de
la memoria descriptiva.

La referencia a cualquier técnica anterior en esta memoria descriptiva no es, y no deberia considerarse como, un
reconocimiento o cualquier forma de sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del conocimiento general
comun en cualquier pais.

La necesidad de métodos de examen rapidos y fiables para detectar multiples analitos en un ensayo individual es
vital no sélo en los campos de la diagnosis clinica, sino también para su uso en el examen, por ejemplo, para el
examen de toxinas ambientales y de farmacos.

Una de tales areas que necesita urgentemente métodos y reactivos de examen mejorados es el campo de las
enfermedades infecciosas. Por ejemplo, una estimacion conservadora del uso mundial de pruebas diagnésticas para
enfermedades de transmisién sexual, tales como el virus del papiloma humano (VPH), es aproximadamente de
20.000.000 de pruebas al afio.

Muchas de las pruebas existentes para examinar las causas de enfermedades infecciosas requieren mucho tiempo,
son laboriosas, caras, a menudo son especificas solo para un patégeno especifico y/o no pueden diferenciar entre
diferentes cepas de patégenos.

El VPH es el principal patégeno causante de cancer de cuello uterino. Sin embargo, el taxén del VPH comprende
muchas “cepas” del patdgeno, de las cuales sélo algunas estan asociadas con el desarrollo de cancer de cuello
uterino y otros carcinomas. Por consiguiente, las cepas del VPH se clasifican tipicamente como cepas de “alto
riesgo”, incluyendo las 13 cepas que representan aproximadamente el 98 % de los casos de cancer de cuello
uterino, o cepas de “bajo riesgo” que no estan asociadas tipicamente con el desarrollo de cancer de cuello uterino.

Actualmente, el cancer de cuello uterino se detecta mediante un frotis de Papanicolau. En esta técnica, se recogen
células del cuello uterino mediante raspado o lavado. Estas células se colocan después sobre un portaobjetos de
microscopio de vidrio para producir el “frotis”. Después, un patélogo examina el portaobjetos, buscando células
aberrantes. El frotis de Papanicolau, sin embargo, es un ensayo algo insatisfactorio para determinar
inequivocamente el riesgo de cancer de cuello uterino, ya que la técnica tiene una tasa de falsos negativos de
aproximadamente el 20 % y la técnica no puede distinguir un taxén de “alto riesgo” y de “bajo riesgo”.

Los documentos KR 20040083674 y WO 03054149 ensefian métodos para analizar el genotipo del VPH basandose
en perlas microesféricas LabMAP, donde las sondas se acoplan a las perlas y las perlas se identifican basandose
unicamente en fluorescencia.

El documento WO 02/40698 desvela analisis multiplex de factores solubles mediante citometria de flujo en los
cuales microparticulas de activacién y microparticulas de deteccion forman complejos con factores solubles y los
complejos se detectan y cuantifican.

El documento WO 2004/018500 desvela portadores de acidos nucleicos sélidos o semisélidos codificados para uso
en la multiplexacién de reacciones basadas en acidos nucleicos de fase sélida, y un método para identificar una
molécula de acido nucleico que tiene una caracteristica definida dentro de una poblacion de dos 0 mas moléculas de
acido nucleico diferentes.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un ensayo de deteccion que puede detectar un analito en una
muestra y/o diferenciar un nimero de analitos diferentes. Ademas, los reactivos y métodos de la presente invencién
descritos en este documento son relativamente rapidos y econdémicos comparados con algunos ensayos de
deteccion existentes.
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Sumario de la invencion

A lo largo de toda esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que vienen a continuacion, a menos que el
contexto requiera otra cosa, la palabra “comprender”, y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”, se
entenderda que implican la inclusién de un numero entero o etapa o un grupo de numeros enteros o etapas
establecidos pero no la exclusién de algin otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

Se hace referencia a las secuencias de nucleétidos y aminoacidos mediante un ndmero identificador de secuencia
(SEQ ID NO:). Los SEQ ID NO: corresponden numéricamente a los identificadores de secuencia <400>1 (SEQ ID
NO:1), <400>2 (SEQ ID NO:2), etc. En la tabla 1 se proporciona un resumen de los identificadores de secuencia.
Después de las reivindicaciones se proporciona un listado de secuencias.

La presente invencién 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 andlisis de multiplexacién basado en las
propiedades de los analitos y de los componentes del ensayo para identificar o distinguir entre analitos.

Por consiguiente, un aspecto de la presente invencion proporciona un conjunto de perlas para detectar uno o mas
analitos y/o para diferenciar entre dos o0 mas miembros dentro de una clase de analitos, en el que el conjunto de
perlas comprende una pluralidad de subcojuntos de perlas en los que:

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

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

(c) el reactante en 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 basandose en la
intensidad fluorescente; y

(d) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, el reactante al que se ha acoplado la perla es identificable por citometria de
flujo basandose en el tamanio, la intensidad fluorescente y la discriminacion de analitos.

En otro aspecto, la presente invencion contempla un método para detectar y/o diferenciar entre dos o méas analitos
en una muestra, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas especifico 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 reaccione(n) especificamente con un reactante en una perla dentro
de dicho conjunto de perlas;y

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

En un aspecto relacionado, los reactantes se pueden marcar con uno o mas fluorocromos que ademas permiten la
diferenciacion entre miembros dentro de una clase de analitos. En un aspecto preferido, la presente invencion
proporciona métodos y conjuntos de perlas que pueden detectar y/o distinguir entre analitos dentro de una muestra
biolégica, en los que los analitos son especificos para un patégeno infeccioso.

Las muestras biolégicas contempladas en este documento incluyen sangre, suero, saliva, heces, orina, fluido tisular,
semen, exudado, pus, fluido respiratorio y mucosidad y empapadores procedentes de llagas, cénceres y lesiones
topicas.

El término “patdgeno” 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, el virus del SIDA, HIV-1, HIV-Il, HTLV-IV), retrovirus y el virus de la gripe aviar. En una realizacién preferida,
“patdgeno” incluye un microorganismo o virus que infecta a un organismo multicelular tal como un animal o una
planta. Por consiguiente, en una realizacion, el analito puede considerarse como un patégeno de animal o planta.
Sin embargo, la presente invencion engloba la deteccion y/o diferenciacion de entidades no patogénicas que
colonizan organismos multicelulares tales como simbiontes, enddéfitos, colonizadores gastrointestinales y similares.
Los métodos de la presente invencién también son aplicables a la deteccién de analitos en una muestra que son
indicativos de la presencia de agentes terapéuticos o drogas. Los métodos y reactivos de la presente invencion
también pueden usarse en la deteccién de un analito en una muestra que no se deriva de una muestra biolégica
aislada de un animal o una planta. Como tales, los reactivos y métodos de la presente invencion también se
extienden a la deteccion de uno o mas analitos y/o la diferenciacién entre analitos en muestras ambientales,
incluyendo muestras de aire, agua y tierra, incluyendo tierra extraterrestre, polvo y similares, muestras industriales y
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similares, ademas de las muestras biolégicas enumeradas anteriormente.

En una realizacion particular, la presente invencién prevé métodos de diagndstico y reactivos para VPH en sujetos
humanos y puede detectar y diferenciar entre diferentes cepas con el fin de distinguir un taxén del VPH de “alto
riesgo” de un taxén del VPH de “bajo riesgo”. Por consiguiente, en una realizacién particularmente preferida, la
presente invencién proporciona conjuntos de perlas que pueden distinguir entre pluralidades de cepas del VPH
diferentes. Como tales, en un aspecto, los analitos son especificos para una pluralidad de taxones del VPH y los
métodos y reactivos son especificos para la deteccion de acido nucleico o antigenos o anticuerpos que son
especificos para la pluralidad de taxones del VPH.

En una realizacion incluso mas particular, cebadores o sondas de acidos nucleicos capaces de unirse a una porcion
especifica de una cepa de un genoma del VPH se inmovilizan sobre perlas en cada subconjunto de perlas. Después
se usan cebadores dirigidos a regiones conservadas dentro de un genoma del VPH que flanquean una regién
especifica de una cepa para amplificar el genoma del VPH. Después se usan subconjuntos de perlas especificos de
una cepa cualquiera del VPH para detectar o distinguir la cepa del VPH.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencién esté dirigido a un conjunto de perlas para detectar una o mas cepas
del VPH y/o para diferenciar entre dos o mas cepas del VPH, en el que el conjunto de perlas comprende una
pluralidad de subconjuntos de perlas en los que:

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

(b) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico que puede unirse a
una region especifica de una cepa del VPH de un genoma del VPH;

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

(d) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, la cepa del VPH es identificable por citometria de flujo basandose en el
tamano, la intensidad fluorescente y la discriminacion de secuencias.

Otro aspecto de la presente invencién contempla un método para detectar y/o diferenciar entre dos 0 mas cepas del
VPH en una muestra, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas que comprende una pluralidad de subconjuntos de perlas
en los que:

(i) las perlas de cada subconjunto son homogéneas con respecto al tamano; t

(i) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico que puede unirse a
una region especifica de una cepa del VPH de un genoma del VPH;

(iii) la sonda de captura en cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tiene una
intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de perlas basandose en la intensidad
fluorescente; y

(iv) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, la cepa del VPH es identificable por citometria de flujo basandose en el
tamano, la intensidad y la discriminacion de secuencias;

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

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

En un aspecto preferido, las perlas dentro de los conjuntos de perlas son distinguibles basandose en el tamario, el
nivel de intensidad fluorescente, el tipo de fluorocromo y el reactante que puede reaccionar con un analito
especifico.

El método de la presente invencién en relacién con la deteccion del VPH puede usarse para distinguir de entre 2 y
16 cepas del VPH incluyendo entre 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16 cepas. En una realizacion
particularmente preferida, el conjunto de perlas comprende al menos 16 subconjuntos de perlas para las cepas del
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VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. Las sondas de captura adecuadas son las
enumeradas en la figura 9 y representadas en los SEQ ID NO: 5 a 20.

La determinacion de si se ha producido unién entre un analito y un reactante presente en una perla puede realizarse
usando cualquier metodologia que permita la diferenciacion entre diferentes perlas dentro de un conjunto de perlas.
En una realizacion particularmente preferida, el método de diferenciar entre diferentes perlas dentro de los conjuntos
de perlas es la citometria de flujo.

La presente invencion ademas contempla kits de diagndstico para su uso de acuerdo con los reactivos y métodos de
la presente invencion. En particular, la presente invencién se extiende a biochips y la miniaturizacion de los
componentes de fase solida del ensayo para generar reactivos de nanoensayo. En una realizacion el conjunto de
perlas o parte del mismo u otros reactivos se inmovilizan en una fase sélida tal como un biochip. El biochip también
puede considerarse como un “biolaboratorio” en el que se realiza al menos parte del ensayo y/o se registran los
resultados.

En la tabla 1 se proporciona una lista de abreviaturas usadas en este documento.

Tabla 1 - Abreviaturas

Abreviatura Descripcion

FITC 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 Enterococos resistentes a la vancomicina

En la tabla 2 se muestra un resumen de los identificadores de secuencia usados en este documento.

Tabla 2 - Identificadores de secuencia

Identificador de secuencia Secuencia

SEQ ID NO:1 GP5+ secuencia de nucleétido cebador
SEQ ID NO:2 GP6+ secuencia de nucleétido cebador
SEQ ID NO:3 secuencia de nucleétido cebador LC1_F
SEQ ID NO:4 secuencia de nucleétido cebador LC1_R
SEQ ID NO:5 Sonda de captura o cepa 6 del VPH
SEQ ID NO:6 Sonda de captura o cepa 11 del VPH
SEQ ID NO:7 Sonda de captura o VPH 31

SEQ ID NO:8 Sonda de captura o VPH 33

SEQ ID NO:9 Sonda de captura o VPH 35

SEQ ID NO:10 Sonda de captura o VPH 39

SEQ ID NO:11 Sonda de captura o VPH 45

SEQ ID NO:12 Sonda de captura o VPH 51
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SEQ ID NO:13 Sonda de captura o VPH 52

SEQ ID NO:14 Sonda de captura o VPH 56

SEQ ID NO:15 Sonda de captura o VPH 58

SEQ ID NO:16 Sonda de captura o VPH 59

SEQ ID NO:17 Cebador de sonda 68 VPH sintético
SEQ ID NO:18 Sonda de captura o VPH 31

SEQ ID NO:19 Sonda de captura o VPH 31

SEQ ID NO:20 Sonda de captura o VPH 31

SEQ ID NO:21 Cebador MLC1_Ac VPH sintético
SEQ ID NO:22 Cebador GP5+ For_Ac VPH sintético
SEQ ID NO:23 Cebador MLC1_reg_FP VPH sintético
SEQ ID NO:24 Cebador MLC1_reg_R VPH sintético
SEQ ID NO:25 Cebador GP5d+ VPH sintético

SEQ ID NO:26 Cebador GP6d+ VPH sintético

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 es una representacion grafica que representa un citbmetro de flujo tipico.

La figura 2 es una representacion grafica que muestra un esquema del protocolo de extraccién de ADN usado en el
método de diagndstico del VPH.

La figura 3 es una representacion grafica que muestra el protocolo de PCR usado para amplificar el VPH y el ADN
humano a partir de una muestra de ADN. GP5+ y GP6+ se refieren a cebadores de VPH universales que se unen a
secuencias conservadas (Y) en el VPH y generan un amplicén que comprende una regién que es variable entre
cepas del VPH (Xi.16). Los cebadores LC1_F y LC1_R amplifican una region del ADN genémico humano (Z) que
sirve como control en las etapas de hibridacién posteriores. Los cebadores GP6+ y LCR_R comprenden una marca
fluorescente que se incorpora dentro del amplicon generado.

La figura 4 es una representacion grafica que muestra la diferenciacion de microesferas basandose en el tamafio. Se
muestran seis grupos que corresponden a microesferas que comprenden diametros de 3,0 um, 3,5 um, 4,1 um, 5,0
um, 5,6 umy 6,8 pm.

La figura 5 es una representacion grafica que muestra la diferenciacién de microesferas del mismo tamafo
basandose en la intensidad de marca fluorescente. Se pudieron distinguir claramente intensidades relativas de TMR
del 0 %, 4 %, 20 % y 100 %.

La figura 6 es un diagrama esquematico que muestra cada uno de los agentes de unién usados en la matriz. La
matriz comprende microesferas que comprenden diametros de 3,0 um, 3,5 um, 4,1 um, 5,0 um, 5,6 um y 6,8 um e
intensidades de sefal de marca fluorescente del 0 %, 4 %, 20 % y 100 %. En el caso de los tamafos de perlas mas
pequenos, es decir, 3,0 um, 3,5 um y 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 5,6 um y 6,8 um de diametro, se usaron todas las intensidades de sefal.

La figura 7 es una representacion gréafica que muestra cémo se distinguieron 17 agentes de unién usando citometria
de flujo basandose en el tamano de particula y la intensidad de marca fluorescente. Los grupos 1 a 4 corresponden
a particulas de 6,8 um con intensidades de marca del 0 %, 4 %, 20 % y 100 % respectivamente; los grupos 5 a 8
corresponden a particulas de 5,6 um con intensidades de marca del 0 %, 4 %, 20 % y 100 % respectivamente; los
grupos 9 a 11 corresponden a particulas de 5,0 um con intensidades de marca del 100 %, 20 % y 0 %
respectivamente; los grupos 12 y 13 corresponden a particulas de 4,1 um con intensidades de marca del 100 % y 0
% respectivamente; los grupos 14 y 15 corresponden a particulas de 3,5 um con intensidades de marca del 100 % y
0 % respectivamente; los grupos 16 y 17 corresponden a particulas de 3,0 um con intensidades de marca del 0 % y
100 % respectivamente.

La figura 8 es una representacion grafica que muestra a qué matriz de agentes de union se ha unido un amplicén.
Los resultados muestran la unién a la secuencia conservada virica, Y, la secuencia de control humano Z y la
secuencia especifica de una cepa virica Xis.




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2524 050 T3

La figura 9 es una representacion de sondas de captura (cebadores) especificas para las cepas del VPH 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.

Las figuras 10A a G proporcionan Qplots (marca registrada) de muestras humanas que detectan la presencia o
ausencia del VPH.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona ensayos y reactivos que incluyen biochips que permiten la deteccion de uno o
mas analitos y/o diferenciar entre miembros dentro de una clase de analitos. En particular, los analitos se identifican
o distinguen mediante un método de analisis de multiplexacion basado en las propiedades de los analitos y de los
componentes del ensayo. Los ensayos de diagnéstico y deteccion y los reactivos de la presente invencién tienen
aplicacién particular en la diagnosis de infecciones por patdégenos en sujetos eucariotas multicelulares. En una
realizacién particular, la presente invencién proporciona un ensayo de diagnéstico para el VPH en sujetos humanos
y puede diferenciar entre taxones del VPH con el fin de distinguir infecciones por VPH de "alto riesgo" de infecciones
por VPH de "bajo riesgo". Ademas, la presente invencion también proporciona un método de diagnéstico o
evaluacion del riesgo de desarrollo de una enfermedad asociada con una infeccién por un analito en un sujeto
eucariota multicelular incluyendo, entre otras, cancer de cuello uterino en un sujeto humano.

Ha de entenderse que a menos que se indique otra cosa, la invencién objeto no esta limitada a protocolos de
diagnédstico o ensayo especificos, ya que estos pueden variar. También ha de entenderse que la terminologia usada
en este documento es con el fin de describir realizaciones particulares solamente y su intencion no es limitativa.

Cabe destacar que, tal 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 otra cosa. Asi, por ejemplo, la referencia a "un
analito " incluye un Unico analito asi como dos 0 més analitos; un "sustrato distinguible fisioquimicamente" incluye un
Unico sustrato asi como dos o mas sustratos; y asi sucesivamente.

Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencion proporciona un conjunto de perlas que es capaz de detectar,
y/o diferenciar entre dos o mas analitos en una muestra, comprendiendo dicho conjunto de perlas:

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

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

(c) el reactante en cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas que tiene una
intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de subconjuntos de perlas basandose en la
intensidad fluorescente; y

(d) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, el reactante al que se ha acoplado la perla es identificable por citometria de
flujo basandose en el tamafio, la intensidad fluorescente y la discriminacién de analitos.

En un aspecto relacionado, los reactantes pueden marcarse diferencialmente para crear subpoblaciones adicionales
de perlas basandose en la incorporacién de diferentes fluorocromos.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona métodos o conjuntos de perlas para la deteccion y/o
diferenciacion de un analito.

En un aspecto preferido, los métodos o conjuntos de perlas de la presente invencion pueden detectar y/o diferenciar
analitos patogénicos.

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

(a) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas especifico 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 reaccione(n) especificamente con un reactante en una perla
dentro de dicho conjunto de perlas; y

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

Tal como se usa en este documento, el término “analito patogénico” el término "analito patogénico" se refiere a un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2524 050 T3

microorganismo 0 virus que supuestamente infecta, coloniza o ha contaminado de otro modo la muestra. Los
analitos de patégenos ejemplares incluyen virus, bacterias, hongos y microorganismos eucariotas. En una
realizacién preferida, "analito" incluye un microorganismo o virus que infecta un organismo multicelular tal como un
animal o una planta. Por consiguiente, en una realizaciéon el analito patogénico puede considerarse como un
patégeno de animal o de planta. Sin embargo, la presente invencién engloba la deteccién y diferenciacion de
analitos no patogénicos que colonizan organismos multicelulares tales como simbiontes microbianos de animales
(por ejemplo, Lactobacillus spp., bacterias de rumiantes) , simbiontes microbianos de insectos (por ejemplo,
Streptomyces. spp., Wolbachia spp.) , simbiontes microbianos de esponjas (por ejemplo, algas verdes,
dinoflagelados, cianobacterias) y similares; endoéfitos 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. Tales analitos incluyen bacterias, hongos, virus, protistas, nematodos y similares, que
colonizan entornos particulares incluyendo entornos "naturales" tales como tierra, océanos, agua dulce, hielo, roca,
fumarolas hidrotermales y aire; entornos sanitarios incluyendo hospitales, equipo hospitalario, equipo quirdrgico,
prendas del personal sanitario y similares; entornos "industriales" incluyendo instalaciones de fabricacion,
instalaciones farmacéuticas, fabricas de cerveza, bodegas y similares; entornos de "laboratorio" incluyendo
fermentadores, cultivos, mesas de laboratorio, equipo y similares.

Por consiguiente, las muestras contempladas por la presente invencion incluyen muestras industriales tales como
aire, agua vy tierra y similares, y muestras biol6gicas tales como sangre, suero, saliva, heces, orina, fluido tisular,
semen, exudado, pus, fluido respiratorio y mucosidad y empapadores procedentes de llagas, canceres y lesiones
topicas. Ademas, una muestra puede 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 una realizacion preferida, el analito comprende una bacteria, hongo, virus y/o parasito eucariota que infecta un
sujeto animal. Los "sujetos animales" contemplados en este documento incluyen cualquier animal, con preferencia
un mamifero y con mas preferencia un primate incluyendo un primate inferior y ain con mas preferencia, un
humano. Por conveniencia, un "animal" también incluye especificamente especies de ganado tales como reses,
caballos, ovejas, cerdos, cabras y burros asi como animales de laboratorio incluyendo ratones, ratas, conejos,
cobayas y hamsteres.

Los analitos humanos ejemplares que pueden detectarse usando los reactivos y métodos de la presente invencion
incluyen virus tales como el virus del papiloma humano (VPH), coronavirus incluyendo el virus SARS, virus de la
gripe, virus de la gripe aviar, VIH incluyendo VIH-1, VIH-Il o HLTV-IV, lentivirus en general, virus de hepatitis y
similares, los agentes patogénicos de enfermedades de transmision sexual tales como clamidia, gonorrea,
Mycoplasma spp. y sifilis; patégenos transmitidos por los alimentos 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 incluyendo S. Aureus resistente a la meticilina (MRSA) y enterococos incluyendo enterococos
resistentes a la vancomicina (VRE) ; patégenos adquiridos ambientalmente tales como Legionella spp., Giardia spp.,
Crytospiridium spp., Bacillus anthacis (antrax) y similares.

En un aspecto, la muestra en la que se detecta el analito es, con preferencia, una muestra derivada de un sujeto
multicelular que estd supuestamente infectado o colonizado por el analito. Por lo tanto, la muestra es, con
preferencia, una "muestra biologica". Las muestras bioldgicas ejemplares que de ningiin modo limitan la presente
invencion incluyen muestras de tejido o de células tales como raspados celulares, biopsias y similares y muestras de
fluidos corporales incluyendo sangre, orina, linfa, liquido amnidtico, liquido cefalorraquideo y similares.

En otro aspecto, los métodos de la presente invencion también son aplicables a la deteccién de un “analito” en una
muestra que no se deriva exclusivamente de un organismo eucariota multicelular. Como tal, la presente invencién se
extiende a detectar, y/o diferenciar entre, uno o mas taxones o cepas particulares de analitos en muestras tales
como muestras ambientales (incluyendo muestras de aire, agua y tierra) , muestras industriales, muestras de
laboratorio y similares. Por ejemplo, los métodos de la presente invencion pueden usarse 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.

En una realizacion particularmente preferida de la presente invencion, el analito que ha de detectarse es el VPH o
una cepa del mismo y la muestra es, con preferencia, una muestra bioldgica derivada de un sujeto humano. En
realizacién preferida adicional, la muestra biol6gica comprende una o mas células del sujeto, sangre u orina. Con
mas preferencia, la muestra biolégica comprende células del cuello uterino recogidas del sujeto.

El VPH se describe en detalle por Gearhart y col. (www.emedicine.com/MED/topic1037.htm, 2004), que se
reproduce en parte a continuacion. Los VPH producen tumores epiteliales de la piel y las membranas mucosas. Se
han detectado mas de 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 genémicas, se correlaciona generalmente
con las 3 categorias usadas para describir el VPH clinicamente: anogenital y/o mucoso, cutdneo no genital, y
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epidermodisplasia verruciforme (EV). En internet se dispone de una base de datos de secuencias gendémicas del
VPH y un arbol filogénico en la Base de datos de secuencias del VPH.

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

Los tipos 6 y 11 del VPH se marcan tipicamente como de bajo riesgo porque la infeccion con estos tipos tiene bajo
potencial oncogénico y normalmente tiene como resultado la formacién 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 causa transformacion maligna del tejido infectado. En este proceso han estado
implicados cofactores tales como el uso de tabaco, la radiacion ultravioleta, el embarazo, la deficiencia de folato, y la
supresion inmunitaria. La tabla 3 enumera una diversidad de enfermedades y los tipos del VPH asociados.

Tabla 3 - Enfermedades y subtipos del VPH asociados

Enfermedad cutanea no genital Tipo de 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

manipula carne, carne de ve y pescade) - °|1,2,0,4,7,10,28

Verrugas en 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 de VPH

Papilomatosis 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 es6fago 16, 18

Enfermedad anogenital Tipo de 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-Lowenstein) 6, 11




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2524 050 T3

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 cuello uterino 16, 18, 31

Carcinoma de ano 16, 31, 32, 33

Carcinoma in situ de pene (eritroplasia de Queyrat) 16

Carcinoma de pene 16, 18

Los papilomavirus son especies altamente especificas y no infectan otras especies, incluso bajo condiciones de
laboratorio. Los seres humanos son el Unico reservorio conocido para el VPH.

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

Se cree que los papilomavirus tienen 2 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 progenie.
Aunque todas las células de una lesion contienen el genoma virico, la expresion de genes viricos esta
estrechamente vinculada al estado de diferenciacion celular. La mayoria de los genes viricos no se activan hasta
que el queratinocito activado abandona la capa basal. La produccion de particulas de virus so6lo puede producirse en
queratinocitos altamente diferenciados; por lo tanto, la produccion de virus so6lo 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 como se produciria durante el coito o después de abrasiones cutdneas menores. Las infecciones por VPH
no han demostrado ser citoliticas, méas bien las particulas viricas se liberan como resultado de la degeneracion de
células de descamacion. Ademas, el virus del VPH puede sobrevivir durante muchos meses y a bajas temperaturas
sin un huésped.

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

El genoma del VPH existe como ADN episémico circular separado del nucleo de la célula huésped en lesiones por
VPH benignas o de bajo riesgo, tales como las asociadas tipicamente con los tipos 6 y 11 del VPH. Los genomas de
los tipos 16 y 18 del VPH de alto riesgo estan integrados tipicamente en el ADN de la célula huésped en lesiones
malignas. La presente invencion, sin embargo, se extiende a cualquier cepa del VPH incluyendo pero no limitadas 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 transformaciéon maligna. Se ha demostrado que las proteinas E6 y
E7 del VPH de los serotipos de alto riesgo inactivan las proteinas supresoras de tumor del huésped p53 y Rb,
teniendo asi como resultado una proliferacion de células huésped no regulada y transformacién maligna.

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para detectar, y/o diferenciar entre una o
mas cepas particulares del VPH en una muestra biol6gica, comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) obtener una muestra biolégica que comprende supuestamente VPH de un sujeto humano;
(ii) aislar el acido nucleico de dicha muestra;

(iii) amplificar el acido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicon que es distinto para
cada cepa del VPH;

(iv) amplificar opcionalmente una secuencia de acidos nucleicos de control;

(v) efectuar el marcado del(de los) amplicon(es) enumerados en las etapas (iii) y/o (iv);
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(vi) hibridar el(los) amplicon(es) marcado(s) a un conjunto de perlas recubierto con reactantes en los que cada
miembro del conjunto de perlas comprende una molécula de acido nucleico que tiene complementariedad con una
secuencia de nucleétidos de una cepa particular del VPH, unida o asociada de otro modo con una perla distinguible
fisioquimicamente; y

(vii) determinar a cual de los reactantes se ha unido un amplicén;

en el que la asociacién de un amplicon con un reactante particular es indicativa de la presencia de una cepa
particular del VPH en la muestra.

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.

El método de la presente invencion se basa, en parte, en detectar y/o diferenciar entre una o mas cepas particulares
de un analito objeto en una muestra. La referencia en este 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 diferentes niveles de virulencia, variantes del analito que indican
prondsticos diferentes cuando se infecta o se coloniza un huésped, variantes bioquimicas del analito y similares.

En una realizacion preferida, el método de la presente invencion puede adaptarse para detectar y/o diferenciar entre
cepas particulares del VPH que estan asociadas con un mayor riesgo o un mayor potencial oncogénico en seres
humanos (cepas de alto riesgo) y las que estan asociadas con menor riesgo de carcinoma o bajo potencial
oncogénico (cepas de bajo riesgo). Por consiguiente, el término cepa del VPH de "alto riesgo" incluye cualquier cepa
del VPH que esta asociada con el desarrollo de carcinoma, incluido cancer de cuello uterino, en sujetos humanos.
Tal como se indicé anteriormente, las cepas del VPH de alto riesgo ejemplares, que de ningdn modo limitan la
invencion, incluyen VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68. Las sondas de captura
adecuadas en las perlas para estas cepas del VPH se muestran en la figura 9. El término "sonda" y "cebador" puede
usarse de manera intercambiable en este contexto. Las cepas del VPH de "bajo riesgo" incluyen las que no estan
asociadas o s6lo débilmente asociadas con mayor riesgo de carcinoma en sujetos humanos. Tipicamente, las cepas
del VPH de bajo riesgo son las cepas formadoras de verrugas, incluyendo VPH 6y VPH 11.

Las perlas de la presente invencion se acoplan a reactantes que interaccionaran especificamente con un analito de
interés dado dentro de una muestra. En un aspecto, los reactantes de la presente invencidon son acidos nucleicos y
los analitos dentro de la muestra que reaccionan especificamente con el reactante también son acidos nucleicos.

Por tanto, este aspecto de la invencién objeto usa cebadores que se dirigen a regiones conservadas de una cepa del
VPH pero que flanquean secuencias genodmicas especificas de una cepa. Las secuencias especificas de una cepa
se denominan secuencias "variables" puesto que varian entre cepas en comparacion con las secuencias
conservadas que son constantes entre cepas. En el momento 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 capaz de hibridarse a los amplicones especificos de una cepa. La
correlacion multiple usando el tamafo de perla, la intensidad de fluorescencia y la especificidad de unién a ADN
permite la identificacién, clasificacién y distincion de cepas del VPH.

Por consiguiente, otro aspecto de la presente invencién contempla un conjunto de perlas para detectar una o0 mas
cepas del VPH y/o para diferenciar entre dos o mas cepas del VPH, en el que el conjunto de perlas comprende una
pluralidad de subconjuntos de perlas en los que:

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

(b) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de &cido nucleico que es capaz de
unirse a una region especifica de una cepa del VPH de un genoma del VPH,;

(c) la sonda de captura en 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 basandose en la intensidad
fluorescente; y

(d) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, la cepa del VPH es identificable por citometria de flujo basandose en el
tamafo, la intensidad fluorescente y la discriminacion de secuencias.

Otro aspecto de la presente invencién contempla un método para detectar y/o diferenciar entre dos 0 mas cepas del
VPH en una muestra, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas que comprende una pluralidad de subconjuntos de perlas
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en los 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 &cido nucleico que es capaz de
unirse a una region especifica de una cepa del VPH de un genoma del VPH,

(iii) la sonda de captura en cada perla se marca con la misma marca con cada subconjunto de perlas teniendo una
intensidad fluorescente diferente para crear una mezcla heterogénea de perlas basandose en la intensidad
fluorescente, y

(iv) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, la cepa del VPH es identificable por citometria de flujo basandose en el
tamafo, la intensidad fluorescente y la 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 replicén que comprende una
region especifica de una cepa;

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

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

Los &cidos nucleicos pueden aislarse a partir de la muestra del sujeto usando cualquier método que sea conveniente
con respecto a la naturaleza de la propia muestra y el analito. Tal como se usa en este documento, el término "acido
nucleico” se refiere a ADN y/o ARN. Tipicamente, se aisla ADN, aunque bajo algunas circunstancias que resultarian
evidentes para un experto en la materia, puede ser mas preferible aislar ARN, por ejemplo, cuando el analito de
interés es un virus de ARN. Si se aisla ARN, el ARN puede amplificarse, o el ARN puede transcribirse de forma
inversa en ADNc usando métodos estandar, para amplificacion y analisis posteriores.

Con preferencia, el "acido nucleico" es ADN. Puede aislarse ADN a partir de la muestra usando cualquier medio
conveniente. Por ejemplo, en el caso de un virus tal como el VPH en una muestra de células humanas, se puede
usar guanidina o un agente funcionalmente equivalente para lisar las células. Un método ejemplar a base de
guanidina para la lisis celular y la extraccion 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 son comercializadas por 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 deteccion de un analito en una
muestra ambiental tal como una muestra de tierra o de sedimento, puede ser mas apropiado un sistema de lisis
celular a base de perlas de vidrio, tal como el método de Kuske y col. (Appl. Environ. Microbiol. 64 (7):2463-2472,
1998). En cualquier caso, el protocolo de lisis apropiado para un analito y muestra dados seria determinado
facilmente por alguien con experiencia normal en la materia sin demasiada experimentacion.

Después de la lisis de las células, el ADN puede purificarse por cualquier medio conveniente, lo que resultaria
facilmente evidente para un experto en la materia (véanse, por ejemplo, los kits disponibles comercialmente
anteriores). En una realizacién preferida de la invencion, el ADN se purifica usando una cantidad limitante de un
agente de unién de ADN tal como, pero no limitado a, silice. Usando una cantidad limitante del agente de unién de
ADN, puede aislarse 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 de ADN. EI ADN unido al agente de unién de ADN puede entonces recuperarse o eluirse del agente
de unién de ADN usando cualquier medio conveniente.

Aunque el ADN es un &cido nucleico preferido, también puede aislarse ARN de la muestra usando cualquier
protocolo de aislamiento de ARN estandar. El aislamiento de ARN implica tipicamente 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 el documento Ambion Technical Bulletin #183
(www.ambion.com/techlib/tb/tb 183.html). Ademas, en
www.ambion.com/techlib/basics/products/rnaisol_compchart.html se presenta una gama de kits de aislamiento de
ARN ejemplares que son adecuados para una gama de tipos de muestra. Sin embargo, deberia entenderse que la
presente invencidon no esta limitada de ningln modo por estos métodos y kits especificos para aislamiento y
purificacién de ARN y la presente invencion es compatible con cualquier método de aislamiento de ARN que sea
evidente para un experto en la materia.

El conjunto de perlas puede comprender, en relacion con la deteccion del VPH, tantos subconjuntos de perlas como
cepas del VPH. Por tanto, el ensayo puede emplear 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 0 16 subconjuntos de
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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
pueden usarse perlas adicionales para controles. En la figura 9 se desvelan sondas de captura adecuadas.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencién esta dirigido a un conjunto de perlas para detectar una o mas cepas
del VPH y/o para diferenciar entre dos o mas cepas del VPH, en el que el conjunto de perlas comprende una
pluralidad de subconjuntos de perlas en los que:

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

(b) las perlas dentro de cada subconjunto se acoplan a una sonda de captura de acido nucleico seleccionada de la
lista constituida por los SEQ ID NO: 5 a 20 que es capaz de unirse a una regién especifica de una cepa del VPH de
un genoma del VPH,;

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

(d) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un conjunto de perlas, en los que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, la cepa del VPH es identificable por citometria de flujo basandose en el
tamafo, la intensidad fluorescente y la discriminacion de secuencias.

Otro aspecto adicional de la presente invencién contempla un método para detectar y/o diferenciar entre dos o mas
cepas del VPH en una muestra, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra con un conjunto de perlas que comprende una pluralidad de subconjuntos de perlas
en los 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 seleccionada de la
lista constituida por los SEQ ID NO: 5 a 20 que es capaz de unirse a una regién especifica de una cepa del VPH de
un genoma del VPH;

(iii) la sonda de captura en 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 basandose en la intensidad
fluorescente, y

(iv) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, la cepa del VPH es identificable por citometria de flujo basandose en el
tamarno, la intensidad fluorescente y la discriminacion 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 replicon que comprende una
region especifica de una cepa;

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

Por consiguiente, los conjuntos de perlas pueden comprender en relaciéon al VPH 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 acido nucleico seleccionada del listado
constituido por los SEQ ID NO: 5 a 20. La referencia a estas secuencias especificas de una cepa del VPH en los
SEQ ID NO: 5 a 20 incluye moléculas de &cido nucleico que tienen al menos una identidad del 90 % con estas
secuencias o capaces de 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 invencién 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 objeto, pero que
generan un amplicon que comprende una secuencia de nucledtidos distinta para cada cepa del analito. En efecto,
los cebadores usados en la presente invencién se unen a secuencias que se conservan entre cepas del analito
objeto que flanquean regiones que son al menos parcialmente no conservadas o polimérficas entre cepas.
Esquematicamente, la region amplificada en el analito tiene la estructura general de:

C-X-C

en la que:
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C es una secuencia de nucledtidos que se conserva entre dos 0 mas cepas del analito y es el sitio de unién del
cebador "directo”;

X es una secuencia de nucledtidos, parte de la cual o toda comprende una variacién entre diferentes cepas del
analito;

C es una secuencia de nucledtidos que se conserva entre dos 0 mas cepas del analito y es el sitio de unién del
cebador "inverso".

La amplificacion a partir de los sitios de los cebadores tales como los descritos anteriormente permite eficazmente el
uso de un conjunto de cebadores “universales”, que se unen en C y C’ para amplificar X a partir de una gama de
cepas del analito. Ademas, cabe destacar que el amplicon amplificado usando los cebadores universales puede
comprender regiones tanto conservadas como variables.

En una realizacion preferida, se usan cebadores que amplifican secuencias del VPH. Con mas preferencia, estos
cebadores son GPS+ es 5 TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 3 (SEQ ID NO:1) y GP6+ es 5
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3 (SEQ ID NO:2). Estos cebadores generan un amplicén a partir del VPH que
comprende tanto una regién conservada (definida como Y en la figura 3), como una regiéon que es variable entre
diferentes cepas del VPH (definida como X en la figura 3).

La presente invencion 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 biolégica. Sin embargo, la
presente invencién no esta limitada de ningdn modo a estas secuencias de control particulares y también se
contemplan otras secuencias de control que resultardn evidentes para un experto en la materia. Ademas, los
métodos de la presente invencién también pueden realizarse sin la amplificacién de una secuencia de control.

En una realizacion preferida, la secuencia de control se amplifica a partir del genoma de un sujeto humano usando
los cebadores LC1_F, que comprende la secuencia de nucleétidos 5 TACACACAGGTGTACACAGA 3' (SEQ ID
NO:3) y LC1_R que comprende la secuencia 5' ACCAAGTACTCTACGTGTTG 3' (SEQ ID NO:4).

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

El ARN aislado puede amplificarse usando cualquier método de ARN conocido en la técnica y se han desarrollado
varias tecnologias de amplificacion de ARN. Dos categorias principales de estas son: (i) las que utilizan ciclado
térmico tales como RT-PCR vy (ii) ensayos isotérmicos tales como la amplificacién basada en secuencias de acidos
nucleicos (NASBA) (Compton, Nature 350:91-92, 1991; Kievits y col., 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
pueden subdividirse, basandose en si: (i) copian y amplifican la secuencia diana, tal como TMA, NASBA y
replicacién de secuencia autosostenida (3SR) (Guatelli y col., Proc. Natl Acad. Sci. USA 87:1874-1878, 1990;
Chadwick y col., J. Virol. Methods 70:59-70, 1998; para su revision véase el documento de Chan y Fox, Rev. Med
Microbiol. 10:185-196, 1999), o (ii) generan una sefal dependiente de la diana que puede amplificarse mas, por
ejemplo, ensayos invasores (Lyamichev y col., Nat. Biotechnol. 17:292-296, 1999; Ryan y col., Mol. Diagn. 4:135-
144, 1999). Existen varias otras tecnologias de amplificacion que no encajan facilmente en estas categorias, tales
como la Q beta replicasa (Lizardi y col., Biotechnology 6:1197-1202, 1988) y el ADN ramificado (Todd y col., J. AIDS
Hum. Retrovirol. 10:S35-544, 1995; Pawlotsky y col., J. Virol. Methods 79:227-235, 1999). Sin embargo, deberia
entenderse que la presente invencién contempla cualquier método de amplificacion de ARN que resultaria evidente
para un experto en la materia. Ademas, deberia entenderse que la presente invencion también contempla el uso de
transcriptasa inversa o un equivalente funcional de la misma para convertir ARN en ADN que luego pueda
amplificarse posteriormente.

De acuerdo con la presente invenciéon, se marcan los amplicones enumerados en las etapas (iii) y/o (iv) de los
métodos descritos anteriormente. Los amplicones de la presente invencién pueden marcarse 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 amplicon por medio de PCR. En este método, la marca se une tipicamente al
extremo 5' de un cebador adecuado para la amplificacion del amplicén, aunque también se contempla el marcado en
otras posiciones dentro del cebador, tal como el marcado en 3' o el marcado no terminal.

También se puede usar un enlazador quimico entre la marca y el polinucleétido que se marca. Las secuencias de
enlazadores apropiados se determinaran facilmente por los expertos en la materia, y es probable que incluyan
enlazadores tales como modificadores amino C6, C7 y C12 y enlazadores que comprenden grupos tiol. Como se
determinara 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.
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Los métodos de marcado post-amplificacion 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 nucle6tidos que comprenden un grupo enlazador,
pueden incorporarse en el polinucleétido sintetizado con polimerasa Klenow durante la sintesis.

En cualquier caso, otros métodos de marcado resultaran facilmente evidentes para un experto en la materia y
deberia entenderse que la presente invencion no esté definida o limitada de ningin modo por la eleccion del método
de marcado.

Con preferencia, la marca usada es un "marcador fluorescente" o "fluor6foro”. Muchos marcadores fluorescentes
diferentes resultaran familiares para los expertos en la materia, y la eleccion del marcador fluorescente no limita de
ninglin modo la invencion. En una realizacién preferida de la presente invencién, los marcadores fluorescentes de la
presente invencién comprenden cualquier marcador fluorescente que pueda unirse a un polinucleétido y que se
pueda excitar usando una fuente de luz seleccionada del siguiente grupo:

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

(i) Laseres de diodo: tienen una longitud de onda de emision de 635 nm. Otros laseres de diodo de los que se
dispone ahora funcionan a 532 nm. De manera interesante, esta longitud de onda excita 6ptimamente el yoduro de
propidio (PI). La tincion Pl se usa ampliamente para el analisis de ADN, el recuento de vivos/muertos y la
determinacion de ploidia. También se dispone de laseres de diodo azul que emiten luz aproximadamente a 476 nm.

(iii) Laseres de gas HeNe: funcionan con la linea roja de 633 nm.
(iv) Laseres de HeCd: 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 como
Hoechst y DAPI.

En realizaciones mas preferidas de la presente invencion, los marcadores fluorescentes se seleccionan de:
hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azul cascada, 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 incluyendo Alexa Fluro-350, -430, -488, - 532, -546, -555, -556, -594, -633, -647, -
660, -680, -700 y -750; colorantes BoDipy, incluyendo BoDipy 630/650 y BoDipy 650/665; colorantes CY, en
particular Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy 55 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,
incluyendo 488-X y 514; colorantes de rodamina, incluyendo X-rodamina, lisamina rodamina B, verde de rodamina,
rojo de rodamina y ROX; TRITC, tetrametilrodamina (TMR); carboxitetrametirodamina (TAMRA);
tetraclorofluoresceina (TET); Rojo 6B, FluorX, BODIPY-FL, colorante SYBR Green |, y Texas Red. En realizaciones
particularmente preferidas de la presente invencion, el marcador es Cy5, el cual es particularmente conveniente para
la practica de la presente invencion.

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

Tal como se usa en este documento, deberia entenderse que el término "reactante” comprende un polinucleétido
inmovilizado en una perla. Mas en particular, cada reactante comprende un polinucleétido que comprende una
secuencia que es complementaria a un amplicén generado segun los métodos descritos en este documento, que se
une o asocia de otro modo con una perla distinguible fisioquimicamente. Un reactante también puede comprender
una secuencia que sea complementaria a una secuencia de control tal como se definié anteriormente en este
documento, es decir, una secuencia amplificada a partir del genoma de un organismo multicelular (Z) o el amplicdn
de una secuencia de nucle6tidos que se conserva entre cepas del analito (Y).

Por consiguiente, un conjunto de perlas de reactantes puede comprender:
[B1-CX1, B2'CX2, Bs-CXs...Bn-CXn, By-CY, BZ-CZ]

en el que:
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B1...Bn, By, B, son cada uno perlas que se puede distinguir fisioquimicamente;

cXn es un polinucleétido inmovilizado en una perla en el que dicho polinucleétido comprende una secuencia de
nucleétidos que es complementaria a una secuencia de acidos nucleicos particular que es especifica de 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 han de detectarse 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;

cZ 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 el VPH y la secuencia de ADN de control es una secuencia de ADN gendémico
humano.

Por "complementaria”, ha de entenderse que el polinucleétido inmovilizado del reactante deberia hibridarse a un
amplicdn generado segln los métodos descritos en este documento bajo condiciones de baja rigurosidad. Con
preferencia, el polinucledtido inmovilizado deberia unirse a la muestra y estandar bajo condiciones de rigurosidad
media y, con mas preferencia, el polinucleétido inmovilizado deberia unirse a la muestra y estandar bajo condiciones
de alta rigurosidad.

La referencia en este documento a baja rigurosidad incluye y engloba formamida desde al menos aproximadamente
el 0 hasta al menos aproximadamente el 15 % v/v (incluyendo formamida al 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %,
9 %, 10 % 11 %, 12 %, 13 % y 14 % v/v) y sal desde al menos aproximadamente 1 M hasta al menos
aproximadamente 2 M para hibridacion, y sal de al menos aproximadamente 1 M hasta al menos aproximadamente
2 M para condiciones de lavado. En general, la baja rigurosidad es 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. Puede alterarse la temperatura y usarse temperaturas mas altas para reemplazar la
formamida y/o para ofrecer condiciones de rigurosidad alternativas. Pueden aplicarse condiciones de rigurosidad
alternativas cuando sea necesario, tales como rigurosidad media, la cual incluye y engloba formamida desde al
menos aproximadamente el 16 % v/v hasta al menos aproximadamente el 30 % v/v, incluyendo formamida al 16 %,
17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 24 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 % y 30 % v/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 del 1% en el numero de pares de bases
desapareadas (Bonner y Laskey, Eur. J. Biochem. 46:83, 1974). La formamida es opcional en estas condiciones de
hibridacion. Por consiguiente, los niveles particularmente preferidos de rigurosidad se definen como sigue: baja
rigurosidad es 6 x tampon 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 comprendida entre 20 °C y 65 °C; alta rigurosidad es 0,1 x tampén SSC, SDS al 0,1
% p/v a una temperatura de al menos 65 °C.

Las perlas, Bj..Bn, By, B; de los conjuntos de perlas de reactante son cada una perlas distinguibles
fisioquimicamente. El término "distinguible 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.. Por consiguiente, las perlas
distinguibles fisioquimicamente permiten la diferenciacion de reactantes particulares.

En una realizacién preferida la perla comprende una "microparticula”. Como resultard evidente para los expertos en
la materia, puede usarse casi cualquier material, homogéneo o de otro tipo, para la microparticula. Las
microparticulas contempladas en este documento también pueden comprender mas de una sustancia, y como tales
pueden comprender envolturas, aleaciones o mezclas de sustancias organicas y/o inorganicas. Los materiales
particularmente Utiles que pueden usarse de acuerdo con la presente invencion y que representan realizaciones
preferidas de la presente invencion incluyen materiales seleccionados de la lista constituida por: silice (por ejemplo:
cuarzo o vidrio), latex, titania, diéxido de estano, itria, alimina, y otros éxidos de metales binarios (tales como ZnO) ,
perovskitas y otros 6xidos de metales piezoeléctricos (tales como BaTiOs), ZnS, sacarosa, agarosa y otras perlas
poliméricas. En una realizacién particularmente preferida, la microparticula comprende silice.

En una realizacion preferida, el término "distinguible fisioquimicamente" se refiere a una diferencia mensurable en

cualquiera de tamafno de perla, la presencia o ausencia de una marca Opticamente detectable particular y/o la
intensidad de una marca 6pticamente detectable.
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La perla contemplada por la presente invencion puede producirse en cualquier forma tridimensional regular o
irregular conveniente. Sin embargo, generalmente es practico sintetizar esferas pequefas o particulas esferoides.
Tales esferas o particulas esferoides también se denominan en este documento "perlas". Por consiguiente, en
realizaciones preferidas de la presente invencion, las "microparticulas” de la presente invencion son sustancialmente
esféricas o esferoides o comprenden una "microesfera”.

Aunque las perlas de la presente invencion pueden denominarse "microesferas" el tamano real de las particulas
depende de una diversidad de factores y las particulas realmente pueden comprender o no medidas en el intervalo
de micrometros. En una realizacion preferida la perla comprende un diametro (0 medida equivalente en una particula
no esferoide) de aproximadamente 300 nm a aproximadamente 30 um, incluyendo 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 pm, 1,2 um,
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 pm. 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 pm,
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 um, 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 pm,
9,7 um, 9,8 um, 9,9 um, 10 um, 11 um, 12 um, 13 um, 14 um, 15 um, 16 um, 17 um, 18 um, 19 um, 20 pm, 21 pm,
22 um, 23 um, 24 um, 25 um, 26 um, 27 um, 28 um, 29 um, 30 um. Con mas preferencia, la perla comprende un
diametro (o medida equivalente en una particula no esferoide) de entre 1 umy 10 pm.

En una realizacién particularmente preferida, las perlas son perlas AmpaSand (marca registrada: Genera
Biosystems) producidas por Genera Biosystems. Estas perlas se comercializan y se describen en
www.generabiosystems.com/generabiosystems/technology/AmaSandBeads/. Sin embargo, la presente invencion no
deberia considerarse de ningin modo limitada al uso de estas perlas especificamente.

Las perlas pueden distinguirse basandose en la presencia o ausencia de una o mas "marcas Opticamente
detectables". Tipicamente, una perla particular puede comprender 0, 1, 2, 3, 4, 5 marcas épticamente detectables.
Tal como se usa en este documento, el término "marca épticamente detectable" se refiere a cualquier molécula,
atomo o ion que emite fluorescencia, fosforescencia y/o incandescencia. Las marcas Opticamente detectables
convenientes incluyen las que emiten en los intervalos 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 um). Sin embargo, debido a la facilidad de deteccién, en una realizacién particularmente
preferida, la marca épticamente detectable es detectable en el intervalo de longitud de onda visible.

En realizaciones preferidas adicionales de la invencion objeto, la marca dpticamente detectable comprende una o
mas marcas seleccionadas de la lista constituida por: un fluoréforo, una particula semiconductora, una particula de
fésforo, una particula dopada, o un nanocristal o punto cuantico.

En una realizacién particularmente preferida de la presente invencion, la marca Opticamente detectable es un
fluoréforo. Tal como se usa en este documento, el término "fluoréforo” se refiere a cualquier molécula que presente
la propiedad de fluorescencia. Para los fines del presente documento, el término "fluorescencia" puede definirse
como la propiedad de una molécula de absorber luz de una longitud de onda particular y reemitir luz de una longitud
de onda mas larga. El 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
quimicos y colorantes asi como puntos cuanticos.

Una marca Opticamente detectable particularmente conveniente que puede usarse de acuerdo con la presente
invencion es incrustar particulas fluorescentes de semiconductores. Estas particulas de marcas &pticamente
detectables pueden ser tan pequenas que sus propiedades y emision se vuelven dependientes del tamafo. Tales
pequefias particulas de marcas Opticamente detectables se denominan en la técnica nanoparticulas
semiconductoras, puntos cuanticos, cables cuanticos, varillas cuanticas o nanocristales o particulas Q. Sin embargo,
tal como se usa en este documento, debe entenderse que el término "punto cuantico" o "QD" engloba todas estas
particulas. Ademas, las marcas opticamente detectables que comprenden QD pueden comprender particulas
aproximadamente esféricas o esferoides, o particulas esféricas o esferoides recubiertas. Sin embargo, no deberia
considerarse de ningun modo que el término QD se limita a una morfologia esférica, esferoide, circular, cilindrica o
cualquier otra morfologia de un "punto”. Por ejemplo, tal como se usa en este documento, los QD también pueden
comprender otras morfologias incluyendo, entre otras, particulas similares a varillas, elipsoidales, o similares a
varillas o elipsoidales recubiertas.

Los QD consisten en un nucleo cristalino a escala nanométrica de material semiconductor; las versiones
biolégicamente activas estan rodeadas tipicamente por una envoltura protectora y un recubrimiento externo. Por
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ejemplo, los QD pueden comprender cristalitos semiconductores que son de aproximadamente 2 nm a
aproximadamente 30 nm de didmetro y pueden contener aproximadamente 50-500.000 atomos dentro del cristal,
incluyendo 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 estrecho. A
diferencia de algunos otros fluoréforos, que tienen distintos espectros de absorcion, los QD absorben la luz en un
intervalo espectral ancho, lo que permite que los puntos cuanticos sean excitados con una gama de fuentes de luz,
tales como laseres, ldmparas de arco o LED. Ademéds, puede usarse una coleccion de diferentes QD en multiples
aplicaciones usando s6lo una Unica fuente de excitacion. Sin embargo, los espectros de emisién para cada punto
son tipicamente muy estrechos, del orden de aproximadamente 30 nm, dependiendo el color exacto del diametro y
la composicion de la particula. Ademas, el espectro de emision estrecho 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 anterior, también deberia entenderse que la presente invencion engloba el uso de QD de diferente
tamaro.

Ademaés, la presente invencion contempla QD que se tratan con procedimientos tales como tratamiento térmico,
modificacién superficial, aleacion, pasivacion superficial o tapado con recubrimientos superficiales para permitir que
el QD emita con rendimiento cuantico alto y para mejorar la fotoestabilidad durante largos periodos de tiempo.

Los QD también son comercializados por compaiias tales como Quantum Dot Corp. (QDC), que produce QD tales
como el conjugado de estreptavidina Qdot [Marca registrada] 605, que contiene un nucleo de seleniuro de cadmio
que emite a 605 nm. También se dispone de conjugados de Qdot que emiten a 525, 565, 585 y 655 nm. Sin
embargo, deberia entenderse que la presente invencién no esta limitada de ningdn modo por la composicién
particular del QD (o cualquier otra marca épticamente detectable) y cualquier QD (comercial o de otro tipo) puede ser
compatible con la presente invencion.

También existen muchos colorantes fluorescentes que estan disponibles en la técnica que pueden usarse como
fluoréforos de acuerdo con la presente invencién. Una propiedad importante de un colorante fluorescente u otro
fluoréforo, que determina 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 materia, y la eleccién del marcador fluorescente no limita
de ningun modo la invencion objeto. Colorantes fluorescentes particularmente convenientes que pueden usarse para
el marcado de un sustrato incluyen los analizados anteriormente con respecto al marcado del amplicén de PCR. Sin
embargo, cuando se eligen marcas fluorescentes, los espectros de emisién de la marca fluorescente usada para
el(los) agente (s) aglomerantes deberian ser distintos del espectro de emision de la marca usada para el(los)
amplicon(es).

Comunmente se usan dos técnicas de tefiido para marcar de manera fluorescente perlas y microesferas: tefiido
interno y tenido externo (marcado superficial). 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 estrechas. A menudo, estas perlas presentan una mayor resistencia a la
fotodecoloracion. Puesto que el fluoréforo esta dentro de las perlas, se dispone de grupos superficiales para su uso
en la conjugacion de ligandos (proteinas, anticuerpos, acidos nucleicos, etc.) a la superficie de la perla. Por esta
razon, las perlas marcadas internamente se usan tipicamente en deteccion de analitos y aplicaciones de
inmunoensayo. El marcado superficial implica la conjugacion del fluoréforo a la superficie de la perla. Debido a que
los fluoréforos estan sobre la superficie de la perla, pueden interaccionar con su entorno simplemente como los
fluoréforos sobre la célula tefiida. El resultado es una perla estandar que presenta las mismas propiedades de
excitaciéon y emision que las muestras de células tefidas, bajo una diversidad 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 biolégicas. Las perlas marcadas
externamente se usan con frecuencia como controles y estandares en varias aplicaciones que utilizan deteccién por
fluorescencia. Sin embargo, la presente invencion contempla la asociacién de una perla con una marca fluorescente
por cualquier medio.

Los términos "perlas fosforescentes", "perlas de fésforo" y "fésforos" se usan de forma intercambiable en este
documento. Lo que constituye una marca épticamente detectable fosforescente seria entendido facilmente por un
experto en la materia. Sin embargo, a modo de ejemplo, lo que no limita de ningin modo la invencién, los fésforos
adecuados incluyen particulas pequefas de ZnS, ZnS:Cu, 6xido de Eu y otros fésforos usados en dispositivos de
presentacion.

Una marca opticamente detectable que comprende una "perla dopada" puede incluir una particula que comprende
cantidades ocluidas de uno o mas iones de tierras raras, tales como Eu, Y, Yb, Sm y similares.
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Tal como se usa en este documento, deberia entenderse que el término "marca Opticamente detectable" también
engloba multiples marcas épticamente detectables, mezclas de marcas Opticamente detectables, nanocristales
recubiertos, aleaciones y otras mezclas complejas que resultaran evidentes para el experto en la materia. Se debe
considerar que el uso de todas estas marcas Opticamente detectables esta dentro del alcance de los métodos y
agentes descritos en este documento.

Ademas, la marca Opticamente detectable del reactante puede comprender una marca 6pticamente detectable
incorporada en la secuencia de polinucleétidos inmovilizada que esté unida o asociada de otro modo con la perla, en
lugar de que una perla esté asociada directamente con la perla en si.

Las perlas estdn marcadas generalmente por el oligonucleétido de "etiqueta" o sonda inmovilizado. Esta etiqueta
lleva una amina interna (NHz) que después se modifica por conjugacién con un éster de succinimidilo de un
colorante. En el conjunto actual, el colorante usado es BODIPY-TMR. Mezclando etiqguetas marcadas y no marcadas
y después conjugando esta mezcla con las perlas, se pueden producir clases de perlas con diferentes niveles del
marcador fluorescente. Las proporciones usadas convenientemente estdn en una serie de 1:5%; es decir, las
diferentes clases se producen usando la proporcién de etiquetas no marcadas: marcadas. Esto se ejemplifica
genéricamente a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4 - Proporcion de etiguetas no marcadas:marcadas

Clase Cantidad rel. de no marcadas Cant. rel de marcadas
Todas 0 Todas
Ninguna Todas 0
1/5 5 1
1/25 25 1
1/125 125 1

La marca opticamente detectable puede aplicarse a una perla en un intervalo de concentraciones o intensidades,
proporcionando por ello otra base sobre la cual las perlas particulares pueden ser "distinguibles fisioquimicamente".
Por ejemplo, si se considera que la intensidad detectable maxima de la sefial de una marca 6pticamente detectable
particular es el 100 %, la marca puede aplicarse a una gama de perlas para dar intensidades del 0 %, 2 %, 4 %, 6 %,
8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %.

En una realizacion particularmente preferida, el conjunto de perlas de reactantes 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 3,0 um, 3,5 um y 4,1 um de didmetro estan marcadas al 0
% y 100 %, las perlas de 5,0 um de diametro estan marcadas al 0 %, 100 % y 20 % y las perlas de 5,6 um y 6,8 um
de didmetro estan marcadas al 0 %, 100 %, 20 % y 4 %.

El componente de polinucleétido inmovilizado del reactante, por ejemplo, cXn, cY y/o ¢Z puede unirse a una perla
usando cualquier medio conveniente.

El polinucledtido inmovilizado puede encapsularse en perlas durante su produccién o puede unirse a su superficie
post-produccién. El método de eleccion usado para asociar el polinucleétido con la perla dependera del material
usado, como determinaria facilmente el experto en la materia. Ademas, pueden realizarse tratamientos adicionales,
incluida la silanizacion (recubrimiento del sustrato con silanos), en las perlas antes de la unién del polinucleétido con
el fin de incrementar la unién de dicho polinucleétido a la perla.

Generalmente, las perlas pueden recubrirse con cualquier compuesto que se una covalentemente, o se adsorba de
otro modo, a la superficie de la perla, y ademas el reactante también deberia tener una fraccién quimica para la
unién de un polinucledtido, tal como un grupo tiol, amina o carboxilo. Ejemplos de compuestos con estas
caracteristicas  incluyen silanos terminados en amino tales como amino-propiltrimetoxisilano y
aminopropiltrietoxisilano. Ademas de los silanos, los compuestos tales como poli-L-lisina que se unen
covalentemente a la superficie de vidrio y adsorben electrostaticamente los grupos fosfato del polinucleétido también
estan dentro del alcance de la presente invencion. Por lo tanto, otros compuestos, incluyendo otros silanos
adecuados para la unién de un polinucleétido a una superficie serian identificados faciimente por el experto en la
materia, y la presente invencion no esta limitada por la eleccion del compuesto.

El polinucledtido puede unirse a la perla usando cualquier medio conveniente; esto se hace tipicamente por
adsorcién fisica o enlace quimico. Ademas, las perlas pueden cubrirse adicionalmente con un agente que promueva
o incremente la adsorcién o la union del polinucleétido a la superficie de la perla, tal como amino-silanos. Sin
embargo, otros agentes que realizan esta funcién seran identificados facilmente por expertos en la materia.

En una realizacion, la molécula de acido nucleico se une a la perla por medio del Universal Anchoring System (UAS)
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(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 &cido nucleico sobre el sustrato con una secuencia diana. La
secuencia "puente" es parcialmente complementaria a la secuencia de etiqueta y parcialmente complementaria a la
secuencia diana, de manera que la secuencia puente puede unirse a las secuencias tanto de etiqueta como diana y
sujetarlas alineadas de manera que las secuencias de etiqueta y diana puedan ligarse usando una ligasa. EI UAS
también se comercializa y se describe en detalle en
www.generabiosystems.com/generabiosystems/technology/UAS/. Sin embargo, no deberia considerarse que la
presente invencion esté limitada de ningiin modo a este método particular de ligar una molécula de acido nucleico a
un sustrato.

La determinacién de si se ha producido la union entre un amplicon y un reactante puede hacerse usando cualquier
metodologia que permita la localizacion de una marca de amplicon unida a un reactante distinguible
fisioquimicamente particular. En una realizacion particularmente preferida, se usa citometria de flujo.

La citometria de flujo puede definirse como una tecnologia para medir propiedades de particulas o células a medida
que se mueven, o fluyen, en suspension liquida. Puede hacerse 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 citémetro de flujo, la fuente de luz a menudo es
un laser. Se usan laseres porque proporcionan un haz muy concentrado e intenso de luz monocromatica. El caracter
monocromatico de la luz es especialmente importante en la realizacion de medidas de fluorescencia.

La platina

En un microscopio, la platina es movible para permitir el paso del objeto al campo de vision de un objetivo. En el
citémetro de flujo, las células o particulas existen en suspensién liquida. El liquido fluye en respuesta a la presion del
aire, pasa por un objetivo, llevando asi las células o particulas a través del campo de visién.

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

Algunos microscopios tienen filtros para seleccionar aquellas caracteristicas de la luz que son las mas importantes
para el observador. Esto es particularmente cierto en los microscopios de fluorescencia. En la fluorescencia, las
moléculas de colorante son excitadas por luz de una longitud de onda caracteristica, que luego producen luz emitida
de una longitud de onda mas larga. Los filtros eliminan la luz de excitacién para permitir que la luz de emision se
observe o se mida.

Los detectores

En un microscopio, el detector de luz es el observador. El citémetro de flujo usa detectores de luz altamente
sensibles denominados tubos fotomultiplicadores (PMT). Los detectores deben poder medir los breves destellos de
luz emitida procedentes 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 citémetros de flujo pueden medir tanto dispersion de luz como fluorescencia.

La figura 1 muestra los componentes principales de un modelo particular de citdmetro de flujo. Un depdsito en el
fondo suministra un tampodn que lleva las células o particulas a través del instrumento, mientras que un segundo
depédsito recoge todo el fluido sobrante. El propésito del fluido portador (denominado normalmente fluido envolvente)
es extraer la suspension de manera que las células o particulas pasen en una sola fila a través del haz laser.

El laser en la parte delantera izquierda ilumina las células o particulas que fluyen hacia arriba desde el tubo de
ensayo con un haz azul. La dispersion de luz directa es recogida por una lente alineada con el haz laser (el propio
haz laser es bloqueado por una pequefia barra opaca) y reflejada sobre un detector de luz. La dispersién de luz
lateral y la fluorescencia es recogida por una lente situada en un angulo recto respecto al haz laser. El instrumento
ilustrado puede medir tres colores de fluorescencia en las regiones verde, naranja y roja del espectro. Los colores
son separados por filtros que reflejan o transmiten solo las longitudes de onda deseadas hacia los detectores
apropiados.

Por ultimo, todas las sefiales electronicas procedentes de los detectores se hacen pasar por un ordenador (no
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mostrado) que las registra y muestra los resultados. Como todas las medidas se hacen sobre cada célula
simultaneamente, pueden determinarse las correlaciones entre ellas. Ademas, una medida puede usarse para
seleccionar un subconjunto de células para estudio usando otra medida. Por ejemplo, es posible examinar tanto la
fluorescencia como el tamarfo de particula.

En una realizacion preferida, las perlas se detectan y/o se clasifican segin el método de la presente invencion
usando citometria de flujo. La presente invencion, sin embargo, no se limita de ningiin modo al método o aparato de
citometria de flujo particular descrito anteriormente en este documento. Este ejemplo se proporcioné sélo con fines
ilustrativos, y la presente invencion no se limitara a un instrumento o método segun el ejemplo proporcionado.

Usando citometria de flujo, el tamafio de una perla dada puede determinarse por la dispersién de luz del objeto.

La dispersion de luz es la interaccion de luz y materia. Todos los materiales, incluyendo 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 puede decirse sobre él. En el citometro de flujo, los detectores de dispersion de luz normalmente
estan situados opuestos al laser (en relacion con la célula o particula), y a un lado del laser, alineados con la
interseccion del flujo de fluido/haz laser. Las medidas realizadas por estos detectores se denominan dispersion de
luz directa y dispersién de luz lateral, respectivamente.

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

Los presentes inventores han determinado que la citometria de flujo puede distinguir entre perlas de
aproximadamente 3,0 um, aproximadamente 3,5 um, aproximadamente 4,1 um, aproximadamente 5,0 pum,
aproximadamente 5,6 um y aproximadamente 6,8 um de didametro. También pueden distinguirse otras clases de
perlas, tales como de entre 5,0 y 5,6 y 5,6 y 6,8. Por consiguiente, los presentes inventores han identificado que la
citometria de flujo puede diferenciar al menos hasta 6 tamanos de perlas diferentes.

Ademas de la deteccién por tamano, los citdbmetros de flujo tienen tipicamente uno o mas laseres y detectores para
la deteccién 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 mas larga. 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: pueden usarse filtros para excluir la luz de excitacion del detector de luz o del observador.
Por tanto, la unica luz medida u observada proviene del fluor6foro. La interferencia del fondo o la luz parasita que
choca con los detectores es extremadamente baja.

Existen muchos colorantes fluorescentes que son Utiles para la citometria de flujo. Se unen a una diversidad 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 otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para diagnosticar una infeccion por un analito
patogénico en un sujeto, comprendiendo dicho método:

(i) obtener una muestra bioldgica del sujeto que comprende supuestamente dicho analito patogénico;
(ii) aislar el acido nucleico de dicha muestra;

(iii) 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;

(iv) amplificar opcionalmente una secuencia de acido nucleico de control del sujeto;

(v) efectuar opcionalmente el marcado del(los) amplicon(es) enumerado(s) en las etapas (iii) y/o (iv) ;

(vi) hibridar el(los) amplicon(es) marcado(s) a un conjunto de perlas de reactantes en los que cada miembro del
conjunto de perlas comprende una molécula de &cido nucleico que tiene complementariedad con una secuencia de
nucleétidos del analito o una cepa particular del analito, unida o asociada de otro modo con una perla distinguible
fisioquimicamente; y

(vii) determinar a cual de los reactantes se ha unido un amplicén;

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2524 050 T3

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

Tal como se usa en este 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 pueden ser infectadas por un bacteriéfago). Tal como se usa en este documento, el término "animal" incluye,
con preferencia, un mamifero y, con mas preferencia, un primate incluyendo un primate inferior y, con mas
preferencia adn, un ser humano. Sin embargo, el término "animal" también incluye especificamente especies de
ganado tales como reses, caballos, ovejas, cerdos, cabras y burros 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 los primates inferiores. También estan contemplados animales no mamiferos tales
como especies aviares, pez cebra, anfibios (incluidos sapos de cafa) y especies Drosophila tales como la
Drosophila melanogaster.

El "sujeto" también puede ser no 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 azulcar, plantas de cultivo horticolas
(por ejemplo, patatas, zanahorias y cebollas) y similares.

Sin embargo, en una realizacién preferida, la presente invencién proporciona un método para diagnosticar la
infeccion por VPH en un sujeto humano, comprendiendo dicho método:

(i) obtener una muestra biol6gica del sujeto humano que comprende supuestamente el VPH;
(i) aislar el acido nucleico de dicha muestra;

(iii) 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;

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

(v) efectuar opcionalmente el marcado del(los) amplicon(es) enumerado(s) en las etapas (iii) y/o (iv);

(vi) hibridar el(los) amplicon(es) marcado(s) a un conjunto de perlas de reactantes en los que cada miembro del
conjunto de perlas comprende una molécula de &cido nucleico que tiene complementariedad con una secuencia de
nucleétidos del VPH o una cepa del VPH particular, unida o asociada de otro modo con un sustrato distinguible
fisioquimicamente; y

(vii) determinar a cual de los reactantes se ha unido un amplicén;

en el que la asociacién de un amplicén con un reactante particular es indicativa de infeccién por VPH en el sujeto
humano.

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

(i) obtener una muestra biolégica del sujeto humano que comprende supuestamente el VPH;
(i) aislar el acido nucleico de dicha muestra;

(iii) 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;

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

(v) efectuar opcionalmente el marcado del(los) amplicon(es) enumerado(s) en las etapas (iii) y/o (iv);

(vi) hibridar el(los) amplicon(es) marcado(s) a un conjunto de perlas de reactantes 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 del VPH particular, unida o asociada de otro modo con un sustrato distinguible
fisioquimicamente; y

(vii) determinar a cual de los reactantes se ha unido un amplicén;

en el que la asociacién de un amplicén con un reactante particular que comprende un polinucledtido que es
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complementario a una cepa del VPH asociada con una enfermedad particular, es indicativa de un aumento del
riesgo de dicha enfermedad en el sujeto.

Se prefiere el marcado de los amplicones como se indica en la parte (v): Por tanto, se marcan tanto los amplicones
como las perlas.

Las enfermedades ejemplares asociadas con una o mas cepas del VPH particulares incluyen las presentadas en la
tabla 3. Por consiguiente, en este aspecto, la presente invenciéon proporciona un método para diagnosticar un
aumento del riesgo de que un sujeto desarrolle una enfermedad particular identificando especificamente qué cepa
del VPH esta infectando al sujeto. En una realizacion particularmente preferida, el método esta adaptado para
determinar el riesgo de que un sujeto humano desarrolle cancer de cuello uterino.

La presente invencion contempla ademas un kit de diagndstico para su uso segun los métodos descritos en este
documento, incluyendo diagnosticar una infeccion por el VPH en un sujeto a humano y/o evaluar el riesgo de que un
sujeto humano desarrolle una enfermedad asociada con el VPH, incluyendo cancer de cuello uternio. El kit
comprende un conjunto de perlas de reactantes que comprenden cada uno un polinucleétido que es complementario
con una secuencia de nucleotidos de una cepa del VPH particular, unida o asociada de otro modo con un sustrato
distinguible fisioquimicamente. Opcionalmente, el kit también puede comprender unir cebadores que se unen a
secuencias conservadas entre diferentes cepas del VPH, pero generan un amplicén que comprende una secuencia
de nucleétidos distinta para cada cepa del VPH en los que el amplicén generado es supuestamente complementario
con un polinucleétido unido a, o asociado de otro como con una o mas perlas que distinguibles fisioquimicamente
del Kit.

En una realizacion preferida, el conjunto de perlas de reactantes comprende al menos grupos de perlas,
comprendiendo cada uno un didmetro de uno cualquiera de aproximadamente 3,0 um, aproximadamente 3,5 pum,
aproximadamente 4,1 um, aproximadamente 5,0 um, aproximadamente 5,6 um y aproximadamente 6,8 um. En una
realizacién preferida adicional, cada grupo de tamafio de perlas comprende uno 0 mas subgrupos de microesferas
cada uno con una marca fluorescente en un intervalo de intensidades diferentes. Con mas preferencia, la marca
fluorescente es TMR y se aplica a intensidades de aproximadamente el 0 %, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 20 % y aproximadamente el 100 %.

En una realizacion preferida adicional, el kit comprende los cebadores GP5+ y GP6+ y opcionalmente los cebadores
LC1_FyLC1_R.

El kit también puede ser en forma de un chip o soporte de fase sélida, denominado comunmente biochip. Todos o
parte de los reactivos usados en el ensayo objeto pueden incorporarse en un biochip o miniaturizarse en un
nanoensayo. Aunque la citometria de flujo es particularmente Gtil en la medida de los rendimientos del ensayo
objeto, el biochip puede usarse para medir o automatizar otras sefiales tales como las asociadas con ensayos en
modo de galeria susurrante.

A pesar de que las intensidades fluorescentes es un aspecto preferido del método de multiplexacion, otras formas de
identificacién estan englobadas por la presente invencion. Uno de tales métodos alternativos incluye la deteccién en
modo de galeria susurrante (WGM). En esta realizacion, un marcador fluorescente se incorpora en perlas de un
subconjunto o se incorpora o 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 s6lo se emitan desde la particula determinadas longitudes de onda de luz. El resultado de
este fendmeno es que las bandas de emision anchas normales (10-100 nm de anchura) de, por ejemplo, un
fluoréforo se restrinjan y aparezcan como una serie picos agudos que corresponden eficazmente a patrones de luz
de modo permanente dentro de la particula. De acuerdo con la presente invencion, se ha determinado que el perfil
de WGM es extremadamente sensible a cambios en la superficie de la particula microesferoide y que el perfil de
WGM cambia cuando la particula microesferoide interacciona con analitos o moléculas dentro de su entorno.

Por consiguiente, otro aspecto de la presente invencién contempla un método de deteccién de un analito tal como un
amplicon de una cepa del VPH que comprende una secuencia especifica de una cepa, comprendiendo dicho
método poner en contacto al menos un conjunto de particulas microesferoides con una muestra que comprende
supuestamente dicho analito, en el que cada particula dentro de un conjunto de particulas microesferoides
comprende una marca 6pticamente detectable y un supuesto compafiero de unién inmovilizado de dicho analito (por
ejemplo, un cebador o una sonda capaz de unir, capturar o inmovilizar de otro modo un amplicén de una cepa del
VPH) en el que cada conjunto de particulas tiene un perfil de WGM definido, en el que la unién de dicho analito a
dicho comparnero de unién inmovilizado tiene 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 invencion pueden aplicarse para detectar la modulacion en el perfil de WGM de una

particula microesferoide en los que dicha modulacion resulta de la deteccion de la unién u otra asociacion de
moléculas en una muestra para la uniéon potencial de particulas inmovilizadas a la superficie de la particula

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2524 050 T3

microesferoide. La deteccién de reacciones de unidén entre un analito y su compafnero de uniéon basandose en
cambios sensibles en los perfiles de WGM permite la identificacion y el aislamiento de los analitos.

Una caracteristica de la presente invencién es que las particulas microesferoides pueden ser excitadas con una
amplia gama de fuentes de luz, facilitando la medida en muchos perfiles de WGM diferentes.

Una "marca Opticamente detectable" puede ser cualquier molécula, atomo o ion que emite fluorescencia,
fosforescencia y/o incandescencia. En una realizacion preferida de la presente invencién, la marca épticamente
detectable es un fluoréforo, que puede englobar una gama de marcas dpticamente detectables tales como
fluoréforos y colorantes quimicos asi como puntos cuanticos.

En una realizacién especifica, la presente invenciéon proporciona una particula microesferoide que comprende una
particula de latex o silice que es de 1Tum a 100 1um de didmetro, marcada con una marca épticamente detectable,
tal como un fluoréforo o un punto cuantico, comprendiendo ademas la particula un supuesto comparero de unién de
un analito que ha de detectarse. Un ejemplo es una molécula de acido nucleico de captura capaz de unirse a un
amplicén de VPH generado por la amplificacion usando dos cebadores para una regiéon conservada del genoma del
VPH que flanquea una regidn especifica de una cepa. La marca Opticamente detectable es detectable 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 manera detectable cuando el analito interactda con el compariero de
unién inmovilizado en la particula. Cualquier de tales cambios en el perfil de WGM es indicativo de la presencia de
un analito que se ha unido a su compariero de union.

La presente invencién se describe ademas por los siguientes ejemplos no limitativos:
Ejemplo 1
Diagnosis del VPH - Aislamiento y amplificacion de ADN

En la figura 2 se muestra una perspectiva general del protocolo de extraccion de ADN usado para aislar ADN para el
método de diagnéstico del VPH.

Tal como se muestra en la figura 3, se us6 PCR para amplificar la muestra de ADN. Se usaron los cebadores GP5+
y GP6+ para generar un amplicon para cualquier cepa del VPH que estuviera presente en la muestra de ADN. El
cebador GP6+ comprendié una marca fluorescente, especificamente Cy5 para permitir la visualizacion posterior de
la union de amplicon a los agentes de union. Los amplicones viricos generados comprendieron tanto una region
conservada (Y) que se conserva entre todas las cepas del VPH examinadas como una region que es variable (es
decir, especifica de una cepa) entre cepas del VPH, X,, donde n representa una region variable asociada con cada
cepa del VPH. Los compafieros de unién inmovilizados en perlas se unen especificamente al genoma especifico de
una cepa del VPH.

Ademas, también se gener6 un amplicén a partir del ADN gendémico del sujeto humano usando los cebadores
LC1_F y LC1_R para servir como control. En este caso, el cebador LC1_R también llevaba una marca Cy5.

Ejemplo 2
Diagnosis del VPH - Deteccion multiplex

Los amplicones generados en el ejemplo 1 fueron hibridados a una matriz de agentes de unién, llevando cada uno
un polinucledtido que es complementario a la region variable del supuesto amplicén virico generado a partir de cada
una de las cepas del VPH c, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67 y 68 (X1 a X1s) . Véase la figura 9
para las secuencias de nucleétidos de los &cidos nucleicos de captura inmovilizados en las perlas. Ademas, la matriz
comprende un agente de uniéon que comprende un polinucleétido que es complementario a la regién conservada de
los amplicones viricos del VPH (Y). Por ultimo, se incluye un agente de unién que comprende un polinucleétido que
es complementario a la secuencia del amplicon de control humano. El &cido nucleico de captura puede ser ADN o
ARN. Si se usa ARN, puede requerirse una transcriptasa inversa para generar ARN a partir del amplicon de ADN.

Cada uno de los agentes de unién en la matriz comprende una microesfera o perla con un tamano distinto e
intensidad distinta de la marca fluorescente (TMR). Las perlas que comprenden diametros de 3,0 um, 3,5 um, 4,1
um, 5,0 um, 5,6 um y 6,8 um pueden diferenciarse unas de otras usando citometria de flujo, tal como se muestra en
la figura 4.

Para cada tamario de microesfera dado, se incorporé una marca fluorescente (TMR) a intensidades relativas del 0
%, 4 %, 20 % y 100 %. Estas intensidades de marca pudieron distinguirse claramente usando citometria de flujo tal
como se muestra en la figura 5. En la figura 1 se muestra una maquina para leer las intensidades.

La figura 6 es un diagrama esquematico que muestra cada uno de los agentes de unién usados en la matriz. Como

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2524 050 T3

puede observarse, la matriz usaba microesferas que comprenden diametros de 3,0 um, 3,5 um, 4,1 um, 5,0 um, 5,6
um y 6,8 um e intensidades de senal de marca fluorescente del 0 %, 4 %, 20 % y 100 %. Sin embargo, en el caso de
los tamafos de perla mas pequefios, se usaron menos clases de intensidad de sefal. La figura 7 muestra cémo se
distingue cada uno de estos agentes de unién basandose tanto en el tamafio como en la intensidad de marca
fluorescente.

La figura 8 muestra la asociacion de amplicones unidos con tres agentes de unidn especificos en la matriz. En esta
figura, se muestra que un amplicén se une al control de DNA humano (Z), la secuencia virica conservada (Y) y la
secuencia variable virica X7, lo cual es indicativo de la presencia de la cepa del VPH 18 en la muestra.

Ejemplo 3

Comparacion del método de deteccion multiplex con diagnosis tradicional del VPH

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

Tabla 5
Comparacién de métodos de diagnéstico del VPH
Método de diagndstico I
del VPH Rendimiento Informe Controles
1600 por dia. por Las 13 cepas de "alto control interno, control
Presente invencion instrur%ento P riesgo” identificadas positivo, control de ADNg
individualmente humano

sin control interno, control

Método basado en 350 por dia Clase de “alto riesgo" positivo de "bajo riesgo”,

histologia P generalmente identificada | control positivo de "alto
riesgo

Ejemplo 4

Deteccion del VPH en muestras humanas

Las figuras 10A a G proporcionan ejemplos en los que se detecta el VPH o se menciona su ausencia en muestras
humanas.

Los expertos en la materia apreciaran que la invencion descrita en este documento es susceptible de variaciones y
modificaciones distintas de las descritas especificamente. Ha de entenderse que la invencion incluye todas estas
variaciones y modificaciones. La invencién también incluye todas las etapas, caracteristicas, composiciones y
compuestos referidos o indicados en esta memoria descriptiva, individual o colectivamente, y cualquiera y todas las
combinaciones de cualquiera o0 méas 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 el
que el conjunto de perlas comprende una pluralidad de subconjuntos de perlas especificos de una cepa del VPH en
el que:

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

(b) las perlas dentro de cada subconjunto especifico de una cepa del VPH se enlazan quimicamente a una sonda de
captura de &cido nucleico que es capaz de unirse a una regién especifica de una cepa del VPH de un genoma del
VPH;

(c) cada subconjunto de perlas es distinguible en virtud de diferencias mensurables en el tamafio de la perla, la
presencia o ausencia de una marca opticamente detectable, y la intensidad de marca épticamente detectable, en el
que la marca épticamente detectable esta provista en la sonda de captura en cada perla; y

(d) se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas, con una sonda de captura de acido nucleico
seleccionada de la lista constituida por los SEQ ID NO: 5 a 20, para producir un conjunto de perlas, en el que la
identidad del subconjunto y, por lo tanto, la cepa del VPH es identificable por citometria de flujo basandose en el
tamafo, la intensidad de marca y la discriminaciéon de secuencias.

2. El conjunto de perlas de la reivindicacion 1, en el que las sondas marcadas y no marcadas se mezclan en
diferentes proporciones y se conjugan con las perlas.

3. El conjunto de perlas de la reivindicacion 1 6 2, en el que la cepa del VPH se selecciona de las cepas 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68.

4. El conjunto de perlas de la reivindicacién 3, en el que la cepa del VPH se selecciona de la 6, 11, 31 y 33.

5. El conjunto de perlas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende 16 subconjuntos de perlas
especificos de una cepa del VPH, cada uno con una sonda de captura de acido nucleico seleccionada de la lista
constituida por los SEQ ID NO: 5 a 20.

6. El conjunto de perlas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que los tamanos de perla se
seleccionan del grupo constituido por 3,0 um, 3,5 um, 4,1 um, 5,0 um, 5,6 um y 6,8 pm.

7. El conjunto de perlas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que las perlas se marcan con un
fluorocromo seleccionado del grupo constituido por hidroxicumarina, aminocumarina, metoxicumarina, azul cascada,
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 incluyendo Alexa Fluro-350, -430, -
488, - 532, -546, -555, -556, -594, -633, -647, -660, -680, -700 y -750; colorantes BoDipy, incluyendo BoDipy
630/650 y BoDipy 650/665; colorantes CY, en particular 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, incluyendo 488-X y 514; colorantes de rodamina, incluyendo X-rodamina, lisamina
rodamina B, verde de rodamina, rojo de rodamina y ROX; TRITC, tetrametirodamina (TMR);
carboxitetrametilrodamina (TAMRA); tetraclorofluoresceina (TET); Rojo 6B, FluorX, BODIPY-FL, colorante SYBR
Green |, y Texas Red.

8. Un método para preparar el conjunto de perlas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, comprendiendo el
método seleccionar una pluralidad de subconjuntos de perlas tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, por medio del cual se mezclan entre si al menos dos subconjuntos de perlas para producir un
conjunto de perlas, en el que la identidad del subconjunto y, por lo tanto, la cepa del VPH es identificable por
citometria de flujo basandose en el tamarno, la intensidad de marca y la discriminacion de secuencias.

9. Un método para diagnosticar una infeccién por VPH en un sujeto humano, comprendiendo dicho método:

(i) aislar el &cido nucleico de una muestra procedente del sujeto humano que comprende supuestamente el VPH;

(ii) amplificar el acido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicn 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 genémico del sujeto humano;

(iv) efectuar el marcado del(los) amplicon(es) enumerado(s) en las etapas (ii) y/o (iii);
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(v) hibridar el(los) amplicon(es) marcado(s) a un conjunto de perlas tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a7;y

(vi) determinar a cual de los reactantes se ha unido un amplicén; en el que la asociacion de un amplicon con un
reactante particular es indicativa de una infeccién por VPH en el sujeto humano.

10. Uso del conjunto de perlas se una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la fabricacién de un agente de
diagndstico para diagnosticar el VPH y/o diferenciar entre dos o0 méas cepas del VPH.

11. Un método para detectar y/o diferenciar entre una o mas cepas particulares del VPH en una muestra bioldgica,
comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) aislar el acido nucleico de la muestra bioldgica procedente del sujeto humano que comprende supuestamente el
VPH;

(ii) amplificar el acido nucleico de dicha muestra usando cebadores que generan un amplicon que es distinto para
cada cepa del VPH;

(iii) amplificar opcionalmente una secuencia de acido nucleico de control;
(iv) efectuar el marcado del(los) amplicon(es) enumerado(s) en las etapas (i) y/o (iii);

(v) hibridar el(los) amplicén(es) marcado(s) a un conjunto de perlas tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a7;y

(vi) determinar a cual de los reactantes se ha unido un amplicon;

en el que la asociacién de un amplicon con un reactante particular es indicativa de la presencia de una cepa
particular del VPH en la muestra.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURAS 6
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FIGURA 7
Cepa Tamaiio de perla Marcado de TMR
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FIGURA 9
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