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DESCRIPCION
Materiales y métodos para inmovilizar, aislar y concentrar células usando superficies carboxiladas
Antecedentes
A. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para determinar la presencia de un acido nucleico diana en una
muestra. Se describen métodos para usar en la concentracion y/o aislamiento de células de una muestra
usando superficies carboxiladas.

B. Breve descripcion de la técnica relacionada
Las superficies carboxiladas han encontrado multiples usos en la técnica de la biotecnologia.

Con frecuencia, las superficies se usan para aislar biomoléculas especificas. Por ejemplo, el documento WO
2007-004687 describe la formacion de aglutinados de lipoproteinas, distintas de una fraccion de lipoproteinas
especifica, usando nanoparticulas magnéticas que tienen grupos funcionales aniénicos, tales como un grupo
acido carboxilico, en sus superficies.

Las superficies carboxiladas también se han usado como soportes para ligandos especificos de biomoléculas
y biomateriales, que se pueden usar para inmovilizar la biomolécula o biomaterial. En el escenario tipico, el
grupo carboxilo se activa, por ejemplo, usando una carbodiimida. El carboxilo activado después se hace
reaccionar con un grupo reactivo (tal como una amina) en una entidad capaz de unirse a una célula o clase
de células diana, tal como un anticuerpo, inmovilizando asi la entidad a la superficie. La célula puede
entonces unirse a la superficie por una interaccion entre la entidad inmovilizada y la célula. Por ejemplo, el
documento WO 2007-095279 usa nanoparticulas modificadas con carboxi recubiertas con aptameros de ADN
que tienen una alta afinidad por una célula diana para inmovilizar la célula y separarla de la muestra por
citometria de flujo. En US el documento 7,713,627 se describen "particulas unidas a sonda" para usar en la
separacion de bacterias, virus y células. La "sonda" especifica para la diana se puede unir a la particula
mediante una reaccidon quimica con una superficie funcionalizada con un grupo que lleva acido carboxilico.
En el documento EP 1118676 se aislan microorganismos usando la unién entre el microorganismo y un
ligando, tal como un hidrato de carbono al que se sabe que se une el microorganismo, un nutriente para el
microorganismo o un compuesto quelante de hierro.

Otros han descrito el uso de superficies carboxiladas para aislar directamente virus de muestras biolégicas.
Por ejemplo, el documento US 2003-0087284 describe el uso de particulas recubiertas con al menos un
grupo catiénico y al menos un grupo anionico para unir, separar y detectar virus.

El documento W0O2010/127228 A1 se dirige a un método de amplificacion de no objetivo para la deteccion de
formas de empalme de ARN en una muestra. Describe el uso de perlas de carboxilo magnéticas para unir
células tales como células de cuello uterino. EI documento WO 2009/015159 A1 describe, entre otros,
métodos para recuperar acido nucleico espermatico, en particular de una muestra forense. Entre otras
opciones, se pueden usar perlas de acido carboxilico o particulas magnéticas para atrapar células. Schwalbe
et al. (Journal of Magnetism and Magnetic Materials (2005), 293: 433-437) describe el uso de particulas
magnéticas recubiertas con carboximetildextrano para el marcaje y aislamiento de células de cancer de
mama y leucemia viables.

Sumario de la invenciéon

La invencion se puede definir por las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion proporciona un método
para determinar la presencia de un acido nucleico diana en una muestra que comprende una célula de cuello
uterino y un agente fijador que es un medio de citologia en base liquida, definiéndose dicho método en la
reivindicacion 1.

La presente descripcion se refiere a la inmovilizacién de una célula usando una superficie carboxilada.

Se describe un método para inmovilizar una célula, que comprende poner en contacto una superficie
carboxilada con una muestra, comprendiendo la muestra la célula y un fijador, durante un tiempo suficiente
para permitir que la célula se una a la superficie carboxilada.

Se describe un método para aislar una célula de una muestra que comprende: (a) poner en contacto una
superficie carboxilada con una muestra que comprende la célula y un agente fijador en condiciones
suficientes para inducir la unién entre la célula y la superficie; y (b) separar la superficie de la muestra,
aislando asi la célula.

También se describe un método para aislar una biomolécula de una célula, comprendiendo el método: (a)
poner en contacto una superficie carboxilada con una muestra que comprende la célula en condiciones
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suficientes para inducir la union entre la célula y la superficie; (b) separar la superficie de la muestra, aislando
asi la célula; y (c) lisar la célula, liberando asi la biomolécula.

También se describe un método para determinar la presencia de una biomolécula en una muestra,
comprendiendo el método: (a) poner en contacto una superficie carboxilada con una muestra que comprende
la célula en condiciones suficientes para inducir la uniéon entre la célula y la superficie; (b) separar la
superficie de la muestra, aislando asi la célula; (c) lisar la célula, liberando asi la biomolécula en un lisado; y
(d) detectar la biomolécula en el lisado.

También se describe un método para determinar la presencia de un acido nucleico en una muestra,
comprendiendo el método: (a) poner en contacto una superficie carboxilada con una muestra que comprende
la célula en condiciones suficientes para inducir la uniéon entre la célula y la superficie; (b) separar la
superficie de la muestra, aislando asi la célula; (c) lisar la célula, liberando asi el acido nucleico; y (d) detectar
el acido nucleico mediante un método que comprende generar un hibrido de ADN:ARN entre el acido
nucleico y una sonda de acido nucleico especifica para el acido nucleico.

También se describe un método para concentrar una célula en una muestra, comprendiendo dicho método:
(a) poner en contacto una superficie carboxilada con la muestra en condiciones suficientes para inducir la
union entre la célula y la superficie; y (b) eliminar al menos una parte de la muestra que no esta unida a la
superficie, concentrando asi la célula.

También se describe un complejo entre una célula y una superficie carboxilada en presencia de un agente
fijador.

También se describe una superficie carboxilada para usar en los métodos descritos en la presente memoria.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una grafica de barras que compara la recuperacion de acido nucleico del HPV16 usando perlas
de carboxilato para concentrar la célula ("COOmag") en comparacioén con la centrifugacion ("MC"). Se usaron
células SiHa (ya sea 300.000 o 30.000) como una fuente de HPV16, afadidas a muestras clinicas negativas
para HPV o medio liquido de citologia PRESERVCYT® limpio. El eje y representa una sefal (en unidades de
luz relativas ("RCU")) que se correlaciona directamente con la concentracion del acido nucleico del HPV16.

La figura 2 es una grafica de barras que compara la recuperacion de acido nucleico del HPV16 usando perlas
de carboxilato para concentrar la célula ("COOmag") en comparacion con la centrifugacion ("MC"). Se usaron
células SiHa (ya sea 300.000 o 30 00) como fuente de HPV16, afiadidas a muestras clinicas negativas para
HPV o en medio liquido de citologia PRESERVCYT® limpio. El eje y representa una sefial (en RCU) que se
correlaciona directamente con la concentracion del acido nucleico del HPV16.

La figura 3 es una grafica de barras que compara la recuperaciéon de acido nucleico de HPV16 usando
diferentes cantidades de perlas de carboxilato (10 pl y 5 pl) y diferentes tiempos de incubacién (1, 10, 15y 30
minutos) para concentrar la célula.

La figura 4 es una grafica de barras que compara la recuperacion de acido nucleico del HPV16 cuando se
reservaron varios volumenes (50, 100 y 200 pl) del liquido sobrenadante separado después de la
inmovilizacién de las células y se afadieron de nuevo al lisado antes de ensayarlo. "PC Sup" indica que se
afiadié un volumen indicado de un liquido sobrenadante antes del ensayo HC2™. "STM +/DNR" indica
controles positivos que usan un volumen indicado de una mezcla 2:1 de STM/DNR en lugar del liquido
sobrenadante afiadir.

La figura 5A y figura 5B son graficas de barras que comparan la recuperacion de acido nucleico del HPV16
usando perlas de carboxilato para concentrar 20000, 10000 y O células de SiHa afiadidas a muestras de
cuello uterino negativas para HPV en SUREPATH®. "MC" indica que las muestras se procesaron de acuerdo
con el Protocolo 4, mientras que "COO-" indica que las muestras se procesaron de acuerdo con el protocolo
3.

La figura 6 es una grafica de barras que compara la recuperacion de acido nucleico del HPV16 en muestras
de SUREPATH® apH4 o0pH 7.

La figura 7 es una grafica de barras que compara la recuperacion de acido nucleico del HPV16 en muestras
de SUREPATH® a pH 4.5 o pH 7, con o sin metanol (al 24% y 42%). "SP" indica una muestra en
SUREPATH®, mientras que "PC" indica una muestra en PRESERVCYT ™, que se usé como control positivo.

La figura 8 es una grafica de barras que compara la recuperacion de acido nucleico de cuerpos elementales
de Chlamydia trachomatis inactivados por calor afiadidos a PRESERVCYT™ limpio ("ebs en PC limpio") o
mezcla de muestras de cuello uterino negativas para HPV en PRESERVCYT™ ("ebs en PC mezcla"), usando
una perla carboxilada para concentrar los cuerpos elementales antes del aislamiento y analisis de los acidos
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nucleicos. Los ejemplos comparativos sin la concentracion de perlas se indican por "ebs en PC limpio sup
MC" y "ebs en PC mezcla sup MC".

La figura 9 es una grafica de barras que compara la recuperacion de acido nucleico del Chlamydia
trachomatis inactivada por calor, los cuerpos elementales se afiadieron en la mezcla de muestras de cuello
uterino negativas para HPV en PRESERVCYT™ ("ebs en grupo PC") o en orina fresca, y las perlas
carboxiladas debian concentrar los cuerpos elementales antes del aislamiento y analisis de acidos nucleicos.
Los ejemplos comparativos sin la concentracién de perlas se indican mediante "PC mezcla sup MC". Los
cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis afiadidos directamente a una mezcla 2:1 de STM y DNR se
usaron como control positivo ("STM/DNR").

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se puede definir por las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion proporciona un método
para determinar la presencia de un acido nucleico diana en una muestra que comprende una célula de cuello
uterino y un agente fijador que es un medio de citologia en base liquida, definiéndose dicho método en la
reivindicacion 1.

La presente descripcion incluye métodos, composiciones, reactivos, sistemas y kits relacionados con la
inmovilizacion de células usando superficies carboxiladas. Los métodos, composiciones, reactivos, sistemas y
kits son utiles para, por ejemplo, investigacion de laboratorio y fines de diagnéstico clinico, que incluyen, pero
no se limitan a el aislamiento de biomoléculas de células para usar en la deteccidon e identificacion de
organismos patégenos y la deteccion de una predisposicion genética a una enfermedad particular.

Inmovilizacion de la célula

En un aspecto, se describe un método para inmovilizar una célula, comprendiendo dicho método poner en
contacto una muestra que comprende la célula con una superficie carboxilada en condiciones suficientes para
inducir la unién entre la célula y la superficie. En un aspecto, la célula es una célula de mamifero.

En principio, se puede usar cualquier célula. En otro aspecto, la célula de mamifero es una célula epitelial de
cuello uterino humana. En otro aspecto, la célula es un organismo unicelular, tal como una bacteria del
género Mycobacterium, Chlamydia, Staphylococcus o Neisseria; o un protozoo del género Trichomonas; o
una levadura del género Saccharomyces o Candida. En otro aspecto, la bacteria es del género chlamydia,
por ejemplo, en forma de un cuerpo elemental.

Como se usa en la presente memoria, la expresion "compuesto de carboxilato" se referira a cualquier
compuesto o parte del mismo que comprenda al menos un acido carboxilico libre (COOH) o un anién
carboxilato (COO).

Como se usa en la presente memoria, la expresion "superficie carboxilada" se referira a una superficie de un
solido o casi sélido, comprendiendo la superficie un grupo acido carboxilico libre, un anién carboxilato o una
sal de carboxilato.

En un aspecto, la "superficie" como se usa en este documento en particular se refiere a la parte de una fase
sélida que entra en contacto con una disolucién cuando la fase sélida se pone en contacto con ella. La fase
soélida proporciona la superficie que proporciona, p. €j. lleva el grupo carboxilato, aniéon carboxilato, o sal
carboxilato. Las fases soélidas adecuadas pueden estar hechas de o pueden comprender, en particular, en su
superficie un material seleccionado del siguiente grupo:

- un material que comprende o consiste en silicio tal como silice y materiales de acido polisilicico, cuarzo,
borosilicatos, silicatos, tierra de diatomeas o vidrios,

- un material que comprende o consiste en un polimero tal como poli(met)acrilato, poliuretano, poliestireno,
poliestirol, poliacrilamida, un polimero de divinilbenceno, un polimero de estireno y divinibenceno, polietileno,
polipropileno, poli(fluoruro de vinilideno), poliacrilonitrilo, poli(cloruro de vinilo), poliacrilato, poliacrilamida,
polimetacrilato o un polimero de metacrilato de metilo;

- un material que comprende o consiste en un polisacarido tal como agarosa, celulosa, dextranos o sefarosa;
- un material que comprende o consiste en un mineral;

- un material que comprende o consiste en un 6xido metalico tal como 6xido de aluminio, 6xido de magnesio,
o6xido de titanio u 6xido de circonio;

- un material que comprende o consiste en un metal tal como oro o platino; y

- un material que comprende o consiste en un derivado de lo anterior.
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Ademas, la fase sélida también puede comprender mas de uno de los materiales descritos anteriormente. En
un aspecto, al menos la superficie que comprende los restos carboxilato esta compuesta por uno de los
materiales descritos o una mezcla de los mismos. También se puede usar cualquier fase solida adecuada
para la cromatografia de intercambio iénico como fase sélida para proporcionar la superficie que comprende,
p. €j. esta funcionalizada con grupos carboxilato.

Los formatos ejemplares de la fase solida incluyen, pero no se limitan a, particulas tales como perlas,
membranas, filtros, placas, columnas y tiras reactivas. De acuerdo con un aspecto, la superficie que
comprende restos carboxilato es proporcionada por un recipiente, por ejemplo, la superficie interna de un
recipiente que esta destinado a recibir la muestra. La superficie interior o partes de la misma, se pueden
funcionalizar, por ejemplo, revestir, con restos carboxilato. Los ejemplos de recipientes respectivos incluyen,
pero no se limitan a microtubos y pocillos de una microplaca. En este aspecto, las células se unen debido a
los restos carboxilato proporcionados a la superficie interna del recipiente o pocillo y, por lo tanto, se recogen.

De acuerdo con un aspecto ilustrativo, la superficie se proporciona mediante una fase sélida que se puede
proporcionar como suspension y se puede separar de una fase liquida. Cuando se pone en contacto con una
fase liquida tal como, por ejemplo, un medio de citologia en base liquida que contiene células, la superficie
que comprende los restos carboxilato esta en contacto con la fase liquida con el fin de permitir la unién
celular. En un aspecto, la superficie que comprende restos carboxilato la proporcionan particulas que
comprenden restos carboxilato en su superficie. Las particulas pueden tener un tamafio medio que se
selecciona de un intervalo de 100 nm a 50 ym, 200 nm a 40 ym, 300 nm a 35 ym, 400 nm a 30 ym, 450 nm a
25 ym, 500 nm a 20 pm, 550 nm a 15 ym, 600 nm a 12,5 ym, 650 nm a 10 ym, 700 nma 7,5 ym, 750 nma 5
pm, 800 nm a 3.5 ym, 800 nm a 3 um, 800 a 2,5 ym, 800 nm a 2 ym y 800 nm a 1,5 ym. Las particulas de los
tamafios respectivos y, en particular, de un tamafio mas pequerio tal como 5 pm o menos, 2,5 ym o menos o
1,5 um o menos, son faciles de manipular y se pueden resuspender bien en la muestra de células. Ademas,
las particulas pequefias respectivas proporcionan una gran superficie especifica a la que pueden unirse y, por
lo tanto, recoger eficazmente las células de la muestra restante, tal como p ej. un medio de recoleccién de
citologia en base liquida. Los materiales adecuados para proporcionar o hacer las particulas se han descrito
antes. Las particulas también pueden comprender mas de uno de los materiales descritos anteriormente, p.
ej. que comprenden dos o mas capas que comprenden o consisten en diferentes materiales para
proporcionar el cuerpo de particulas.

En un aspecto, las particulas magnéticas se usan para proporcionar una superficie carboxilada que se une a
las células. El uso de particulas magnéticas tiene la ventaja de que se pueden procesar y mover con la ayuda
de un campo magnético. Las particulas magnéticas pueden tener, por ejemplo, caracteristicas
superparamagnéticas, paramagnéticas, ferrimagnéticas o ferromagnéticas. Las particulas magnéticas pueden
comprender un material magnético que se incorpora en las particulas y/o esta asociado con las particulas.
Para evitar la lixiviacion del material magnético, el material magnético puede estar completamente
encapsulado, p. €j., por el material que proporciona la superficie tal como, p. €j., silice, poli(acido silicico),
vidrio o un material polimérico como el poliacrilato.

Numerosos sélidos y cuasi-sélidos adecuados son bien conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitado
a superficies Utiles en cromatografia de intercambio cationico. El solido o el cuasi-sélido debe tener un
caracter tal que se pueda poner en suspension en, y separar de, una fase liquida. Ademas, el solido o el
cuasi-solido debe ser de un caracter tal que, cuando se pone en contacto con una fase liquida, la superficie
que comprende el compuesto que contiene carboxilato esté en contacto con la fase liquida. Las superficies
sélidas o cuasi-solidas de ejemplo incluyen, pero no se limitan a policarbonato y/o perlas magnéticas,
incluyendo perlas paramagnéticas, diamagnéticas, ferromagnéticas, ferrimagnéticas y diamagnéticas;
columnas; platos; papel de filtro; polidimetilsiloxano (PDMS); y tiras reactivas. En un aspecto ilustrativo, la
superficie carboxilada comprende una perla magnética. Las perlas magnéticas ilustrativas incluyen las que se
describen en la solicitud de patente alemana DE 10 2005 058 979.9. Dichas perlas magnéticas estan
disponibles en el mercado.

En un aspecto ilustrativo, la superficie esta recubierta con un polimero carboxilado. Los ejemplos de
polimeros carboxilados que son adecuados como material de recubrimiento se describen en detalle en la
solicitud de patente alemana DE 10 2005 040 259.3. Ejemplos de compuestos que se pueden unir a la
superficie son glicina, acido aspartico, acido 6-aminocaproico, NTA (acido nitrilotriacético), poli(acido acrilico)
(PAA), diglima (éter dimetilico del dietilenglicol), o combinaciones de estos, sin limitarse a ellos.

En un aspecto, se usa la superficie carboxilada que tiene una carga global débilmente negativa. En un
aspecto adicional, la superficie carboxilada comprende un contenido de carboxilo segun se determina por
valoracion conductométrica con hidroxido de sodio de: al menos 0,1 mEqg/g; al menos 0,2 mEg/g; al menos
0,3 mEqg/g; al menos 0,4 mEqg/g; de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,7 mEqg/g; de
aproximadamente de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,6 mEg/g; de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 0,5 mEq/g; de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,7 mEqg/g; de aproximadamente
0,2 a aproximadamente 0,6 mEq/g; de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5 mEqg/g; de
aproximadamente 0,3 a aproximadamente 0,7 mEq/g; de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 0,6
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mEqg/g; de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 0,5 mEqg/g; de aproximadamente 0,4 a
aproximadamente 0,7 mEqg/g; de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 0,6 mEqg/g; o de
aproximadamente 0,4 a aproximadamente 0,5 mEg/g.

En un aspecto adicional, la superficie carboxilada tiene una carga global negativa.

En un aspecto adicional, la superficie carboxilada puede comprender grupos funcionales anidnicos
adicionales, tales como grupos fosfonato y/o sulfato.

En otro aspecto, se usa una superficie carboxilada adecuada para uso en cromatografia de intercambio
cationico. Dichas superficies son bien conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, las perlas
SERADYN® DS-MGCM. En un aspecto adicional, la superficie es adecuada para usar en cromatografia de
intercambio catidnico, pero no en cromatografia de intercambio aniénico.

En un aspecto, la uniéon de la célula a la superficie carboxilada no es mediada por una interaccion ligando-
receptor o una interaccion anticuerpo-antigeno. Como tal, se puede usar una superficie carboxilada que
comprende al menos un compuesto que no esta modificado con un ligando de receptor o un anticuerpo capaz
de unirse a la célula. En un aspecto adicional, la célula esta inmovilizada por una asociacion directa entre la
célula y el compuesto que comprende el grupo carboxilato.

Se puede usar cualquier muestra en la que puedan estar presentes células, incluyendo, sin limitaciéon: un
espécimen o cultivo (p. €j., cultivos celulares y tisulares) que incluyen muestras clinicas y biolégicas de
laboratorio; muestras de alimentos y agricolas; y muestras forenses, incluyendo muestras de orina, semen,
cabello, sangre, piel y saliva. Las muestras pueden ser de cualquier mamifero, incluyendo un ser humano, e
incluyen explicitamente fluidos, sdlidos (p. €j., heces) o tejidos, asi como también alimentos liquidos y sélidos
y productos para piensos e ingredientes tales como productos lacteos, carne y subproductos carnicos, y
residuos. Se incluyen explicitamente muestras tomadas directamente de un mamifero, asi como las muestras
que se han almacenado en un conservante, incluyendo, pero no limitadas a muestras de tejido incluidas en
parafina y muestras celulares y tisulares almacenadas en un medio de citologia con base liquida.

De acuerdo con un aspecto, la superficie carboxilada se afnada a una muestra liquida que comprende la
célula. En un aspecto, la particula que comprende la superficie carboxilada se afiada a la muestra liquida en
un volumen para lograr una concentracion de particulas después de la resuspension que se encuentra en un
intervalo seleccionado de: al menos 10 ug/ml, al menos 20 pg/ml; al menos 30 pg/ml; al menos 40 ug/ml; al
menos 50 pg/ml; de 10 pg/ml a 1000 pg/ml; de 10 yg/ml a 500 pg/ml; de 10 pg/ml a 300 pyg/ml; de 10 yg/ml a
200 pg/ml; de 20 pg/ml a 1000 pg/ml; de 20 pg/ml a 500 pg/ml; de 20 pg/ml a 300 pg/ml; de 20 pg/ml a 200
pg/ml; de 30 pg/ml a 1000 ug/ml; de 30 pg/ml a 500 pg/ml; de 30 pyg/ml a 300 pg/ml; de 30 ug/ml a 200 pg/mi;
de 40 pg/ml a 1000 pg/ml; de 40 pg/ml a 500 pg/ml; de 40 pg/ml a 300 pg/ml; de 40 pug/ml a 200 pug/ml; de 40
pg/ml a 1000 pg/ml; de 40 pg/ml a 500 ug/ml; de 50 pyg/ml a 300 pg/ml; y de 50 pyg/ml a 200 pg/mil.

En un aspecto, la muestra comprende al menos un agente fijador. En un aspecto, la muestra comprende un
agente fijador de reticulacion y/o no reticuladores. Los fijadores de reticulaciéon funcionan haciendo enlaces
quimicos entre proteinas en la muestra de tejido, conduciendo a su precipitacion e inmovilizacion dentro del
tejido. Los fijadores de reticulacion ilustrativos incluyen, pero no se limitan a formaldehido y
paraformaldehido. Los fijadores no reticuladores no alteran quimicamente las proteinas en la muestra; mas
bien, simplemente las precipitan donde se encuentran en la muestra de tejido. Los fijadores no reticuladores
incluyen etanol, acetona, metanol y mezclas de los mismos.

En otro aspecto, la muestra es una muestra liquida que comprende al menos un agente fijador. En un
aspecto, la muestra comprende un agente fijador de reticulacion y/o no reticulador. Los fijadores de
reticulacion funcionan haciendo quimicos entre proteinas en la muestra de tejido, conduciendo a su
precipitacion e inmovilizaciéon dentro del tejido. Los fijadores de reticulacion ilustrativos incluyen, pero no se
limitan a formaldehido y paraformaldehido. Los fijadores no reticuladores no alteran quimicamente las
proteinas en la muestra; mas bien, simplemente las precipitan donde se encuentran en la muestra de tejido.
Los fijadores no reticuladores incluyen etanol, acetona, metanol y mezclas de los mismos.

En un aspecto, la muestra esta en un medio liquido de citologia. Los medios liquidos de citologia ilustratuvos
incluyen, pero no se limitan a PRESERVCYT® (Hologic, Inc., Bedford, MA) (un medio liquido de citologia en
base de metanol); medio de transporte de especimenes DIGENE® (Qiagen Gaithersburg, Inc., Gaithersburg,
MD) (un medio de transporte de especimenes basado en guanidinio); y SUREPATH™ (Becton, Dickinson
and Company, Franklin Lakes, NJ) (un medio liquido de citologia que contiene alcohol y aldehido).

PRESERVCYT® es un medio liquido de citologia basado en metanol que comprende ~42% de metanoal;
EDTA ~5mM, a un pH 4.5).

El medio de transporte de especimenes DIGENE® (Qiagen Gaithersburg, Inc., Gaithersburg, MD) es un
medio de transporte de especimenes basado en guanidinio.
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SUREPATH™ (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ) es un medio liquido de citologia que
comprende ~22% de etanol y un fijador/reticulador de células en trazas (similar al formaldehido), pH 7.

En un aspecto, el pH del medio liquido de citologia esta en un intervalo seleccionado del grupo que consiste
en:nomasde9;nomasde 8, nomasde7;de2a9;de2a8;de2a7;de3a9 de3a8; de3a7;dedag;
de 4 a 8; de 4 a 7. En un aspecto, el pH del medio liquido de citologia se ajusta para mejorar la inmovilizacion
de la célula a la superficie carboxilada.

En un aspecto, el pH del medio liquido de citologia esta en un intervalo seleccionado del grupo que consiste
en:nomasde9;nomasde 8, nomasde7;de2a9;de2a8;de2a7;de3a9 de3a8 de3a7;dedag;
de 4 a 8; de 4 a 7. En un aspecto, el pH del medio liquido de citologia se ajusta para mejorar la inmovilizacion
de la célula a la superficie carboxilada.

En un aspecto, la muestra liquida es orina.

En un aspecto, las células se ponen en contacto con la superficie carboxilada en presencia del medio liquido
de citologia u orina durante un periodo de tiempo suficientemente largo, es decir, un periodo de tiempo que
es suficiente para permitir que las células se unan/liguen ellas mismas a la superficie carboxilada. Dicho
periodo de tiempo debe ser de al menos 30 s, preferiblemente al menos 1 min, mas preferiblemente al menos
3 min, mas preferiblemente al menos 10 minutos.

Concentracion de una célula de la muestra y/o aislamiento de la célula de la muestra

En un aspecto, la superficie carboxilada se puede usar para concentrar o aislar la célula. En un aspecto, se
proporciona un método que comprende: (a) inmovilizar la célula como se ha expuesto antes; y (b) separar la
superficie de la muestra, aislando asi la célula.

En un aspecto, se proporciona un método para concentrar una célula en una muestra que comprende: (a)
inmovilizar la célula tal como se ha expuesto antes; y (b) separar la superficie de al menos una parte de la
muestra, aislando asi la célula.

Son posibles diferentes modos de operaciones con el fin de separar la superficie con las células unidas de la
muestra.

En un aspecto, se usa un recipiente, en donde la pared interna del recipiente esta funcionalizada al menos
parcialmente con restos carboxilados como se describe en la presente memoria, la muestra restante se
puede descartar por decantacion o se puede separar por aspiracion o métodos similares. Las células unidas
permanecen asociadas a la superficie interna del recipiente debido a los restos carboxilados. Las respectivas
etapas de separacion se pueden llevar a cabo usando un sistema robético.

Como otro ejemplo, se usan particulas que comprenden restos carboxilados para proporcionar la superficie
carboxilada. Si las particulas no son magnéticas, se pueden recoger, por ejemplo, por filiracion o
sedimentacion, que, segun un aspecto, puede ser asistido por centrifugacion. Sin embargo, se prefiere usar
particulas magnéticas, porque las particulas magnéticas que incluyen las células unidas se pueden procesar
facilmente mediante la ayuda de un campo magnético, p. €j., usando un iman permanente. Este aspecto es
preferido ya que es compatible con sistemas roboticos establecidos capaces de procesar particulas
magnéticas. Aqui, en la técnica anterior existen diferentes sistemas roboéticos que se pueden usar junto con la
presente invencion para procesar las particulas magnéticas a las que se han unido las células. Segun un
aspecto, las particulas magnéticas se recogen en el fondo o en el lado del recipiente de reaccién y la muestra
liquida restante se retira del recipiente de reaccion, dejando atras las particulas magnéticas recogidas a las
que estan unidas las células. La separacion de la muestra restante puede ocurrir por decantacién o
aspiracion. Dichos sistemas son bien conocidos en la técnica anterior y, por lo tanto, no necesitan una
descripcion detallada aqui.

En un sistema alternativo que es conocido para procesar particulas magnéticas, el iman que habitualmente
esta cubierto por una cubierta o envoltura se sumerge en el recipiente de reaccién para recoger las particulas
magnéticas. Las particulas magnéticas que transportan las células unidas después se pueden transferir, por
ejemplo, a un nuevo recipiente de reaccion, p. ej., que comprende una disolucién de resuspension,
preferiblemente una composiciéon desnaturalizante como se describira a continuacion. Como los sistemas
respectivos son bien conocidos en la técnica anterior y también estan disponibles en el mercado (p. €j.,
QIAsymphony; QIAGEN), no necesitan ninguna descripcion detallada aqui.

En un sistema alternativo adicional que se conoce para procesar particulas magnéticas, la muestra que
comprende las particulas magnéticas se puede aspirar en una punta de pipeta y se pueden recoger las
particulas magnéticas en la punta de la pipeta aplicando un iman, p. €j., en el lado de la punta de la pipeta. La
muestra restante se puede liberar de la punta de la pipeta mientras que las particulas del iman recogidas que
llevan las células unidas permanecen debido al iman en la punta de la pipeta. Las particulas magnéticas
recogidas después se pueden procesar. Dichos sistemas también son bien conocidos en la técnica anterior y
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también estan disponibles en el mercado (p. €j., BioRobot EZ1, QIAGEN) y, por lo tanto, no necesitan
ninguna descripcion detallada aqui.

Se prefiere poner en contacto las células unidas después de la etapa b) con una composicion liquida. Este
aspecto tiene la ventaja de que puede, entre otros, apoyar la recoleccion de las células si se usan particulas
magnéticas, en particular si se usa un sistema robético para recoger las particulas magnéticas en donde el
iman se sumerge en el recipiente de reaccion. Al poner en contacto las células recogidas que todavia estan
unidas a las particulas magnéticas con una composicion liquida, se garantiza en este aspecto que las
particulas se retiran de manera eficaz del iman y se vuelven a dispersar en la composicion liquida. Sin
embargo, poner en contacto las células recogidas con una composicion liquida tiene ventajas generales
adicionales también cuando se usan otros sistemas de separacion magnética u otras superficies carboxiladas
como se describe en la presente memoria. La composicién liquida es compatible con el procesamiento
posterior aguas abajo, por ejemplo, cuando se forman hibridos de ADN:ARN de doble cadena como se
describe a continuacion. La composicion liquida se puede afadir a las células recogidas que estan unidas a
la superficie carboxilada, p. €j., se puede afadir a las particulas magnéticas que llevan las células unidas o
viceversa. De acuerdo con un aspecto, poner en contacto la superficie carboxilada que lleva las células
unidas con la composicion liquida da como resultado que las células recogidas se liberan al menos
parcialmente y, por lo tanto, son eluidas de la superficie carboxilada. Si se desea, después la superficie
carboxilada se puede separar de las células liberadas. Aqui, cualquier modo de separacion es factible y los
modos adecuados incluyen, pero no se limitan a recoger la composicion liquida que comprende las células
liberadas, p. €j., por aspiracion o, lo que es factible si se usan particulas magnéticas, recoger y separar las
particulas magnéticas de la composicion liquida restante que comprende las células liberadas usando un
campo magnético. Sin embargo, como se muestra en los ejemplos, no es obligatorio separar la superficie
carboxilada antes de las etapas c) y d) y esto es una ventaja particular ya que esto nuevamente ahorra
etapas de manipulacién. Las células pueden incluso permanecer unidas a la superficie carboxilada siempre
que los acidos nucleicos se liberen de la misma.

Liberacion de una entidad de la célula inmovilizada

También se proporciona un método para aislar una biomolécula de una célula que comprende: (a) aislar la
célula como se ha expuesto antes; y (b) lisar la célula, liberando asi la biomolécula en un lisado.

En un aspecto, se puede liberar una entidad de una célula que se ha inmovilizado como se describe antes,
opcionalmente después de que la célula se haya concentrado y/o aislado del resto de la muestra. A modo de
ejemplo y no de limitacion, la entidad puede incluir, pero no se limita a: una biomolécula, tal como acidos
nucleicos (incluyendo, pero no limitado a ADN y ARN), péptidos (incluyendo, pero no limitado a oligopéptidos
y polipéptidos), lipidos, azucares, etc.; un virus o particula virica; un organulo u otra estructura subcelular; y
un microorganismo, tal como bacterias, micobacterias, protozoos y hongos. Los métodos para liberar las
entidades anteriores son bien conocidos en la técnica.

En un aspecto, la entidad es una biomolécula seleccionada del grupo que consiste en péptidos y acidos
nucleicos. En un aspecto, la biomolécula es un péptido de la superficie celular y se libera sin lisar la célula, tal
como por extraccion de la membrana plasmatica, elucion de un ligando de un receptor de la superficie celular,
o liberacién enzimatica de una proteina anclada a la membrana plasmatica.

En otro aspecto, la biomolécula es intracelular y se libera mediante lisis de la célula. Se puede usar cualquier
forma de lisar la célula en el método descrito, incluyendo sin limitacion: lisis mecanica, tal como por
ultrasonidos o citdlisis; y lisis quimica, incluyendo el uso de detergentes como el 3-[(3-
colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato (vendido comercialmente como CHAPS®);
octilfenoxipolietoxietanol (también conocido como NONIDET P-40® o IGEPAL CA-630®); desoxicolato;
C14H220(C2H40)n (vendido comercialmente como TRITON® X-100); dodecil-sulfato de sodio (vendido
comercialmente como SDS); y/o tensioactivos de polisorbato (vendidos comercialmente como TWEEN®). En
un aspecto adicional, la lisis se lleva a cabo en presencia de calor.

En un aspecto adicional, la biomolécula es un acido nucleico o una proteina.

En un aspecto adicional, se libera un acido nucleico por un método que comprende: (b) aislar o concentrar la
célula como se ha expuesto antes; (c) poner en contacto la célula con una composicion liquida que lisa la
célula, liberando asi el acido nucleico en un lisado, y (d) opcionalmente, desnaturalizar el acido nucleico
liberado. Segun un aspecto, las células recogidas se lisan poniéndolas en contacto con una composicion
liquida.

En un aspecto, la composicion liquida para lisar las células comprende un agente caotropico. Se puede usar
cualquier agente caotropico para este propodsito que produzca desorden en una proteina o acido nucleico, por
ejemplo, pero no limitado a alterar la estructura secundaria, terciaria o cuaternaria de una proteina o un acido
nucleico. Preferiblemente, se usa una sal caotrépica. La sal caotrépica comprende preferiblemente
guanidinio, tiocianato, isotiocianato, perclorato, tricloroacetato y/o trifluoroacetato como ion caotrépico.
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Preferiblemente, el agente caotrépico se selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de guanidinio,
tiocianato de guanidinio, isotiocianato de guanidinio, tiocianato de sodio, yoduro de sodio, perclorato de sodio,
tricloroacetato de sodio, trifluoroacetato de sodio y urea. También se puede usar una mezcla de agentes
caotropicos. Preferiblemente, se usa el hidrocloruro de guanidinio, tiocianato de guanidinio o isotiocianato de
guanidinio como agente caotropico en la composicidon que ayuda a la liberacion de los acidos nucleicos en la
etapa c). La composicion liquida puede comprender el agente caoptropico, que preferiblemente es una sal
caotropica como se ha mencionado antes, en una concentracién que se encuentra en un intervalo
seleccionado de aproximadamente 0,1M hasta el limite de saturacion, de aproximadamente 0,2 M a 8 M, de
aproximadamente 0,3 M a 4 M, de aproximadamente 0,4 M a 3 M, de aproximadamente 0,5 M a 2,5 M, de
aproximadamente 0,6 M a aproximadamente 2 M, de aproximadamente 0,6 M a aproximadamente 1,5 M y de
0,6 M a aproximadamente 1 M. Preferiblemente, la composicion liquida es una disoluciéon tal como un tampon
de lisis.

De acuerdo con un aspecto, la composicion liquida para lisar las células comprende un agente quelante,
preferiblemente EDTA. Un agente quelante es un compuesto organico que es capaz de formar enlaces de
coordinacion con metales por dos o mas atomos del compuesto organico. Los agentes quelantes adecuados
incluyen, pero no se limitan a acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), acido etilendinitrilotetraacético
(EDTA), acido etilenglicoltetraacético (EGTA) y N,N-bis(carboximetil)glicina (NTA). De acuerdo con un
aspecto preferido, se usa EDTA. Como se usa en la presente memoria, el término "EDTA" indica entre otras
cosas la parte de EDTA de un compuesto de EDTA tal como, por ejemplo, K2EDTA, KsEDTA o Na,EDTA.

Segun un aspecto, la composicion liquida para lisar la célula puede comprender un detergente. El detergente
puede ser no iénico, idnico, anidnico, catiénico o de ion hibrido.

En un aspecto, la composicién liquida para lisar las células puede comprender un conservante tal como azida
soédica. Ademas, la composicion liquida para lisar las células puede comprender un agente de
tamponamiento. Preferiblemente, esta comprendido en la composicion un tampén biolégico tal como HEPES,
MES, MOPS, TRIS, BIS-TRIS-propano y otros. Preferiblemente, se usa un tampén de Tris.

En un aspecto, también se desnaturaliza el acido nucleico liberado. Esto se puede lograr, p. €j., afiadiendo un
agente de desnaturalizacion tal como una base y/o por calentamiento, como se describira a continuacion.
Para los casos en los que el acido nucleico liberado es bicatenario y se va a hibridar con una sonda de acido
nucleico, se prefiere que el acido nucleico diana bicatenario se convierta en una cadena monocatenaria al
menos parcialmente para que los acidos nucleicos sean accesibles para la hibridacion.

En un aspecto, la composicion liquida para lisar las células tiene un valor de pH alcalino para lograr o
soportar la desnaturalizacion de los acidos nucleicos liberados. Segun un aspecto, la composicién liquida
tiene un valor de pH que se selecciona de un valor de pH de 10 o mas, un valor de pH de 11 0 mas, un valor
de pH de 11,5 o0 mas, un valor de pH de 12 o mas, un pH valor de 12,5 o mas, un valor de pH de 12,75 o
mas, un valor de pH de 13 0 mas y un valor de pH de 13,25 o0 mas. Un valor de pH alto alcalino apoya la
liberacion de los acidos nucleicos y, ademas, desnaturaliza los acidos nucleicos liberados, preparando asi los
acidos nucleicos para la deteccion (d1). Este aspecto es particularmente preferido si el acido nucleico diana
es ADN porque dicho pH basico cortara y degradara la mayoria del ARN interno en el espécimen. En un
aspecto, la desnaturalizacion es mantenida por calentamiento como se describira mas adelante. Ademas, el
tratamiento alcalino puede alterar interacciones entre péptidos y acidos nucleicos para mejorar la
accesibilidad del acido nucleico diana y degradar la proteina. Ademas, el tratamiento alcalino de proteinas
homogeniza eficazmente el espécimen para asegurar la reproducibilidad de los resultados del analisis para
una muestra dada. También puede reducir la viscosidad de la muestra para aumentar la cinética,
homogeneizar la muestra y reducir el fondo al destruir cualquier acido nucleico de ARN monocatenario
enddgeno, hibridos ADN-ARN o hibridos ARN-ARN en la muestra. También ayuda a inactivar enzimas como
las RNasas y las DNasas que pueden estar presentes en la muestra. Un experto en esa técnica apreciaria
que si el ARN es el acido nucleico diana (a diferencia del ADN), pueden ser preferibles diferentes reactivos.
Para establecer un pH alcalino como se ha descrito antes, se puede afiadir una base, preferiblemente una
base quimica tal como, p. €j., hidroxido de sodio o potasio, respectivamente pueden estar comprendidos en la
composicion liquida.

El uso de una composicion liquida alcalina fuerte como se ha descrito antes es particularmente adecuado si
el acido nucleico diana es ADN. Si el acido nucleico diana es ARN, se prefieren condiciones mas moderadas
para preservar la integridad del ARN. P. €j., la composicion liquida puede tener un valor de pH de 7,5 a 10, de
8a9,50de8,5a09.

La composicion liquida para lisar las células se puede proporcionar mediante una composicion, p. €j., una
disolucién o se puede preparar poniendo en contacto las células con dos o0 mas composiciones separadas.
De acuerdo con un aspecto, las células recogidas se ponen en contacto con dos o mas composiciones
separadas con el fin de proporcionar las condiciones de liberacion y desnaturalizacion descritas antes. De
acuerdo con un aspecto, se mezclan dos 0 mas composiciones para proporcionar una composicion liquida
como se ha descrito anteriormente, antes de contraer dicha composicién con la superficie carboxilada a la
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que estan unidas las células (preferiblemente particulas magnéticas). De acuerdo con un aspecto, una
primera composicion comprende el agente caotrépico y opcionalmente los otros componentes descritos antes
(p. €j., la composicion de STM se puede usar como primera composicion, véanse los ejemplos) y una
segunda composicion separada comprende el agente de desnaturalizacion (p. ej., DNR como segunda
composicion, véanse ejemplos). En un aspecto, dicha segunda composicion es una disolucion alcalina. Es
adecuado cualquier alcali que pueda llevar la composicion liquida que resulta de la mezcla de la primera y la
segunda composicion, a un intervalo de pH descrito anteriormente. Las concentraciones adecuadas de alcali
incluyen de aproximadamente 1,0 N a aproximadamente 2,0 N o de aproximadamente 1,25 N a
aproximadamente 1,75 N. Sin estar limitados, los alcalis adecuados incluyen NaOH y KOH. La mezcla entre
si de las dos (0 mas) composiciones proporciona la composicion liquida que ayuda a la liberacion y
desnaturalizacion de los acidos nucleicos vy, por lo tanto, proporciona las condiciones descritas antes y, en
particular, establece el valor de pH alcalino descrito antes. Se prefiere la preparacién de la composicion
liqguida mezclando dos o mas composiciones separadas para establecer las condiciones descritas antes y se
prefiere en particular afiadir el agente de desnaturalizacién como se ha descrito antes, por separado.

De acuerdo con un aspecto, la superficie la proporcionan particulas magnéticas, y las células recogidas que
estan unidas a las particulas magnéticas se ponen en contacto con una cantidad de la composicion liquida
descrita antes que se selecciona de 25 ul a 500 pl, de 30 pl a 400 pl, de 35 pl a 300 pl, de 40 pl a 250 pl, de
50 pl a 200 pl, de 60 pl a 175 pl, de 70 pl a 150 pl, de 80 pl a 125 pl y de 85 pl a 100 pl. De acuerdo con un
aspecto, la composicion liquida se afiade en un volumen para conseguir una concentracion de particulas
después de resuspension que esta en el intervalo seleccionado de 2000 pg/ml a 15000 pg/ml, de 2500 pg/ml
a 12500 pg/ml, de 3000 pg/ml a 10000 pg/ml; de 3500 pg/ml a 9500 pg/ml, de 4000 pg/ml a 9000 pg/ml, de
4500 pg/ml a 8750 pg/ml y de 5000 pg/ml a 8500 pg/ml.

En lugar de o ademas del agente de desnaturalizacién descrito antes, se pueden usar otros métodos de
desnaturalizacion, tal como usar una etapa de calentamiento, por ejemplo, calentando la muestra a al menos
80°C o al menos 95°C para separar las cadenas de acido nucleico. Se prefiere la adicion de un agente de
desnaturalizacion alcalino, que puede estar comprendido en la composicion liqguida como se ha descrito
antes, y llevar a cabo una etapa de calentamiento para desnaturalizar eficazmente los acidos nucleicos
liberados.

De acuerdo con un aspecto, después de que las células se pusieran en contacto con la composicién liquida
para lisar las células, la mezcla resultante se calienta para ayudar a la desnaturalizacién de los acidos
nucleicos. Preferiblemente, dicha mezcla se calienta a al menos 55°C, preferiblemente al menos a 60°C. Los
intervalos de temperatura adecuados incluyen de 55°C a 90°C, preferiblemente de 60°C a 85°C y mas
preferiblemente de 65°C a 80°C. Preferiblemente, el calentamiento se produce durante al menos 30 minutos,
preferiblemente al menos 35 minutos, mas preferiblemente al menos 40 minutos. Los periodos de tiempo
adecuados se pueden seleccionar de 30 minutos a 150 minutos, de 35 minutos a 130 minutos, de 40 minutos
a 120 minutos y de 45 minutos a 100 minutos. Las condiciones de tiempo y temperatura descritas
proporcionaran una desnaturalizacién eficaz de los acidos nucleicos en un periodo de tiempo aceptable, a la
vez que dejan el acido nucleico diana en unas condiciones adecuadas para llevar a cabo (d1). El periodo de
tiempo adecuado también depende de la muestra procesada. Por ejemplo, cuando se procesan muestras que
contienen células que comprenden fijadores especificos, como muestras SUREPATH, se prefieren tiempos
de incubacién mas largos de 90 minutos (o mas largo si se desea) a una temperatura de al menos 60°C,
preferiblemente a aproximadamente 65°C. Cuando se procesan muestras que contienen células que no
comprenden fijadores de reticulacion tales como muestras PRESERVCYT, son suficientes tiempos de
incubacién mas cortos de p. €j. 45 minutos (0 mas largo si se desea) a una temperatura de al menos 60°C,
preferiblemente a aproximadamente 65°C. Los periodos de tiempo adecuados también los puede determinar
el experto. Un experto en la técnica entendera facilmente que periodos de incubacion mas largos a
temperaturas mas bajas, o periodos de incubacién mas cortos a temperaturas mas altas, se puede equilibrar
para proporcionar un efecto similar a las condiciones descritas en la presente memoria. La liberacién de los
acidos nucleicos también puede ser asistida por agitacion. P. ej., la muestra tratada con la composicion
liguida descrita antes se puede mezclar mezclando manualmente o agitando mecanicamente a
aproximadamente 800 rpm, aproximadamente 900 rpm, aproximadamente 1000 rpm, entre aproximadamente
600 y aproximadamente 1000 rpm, o entre aproximadamente 600 y 1200 rpm.

De acuerdo con un aspecto, la mezcla de muestra que comprende la composicién liquida para lisar las
células, las células y opcionalmente la superficie carboxilada, p. €j., las particulas magnéticas, o una parte
alicuota de dicha mezcla, se transfiere a un nuevo recipiente, preferiblemente un dispositivo de muiltiples
pozos tal como una placa de 96 pocillos, antes de calentar. Este aspecto es ventajoso ya que se puede
integrar facilmente en flujos de trabajo de ensayo establecidos para generar y aislar hibridos de ADN:ARN vy
también sistemas de procesamiento automatizado, ya que en estos se procesan los respectivos dispositivos
de multiples pozos y, por consiguiente, se puede usar el equipo existente.

Después de realizar lo anterior, se obtiene una muestra que comprende el acido nucleico liberado. Dicha
muestra también comprende opcionalmente la superficie carboxilada, p. e€j., particulas magnéticas si las
particulas magnéticas no se separaron antes o durante el aislamiento.
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La muestra obtenida después se puede almacenar, p. €j., a 4°C o menos antes de llevar a cabo las etapas de
procesamiento posteriores, si las hay.

Deteccion de un acido nucleico liberado

En un aspecto ilustrativo, se detecta un acido nucleico en una muestra aislando el acido nucleico como se ha
expuesto antes; y detectando el acido nucleico en el lisado. Se puede usar cualquier método para detectar el
acido nucleico, incluyendo la electroforesis en gel, técnicas relacionadas con la PCR, incluyendo la PCR con
transcriptasa inversa y la PCR en tiempo real, secuenciacion, procedimientos de subclonacion, transferencia
Southern, transferencia Northern, hibridacion fluorescente in situ, y varios analisis mutacionales que incluyen
HYBRID CAPTURE™ y analisis multiplex. En un aspecto ilustrativo, un acido nucleico que comprende una
secuencia especifica se puede detectar hibridandolo con una sonda de acido nucleico complementaria a la
secuencia especifica. En un aspecto, la sonda de acido nucleico se une a una fase soélida o se adapta para
unirse a una fase sélida. En otro aspecto, la hibridacién de la sonda de acido nucleico con la molécula de
acido nucleico da como resultado un hibrido de ADN:ARN entre la sonda y la molécula de acido nucleico. El
hibrido resultante después se puede unir mediante un anticuerpo que se sabe que se une especificamente a
los hibridos de ADN:ARN ("anticuerpo de union al ADN:ARN"), que a su vez se puede unir a una fase solida o
adaptar para unirse a una fase sélida. En cualquier caso, la hibridacién de la sonda con el acido nucleico da
como resultado que el acido nucleico se asocie con una fase sélida, que después se puede separar del lisado
usando medios mecanicos. A modo de ejemplo y no de limitacién, dichos métodos se describen en la patente
de EE.UU. n°® 6 228 578 y solicitud de patente de EE.UU. n° de serie 12/695 071. Los anticuerpos de unién a
ADN:ARN ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en las patentes de EE.UU. n° 4 732 847 y 4
865 980. En otros métodos de ejemplo, el acido nucleico se detecta, entre otras cosas, por amplificacion del
acido nucleico. Los métodos de amplificacion de ejemplo incluyen, pero no se limitan a la reaccion en cadena
de la polimerasa ("PCR"), PCR con transcriptasa inversa ("RT-PCR"), PCR en tiempo real, RT-PCR en
tiempo real.

En un aspecto, se describe un método para detectar un acido nucleico diana en una muestra, comprendiendo
dicho método: (c) liberar el acido nucleico de la célula como se ha descrito antes; (d) opcionalmente
desnaturalizar el acido nucleico liberado; y (e) detectar el acido nucleico liberado.

En un aspecto adicional, se proporciona un método automatizado para cribar muestras clinicas en busca de
un estado de enfermedad, comprendiendo dicho método: (a) inmovilizar una célula comprendida en las
muestras a la superficie carboxilada como se ha expuesto antes; (b) aislar o concentrar la célula como se ha
expuesto antes; (c) lisar las células para crear un lisado como se ha expuesto antes; (d) opcionalmente
desnaturalizar el acido nucleico liberado; y (e) detectar la presencia de un acido nucleico diana en el lisado,
en donde la presencia o ausencia del acido nucleico diana en el lisado es indicativa del estado de la
enfermedad. Se puede usar cualquier método de deteccidon compatible con la automatizaciéon. A modo de
ejemplo y no de limitacion, el método de deteccion puede comprender hibridar una sonda de acido nucleico
con el acido nucleico del lisado. A modo de ejemplo y no de limitacién, la hibridacion da como resultado un
hibrido de ADN:ARN. En un aspecto adicional, el hibrido de ADN:ARN se detecta uniendo un anticuerpo
especifico para los hibridos de ADN:ARN al hibrido de ADN:ARN entre la sonda de acido nucleico y el acido
nucleico del lisado.

Deteccién de un acido nucleico liberado usando hibridos de acido nucleico bicatenarios

En un aspecto, la detecciéon comprende la generacion de un hibrido de acido nucleico bicatenario entre el
acido nucleico diana y una sonda de acido nucleico especifica para el mismo. En un aspecto, el hibrido de
acido nucleico es un hibrido de ADN:ARN.

De acuerdo con un aspecto, la detecciéon comprende:

(e1) poner en contacto el acido nucleico diana liberado y opcionalmente desnaturalizado con una o mas
sondas especificas para el acido nucleico diana en condiciones que permiten que las sondas y el acido
nucleico diana hibriden formando hibridos de acido nucleico bicatenarios; y

(e2) detectar la presencia o ausencia de hibridos de acido nucleico bicatenarios.
En un aspecto, los hibridos de acido nucleico bicatenarios se detectan por un método que comprende:
(e2a) capturar los hibridos de acido nucleico bicatenarios en un soporte solido;

(e2B) separar opcionalmente los hibridos de acido nucleico bicatenarios unidos al soporte sélido de los acidos
nucleicos no unidos; y

(e2y) detectar la presencia o ausencia de hibridos de acido nucleico bicatenarios.

En otro aspecto:
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(e2a) los hibridos de acido nucleico bicatenarios se capturan en el soporte sélido poniendo en contacto los
hibridos bicatenarios con un primer agente de unién que esta unido a o adaptado para unirse a la fase sélida
para formar un complejo de acido nucleico bicatenario/primer agente de unién; y

(e2y) la presencia o ausencia de hibridos de acido nucleico bicatenarios se detecta por (a) la unién de dicho
complejo de acido nucleico bicatenario/primer agente de uniéon con un agente de union adicional que esta
marcado con un marcador detectable para formar un complejo de hibrido de acido nucleico bicatenario/primer
agente de unién/agente de unién marcado; (b) opcionalmente lavar el complejo hibrido de acido nucleico
bicatenario/primer agente de unién/agente de union marcado; y (c) detectar la presencia o ausencia del
marcador del agente de union adicional, lo que indica la presencia o ausencia del acido nucleico diana.

En los aspectos anteriores, la superficie carboxilada esta dispuesta preferiblemente sobre una particula
magnética, cuya particula magnética puede estar presente opcionalmente a lo largo de la deteccion.

En un aspecto, la deteccion comprende el uso de un analizador que comprende: (1) un elemento de
calentamiento; y (2) un dispositivo para detectar una sefial detectable, como un fluorimetro o un luminémetro.

En los métodos anteriores, después de la liberacion y desnaturalizacion opcional de los acidos nucleicos
como se ha descrito antes, los acidos nucleicos diana se ponen en contacto con una o mas sondas en
condiciones adecuadas para que la una o mas sondas hibriden con el acido nucleico diana para formar un
hibrido de acido nucleico bicatenario. La sonda es preferiblemente una sonda polinucleotidica. La sonda
puede ser ADN de longitud completa, truncado o sintético o ARN de longitud completa, truncado o sintético.
Ademas, se pueden usar sondas que comprenden nucleotidos de ARN y ADN o que comprenden nucleétidos
modificados y/o analogos de nucledtidos, con la condicion de que se forme un hibrido. Si el acido nucleico
diana es ADN, entonces preferiblemente la sonda es ARN y si el acido nucleico diana es ARN, entonces
preferiblemente la sonda es ADN. Por consiguiente, se forma preferiblemente un hibrido de ARN/ADN. Las
sondas se disefian para hibridar o unirse con las moléculas de acido nucleico diana.

En un aspecto, las sondas son capaces de hibridar o unirse a HPV o variantes de alto riesgo de HPV. En un
aspecto adicional, las sondas son especificas para el HPV y variantes de alto riesgo del HPV. Las sondas de
alto riesgo (HR) pueden incluir sondas para los tipos de HPV de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 68 y 82. Las sondas pueden variar en cantidad de aproximadamente 7,5 ng a
aproximadamente 60 ng por tipo de HPV por ensayo, o de aproximadamente 20 ng a aproximadamente 45 ng
por tipo de HPV por ensayo, o se usan aproximadamente 30 ng de sonda por cada tipo de HPV por ensayo.
Por lo tanto, en un aspecto, las sondas de HR consisten o consisten esencialmente en una o mas sondas
para los tipos de alto riesgo de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y 82 o tipos de HPV
de bajo riesgo 6, 11, 40, 43, 53, 61, 67, 69, 70, 71, 72, 81 y 83. Las sondas de ARN pueden ser sondas de
ARN sintético corto que se unen especificamente solo a la molécula de acido nucleico diana.

En un aspecto no limitante, la una o mas sondas usadas pueden hibridar o unirse a moléculas de acido
nucleico diana que son al menos 70 por ciento, al menos 80 por ciento, al menos 85 por ciento, al menos 90
por ciento, al menos 95 por ciento, al menos 96 por ciento, al menos 97 por ciento, al menos 98 por ciento, al
menos 98 por ciento, al menos 99 por ciento, o 100 por cien idénticas a las moléculas de acido nucleico
asociadas con el HPV, variantes genéticas del HPV, ADN del HPV de un tipo de HPV de alto riesgo, o ARN
del HPV de un tipo de HPV de alto riesgo, o cualquiera de los tipos de HPV de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y 82 o cualquiera de los tipos de HPV de bajo riesgo 6, 11, 40, 43, 53, 61,
67, 69, 70, 71, 72, 81 y 83. En otro aspecto, la una o mas sondas usadas son complementarias al HPV,
variantes genéticas del HPV, ADN del HPV de un tipo de HPV de alto riesgo, ARN del HPV de un tipo de
HPV de alto riesgo, o uno cualquiera de los tipos de HPV de alto riesgo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, 68 y 82 o cualquiera de los tipos de HPV de bajo riesgo 6, 11, 40, 43, 53, 61, 67, 69, 70, 71, 72,
81y 83. También se pueden usar fragmentos de ADN o ARN de los acidos nucleicos diana.

De acuerdo con un aspecto, la muestra desnaturalizada se neutraliza antes o durante la adicién de las
sondas si la desnaturalizaciéon se produce en condiciones alcalinas. De acuerdo con un aspecto, la una o mas
sondas se diluyen en un diluyente de sonda que también puede actuar como un tampdén de hibridacion
neutralizante. Este aspecto es ventajoso con el fin de neutralizar el valor de pH alcalino que se uso6 en la
etapa c) para liberar y desnaturalizar los acidos nucleicos. El diluyente de sonda usado para las sondas de
ADN o ARN diferira debido a los diferentes requisitos necesarios para la estabilidad del ADN frente al ARN.
Por ejemplo, silas sondas son de ARN, se prefiere neutralizar la muestra primero y después afnadir la una o
mas sondas o, alternativamente, afiadir la sonda de ARN y un agente neutralizante (diluyente de sonda) a la
muestra al mismo tiempo, ya que valores de pH alcalinos fuertes pueden destruir el ARN. El diluyente de
sonda se puede usar para disolver y diluir la sonda y también ayuda a restablecer la muestra a un pH
aproximadamente neutro o débilmente alcalino, p. €j., de aproximadamente pH 6 a aproximadamente pH 9,
preferiblemente de 6,5 a 8, mas preferiblemente de 6,5 a aproximadamente 7,5 para proporcionar un entorno
mas favorable para la hibridacion. Se puede usar un volumen suficiente de diluyente de sonda, p. €j., la mitad
del volumen de la muestra, para neutralizar una muestra tratada con base.
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En un aspecto, el diluyente de sonda comprende un tampon, poli(acido acrilico), NaOH y azida sodica. El
diluyente de sonda puede comprender acido acético. En un aspecto, el diluyente de sonda comprende BES
2,2 M (acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico), poli(acido acrilico) (PAA) al 2,6 por ciento, NaOH
0,7 N y azida de sodio al 0.05 por ciento. El diluyente de sonda puede contener BES de aproximadamente 1,2
M a aproximadamente 2,6 M, BES de aproximadamente 1,5 M a aproximadamente 2,5 M; BES de
aproximadamente 1,75 M a aproximadamente 2,25 M; BES de aproximadamente 2 M a 2,4 M, o BES
aproximadamente 2,2 M, asi como cualquier nimero dentro de los intervalos indicados. En un aspecto, el
diluyente de sonda puede contener PAA de aproximadamente 2 por ciento a aproximadamente 3,0 por ciento
0, asi como cualquier nimero dentro de los intervalos citados. En otro aspecto, la concentracion de PAA es
de aproximadamente 2,2 por ciento a aproximadamente 2,7 por ciento. En otro aspecto mas, la concentracién
de PAA es aproximadamente 2,6 por ciento. En un aspecto adicional, el diluyente de sonda puede contener
NaOH de aproximadamente 0,6 N a aproximadamente 0,8 N, por ejemplo, NaOH aproximadamente 0,7 N. La
concentracion de NaOH generalmente aumenta a medida que aumenta la cantidad de BES.

Para sondas grandes, se puede afadir una disolucion alcalina calentada a la muestra, después se puede
afadir diluyente de sonda a la muestra a temperatura ambiente, y después la muestra se puede recalentar.
Dicho proceso puede inhibir la formacién de estructuras secundarias. Los agentes de unién tales como los
anticuerpos tienden a unirse a estructuras con estructura secundaria. Cuando se usan sondas que no son de
longitud completa, tal como sondas truncadas o sintéticas, puede no ser necesario calentar las disoluciones o
muestra porque no se encuentran problemas de estructuras secundarias. En un aspecto, la muestra no se
calienta cuando se usa con sondas truncadas o sintéticas. Después del tratamiento con el reactivo de
desnaturalizacién, se puede afadir una parte alicuota de tampdn de neutralizaciéon, en un aspecto del
diluyente de sonda descrito, en el que se disuelven la una o mas sondas a la muestra en condiciones
adecuadas para permitir que se produzca la hibridaciéon o uniéon de la sonda y el acido nucleico diana. El
tampon de neutralizacion puede contener una sola sal de tamponamiento. En un aspecto, el tampoén de
neutralizacién no contiene mas de una sal de tamponamiento. Las condiciones de hibridacion son suficientes
para permitir que la una o mas sondas polinucleotidicas se reasocien con una secuencia de acido nucleico
complementaria correspondiente, si esta presente, en la muestra para formar un hibrido de acido nucleico
bicatenario.

Se usan condiciones de hibridacion adecuadas para las sondas y diluyentes particulares usados. Por
ejemplo, las sondas y los acidos nucleicos de la muestra se pueden incubar durante un tiempo de hibridacion,
preferiblemente al menos de aproximadamente 5 a aproximadamente 120 minutos, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100 minutos, o de aproximadamente 20 a aproximadamente 80 minutos, o de
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 60 minutos, asi como cualquier nimero dentro de los
intervalos indicados, suficiente para permitir que la una o mas sondas polinucleotidicas se reasocien con una
secuencia de acido nucleico diana complementaria correspondiente. Las condiciones de hibridaciéon pueden
incluir una temperatura de hibridacion de al menos aproximadamente 55°C, al menos aproximadamente
60°C, preferiblemente de aproximadamente 60°C a aproximadamente 75°C, preferiblemente de 65°C a
aproximadamente 70°C, asi como cualquier nimero dentro de los intervalos indicados. Para un acido
nucleico diana dado y una sonda dada, un experto en la técnica puede determinar facilmente las condiciones
de hibridacion y los tiempos de hibridacion deseados mediante experimentacion rutinaria. Un experto en la
técnica apreciara ademas que el tiempo y la temperatura de hibridacion se deben optimizar, uno con respecto
al otro. Sin estar limitados, las condiciones de hibridacion rigurosas se pueden controlar aumentando la
temperatura, aumentando las condiciones iénicas por encima de 0,5 M (por ejemplo, NaCl) o reduciendo la
concentracion de PAA. Como un ejemplo no limitante, las condiciones de hibridacion rigurosas pueden incluir
llevar a cabo una reaccion de hibridacion a temperaturas elevadas, tales como por ejemplo de al menos
aproximadamente 65°C.

Después de que la una o mas sondas se dejaran hibridar con la molécula de acido nucleico diana y formar un
hibrido de acido nucleico bicatenario, el hibrido es capturado por una molécula que se une al hibrido de acido
nucleico bicatenario formado. Dicha molécula se denomina en la presente memoria agente de unién. De este
modo, se forma un complejo de hibrido de acido nucleico bicatenario/agente de union. Los agentes de union
especificos para los hibridos de acido nucleico bicatenarios incluyen, pero no se limitan a anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales, proteinas tales como pero no limitadas a RNAsa H, acidos nucleicos
que incluyen, pero no se limitan a aptameros o acidos nucleicos especificos de secuencia. En un aspecto, un
anticuerpo que se une al hibrido de acido nucleico bicatenario formado se usa como agente de union, los
anticuerpos respectivos también se conocen como anticuerpos antihibridos. Por consiguiente, los hibridos de
acido nucleico bicatenarios formados se pueden capturar y detectar usando anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos que son especificos para los hibridos de acido nucleico bicatenarios. Posteriormente, se
describiran aspectos adecuados y preferidos haciendo referencia a los anticuerpos. Sin embargo, dicha
descripcion se aplica igualmente a fragmentos de anticuerpos tales como fragmentos Fab capaces de unirse
a los hibridos u otros agentes de unidon adecuados.

El anticuerpo es especifico para hibridos bicatenarios, tales como pero no limitados a hibridos de ARN/ADN;
hibridos de ADN/ADN; hibridos de ARN/ARN; miméticos de los mismos, donde los miméticos se refieren a
moléculas que se comportan de manera similar a los hibridos de ARN/ADN, ADN/ADN o ARN/ARN. El
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anticuerpo antihibrido de acido nucleico bicatenario, es decir, el anticuerpo antihibrido que se usa dependera
del tipo de hibrido de acido nucleico bicatenario formado. En un aspecto, el anticuerpo antihibrido es
inmunoespecifico para hibridos de ARN/ADN. Los expertos en la técnica entenderan que se pueden usar
anticuerpos policlonales o monoclonales antihibridos y/o acoplados y/o inmovilizados sobre un soporte en el
presente método como se describe a continuacion. En un aspecto, los anticuerpos monoclonales soportan
temperaturas de incubacion de alta rigurosidad durante la etapa de captura. Los agentes de union primeros y
adicionales, que preferiblemente son anticuerpos pueden ser los mismos para la captura y deteccién o
pueden ser diferentes entre si. En un aspecto, el agente de unién primero y adicional (que se puede marcar,
véase mas abajo), que preferiblemente son ambos anticuerpos monoclonales, usados para la captura y/o
deteccion son los mismos y son especificos para los hibridos de ARN-ADN. Como se ha descrito antes,
también son adecuados como agentes de unién los inmunofragmentos o derivados de anticuerpos que son
especificos para hibridos bicatenarios donde dichos fragmentos o derivados contienen las regiones de union
del anticuerpo.

En un aspecto, se usa un anticuerpo hibrido anti-ARN/ADN monoclonal derivado de una linea celular de
hibridoma. Dichas lineas celulares de hibridoma se describen en patente de EE.UU. n° 4,865,980, patente de
EE.UU. n° 4,732,847 y patente de EE.UU. n° 4,743,535. Los anticuerpos monoclonales especificos de
hibridos también se pueden preparar usando técnicas que son convencionales en la técnica. El anticuerpo
monoclonal especifico del hibrido se puede usar tanto para capturar como para detectar el acido nucleico
diana. También se pueden usar otros agentes de union adecuados para unirse especificamente al hibrido
formado.

En un aspecto, un primer agente de unién antihibrido, tal como un anticuerpo antihibrido, se inmoviliza sobre
un soporte usando técnicas que son convencionales en la técnica. Los ejemplos de tecnologias de
inmovilizacién adecuadas incluyen enlaces covalentes o adsorcion, por ejemplo, interacciones proteina-
proteina, perlas de proteina-G, interaccion biotina-estreptavidina, EDAC para enlazar con un grupo carboxilo
o tosilo, etc., o hibridacion directamente sobre el soporte sélido usando, por ejemplo, acidos nucleicos
especificos de secuencia en una columna de afinidad.

Los soportes incluyen, pero no se limitan a recipientes de reaccion, incluyendo placas de microvaloracion en
donde uno o mas pocillos estan funcionalizados con la molécula que se une al hibrido, preferiblemente un
anticuerpo antihibrido, particulas, particulas magnéticas, columnas, placas, papel de filtro y tiras reactivas. Se
puede usar cualquier soporte siempre que permita la separacion, p. €j., la extraccion de una fase liquida. Las
particulas magnéticas son utiles porque se pueden dejar en la disolucién y la fase liquida se puede extraer o
decantar, si se aplica un campo magnético para inmovilizar las particulas, o las particulas magnéticas con el
hibrido unido se pueden separar usando un sistema como se ha descrito antes. Las particulas que son
pequenfias y tienen una superficie especifica alta son preferibles, tal como particulas de aproximadamente 0,5
pm a 10 ym, de 0,75 yma 7,5 ym, de 0,75 ym a 5 ym, de 0,75 pm a 2,5 ym y lo mas preferido de 1 ym de
diametro. Sin embargo, cuando se usan particulas magnéticas como soporte sélido para el primer agente de
union que une el hibrido, se prefiere llevar a cabo una etapa de separacién magnética final antes de llevar a
cabo (d2) con el fin de asegurar que las particulas magnéticas no interfieren con la deteccion.

Preferiblemente, el soporte que se usa para inmovilizar el primer agente de unién que se une al hibrido
generado es un recipiente de reaccion. Preferiblemente, el soporte esta provisto de un dispositivo de
multiples pocillos, tal como una placa de microvaloracién, en donde los pocillos estan al menos parcialmente
funcionalizados con el primer agente de union. Este aspecto es ventajoso, ya que permite separar facilmente
las particulas que se usaron para unir las células durante el ensayo, si dichas particulas no se separaron
antes de (d1). El hibrido generado es capturado por el agente de union vy, por lo tanto, se inmoviliza en el
recipiente de reaccion, de modo que la muestra restante que incluye las particulas que se usaron para la
union de células se puede eliminar facilmente, p. ej., por aspiracién y/o lavado.

Los hibridos se incuban con el agente de unién antihibrido unido al soporte durante un tiempo suficiente para
permitir la captura de los hibridos de acido nucleico bicatenarios por el agente de unidén antihibrido
inmovilizado. De este modo, se forma un complejo de hibrido de acido nucleico bicatenario/soporte solido,
que también comprende el primer agente de unidén que se usa para capturar el hibrido. Como se ha descrito
antes, en un aspecto preferido, el soporte es un recipiente de reaccion, preferiblemente una placa de
microvaloraciéon funcionalizada con uno o mas agentes de unién antihibridos tales como anticuerpos
antihibridos. El anticuerpo antihibrido puede ser monoclonal o policlonal. En un aspecto el anticuerpo es
monoclonal. En un aspecto, el anticuerpo se acopla al soporte por un conector de hidrocloruro de 1-etil-3- [3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDAC).

En un aspecto, el soporte es una perla de poliestireno. En un aspecto, el soporte o perla acoplado al agente
de union, que preferiblemente es un anticuerpo, se diluye en un tampén de diluciéon de perla. El tampon de
diluciéon de perlas es util para minimizar la desnaturalizacion de proteinas en la perla. Un ejemplo de un
tampon de dilucion de perlas comprende caseina al 6 por ciento, Tris-HCI 100 mM, NaCl 300 mM y azida
sédica al 0,05 por ciento.
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En un aspecto, el soporte recubierto con el anticuerpo antihibrido se incuba con la muestra. La incubacién se
puede realizar a temperatura ambiente o a temperaturas elevadas. El tiempo de incubacién puede variar de
aproximadamente 5 a aproximadamente 120 minutos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 100
minutos, o de aproximadamente 20 a aproximadamente 80 minutos, o de aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 60 minutos, asi como cualquier numero dentro de los intervalos indicados suficiente para
permitir la captura. Los mismos tiempos de incubacién son adecuados si el primer agente de unién que se
usa para unir el hibrido formado no esta unido a un soporte sélido. La muestra se puede agitar durante dicha
incubacion. Los expertos en la técnica entenderan que el tiempo de incubacion, la temperatura y/o las
condiciones de agitacion se pueden variar para lograr cinéticas de captura alternativas seguin se desee.

Tras la union y, por lo tanto, la captura del hibrido de acido nucleico diana/sonda, el hibrido capturado se
puede separar del resto de la muestra. La separacion es particularmente facil si el primer agente de union
esta inmovilizado en un soporte sélido. En este caso, la muestra no unida se puede p. €j. simplemente aspirar
como se describe también en los ejemplos. De acuerdo con un aspecto, se llevan a cabo una o mas etapas
de lavado para lavar los acidos nucleicos no capturados y los restos de muestra. Como se ha descrito antes,
si las particulas que se usaron para unir las células todavia estan presentes durante la generacion y captura
del hibrido, se separaran al menos parcialmente durante dicha etapa de separacion. Ventajosamente, no es
necesario separar especificamente las particulas, p. €j., con la ayuda de un iman en el caso de particulas
magnéticas, ya que se separaran automaticamente cuando se separen los residuos de la muestra. Esto
ahorra etapas de manipulacion.

De acuerdo con un aspecto, se usa un agente de union adicional. El agente de unién adicional puede
comprender un marcador detectable. El agente de unién adicional se usa para permitir detectar la presencia
de hibridos de acido nucleico bicatenarios. El agente de union adicional se puede unir directa o
indirectamente al complejo que se forma cuando el primer agente de unién se une y asi captura el hibrido
formado, proporcionando asi un complejo de hibrido de acido nucleico bicatenario/primer agente de
union/agente de agente de union marcado o un complejo de hibrido de acido nucleico bicatenario/soporte
soélido/agente de unidon marcado si el primer agente de union se ha inmovilizado en un soporte sélido. En un
aspecto, el agente de union adicional comprende un marcador que debe reaccionar con un sustrato para
proporcionar una sefial que se puede detectar. El agente de unién adicional se puede disolver en un tampon
adecuado. En un aspecto, el tampéon comprende TrisHCI 100 mM, a pH 7,4, NaCl 0,5 M, ZnCl; 0,1 mM,
MgCl» 1,0 mM, Tween 20 al 0,25 por ciento, RNasa A 0,2 mg/ml de hidroxipropil-b-ciclodextrina (ciclodextrina)
al 4 por ciento, tampon de dilucion de perlas al 30 por ciento, como se ha descrito previamente, IgG de cabra
al 0,05 por ciento, azida sddica al 0,05 por ciento. Preferiblemente, el agente de unién adicional es un
anticuerpo o fragmento del mismo, preferiblemente un anticuerpo monoclonal.

De acuerdo con un aspecto, el agente de union adicional comprende un marcador detectable y se une al
hibrido de acido nucleico bicatenario. Alternativamente, el agente de unién adicional que comprende un
marcador detectable se une al primer agente de union. Alternativamente, los hibridos de acido nucleico
bicatenarios formados se pueden detectar con un segundo agente de union que no esta directamente
marcado. En este aspecto, se usa un segundo agente de unién que se puede unir al hibrido de acido nucleico
bicatenario o al primer agente de union y dicho segundo agente de union puede ser unido por un agente de
union adicional que comprende un marcador detectable. Por ejemplo, el segundo agente de union puede ser
una inmunoglobulina de raton que es detectada mediante un tercer anticuerpo marcado, p. €j., un anticuerpo
de cabra anti-IgG de ratén.

En un aspecto, la reaccion de unién del agente de unién marcado al complejo que comprende el hibrido
capturado tiene lugar a temperatura ambiente. En un aspecto, la reaccion de union tiene lugar a temperatura
ambiente durante entre aproximadamente 15 minutos y 120 minutos, 20 minutos y 100 minutos, 25 minutos y
80 minutos, 30 minutos y 60 minutos o 30 minutos y 45 minutos. La reaccion de union puede tener lugar a
temperatura ambiente o a temperaturas elevadas.

Los expertos en la técnica entenderan que se puede usar cualquier marcador detectable tal como, pero no
limitado a una enzima, molécula radiactiva, molécula fluorescente o particula metalica tal como particula de
oro. En ciertos aspectos, el marcador detectable es la fosfatasa alcalina. Se conocen métodos para conjugar
un marcador con un anticuerpo. Por ejemplo, un anticuerpo se puede reducir con ditiotreitol (DTT) para dar
fragmentos de anticuerpos monovalentes. El anticuerpo reducido después se puede conjugar directamente a
la fosfatasa alcalina maleinada por los métodos de Ishikawa et al., J. Immunoassay 4: 209-237 (1983) y
Means et al., Chem. 1: 2-12 (1990), y el conjugado resultante se puede purificar por HPLC. El conjugado
también se puede purificar usando cualquier tipo de cromatografia de exclusion por tamafos. Un beneficio de
la purificacion es que los conjugados de una proteina con un anticuerpo se pueden separar de esos
conjugados con otras proporciones de proteina a anticuerpo.

Después de la unién con el agente de union adicional que comprende un marcador detectable, la muestra se
puede lavar con un tampén de lavado. El tampoén de lavado puede contener uno o mas detergentes o puede
carecer de un detergente. Si el tampon de lavado contiene un detergente, el detergente es preferiblemente un
detergente ionico o no idnico. Un ejemplo de un detergente no idnico es Triton-X. El detergente puede estar
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presente en el tampdén de lavado en una concentracion de aproximadamente 0.05 por ciento a
aproximadamente 1,5 por ciento, o de aproximadamente 0.075 por ciento a aproximadamente 1,0 por ciento,
o de aproximadamente 0,1 por ciento a aproximadamente 0,75 por ciento, o aproximadamente 0,5 por ciento
o cualquier nimero dentro de los intervalos indicados. Un ejemplo de un tampén de lavado adecuado
comprende Tris 40 mM, pH 8.2, NaCl 100 mM, Triton-X 100 al 0,5 por ciento y azida sddica al 0.05 por ciento.

La muestra se puede lavar con el tampdn de lavado de una a diez veces, o de tres a siete veces, o de cuatro
a seis veces, 0 cinco veces, o cualquier nimero dentro de los intervalos indicados. La muestra también se
puede lavar con un solo tampén de lavado o con multiples tampones de lavado. Cada lavado puede usar el
mismo tampodn de lavado o un tampoén de lavado diferente. Por ejemplo, se puede usar un tampén de lavado
que contiene detergente para un lavado, mientras que se puede usar un tampon de lavado sin detergente
para otro lavado. En un aspecto, uno de los tampones de lavado no incluye Triton.

El llevar a cabo dicha una o mas etapas de lavado tiene la ventaja de que cualquier rastro restante de
particulas magnéticas que se usaron para unir las células se pueden lavar eficazmente y, por lo tanto, se
separan antes de realizar la deteccion. Las particulas se pueden lavar particularmente facilmente si tienen un
tamafo de 5 um o menos, preferiblemente de 2,5 ym o menos.

El marcador presente en el agente de unién adicional se detecta para indicar asi la presencia o ausencia de
la molécula de acido nucleico diana. Los métodos para detectar diferentes marcadores son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, los métodos de colorimetria, radioactivos, resonancia de plasmon de superficie o
quimioluminiscencia se describen, p. €j., en Coutlee et al., J. Clin. Microbiol. 27: 1002-1007 (1989).

Por ejemplo, un conjugado de fosfatasa alcalina unido se puede detectar por quimioluminiscencia con un
reactivo tal como un reactivo LUMI-PHOS 530 (Lumigen, Detroit, Ml) o DR2 (Applied Biosystems, Foster City,
CA) usando un detector tal como un luminémetro FVLUMINA (Source Scientific Systems, Inc., Garden Grove,
CA), un luminémetro OPTOCOMP | (MGM Instruments, Hamden, CT), o similares, tal como un luminémetro
de Veritas Microplate de Turner Biosystems. También se pueden usar multiples técnicas de deteccion en
secuencia o en paralelo. Por ejemplo, el conjugado se puede detectar por quimioluminiscencia vy
fluorescencia. En otro aspecto, el conjugado se puede detectar por quimioluminiscencia.

Como se describe en la presente memoria, la deteccion del marcador es indicativa de la presencia de una o
mas de las moléculas de acido nucleico diana en la muestra que son complementarias de una o mas sondas.
Después del lavado (véase antes), la muestra se suspende en un tampoén de deteccion que, por ejemplo,
contiene el sustrato para el marcador en el agente de uniéon marcado.

Una razén por la cual la presencia del HPV u otras moléculas de acido nucleico diana se puede determinar en
cortos periodos de tiempo es porque el método no requiere una amplificacién de la molécula de acido
nucleico diana antes de la deteccién. En lugar de la amplificacion de la diana, se puede usar la amplificacion
de la sefial para detectar con precision la presencia de HPV u otras moléculas de acido nucleico diana. En un
aspecto, los métodos pueden incluir una etapa de amplificaciéon de sefial. En un aspecto, los métodos no
incluyen una etapa de amplificacion de diana y, en particular, no incluyen una etapa de amplificacion de PCR
en (d1). En otro aspecto, los métodos de la descripcion pueden incluir una etapa de amplificacion de sefial y
no etapa de amplificacién del acido nucleico diana.

La presente descripcion también proporciona métodos y ensayos para detectar cancer, por ejemplo, cancer
de cuello uterino, detectando la presencia de una molécula de acido nucleico diana, tal como el HPV, en una
muestra que usa el método descrito antes.

Los expertos en la técnica entenderan que la detecciéon se puede llevar a cabo en una serie de plataformas
que incluyen, pero no se limitan a tubos, tiras reactivas, micromatrices, microplacas, placas de 384 pocillos,
otras placas de microlitro y sistemas microfluidicos.

En un aspecto de ejemplo, el acido nucleico diana procede de un patégeno tal como un microorganismo o
virus. En un ejemplo adicional, el acido nucleico procede de un virus. En un aspecto adicional, el acido
nucleico virico es una asociacioén de molécula de ADN derivada de un virus con la célula en un virus intacto o
una capside virica; mantenida en la célula de forma episomal; o integrada en una molécula de ADN celular,
tal como un cromosoma de la célula. En un aspecto adicional, el acido nucleico virico es un ARNm codificado
por un gen virico o una molécula de ADNc derivada de dicho ARNm. En un aspecto adicional, el acido
nucleico diana procede de un virus del papiloma humano. En un aspecto adicional, el método automatizado
es un método de cribado de muestras clinicas para detectar la presencia de un virus del papiloma humano de
alto riesgo.

En un aspecto, las moléculas de acido nucleico diana son al menos 70 por ciento, al menos 80 por ciento, al
menos 85 por ciento, al menos 90 por ciento, al menos 95 por ciento, al menos 96 por ciento, al menos 97 por
ciento, al menos 98 por ciento, al menos 98 por ciento, al menos 99 por ciento o 100 por cien idénticas a las
moléculas de acido nucleico asociadas con o que estan comprendidas en una cualquiera de muestras de
cuello uterino (p. €j., una muestra obtenida de un frotis de cuello uterino) o muestras de células de cuello
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uterino, células adenoides, células epiteliales anales, sangre, saliva, liquido cefalorraquideo, liquido pleural,
leche, linfa, esputo, orina y semen, otros virus, bacterias, micobacterias o plasmodios, por ejemplo,
citomegalovirus HPV, (CMV), herpes, HIV, HINI, clamidia, gonorrea, Neisseria gonorrhoeae (GC), Chlamydia
trachomatis (CT), Trichomonas vaginalis, Staphylococcus aureus, tuberculosis, coronavirus asociado a SARS
o influenza.

En un aspecto, las moléculas de acido nucleico diana son el virus del papiloma humano (HPV) e incluyen
variantes genéticas del HPV. Una variante incluye polimorfismos, mutantes, derivados, modificados,
alterados, o formas similares del acido nucleico diana. En un aspecto, el acido nucleico diana es un acido
nucleico de HPV. En otro aspecto, el acido nucleico del HPV es un ADN del HPV de un tipo de HPV de alto
riesgo. En otro aspecto, el acido nucleico del HPV es ARN del HPV de un tipo de HPV de alto riesgo. En otro
aspecto, los acidos nucleicos diana son uno cualquiera de los tipos de HPV de alto riesgo 16, 18, 26, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y 82 o uno cualquiera de los tipos de HPV de bajo riesgo 6, 1 1, 40, 43,
53, 61, 67, 69, 70, 71, 72, 81 y 83. En un aspecto, la molécula de acido nucleico diana es al menos el 70 por
ciento, al menos 80 por ciento, al menos 85 por ciento, al menos 90 por ciento, al menos 95 por ciento, al
menos 96 por ciento, al menos 97 por ciento, al menos 98 por ciento, al menos 98 por ciento, al menos 99 por
ciento, o 100 por cien idénticas a las moléculas de acido nucleico asociadas con uno cualquiera del HPV,
variantes genéticas del HPV, ADN de un tipo HPV de alto riesgo, o ARN de HPV de un tipo de HPV de alto
riesgo. En otro aspecto, los acidos nucleicos diana son al menos 70 por ciento, al menos 80 por ciento, al
menos 85 por ciento, al menos 90 por ciento, al menos 95 por ciento, al menos 96 por ciento, al menos 97 por
ciento, al menos 98 por ciento, al menos 98 por ciento, al menos 99 por ciento, o 100 por cien idénticos a las
moléculas de acido nucleico asociadas con uno cualquiera de los tipos de HPV de alto riesgo 16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y 82 0 uno cualquiera de los tipos de HPV de bajo riesgo 6, 11, 40,
43, 53, 61, 67,69, 70, 71,72, 81y 83.

La molécula de acido nucleico diana puede ser ADN o ARN. En un aspecto, el acido nucleico diana que se va
a detectar es ADN (p. €j., ADN gendmico de HPV o ADNc) o ARN (p. ej., ARNm, ARN ribosomal, ARN
nuclear, ARN de transferencia, ARN virico, ARN nuclear heterogéneo, ARN pequefio no codificante, ARNip,
miARN), en donde 1la una o mas sondas polinuclecotidicas son polirribonucledtidos o
polidesoxirribonucleétidos, respectivamente, o mezclas de los mismos. Las sondas también pueden
comprender nucleédtidos modificados. Cuando la molécula de acido nucleico diana es ADN, la sonda
polinucleotidica es preferiblemente ARN y cuando el acido nucleico diana es ARN, la sonda polinucleotidica
es preferiblemente ADN. Sin embargo, una sonda de ADN se puede usar con una molécula de acido nucleico
diana de ADN y una sonda de ARN se puede usar con una molécula de acido nucleico diana de ARN. En un
aspecto preferido, los hibridos de acido nucleico bicatenarios son hibridos de ADN-ARN formados por
hibridacion de ADN diana y ARN sonda, y se pueden detectar usando un anticuerpo que es inmunoespecifico
para los hibridos de ARN-ADN.

En un aspecto preferido, el acido nucleico diana procede de un patégeno tal como un microorganismo o virus.
En un ejemplo adicional, el acido nucleico diana procede de un virus. En un aspecto adicional, el acido
nucleico virico es una molécula de ADN derivada de un virus y puede estar presente en un virus intacto o una
capside virica, puede estar comprendido en la célula en una forma episomal o puede estar presente integrado
en una molécula de ADN celular, tal como un cromosoma de la célula. En un aspecto adicional, el acido
nucleico virico es un ARNm codificado por un gen virico o una molécula de ADNc derivada de dicho ARNm.
En un aspecto, el acido nucleico diana procede de un virus del papiloma humano. En un aspecto, el método
automatizado es un método de cribado de muestras clinicas para detectar la presencia de un virus del
papiloma humano de alto riesgo.

Los métodos descritos en la presente memoria son particularmente ventajosos porque se pueden automatizar
completamente. El uso de una superficie que comprende restos carboxilados, en particular en forma de
perlas magnéticas que comprenden restos carboxilados, permite el aislamiento de células, lisis y analisis de
acido nucleico sin una etapa de centrifugacion, lo que permite un procesamiento y analisis de muestras de
alto rendimiento.

En un aspecto adicional, se proporciona un sistema automatizado para su uso en el analisis de muestras,
comprendiendo dicho sistema: (1) una superficie carboxilada paramagnética, superparamagnética,
ferromagnética o ferrimagnética para usar en células de unién de una muestra liquida para analisis; (2) al
menos un iman adaptado para inmovilizar la superficie carboxilada; (3) al menos una unidad de aspiracion
adaptada para separar un liquido de la superficie carboxilada; (4) al menos una unidad de suministro de
reactivo adaptada para poner en contacto la superficie carboxilada con al menos un reactivo; y (5) una unidad
analitica adaptada para realizar una prueba analitica en la muestra. A modo de ejemplo y no de limitacion, la
unidad de suministro de reactivo se puede adaptar para proporcionar, por ejemplo, un tampén de lisis; un
tampon de lavado; y/o un reactivo analitico, tal como un reactivo de amplificacion de acido nucleico, una
disolucién de anticuerpo, o un reactivo de luminiscencia. A modo de ejemplo y no de limitacion, la unidad
analitica puede ser un termociclador adecuado para llevar a cabo la PCR en tiempo real, un fluorimetro
adecuado para realizar la deteccion y cuantificacion de fluorescencia, o unidades analiticas adecuadas para
el analisis colorimétrico.
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Deteccion de una proteina liberada

En un aspecto, la biomolécula es una proteina. La proteina liberada opcionalmente se puede purificar
adicionalmente antes o durante la deteccion. Los métodos de purificacion de proteinas incluyen, sin
limitacién, precipitacién con sulfato de amonio, solubilizacion diferencial, centrifugacion en gradiente de
sacarosa, inmunoprecipitacion y cromatografia. Los métodos cromatograficos de aislamiento de proteinas
incluyen, sin limitacion, exclusion por tamafios, intercambio ionico, interaccion hidréfoba, afinidad,
inmunoafinidad y cromatografia por union a metales. Las proteinas obtenidas con los métodos vy
composiciones descritos se pueden usar en métodos analiticos moleculares posteriores que incluyen, sin
limitacion, secuenciacion, inmunoprecipitacion, transferencias Western, ensayos ELISA,
inmunotransferencias y ensayos de actividad enzimatica, tales como ensayos para la actividad de la quinasa
o actividad de la fosfatasa.

A modo de ejemplo y no de limitacion, la biomolécula detectada en el lisado es un péptido o proteina. A modo
de ejemplo y no de limitacion, la proteina se puede medir usando métodos inmunolégicos, tales como ELISA,
ELISPOT, transferencia Western. A modo de ejemplo y no de limitacién, la proteina se puede detectar por
ensayos de actividad enzimatica.

En un aspecto adicional, se proporciona un sistema automatizado para usar en el analisis de muestras,
comprendiendo dicho sistema: (1) una superficie carboxilada paramagnética, superparamagnética,
ferromagnética o ferrimagnética para usar en células de unién de una muestra liquida para analisis; (2) al
menos un iman adaptado para inmovilizar la superficie carboxilada; (3) al menos una unidad de aspiracion
adaptada para separar un liquido de la superficie carboxilada; (4) al menos una unidad de suministro de
reactivo adaptada para poner en contacto la superficie carboxilada con al menos un reactivo; y (5) una unidad
analitica adaptada para realizar un ensayo analitico en la muestra. A modo de ejemplo y no de limitacion, la
unidad de suministro de reactivo puede adaptarse para proporcionar, por ejemplo, un tampoén de lisis; un
tampon de lavado; y/o un reactivo analitico, tal como un reactivo de amplificacion de acido nucleico, una
disolucion de anticuerpo, o un reactivo de luminiscencia. A modo de ejemplo y no de limitacién, la unidad
analitica puede ser un fluorimetro adecuado para llevar a cabo la deteccidon y cuantificacion de la
fluorescencia, un espectréometro de masas o una unidad analitica adecuada para el analisis colorimétrico, tal
como los ELISA.

Deteccién automatizada

En un aspecto adicional, se proporciona un método automatizado para cribar muestras clinicas de un estado
de enfermedad, comprendiendo dicho método: (a) inmovilizar una célula comprendida en las muestras a la
superficie carboxilada como se ha expuesto antes; (b) aislar o concentrar la célula como se ha expuesto
antes; (c) lisar las células para crear un lisado como se ha expuesto antes; (d) detectar la presencia de una
biomolécula en el lisado, en donde la presencia o ausencia de la biomolécula en el lisado es indicativa del
estado de la enfermedad. A modo de ejemplo y no de limitacion, la biomolécula es un acido nucleico.

En una realizacién de ejemplo, el acido nucleico procede de un gen de la célula, incluido, pero no limitado al
gen, un ARNm codificado por el gen o un ADNc derivado del ARNm. En una realizacion adicional, el gen,
ARNm y/o ADNc comprende una mutacion indicativa de un estado de enfermedad, tal como cancer.

En ofra realizacién de ejemplo, el acido nucleico procede de un microorganismo patégeno o virus. En un
ejemplo adicional, el acido nucleico procede de un virus. En un aspecto adicional, el acido nucleico virico es
una asociacion de molécula de ADN derivada de un virus con la célula en un virus intacto o una capside
virica; mantenido en la célula de forma episomal; o integrado en una molécula de ADN celular, tal como un
cromosoma de la célula. En un aspecto de la realizacion adicional, el acido nucleico virico es un ARNm
codificado por un gen virico o una molécula de ADNc derivada de dicho ARNm. En un aspecto de la
realizacién adicional, el acido nucleico diana procede de un virus del papiloma humano. En un aspecto de la
realizacién adicional, el método automatizado es un método de cribado de muestras clinicas para detectar la
presencia de un virus del papiloma humano de alto riesgo.

Se puede usar cualquier método de deteccion compatible con la automatizacion. A modo de ejemplo y no de
limitaciéon, el método de deteccidon puede comprender hibridar una sonda de acido nucleico con el acido
nucleico del lisado. A modo de ejemplo y no de limitacién, la hibridacién da como resultado un hibrido de
ADN:ARN. En una realizacién adicional, el hibrido de ADN:ARN se detecta uniendo un anticuerpo especifico
para los hibridos de ADN:ARN al hibrido de ADN:ARN entre la sonda de acido nucleico y el acido nucleico del
lisado.

A modo de ejemplo y no de limitacion, la biomolécula detectada en el lisado es un péptido o proteina. A modo
de ejemplo y no de limitacion, la proteina se puede medir usando métodos inmunolégicos, tales como ELISA,
ELISPOT, transferencia Western. A modo de ejemplo y no de limitacién, la proteina se puede detectar por
ensayos de actividad enzimatica.
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Ejemplos
Los ejemplos que no pertenecen a la invencion reivindicada tienen solo fines ilustrativos.
Ejemplo 1

Se ariadieron un total de 30000 o 300000 células SiHa (2 copias de HPV 16 por célula) a 3 ml de medio
liquido de citologia liqguida PRESERVCYT™ limpio ("PC limpio") o mezcla de especimenes de cuello uterino
HPV-negativos. Cada muestra después se procesé de acuerdo con el protocolo 1 o el protocolo 2, que se
exponen a continuacion.

Protocolo 1: Se afiadieron 30 ul de perlas magnéticas SERADYN® DS-MGCM (disolucion madre de 50
mg/ml; contenido de carboxilo: ~0,5 mEqg/g; 1 ym de diametro; 5% de sdlidos) a cada muestra de 3 ml, y se
incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. La muestra después se puso en un soporte magnético
y el liquido sobrenadante se separd de las perlas por aspiracion. Después, las perlas se resuspendieron en
150 pl de una mezcla 2:1 de medio de transferencia de muestra ("STM") (una disolucién tamponada que
comprende guanidinio-HCL 1 M; EDTA 10 mM; Tris-HCI 10 mM, pH-8,2-8,6; azida sédica al 0.05%) y reactivo
de desnaturalizacion ("DNR") (disolucion acuosa de hidroxido de sodio que comprende NaOH 1,75 M en
agua desionizada) y se incubaron durante 45 minutos a 65°C para lisar la célula y liberar los acidos nucleicos.
Después se us6 un ensayo HC2™ (Qiagen Gaithersburg, Inc., Gaithersburg, MD) para detectar el ADN del
HPV16. El ensayo HC2™ es un ensayo de hibridacion de acidos nucleicos con amplificacion de sefial que
usa la deteccion quimioluminiscente de microplaca. Los especimenes que contienen el ADN diana se hibridan
con un céctel de sonda de ARN de HPV especifico. Los hibridos de ARN:ADN resultantes se capturan sobre
la superficie de un pocillo de la microplaca recubierta con anticuerpos especificos para los hibridos de
ARN:ADN. Los hibridos inmovilizados después se hacen reaccionar con anticuerpos conjugados con
fosfatasa alcalina especificos para los hibridos de ARN:ADN y se detectan con un sustrato
quimioluminiscente. La intensidad de la luz emitida indica la presencia o ausencia de ADN diana en el
espécimen. Una medicion de RLU igual o mayor que el valor de corte (CO) indica la presencia de secuencias
de ADN del HPV en la muestra. Una medicion de RLU menor que el valor de corte indica la ausencia de las
secuencias de ADN del HPV especificas ensayadas o niveles de ADN del HPV por debajo del limite de
deteccion del ensayo.

Protocolo 2 (Comparativo): se afiadieron 300 ul de tampdn de conversion de muestra a cada muestra de 3
ml. El tampdn de conversién de muestras forma parte de un kit comercial, 5100-1400, HC2™ Sample
Conversion kit (Qiagen Gaithersburg, Inc., Gaithersburg, MD). Comprende un ligante de célula para ayudar a
sedimentar las células del espécimen, poli(acido acrilico) y el colorante eosina para ayudar a visualizar el
sedimento. Las células después se sedimentaron a 2900 g y se vertié el liquido sobrenadante. Después, el
sedimento celular se resuspendié en 150 pl de una mezcla 2:1 de STM y DNR y se incub6 durante 45
minutos a 65°C. Después se detectd el ADN de HPV16 usando un ensayo HC2™ como se describe en el
protocolo 1.

Los resultados que comparan el protocolo 1y el protocolo 2 se muestran en la figura 1.
Ejemplo 2

El ejemplo 1 se repitié usando las siguientes muestras: (1) 10000 SiHa en una muestra de cuello uterino en
PC negativa para HPV; (2) 5 000 SiHa en muestra de cuello uterino en PC negativa para HPV; (3) 2 500 SiHa
en muestra de cuello uterino en PC negativa para HPV; (4) muestra de cuello uterino en PC negativa para
HPV (sin SiHa); y (5) 5 000 SiHa en PC limpio.

Los resultados que comparan el protocolo 1y el protocolo 2 se muestran en la figura 2.
Ejemplo 3

El protocolo 1 se repitid con dos cantidades diferentes de perlas afiadidas (10 pl y 5 pl) y diferentes tiempos
de incubacion (1, 10, 15 y 30 min). Los resultados se muestran en la fig. 3.

Ejemplo 4

El protocolo 1 se repitié usando 10 ul de perlas, con la condicidon de que se reservaran varios volimenes (50,
100 y 200 pl) del liquido sobrenadante separado después de la inmovilizacién de las células y se volvieran a
afadir al lisado. Se usaron volumenes iguales de STM:DNR 2:1 como controles. Los resultados se muestran
en la fig. 4. Aunque la adicién de liquido sobrenadante afecto a la sefial general, no obstante, el ensayo se
puede llevar a cabo sin separar completamente las células de la muestra.

Ejemplo 5

Un total de 10000 o 20000 células SiHa (2 copias de HPV 16 por célula) conservadas en medio liquido de
citologia SUREPATH™ ("SP") se afiadieron a 3 ml de una mezcla de especimenes de cuello uterino en SP
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negativos para HPV. Cada muestra se proces6 después de acuerdo con el protocolo 3 o el protocolo 4, que
se expone a continuacion.

Protocolo 3: se afiadieron 10 ul de perlas magnéticas SERADYN® DS-MGCM (disolucion madre 50 mg/mil;
contenido de carboxilo: ~0,5 mEg/g; 1 ym de diametro; 5% de sdélidos) a cada muestra de 3 ml, y se
incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitacion (900 rpm). Después la muestra se puso
en un soporte magnético y el liquido sobrenadante se separé de las perlas por aspiracion. Las perlas
después se resuspendieron en 150 pl de una mezcla 2:1 de medio de transferencia de muestra ("STM") (una
disolucién tamponada que comprende hidrocloruro de guanidinio) y reactivo de desnaturalizacion ("DNR")
(hidréxido de sodio acuoso) y se incubaron durante 45 minutos a 65°C, se agitaron con voértice, y después se
incubaron durante 45 minutos adicionales a 65°C para lisar la célula y liberar los acidos nucleicos. Después
se uso6 un ensayo HC2™ (Qiagen Gaithersburg, Inc., Gaithersburg, MD) para detectar el ADN del HPV16.

Protocolo 4 (Comparativo): se afiadieron 300 pl de tampdn de conversion de muestra a cada muestra de 3
ml. El tampdn de conversién de muestras forma parte de un kit comercial, 5100-1400, HC2™ Sample
Conversion kit (Qiagen Gaithersburg, Inc., Gaithersburg, MD). Comprende un ligante celular para ayudar a
sedimentar las células del espécimen, poli(acido acrilico) y colorante eosina para ayudar a visualizar el
sedimento. Después las células se sedimentaron a 2900 g y se vertio el liquido sobrenadante. Después, el
sedimento celular se resuspendié en 150 pl de una mezcla de STM y DNR 2:1 y se incub6 durante 45
minutos a 65°C. Después se detectd el ADN de HPV16 usando un ensayo HC2™ como se describe en el
protocolo 1.

Los resultados que comparan el Protocolo 3 y el Protocolo 4 se muestran en las figs. 5A y 5B.
Ejemplo 6

El protocolo 3 se repiti6 como antes, excepto que se usaron 50000 células SiHa y el pH de las mezclas
clinicos de SP se redujo a pH 4 usando HCI. Los resultados se muestran en la fig. 6. Como puede verse, la
reduccion del pH mejord la capacidad de la superficie carboxilada para unirse a las células.

Ejemplo 7

El protocolo 3 se repitié6 como antes, excepto que se usaron 50000 células SiHa, los grupos clinicos de SP se
diluyeron con varios volimenes de metanol (24%, 42%) y el pH se redujo a pH 4.5 usando HCI. Los
resultados se muestran en la fig. 7.

Ejemplo 8

Un total de 50000 cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis inactivados por calor (5 copias de
plasmidos cripticos por célula; 250000 copias por ensayo) se afiadieron a 3 ml de medio liquido de citologia
PRESERVCYT™ limpio ("PC limpio") o mezcla de especimenes de cuello uterino negativos para HPV en
PRESERVCYT™, Cada muestra se procesdé después de acuerdo con el protocolo 5, expuesto a
continuacion.

Protocolo 5: se afiadieron 10 ul de perlas magnéticas SERADYN® DS-MGCM (disolucion madre 50 mg/mil;
contenido de carboxilo: ~0,5 mEg/g; 1 ym de diametro; 5% de sdélidos) a cada muestra de 3 ml, y se
incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitacién a 900 rpm. Después, la muestra se puso
en un soporte magnético y el liquido sobrenadante se separ6 de las perlas por aspiracion y se guardé para el
procesamiento de acuerdo con el protocolo 6, a continuacion. Las perlas después se resuspendieron en 150
pl de una mezcla 2:1 de medio de transferencia de muestra ("STM") (una disolucion tamponada que
comprende hidrocloruro de guanidinio) y reactivo de desnaturalizacion ("DNR") (hidroxido de sodio acuoso) y
se incubaron durante 45 minutos a 65°C para lisar la célula y liberar los acidos nucleicos. Después se
analizaron 75 pl de cada muestra usando un ensayo HC2™ especifico de Chlamydia trachomatis.

Protocolo 6 (Comparativo): se afiadieron 300 pl de tampdn de conversion de muestra a cada liquido
sobrenadante del protocolo 5. Después las células se sedimentaron a 2900 g y se vertido el liquido
sobrenadante. El sedimento celular se resuspendié después en 150 pl de una mezcla de STM y DNR 2:1y se
incubd durante 45 minutos a 65°C. Después se analizaron 75 pl de cada muestra usando un ensayo HC2™
especifico de Chlamydia trachomatis.

Los resultados que comparan el protocolo 5 y el protocolo 6 se muestran en la fig. 8.
Ejemplo 9

Los cuerpos elementales de Chlamydia trachomatis (5 copias de plasmidos cripticos por célula; 250 000
copias por ensayo) se afiadieron a 3 ml de una mezcla de muestras de cuello uterino negativas para HPV en
PRESERVCYT™ o en orina fresca (almacenada menos de 24 horas a 4°C). Cada muestra se proceso
después de acuerdo con el protocolo 5 o el protocolo 6, expuesto a continuaciéon. Se usaron cuerpos
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elementales de Chlamydia trachomatis afiadidos directamente a una mezcla de STM y DNR 2:1 como control
positivo.

Protocolo 7: se afiadieron 10 ul de perlas magnéticas SERADYN® DS-MGCM (disolucion madre 50 mg/mil;
contenido de carboxilo: ~0,5 mEg/g; 1 ym de diametro; 5% de sdélidos) a cada muestra de 3 ml, y se
incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos con agitacion a 900 rpm. Después, la muestra se puso
en un soporte magnético y el liquido sobrenadante se separ6 de las perlas por aspiracion y se guardo para el
procesamiento de acuerdo con el protocolo 6, a continuacion. Las perlas después se resuspendieron en 150
pl de una mezcla 2:1 de medio de transferencia de muestra ("STM") (una disolucion tamponada que
comprende hidrocloruro de guanidinio) y reactivo de desnaturalizacion ("DNR") (hidroxido de sodio acuoso) y
se incubaron durante 45 minutos a 65°C para lisar la célula y liberar los acidos nucleicos. Después se
analizaron 75 pl de cada muestra usando un ensayo HC2™ especifico de Chlamydia trachomatis.

Protocolo 8 (Comparativo): se afiadieron 300 ul de tampdn de conversion de muestra a cada muestra. Las
células se sedimentaron a 2900 g y se vertié el liquido sobrenadante. El sedimento celular después se
resuspendidé en 150 yl de una mezcla de STM y DNR 2:1 y se incub6 durante 45 minutos a 65°C. Después se
analizaron 75 pl de cada muestra usando un ensayo HC2™ especifico de Chlamydia trachomatis.

Los resultados que comparan el protocolo 7 y el protocolo 8 se muestran en la fig. 9.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la presencia de un acido nucleico diana en una muestra que comprende una
célula de cuello uterino y un agente fijador que es un medio de citologia en base liquida que comprende:

(a) inmovilizar la célula de cuello uterino a una superficie carboxilada poniendo en contacto la superficie
carboxilada con la muestra que comprende la célula y un agente fijador que es un medio de citologia en
base liquida, durante un tiempo suficiente para permitir que la célula se una a la superficie carboxilada, en
donde el medio de citologia en base liquida tiene un pH no mayor de 9, y en donde el pH del medio de
citologia en base liquida se reduce para mejorar la inmovilizaciéon de la célula a la superficie carboxilada
antes o durante la inmovilizacién de la célula de cuello uterino a la superficie carboxilada;

(b) separar la superficie carboxilada de al menos una parte de la muestra, aislando asi la célula;

(c) liberar el acido nucleico diana de la célula por un método que comprende poner en contacto la célula
aislada con una composicion liquida adecuada para liberar el acido nucleico de la célula; y

(d) opcionalmente, desnaturalizar el acido nucleico diana liberado; y
(e) detectar el acido nucleico diana por un método que comprende:

(e1) poner en contacto el acido nucleico diana liberado y opcionalmente desnaturalizado con una o mas
sondas especificas para el acido nucleico diana en condiciones que permiten que las sondas y el acido
nucleico diana hibriden formando hibridos de acido nucleico bicatenarios; y

(e2) detectar la presencia o ausencia de hibridos de acido nucleico bicatenarios.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la superficie carboxilada esta dispuesta sobre una particula
magnética.

3. El método de la reivindicacion 2, en donde la sonda de acido nucleico hibrida con el acido nucleico diana
en presencia de la particula magnética.

4. El método de la reivindicaciéon 3, en donde los hibridos de acido nucleico bicatenarios se detectan por un
método que comprende:

(e2a) capturar los hibridos de acido nucleico bicatenarios en un soporte solido;

(e2B) separar opcionalmente los hibridos de acido nucleico bicatenarios unidos al soporte sélido de los
acidos nucleicos no unidos; y

(e2y) detectar la presencia o ausencia de hibridos de acido nucleico bicatenarios.
5. El método de la reivindicacion 4, en donde:

(e2a) los hibridos de acido nucleico bicatenarios se capturan en el soporte sélido poniendo en contacto los
hibridos bicatenarios con un primer agente de unidén que esta unido o adaptado para unirse a la fase solida
para formar un complejo de acido nucleico bicatenario/primer agente de unién; y

(e2y) la presencia o ausencia de hibridos de acido nucleico bicatenarios se detecta por (a) la unién de dicho
complejo de acido nucleico bicatenario/primer agente de unidén con un agente de unién adicional que esta
marcado con un marcador detectable, para formar un complejo de hibrido de &acido nucleico
bicatenario/primer agente de unidn/agente de unidon marcado; (b) lavado opcionalmente del complejo de
hibrido de acido nucleico bicatenario/primer agente de unién/agente de unién marcado; y (c) deteccion de la
presencia o ausencia del marcador del agente de unién adicional, lo que indica la presencia o ausencia del
acido nucleico diana.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde el soporte sdlido esta recubierto con el primer agente de union.
7. El método de la reivindicacion 1, en donde al menos uno de (a), (b), (c), (d) o (e) esta automatizado.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde el acido nucleico diana es un acido nucleico virico, cuya
presencia es indicativa de una enfermedad relacionada con el virus.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde los hibridos de acido nucleico bicatenarios
son hibridos de ADN:ARN.

10. El método de la reivindicacion 1, que tiene al menos una de las siguientes caracteristicas:

a) la superficie carboxilada es proporcionada por particulas sélidas que tienen un tamafio promedio de 5 ym
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0 menos y, opcionalmente, son magnéticas;

b) la superficie carboxilada tiene una carga global negativa, preferiblemente una carga global débilmente
negativa, en donde opcionalmente, la superficie carboxilada comprende un contenido de carboxilo
determinado por valoracién conductométrica con hidroxido de sodio de al menos 0,1 mEqg/g,
preferiblemente de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,7 mEq/g;

c) la superficie carboxilada es adecuada para la cromatografia de intercambio cationico;

d) la unién de la célula a la superficie carboxilada no es mediada por una interaccién ligando-receptor o una
interaccion anticuerpo-antigeno;

e) la unién es mediada por una interaccion directa entre la célula y un grupo carboxilo de la superficie
carboxilada.

11. El método de la reivindicacién 1, en donde la composiciéon liquida lisa la célula, liberando asi la
biomolécula.

12. El método de la reivindicacion 1, en donde el medio de citologia en base liquida tiene un pH de 7-9.
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