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DESCRIPCION
Ensayos de union de ligando-receptor resuelta espacialmente

Esta solicitud reivindica la prioridad respecto del Num. de Serie de Estados Unidos 13/153.934 del 6 de junio de
2011.

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a la determinacion de la concentracion de un ligando en una muestra, mas concretamente,
el ligando es una secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla.

2. Discusion de la técnica

Durante las ultimas décadas, se han realizado inmunoensayos utilizando fluorescencia, quimioluminiscencia u otros
medios para generar una sefial en respuesta a un analito. Actualmente, muchos inmunoensayos se realizan
midiendo la intensidad de una sefial luminosa generada en el volumen total de una mezcla de reaccion. La sefial
luminosa generada se puede medir mediante un medio 6ptico, en donde la sefial luminosa generada es emitida por
un gran numero de moléculas. Por ejemplo, estos inmunoensayos se pueden llevar a cabo combinando una muestra
que se sospecha que contiene un antigeno con un reactivo que comprende un primer anticuerpo fijado a un soporte
solido, p. €j., una esfera, una microparticula, para formar una mezcla de reaccion. El antigeno, si esta presente en la
muestra, se une especificamente al primer anticuerpo. Un producto conjugado, que comprende un segundo
anticuerpo que tiene una marca unida a él, se introduce en la mezcla de reacciéon y se une especificamente al
antigeno, que esta especificamente unido al primer anticuerpo, que, como se ha indicado anteriormente, esta fijado
al soporte solido. Dicho inmunoensayo se denomina inmunoensayo sandwich o ensayo inmunométrico. Este tipo de
inmunoensayo se muestra esquematicamente en la FIG. 1. La sefial atribuible a la marca se mide después de que el
producto conjugado no unido se elimine de la mezcla de reaccion, tipicamente realizando una etapa de lavado. La
sefial que se obtiene del volumen total de la mezcla de reaccion se mide y a continuacién se compara con una curva
de calibracion para establecer la concentracion de antigeno presente en la muestra.

Otro tipo de inmunoensayo se denomina inmunoensayo competitivo. Tipicamente, un antigeno no marcado y un
antigeno marcado compiten por el mismo sitio del anticuerpo. Alternativamente, un anticuerpo y un anticuerpo
marcado compiten por el mismo sitio del antigeno. En un ejemplo de la primera, se utilizan un antigeno marcado y
un antigeno no marcado. Se recubre un soporte sélido con un anticuerpo que se puede unir especificamente al
antigeno marcado o al antigeno no marcado. Se combinan el soporte soélido, el antigeno marcado y la muestra de un
paciente que se sospecha que contiene el antigeno. Por supuesto, cualquier antigeno de la muestra del paciente no
esta marcado. El antigeno marcado y el antigeno no marcado compiten por los sitios del anticuerpo en el soporte
solido. Solo cuando el antigeno marcado se ancla al anticuerpo sobre el soporte sélido se puede producir una sefal,
porque solo el antigeno marcado puede generar una sefial. La cantidad de antigeno en la muestra del paciente es
inversamente proporcional a la cantidad de sefial producida. Este tipo de inmunoensayo se muestra
esquematicamente en la FIG. 2.

Al realizar inmunoensayos utilizando diferentes métodos &pticos, se deben considerar varios parametros. Estos
parametros incluyen el tiempo necesario para realizar el inmunoensayo, la cantidad de muestra necesaria para llevar
a cabo el inmunoensayo, la cantidad de reactivos adicionales necesarios para llevar a cabo el inmunoensayo, el
numero de etapas necesarias para completar el inmunoensayo, la sensibilidad del inmunoensayo, y el rango
dinamico del inmunoensayo. El rango dinamico puede cubrir a menudo tres o mas 6rdenes de magnitud. TILMAN
ROSALES ET AL, ("Quantitative detection of the ligand-dependent interaction between the androgen receptor and
the co-activator, Tif2, in live cells using two color, two photon fluorescence cross-correlation spectroscopy",
EUROPEAN BIOPHYSICS JOURNAL ; WITH BIOPHYSICS LETTERS, SPRINGER, BERLIN, DE, (20061005), vol.
36, no. 2, ISSN 1432-1017, paginas 153 - 161) describen un método para detectar la interaccion entre un ligando
(Tif2) y un receptor (receptor de andrégenos) en el que se adquiere una imagen digital en dos longitudes de onda de
luz diferentes y se lleva a cabo procesamiento digital. RUAN ET AL, "Applications of dual-color fluorescence cross-
correlation spectroscopy in antibody binding studies”, ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, ACADEMIC PRESS INC,
NEW YORK, (20071204), vol. 374, num. 1, doi:10.1016/J.AB.2007.11.007, ISSN 0003-2697, paginas 182 - 195,
XP022437949 [X] 1 -5,7,11,12,15,18,19 * pagina 184, columna 1, parrafo 2 * [I] 1-19 se refiere a la espectroscopia
de correlacién cruzada de fluorescencia de dos colores de dos fotones (DC-FCCS) que se aplicé para estudiar las
interacciones de unién de anticuerpos monoclonales (mAb) y antigenos proteicos. Los autores midieron la constante
de unién de la interaccion de un péptido natriurético cerebral (BNP) de 32 aminoacidos con un mAb y demostraron la
utilidad de DC-FCCS en estudios de sandwiches de anticuerpos, formaciones trimoleculares, donde dos anticuerpos
diferentes se unen al mismo antigeno simultaneamente.
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[0006] EI documento WO2005064319 describe un método basado en ordenador que identifica fuentes de luz de
molécula Unica, tales como moléculas individuales fluorescentes, en una serie de imagenes pixeladas de una
seccion optica de un espécimen. EIGEN M ET AL, ("SORTING SINGLE MOLECULES: APPLICATION TO
DIAGNOSTICS AND EVOLUTIONARY BIOTECHNOLOGY", PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES, NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, US, (19940601), vol. 91, doi:10.1073/PNAS.91.13.5740. ISSN
0027-8424, paginas 5740 - 5747) también se refiere al uso de la espectroscopia de correlacion cruzada y describe
adicionalmente que los acidos nucleicos también se pueden visualizar utilizando fluorescencia y analisis de datos
tales como autocorrelacion.

Durante muchas décadas, se ha demostrado que los inmunoensayos que utilizan microparticulas magnéticas
proporcionan valores adecuados para la mayoria de los parametros mencionados anteriormente. Las microparticulas
magnéticas permiten la separacion del analito unido al producto conjugado del no unido al producto conjugado y
otros reactivos de una manera simple. Otra propiedad atractiva de las microparticulas magnéticas es que pueden ser
controladas facilmente en una solucion para permitir la unién del analito o producto conjugado en la fase sdlida en
un tiempo relativamente corto. Mediante el uso de la atraccion magnética, las microparticulas magnéticas se pueden
mover y lavar con el fin de proporcionar informacion solamente sobre el analito unido a las microparticulas
magnéticas.

Un inconveniente principal con el uso de cualquier microparticula como soporte sélido es la falta de uniformidad de
microparticula a microparticula con respecto a la cantidad de anticuerpo que recubre la microparticula. Otro
inconveniente es la interaccion no deseada del producto conjugado con las microparticulas. Tal interaccion no
deseada puede afectar a los resultados del inmunoensayo y, en consecuencia, puede requerir un estudio extenso de
una serie de microparticulas diferentes, elaboradas por diferentes fabricantes, para su uso en un analizador de
inmunoensayo. Otro inconveniente se presenta cuando se realizan inmunoensayos en un recipiente de reaccion. El
producto conjugado se puede unir a las superficies del recipiente de reaccion, lo que es indeseable. Estos
inconvenientes no solo limitan la sensibilidad de un inmunoensayo, sino que pueden proporcionar resultados falsos
tras la medicion del analito.

Otros problemas que pueden surgir en los inmunoensayos implican (a) union no especifica del producto conjugado
al soporte solido y (b) agregacion de reactivos. Estos problemas son una gran preocupacion para los disefiadores de
un ensayo. Tipicamente, los métodos para reducir la unién no especifica implican no sélo adaptar los reactivos, sino
también mezclarlos en proporciones apropiadas para proporcionar los resultados deseados. Estos métodos, que
implican una cantidad significativa de prueba y error, a menudo dan como resultado que la elaboracién del disefio de
un ensayo sea un proceso largo, asi como hacer que el desarrollo de un ensayo sea un proceso empirico, con el
resultado de que los reactivos varian a menudo de un lote a otro lote. Por otra parte, una sefal resultante de la unién
no especifica del producto conjugado puede ser mayor que la sefal resultante de la unién especifica del producto
conjugado a un analito, limitando de este modo la sensibilidad del inmunoensayo. Sélo mediante el uso de la
calibracion utilizando muestras libres de cualquier analito se pueden estimar los efectos de la unién no especifica
durante un ensayo real.

Otro inconveniente potencial de un inmunoensayo tipico es que después de realizar el ensayo, el Unico registro del
ensayo es el valor de la sefial. No hay oportunidad de volver a examinar la muestra en busca de defectos o de
obtener mas informacion si se dispone de nuevos métodos de analisis. No solo no habra registro de las propiedades
de la fase solida, tampoco habra forma de revisar los datos registrados utilizando un algoritmo recientemente
desarrollado. No es posible utilizar datos histéricos para extraer nueva informacion.

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar instrumentos analiticos y métodos para abordar la unién no especifica
y el rendimiento no deseado de la fase sdlida en un ensayo dado, al mismo tiempo que se adquieren datos del
ensayo para mejorar la sensibilidad del ensayo. Existe la necesidad de reducir el uso de reactivos y proporcionar la
medicion en un tiempo adecuado para su uso tanto en un entorno de laboratorio como en un entorno de diagndstico
inmediato. En principio, un método de este tipo también proporcionaria un control de calidad en tiempo real a medida
que se realice el ensayo. Ademas, se desea aliviar la necesidad de generar nuevas curvas de calibracion y reducir la
variacion de los reactivos de un lote a otro. También seria deseable mantener un registro del ensayo de tal manera
que pueda ser revisado en una fecha posterior mediante el uso de diferentes métodos a medida que estos métodos
estén disponibles.

Se pueden acoplar nuevos métodos de deteccion con dispositivos de los campos emergentes de la nanotecnologia y
los microfluidos para proporcionar ensayos mas pequefios, mas eficaces y mas sensibles para detectar y medir
analitos en muestras bioldgicas.

Compendio de la invencion

Esta invencién proporciona un método para
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determinar la concentracion de una secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla en una muestra que
comprende las etapas de:

(a) combinar en una mezcla de reaccion (i) una muestra que se sospecha que contiene una secuencia de
acido nucleico diana de hebra sencilla, (i) una secuencia de acido nucleico de captura de hebra sencilla
anclada a una microparticula que es complementaria a la secuencia de acido nucleico diana de hebra
sencilla, y (iii) una secuencia de acido nucleico de hebra sencilla marcada con fluorescencia que es idéntica a
la secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla, y que permite la formacién de un complejo que
comprende la microparticula anclada a la secuencia de acido nucleico de captura de hebra sencilla, la
secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla y la secuencia de acido nucleico de hebra sencilla
marcada con fluorescencia;

(b) adquirir una imagen de luz blanca de la mezcla de reaccion con el fin de determinar la ubicacion de la
microparticula en la reaccion de la etapa (a) y una imagen de fluorescencia de la mezcla de reaccion con el fin
de determinar la ubicacion de la secuencia de nucleico de hebra sencilla marcada con fluorescencia en la
reaccion de la etapa (a);

(c) seleccionar al menos una region de interés a partir de las imagenes adquiridas en la etapa (b), en donde
la al menos una regién de interés es una region a partir de la cual emanan sefiales luminosas del complejo
formado en la etapa (a);

(d) seleccionar pixeles en la al menos una region de interés para el analisis;

(e) calcular y registrar la media y la varianza de los recuentos por pixel para los pixeles seleccionados en la
etapa (d), en donde los recuentos por pixel son el numero de fotones contados por pixel por unidad de
tiempo;

(f) omitir los pixeles que tienen un recuento mayor o menor que una varianza especificada;

(g) calcular los recuentos medios por pixel de los pixeles restantes; y

(h) determinar la concentracion de la secuencia de nucleico diana de hebra sencilla a partir de los datos en la

etapa (g).

De acuerdo con la presente invencion, el ligando de ensayo es una hebra sencilla de acido nucleico, p. €j., ADN,
ARN, vy el receptor de ensayo es una hebra complementaria de acido nucleico, p. ej., ADN, ARN. En esta realizacion,
la reaccion de union de ligando-receptor se utiliza para identificar la presencia de un gen o secuencia especifica de
acido nucleico, por ejemplo, secuencia de ADN, secuencia de ARN.

El método descrito en la presente memoria también permite mantener un registro del ensayo de una manera similar
a aquellos en los que se mantienen registros de rayos X y de la patologia de tejido. Debido a que las imagenes son
adquiridas y almacenadas fuera de linea, es decir, a través de almacenamiento de datos informaticos que no estan
disponibles para su uso inmediato a demanda por el sistema sin intervencién humana, se pueden emplear diferentes
procedimientos de analisis en una fecha posterior. Un beneficio de esta caracteristica es la habilitacion de la
comparacion directa de los resultados del ensayo de muestras tomadas del mismo paciente en diferentes
momentos. De esta manera, la informacién sobre una muestra real y sus ensayos no se pierde y se puede compartir
0 revisar en un momento posterior.

El método descrito en la presente memoria aborda problemas inherentes a la medicién de la sefal total mediante la
generacion de imagenes de fluorescencia de complejos que comprenden microparticulas después de realizar un
ensayo de union ligando-receptor. En el método descrito en la presente memoria, la medicién de la intensidad de la
luz emitida a partir del volumen total de una muestra se reemplaza por el analisis de imagenes del complejo que
comprende un analito de la muestra con el fin de mejorar la sensibilidad del ensayo. Mediante la incorporacion de
informacion espacial que no esta contenida en los ensayos de unién ligando-receptor convencionales, se pueden
eliminar de la sefal generada la agregacion de reactivos y la unién no especifica y el analito de la muestra puede ser
calificado y simultaneamente o posteriormente cuantificado. Por ejemplo, con respecto a la calificacion, los artefactos
no deseados asociados con una fase sdlida, tales como, por ejemplo, microparticulas, pueden ser examinados y
eliminados antes del uso de la informacion de la intensidad. Alternativamente, si se desea medir el grado de
agregacion de proteinas, se puede medir la informacién espacial antes mencionada relativa a la agregacion, en vez
de eliminarla de la sefial generada. Por ejemplo, la agregacion de amiloides es un indicador de la enfermedad de
Alzheimer. Ademas, con respecto a la cuantificacion, el método descrito en la presente memoria permite la omisién
de la informacion de la intensidad de reactivos y productos conjugados que se han unido no especificamente a la
pared de un recipiente de reaccion y de reactivos y productos conjugados que se difunden en la mezcla de reaccion.
La informacion espacial se puede utilizar para definir con precision la region en una imagen a partir de la cual se
debe medir la intensidad para realizar un ensayo de unién ligando-receptor preciso y exacto.

Los ensayos convencionales requieren una gran cantidad de muestra y una gran cantidad de reactivo para
proporcionar una sefial suficiente. EI método descrito en la presente memoria requiere solamente una pequefia
cantidad de un material de soporte solido, tal como, por ejemplo, sélo unos pocos cientos de microparticulas
recubiertas, p. €j., hasta aproximadamente doscientas (200) microparticulas, o menos. El método descrito en la
presente memoria permite volver a comprobar si hay defectos en las muestras u obtener mas informacioén si se
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dispone de nuevos métodos de analisis.
Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 (referencia) es un diagrama esquematico que ilustra un inmunoensayo sandwich.

La FIG. 2 (referencia) es un diagrama esquematico que ilustra un inmunoensayo competitivo.

La FIG. 3 (referencia) es una imagen de fluorescencia de un anticuerpo de captura marcado con un fluoréforo
rojo.

La FIG. 4 (referencia) es una imagen de fluorescencia de un anticuerpo de deteccion unido a una
microparticula.

La FIG. 5 (referencia) es una imagen que muestra regiones de interés a partir de las cuales se puede calcular
la intensidad media por pixel.

La FIG. 6 (referencia) es una imagen de luz blanca de microparticulas que tienen complejos de un
anticuerpo:analito: producto conjugado (es decir, anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado
MO06-PE) unido a ellas.

La FIG. 7 (referencia) es una imagen de fluorescencia de microparticulas que tienen complejos de un
anticuerpo:analito: producto conjugado (es decir, anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado
MO06-PE) unido a ellas.

La FIG. 8 (referencia) es una imagen de la region de interés basada en las imagenes de la FIG. 6 (referencia)
y la FIG. 7. (referencia). La FIG. 8 fue generada por un programa de soporte légico.

La FIG. 9 (referencia) es una superposicion de la imagen de fluorescencia de la FIG. 7 sobre la imagen de la
region de interés de la FIG. 8 (referencia).

La FIG. 10 (referencia) es una curva de calibracion que muestra el aumento de la sensibilidad de un
inmunoensayo resultante del uso de un algoritmo de generaciéon de imagenes descrito en la presente
memoria. Para esta curva de calibracion, los calibradores del analito (es decir, la troponina) oscilan entre 10
pg/mL y 50.000 pg/mL.

La FIG. 11 (referencia) es una curva de calibracion que muestra el aumento de la sensibilidad de un
inmunoensayo resultante del uso de un algoritmo de generaciéon de imagenes descrito en la presente
memoria. Para esta curva de calibracion, los calibradores del analito (es decir, la troponina) oscilan entre 0
pg/mL y 200 pg/mL. En la FIG. 11 (referencia), se muestra también el valor medio de la intensidad de
fluorescencia por pixel del area total de la imagen para cada calibrador.

La FIG. 12 (referencia) es una curva de calibracion que muestra la intensidad de fluorescencia media por
pixel para calibradores de un analito (es decir, lipocalina asociada a gelatinasa de neutrdéfilos, denominada
alternativamente en la presente memoria "NGAL"). Para esta curva de calibracion, los calibradores del analito
NGAL oscilan entre 0 pM y 94 pM.

La FIG. 13 (referencia) es una curva de calibracion que muestra la intensidad de fluorescencia media por
pixel para calibradores de un analito (es decir, lipocalina asociada con gelatinasa de neutrofilos, denominada
alternativamente en la presente memoria NGAL). Para esta curva de calibracion, los calibradores del analito
NGAL oscilan entre 0 pMy 6 pM.

La FIG. 14 (referencia) es una imagen de luz blanca de microparticulas que tienen complejos de un
anticuerpo:analito: producto conjugado (es decir, anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado
MO6-PE) fijados a ellas.

La FIG. 15 (referencia) es una imagen de una region de interés basada en la imagen de la FIG. 14
(referencia). La FIG. 14 (referencia) fue generada por un programa de soporte légico.

La FIG. 16 (referencia) es una imagen de fluorescencia de microparticulas que tienen complejos de
anticuerpo:analito: producto conjugado (es decir, anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado
MO6-PE) fijados a ellas.

La FIG. 17 (referencia) es una curva de calibracion generada a partir del valor de la intensidad media por
pixel para cada concentracion de la troponina calibradora.

La FIG. 18 (invencidn) es una ilustracion que muestra el protocolo de un ensayo para detectar ADN.

Descripcion detallada

Como se emplea en la presente descripcion, el término "analito" representa un compuesto o composiciéon que se va
a medir, que puede ser un ligando, que es monoepitdpico o poliepitdpico, antigénico o hapténico, un solo compuesto
o una pluralidad de compuestos que comparten al menos un sitio epitdpico comuin o un receptor. Segun la presente
invencion, el analito es una secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla.

Segun la presente descripcidon un inmunoensayo es una prueba bioquimica que mide la presencia o concentracion
de una sustancia en soluciones que frecuentemente contienen una mezcla compleja de sustancias. Los analitos en
liqguidos bioldgicos tales como suero o orina se someten a ensayo frecuentemente utilizando métodos de
inmunoensayo. Tales ensayos se basan en la capacidad Unica de un anticuerpo para unirse con alta especificidad a
uno o un grupo muy limitado de moléculas. Una molécula que se une a un anticuerpo se llama antigeno. Se pueden
realizar inmunoensayos para cualquiera de los miembros de un par antigeno/anticuerpo. Ademas de la especificidad
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de union, la otra caracteristica clave de todos los inmunoensayos es un medio para producir una sefial medible en
respuesta a una unién especifica. Histéricamente esto se logré6 mediante la medicion de un cambio en algunas
caracteristicas fisicas tales como la dispersion de la luz o cambios en el indice de refraccion. Sin embargo, la
mayoria de los inmunoensayos actuales dependen del uso de un reactivo analitico que esté asociado con una marca
detectable. Se ha demostrado una gran variedad de marcas incluyendo enzimas; colorantes fluorescentes,
fosforescentes y quimioluminiscentes; particulas de latex y magnéticas; cristalitas colorantes, oro, plata y particulas
coloidales de selenio; quelatos metalicos; coenzimas; grupos electroactivos; oligonucleétidos, radicales estables, y
otros. Dichas marcas sirven para la deteccion y cuantificacion de los eventos de union ya sea después de separar
reactivos marcados libres y unidos o para disefiar el sistema de tal manera que un evento de unién efectie un
cambio en la sefal producida por la marca. Los inmunoensayos que requieren una etapa de separacion, a menudo
denominados inmunoensayos de separacion o inmunoensayos heterogéneos, son populares debido a que son
faciles de disefar, pero frecuentemente requieren multiples etapas incluyendo el lavado cuidadoso de una superficie
sobre la cual se ha unido el reactivo marcado. Los inmunoensayos en los que la sefial se ve afectada por la union a
menudo se pueden ejecutar sin una etapa de separacion. Tales ensayos se pueden realizar frecuentemente
mezclando simplemente los reactivos y la muestra y realizando una medicion fisica. Tales ensayos se denominan
inmunoensayos homogéneos o menos frecuentemente inmunoensayos sin separacion.

Como se emplea en la presente descripcion, la expresion "inmunoensayo sandwich" significa un inmunoensayo que
emplea al menos dos receptores que se unen especificamente al mismo ligando. En este tipo de inmunoensayo, €l
ligando es el analito. Uno de los receptores es capaz de unirse especificamente al ligando, por lo que el receptor
permite que el ligando se ancle directa o indirectamente a un soporte sélido, tal como, por ejemplo, una
microparticula. El otro receptor es capaz de unirse especificamente al ligando, por lo que el receptor permite que el
ligando se ancle directa o indirectamente a una marca para proporcionar una sefal para detectar el ligando. Por
ejemplo, uno de los receptores puede ser un anticuerpo de captura para unirse especificamente a un antigeno en
una muestra, con lo que el antigeno se ancla directa o indirectamente a un soporte sdlido, tal como, por ejemplo,
una microparticula, y el otro receptor puede ser un anticuerpo de deteccion para la unién especifica al antigeno en la
muestra, con lo que el antigeno se ancla directa o indirectamente a una marca para detectar el antigeno. Si una
cantidad relativamente alta de ligando esta presente en la muestra, se producira una sefial mas alta. Si una cantidad
relativamente baja de ligando esta presente en la muestra, se producira una sefial mas baja. La FIG. 1 es un
diagrama esquematico que ilustra un ejemplo representativo de un inmunoensayo sandwich.

Como se emplea en la presente descripcion, la expresion "inmunoensayo competitivo" significa un inmunoensayo
que emplea un receptor que se une a un ligando. En este tipo de inmunoensayo, el ligando es el analito. El receptor
es capaz de unirse especificamente al ligando, por lo que el ligando esta fijado directa o indirectamente a un soporte
solido, tal como, por ejemplo, una microparticula. Un ligando marcado compite por el mismo receptor que el analito.
Por ejemplo, el receptor puede ser un anticuerpo de captura para unirse especificamente a un antigeno en una
muestra, con lo que el antigeno se ancla directa o indirectamente a un soporte sélido, tal como, por ejemplo, una
microparticula. El antigeno de la muestra no estd marcado. Un antigeno marcado compite por el mismo anticuerpo
de captura que el antigeno no marcado. El antigeno marcado que se ancla al soporte sélido proporciona una marca
para detectar el antigeno. Alternativamente, en el caso en el que el receptor es un antigeno para la unién especifica
a un anticuerpo en una muestra, por lo que el anticuerpo esta fijado directa o indirectamente a un soporte sélido, tal
como, por ejemplo, una microparticula, un anticuerpo no marcado y un anticuerpo marcado pueden competir por el
mismo antigeno. El anticuerpo marcado que se ancla al soporte sélido proporciona una marca para detectar el
anticuerpo. Si una cantidad relativamente alta de ligando esta presente en la muestra, se producira una sefial mas
baja. Si esta presente una cantidad relativamente baja de ligando en la muestra, se producira una sefial mas alta. La
FIG. 2 es un diagrama esquematico que ilustra un ejemplo representativo de un inmunoensayo competitivo.

Como se emplea en la presente descripcion, el término "complejo" representa al menos dos moléculas que estan
especificamente unidas entre si. Los ejemplos de complejos segun la presente descripcion incluyen, pero no se
limitan a, un ligando unido a un receptor, un ligando unido a una pluralidad de receptores, p. €j., un ligando unido a
dos receptores, un receptor unido a una pluralidad de ligandos, p. €j., un receptor unido a dos ligandos.

Como se emplea en la presente descripcion, la expresion "fase soélida" significa el estado de un receptor en donde el
receptor esta fijado a una superficie de un soporte sélido de tal manera que el receptor no puede liberarse del
soporte solido en un medio liquido. Una fase sélida se puede separar facilmente de un liquido en el que se dispersa
la fase sdlida. Un ejemplo de un soporte sélido al que se puede unir un receptor es una microparticula, tal como, por
ejemplo, una microparticula magnética. La microparticula se puede separar facilmente de un liquido en el que esta
dispersada. La microparticula se dispersa facilmente en un medio acuoso.

Como se emplea en la presente descripcion, la expresidon "soporte solido" significa una sustancia que es
instrumental en la creacion de una fase sélida. Los ejemplos representativos de soportes soélidos incluyen, pero no
se limitan a, microparticulas, micropocillos de placas de micropocillos, nanoparticulas, geles, coloides, células
biologicas.
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Como se emplea en la presente descripcion, la expresion "anticuerpo de captura" significa un anticuerpo que une a
un analito, es decir, un antigeno, a un soporte solido, con el resultado de que el anticuerpo ancla el analito al soporte
sélido, por lo que el analito esta unido al sélido soporte directa o indirectamente a través de un radical intermedio o
molécula intermedia.

Como se emplea en la presente descripcion, la expresion "anticuerpo de deteccion” significa un anticuerpo que esta
fijado a un radical o a una molécula que proporciona, o puede fabricarse para proporcionar, una sefial detectable en
una reaccion quimica o bioldgica.

Como se emplea en la presente descripcion, la expresion "par de unidn especifica" significa dos moléculas
diferentes, donde una de las moléculas tiene un area en la superficie o en una cavidad que se une especificamente
a una organizacion espacial particular de la otra molécula. Los miembros del par de unién especifica se denominan
ligando y receptor. Segun la presente invencion, los miembros del par de unién especifice se denominan secuencia
de acido nucleico diana de hebra sencilla y secuencia de acido nucleico de captura de hebra sencilla.

Como se emplea en la presente descripcion, la expresion "uniéon no especifica”" significa la unién entre dos o mas
entidades, tales como, por ejemplo, dos moléculas, de una manera diferente a la que da como resultado un par de
unién especifico.

Como se emplea en la presente descripcion, el término "ligando" significa cualquier sustancia para la cual existe
naturalmente o se puede preparar un receptor. Tales sustancias incluyen, pero no se limitan a, compuestos
organicos, compuestos inorganicos, y elementos quimicos, p. €j., cobre, litio. Segun la presente invencion, el ligando
es un acido nucleico diana de hebra sencilla.

Como se emplea en la presente descripcion, el término receptor significa cualquier compuesto o composiciéon capaz
de reconocer una organizacion espacial y polar particular de una molécula, es decir, sitio epitdpico. Los receptores
ilustrativos incluyen receptores de origen natural, p. ej., globulina de unién a tiroxina, anticuerpos, enzimas,
fragmentos Fab, lectinas y similares. Segun la presente invencion, el receptor es un acido nucleico de captura de
hebra sencilla.

La union de un ligando a un receptor implica una interaccion no covalente entre dos especies moleculares.
Tipicamente, pero no necesariamente, un ligando mas pequefio es una molécula soluble que se une a un receptor
mayor. Los ejemplos de unién de un ligando a un receptor incluyen, pero no se limitan a, los siguientes:

(a) un receptor de ADN de hebra sencilla larga que tiene una secuencia complementaria para un ligando de
ADN de hebra sencilla corta;

(b) cualquier receptor de anticuerpo que se une a su ligando de antigeno o receptor de antigeno
complementario que se une a su ligando de anticuerpo complementario;

(c) el receptor de proteina de factor intrinseco que se une al ligando de vitamina B1y;

(d) el receptor de hemoglobina para el ligando de la molécula de oxigeno.

Como se emplea en la presente descripcion, el término "producto conjugado” significa una entidad que comprende
un miembro de par de union y un miembro de un sistema productor de sefial, p. €j., una marca. Como se emplea en
la presente descripcion, el término "marca" significa un miembro de un sistema de produccion de sefial que esta
unido directa o indirectamente a un miembro de par de unién o a una microparticula. Como se emplea en la presente
memoria, la expresién "sistema de produccion de sefial" se refiere a un sistema que tiene uno o mas componentes,
estando al menos un componente conjugado con un miembro del par de union especifica. El sistema productor de
sefial produce una sefial medible que es detectable por medios externos, usualmente la medicién de radiaciéon
electromagnética, y dependiendo del sistema empleado, el nivel de sefial variara en la medida en que el sistema
productor de sefial esté en el entorno del soporte sélido, p. €j., una microparticula. En su mayor parte, el sistema
productor de sefal implicara cromoéforos, donde los croméforos incluyen colorantes que absorben luz en la region
ultravioleta o visible, fosforescentes, fluorescentes, fluoréforos, luminéforos y quimioluminiscentes. Ademas, las
enzimas se pueden emplear para producir una sefial o para amplificar una sefial o las dos cosas anteriores.

Como se emplean en la presente invencion, los términos "calificar”, calificado” y similares se refieren a un
procedimiento para eliminar esas sefiales de una imagen que no son atribuibles a un complejo que comprende el
analito de interés. Tales sefiales que se eliminan incluyen, pero no se limitan a, sefiales que surgen de la unién no
especifica, de la agregacion no deseada, o sefiales que emanan de ubicaciones que no estan unidas al soporte
solido. En la mayoria de los casos, pero con algunas excepciones, esas sefales que califican el analisis y la
medicion son el resultado de la unién especifica de un producto conjugado que comprende una marca.

Como se emplea en la presente invencion, y en el campo de la generacion de imagenes digitales en general, el
término "pixel", o "pel" (elemento de imagen), significa un Unico punto en una imagen digital, o el elemento de
pantalla direccionable mas pequefio en un dispositivo de visualizacion. Es la unidad mas pequefia de la imagen que
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puede ser representada o controlada. Cada pixel tiene su propia direccién. La direccién de un pixel corresponde a
sus coordenadas espaciales. Los pixeles se disponen generalmente en una rejilla bidimensional, y se representan a
menudo utilizando puntos o cuadrados. Cada pixel es una muestra de una imagen original; mas muestras
tipicamente proporcionan representaciones mas exactas del original. La intensidad de cada pixel es variable. El
numero total de pixeles en una imagen puede variar. Un ejemplo representativo del numero de pixeles en una
imagen digital es 1024 x 1024.

Como se emplea en la presente descripcion, el término "intensidad" significa la cantidad o el grado de resistencia de
la electricidad, la luz, el calor o el sonido por unidad de area o volumen. Mas particularmente, con respecto al
método descrito en la presente memoria, el término "intensidad" se refiere al nimero de fotones contados por unidad
de area por unidad de tiempo. Por ejemplo, 1.000 fotones por unidad de area se pueden registrar como 500
recuentos en un solo pixel, mientras que 80 fotones por unidad de area se registran como 40 recuentos en un solo
pixel. La conversion en particular depende del sistema de la camara utilizada. La intensidad es proporcional al
numero de fotones sometidos a recuento.

Como se emplea en la presente invencion, la expresion "region de interés" se refiere a los pixeles de una imagen
que se seleccionan para un analisis posterior. En una imagen, los pixeles pueden ser contiguos o no contiguos.

Como se emplea en la presente descripcion, expresion "informacion espacial" significa la identificacion de una
ubicacion desde la cual emana una sefial.

Como se emplea en la presente descripcion, el término "IgG" significa inmunoglobulina G.

De acuerdo con la invencién, se proporciona un método con el fin de determinar la concentracion de una secuencia
de acido nucleico diana de hebra sencilla en una muestra que comprende las etapas de:

(a) combinar en una mezcla de reaccion (i) una muestra que se sospecha que contiene una secuencia de
acido nucleico diana de hebra sencilla, (ii) una secuencia de acido nucleico de captura de hebra sencilla
anclada a una microparticula que es complementaria a la secuencia de acido nucleico diana de hebra
sencilla, y (iii) una secuencia de acido nucleico de hebra sencilla marcada con fluorescencia que es idéntica a
la secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla, y que permite la formacién de un complejo que
comprende la microparticula anclada a la secuencia de acido nucleico de captura de hebra sencilla, la
secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla y la secuencia de acido nucleico de hebra sencilla
marcada con fluorescencia;

(b) adquirir una imagen de luz blanca de la mezcla de reaccion con el fin de determinar la ubicacion de la
microparticula en la reaccion de la etapa (a) y una imagen de fluorescencia de la mezcla de reaccion con el fin
de determinar la ubicacion de la secuencia de acido nucleico de hebra sencilla marcado con fluorescencia en
la reaccion de la etapa (a);

(c) seleccionar al menos una region de interés a partir de las imagenes adquiridas en la etapa (b), en donde la
al menos una region de interés es una region desde la que emanan sefales de luz del complejo formado en la
etapa (a);

(d) seleccionar pixeles en la al menos una region de interés para el analisis;

(e) calcular y registrar el promedio y la varianza de los recuentos por pixel para los pixeles seleccionados en
la etapa (d), donde los recuentos por pixel son el nimero de fotones contados por pixel por unidad de tiempo;
(f) omitir los pixeles que tienen recuentos mayores o menores que una varianza especifica;

(g) calcular el promedio de recuentos por pixel de los pixeles restantes; y

(h) determinar la concentracion de la secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla a partir de los datos
de la etapa (g).

[0041] En una realizacion preferida del método segun la invencion, las imagenes adquiridas en la etapa (b) son
imagenes digitales.

[0042] En otra realizacion preferida del método segun la invencion, solo se requieren hasta aproximadamente
doscientas (200) microparticulas recubiertas.

[0043] En otra realizacion preferida del método segun la invencion, las imagenes adquiridas en la etapa (b) se
registran mediante un microscopio de fluorescencia equipado con una camara digital.

[0044] En otra realizacion preferida del método segun la invencion, se almacena un registro del ensayo en el
almacenamiento de datos informaticos.

[0045] En otra realizacion preferida del método segun la invencion, las imagenes adquiridas en la etapa (b) se
adquieren y almacenan fuera de linea.
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[0046] En otra realizacion preferida del método segun la invencion, se utiliza informacion espacial para calificar y
cuantificar los resultados de la determinacion.

[0047] En otra realizacion preferida del método segun la invencion, la secuencia de acido nucleico diana de hebra
sencilla es una secuencia de ADN de hebra sencilla.

[0048] En otra realizacion preferida del método segun la invencion, la secuencia de acido nucleico diana de hebra
sencilla es una secuencia de ARN de hebra sencilla.

[0049] En otra realizacion preferida del método segun la invencion, los pixeles omitidos de la etapa (f) tienen
recuentos mayores o menores que dos veces la varianza.

En una declaracion general de la presente descripcion, un ligando se une especificamente a un receptor para formar
un complejo ligando-receptor. Se obtiene una imagen del complejo ligando-receptor. La imagen se almacena
preferiblemente de modo que pueda utilizarse en un momento posterior, si se desea. Se selecciona una region de
interés de la imagen de tal manera que solo se estudian adicionalmente los complejos ligando-receptor. Esta
caracteristica de seleccion asegura que las sefiales de fondo y las sefiales de unién no especifica se eliminen
sustancialmente de un analisis posterior. Se calcula el nimero medio de recuentos de luz por pixel en la region de
interés.

Los ligandos que son susceptibles del método segun la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, los
mencionados en la Patente de los Estados Unidos NUm. 4.275.149. Los receptores que son susceptibles del método
segun la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, los mencionados en la Patente de los Estados Unidos
Num. 4.275.149. Los complejos ligando-receptor que son susceptibles del método segun la presente descripcion
incluyen, pero no se limitan a, los mencionados en la Patente de los Estados Unidos NUm. 4.275.149.

Los receptores estan tipicamente fijados a un soporte sélido. Un soporte sélido adecuado para su uso segun la
presente descripcidon es una microparticula. Las microparticulas que son adecuadas para su uso con el método
segun la invencion incluyen, pero no se limitan a, microparticulas magnéticas. Los tamafios de las microparticulas
varian tipicamente desde aproximadamente 0,1 uym hasta aproximadamente 100 um. Las microparticulas
comercialmente disponibles estan disponibles en una amplia variedad de materiales, incluyendo las de ceramica,
vidrio, polimeros y metales. Las microparticulas magnéticas adecuadas para su uso en el método descrito en la
presente memoria estan comercialmente disponibles en Polymer Laboratories, una filial de Agilent Technologies.
Aunque la definicion generalmente aceptada de 0,1 ym a 100 pm complementa la definicion de tamafo de
nanoparticulas, hay otras maneras de definir el tamafio. La aceptacion general considera que las microparticulas de
menos de 100 nm son nanoparticulas. Cualquier microparticula mayor de 0,5 pm y cualquiera menor de 0,5 mm se
considera una microparticula. En general, el tamafio de las microparticulas adecuadas para su uso con el método
segun la invencién debe ser suficientemente grande para que dos microparticulas puedan ser resueltas por el
sistema de generacion de imagenes seleccionado. Las propiedades de las microparticulas adecuadas para su uso
segun la invencion, tales como, por ejemplo, el color, son una cuestion de eleccion. Un experto en la técnica puede
seleccionar las propiedades de las microparticulas para cumplir con los requisitos impuestos por las variaciones
apropiadas del método segun la invencion.

Los recipientes de reaccion que son adecuados para su uso con el método segun la invencion incluyen placas de
micropocillos. Se prefiere que el recipiente de reaccion tenga un caracter tal que se pueda elaborar una imagen del
complejo ligando-receptor. Se prefiere que el recipiente de reaccion sea transparente a la radiacion
electromagnética, tipicamente en el intervalo ultravioleta y visible del espectro. Los materiales que son adecuados
para fabricar un recipiente de reaccioén incluyen vidrio y materiales poliméricos. Se prefiere que el material del
recipiente de reaccion no sea auto-fluorescente. Sin embargo, la forma o conformacion particular del recipiente de
reaccion no son criticas.

Las condiciones de reaccion para los ensayos contemplados para su uso con el método segun la invencidon no son
criticas. Sustancialmente se pueden utilizar las mismas condiciones que se utilizan con inmunoensayos
convencionales u otras reacciones de union especificas convencionales. Tales condiciones incluyen, pero no se
limitan a, la duracion de la incubacion, el intervalo de temperaturas de incubacion, el nimero de etapas de lavado,
los tampones y otras sustancias no reactivas en los ensayos, y similares. En principio, segun la presente
descripcion, cualquier inmunoensayo disefiado para su uso como ensayo quimioluminiscente se puede llevar a cabo
mediante el uso de una marca fluorescente.

Los sistemas de generacion de imagenes adecuados para su uso en el método segun la presente descripcion
pueden ser cualquier sistema capaz de adquirir imagenes de manera que se puedan resolver microparticulas
individuales. Los dispositivos de generacion de imagenes adecuados para su uso con el método segun la presente
descripcion incluyen, pero no se limitan a, microscopios 6pticos, microscopios de barrido, escaneres de generacion
de imagenes de fluorescencia y similares. Segun la presente descripcion un primer sistema de generacion de
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imagenes es un sistema de generacion de imagenes de luz blanca, y un segundo sistema de generacion de
imagenes es un sistema de generacion de imagnes de luz fluorescente. Los tipos de archivos de imagen que son
adecuados para su uso con el método descrito en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a, JPEG/JFIF,
GIF, BMP, TIFF y FITS. Los formatos de archivo de imagen se describen en los formatos de archivo Image -
Wikipedia, la enciclopedia libre, que es accesible por medio de Hypertext Transfer Protocol en el sitio web
en.wikipedia.org/wiki/image_file_formats, y FITS se describe en FITS - Wikipedia, la enciclopedia libre, que es
accesible por medio de Hypertext Transfer Protocol en el sitio web en.wikipedia.org/wiki/FITS.

La duracion de la exposicion durante la adquisicion de la imagen no es critica. Los tiempos de exposicion adecuados
para su uso con el método segun la presente invencion pueden ser cualquier tiempo de exposicidon que proporcione
suficiente resolucion para discernir detalles relevantes de la imagen.

La seleccion de la region de interés es importante. A través del uso de un programa informatico adecuado, se
determina la ubicacion de las microparticulas individuales mediante contraste o algunos criterios alternativos. Los
pixeles asociados con las microparticulas u otro soporte sélido se pueden considerar una region de interés. Con el
fin de obtener un valor significativo de la concentracion de un analito en una muestra, se prefiere que al menos
aproximadamente 100 microparticulas, mas preferiblemente al menos aproximadamente 200 microparticulas estén
situadas en una imagen. Los programas informaticos comercialmente disponibles adecuados para su uso en el
método segun la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, aquellos programas que tienen las marcas
registradas "SLIDEBOOK" y "METAMORPH" o soporte I6gico de dominio publico, tal como, por ejemplo, ImageJ.

Con el fin de llevar a cabo una forma simplificada del método, segun la presente invencidon se puede utilizar un
microscopio de epifluorescencia comercialmente disponible para formar imagenes de los complejos a través de una
superficie transparente sobre la que estan soportados. Un ejemplo representativo de dicho microscopio es un
microscopio de fluorescencia invertido motorizado (OLYMPUS "IX81") acoplado con una camara CCD de alta
resolucion (Hamamatsu Modelo C4742-80-12AG), que estan comercialmente disponibles en numerosas fuentes.

En esta forma basica del método, se puede utilizar un enfoque de un solo color para proporcionar una sensibilidad
mayor que un inmunoensayo convencional que emplea una sefial luminosa del volumen total de una mezcla de
reaccion. Esta mayor sensibilidad puede ser evidenciada por una grafica de una funcién lineal que tiene una
pendiente mayor a concentraciones mas bajas con respecto a la de una grafica lineal empleada como una curva de
calibracion en un inmunoensayo convencional.

Segun la presente descripcion, las microparticulas que portan anticuerpos de captura, anticuerpos de deteccion
fijados a fluoréforos y una muestra que se sospecha que contiene un analito, se combinan en condiciones
apropiadas para llevar a cabo un inmunoensayo. Después de realizar el inmunoensayo, se omite cualquier sefial de
fluorescencia que no emane de un complejo que comprende una microparticula anclada a un anticuerpo de captura,
un analito y un producto conjugado que comprende un anticuerpo de deteccion fijado a un fluoréforo. A continuacion,
los complejos restantes se califican adicionalmente basandose en la fluorescencia emitida por el fluoréforo del
producto conjugado. Esta ultima etapa omite cualquier seccion en la superficie de la microparticula que no cumpla
los criterios de seleccién. Basandose en un parametro estadistico, tal como, por ejemplo, desviacion tipica, un
ejemplo tipico de un criterio de seleccion es que las microparticulas que se van a utilizar para la medicion tienen un
recubrimiento sustancialmente homogéneo, que elimina esencialmente la agregacion excesiva de los productos
conjugados, que puede ser el resultado de un alto grado de unién no especifica. En general, los criterios de
seleccion varian, dependiendo del ensayo particular. Un experto en la técnica del ensayo particular deberia ser
capaz de formular criterios de seleccion significativos para ese ensayo particular. Finalmente, se mide el valor medio
de la intensidad por pixel de las particulas calificadas para comparar la intensidad con una curva de calibraciéon que
establece la concentracion del analito en funcion de la intensidad. El valor medio de la intensidad por pixel de las
particulas calificadas se puede determinar por medio de una camara CCD, que es capaz de medir la intensidad de la
luz. La medida de la intensidad se convierte en un parametro, que se designa en unidades de recuento. Cada pixel
tiene un nimero correspondiente a la intensidad de luz medida en ese pixel.

Segun la presente descripcion, se obtiene una imagen de luz blanca de la mezcla de reaccion. La imagen de luz
blanca se emplea para localizar la posicion de cada soporte sélido, p. €j., una microparticula. Se forma una imagen
de luz blanca utilizando todo el espectro electromagnético para la iluminacion y la detecciéon. Esta etapa no se
requiere, pero se prefiere porque puede ser deseable localizar la posicion de cada soporte sélido, p. e€j., una
microparticula. A continuacion, se adquiere una imagen de fluorescencia con el fin de determinar la ubicacion e
intensidad de los anticuerpos de deteccion fijados a microparticulas. La imagen de fluorescencia utiliza un color, por
ejemplo, rojo, verde. Se calculan los recuentos por pixel y se registran la media y la desviacion tipica de los
recuentos por pixel. Los pixeles que tienen un recuento mayor o menor que, por ejemplo, dos veces la desviacion
tipica antes mencionada, se omiten del analisis. Se calcula el nimero medio de recuentos por pixel para los pixeles
restantes. La cantidad de sefial medida desde la marca del anticuerpo de deteccién determina la concentracion del
analito.
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Con el fin de llevar a cabo una medicion mas sofisticada que proporcione un mayor grado de sensibilidad, segun la
presente invencién se puede utilizar un microscopio de epifluorescencia comercialmente disponible para formar
imagenes de los complejos a través de una superficie transparente sobre la que estan soportados. Un ejemplo
representativo de dicho microscopio es un microscopio de fluorescencia invertido motorizado (OLYMPUS "IX81")
acoplado con una camara CCD de alta resolucion (Hamamatsu Modelo C4742-80-12AG), que estan comercialmente
disponibles en numerosas fuentes.

En esta medicién mas sofisticada, se utiliza un enfoque de doble color para proporcionar una sensibilidad mayor que
la de un inmunoensayo convencional que emplea una sefial luminosa del volumen total de la mezcla de reaccion y
una medicion realizada por el método de un solo color descrito anteriormente. Esta mayor sensibilidad se evidencia
por un grafico de una funcion lineal que tiene una mayor pendiente a concentraciones mas bajas con respecto a la
de una grafica lineal empleada como una curva de calibraciéon en un inmunoensayo convencional o un ensayo que
utiliza el enfoque de un solo color.

De acuerdo con la presente descripcion, se obtiene una imagen de luz blanca de la mezcla de reaccién. La imagen
de luz blanca se emplea para localizar la posiciéon de cada soporte sélido, p. €j., una microparticula. Se forma una
imagen de luz blanca utilizando todo el espectro electromagnético para la iluminacion y la deteccion. Esta etapa no
se requiere, pero se prefiere porque puede ser deseable localizar la posicion de cada soporte sélido, p. €j., una
microparticula. A continuacion, se adquiere una primera imagen de fluorescencia con el fin de determinar las
ubicaciones de los anticuerpos de captura fijados a microparticulas. La primera imagen de fluorescencia utiliza un
color, p. €j., rojo, verde. Se adquiere una segunda imagen de fluorescencia con el fin de determinar las ubicaciones
de los anticuerpos que estan presentes como un componente de un producto conjugado. La segunda imagen de
fluorescencia utiliza un color, p. €j., rojo, verde, pero el color de la segunda imagen de fluorescencia difiere del color
de la primera imagen de fluorescencia. Los pixeles derivados tanto de un anticuerpo de captura de una
microparticula como de un anticuerpo en un producto conjugado se seleccionan para su analisis posterior. Se
calculan los recuentos por pixel y se registran el promedio y la desviacion tipica de los recuentos por pixel. Los
pixeles que tienen un recuento mayor o menor que, por ejemplo, dos veces la desviacion tipica antes mencionada,
se omiten del analisis. Se calcula el numero promedio de recuentos por pixel para los pixeles restantes. La cantidad
de sefal medida desde la marca del anticuerpo de deteccion determina la concentracién del analito.

Las FIG. 3, 4 y 5 ilustran las etapas requeridas para calificar los resultados de un ensayo de unién ligando-receptor
de acuerdo con la presente descripcion. Se define un canal de fluorescencia con un conjunto de filtros que
comprende un filtro de excitaciéon y un filtro de emision, que permite que la luz que tiene una longitud de onda
especifica alcance la muestra y una sefial que tiene una longitud de onda especifica alcance la camara CCD. Por
ejemplo, el fluoréforo R-ficoeritrina (alternativamente denominado en la presente memoria "PE") so6lo se puede
detectar en el canal de PE y no se puede detectar en ningun otro canal de fluorescencia. De forma similar, el
fluoréforo indodicarbocianina (denominada alternativamente en la presente memoria "Cy5") sélo se puede detectar
en el canal Cy5 y no se puede detectar en ningun otro canal de fluorescencia. En la FIG. 3, un canal del detector
mide la imagen de fluorescencia de un anticuerpo de captura, que se marco con fluoréforos rojos (canal Cy5). Sdélo
aparecen microparticulas que han sido recubiertas con anticuerpo de captura que tiene la marca roja fluorescente.
Hay dos lugares (circulos blancos) que se pueden omitir porque no estan fijados a la microparticula. En la FIG. 4,
otro canal del detector mide la imagen de fluorescencia de un anticuerpo de deteccion fijado a la microparticula.
Aparece un punto muy brillante que no es compatible con el perfil de intensidad de las otras microparticulas y se
designa con un circulo blanco. Esta ubicacion también se puede omitir en el andlisis. La FIG. 5 indica la region de
interés a partir de la cual se pueden calcular los valores de intensidad por pixel. Las areas que no cumplieron con
los criterios de seleccién dados pueden omitirse en este tipo de analisis.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran adicionalmente aspectos de esta descripcion. En los siguientes
ejemplos, todas las concentraciones son en peso (p/p) a menos que se indique lo contrario. En los siguientes
ejemplos, los productos conjugados se prepararon por medios convencionales conocidos por los expertos en la
técnica, a menos que se indique lo contrario. En el Ejemplo 1, a menos que se indique lo contrario, las
microparticulas que portan un recubrimiento de anticuerpo monoclonal anti-troponina 19C7 pero que todavia no han
reaccionado en un inmunoensayo se denominan "microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-
troponina 19C7"; las microparticulas que han reaccionado en un inmunoensayo y que estan presentes en un
complejo sandwich se denominan "microparticulas ancladas al complejo de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:
producto conjugado M06-PE". En el Ejemplo 2, a menos que se indique lo contrario, las microparticulas que portan
un recubrimiento de anticuerpo monoclonal anti-lgG humana pero que todavia no han reaccionado en un
inmunoensayo se denominan "microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-IgG humana"; las
microparticulas que han reaccionado en un inmunoensayo y que estan presentes en un complejo sandwich se
denominan "microparticulas ancladas al complejo de producto conjugado 2322-Cy5:NGAL:producto conjugado 903-
PE".

Ejemplo 1 (no forma parte de la invencion segun se reivindica)
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Este ejemplo ilustra un inmunoensayo para troponina, mediante el uso de un solo colorante fluorescente como
marca para el anticuerpo de deteccion.

Se prepararon microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-troponina 19C7. Se preparé un conjunto
de calibradores para troponina (Tnl (28-110aa)-TnC) a la siguiente concentracion en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) que contenia albumina de suero bovino (BSA) (0,5%), agente tensioactivo ("STANDAPOL", 0,2%), y
agente antimicrobiano ("PROCLIN" 300, 0,1%). La siguiente tabla enumera las concentraciones de Tn (28-110aa)-
TnC en cada calibrador.

Tabla 1

Concentracion de Tnl (28-110aa)-TnC (pg/mL)
Calibrador A 0
Calibrador B 10
Calibrador C 100
Calibrador D 500
Calibrador E 10.000
Calibrador F 50.000
Control Bajo 20
Control Medio 200
Control Elevado 15.000

Se preparé un producto conjugado que comprendia anticuerpo monoclonal anti-troponina M06 y ficoeritrina (PE) por
medio de un kit de conjugacion R-PE (PJ31 K, Prozyme Inc.) segun el protocolo sugerido en el mismo. El producto
conjugado se denomina en la presente memoria "producto conjugado M06-PE".

La R-ficoeritrina, o PE, es util en el laboratorio como un indicador basado en fluorescencia para el marcaje de
anticuerpos u otras moléculas en una variedad de aplicaciones. La R-ficoeritrina absorbe fuertemente a
aproximadamente 566 nm con picos secundarios a 496 y 545 nm y emite fuertemente a 575 nm. La R-ficoeritrina se
encuentra entre los colorantes fluorescentes mas brillantes jamas identificados. Véase, por ejemplo, Ficoeritrina -
Wikipedia, la enciclopedia libre, que es accesible por medio de Hypertext Transfer Protocol en el sitio web
en.wikipedia.org/wiki/ficoeritrina y R-PHYCOERYTHRIN (PB31), ProZyme Inc., Hayward, CA.

Cada calibrador (100 yL) se mezclé con microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-troponina 19C7
(2,5 pL, 0,1%) y el producto conjugado M06-PE (2 uL, 68 nM) en una placa de fondo de vidrio de 96 micropocillos
durante 15 minutos a temperatura ambiente. La placa de fondo de vidrio se utilizd para reducir el nivel de auto-
fluorescencia. La placa de fondo de vidrio de 96 pocillos se coloco a continuacion sobre un iman ("DYNAL" "MPC"-
96B) para atraer las microparticulas ancladas a los complejos de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto
conjugado M06-PE a los fondos de los micropocillos durante la etapa de lavado. En la etapa de lavado, se afadio
solucion salina tamponada con fosfato (100 yL) a cada micro-pocillo y luego se eliminé rapidamente. Esta etapa se
repitié dos veces. Se afiadio solucion salina tamponada con fosfato (50 pL) a cada micro-pocillo después de la etapa
de lavado final y la placa se colocd en un microscopio de fluorescencia invertido motorizado (OLYMPUS "IX81")
acoplado con una camara CCD de alta resolucion (Hamamatsu Modelo C4742-80 -12AG). Después de que las
microparticulas ancladas a los complejos de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado M06-PE se
asentaran en el fondo de los micropocillos, se tomaron imagenes de las microparticulas ancladas a los complejos de
anticuerpo monoclonal-antigeno-anticuerpo-anticuerpo monoclonal con un objetivo UPlanSApo 20X (OLYMPUS) en
el canal de luz blanca y el canal para el fluoréforo de PE. El area de vision de cada imagen era de aproximadamente
400 micrometros x 300 micrémetros y usualmente tenia aproximadamente 100 microparticulas ancladas a complejos
de anticuerpo monoclonale 19C7:troponina:producto conjugado M06-PE. Se creé una pluralidad de localizaciones
dentro de un micropocillo dado para mejorar el andlisis estadistico.

La FIG. 6 muestra imagenes de luz blanca de las microparticulas unidas a los complejos de anticuerpo monoclonal
19C7:troponina:prodcuto conjugado M06-PE. La FIG. 7 muestra imagenes de fluorescencia de las microparticulas
unidas a los complejos de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:prodcuto conjugado M06-PE. La imagen de luz
blanca se utilizé para localizar la posicion de cada microparticula individual unida a un complejo de anticuerpo
monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado MO06-PE, basandose en el contraste de las microparticulas
individuales unidas a los complejos de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado M06-PE con el
fondo. La FIG. 8 muestra las ubicaciones de microparticulas individuales unidas a complejos de anticuerpo
monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado M06-PE, que se definieron como la region de interés. La region de
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interés comprende los puntos de luz de la FIG. 8. El valor medio de la intensidad de fluorescencia por pixel en la
region de interés se calculd a continuacion utilizando la imagen digital en el canal de PE. En la FIG. 9, habia puntos
sustancialmente mas pequefios que las microparticulas que no se solapaban con la region de interés. Estos puntos
de alta intensidad de fluorescencia emanaron de los productos conjugados M06-PE que no estaban especificamente
unidos a la superficie de la placa de micropocillos. Estos puntos fueron excluidos del analisis. El enfoque de
generacion de imagenes y analisis descrito en la presente memoria redujo en gran medida las sefiales de fondo que
no emanaron de las microparticulas unidas a complejos de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto
conjugado MO06-PE. Los valores de intensidad de todos los calibradores se utilizaron para generar una curva de
calibracion. Debido al limitado rango dinamico del detector, se utilizé un tiempo de exposicion mas corto para
calibradores en donde las concentraciones de analito son mas altas. La FIG. 10 muestra una curva de calibracion
ampliada de calibradores que varia de 10 pg/mL a 50.000 pg/mL. La FIG. 11 muestra una curva de calibracion
ampliada de calibradores que varia de 0 pg/mL a 200 pg/mL. En el grafico ampliado, el valor promedio de la
intensidad de fluorescencia por pixel del area total de la imagen para cada calibrador se representé también como
comparacion. Es evidente que el uso de informacién espacial de la imagen aumenté mucho la pendiente de la curva,
mejorando asi la sensibilidad del inmunoensayo.

Ejemplo 2 (no forma parte de la invencion segun se reivindica)

Este ejemplo ilustra un inmunoensayo para la lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos (alternativamente
denominada en la presente memoria como "NGAL"), mediante el uso de dos colorantes fluorescentes, uno como una
marca para el anticuerpo de captura y el otro como una marca para el anticuerpo de deteccion.

Se prepararon microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana. Se preparé un conjunto de
calibradores para la lipocalina asociada con gelatinasa de neutréfilos que oscilaba entre 94 pM y 0,7 pM utilizando
tampon HBS-EP.

Se prepard un producto conjugado que comprendia anticuerpo monoclonal anti-NGAL 2322 y un colorante
fluorescente (Cy5) y un producto conjugado que comprendia anticuerpo monoclonal anti-NGAL 903 y R-ficoeritrina
(PE). El anticuerpo monoclonal 2322 marcado con el fluoréforo Cy5 se denomina en la presente memoria "producto
conjugado 2322-Cy5". El anticuerpo monoclonal 903 marcado con el fluoréforo PE se denomina en la presente
memoria "producto conjugado 903-PE".

El anticuerpo monoclonal 2322 y el anticuerpo monoclonal 903 son anticuerpos monoclonales que se pueden unir
especificamente a NGAL. El anticuerpo monoclonal 2322 es un anticuerpo quimérico humano, y el anticuerpo
monoclonal 903 es un anticuerpo de raton. Las microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG
humana se pueden unir directamente al anticuerpo monoclonal 2322.

Cy5 es un colorante fluorescente soluble en agua reactivo de la familia de colorantes de la cianina. Cy5 es
fluorescente en la region roja del espectro electromagnético (aproximadamente 650 nm o 670 nm) pero absorbe en
la region naranja del espectro electromagnético (aproximadamente 649 nm). Cy5 también se utiliza para marcar
proteinas y acido nucleico para diversos estudios, incluyendo la proteémica y la localizacion de ARN. Véase, por
ejemplo, "Technical Information on Probes Conjugated to Affinity-Purified Antibodies and to Other Proteins: Cyanine
Dyes (Cy2, Cy3, and Cy5)", que es accesible por medio de Hypertext Transfer Protocol en la Red en el sitio
jacsonimmuno.com/technical/f-cy3-5.asp.

Las microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana se bloquearon con el anticuerpo
monoclonal 903. Dado que el anticuerpo monoclonal 903 es un anticuerpo monoclonal de ratén, éste no debe
reaccionar de forma cruzada con microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana. Sin
embargo, se encontré cierta reactividad cruzada cuando las microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal
anti-lgG humana se incubaron con el anticuerpo monoclonal 903 marcado con un fluoréforo de PE. Si las
microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana se tratan primero con el anticuerpo
monoclonal 903 y luego se hacen reaccionar con el anticuerpo monoclonal 903 marcado con un fluoréforo PE, la
reactividad cruzada de las microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana con el anticuerpo
monoclonal 903 marcado con un fluoréforo PE es muy reducida. El valor medio de la intensidad de fluorescencia por
pixel calculado a partir de la regién de interés en las imagenes fue de 336 para las microparticulas recubiertas con
anticuerpo monoclonal anti-lgG humana cuando se trataron con el producto conjugado 903-PE y de 136 para
microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana que se habian tratado primero con el
anticuerpo monoclonal 903 y después se habian hecho reaccionar con el producto conjugado 903-PE. Los ensayos
adicionales mostraron que el tratamiento de las microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-IgG
humana con el anticuerpo monoclonal 903 no disminuye la sefial generada a partir del analito NGAL. Cuando la
concentracion de NGAL es relativamente alta, el efecto de la sefial en el fondo de la imagen no es significativo.

La Tabla 2 muestra la intensidad de fluorescencia de una muestra que contiene NGAL 0 pM utilizando (a)
microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana que fueron tratadas con anticuerpo
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monoclonal 903 y (b) microparticulas no tratadas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana. La
intensidad de las microparticulas tratadas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-IgG humana es
aproximadamente 40% de la de las microparticulas no tratadas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG
humana.

Tabla 2
Sin NGAL en la muestra
Valor medio de la intensidad por pixel para Valor medio de la intensidad por pixel para las
microparticulas recubiertas con anticuerpo microparticulas recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-lgG humana y tratadas con monoclonal anti-lgG humana pero no tratadas con
anticuerpo monoclonal 903 (recuentos por pixel) | el anticuerpo monoclonal 903 (recuentos por pixel)
Imagen 1 121,5 302,8
Imagen 2 125,4 320,0
Imagen 3 143,4 350,6
Imagen 4 154,3 354,3
Imagen 5 136,2 355,0
Media 136,2* 336,5*
Desviacién 13,3 23,8

tipica

* Los recuentos de oscuridad de la camara se restan de la intensidad

La Tabla 3 muestra la intensidad de fluorescencia medida para una muestra que contiene NGAL 300 pM utilizando
las microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana que fueron tratadas con el anticuerpo
monoclonal 903 e intensidad de fluorescencia medida para una muestra que contiene NGAL 300 pM utilizando
microparticulas no tratadas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana. El inmunoensayo realizado con
el propdsito de determinar la eficacia del uso del anticuerpo monoclonal 903 como un agente bloqueante se llevo a
cabo de la misma manera que los inmunoensayos que se realizaron para verificar la concentracion de NGAL. Las
imagenes se midieron con un tiempo de exposiciéon mas corto que el utilizado para las imagenes caracterizadas en
la Tabla 1.

Tabla 3
NGAL 300 pM en la muestra
Valor medio de la intensidad por pixel para Valor medio de la intensidad por pixel para las
microparticulas recubiertas con anticuerpo microparticulas recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-lgG humana y tratadas con monoclonal anti-lgG humana pero no tratadas con
anticuerpo monoclonal 903 (recuentos por pixel) | el anticuerpo monoclonal 903 (recuentos por pixel)
Imagen 1 1491,8 1463,6
Imagen 2 1513,7 1467,0
Imagen 3 1520,5 1493,2
Imagen 4 1521,2 1495,1
Imagen 5 1535,6 1538,4
Media 1516,6 1491,4
Desviacién 16,0 30,0

tipica

Las microparticulas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana (1 mL, 0,01%) se incubaron con el
anticuerpo monoclonal 903 (70 nM) durante 15 minutos. Las microparticulas asi tratadas recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-lIgG humana se separaron de la mezcla de reaccién por medio de un iman y después se lavaron con
tampon HBS-EP. Las microparticulas asi tratadas recubiertas con anticuerpo monoclonal anti-lgG humana se
reconstituyeron a continuacion hasta una concentracion de 0,01% con tampén HBS-EP. En la primera fila de
micropocillos de una placa de micropocillos que tenia 96 micropocillos, se prepararon diversas concentraciones de
NGAL (94 pM, 47 pM, 23 pM, 12 pM, 6 pM, 3 pM, 1,5 pM, 0,7 pM, 0 PM). Cada micro-pocillo contenia 100 pL de
liquido. Se afadieron el anticuerpo monoclonal 2322 marcado con fluoréforo Cy5 (25 uL, 2 nM) y el anticuerpo
monoclonal 903 marcado con fluoréforo PE (8 uL, 20 nM) a la primera fila de micropocillos de la placa. Las mezclas
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de reaccion se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron microparticulas recubiertas con
anticuerpo monoclonal anti-lgG humana (25 pL, 0,01%) a cada micropocillo de la primera fila. Las mezclas de
reaccion se incubaron durante 20 minutos mas. Las microparticulas unidas a los complejos de producto conjugado
2322-Cy5:NGAL:producto conjugado 903-PE se atrajeron a un iman y luego se lavaron tres veces con tampon HBS-
EP. Las muestras se transfirieron a una placa de micropocillos en la que los micro-pocillos tenian fondos de vidrio.
La placa de micropocillos se coloco en el microscopio de fluorescencia (OLYMPUS 1X81) y las imagenes se tomaron
de la misma manera que se describe en el Ejemplo 1 en el canal de luz blanca, en el canal de PE y en el canal de
Cyb.

Se utiliz6 la imagen de luz blanca para localizar las posiciones de microparticulas individuales unidas a complejos de
producto conjugado 2322-Cy5:NGAL:producto conjugado 903-PE basandose en el contraste entre las
microparticulas individuales unidas a complejos de producto conjugado 2322-Cy5:NGAL:producto conjugado 903-PE
y el fondo. Las ubicaciones de las microparticulas individuales unidas a complejos de producto conjugado 2322-Cy5:
NGAL:producto conjugado 903-PE se definieron como regiones de interés. Las regiones de interés se analizaron
adicionalmente estableciendo un umbral en el canal Cy5, con lo que sélo aquellas areas en las microparticulas
unidas a complejs de producto conjugado 2322-Cy5:NGAL:producto conjugado 903-PE con anticuerpo monoclonal
2322 marcado con fluoréforo Cy5 especificamente unido a las microparticulas ancladas a complejos de producto
conjugado 2322-Cy5:NGAL:producto conjugado 903-PE se utilizan para el analisis posterior. El valor medio de la
intensidad de fluorescencia por pixel de la regiéon de interés en el canal PE se calculd por medio de un programa
informatico comercialmente disponible ("SLIDEBOOK").

La tabla siguiente enumera el valor medio de la intensidad por pixel del canal de PE para cada concentracion de
analito a la duracién de exposicion correspondiente. Se utilizaron tres duraciones de exposicion diferentes para
aumentar el rango dinamico del ensayo.

Tabla 4
Tiempo de Numero de Concentracion de | Intensidad media por pixel Desviacion tipica
exposicion (ms) microparticulas NGAL (pM) (recuentos por pixel) (recuentos por pixel)
200 176 0 342 5
200 187 0,72 391 23
200 225 1,46 477 20
200 275 2,92 613 23
200 323 5,85 885 38
200 401 11,7 1625 90
200 342 23,4 2558 19
50 525 11,7 526 10
50 405 23,4 859 23
50 458 46,8 1294 95
50 342 93,75 1931 52

La FIG. 12 muestra curvas de calibracion para NGAL generadas a partir de los datos de la Tabla 4. FIG. La FIG. 13
muestra la curva de calibracién a concentraciones extremadamente bajas de calibrador. Se utilizaron tres algoritmos
diferentes para demostrar los beneficios de la presente invencion. El algoritmo 2 y el algoritmo 3 mejoraron en gran
medida la sensibilidad del ensayo.

Los datos del Algoritmo 1 aparecen como circulos rellenos () en el grafico. Se calcul el valor medio de la intensidad
de toda la imagen en el canal de PE. No se utilizé informacién espacial. Este algoritmo es equivalente a una medida
de intensidad total.

Los datos del Algoritmo 2 aparecen como cuadrados rellenos (m) en el grafico. Todas las microparticulas se
seleccionaron como regiones de interés utilizando la imagen de luz blanca basada en el nivel de contraste. Las
dimensiones de las regiones de interés se redujeron fijando un umbral en el canal de PE. El punto de corte se
selecciond arbitrariamente y fue igual al valor medio de la intensidad de fluorescencia de la imagen desde el canal
de PE mas o menos tres desviaciones tipicas. Sin embargo, podrian haberse utilizado otros valores de corte.

Los datos para el Algoritmo 3 aparecen como cuadrados vacios (o) en el grafico. Se seleccioné un area de las
microparticulas unidas a complejos de anticuerpo monoclonale:antigeno:anticuerpo monoclonal con una intensidad
por encima de un umbral en el canal de Cy5 y, a continuacion, se calcul6 el valor medio de la intensidad de
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fluorescencia del canal de PE. Se redujeron las sefiales generadas por unién no especifica. El punto de corte se
selecciond arbitrariamente y fue igual al valor medio de la intensidad de fluorescencia de la imagen desde el canal
de PE mas o menos tres desviaciones tipicas. Sin embargo, podrian haberse utilizado otros valores de corte.

Ejemplo 3 (no forma parte de la invencion segun se reivindica)

Este ejemplo ilustra un inmunoensayo homogéneo para la troponina, mediante el uso de un solo colorante
fluorescente como marca para el anticuerpo de deteccion. En algunos inmunoensayos, donde la concentracion de
analito esta en el intervalo de ng/mL, es posible realizar un inmunoensayo homogéneo utilizando el método descrito
en la presente memoria. Tales inmunoensayos se llevan a cabo simplemente mezclando los reactivos y la muestra y
realizando una medicion fisica. Los inmunoensayos homogéneos son deseables porque son faciles de llevar a cabo.

Todos los reactivos y parametros de generacion de imagenes utilizados en este ejemplo fueron los mismos que los
utilizados en el Ejemplo 1. Cada calibrador (100 pL) se mezclé con microparticulas recubiertas con anticuerpo
monoclonal anti-troponina 19C7 (2 pL, 0,1%) y el producto conjugado M06-PE (5 pL, 20 nM) en una placa de 96
micropocillos de vidrio durante 15 minutos a temperatura ambiente. La placa de fondo de vidrio se utilizé para reducir
el nivel de auto-fluorescencia. A continuacion se anadié PBS (200 pyL) a cada micro-pocillo para reducir la
concentracion del producto conjugado y para reducir la intensidad de fluorescencia del fondo. La placa se coloco en
un microscopio de fluorescencia invertido motorizado (OLYMPUS "IX81") acoplado con una camara CCD de alta
resolucion (Hamamatsu Modelo C4742-80-12AG). Después de que las microparticulas fijadas a los complejos de
anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado M06-PE se asentaran en el fondo de los micropocillos,
se tomaron imagenes de las microparticulas unidas a los complejos de anticuerpo monoclonales 19C7:troponina:
producto conjugado MO6-PE con un objetivo de 20 X UPlanSApo (OLYMPUS) en el canal de luz blanca y el canal de
PE. La imagen de luz blanca, mostrada en la FIG. 14, se utilizé para localizar la posicion de cada microparticula
individual unida a un complejo de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:prodcuto conjugado M0O6-PE, basandose
en el contraste de las microparticulas individuales unidas a los complejos de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:
producto conjugado M06-PE con el fondo. La FIG. 15 muestra las ubicaciones de las microparticulas individuales
unidas a los complejos de anticuerpo monoclonal 19C7:troponina:producto conjugado M0O6-PE, cuyas ubicaciones
se definieron como la region de interés. El valor medio de la intensidad de fluorescencia por pixel en la regiéon de
interés se calculd a continuacion utilizando la imagen digital en el canal de PE, como se muestra en la FIG. 16. El
uso de la informacién espacial de la imagen hizo posible eliminar una etapa de lavado y simplificar el ensayo a un
ensayo homogéneo de una etapa. La FIG. 17 muestra la curva de calibracion calculada en este ejemplo. Aunque en
este ejemplo se utilizé un microscopio de epifluorescencia convencional, se prefiere un microscopio confocal o TIRF
(fluorescencia de reflexion interna total), porque este tipo de microscopio tiene una mejor resolucion en el plano z,
que puede eliminar sefiales desde arriba del plano focal donde se colocan microparticulas, disminuyendo asi la
sefial de fondo. Una etapa de dilucion (adicion de tampon directamente a la mezcla de reaccion) justo antes de la
medicion puede reducir ain mas el fondo de fluorescencia de los productos conjugados de anticuerpo excesivos vy,
de este modo, mejorar la sensibilidad de los ensayos.

Otro enfoque para eliminar la etapa de lavado en el inmunoensayo implica el analisis por espectroscopia de
correlacion de imagenes (ICS). El analisis de espectroscopia de correlacion de imagenes espacio-temporal (STICS)
es una extension de ICS en la que se adquiere una serie de imagenes de la muestra. Estas imagenes incluyen
informacion tanto espacial como temporal; los productos conjugados unidos a las microparticulas mediante la
formacién de un complejo sandwich estan inmoviles mientras que el exceso de productos conjugados no unidos se
difunde libremente en la solucion. El analisis STICS puede separar la poblacion de productos conjugados inmovil de
la poblacion de producto conjugado difusa. Hay ofras extensiones de ICS, tales como Espectroscopia de
Correlacion de Imagenes en el espacio k (kICS) y también versiones de correlacion cruzada de ICS (CCICS).
Ademas, realizando el analisis de espectroscopia de correlacion de imagenes (ICS) en las imagenes, se puede
obtener informacién adicional sobre la muestra. Por ejemplo, en el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer, es
posible utilizar ICS para cuantificar el tamafio de las placas amiloides en una imagen, asi como eliminar las
moléculas sometidas a difusion.

Ejemplo 4 (seguin la invencion)

[0091] Este ejemplo ilustra como el método descrito en la presente invencion se puede utilizar para detectar ADN.
En este caso, el analito es una secuencia diana de ADN Yy el receptor es la hebra de ADN complementaria de la
secuencia diana. Para la deteccion, se utiliza una hebra de ADN marcada que tiene una secuencia idéntica a la
secuencia diana. El principio de un ensayo competitivo para una diana de ADN se muestra en la FIG. 18.

[0092] En este ejemplo, el ADN de doble hebra (ADNdh) inmovilizado sobre microparticulas se mezcla con una
muestra que se sospecha que contiene ADNdh diana y se incuba. La mezcla también contiene ADNdh idéntico al
ADNdh diana pero con una etiqueta fluorescente para determinar la concentracién de ADN. El ADNdh que esta
anclado a una marca fluorescente sera bloqueado por la presencia del ADNdh diana. Por lo tanto, si no se detecta
fluorescencia, se puede concluir que la muestra contiene una cantidad suficiente de ADNdh para bloquear
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completamente el ADNdh que tiene la marca fluorescente. Esta condicién indicaria un resultado positivo. Por otro
lado, si no hay moléculas ADNdh diana en la muestra, el ADNdh inmovilizado en las microparticulas se marcara
completamente con ADNdh que tiene una etiqueta fluorescente. La mezcla de reaccion mostrada en la Fig. 18 ilustra
el caso en el que la muestra contiene ADNdh diana, pero no lo suficiente como para bloquear completamente la
unién del ADNdh que tiene la marca fluorescente. Por lo tanto, tanto el ADNdh diana como el ADNdh que tiene una
marca fluorescente estaran presentes y la intensidad de fluorescencia correspondera inversamente a la cantidad de
ADNdh diana en la muestra.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la concentracion de una secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla en una
muestra que comprende las etapas de:

(a) combinar en una mezcla de reaccion (i) una muestra que se sospecha que contiene una secuencia de
acido nucleico diana de hebra sencilla, (i) una secuencia de acido nucleico de captura de hebra sencilla
anclada a una microparticula que es complementaria a la secuencia de acido nucleico diana de hebra
sencilla, y (iii) una secuencia de acido nucleico de hebra sencilla marcada con fluorescencia que es idéntica a
la secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla, y que permite la formacién de un complejo que
comprende la microparticula anclada a la secuencia de acido nucleico de captura de hebra sencilla, la
secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla y la secuencia de acido nucleico de hebra sencilla
marcada con fluorescencia;

(b) adquirir una imagen de luz blanca de la mezcla de reaccion para determinar la ubicacion de la
microparticula en la reaccion de la etapa (a) y una imagen de fluorescencia de la mezcla de reaccion para
determinar la ubicacion de la secuencia de acido nucleico de hebra sencilla marcado con fluorescencia en la
reaccion de la etapa (a);

(c) seleccionar al menos una region de interés a partir de las imagenes adquiridas en la etapa (b), en donde
la al menos una regién de interés es una region a partir de la cual emanan sefiales luminosas del complejo
formado en la etapa (a);

(d) seleccionar pixeles en la al menos una region de interés para el analisis;

(e) calcular y registrar la media y la varianza de los recuentos por pixel para los pixeles seleccionados en la
etapa (d), en donde el recuento por pixel es el nimero de fotones sometidos a recuento por pixel por unidad
de tiempo;

(f) omitir pixeles que tienen recuentos mayores o menores que una varianza especificada;

(g) calcular los recuentos medios por pixel de los pixeles restantes; y

(h) determinar la concentracion de la secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla a partir de los datos
de la etapa (g).

2. El método de la reivindicacion 1, en donde las imagenes adquiridas en la etapa (b) son imagenes digitales.

3. El método de la reivindicacién 1, en donde sdélo se requieren hasta aproximadamente doscientas (200)
microparticulas recubiertas.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde las imagenes adquiridas en la etapa (b) se registran mediante un
microscopio de fluorescencia equipado con una camara digital.

5. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en donde el registro del ensayo se almacena en la memoria de datos
informaticos.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde las imagenes adquiridas en la etapa (b) son adquiridas y almacenadas
fuera de linea.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde se utiliza informacién espacial para calificar y cuantificar los resultados
de la determinacion.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde la secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla es una
secuencia de ADN de hebra sencilla.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde la secuencia de acido nucleico diana de hebra sencilla es una
secuencia de ARN de hebra sencilla.

10. El método de la reivindicacién 1, en donde los pixeles omitidos de la etapa (f) tienen recuentos mayores o
menores de dos veces la varianza.
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