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DESCRIPCION

Métodos, kits y composiciones de tincién para la evaluacién de citometria de flujo de particulas del tamarfio de un virus
no asociadas utilizando multiples colorantes fluorogénicos

Antecedentes

La citometria de flujo es una técnica analitica para la medicion de las propiedades fisicas y/o quimicas de las particulas
a medida que fluyen en una muestra de fluido a través de una cubeta de investigacion, cominmente conocida como
celda de flujo, de un citometro de flujo. Aunque un fluido de muestra puede investigarse sometiendo el fluido de
muestra a una variedad de estimulos, la radiacion, tipicamente en forma de luz, es una técnica de estimulo comun. La
citometria de flujo es una técnica analitica importante que ha ganado una amplia aceptacién para el andlisis de
particulas de material biolégico y, en particular, para investigar las propiedades de las células. Mas recientemente, la
citometria de flujo se ha adaptado para usar para detectar particulas de virus no asociadas (libres en solucion),
normalmente denominadas viriones, y otras particulas extremadamente pequefias de material bioldgico de tamario
similar a los virus, denominadas particulas del tamafio de un virus. Dichas particulas del tamafio de un virus tienen
tipicamente un tamafio menor de un micrometro, menor de 500 nanémetros, y en muchos casos menor de 300
nanémetros, menor de 200 nanémetros, o incluso menor de 100 nanémetros. Algunas particulas del tamafio de un
virus tienen un tamafio del orden de decenas de nanémetros, aunque muchas tienen un tamafio de al menos 10
nandémetros, a menudo al menos 20 nanémetros, o incluso al menos 30 nanémetros 0 mas. Existen muchos tipos de
virus y otras particulas del tamarfio de un virus, que tienen un tamafio de particula en un intervalo de 20 nanémetros a
300 nandémetros. En la presente memoria, el tamafio de particula es una referencia generalmente a la dimensién
transversal maxima de la particula (p. ej., diametro de una esfera, longitud de una varilla). Los sistemas y
procedimientos para analizar con precisioén dichas pequefias particulas por citometria de flujo han sido desafiantes,
incluyendo con respecto a la repetibilidad de los resultados analiticos.

La citometria de flujo tradicional para la deteccion de particulas de un tamarfio del orden de las células, que son a
menudo de varios micrémetros de tamafio o mayores, se basa en la identificacién de particulas a través de la detecciéon
de dispersion de luz. La informacion adicional sobre atributos biolégicos especificos (p. €j., tipo de célula o infeccién
de la célula por un virus particular) de una particula identificada a través de deteccion de dispersién de luz, puede
proporcionarse mediante el uso suplementario de tinciones de anticuerpos fluorescentes que se unan a sitios, o
epitopos, de unién biolégica particulares, para los cuales la firma de emision fluorescente pueda detectarse por
separado de la deteccidon de dispersion de luz. Sin embargo, la identificacion de particulas a través de la deteccién de
dispersién de luz generalmente no es practica para particulas del tamafio de un virus, ya que el pequefio tamario de
las particulas se acerca mas al tamafio de la longitud de onda de la luz usada como fuente de excitacién para la
evaluacién por citometria de flujo. En consecuencia, se han desarrollado técnicas para la deteccion y analisis de
respuesta de emision fluorescente tanto para identificar la presencia de una particula como para determinar los
atributos particulares de una particula. Un ejemplo de un citdmetro de flujo disefiado para la deteccién y recuento de
particulas del tamafio de un virus mediante el uso de tinciones fluorescentes, es el citdmetro de flujo Virus
Counter® 3100 (Sartorius Stedim Biotech).

Una clase muy util de tinciones fluorescentes para la evaluacién por citometria de flujo de particulas del tamafio de un
virus, son los denominados colorantes fluorogénicos. Cuando esta en una solucion en estado libre y no unido, un
colorante fluorogénico solo muestra una respuesta fluorescente muy débil (rendimiento cuantico) a una fuente de luz
de excitacion. Sin embargo, cuando la orientacién de la molécula del colorante fluorogénico se vuelve mas rigida en
su conformacion cuando se une a una particula, el rendimiento cuéntico fluorescente aumenta significativamente, a
menudo del orden de una magnitud o mas con respecto a la respuesta fluorescente del colorante fluorogénico en el
estado libre y no unido. Esto permite que las fuertes sefiales fluorescentes de las moléculas de colorante unidas se
identifiquen sobre la fluorescencia de fondo relativamente débil de las moléculas de colorante no unidas. El
funcionamiento de los colorantes fluorogénicos es significativamente distinto del funcionamiento de las tinciones de
fluoroforos tradicionales, a menudo en forma de tinciones de anticuerpos fluorescentes, cominmente usadas en la
evaluacién por la citometria de flujo de las células. Tales tinciones de fluoréforo muestran una fuerte respuesta
fluorescente tanto si en una solucién se encuentran unidas a una particula como si se encuentran en estado libre no
unido.

La solicitud de patente internacional WO 2016/154283 A1 describe un método de citometria de flujo para evaluar el
material bioldgico para particulas del virus de la influenza no asociadas, mediante el uso de una combinacion de una
tincién de proteinas no especifica y una tincién de acido nucleico no especifica.

Una limitacién sobre el uso de colorantes fluorogénicos para tefiir particulas del tamafio de un virus es que los
colorantes tienden a ser no especificos, y no se unen a un sitio biolégico de unién particular, o epitopo, como es el
caso de las tinciones de anticuerpos fluorescentes. Una técnica importante para el uso de colorantes fluorogénicos en
la evaluacién por citometria de flujo para particulas del tamafio de un virus, implica la tincién simultanea con un
colorante fluorescente que tifia de forma no especifica el contenido proteico, y una segunda tincién fluorescente que
tifia de forma no especifica el contenido de acido nucleico (p. ej., ADN, ARN). Mediante el uso de formulaciones de
tinciones que incluyan una mezcla de ambos tipos de colorantes fluorogénicos, la deteccién de la apariciéon simultanea
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de las firmas de emision fluorescente de tanto la tincién de proteinas no especifica como la tincion de acido nucleico
no especifica, es indicativo de una particula que la particula pueda ser un virus intacto que contenga, por ejemplo, una
proteina de envoltura y material genético, mientras que la deteccion de solo una de las firmas fluorescentes es
indicativo de un tipo distinto de particula que no contiene ni la proteina ni los atributos de acido nucleico, por ejemplo,
una particula similar a un virus que tenga contenido proteico, pero no material genético. Este tipo de uso simultaneo
de multiples colorantes fluorogénicos para la evaluacion por citometria de flujo de particulas del tamafio de un virus,
ha logrado un éxito significativo, por ejemplo, en combinacion con el uso del citdmetro de flujo Virus Counter® 3100.
Aun asi, ha resultado ser un reto formular miltiples colorantes fluorogénicos en una mezcla que tenga una vida Gtil
significativa y que pueda usarse de manera conveniente para tefiir particulas del tamafio de un virus no asociadas,
para la evaluacién por citometria de flujo con un alto nivel de precisién o repetibilidad. Por ejemplo, un kit de reactivos
Combo Dye®, que ha estado disponible para usar con el citdmetro de flujo Virus Counter®, incluye una mezcla en polvo
seco de colorantes fluorogénicos para la tincidn de proteinas no especifica y la tincién de acido nucleico no especifica
de particulas del tamafio de un virus no asociadas y acetonitrilo, y una solucién tampén acuosa usada para reconstituir
la mezcla de colorante en polvo seco en una formulacion de tincion liquida acuosa que se afiade a una muestra de
fluido que contiene material biolégico, para tefiir simultaneamente la muestra fluida con colorantes fluorogénicos. Para
preparar la formulacién de tincién liquida acuosa, la mezcla en polvo seco se mezcla con el acetonitrilo para promover
la disolucién de los colorantes fluorogénicos en el acetonitrilo, y después de un periodo de incubacién de 5 minutos,
se afiade una solucién tampén acuosa a la mezcla para preparar la formulacién de tincion liquida acuosa, que luego
se afiade a la muestra de fluido que contiene el material biolégico que se va a tefiir para la evaluacién por citometria
de flujo para las particulas del tamafio de un virus no asociadas. Un ejemplo de dicha mezcla de polvo seco incluye
una mezcla de tincién de acido nucleico POPO™-3 yoduro (ThermoFisher Scientific) y tinciéon de proteina SYPRO™
Red (ThermoFisher Scientific). Dicho kit tiene una vida 0til razonable y es relativamente facil de usar para tefiir
muestras de fluido para la evaluacién por citometria de flujo. El documento WO 2005/059178 A1 describe un kit que
comprende dos colorantes fluorescentes, en donde un colorante (Sybr Green) es una tincion de gel de acido nucleico
para tefiir ARN o ADN, y un colorante (Sypro Rube) es una tincién de gel proteico para proteinas.

Sin embargo, aunque dichos kits hayan tenido un nivel de éxito, sigue existiendo la necesidad de productos de tincion
y técnicas de tincién que proporcionen un rendimiento mejorado de citometria de flujo, cuando se utilicen miltiples
tinciones fluorogénicas para la evaluacién por citometria de flujo para particulas del tamarfio de un virus no asociadas,
incluyendo en términos de precision y repetibilidad mejoradas de los resultados de |a citometria de flujo.

Resumen

La autoextincién es un fenémeno en el que la energia de fluorescencia de las tinciones fluorescentes se consume por
transferencia de energia entre las moléculas de colorante cercanas entre si, que consume eficazmente la longitud de
onda prevista de luz que de otro modo podria emitirse. Dicha proximidad cercana de moléculas de colorante que
puede causar la extincion, puede resultar del hacinamiento de moléculas de colorante sobre un sustrato tefiido, tal
como una particula. En el caso de los colorantes fluorogénicos, si las moléculas de colorante son susceptibles a existir
en formas agregadas en liquidos acuosos, tales como los que se usan tipicamente para preparar muestras de fluido
de citometria de flujo y formulaciones de tinciones fluorogénicas para tefiir dichas muestras de fluido, dichos agregados
de moléculas de colorante que se unen a una particula, pueden tener una tendencia significativa a autoexinguir una
cantidad significativa de emision fluorescente, y la presencia de dichos agregados en una particula tefiida, que puede
reducir la fuerza total de una sefial de emisién fluorescente de una particula tefiida durante la citometria de flujo. Tal
deterioro de las sefiales de emision fluorescente puede tener un efecto negativo pronunciado sobre la evaluacion por
citometria de flujo de particulas tefiidas del tamafio de un virus, debido a la menor area disponible en tales pequefias
particulas para acomodar la unién de moléculas de colorante con respecto a la particulas mayores, tales como las
células. Las partes ocupadas de dicha area de unién disponible con agregados de moléculas de colorante, pueden
reducir significativamente la fuerza de la sefial de emision fluorescente total de una particula del tamafio de un virus
tefiida, y dichos efectos de autoextincion pueden perjudicar la precision de los resultados de citometria de flujo y la
repetibilidad de los resultados entre muestras de fluido. Una medida de la precisién de la citometria de flujo en los
resultados de la citometria de flujo es el coeficiente de variacion (el error estandar o las mediciones divididas por la
media de las mediciones, a menudo abreviado como c.v.), que es una indicacién de la variacién estadistica de los
resultados de la citometria de flujo entre muestras de fluido de la misma composicién tefiidas y procesadas de la
misma manera. Se ha descubierto que diferentes viales de un lote de formulaciones de colorantes fluorogénicos
acuosos preparados a partir de mezclas de colorantes fluorogénicos en polvo seco reconstituidos, como se resume
anteriormente utilizando acetonitrilo en el proceso de reconstitucion, pueden variar significativamente en el rendimiento
de citometria de flujo, que se cree que se debe a la disolucion y dispersion inconsistentes de los colorantes
fluorogénicos presentes en la formulacion de tincién acuosa final, lo que conduce a una tincién inconsistente y una
variacion mayor a la deseada en los resultados de citometria de flujo. Las variaciones muestra a muestra pueden ser
superiores al 20 %, y las variaciones dia a dia pueden ser del 30 % o mas. Mas particularmente, se cree que tal
disolucién y dispersion inconsistentes da como resultado una parte significativa de la formacién y/o persistencia de las
moléculas de colorante mantenidas en agregados a través de interacciones de apilamiento pi en las formulaciones
liquidas acuosas de moléculas de colorantes fluorogénicos usados para tefiir muestras de fluido para la evaluaciéon
por citometria de flujo. El apilamiento pi (que también se denomina apilamiento 1 o apilamiento -, 0 a veces se
denomina simplemente “apilamiento™), se refiere a una atraccidn no covelante que se produce entre anillos
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aromaticos. Tales interacciones, por ejemplo, estan involucradas con el apilamiento de bases en estructuras
tridimensionales de moléculas de ADN y ARN.

Otra complicacion con el uso de colorantes fluorogénicos, es que algunos colorantes fluorogénicos tienen una
estabilidad limitada en las formulaciones de tincién acuosas utilizadas para tefiir muestras de fluidos, y el rendimiento
de la formulacién de tincion puede deteriorarse significativamente durante un corto periodo de tiempo después de la
preparacién, limitando significativamente la vida Gtil de la formulacién de tincion antes de su uso. Una complicacion
adicional con el uso de colorantes fluorogénicos es que para algunos colorantes fluorogénicos, las moléculas de
colorante parecen agregarse en formulaciones de tincion y muestras de fluido tefiidas, de manera que cuando dichos
agregados se encuentren en un estado libre en una solucién, y no unidos a, y tifiiendo, una particula, los agregados a
veces pueden volverse lo suficientemente fluorescentes que durante la evaluacion por citometria de flujo, la respuesta
fluorescente de los agregados libres puede ser dificil de diferenciar de las particulas tefiidas de interés, lo que puede
llevar a imprecisiones significativas en los recuentos de particulas determinados por citometria de flujo. Una técnica
para corregir los resultados del recuento de particulas de citometria de flujo sin procesar, es restar de esos resultados
sin procesar los recuentos de particulas de fondo determinados a partir de citometria de flujo en muestras de fluido en
blanco de la misma o similar matriz de fluido, pero sin contener ninguna particula. Dichas muestras de fluido en blanco
se tifien de la misma manera que las muestras de fluido con material bioldgico en investigacién, y se someten a la
misma evaluacién por citometria de flujo para determinar un recuento de particulas en blanco que luego se resta de
los recuentos de particulas sin procesar de los resultados de la citometria de flujo en las muestras de fluido en
investigacién. Sin embargo, la actividad fluorescente de algunos agregados de moléculas de colorante puede
aumentar significativamente los recuentos de fondo para algunos colorantes fluorogénicos, hasta un nivel donde puede
volverse dificil de distinguir de forma significativa entre los recuentos de particulas en blanco y los reales. Las
complicaciones indicadas en relacién con la inestabilidad de la formulacién de tincion de los agregados de moléculas
de colorante altamente fluorescentes, parecen estar mas asociados con colorantes fluorogénicos que tienen mayor
hidrofobicidad, como es el caso, por ejemplo, con la tincion de protéinas SYPRO™ Red.

Se ha descubierto que disolver una mezcla en polvo seco con multiples diferentes colorantes fluorogénicos en un
medio liquido con dimetilsulféxido (DMSQ) antes de la dilucion con liquido acuoso afiadido, para preparar
formulaciones de colorante fluorogénico acuosas finales que se usen para tefiir muestras de fluido para la evaluacién
por citometria de flujo para particulas del tamafio de un virus no asociadas (libres en solucion), puede, sorprendente
e inesperadamente, reducir significativamente el coeficiente de variacion de los resultados de la citometria de flujo
entre muestras de fluido. Este hallazgo sorprendente e inesperado siguio la prueba de un enfoque sin éxito para reducir
las interacciones de apilamiento pi y, por lo tanto, la extincién por energia fluorescente, a través de la adicién de un
agente quimico, (2-hidroxipropil)-B-ciclodextrina, para interrumpir las interacciones de apilamiento pi. La interrupcion
de tales interacciones de apilamiento pi fue sugerida por Gurgivev, y col., Control of the Fluorescence of Dye - Antibody
Conjugates by (2-Hdroxypropyl)-B-cyclodextrin in Fluorescence Microscopy and Flow Cytometry, Anal. Chem., 2011,
83, 7109-7114, 2011 (American Chemical Society). En lugar de mejorar el rendimiento de la citometria de flujo, la
adicién del agente quimico fue perjudicial para la precisién del recuento de particulas de virus. Se probé utilizar DMSO
en lugar de acetonitrilo, para disolver inicialmente mezclas en polvo seco de multiples colorantes fluorogénicos antes
de la dilucion con liquido acuoso para preparar formulaciones de colorante acuosas finales para la tincion, sin que se
esperara una reduccién en las interacciones de apilamiento pi, 0 un cambio significativo en los resultados de la
citometria de flujo. Cuando se utiliza acetonitrilo o DMSOQ, la concentracion final del disolvente organico liquido en
ambos casos, es muy pequefia en la formulacion de colorante acuosa final utilizada para tefiir muestras de fluido.
Ademas, la reduccién en las interacciones de apilamiento pi mediante el uso de DMSO con respecto al acetonitrilo, se
contraindica en Norberg, Jan & Nilsson Lennart, Solvent Influence on Base Stacking, Biophysical Journal, Vol. 74, 394-
402, enero de 1998 (Biophysical Society), al descubrir que el apilamiento de bases en un disolvente se ve mas
favorecido a medida que aumenta la constante dieléctrica del disolvente. EI DMSO, con una constante dieléctrica de
47,24 (20 °C), se indicaria como mas favorable a tales interacciones de apilamiento que el acetonitrilo, con una
constante dieléctrica inferior de 36,64 (20 °C). Sin embargo, por el contrario, la mejora del rendimiento encontrada con
el uso de DMSO con respecto al acetonitrilo es sorprendente e inesperada al proporcionar una mejora significativa en
la precision de los resultados de la citometria de flujo para cuantificar las particulas de virus no asociadas en muestras
de fluido a través de una serie de virus diferentes.

También se descubri6 que el rendimiento de las formulaciones de tincién fluorogénica preparadas en medios liquidos
acuosos puede mejorarse significativamente al incluir una cantidad significativa (aunque una cantidad menor en una
base molar) de DMSO en el medio liquido acuoso de la formulacién de tincién fluorogénica que se usa para tefiir
muestras de fluido, y que da como resultado una cantidad significativa (aunque una cantidad menor en una base
molar) de DMSO también presente en la muestra de fluido tefiida final que luego se somete a citometria de flujo.
Ademas, aunque la discusién se presenta en relacién con la inclusion de tal cantidad significativa de DMSO en la
composicion de tincién fluorogénica acuosa, que se prefiere, el concepto no esta limitado, y un efecto beneficioso
similar puede obtenerse mediante el uso de otros liquidos de disolventes organicos polares, por ejemplo, acetonitrilo,
y la discusién de ese aspecto de esta descripcion, aunque se proporciona principalmente con referencia a DMSO
como componente liquido organico, se aplica igualmente a otros componentes liquidos organicos, tales como, por
ejemplo, acetonitrilo.
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También se descubri6é que los problemas asociados con los recuentos de particulas en blanco, que se cree que son
atribuibles a los agregados de moléculas de colorante fluorogénico, pueden reducirse significativamente al incluir un
disacarido en las muestras de fluido tefiidas finales, tanto en muestras de fluido en blanco tefiidas como en muestras
de fluido tefiidas con el material bioloégico de interés para la evaluacion por citometria de flujo. Sin pretender imponer
ninguna teoria, se cree que la presencia del disacarido en solucién en la muestra de fluido tefiida, ayuda a dispersar
y reducir la agregacion de colorantes fluorogénicos, y particularmente agquellos que son mas hidréfobos, tales como
SYPRP™ Red, para reducir posibles efectos perjudiciales de los agregados de moléculas de colorante altamente
fluorescentes durante la citometria de flujo. Sorprendentemente, se encontré que incluso el disacarido disuelto en
muestras de fluido tefiidas redujo significativamente los recuentos de particulas en blanco, mientras que la inclusion
del monosacarido o el trisacarido disuelto no se encontr6é que proporcione ningun beneficio significativo y, en algunos
casos, fue perjudicial.

Un primer aspecto de la presente invencion se orienta a un método para la evaluacion por citometria de flujo de una
muestra de fluido para particulas del tamafio de un virus no asociadas tefiidas con multiples colorantes fluorogénicos
susceptibles a interacciones de apilamiento pi en liquido acuoso, comprendiendo el método:

someter una muestra de fluido tefiida a la evaluacién por citometria de flujo para particulas del tamafio de un virus, en
donde la muestra de fluido tefiida comprende:

material biologico para evaluarse por citometria de flujo para detectar la presencia de las particulas de tamafio de un
virus no asociadas;

una pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos, cada uno con una firma de emisién fluorescente diferente, y
conteniendo cada uno al menos un grupo aromatico susceptible a apilamiento pi, incluyendo la pluralidad de diferentes
colorantes fluorogénicos al menos un primer colorante fluorogénico con la primera firma de emision fluorescente, y un
segundo colorante fluorogénico con una segunda firma de emision fluorescente que es distinta de la primera
caracteristica de emision fluorescente; y

un liquido acuoso en el que se dispersan el material bioldégico y los colorantes fluorogénicos; en donde la evaluacion
por citometria de flujo comprende

someter la muestra de fluido tefiida a citometria de flujo en un citdmetro de flujo para detectar y contar las apariciones
de las particulas del tamafio de un virus tefiidas no asociadas, tanto con el primer colorante fluorogénico como con el
segundo colorante fluorogénico; y

en donde el liquido acuoso de la muestra de fluido tefiido comprende disacarido disuelto.
El método de la presente invencion se define en la reivindicacion 9.

La composicién de colorante en polvo seco incluye una pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos, que pueden
incluir solo el primer colorante fluorogénico y el segundo colorante fluorogénico, o pueden incluir uno o mas colorantes
fluorogénicos adicionales, ademas del primer colorante fluorogénico y el segundo colorante fluorogénico. En algunas
implementaciones preferidas, la formulacién de colorante en polvo seco consiste esencialmente en, o consiste solo
en, la pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos que, como se indica, puede constituirse (nicamente por el
primer colorante fluorogénico y el segundo colorante fluorogénico.

Los grupos aromaticos incluyen una estructura ciclica que tiene uno o mas anillos con una configuracion de cubierta
de electrones muy estable y una estructura generalmente plana, y generalmente son susceptibles a interacciones de
apilamiento pi en liquidos acuosos, aunque el grado de susceptibilidad puede variar en base al grupo aromatico
particular y la estructura molecular particular en la que se contenga el grupo aromatico. Cada uno de los colorantes
fluorogénicos tiene al menos uno de dichos grupos aromaticos susceptible a las interacciones de apilamiento pi en
liquidos acuosos. Dichos grupos aromaticos pueden ser homociclicos, que contienen solo atomos de carbono en el
anillo o anillos aromaticos, o heterociclicos, que contienen uno o mas atomos diferentes del carbono (denominados
heteroatomos) en el anillo o anillos aromaticos. Un anillo aromatico que contiene solo atomos de carbono en el anillo
puede denominarse anillo homoaromatico, y un anillo aromatico que contiene un heteroatomo en el anillo puede
denominarse anillo heteroaromatico. Algunos heteroatomos comunes incluyen nitrégeno, oxigeno y azufre, y un grupo
aromatico de un colorante fluorogénico puede incluir uno o mas de estos u otros heterodtomos. Dicho grupo aromatico
puede incluir a menudo un anillo aromatico de 6 miembros y/o un anillo aromatico de 5 miembros, cada uno de los
cuales puede ser independientemente un anillo homociclico o un anillo heterociclico. Dicho grupo aromatico puede
incluir un Unico anillo aromatico o puede ser policiclico, que contiene multiples anillos aromaticos en el grupo aromatico.
Dicho grupo aromatico puede ser parte de un resto de anillo fusionado, por ejemplo, que incluye un anillo aromatico
de 6 miembros fusionado con uno o ambos de un anillo aromatico de 5 miembros y un anillo aromatico de 6 miembros.
Un tipo importante de resto de anillo fusionado utilizado en colorantes fluorogénicos incluye un anillo homoaromatico
de 6 miembros fusionado con un anillo heteroaromatico de 6 miembros, por ejemplo, que incluye nitrégeno como
heteroatomo. Otro tipo importante de resto de anillo condensado usado en colorantes fluorogénicos incluye anillo
homoaromatico de 6 miembros fusionado con un anillo heteroaromatico de 5 miembros, y en el que el anillo
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heteroaromatico incluye tanto nitrégeno como oxigeno, como heteroatomos, o tanto nitrégeno como azufre, como
heteroatomos. Ejemplos de algunos colorantes fluorogénicos que tienen tales restos de anillo fusionados se describen,
por ejemplo, en la patente nimero “US-5.410.030" y la patente nimero “US-5.616.502". Muchos colorantes
fluorogénicos Utiles para usar con los aspectos de esta descripcion, son los colorantes de cianina, y uno o mas de los
colorantes fluorogénicos pueden ser un colorante de cianina. Los colorantes de cianina son aquellos que incluyen
enlaces de grupo metilo (=CH-). Un grupo importante de colorantes de cianina se denomina colorantes de merocianina,
que tienen un heterociclo de nitrogeno cuaternario enlazado a un resto donador de par de electrones por un puente
de alquileno o de polialquileno. Los colorantes fluorogénicos descritos en las patentes nimeros "US-5.410.030 y US-
5.616.502", son ejemplos de colorantes de cianina, siendo los de la patente nimero "US-5.616.502" ejemplos de
colorantes de merocianina. Los colorantes de cianina descritos en la patente nimero “US-5.410.030” son dimeros de
cianina, y mas particularmente ciertos dimeros de colorantes de cianina asimétricos. Uno o mas de, o todos, la
pluralidad de diferentes colorantes fluocrogénicos pueden ser colorantes de cianina, y pueden ser colorantes de cianina
como se describe en las patentes de nimeros “US-5.410.030" y “US-5.616.502".

En algunas implementaciones preferidas, el primer colorante fluorogénico es para la tincién no especifica de acido
nucleico. En algunas implementaciones preferidas, el segundo colorante fluorogénico es para la tincién de proteinas
no especifica. En algunas implementaciones particularmente preferidas, el primer colorante fluorogénico es para la
tincién de acido nucleico no especifica, y el segundo colorante fluorogénico es para la tincion de proteinas no
especifica. Preferiblemente, el primer colorante fluorogénico para la tincién de acido nucleico no especifica, y el
segundo colorante fluorogénico para la tincién de proteinas no especifica, son cada uno colorantes de cianina y, mas
preferiblemente, con el segundo colorante fluorogénico siendo un colorante de merocianina.

Un ejemplo especifico de un colorante fluorogénico para la tincién de acido nucleico no especifica, que puede usarse
como el primer colorante fluorogénico, es la tincién de acido nucleico POPQO™-3 yoduro (ThermoFisher Scientific), que
es un dimero de cianina de un tipo como se describe en la patente nimero “US-5.410.030", y que se ha indicado que
tiene la siguiente férmula quimica (p. ej., en www.thermofisher.com/orden/catalog/product/P3 5 84):
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R d

Un ejemplo especifico de un colorante fluorogénico para la tincién de proteinas no especifica, que puede usarse como
el segundo colorante fluorogénico, es la tincién de proteinas SYPRO™ Red (ThermoFisher Scientific), que es un
colorante de merocianina de un tipo como se describe en la patente nimero “US-5.616.502", y que se ha indicado que
se basa en la siguiente férmula quimica (p. €j., en de.wikipedia.org/wiki’fSYPRQO_Red#cite_nota-Demchenko-1):
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donde mes 50 6, y n es un nimero entero de 2 a 4.

Algunos otros colorantes fluorogénicos ilustrativos para usar con los diferentes aspectos de esta descripcion, incluyen:
Tincién de &cido nucleico YOYO™-1 yoduro (ThermoFisher Scientific), tincion de acido nucleico YO-PRO™-1 yoduro
(ThermoFisher Scientific), tincién de protéina SYPRO™ Tangerine (ThermoFisher Scientific), tincién de protéina
Kryptén™ (ThermoFisher Scientific), y tincidon de acido nucleico SYBR™ Green, tales como SYBR™ Green | y
SYBR™ Green Il (ThermoFisher Scientific).

La formulacion de colorante concentrada puede consistir preferiblemente, esencialmente en, y mas preferiblemente
puede consistir solo en, la pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos y el primer medio liquido. Cuando el primer
medio liquido sea un medio liquido organico, la formulacion de colorante concentrada puede denominarse formulacién
de colorante concentrada organica. La formulacion de colorante concentrada puede consistir preferiblemente
esencialmente en, y mas preferiblemente puede consistir solo en, el primer colorante fluorogénico, el segundo
colorante fluorogénico, y el primer medio liquido. En aras de la brevedad, la pluralidad de diferentes colorantes
fluorogénicos a veces en la presente memoria, simplemente se denomina los colorantes fluorogénicos.

Durante el segundo procesamiento preparatorio, se puede afiadir suficiente diluyente liquido acuoso a la formulacién
de colorante concentrada para diluir el primer medio liquido, de manera que el medio liquido acuoso de la formulacién
de colorante diluida en agua tenga una relacién en peso de agua a DMSO que tipicamente sera mayor y, a menudo,
mucho mayor, que en la formulacién de colorante concentrada. En algunas implementaciones, el medio liquido acuoso
de la formulacién de colorante diluida en agua puede tener una relacién de peso relativamente grande de agua a
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DMSQO, cuya relacién en peso puede ser, en algunas implementaciones, de al menos 10:1, al menos 25:1, al menos
50:1, al menos 75:1, o al menos 100:1. En algunas implementaciones, dicha relacién en peso de agua a DMSO en la
formulacién de colorante diluida en agua puede ser hasta (no mayor de) 1000:1, 750:1, 500:1, 300:1 o 200:1. Un
intervalo particularmente preferido para dicha relacién de peso de agua a DMSO en la formulacion de colorante diluida
en agua para algunas implementaciones, cuando la relacion de peso de agua a DMSOQ en la formulacién de colorante
diluida en agua sea relativamente grande, es que la relacién de peso esté en un intervalo de 10:1 a 200:1. En algunas
implementaciones, la formulacién de colorante diluida en agua puede comprender al menos el 80 por ciento en peso
de agua, al menos el 85 por ciento en peso de agua, al menos el 90 por ciento en peso de agua, al menos o al menos
el 95 por ciento en peso de agua, 0 al menos el 97 por ciento en peso de agua. En algunas implementaciones, la
formulacién de colorante diluida en agua puede comprender no mas del 99,8 por ciento en peso de agua, o0 no mas
del 99,5 por ciento en peso de agua vy, frecuentemente, no mas del 99,1 por ciento en peso de agua. El diluyente
liquido acuoso puede ser, o incluir, un producto de agua purificado, y preferiblemente es una soluciéon tamponada
acuosa, tal como cualquiera de las usadas en el procesamiento de materiales biolégicos. En algunas
implementaciones preferidas, la soluciéon tampoén es una soluciéon tampon de cloruro de sodio que contiene TRIS y
EDTA. Una formulacién acuosa de colorante diluida en agua de esta descripcion, en la presente memoria a menudo
se denomina simplemente una formulacién de colorante diluida en agua, por brevedad. En algunas implementaciones,
cuando la formulacion de colorante diluida en agua se prepara con una relacion de peso relativamente grande de agua
a DMSQO, la formulacién de colorante diluida en agua puede tener un limite de concentracion superior de DMSO de
hasta el (no mayor del} 9 por ciento en peso, el 8 por ciento en peso, el 7 por ciento en peso, el 6 por ciento en peso,
el 4 por ciento en peso, el 2 por ciento en peso, el 1 por ciento en peso, o el 0,5 por ciento en peso; aunque en tales
implementaciones, la formulacién de colorante diluida en agua puede tener, opcionalmente, un limite de concentracién
inferior de DMSO de al menos el 0,1 por ciento en peso, al menos el 0,2 por ciento en peso, al menos el 0,4 por ciento
en peso, al menos el 0,8 por ciento en peso, al menos el 1 por ciento en peso, al menos el 2 por ciento en peso, el 3
por ciento en peso, el 5 por ciento en peso, o el 7 por ciento en peso, siempre que en un intervalo de concentracion el
limite de concentracién superior sea mayor que el limite de concentracién inferior del intervalo.

La consecucién de la relacién de peso deseada de agua a DMSO en la formulaciéon de colorante diluida en agua
implica diluir el primer medio liquido con el diluyente liquido acuoso en una relaciéon de volumen grande del volumen
afiadido de diluyente liquido acuoso al volumen del primer medio liquido, para lograr relaciones en peso preferidas de
agua a DMSO en la formulacién de colorante diluida en agua. Para las implementaciones que usan una relacién de
peso relativamente grande de agua a DMSQ, la relacién de volumen de agua a DMSO puede ser de al menos 10:1,
al menos 25:1, al menos 50:1, al menos 75:1, 0 al menos 100:1, y a menudo no es superior a 1000:1, 750:1, 500:1,
300:1 0 200:1, con un intervalo de 10:1 a 200:1 particularmente preferido para algunas implementaciones.

En algunas otras implementaciones, se ha descubierto que puede proporcionarse una estabilidad mejorada de la
formulacién de colorante diluida en agua, al preparar la formulacién de colorante diluida en agua para que incluya una
mayor proporcion de DMSO a agua (o, por el contrario, una relacién de peso mas pequefia de agua a DMSO) que en
las implementaciones que se acaban de analizar que contienen una relacion de peso relativamente grande de agua a
DMSQO, y que también da como resultado muestras de fluido tefiidas que tienen una mayor concentracion de DMSO
segln se alimenta a un citémetro de flujo para la evaluacién por citometria de flujo. Aunque incluso en las
implementaciones en que el DMSO esté presente en una proporciéon mas grande, el DMSO seguira siendo tipicamente
un componente minoritario en una base molar, y también a menudo en base al peso, con respecto al agua. Como se
apreciara, al ser una formulacién acuosa, el agua sera el componente presente en la formulacién de colorante diluida
en agua a la mayor concentracién en una base molar, incluso en implementaciones que contengan una proporcién
relativamente grande de DMSQO que las implementaciones analizadas anteriormente que tienen una relacién de peso
relativamente grande con respecto a DMSO. En algunas implementaciones en las que la formulacién de colorante
diluida en agua incluya una mayor concentracion de DMSQ, la formulacion de colorante diluida en agua puede tener
un limite de concentracion inferior para DMSO, de al menos el 10 por ciento en peso, al menos el 12 por ciento en
peso, al menos el 15 por ciento en peso, al menos el 17 por ciento en peso, 0 al menos el 20 por ciento en peso. Dicha
formulacién de colorante diluida en agua puede, en algunas implementaciones, tener un limite de concentracién
superior para DMSO, no mayor del 50 por ciento en peso, no mayor del 45 por ciento en peso, no mayor del 40 por
ciento en peso, no mayor del 35 por ciento en peso, no mayor del 30 por ciento en peso, no mayor del 25 por ciento
en peso, no mayor del 22 por ciento en peso, no mayor del 18 por ciento en peso, no mayor del 16 por ciento en peso,
no mayor del 13 por ciento en peso o no mayor del 11 por ciento en peso, siempre que en un intervalo de concentracion
para DMSO, el limite de concentracion superior del intervalo serd mayor que el limite de concentracion inferior del
intervalo. Durante el segundo procesamiento preparatorio, el primer medio liquido puede diluirse con el diluyente
liquido acuoso para preparar el medio liquido acuoso de la formulacién de colorante diluida en agua para tener una
relacién en peso de agua a DMSO en algunas implementaciones, de al menos 10:7, al menos 10:6, al menos 10:5, al
menos 10:4, al menos 10:3, al menos 10:2,5, al menos 10:2, o al menos 10:1,5. La estabilidad de la formulacién de
tincion parece aumentar generalmente con una concentracion creciente de DMSOQ en la formulacién de tincion diluida
en agua, aungue a concentraciones de DMSQO por encima de aproximadamente el 20 por ciento en peso, el DMSO
puede comenzar a mostrar cierta actividad biocida que podria ser perjudicial para el material biolégico en investigacion
y para una evaluacién por citometria de flujo de ese material bioldégico. Aunque las concentraciones mas altas de
DMSO se pueden acomodar en la formulacién de colorante diluida en agua porque la concentracién de DMSO se
diluira hasta una concentracién mas baja en la muestra de fluido tefiida final, cuando se usan concentraciones
relativamente grandes de DMSO en la formulacién de colorante diluida en agua, se aconseja el cuidado al introducir
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lentamente el DMSQ y dispersar rapidamente (p. gj., mediante mezcla vigorosa) el DMSQO introducido en la muestra
de fluido que se tifie, para reducir o evitar los efectos perjudiciales de los impactos de concentracién localizados en el
material biolégico dentro de la muestra de fluido. En algunas implementaciones preferidas, el medio liquido acuoso de
la formulacion de colorante diluida en agua se prepara para contener un porcentaje en peso de DMSO en un intervalo
de desde el 10 por ciento en peso de DMSO al 30 por ciento en peso de DMSQO, y en algunas implementaciones mas
preferidas, el medio liquido de la formulacién de colorante diluida en agua se prepara para contener un porcentaje en
peso de DMSO en un intervalo de desde el 15 por ciento en peso al 25 por ciento en peso. En algunas
implementaciones, la muestra de fluido tefiida puede incluir una concentracion de DMSO de al menos el 0,5 por ciento
en peso, al menos el 1 por ciento en peso, al menos el 2 por ciento en peso, al menos el 3 por ciento en peso, al
menos el 4 por ciento en peso, al menos el 5 por ciento en peso, al menos el 6 por ciento en peso, o al menos el 7 por
ciento en peso; y dicha muestra de fluido tefiida puede, en algunas realizaciones, incluir una concentracion de DMSO
de hasta el (no mayor del) 30 por ciento en peso, el 25 por ciento en peso, el 20 por ciento en peso, el 15 por ciento
en peso, el 10 por ciento en peso, o0 el 8 por ciento en peso.

Parte del DMSO en la formulacién de colorante diluida en agua, y en la muestra de fluido tefiida, se puede proporcionar
en el primer medio liquido usado para disolver los colorantes fluorogénicos durante el primer procesamiento
preparatorio, para preparar una formulacién de colorante concentrada. Cuando la formulacién de colorante diluida en
agua se prepara para contener solo una pequefia concentracion de DMSO, todo el DMSO para la formulacion de
colorante diluida en agua y para la muestra de fluido tefiida final, puede proporcionarse de manera conveniente en
dicho primer medio liquido. Parte del DMSO para la formulaciéon de colorante diluida en agua, y para la muestra de
fluido tefiida, también se pueden proporcionar de fuentes alternativas de DMSQ, que tipicamente pueden ser el caso
en el que la formulacién de colorante diluida en agua sea para contener una mayor concentracién de DMSQO. Una
fuente preferida para proporcionar DMSO para la formulacion de colorante diluida en agua es incluir cierta cantidad
de DMSO en el diluyente liquido acuoso utilizado para diluir el primer medio liquido de la formulacién de colorante
concentrada, durante el segundo procesamiento preparatorio. El diluyente liquido acuoso puede incluir el DMSO como
componente minoritario en una base molar, y tipicamente a una concentracién porcentual en peso mas baja que
DMSO en el primer medio liquido en el que los colorantes fluorogénicos se disuelvan durante el primer procesamiento
preparatorio. En algunas implementaciones, el diluyente liquido acuoso puede comprender DMSO a una concentracion
de al menos el 1 por ciento en peso, al menos el 2 por ciento en peso, al menos el 5 por ciento en peso, al menos el
7 por ciento en peso, al menos el 10 por ciento en peso, al menos el 12 por ciento en peso, al menos el 15 por ciento
en peso, al menos el 17 por ciento en peso, 0 al menos el 20 por ciento en peso; aunque en algunas implementaciones
el diluyente liquido acuoso puede incluir el DMSO a una concentracién de hasta el (no mayor del) 50 por ciento en
peso, el 45 por ciento en peso, el 40 por ciento en peso, el 35 por ciento en peso, el 30 por ciento en peso, el 25 por
ciento en peso, el 22 por ciento en peso, el 18 por ciento en peso, el 15 por ciento en peso, el 13 por ciento en peso,
el 11 por ciento en peso, el 8 por ciento en peso, o el 6 por ciento en peso.

En algunas implementaciones preferidas, la muestra de fluido tefiida se prepara para incluir disacarido disuelto,
tipicamente disuelto en liquido acuoso de la muestra de fluido tefiida. En algunas implementaciones, la muestra de
fluido tefiida puede incluir el disacarido disuelto a una concentracion de al menos el 1 por ciento en peso, al menos el
2 por ciento en peso, al menos el 3 por ciento en peso, 0 al menos el 4 por ciento en peso. En algunas
implementaciones, la muestra de fluido tefiida puede incluir el disacarido disuelto a una concentracion de hasta el (no
mayor del) 15 por ciento en peso, no mayor del 12 por ciento en peso, no mayor del 10 por ciento en peso, 0 no mayor
del 8 por ciento en peso. Cuando la muestra de fluido tefiida comprende disacarido disuelto, un intervalo preferido
para la concentracion del disacarido disuelto en la muestra de fluido tefiida para muchas implementaciones es del 3
por ciento en peso al 10 por ciento en peso. Aunque concentraciones mas altas del disacarido pueden ser aceptables,
a medida que aumentan las concentraciones del disacarido, las viscosidades de la solucion también aumentan y
pueden ser mas dificiles de manejar y procesar de manera conveniente. El disacarido puede incluir solo un solo tipo
de material de disacarido, o puede incluir una mezcla de multiples materiales de disacaridos. El disacarido puede
incluir, por ejemplo, uno o mas de trehalosa, sacarosa, lactosa, lactulosa, melibiosa, melibilosa, celobiosa, nigerosa,
isomaltosa, isomaltulosa, maltulosa, rutinosa, B-laminaribiosa, 0 maltosa, siendo la trehalosa generalmente un material
de disacarido preferido.

El disacarido que se incluird en la muestra de fluido tefiida puede proporcionarse en cualquier forma conveniente, y
puede introducirse en cualquier paso de procesamiento que lleve la muestra de fluido tefida final. Por ejemplo, parte
o la totalidad del disacarido puede introducirse en una muestra de fluido antes y/o después de afiadir tincién a la
muestra de fluido.

En algunas implementaciones, la preparacion de la muestra de fluido tefiida puede incluir mezclar al menos una parte
de la formulacién de colorante diluida en agua, con una muestra de fluido preliminar que contenga el material biolégico
de interés para la evaluacién, y en donde la muestra de fluido preliminar comprenda disacarido para proporcionar al
menos una parte del disacarido disuelto en la muestra de fluido tefiida. En algunas implementaciones, dicha muestra
de fluido preliminar puede tener una concentracién del disacarido de al menos el 1,5 por ciento en peso, al menos el
3 por ciento en peso, al menos el 4,5 por ciento en peso, 0 al menos el 6 por ciento en peso. En algunas
implementaciones, dicha muestra de fluido preliminar puede tener una concentracién de disacarido de hasta el (no
mayor del) 22,5 por ciento en peso, no mayor del 18 por ciento en peso, no mayor del 15 por ciento en peso, 0 no
mayor del 12 por ciento en peso. La muestra de fluido preliminar se puede preparar con el disacarido, al incluir
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disacarido en liquido de dilucién de muestra acuosa que se mezcla con material bioldgico de interés en la preparacion
de una muestra de fluido diluida. Por ejemplo, es comuln preparar una serie de diluciones de muestras de fluido
preparadas a diferentes factores de dilucién para la evaluacién por citometria de flujo. En el proceso de preparacion
de dicha muestra de fluido diluida, el liquido de dilucidon de muestra acuosa, tipicamente una solucién tampén acuosa,
puede incluir parte o la totalidad del disacarido que se va a incluir en la muestra de fluido tefiida final. En algunas
implementaciones, cuando dicho liquido de dilucién de muestra acuosa incluye disacarido, la concentracién de
disacarido en el liquido de dilucién de muestra acuosa puede ser de al menos el 1,5 por ciento en peso, al menos el 3
por ciento en peso, al menos el 4,5 por ciento en peso, o al menos el 6 por ciento en peso. En algunas
implementaciones, una concentracion de disacarido en el liquido de dilucién de muestra acuosa puede ser de hasta
el (no mayor del) 22,5 por ciento en peso, no mayor del 18 por ciento en peso, no mayor del 15 por ciento en peso, y
no mayor del 12 por ciento en peso. Cuando una muestra de fluido preliminar y/o un liquido de dilucion de muestra
acuosa comprende disacarido, un intervalo preferido para la concentracién del disacarido en la muestra de fluido
preliminar y/o el liquido de dilucién de muestra acuosa, para muchas implementaciones es del 4,5 por ciento en peso
al 15 por ciento en peso, cuyo intervalo es particularmente preferido cuando todo, o esencialmente todo, el disacarido
para el disacarido disuelto en el fluido tefiido deba proporcionarse en una muestra de fluido preliminar que luego se
tifie para preparar la muestra de fluido tefiida. Como se apreciara, debido a que una muestra de fluido preliminar
tipicamente se compondra de una gran mayoria de liquido de dilucion de muestra acuosa, la concentracién de
disacarido en una muestra de fluido preliminar puede tipicamente estar muy cercana de, y a factores de dilucién mas
grandes puede ser esencialmente igual a, la concentracion del disacarido en el liquido de diluciéon de muestra acuosa
utilizado para preparar una muestra de fluido preliminar.

En algunas implementaciones, parte o la totalidad del disacarido para el disacarido disuelto en la muestra de fluido
tefiida puede proporcionarse en la formulacién de colorante diluida en agua, en cuyo caso, en algunas
implementaciones, el diluyente liquido acuoso afiadido al primer medio liquido de la formulacién de colorante
concentrada puede incluir disacarido. En algunas implementaciones, cuando la formulacién de colorante diluida en
agua incluye disacarido, el disacarido puede estar presente en la formulacién de colorante diluida en agua a una
concentracién de al menos el 3 por ciento en peso, al menos el 6 por ciento en peso, al menos el 9 por ciento en peso,
o al menos el 12 por ciento en peso. En algunas implementaciones, una concentracién de disacarido en la formulacién
de colorante diluida en agua puede ser de hasta (no mayor del) el 45 por ciento en peso, no mayor del 36 por ciento
en peso, no mayor del 30 por ciento en peso, 0 no mayor del 24 por ciento en peso. En algunas implementaciones,
cuando el diluyente liquido acuoso para la preparacion de la formulacion de tincién incluye disacarido, el disacarido
puede estar presente en el diluyente liquido acuoso a una concentracion de al menos el 3 por ciento en peso, al menos
el 6 por ciento en peso, o al menos el 9 por ciento en peso, o al menos el 12 por ciento en peso. En algunas
implementaciones, una concentracion de disacarido en el diluyente liquido acuoso puede ser de hasta (no mayor del)
el 45 por ciento en peso, no mayor del 36 por ciento en peso, no mayor del 30 por ciento en peso, o no mayor del 24
por ciento en peso. Cuando una formulacién de colorante diluida en agua y/o de diluyente liquido acuoso comprende
disacarido, un intervalo preferido para la concentracion del disacarido en la formulacién de colorante diluida en agua
y/o en el diluyente liquido acuoso es del 9 por ciento en peso al 30 por ciento en peso, cuyo intervalo es particularmente
preferido cuando todo, o esencialmente todo, el disacarido para el disacarido disuelto en el fluido tefiido se va a
proporcionar en la formulacién de colorante diluida en agua. Como se apreciara, debido a que una formulacion de
colorante diluida en agua tipicamente estard compuesta por una gran mayoria de diluyente liquido acuoso, la
concentracién del disacarido en una formulacion de colorante diluida en agua puede estar tipicamente muy cerca de,
y a menudo esencialmente igual a, la concentracion del disacarido en el diluyente liquido acuoso utilizado para
preparar la formulacion de colorante diluida en agua.

En algunas implementaciones, todo el disacarido para el disacarido disuelto en la muestra de fluido tefiida puede
proporcionarse ya sea en una muestra de fluido preliminar a tefiir, en cuyo caso el disacarido puede ser de uno o mas
de un liquido de dilucién de muestra acuosa utilizado para preparar la muestra de fluido preliminar, o en una
formulacién de tincién diluida en agua, en cuyo caso el disacarido puede ser de uno o mas de un diluyente liquido
acuoso utilizado para preparar la formulacién de tincién diluida en agua. Como puede apreciarse, las concentraciones
de disacarido ilustrativas descritas anteriormente para usar en una muestra de fluido preliminar, liquido de dilucion de
muestra acuosa, formulacion de colorante diluida en agua, o diluyente liquido acuoso, segln sea el caso, pueden
corresponder a algunas implementaciones preferidas en las que todo el disacarido para el disacarido disuelto en la
muestra de fluido tefiida puede proporcionarse ya sea en una muestra de fluido preliminar, o en una formulacién de
colorante diluida en agua, que se mezcle con la muestra de fluido preliminar (preferiblemente, en una relacién de
volumen de la muestra de fluido preliminar a la formulacién de colorante diluida en agua de aproximadamente 2: 1)
para preparar la muestra de fluido tefiida que se someta a la citometria de flujo, aunque cuando se prepara una muestra
de fluido tefiida con una concentracién muy alta de disacarido disuelto, concentraciones incluso mas altas de
disacarido que se requeririan en una unica composicién de fluido precursor (p. €j., la formulacién de tincién diluida en
agua o la muestra de fluido preliminar) pueden, para fines practicos relacionados con los limites de solubilidad y/o
altas viscosidades de solucion para algunos disacaridos, llevar a la division de la alimentacion total de disacarido entre
multiples fluidos precursores (p. gj., tanto en una formulacién de tincion diluida en agua como en una muestra de fluido
preliminar).

En algunas otras implementaciones, una parte del disacarido para el disacarido disuelto para la muestra de fluido
tefiida puede proporcionarse en la muestra de fluido preliminar, y otra parte del disacarido para dicho disacarido
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disuelto en la muestra de fluido tefiida puede proporcionarse en la formulaciéon de colorante diluida en agua, ya sea
motivada o no por consideraciones practicas de procesamiento, como se indicé anteriormente. En tales otras
implementaciones, la concentracion del disacarido puede ser igual o diferente en la muestra de fluido preliminar y la
formulacién de tincién diluida en agua. Dichas concentraciones del disacarido en la muestra de fluido preliminar (y en
el liquido de dilucion de muestra acuosa) y en la formulacién de tincion diluida en agua (y en el diluyente liquido
acuoso) pueden, por ejemplo, cada una encontrarse en los intervalos de concentracion resumidos anteriormente para
la muestra de fluido preliminar y la formulacién de colorante diluida en agua, o pueden encontrarse en diferentes
intervalos ajustados a las proporciones relativas del disacarido proporcionadas en cada uno de ellos, siempre que las
cantidades combinadas del disacarido proporcionen la concentracion deseada del disacarido disuelto en la muestra
de fluido tefiida. Como ejemplo, la concentracién de disacarido en una o ambas de la muestra de fluido preliminar (y
del liquido de dilucién de muestra acuosa) y de la formulacién de tincion diluida en agua (y del diluyente liquido acuoso)
puede encontrarse en niveles de concentracién descritos anteriormente para la muestra de fluido tefiida, es decir, una
concentracién de disacarido de al menos el 1 por ciento en peso, al menos el 2 por ciento en peso, al menos el 3 por
ciento en peso, o0 al menos el 4 por ciento en peso y/o no superior al 15 por ciento en peso, no superior al 12 por ciento
en peso, no superior al 10 por ciento en peso, o no superior al 8 por ciento en peso. Ademas, toda o una parte del
disacarido para el disacarido disuelto en la muestra de fluido tefiida puede proporcionarse desde una fuente distinta
de una muestra de fluido preliminar o de una formulacién de colorante diluida en agua. Como se apreciara, en algunas
implementaciones, una muestra de fluido preliminar (y el liquido de dilucién de muestra acuosa utilizado para hacer la
muestra de fluido preliminar) y la formulacién de colorante diluida en agua (y el liquido de diluyente acuoso utilizado
para preparar la formulacién de colorante diluida en agua) pueden todos tener concentraciones de disacarido que sean
iguales, o aproximadamente iguales, que la concentracion final del disacarido disuelto en la muestra de fluido tefiida.

Se observa que el disacarido en una muestra de fluido preliminar (y el liquido de dilucién de muestra acuosa utilizado
para hacer la muestra de fluido preliminar) y en una formulacién de colorante diluida en agua (y el liquido diluyente
acuoso utilizado para preparar la formulacion de colorante diluida en agua), se disolvera tipicamente en liquido acuoso
de la composicién respectiva, aunque para mayor claridad de la descripcién, el término “disacarido disuelto” se usa
en la presente memoria principalmente en referencia al disacarido en la muestra de fluido tefiida.

Cada uno de la pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos puede incluirse en la composicion de colorante en
polvo seco en cantidades tales como para proporcionar una concentracion deseada para cada colorante fluorogénico
en la formulacion de colorante concentrada, y finalmente en la formulacién de colorante diluida en agua. En términos
de concentracién molar, la formulacién de colorante diluida en agua se puede preparar de manera que cada uno de la
pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos (incluyendo cada uno del primer colorante fluorogénico en el segundo
colorante fluorogénico) pueda tener independientemente una concentracion dentro de un intervalo que tenga un limite
inferior seleccionado del grupo que consiste en 0,1 micromoles por litro, 1 micromol por litro, 10 micromoles por litro,
y 100 micromoles por litro, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en 2500 micromoles por litro, 2000
micromoles por litro, 1500 micromoles por litro, y 1000 micromoles por litro. En términos de concentracién de peso a
volumen, la formulacién de colorante diluida en agua puede prepararse de manera que cada uno de la pluralidad de
diferentes colorantes fluorogénicos (incluyendo cada uno del primer colorante fluorogénico y el segundo colorante
fluorogénico) pueda tener independientemente una concentracién dentro de un intervalo que tenga un limite inferior y
seleccionado del grupo que consiste en 1 microgramo por mililitro, 10 microgramos por mililitro, 50 microgramos por
mililitro, y un limite superior seleccionado del grupo que consiste en 1000 microgramos por mililitro, 500 microgramos
por mililitro, y 250 microgramos por mililitro. Una concentracién de peso a volumen de cada uno de la pluralidad de
colorantes fluorogénicos (incluyendo cada uno del primer colorante fluorogénico y el segundo colorante fluorogénico)
en la formulacién de colorante concentrada, puede ser al menos 5 veces mayor, al menos 10 veces mayor, al menos
50 veces mayor, al menos 75 veces mayor, o al menos 100 veces mayor que una concentracion de peso a volumen
correspondiente en la formulacién de colorante diluida en agua.

El primer procesamiento preparatorio comprende preferiblemente, después de mezclar la composicién de colorante
en polvo seco con el primer medio liquido, lo que permite que la mezcla resultante se asiente durante un tiempo de
residencia (también denominado tiempo de incubacion) antes de diluir el primer medio liquido con el diluyente liquido
acuoso durante el segundo procesamiento preparatorio. El tiempo de residencia es preferiblemente al menos 6
minutos, mas preferiblemente al menos 7 minutos, incluso mas preferiblemente al menos 8 minutos, y aln mas
preferiblemente al menos 9 minutos. Tipicamente, el tiempo de residencia no necesita durar mas de 20 minutos, y
preferiblemente no mas de 15 minutos. Se prefiere un tiempo de residencia de aproximadamente 10 minutos para
algunas implementaciones.

El método puede realizarse para preparar un lote de la formulacién de colorante diluida en agua, que sea suficiente
para tefiir multiples muestras de fluido para preparar multiples muestras de fluido tefiidas para la evaluacion por
citometria de flujo, y preferiblemente todas estas muestras de fluido tefiidas se someterian a citometria de flujo dentro
de las 4 horas después de completar la preparacion de la formulacién de colorante diluida en agua. El método puede
incluir la preparacion de una pluralidad de muestras de fluido tefiidas, mediante el uso de diferentes alicuotas de la
formulacién de colorante diluida en agua. La citometria de flujo puede incluir alimentar, de cualquier manera
conveniente, la muestra de fluido tefiida al citmetro de flujo. Una pluralidad de tales muestras de fluido tefiidas con
un solo lote de la formulacién de colorante diluida en agua, se pueden disponer en una placa de multiples pocillos, y
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retirarse secuencialmente de la placa de multiples pocillos, y alimentarlas a un citémetro de flujo mediante un
muestreador automatico.

El citdmetro de flujo puede ser cualquier citbmetro de flujo configurado para evaluar particulas del tamafio de un virus
mediante deteccién y andlisis de respuestas de emision fluorescente de la pluralidad de colorantes fluorogénicos. El
citémetro de flujo puede ser de un tipo en el que la muestra de fluido tefiida fluya a través de la celda de flujo del
citémetro de flujo sin enfocar hidrodinamicamente la muestra de fluido tefiida con un fluido envolvente. Sin embargo,
en las implementaciones preferidas, el citdmetro de flujo es de un tipo en el que la muestra de fluido tefiida se enfoca
hidrodinamicamente con un fluido envolvente introducido alrededor de la muestra de fluido que fluye antes de la
introduccion de la muestra de fluido tefiida en la celda de flujo del citdmetro de flujo. En la celda de flujo, la muestra
de fluido tefiida, preferiblemente en un estado hidrodinamicamente enfocado, se somete a uno o mas estimulos para
estimular una respuesta de emision fluorescente de cada colorante fluorogénico (incluido el primer colorante
fluorogénico en el segundo colorante fluorogénico) cuando se une a una particula del tamafio de un virus no asociada
tefiida con dicho colorante fluorogénico, y detectar la firma de emisién fluorescente de cada uno de la pluralidad de
colorantes fluorogénicos. El uno o mas estimulos a los que se somete la muestra de fluido tefiida en la celda de flujo,
pueden incluir preferiblemente al menos una radiacion de excitacion. Dicha radiacion de excitacion puede ser de un
intervalo de longitud de onda suficiente para estimular la respuesta de emisién fluorescente de al menos uno, y
opcionalmente multiples, de la pluralidad de colorantes fluorogénicos cuando se unen a una particula del tamafio de
un virus. El uno o mas estimulos pueden incluir multiples radiaciones de excitacion diferentes que tengan diferentes
intervalos de longitud de onda, para estimular respuestas de emision fluorescentes de diferentes de la pluralidad de
colorantes fluorogénicos. En el procesamiento de citometria de flujo preferido, el caudal de la muestra de fluido tefiida,
y preferiblemente en un estado hidrodinamicamente enfocado, a través de la celda de flujo se mantiene a un caudal
muy bajo para mejorar la deteccion precisa de particulas del tamafio de un virus tefiidas, y preferiblemente tal caudal
de la muestra de fluido tefiida a través de la celda de flujo, se encuentra en un intervalo que tenga un limite inferior de
300 nanolitros por minuto, 600 nanolitros por minuto, u 800 nanolitros por minuto, y un limite superior de 6000
nanolitros por minuto, 3000 nanolitros por minuto, o0 2000 nanolitros por minuto, mas preferiblemente en un intervalo
de 600 nanolitros por minuto a 3000 nanolitros por minuto, mas preferiblemente en un intervalo de 600 nanolitros por
minuto a 2000 nanolitros por minuto. La citometria de flujo comprende preferiblemente detectar por separado cada
una de la pluralidad de diferentes firmas de emisién fluorescente de la pluralidad de colorantes fluorogénicos
diferentes, y correlacionar el tiempo de la deteccion de al menos una firma de emisién fluorescente de este tipo (p. ej.,
del primer colorante fluorogénico) y la deteccion de al menos otra firma de emisién fluorescente de este tipo (p. gj., del
segundo colorante fluorogénico), para determinar un evento de deteccion indicativo de una aparicién del paso a través
de la celda de flujo de una particula del tamafio de un virus no asociada tefiida, con cada uno de los tiempos en que
diferentes colorantes fluorogénicos para los que las firmas de emisién fluorescente se correlacionan en el tiempo (p.
ej., una particula del tamafio de un virus tefiida tanto con el primer colorante fluorogénico como con el segundo
colorante fluorogénico). Dicha correlacién de tiempo también puede usarse para identificar una aparicion de una
particula del tamafio de un virus que pase a través de la celda de flujo, que se tifia con uno de la pluralidad de
colorantes fluorogénicos (p. €j., tefiida con el segundo colorante fluorogénico) y no otro de la pluralidad de colorantes
fluorogénicos (p. €j., no tefiida con el primer colorante fluorogénico), por ejemplo, para identificar una particula de
tamario de un virus con un colorante fluorogénico adjunto unido de forma no especifica al contenido proteico, y no
estar unido a otro colorante fluorogénico para tincion no especifica de contenido de acido nucleico, indicativo de una
proteina que contiene particulas y que no contiene material genético. Un citémetro de flujo preferido configurado para
la evaluacion por citometria de flujo de particulas del tamafio de un virus tefiidas con fluorescencia, es el citémetro de
flujo Virus Counter® 3100.

También se describe un kit para particulas del tamafio de un virus no asociadas con tincion fluorescente con multiples
colorantes fluorogénicos para la evaluacion por citometria de flujo para particulas del tamafio de un virus no asociadas
en una muestra de fluido, comprendiendo el Kit:

una composicion de colorante en polvo seco en un primer recipiente sellado, comprendiendo la composicién de
colorante en polvo seco una mezcla en polvo seco de una pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos, teniendo
cada uno una firma de emision fluorescente diferente, y conteniendo cada uno al menos un grupo aromatico
susceptible a interacciones de apilamiento pi en medios liquidos acuosos, incluyendo la pluralidad de diferentes
colorantes fluorogénicos al menos un primer colorante fluorogénico con una primera firma de emisién fluorescente, y
un segundo colorante fluorogénico con una segunda firma de emision fluorescente que es diferente de la primera firma
de emisién fluorescente;

un primer medio liquido en un segundo recipiente sellado, comprendiendo el primer medio liquido dimetilsulféxido
(DMSO), y comprendiendo preferiblemente al menos el 34 por ciento en moles de DMSQ; y

un diluyente liquido acuoso en un tercer recipiente sellado; y

opcionalmente, con el primer recipiente sellado, el segundo recipiente sellado y el tercer recipiente sellado
empaquetados en un recinto de empaquetado comun.
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Los recipientes sellados del primer, segundo y tercer recipientes sellados pueden tener cualquier configuracion sellada,
por ejemplo, recipientes flexibles, botellas, viales o bandejas sellados. El kit puede tener miltiples de uno o més del
primer recipiente sellado, segundo recipiente sellado o tercer recipiente sellado. Por ejemplo, el kit puede tener una
pluralidad de diferentes partes de la composicién en polvo seco contenida en una pluralidad correspondiente de
diferentes primeros recipientes sellados. El recinto de empaquetado comun puede ser, por ejemplo, una caja, bolsa o
recipiente flexible. El kit puede incluir uno 0 mas reactivos u otros componentes ademas de la composicion de colorante
en polvo seco, el medio liquido que contiene DMSQ, y el diluyente liquido acuoso.

Un segundo aspecto de la presente invencién se orienta a una composicion de tincién fluorogénica para la tincién
fluorescente de particulas del tamafio de un virus no asociadas, con miltiples colorantes fluorogénicos para la
evaluacién por citometria de flujo para las particulas del tamafio de un virus no asociadas tefiidas, en una muestra de
fluido, comprendiendo la composicion de tincién fluorogénica:

una pluralidad de colorantes fluorogénicos diferentes que tienen cada uno una firma de emisién fluorescente diferente
y cada una contiene al menos un grupo aromatico susceptible a apilamiento pi, incluyendo la pluralidad de diferentes
colorantes fluorogénicos al menos un primer colorante fluorogénico con una primera firma de emisién fluorescente, y
un segundo colorante fluorogénico con una segunda firma de emision fluorescente que es diferente de la primera firma
de emisién fluorescente; y

un medio liquido acuoso en el que se disuelven la pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos, comprendiendo
el medio liquido acuoso un disacarido disuelto en el medio liquido acuoso.

La descripcion proporcionada en la presente memoria se realiza principalmente en el contexto de procesos y
composiciones que usan DMSO en un primer medio liquido para disolver colorantes fluorogénicos de una composicién
de colorante en polvo seco, para preparar una formulacion de colorante concentrada, y preparar la formulacién de
colorante diluida en agua durante el segundo procesamiento preparatorio para incluir DMSO como componentes
minoritarios, pero a una concentracion significativa. Dicho procesamiento, kits para facilitar dicho procesamiento, y
composiciones preparadas y sometidas a la citometria de flujo después de dicho procesamiento, son generalmente
implementaciones preferidas del objeto de esta descripcién.

También se describe un método para la evaluacién por citometria de flujo de una muestra de fluido para particulas del
tamafio de un virus no asociadas tefiidas con muiltiples colorantes fluorogénicos susceptibles a interacciones de
apilamiento pi en liquidos acuosos, comprendiendo el método:

el primer procesamiento preparatorio para preparar una formulaciéon de colorante concentrada con una pluralidad de
diferentes colorantes fluorogénicos, cada uno con una firma de emision fluorescente diferente, y conteniendo cada
uno al menos un grupo aromatico susceptible a interacciones de apilamiento pi en liquidos acuosos, comprendiendo
el primer procesamiento preparatorio disolver los colorantes fluorogénicos en un primer medio liquido de una
composicién de colorante en polvo seco con una mezcla en polvo seco de la pluralidad de diferentes colorantes
fluorogénicos, en donde el primer medio liquido comprende un componente liquido organico y la pluralidad de
diferentes colorantes fluorogénicos incluye al menos un primer colorante fluorogénico con una primera firma de emisién
fluorescente y un segundo colorante fluorogénico con una segunda firma de emisién fluorescente diferente de la
primera firma de emision fluorescente;

después del primer procesamiento preparatorio, el segundo procesamiento preparatorio, mientras que los colorantes
fluorogénicos permanecen en solucién para preparar una formulacién de colorante diluida en agua que comprende la
pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos disueltos en un medio liquido acuoso, comprendiendo el segundo
procesamiento preparatorio diluir el primer medio liquido con diluyente liquido acuoso;

preparar una muestra de fluido tefiido para la evaluacién por citometria de flujo, que comprende mezclar al menos una
parte de la formulacién de colorante diluida en agua, con una muestra de material biolégico a evaluar por citometria
de flujo para detectar la presencia de particulas del tamafio de un virus no asociadas; y

después de la preparacion, someter la muestra de fluido tefiida a citometria de flujo en un citdmetro de flujo para
detectar y contar las apariciones de las particulas del tamafio de un virus no asociadas tefiidas con tanto el primer
colorante fluorogénico como el segundo colorante fluorogénico;

en donde la muestra de fluido tefiida, como se preparé durante la preparacién, comprende un disacarido disuelto.
También se describe un kit para particulas del tamafio de un virus no asociadas con tincion fluorescente con multiples
colorantes fluorogénicos para la evaluacion por citometria de flujo para particulas del tamafio de un virus no asociadas
en una muestra de fluido, comprendiendo el Kit:

una composicion de colorante en polvo seco en un primer recipiente sellado, comprendiendo la composicién de

colorante en polvo seco una mezcla en polvo seco de una pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos, teniendo
cada uno una firma de emision fluorescente diferente, y conteniendo cada uno al menos un grupo aromatico
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susceptible a interacciones de apilamiento pi en medios liquidos acuosos, incluyendo la pluralidad de diferentes
colorantes fluorogénicos al menos un primer colorante fluorogénico con una primera firma de emisién fluorescente, y
un segundo colorante fluorogénico con una segunda firma de emision fluorescente que es diferente de la primera firma
de emisién fluorescente;

un primer medio liquido en un segundo recipiente sellado, comprendiendo el primer medio liquido un liquido organico,
en donde la pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos son solubles en el primer medio liquido para su
reconstitucién en forma liquida para usar en la tincion;

un diluyente liquido acuoso en un tercer recipiente sellado, para diluir el primer medio liquido después de la pluralidad
de diferentes colorantes fluorogénicos disueltos en el mismo;

un liquido de dilucién de muestra acuosa para preparar muestras de fluido diluidas, con material biologico a tefiir para
la evaluacion por citometria de flujo, teniendo el liquido de dilucion de muestra acuosa una composicion diferente a la
del diluyente liquido acuoso y conteniéndose en un cuarto recipiente sellado; y

un disacarido a disolverse en liquido acuoso de muestras de fluido tefiidas; y

opcionalmente con el primer recipiente sellado, el segundo recipiente sellado, el tercer recipiente sellado y el cuarto
recipiente sellado empaquetados en un recinto de empaquetado comun.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama de bloques de proceso generalizado, que ilustra una realizacion de un método de esta
descripcién para la evaluacién por citometria de flujo de una muestra de fluido para particulas del tamafio de un virus
no asociadas tefiidas con multiples colorantes fluorogénicos susceptibles a interacciones de apilamiento pi en liquido
acuoso.

La Figura 2 ilustra una realizacion del funcionamiento de un citbmetro de flujo para realizar una evaluacién por
citometria de flujo en una muestra de fluido tefiida para particulas del tamafio de un virus, como parte de un método
de esta descripcion.

La Figura 3 ilustra una realizacion de un kit de esta descripcion para particulas del tamafio de un virus no asociadas
con tincién fluorescente con multiples colorantes fluorogénicos, para la evaluacién por citometria de flujo para las
particulas del tamafio de un virus no asociadas.

La Figura 4 es un grafico de la concentracion de particulas de virus medida frente al factor de dilucién de la muestra
para los resultados de la citometria de flujo para muestras de baculovirus tefiidas mediante el uso de formulaciones
de colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso de DMSO o acetonitrilo en el Ejemplo 2.

La Figura 5 es un grafico de la concentracion de particulas de virus medida frente al factor de dilucion de la muestra
para los resultados de la citometria de flujo para las muestras del virus de la influenza a/Hong Kong/8/1968, tefiidas
mediante el uso de formulaciones de colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso de DMSO o acetonitrilo
en el Ejemplo 2.

La Figura 6 es un grafico de la concentracion de particulas de virus medida frente al factor de dilucion de la muestra
para los resultados de la citometria de flujo, los resultados de las muestras del virus de la influenza B/Brisbane/60/2008,
tefiidas mediante el uso de formulaciones de colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso de DMSO o
acetonitrilo en el Ejemplo 2.

La Figura 7 es un grafico de la concentracion de particulas de virus medida frente al factor de dilucion de la muestra
para los resultados de la citometria de flujo para las muestras del Herpes Simplex Virus-1, tefiidas mediante el uso de
formulaciones de colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso DMSO o acetonitrilo en el Ejemplo 2.

La Figura 8 es un grafico de la concentracion de particulas de virus medida frente al factor de dilucion de la muestra
para los resultados de la citometria de flujo para muestras del virus Cowbone Ridge, tefiidas mediante el uso de
formulaciones de colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso de DMSO o acetonitrilo en el Ejemplo 2.

La Figura 9 es un grafico de la concentracion de particulas de virus medida frente al factor de dilucion de la muestra
para los resultados de la citometria de flujo para muestras del lentivirus, tefiidas mediante el uso de formulaciones de
colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso de DMSO o acetonitrilo en el Ejemplo 2.

La Figura 10 es un grafico de la concentracion de virus medida para los resultados de la citometria de flujo de muestras

del baculovirus tefiidas mediante el uso de formulaciones de colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso
de DMSOQ de un recipiente de almacenamiento después de aberturas sucesivas en el Ejemplo 6.
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La Figura 11 es un grafico de la concentracion de virus medida para los resultados de la citometria de flujo de muestras
del baculovirus tefiidas mediante el uso de formulaciones de colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso
de DMSOQ de un recipiente de almacenamiento después de aberturas sucesivas en el Ejemplo 6.

La Figura 12 es un grafico de la concentracion de virus medida para los resultados de la citometria de flujo de muestras
del baculovirus tefiidas mediante el uso de formulaciones de colorante diluidas en agua preparadas mediante el uso
de DMSQO después de la exposicién en un entorno himedo para diferentes periodos de tiempo en el Ejemplo 6.

La Figura 13 es un grafico del recuento de la concentracién de particulas de virus para pruebas de citometria de flujo
en el Ejemplo 6.

La Figura 14 es un diagrama de bloques de proceso generalizado, que ilustra otra realizacién de un método de esta
descripcién, para la evaluacion por citometria de flujo de una muestra de fluido para particulas del tamafio de un virus
no asociadas tefiidas con multiples colorantes fluorogénicos susceptibles a interacciones de apilamiento pi en liquido
acuoso.

La Figura 15 ilustra otra realizacion de un kit de esta descripcién para particulas del tamafio de un virus no asociadas
con tincién fluorescente con multiples colorantes fluorogénicos para la evaluacién por citometria de flujo para las
particulas del tamafio de un virus no asociadas.

Descripcion detallada

Se hace referencia a la Figura 1 con un diagrama de flujo de bloques de proceso generalizado que ilustra una
realizacién de un método de esta descripcién para la evaluacion por citometria de flujo de la muestra de fluido para
particulas del tamafio de un virus no asociadas tefiidas con multiples colorantes fluorogénicos susceptibles a
apilamiento pi en liquidos acuosos. El procesamiento ilustrado en la Figura 1 incluye el primer procesamiento
preparatorio 102 para preparar una formulacién 104 de colorante concentrada de materias primas que incluyen una
composicion 106 de colorante en polvo seco y un primer medio liquido 108, que en este ejemplo se ha preparado
previamente para incluir al menos una mayoria por moles de DMSQO. Segun un método de esta descripcion, la
composicion 106 de colorante en polvo seco incluye una mezcla en polvo seco de una pluralidad de diferentes
colorantes fluorogénicos, cada uno con una firma de emisién fluorescente diferente y cada uno contiene al menos un
grupo aromatico susceptible a las interacciones de apilamiento pi en liquido acuoso. Durante el primer procesamiento
preparatorio 102, la composicion 106 de colorante en polvo seco se combina y mezcla con el primer medio liquido 108
para disolver una pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos de la composiciéon 106 de colorante en polvo seco
en el primer medio liquido 108. Disolver los colorantes fluorogénicos de la mezcla en polvo seco de la forma en polvo
seco en el primer medio liquido 108 se puede asistir por medios mecanicos, tales como mediante agitacion, sacudida,
agitacién con vortex, o centrifugaciéon de la mezcla. Como se apreciara, la composicién 106 de colorante en polvo seco
incluird al menos dos colorantes fluorogénicos diferentes con diferentes firmas de emisién fluorescente, pero la
composicion 106 de colorante en polvo seco puede incluir mas de dos colorantes fluorogénicos diferentes que tengan
cada uno una firma de emisién fluorescente diferente con respecto a la firma de emisién fluorescente de cada uno de
los otros colorantes fluorogénicos. En una alternativa de procesamiento preferida, un primer colorante fluorogénico es
un colorante para la tincion no especifica de acido nucleico. La formulacion 104 de colorante concentrada resultante
del primer procesamiento preparatorio incluye la pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos disueltos en el
primer medio liquido 108. En el procesamiento ilustrativo mostrado en la Figura 1, el primer medio liquido 108 se ha
preparado previamente a una composicién deseada, sin embargo, en un procesamiento alternativo, cuando el primer
medio liquido incluye uno o mas componentes diferentes de DMSO, dicho primer medio liquido puede prepararse in
situ durante el primer procesamiento preparatorio 102 a través de la mezcla de miltiples tales componentes (p. €j.,
mezclar DMSO con solucién tampoén acuosa y/u otro disolvente organico) antes o después de mezclarse con la
composicion 106 de colorante en polvo seco.

El procesamiento ilustrado en la Figura 1 incluye, después del primer procesamiento preparatorio 102, el segundo
procesamiento preparatorio 110 para preparar una formulacion 112 de colorante diluida en agua, con la pluralidad de
diferentes colorantes fluorogénicos de la formulacién 104 de colorante concentrada disuelta en un medio liquido
acuoso. Es importante destacar que, durante el segundo procesamiento preparatorio, la pluralidad de colorantes
fluorogénicos en la formulacion 104 de colorante concentrada permanece en solucién mientras dura el segundo
procesamiento preparatorio. En otras palabras, durante el segundo procesamiento preparatorio 110, dichos colorantes
fluorogénicos no se precipitan, ni siquiera temporalmente, durante el segundo procesamiento preparatorio 110, y el
medio liquido en el que se disuelven los colorantes fluorogénicos se convierte del primer medio liquido, preferiblemente
un medio liquido organico, a la formulacién 112 de colorante diluida en agua, mientras que los colorantes fluorogénicos
permanecen en un estado disuelto. Como se muestra en la Figura 1, se proporciona un diluyente 114 liquido acuoso
(p. €j., solucién tampon acuosa) al segundo procesamiento preparatorio 110, y se mezcla con la formulacion 104 de
colorante concentrada, para diluir el primer medio liquido 108 con el diluyente 114 liquido acuoso hasta un grado en
el que después del segundo procesamiento preparatorio 110 el medio liquido en el que se disuelven los colorantes
fluorogénicos se garantice que sea de naturaleza acuosa, en otras palabras, se compone de al menos una mayoria
por moles de agua, preferiblemente con una relacién en peso de agua a DMSO de al menos 10:1, o tal relaciéon mas
grande de peso seglin se expuso anteriormente para algunas implementaciones cuando la formulacién 112 de
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colorante diluida en agua deba incluir una relacion de peso relativamente grande de agua a DMSQ, y de otra manera
con una relacion menor de peso de agua a DMSQ para algunas otras implementaciones cuando la formulacién 112
de colorante diluida en agua deba incluir una mayor concentracién de DMSO, como se expuso anteriormente. El
mezclado del diluyente 114 liquido acuoso con la formulacidon de colorante concentrada sigue preferiblemente un
tiempo de retencién o incubacién adecuada, después de mezclar la composicién de colorante 106 en polvo seco con
el medio 108 liquido organico. En el procesamiento que se muestra en la Figura 1, el diluyente liquido acuoso se
muestra como una sola adicién, sin embargo, el diluyente liquido acuoso puede en realizaciones alternativas incluir
multiples adiciones de diferentes alineaciones de diluyente liquido acuoso, que pueden o no tener cada una la misma
composicion. Cuando la formulacién 112 de colorante diluida en agua incluye una concentracion mayor de DMSO,
como se expuso anteriormente, se puede proporcionar DMSO ademas de la incluida en el primer medio liquido 108,
por ejemplo, como un componente molar minoritario en el diluyente 114 liquido acuoso.

Con referencia continua a la Figura 1, la realizacién del método ilustrativo incluye el procesamiento para preparar una
muestra 116 de fluido tefiida para la evaluacién por citometria de flujo. Una muestra 120 de fluido tefiida resultante
esta entonces lista para la evaluacion por citometria de flujo. Durante el procesamiento para preparar una muestra
116 de fluido tefiida, al menos una parte de la formulacién 112 de colorante diluida en agua se mezcla con una muestra
de material bioldégico 118, para evaluarse mediante citometria de flujo para detectar la presencia de particulas del
tamarfio de un virus no asociadas. La muestra de material biolégico 118 puede estar de manera conveniente en forma
de una composicion fluida con material biolégico a investigar disuelta o suspendida en un liquido acuoso (p. €j.,
solucién tampdn acuosa). Dicha composicion fluida puede ser el resultado del procesamiento previo para purificar y
preparar el material biolégico a investigar, en una forma lista para la evaluacién por citometria de flujo, excepto para
tefiir el material. Como se apreciara, la formulacién 112 de colorante diluida en agua se puede preparar como un lote
de tamafio suficiente para proporcionar multiples alicuotas para tefiir multiples muestras de material biolégico para la
evaluacién por citometria de flujo, en cuyo caso el procesamiento de preparacion de una muestra 116 de fluido tefiida
puede realizarse en una pluralidad de distintas muestras de material biolégico 118 mediante el uso de diferentes
alicuotas de la formulacién 112 de colorante diluida en agua, para preparar una pluralidad de muestras 120 de fluido
tefiidas.

Como se muestra adicionalmente en la Figura 1, la realizacién ilustrativa ilustrada incluye el procesamiento para
someter una muestra de fluido tefiida a la citometria 122 de flujo. Durante este procesamiento, la muestra 120 de fluido
tefiida se introduce y procesa a través de un citémetro de flujo para la evaluacién por citometria de flujo para detectar
la presencia de particulas del tamafio de un virus no asociadas objetivo, y para detectar y contar las apariciones del
virus al menos de particulas de tamario de un virus no asociadas tefiidas con multiples colorantes fluorogénicos (p.
ej., un primer colorante fluorogénico para la tincion de acido nucleico no especifica, y un segundo colorante
fluorogénico para la tincion de proteinas no especifica). Durante la evaluacion por citometria de flujo, un flujo controlado
de la muestra 120 de fluido tefiida se somete en una celda de flujo del citbmetro de flujo, a uno o mas estimulos de
excitacion, tales como luz de uno o mas laseres, para provocar la respuesta de emision fluorescente respectiva de
cada colorante fluorogénico con el que se tifia una particula que pase a través del citémetro de flujo. La luz proveniente
de la celda de flujo se detecta mediante uno o méas detectores de luz para identificar la presencia de una respuesta de
emision fluorescente de cada uno de dichos colorantes fluorogénicos. La deteccidon simultanea de multiples respuestas
de emision fluorescente diferentes indica el paso de una particula tefiida con los multiples diferentes colorantes
fluorogénicos, y tal deteccion simultanea puede contarse como una aparicion de una particula del tamafio de un virus
tefiida con propiedades indicadas por dichos multiples colorantes fluorogénicos. Las respuestas de emisiéon
fluorescente de los colorantes fluorogénicos pueden detectarse por separado mediante fotodetectores independientes,
cada uno configurado para la deteccién de la firma de emision fluorescente especifica del colorante fluorogénico
objetivo. Las firmas de emisién fluorescente detectada pueden procesarse mediante un sistema de analisis de datos
para identificar eventos de deteccion indicativos de una particula del tamafio de un virus tefiida con el colorante
fluorogénico respectivo, y para contar y determinar una concentracién de tales particulas del tamafio de virus.

Como puede apreciarse, el procesamiento ilustrativo ilustrado en la Figura 1 puede incluir el procesamiento
preparatorio antes del primer procesamiento preparatorio 102. De manera similar, cada uno del primer procesamiento
preparatorio 102, el segundo procesamiento preparatorio 110 y el procesamiento para preparar una muestra 116 de
fluido tefiida, puede incluir multiples subpasos, que pueden incluir el procesamiento ademas del descrito anteriormente
en la preparacion de la formulacion 104 de colorante concentrada, en la preparacion de la formulacién 112 de colorante
diluida en agua, o en la preparacién de la muestra 120 de fluido tefiida que se someta a citometria de flujo. Como
ejemplo, durante el procesamiento para preparar una muestra 116 de fluido tefiida, pueden afiadirse formulaciones de
tincion adicionales a la muestra 112 de fluido ademas de la composicién de colorante 114 en polvo seco, por ejemplo
para afiadir por separado una tincién de fluoréforo, que puede mezclarse en la muestra de fluido en forma de una
formulacién liquida de tincion. Dicha tincién de fluoréforo puede, por ejemplo, ser una tincidon de anticuerpos
fluorescente con una molécula de tincién fluorescente conjugada con un anticuerpo especifico para unirse a un epitopo
dirigido en una particula del tamafio de un virus dirigida. Dicha tincién de anticuerpos fluorescente puede ser, por
ejemplo, de un tipo como se describe en la solicitud de patente nimero "US-15/558.107", en la actualidad emitida
como patente n.°"US-10.161.850", y la publicacion de solicitud de patente correspondiente "US-2018/0052163 A1".
Dicha tincion de anticuerpos fluorescente puede tener una firma de respuesta de emision diferente a cada uno de los
colorantes fluorogénicos, y puede detectarse en un canal de fotodeteccion separado del citémetro de flujo.
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Con referencia continua a la Figura 1, cuando la muestra 120 de fluido tefiida se prepara para que contenga disacarido
disuelto, parte o todo el disacarido puede incluirse en el diluyente 114 liquido acuoso utilizado en el segundo
procesamiento preparatorio 110 y/o en una muestra de fluido preliminar que contiene el material biolégico 118 al que
se afiade la formulacion 112 de colorante diluida en agua, para preparar la muestra 120 de fluido tefiida. En una
variacion del procesamiento que se muestra en la Figura 1, cuando la muestra 120 de fluido tefiida incluye disacarido
disuelto, el primer procesamiento preparatorio 102 y el segundo procesamiento preparatorio 110 pueden realizarse
mediante el uso de uno o mas componentes liquidos organicos diferentes de DMSQ, aunque se prefiere el uso de
DMSOQO, como se describié anteriormente. Por ejemplo, el primer medio liquido 108 puede incluir uno o mas
componentes liquidos organicos (p. ej., acetonitrilo) en lugar de DMSQ, y si el diluyente 114 liquido acuoso incluye
como componente molar minoritario un componente o componentes liquidos organicos, dichos componentes o
componentes liquidos organicos pueden ser diferentes de DMSO (p. gj., acetonitrilo).

Ahora se hace referencia a la Figura 14, que muestra un diagrama de flujo de bloques de proceso generalizado, que
ilustra otra realizacién de un método de esta descripcion. El procesamiento ilustrado en la Figura 14 es el mismo que
el ilustrado en la Figura 1, excepto que también incluye un paso 150 para preparar una muestra de fluido preliminar
que contiene el material biolégico 118, al que se afiade la muestra de fluido preliminar, la formulacién 112 de colorante
diluida en agua, durante el paso 116 para preparar la muestra 120 de fluido tefiida. Como se muestra en la Figura 14,
en el paso 150 para preparar una muestra de fluido preliminar, una composicion preliminar 152 que contiene el material
bioldgico se diluye con un liquido 154 de diluciéon de muestra acuosa, para preparar la muestra de fluido preliminar
que contiene el material bioldgico 108 que luego se procesa en el paso 116 para preparar la muestra 120 de fluido
tefiida. Cuando la muestra 120 de fluido tefiida se prepara para incluir disacarido disuelto; parte o la totalidad del
disacarido para su inclusion en la muestra 120 de fluido tefiida se puede proporcionar en el liquido 154 de dilucién de
muestra acuosa.

Ahora se hace referencia a la Figura 2, que ilustra un ejemplo de deteccidén de particulas del tamafio de un virus
tefiidas con multiples colorantes fluorogénicos, durante citometria de flujo, por ejemplo, durante el procesamiento para
someter la muestra 120 de fluido tefiida a citometria de flujo en el paso 122 ilustrada en la Figura 1, y analizada
anteriormente. La Figura 2 muestra componentes parciales de un citémetro 128 de flujo, que incluye una celda 130 de
flujo y un sistema 138 de deteccion y analisis de luz. Como se muestra en la Figura 2, un flujo de dicha muestra 120
de fluido tefiida, a través de la celda 130 de flujo, se somete en la celda 130 de flujo a la radiacién 134 de excitacion
desde una fuente de luz (no mostrada) del citometro 128 de flujo. Dicha fuente de luz puede ser, por ejemplo, un laser,
un LED u otra fuente de luz. Como se ilustra en la Figura 2, la muestra 120 de fluido tefiida incluye particulas 124 del
tamario de un virus, y la muestra de fluido tefiida se muestra fluyendo a través de una celda 130 de flujo de un citbmetro
de flujo, en la direccion de la flecha 135 de flujo. En el ejemplo ilustrado en la Figura 2, la muestra 120 de fluido tefiida
se ha centrado hidrodinamicamente con un fluido envolvente 136, antes de su introduccién en la celda 130 de flujo.
Como se ilustra en la Figura 2, el fluido envolvente 136 se muestra como un fluido distinto con respecto a la muestra
120 de fluido tefiida. Como puede apreciarse, la diferenciacién entre dicho fluido envolvente 136 y la muestra 120 de
fluido tefiida, puede no ser tan clara como se ilustra en la Figura 2. El sistema 138 de detector y analisis de luz en la
Figura 2, se ilustra para incluir dos fotodetectores para detectar por separado intervalos de longitud de onda de
radiacion asociados con las diferentes firmas de emision fluorescente de dos colorantes fluorogénicos diferentes, como
consecuencia de la excitacién por la radiacion 134 de excitacion. La Figura 2 también muestra un primer grafico 142
de series de tiempo con una salida ilustrativa (C1) de un primer fotodetector que detecta la respuesta de emisién
fluorescente de una primer colorante fluorogénico tifiiendo una particula 124 del tamafio de un virus, y un segundo
grafico 144 de series de tiempo con una salida ilustrativa (C2) de un segundo fotodetector que detecta la respuesta
de emisién fluorescente de un segundo colorante fluorogénico tifilendo una particula 124 del tamafio de un virus. Los
graficos 142 y 144 de series de tiempo son graficos de la tensién proveniente del fotodetector respectivo frente al
tiempo, y con los picos de tension indicados en los tiempos t1, t2 y 3, lo que indica la deteccion de dicha particula 124
del tamario de un virus tefiida con un colorante fluorogénico. En este ejemplo, un primer colorante fluorogénico puede
ser un colorante fluorogénico para acido nucleico no especifico, y un segundo colorante fluorogénico puede ser un
colorante fluorogénico para la tincién de proteinas no especifica. El segundo grafico 144 de series de tiempo se ilustra
con tres picos de tension en los tiempos t1, t2 y t3, indicativos del paso a través de la celda 130 de flujo de tres
particulas 124 del tamafio de un virus con el segundo contenido proteico de tincion de colorante fluorogénico de tales
particulas 124 del tamafio de un virus. El primer grafico 142 de series de tiempo se ilustra con un pico de tension en
el tiempo t2, indicativo del paso a través de la celda 130 de flujo de una particula 124 del tamafio de un virus con el
primer contenido de colorante fluorogénico con tincién de acido nucleico de dicha particula 124 del tamafio de un virus.
La coincidencia en el tiempo t2 de un pico de tensién tanto en el primer grafico 142 de serie de tiempo como en el
segundo grafico 144 de serie de tiempo, indica el paso a través de la celda 130 de flujo de una particula 124 del
tamafio de un virus que contiene tanto contenido de acido nucleico como contenido proteico, por ejemplo, tal como
puede ser el caso de una particula de virus intacta, o viridn. La aparicion de picos de tensién en t1 y t3 en el segundo
grafico 144 de series de tiempo sin picos de tension correspondientes en el primer grafico 142 de series de tiempo,
indica el paso a través de la celda de flujo de particulas 124 del tamafio de un virus, incluyendo el contenido proteico,
y no incluyendo el contenido de acido nucleico, tal como puede ser el caso de una particula similar a un virus, exosoma
o fragmento de particula, incluyendo contenido proteico, pero no incluyendo material genético. En realizaciones
alternativas, el sistema 138 de detector y analisis de luz puede incluir fotodetectores para detectar firmas de emision
fluorescente de mas de dos colorantes fluorogénicos diferentes, y/o para detectar una o mas tinciones de anticuerpos
fluorescentes, indicativas de la presencia de un epitopo particular en una particula del tamafio de un virus objetivo.
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Aunque el citometro 128 de flujo se ilustra como que incluye una uUnica fuente de luz que proporciona una Unica
radiacion 134 de excitacion para estimular multiples respuestas de emisién fluorescente diferentes de diferentes
colorantes fluorogénicos, dicho citémetro 128 de flujo puede incluir multiples fuentes de luz diferentes, cada una de
las cuales proporciona una radiacién de excitacién diferente en un intervalo de longitud de onda diferente, donde las
respuestas de emision fluorescente de diferentes colorantes fluorogénicos y/o tinciones de anticuerpos, se estimulan
mediante diferentes intervalos de longitud de onda de radiacion de excitacion. Ademas, aunque el procesamiento en
la Figura 2 se muestra mediante el uso de una muestra 120 de fluido tefiida hidrodinamicamente, dicho fluido tefiido
120 puede procesarse, de manera alternativa, a través de un citdmetro de flujo en el que las muestras no se enfoquen
hidrodinamicamente, aunque se prefieren los sistemas enfocados hidrodinamicamente. En una operacion preferida,
un caudal de la muestra 120 de fluido tefiida enfocada hidrodinamicamente a través de la celda 130 de flujo, puede
ser muy bajo, preferiblemente de 6000 nanolitros por minuto o inferior, mas preferiblemente de 3000 nanolitros por
minuto o inferior, mas preferiblemente en un intervalo que tenga un limite inferior de 300 nanolitros por minuto, 600
nanolitros por minuto, u 800 nanolitros por minuto, y un limite superior de 6000 nanolitros por minuto, 3000 nanolitros
por minuto, o 2000 nanolitros por minuto, intervalo que es preferiblemente de 600 nanolitros por minuto a 3000
nanolitros por minuto, y es alin mas preferiblemente de 600 nanolitros por minuto a 2000 nanolitros por minuto.

Ahora se hace referencia a la Figura 3, que ilustra una realizacién ilustrativa de un kit 200 que incluye una pluralidad
de primeros recipientes sellados en forma de viales sellados 202, conteniendo cada uno una composicién en polvo
seco con una mezcla en polvo seco de una pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos, teniendo cada uno una
firma de emision fluorescente diferente, y conteniendo cada uno contiene al menos un grupo aromatico susceptible a
interacciones de apilamiento pi en medios liquidos acuosos. Cada vial sellado 202 puede incluir una cantidad de la
composicion en polvo seco para preparar una formulacién de tincién diluida en agua, suficiente para tefiir una serie de
muestras de fluidos para procesarse simultaneamente para la evaluacién por citometria de flujo. La composicion en
polvo seco y los colorantes fluorogénicos en la composicién en polvo seco, pueden tener cualquiera o cualquier
combinacion de las caracteristicas descritas anteriormente. Como se muestra en la Figura 3, la pluralidad de viales
sellados 202 dentro del kit 200 son por conveniencia de la fabricacion y envasado contenido dentro de una bolsa 204.
El kit 200 incluye un segundo recipiente sellado en forma de una primera botella sellada 206 que contiene un primer
medio liquido que comprende preferiblemente al menos el 34 por ciento en moles de DMSO, y mas preferiblemente
una mayoria en moles de DMSO. El primer medio liquido se proporciona en una cantidad suficiente para proporcionar
alicuotas del primer medio liquido para usar para preparar lotes de formulacién de colorante concentrados, para toda
la composicién en polvo seco en los viales 202. El primer medio liquido puede tener cualquiera o cualquier combinacion
de las caracteristicas descritas anteriormente. El primer medio liquido puede formularse para usar directamente para
mezclarse con y disolver los colorantes fluorogénicos de la composicién en polvo seco durante el primer procesamiento
preparatorio, o formularse para mezclarse con uno o mas componentes adicionales (p. €j., tampon acuoso y/u otro
liquido disolvente organico) para preparar una mezcla de medio liquido para usar como primer medio liquido final para
disolver los colorantes fluorogénicos durante el primer procesamiento preparatorio. El kit 200 también incluye un tercer
recipiente sellado en forma de una segunda botella sellada 208 que contiene diluyente liquido acuoso, por ejemplo,
en forma de solucién tampén acuosa, en cantidad suficiente para proporcionar alicuotas del diluyente liquido acuoso
para usar para preparar lotes de formulacién de colorante diluida en agua, para toda la composicién en polvo seco en
los viales 202. La solucién tampén puede tener cualquiera o cualquier combinacion de las caracteristicas descritas
anteriormente. El kit 200 incluye los viales 202 dentro de la bolsa 204, la primera botella 206 y la segunda botella 208,
empaquetados todos en un recinto 210 de empaque comun, por ejemplo, una caja o bolsa de empaque comun. En
implementaciones alternativas, el kit 200 puede incluir dentro del recinto 210 de empaque comuin, uno o mas
componentes ademas de los ilustrados en la Figura 3 y expuestos anteriormente. Con referencia continua a la Figura
3, cuando la muestra de fluido tefiida a preparar con el kit 200 es para incluir disacarido disuelto, parte o la totalidad
de dicho disacarido puede incluirse en el diluyente liquido acuoso en la segunda botella sellada 208 y/o en otro
componente reactivo (p. gj., liquido de dilucién de muestra acuosa) que pueda incluirse con el kit 200 o proporcionarse
por separado del kit 200. Ahora se hace referencia a la Figura 15, que ilustra otra realizacién ilustrativa de un kit 220.
Como se ilustra en la Figura 15, el kit 220 incluye los viales sellados 202, la bolsa 204, la primera botella sellada 2086,
la segunda botella sellada 208 y el recinto 210 de empaque comun, como se ilustra y describe en relacién con la Figura
3. Ademas, el kit 220 incluye un cuarto recipiente sellado en forma de una tercera botella sellada 222 que contiene
liquido de dilucién de muestra acuosa para preparar una muestra de fluido diluida, por ejemplo, para preparar una
serie de diluciones de muestras de fluidos con el material biolégico diluido en diferentes factores de dilucién para la
evaluacién por citometria de flujo. Tal liquido de dilucion de muestra acuosa puede ser, por ejemplo, una solucion
tampon acuosa. Cuando se va a usar el kit para preparar muestras de fluido tefiidas que incluyen disacarido disuelto,
parte o todo el disacarido que se incluira en las muestras de fluido tefiida puede incluirse en el diluyente liquido acuoso
en la segunda botella sellada 208 y/o en el liquido de dilucién de la muestra acuosa en la tercera botella sellada 222.

En cada una de las realizaciones 200 y 220 de Kits ilustrativos ilustradas en las Figuras 3 y 15, respectivamente,
cuando el kit respectivo se va a usar para preparar muestras de fluido tefiidas que incluyan disacarido disuelto, en una
variacion del kit el primer medio liquido en la primera botella sellada 206 puede estar libre de DMSQ, y puede incluir
en su lugar uno u otros componentes liquidos organicos alternativos (p. gj., acetonitrilo).
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Ejemplos

Los kits de reactivos Combo Dye® (Sartorius Stedim Biotech) incluyen consumibles para usar para tefiir muestras de
fluido con miltiples colorantes fluorogénicos, incluyendo un primer colorante fluorogénico para la tincién de acido
nucleico no especifica y un segundo colorante fluorogénico para la tincién de proteinas no especifica, para la
evaluacién por citometria de flujo para cuantificar particulas de virus libres (viriones) en la muestra de fluido. Los
componentes de un ejemplo de un kit de reactivos tradicional Combo Dye® incluyen viales con alicuotas de una
composicion de colorante en polvo seco que incluye una mezcla en polvo seco de un primer colorante fluorogénico de
POPO™-3 yoduro (Thermo Fischer Scientific) para la tincion de acido nucleico, y un segundo colorante fluorogénico
de SYPRO™ Red (Thermo Fischer Scientific) para la tincion de proteinas. El kit ilustrativo también incluye un recipiente
con acetonitrilo a partir del cual se pueden retirar alicuotas del acetonitrilo y afiadir a viales que contienen la
composicion de colorante en polvo seco, para disolver los colorantes fluorogénicos de la mezcla en polvo seco en el
acetonitrilo en un primer paso de preparacién de una formulacién de colorante acuosa que se usa para tefiir muestras
de fluido para la evaluacién por citometria de flujo. El kit ilustrativo también incluye una solucién tampén de una
preparacion de tincion acuosa usada para afiadir a y diluir la solucién de acetonitrilo/colorante en los viales para
preparar una formulacién de colorante acuosa en los viales para usar para tefiir una serie de muestras de fluido que
contienen material bioldégico para someterse a evaluacién por citometria de flujo para particulas del tamafio de un virus
no asociadas. El kit de ejemplo también incluye otros componentes para proporcionar un conjunto completo de
consumibles para analizar muestras mediante el uso del citdmetro de flujo Virus Counter® 3100 (Sartorius Stedim
Biotech), que incluye fluido envolvente, fluido de lavado, tampén de dilucion de muestras, fluido de lavado entre
muestras, fluido de verificacion de limpieza, y estandar de validacién de rendimiento. El tampén de diluciéon de muestra
y el tampdn de preparacion de tincién en el kit ilustrativo es un tampén de fosfato de sodio y el tamp6n de preparacién
de tincién en el kit ilustrativo es un tampén de fosfato de sodio similar con Tris-EDTA afiadido, estando cada solucién
tampo6n en un pH de aproximadamente 7.4.

En los ejemplos siguientes, todas las pruebas de evaluacion por citometria de flujo se realizaron mediante el citémetro
de flujo Virus Counter® 3100, y los reactivos utilizados para preparar muestras de fluido diluidas para la evaluacion por
citometria de flujo, para preparar formulaciones de colorante acuosas para tefiir las muestras de fluido diluidas, y para
el funcionamiento del citdmetro de flujo Virus Counter® 3100, fueron los reactivos de dicho Kit ilustrativo Combo Dye®,
excepto el DMSQ, que se utilizé en algunas pruebas en lugar de acetonitrilo en la preparacién de formulaciones de
colorante acuosas para tefiir las muestras antes de la citometria de flujo. Todas las muestras de fluido en los factores
de dilucién especificados se prepararon como muestras de 100 microlitros, a las que se afiadieron 50 microlitros de
formulaciéon acuosa de colorante para la tincion, y la muestra tefiida con 150 microlitros resultante se sometio a
evaluacién por citometria de flujo. Los recuentos de particulas de virus se identifican mediante el citémetro de flujo a
partir de la deteccion de picos coincidentes de las firmas de emisién fluorescente, tanto de la tincién de acido nucleico
como de la tincidon de proteinas. Los resultados cuantitativos en términos de recuentos de particulas de virus se indican
a continuacion como valores de concentracion de particulas de virus por mililitro (vp/mL) de la muestra preparada
antes de afiadir la formulacién acuosa de colorante, y no con respecto al volumen de la muestra de fluido tefiida que
incluye la formulacién acuosa de colorante afiadida. Para cada prueba de serie de dilucién (o para cada prueba de
dilucién de punto Unico), se prepararon tres muestras de fluido que contenian virus, y se tifieron con una formulacién
de colorante acuosa preparada mediante el uso de acetonitrilo o DMSQO. También se prepar6 una muestra de fluido
en blanco que incluia la formulacién de colorante diluida en agua al volumen de muestra tefiida mediante el uso del
mismo tampon de dilucién de la muestra, pero que no contenia virus. Las tres muestras de fluido tefiildas que contenian
virus y la muestra en blanco se sometieron a citometria de flujo, y los resultados del recuento de particulas de virus
reflejados a continuacién son de una media aritmética (promedio) de los resultados de la citometria de flujo de las
muestras de fluido que contienen virus, corregidos por el fondo mediante la resta de los recuentos de particulas de
fondo obtenidos de los resultados de la citometria de flujo de la muestra en blanco. Los valores para c.v. para cada
factor de dilucién se calcularon a partir de la desviacion estandar de los recuentos de particulas de virus divididos por
el resultado de concentracién promedio. La preparacion de las formulaciones acuosas de colorante y la tincion de las
muestras de fluido para la citometria de flujo, se realizé generalmente de la siguiente manera: Se afiadieron cinco
microlitros de un primer medio liquido (ya sea acetonitrilo o DMSQ, excepto en el Ejemplo 6 mediante el uso de una
mezcla de DMSO y agua) a un vial que contenia 2,8 microlitros de la composicion de colorante en polvo seco con los
multiples colorantes fluorogénicos. A continuacioén, la mezcla en el vial se agité con vértex brevemente para ayudar a
la disolucién de la mezcla en polvo seco de los colorantes fluorogénicos en el primer medio liquido. A continuacion, la
mezcla se dejé asentar durante un tiempo de incubacién de 5 a 15 minutos, después de lo cual la mezcla se diluyé
mediante la adicion de 500 microlitros de solucién tampén de preparacion de tincion, y esa mezcla diluida se agité con
vortex brevemente para preparar la formulacion de colorante acuosa utilizada para tefiir las muestras de fluido para la
evaluacién por citometria de flujo. Como se apreciara, cada uno de dichos lotes de formulacién de colorante acuosa
preparado es suficiente para tefiir 10 muestras de fluido de 100 microlitros en volumen para la evaluacién por citometria
de flujo. Las muestras de fluido se tifieron generalmente dentro de las 4 horas de preparacion de la formulacién de
colorante acuosa. Después de la tincién, las muestras se dejaron asentar durante un tiempo de aproximadamente 30
minutos, mientras se protegieron de la luz antes de someterse a la citometria de flujo. Excepto por el Ejemplo 1 a
continuacion, los tiempos de incubacion fueron de 5 minutos cuando se us6 acetonitrilo como primer medio liquido, y
de 10 minutos cuando se usé DMSO como primer medio liquido.
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Ejemplo 1: Precision de comparacion con diferentes tiempos de incubacién

Se prepararon una serie de diluciones de muestras de fluido que contenian el baculovirus, con factores de dilucién de
10, 100, 1000 y 10.000. Se prepararon formulaciones acuosas de colorante segln el procedimiento resumido
anteriormente, con el tiempo de incubacion para disolver la mezcla de colorante en polvo seco en acetonitrilo, variando
de 5 a 15 minutos, antes de la dilucién con solucién tampoén de preparacién de tincién. Cada muestra de fluido
preparada (100 microlitros) con el baculovirus se tifié agregando 50 microlitros de la formulacién de colorante acuoso,
para preparar un primer conjunto de muestras de fluido de baculovirus tefiidas para la evaluacion por citometria de
flujo. Se prepard un segundo conjunto de muestras de baculovirus tefiidas mediante el uso de el mismo conjunto de
factores de dilucién, por el mismo procedimiento que se usé para preparar el primer conjunto de muestras tefiidas,
excepto el uso de DMSO en lugar de acetonitrilo para disolver inicialmente la mezcla en polvo seco de los colorantes
fluorogénicos durante la preparacion de la formulacién de colorante acuosa, y mediante el uso de un tiempo de
incubacion de 5 0 10 minutos.

Las muestras de fluido tefiidas para cada serie de dilucién de cada conjunto de muestras, y las muestras en blanco
correspondientes, se sometieron a evaluacién por citometria de flujo para la cuantificacién de particulas de baculovirus
libres en las muestras de fluido tefiidas. Los resultados de la citometria de flujo para las pruebas de acetonitrilo se
resumen en la Tabla 1, y para las pruebas de DMSO se resumen en la Tabla 2.

Tabla 1
Pruebas de acetonitrilo
Tiempode |Factor de Concentracion de Concentracion de Coeficiente de
incubacién de | dilucién particulas de virus particulas de virus por |variacion (c.v.)
acetonitrilo (min) (vp/mL) como valor  [mililitro (vp/mL}) como valor
logaritmico numeérico
5 10 8,007 1,0 x 108 31,25 %
5 100 7.638 4,3x 107 32,03 %
5 1.0000 6.218 1,7 x 108 49,83 %
5 10.0000 4,964 9,2 x 10* 19,53 %
10 10 7,815 6,5 x 107 24,95 %
10 100 7.433 2,7 x 107 21,16 %
10 1.0000 5,808 6,4 x 10° 28,99 %
10 10.0000 4,487 3,1 x10* 167,15 %
15 10 7,787 6,1 x 107 27,15 %
15 100 7.236 1,7 x 107 20,87 %
15 1.0000 5,665 4,6 x 10% 44.85 %
15 10.0000 5,268 1,9x 10° 337,33 %
Tabla 2

Pruebas de DMSO

Tiempo de |Factor de| Concentracion corregida |Concentracion corregida de|Coeficiente de
incubacién con | dilucién | de particulas de virus particulas de virus por variacion
DMSO (min) (vp/mL) como valor mililitro (vp/mL) como valor (c.v)
logaritmico numeérico
5 10 7,322 2,1 x107 23,47 %
5 100 7,634 4,3x 107 26,76 %
5 1.0000 6,487 3,1x108 44,32 %
5 10.0000 5,507 3,2x 105 47,52 %
10 10 7,428 2,7 x 107 38,45 %
10 100 7,497 2,8x 107 1,97 %
10 1.0000 6,435 2,7 x 108 18,47 %
10 10.0000 5,626 4,2x105 70,16 %

La incubacién prolongada en presencia de acetonitrilo no mejoré de forma reproducible el c.v. de las mediciones
tomadas dentro del intervalo lineal de la muestra. Sin embargo, extender la incubacion a diez minutos en DMSO de
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manera mejoré de manera consistente y notable los c.v. de las mediciones tomadas dentro de ese mismo intervalo de
factores de dilucion. Por lo tanto, parece que aunque un tiempo de incubacién superior a 5 minutos no es beneficioso
para el uso de acetonitrilo, es beneficioso para el uso de DMSQ, y en todas las pruebas en los siguientes ejemplos se
utilizé un tiempo de incubacién de 10 minutos para las pruebas mediante el uso de DMSO, y se utilizé un tiempo de
incubacién de 5 minutos para las pruebas mediante el uso de acetonitrilo.

Ejemplo 2: Comparacion de precision vial a vial dentro de un lote de composicién de colorante en polvo seco

Para evaluar el impacto del cambio de disolvente en la precisién vial a vial y los recuentos virales, se utilizaron tres
viales de la composicién de colorante en polvo seco del mismo lote de polvo fabricado para preparar formulaciones
de colorante acuosas para tefiir muestras de virus mediante el uso de acetonitrilo, y tres otros viales de la composicién
de colorante en polvo seco del mismo lote de polvo fabricado para preparar formulaciones de colorante acuosas para
tefiir muestras de virus mediante el uso de DMSO. Cada vial se utilizé para tefiir muestras de fluido de una serie de
dilucién de la muestra de virus. Se eligié la series de dilucion para cruzar el intervalo dinamico del instrumento de
citometria de flujo (de aproximadamente 5 x 10° a aproximadamente 1 x 10° particulas de virus por mililitro). El limite
superior de deteccion del instrumento se determina mediante la coincidencia de recuentos, asi como la agregacion de
particulas de virus. El limite inferior del instrumento se establece mediante estadistica. Generalmente, se espera una
precisién mayor en la parte media del intervalo dinamico. Para controlar los errores en el pipeteo, se prepard la serie
de dilucién como lotes grandes que luego se dividieron en alicuotas para la tincion. Se realiz6 la serie de pruebas
comparativas en muestras de los siguientes viruses: baculovirus (Kemp Bio), influenza A/Hong Kong/8/1968 (A/Hong
Kong; ViraPur lote L1503), influenza B/Brisbane/60/2008 (BBrisbane; ViraPur lote H1329B), Herpes Simplex Virus-1
(HSV-1; muestra de demostracion AGTC), virus Cowbone Ridge (CRV; ATCC VR-1253, lote 214005), y lentivirus
(Essen, lote LDA052217).

Los resultados de la citometria de flujo para pruebas comparativas mediante el uso de DMSO frente al acetonitrilo,
para preparar la formulacién de colorante acuosa para la tincién de muestras, se resumen en la Figura 4 y la Tabla 3
para el baculovirus, en la Figura 5 y la Tabla 4 para la influenza A/Hong Kong/8/1968, en la Figura 6 y la Tabla 5 para
la influenza BBrisbane/60/2008, en la Figura 7 y la Tabla 6 para el Herpes Simplex Virus-1, en la Figura 8 y en la Tabla
7 para el virus Cowbone Ridge, y en la Figura 9 y la Tabla 8 para el lentivirus. Para cada virus probado, la figura
correspondiente muestra un grafico de la concentracién de las particulas de virus en la muestra de fluido del analisis
de citometria de flujo frente al factor de dilucién. Los datos por encima del limite inferior de deteccion se representan
en las Figuras 4-9 con barras de error que representan dos desviaciones estandar. No se observé ninguna diferencia
en el titulo mayor a dos desviaciones estandar en ninguna condicién en ninguna muestra. Para cada virus probado, la
tabla correspondiente muestra el % de c.v calculado para la concentracion corregida de particulas de virus para las
tres pruebas en cada factor de diluciéon probado. Para el baculovirus, la influenza B/Brisbane/60/2008 y el virus
Cowbone Ridge, se observaron valores mejorados de c.v. en todos los factores de dilucién en la serie de dilucién,
mediante el uso de DMSO con respecto al uso de acetonitrilo. En particular, se observaron valores mejorados de c.v.
mediante el uso de DMSO en la parte media de la serie de dilucién para todos los virus probados, donde el Virus
Counter® 3100 tiende a producir los datos mas fiables. Los resultados indican que el uso de DMSO para disolver
inicialmente la composicién de colorante en polvo seco proporciona, inesperada y sorprendentemente, un rendimiento
superior en general para topos los diferentes virus probados.

Tabla 3
Pruebas de baculovirus
Factor de dilucion 10 100 1000
Pruebas de acetonitrilo ¢c.v. (%) 53.3 63,5 541
Pruebas de DMSO c.v. (%) 25,3 12,1 43,3
Tabla 4
Pruebas de influenza A/Hong Kong/8/1968
Factor de dilucion 10 100 1000
Pruebas de acetonitrilo ¢c.v. (%) 1,9 56,3 16,9
Pruebas de DMSO c.v. (%) 6,4 271 27,6
Tabla 5
Pruebas de influenza B/Brishane/60/2008
Factor de dilucion 10 100 1000
Pruebas de acetonitrilo ¢c.v. (%) 10,2 17.6 45,8
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Pruebas de influenza B/Brisbane/60/2008

Factor de dilucién 10 100 1000
Pruebas de DMSO c.v. (%) 3,5 12,3 23,0
Tabla 6
Pruebas de Herpes Simplex Virus-1
Factor de dilucién 10 100 1000
Pruebas de acetonitrilo c.v. (%) 18.6 69,6 69,6
Pruebas de DMSO c.v. (%) 72,7 20,3 50,0
Tabla 7
Pruebas de virus Cowbone Ridge
Factor de dilucién 100 1000 10.000
Pruebas de acetonitrilo c.v. (%) 54 271 241
Pruebas de DMSO c.v. (%) 49 6,6 6,1
Tabla 8
Pruebas de lentivirus
Factor de dilucién 10 100 1000
Pruebas de acetonitrilo c.v. (%) 24,5 65,0 32,6
Pruebas de DMSO c.v. (%) 19,4 7,5 106,0

Para evaluar adicionalmente el rendimiento vial a vial de la composicién de colorante en polvo seco mediante el uso
de DMSQO frente al acetonitrilo, se compararon los valores de c.v. para los recuentos de concentracidon media obtenidos
para muestras diluidas en el intervalo de 1 x 108 a 1 x 107 particulas de virus por mililitro de intervalo. Una alta precisién
en los resultados es particularmente deseable dentro de dicho intervalo de concentracion en la parte media del
intervalo dinamico del citémetro de flujo Virus Counter® 3100. Como se ve en las Figuras 4-9, dichos datos se
obtuvieron para el baculovirus en un factor de dilucién de 100, para la Influenza B/Brisbane/60/2008 en un factor de
dilucién de 100, para el virus Cowbone Ridge en un factor de dilucién de 10.000, y para el lentivirus en un factor de
dilucién de 100. En los casos de la influenza A/Hong Kong/8/1968 y la Influenza A/Hong Kong/8/1968, esta region se
perdié en la serie de dilucién. En todos esos casos, los valores de c.v. para pruebas mediante el uso de DMSO son
todos inferiores al 20 %, lo que es notable e importante en términos de rendimiento de precision. Estos resultados para
el DMSO se resumen en la Tabla 9. Ademas, es notable que los valores de c.v. para todas estas pruebas resumidas
en la Tabla 9, son significativamente inferiores a los valores correspondientes de c.v. para las pruebas
correspondientes mediante el uso de acetonitrilo en esos factores de dilucidn para esos virus.

Tabla 9
Pruebas con la concentracion Resultados para pruebas de DMSQO |Pruebas de acetonitrilo
media de particulas de 1 x 106 a correspondientes
1 x 107 vp/mL
Virus Factor de Recuento medio de % % C.v.
dilucién concentracién de particulas de | c.v.
virus mediante el uso de DMSO
(vp/mL)
Baculovirus 100 4,76 x 108 12,1 63,5
BBrisbane 100 2,89 x 108 12,3 17,6
CRV 10.000 1,71 x 108 6,1 241
Lentivirus 100 4,66 x 10° 7,5 65,0
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Ejemplo 3: Comparacién de precision vial a vial entre diferentes lotes de composicion de colorante en polvo seco

La prueba segun el procedimiento del Ejemplo 2, que compara el rendimiento de citometria de flujo mediante el uso
de DMSO frente al acetonitrilo en la preparacion de formulaciones de colorante acuosas para la tincion de muestras,
se realiz6 mediante el uso de tres lotes diferentes de la composicién de colorante en polvo seco, que se fabricaron en
diferentes lotes en diferentes fechas. Los diferentes lotes de composicién de colorante en polvo seco se identifican a
continuacién como Lote n.2 1, Lote n.2 2y Lote n.2 3. Las pruebas se realizaron en muestras de baculovirus e influenza
BBrisbane/60/2008. La serie de dilucion incluy6 factores de dilucién de 10, 100 y 1000. Los resultados por lote de
polvo se resumen para pruebas de baculovirus en la Tabla 10, y para las pruebas de virus influenza
B/Brisbane/60/2008 en la Tabla 11. No se observaron cambios estadisticamente significativos en los recuentos de
concentracién de particulas de virus entre los diferentes lotes de composicién de colorante en polvo seco.
Notablemente, como se ve en las Tablas 10 y 11, para cada uno de los virus probados, las pruebas que usan DMSO
en la preparacion de las formulaciones acuosas de colorante mostraron mayormente perfiles de c.v. mejorados por
todos los diferentes lotes de composicién de colorante en polvo seco con respecto a las pruebas mediante el uso de
acetonitrilo. Los c.v. generalmente se mantuvieron equivalentes o mejoraron cuando se utilizé DMSQ con respecto al
acetonitrilo, y los recuentos de particulas de virus no mostraron un cambio estadisticamente significativo.

Tabla 10
Pruebas de baculovirus
Lote de colorante en polvo seco Lote n.2 1 Lote n.t 2 Lote n.2 3
Factor de dilucion 10 | 100 ({1000 | 10 [ 100 | 1000 10 | 100 | 1000
Acetonitrilo % c.v. 53,3163,5|54,1 | 11 |36,2|31,2|77,5( 103 | 195
DMSO % c.v. 25,3112,1]| 43,3 |12,4| 8,9 | 35,6 |19,6(35,5| 16,2
Tabla 11
Pruebas de influenza B/Brishane/60/2008
Lote de colorante en polvo seco Lote n.2 1 Loten.? 2 Lote n.? 3
Factor de dilucion 10 | 100 | 1000 | 10 [ 100 [ 1000 | 10 |[100| 1000
Acetonitrilo % c.v. 58,8118,8| 85,2 |10,2(17,6| 45,8 | 23,9] 9,3 | 24,2
DMSQO % c.v. 3,7 13 | 144 | 3,5 (12,3 23 |155]9.2 29,5

Para resumir los resultados del Ejemplo 2 y del Ejemplo 3, se evalué la precision vial a vial de la citometria de flujo
mediante el uso de DMSO frente a acetonitrilo para preparar formulaciones de colorante acuosas mediante el uso de
seis especies virales diferentes y tres lotes de la composicion de colorante en polvo seco. No se observé ningun
cambio estadisticamente significativo en los recuentos de particulas de virus, y o bien una precisién equivalente o
mejorada en regiones del intervalo dindmico del instrumento, donde las particulas de virus se pueden cuantificar de
manera mas fiable, se observaron mediante el uso de DMSO.

Ejemplo 4: Comparacion de la precision muestra a muestra

Las diluciones de un solo punto de las muestras de baculovirus e influenza B/Brisbane/60/2008 se realizaron en un
factor de dilucién de 100, y se tifieron con formulaciones acuosas de colorante preparadas mediante el uso de DMSO
o acetonitrilo para disolver inicialmente la composicion de colorante en polvo seco. Las muestras de dilucién para cada
disolvente para cada virus se tifieron mediante el uso de polvo de un solo vial de la composicién de colorante en polvo
seco. Los resultados de citometria de flujo para las muestras tefiidas se resumen en la Tabla 12. Como se muestra en
la Tabla 12, para las muestras tanto de baculovirus como de influenza B/Brisbane/60/2008, se encontré que el c.v.
muestra a muestra era menor para las muestras tefiidas con formulaciones de colorante acuoso preparadas mediante
el uso de DMSQO. Como se puede apreciar, debido al disefio de la prueba, no es posible comentar si las diferencias
observadas en el titulo (recuentos de concentracion) son resultado del método de preparacion acuosa de colorante o
de la variabilidad entre los viales de composicién de colorante en polvo seco utilizados para las pruebas de los virus
de baculovirus e influenza B/Brisbane/60/2008, respectivamente.

Tabla 12
Baculovirus Influenza B/Brisbane/60/2008
Concentracion media =+ 1 o (vp/mL}|% c.v.|Concentracion media = 1 ¢ (vp/mL}|% c.v.
Acetonitrilo 6,93 x 105+ 7,60 x 10* 11,0 1,29 x 108 + 1,26 x 10° 9,3
DMSO 1,99 x 108 +6,00 x 10* 3,0 9,77 x 105 + 5,42 x 104 55
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Ejemplo 5: Comparacién de precisién entre diferentes instrumentos y personal

Las pruebas de dilucién Unica, como se describe en el Ejemplo 4, se realizaron en un solo punto de dilucion para
muestras de lentivirus (con un factor de dilucion de 100) y virus Cowbone Ridge (con un factor de dilucién de 10.000)
en cuatro instrumentos de citometro de flujo Virus Counter® 3100 diferentes ubicados en la misma instalacion. Para
cada prueba de virus para cada primer medio liquido (DMSO y acetonitrilo), todas las muestras se tifieron mediante el
uso de una formulacién acuosa de colorante preparada a partir de un solo vial de composicién de colorante en polvo
seco. Cada instrumento se asigné a un operador diferente, y cada operador llevé a cabo el experimento
independientemente segln el mismo procedimiento. Uno de los instrumentos produjo consistentemente resultados
aproximadamente diez veces por debajo de los otros (instrumento etiquetado 3062 en las tablas de datos). Esto podria
haberse causado o por un mal lote de composicién de colorante en polvo seco o por un instrumento que tenga
rendimiento deficiente. Sin embargo, la investigacion reveldé que el lote utilizado para la prueba realizada en el
instrumento 3062 se habia utilizado previamente para otros experimentos sin tal caida anémala de diez veces en los
recuentos. Por lo tanto, se concluyd que el instrumento 3062 probablemente habia experimentado o un problema de
optica o fluidico que le hizo subestimar las muestras de recuento en aproximadamente un orden de magnitud. Los
resultados se resumen en la Tabla 13 para el lentivirus, y en la Tabla 14 para el virus Cowbone Ridge, incluyendo los
resultados para el instrumento 3062. En términos de precisién, en todos los casos, menos en uno, los valores c.v. para
muestras de ambos virus tefiidos con formulaciones acuosas de colorante preparadas mediante el uso de DMSO
fueron efectivamente equivalentes o inferiores a aquellas muestras tefiidas con formulaciones acuosas de colorante
preparadas mediante el uso de acetonitrilo. La Gnica excepcién se observé en los datos del virus Cowbone Ridge
tomados en el instrumento 3056, pero incluso para esa anomalia, el ¢.v. mediante el uso de DMSO fue razonablemente
bajo (19,9 %). Nuevamente, debido a como se disefiaron las pruebas, no es posible comentar si las diferencias
observadas en los recuentos de concentracion entre las diferentes pruebas reflejadas son el resultado del método de
preparacién de la formulacién acuosa de colorante o de la variabilidad entre diferentes viales de la composicién de
colorante en polvo seco usada en las diferentes pruebas.

Tabla 13
Lentivirus
Pruebas de acetonitrilo Pruebas de DMSO
Instrumento de citdmetro | Concentracion media+1 6| % | Concentracién media+1 0| %
de flujo (vp/mL) C.V. (vp/mL) C.V.
3026 6,95 x 108+7.38 x 107 [10,6| 5,37 x 108 +4,13x 107 7,7
3056 1,1x10%+ 1,50 x 108 13,2 55x10%+6,90 x 107 12,6
3060 3,46 x 108 £ 1,76 x 107 5.1 59 x10%+3,52x 107 6,0
3062 9,29 x107 +5,23 x 108 5,6 7.6x107+1,60x 108 2,1
Tabla 14
Virus Cowbone Ridge
Pruebas de acetonitrilo Pruebas de DMSO
Instrumento de citdmetro | Concentracion media+1 6| % | Concentracién media+1 0| %
de flujo (vp/mL) C.V. (vp/mL) C.V.
3026 2,09 x 1019+ 5,36 x 10° | 25,7 1,7x101°+ 3,54 x 10° | 20,8
3056 3,04 x 1019+3,79 x 10° [125| 2,28 x 109 +4,52x10° |19,9
3060 2,77 x 101 +6,76 x 10° [244| 2,16x10'°+4,24 x 10'® | 19,6
3062 3,24 x 10% +£2,96 x 108 9.1 4,36 x 109+8,88 x 108 | 10,3

Ejemplo 6: Estabilidad del reactivo DMSO

El DMSO es altamente higroscépico y es susceptible a la absorcidon de humedad de la atmésfera cuando se expone
al entorno ambiental, ya sea durante una operacion de tincion o cuando se abra entre usos un recipiente de reactivo
con DMSO. Se realizaron pruebas para evaluar los posibles impactos de la absorcion de agua en el reactivo de DMSO
en la preparacion de tincion, y el rendimiento de citometria de flujo y la precision. En las pruebas, se adicionaron viales
nuevos de DMSOQO anhidro a los que se afiadid agua para proporcionar concentraciones de agua del 5, 10, 20, 25 y
33 % v/v (volumen de agua afiadida con respecto al volumen total de la mezcla de agua/DMSQO). A continuacion, se
evalud la precision muestra a muestra de la citometria de flujo en muestras del virus influenza B/Brisbane/60/2008
tefiidas con formulaciones de colorante acuosas preparadas a partir de la composicién de colorante en polvo seco con
el uso de las diferentes muestras de DMSO alteradas como primer medio liquido para el primer procesamiento
preparatorio para disolver la composicion de colorante en polvo seco antes de la dilucidn con tampdn para formar la
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formulacién de colorante acuosa final utilizada para tefiir las muestras de fluido que contienen virus. Los resultados de
la citometria de flujo para las muestras tefiidas se resumen en la Tabla 15. Como se ve en la Tabla 15, los valores de
c.v. permanecieron al 20 % 0 menos para todas las adiciones de agua probadas, excepto por la prueba con el
contenido de agua al 33 % en peso. La Tabla 15 también resume el contenido de DMSO en cada medio liquido probado
en % DMSO en moles.

Tabla 15

% de agua % de contenido de DMSO en Concentracion mediat1 o %

(v/v) moles (vp/mL) C.vV.

0 100 9,56 x 10°+1,92 x 108 20

5 83 1,01 x 107 £ 8,21 x 10° 8

10 70 9,33 x 105 +1,37 x 108 15

20 50 9,87 x 106 +1,15x 108 12

25 43 1,14 x 107 £ 9,86 x 10° 9

33 34 6,20 x 108 +1,48 x 108 24

Para evaluar el efecto de reabrir los viales, se realizaron pruebas en las que las muestras de baculovirus e influenza
B/Brisbane/60/2008 se tifieron mediante el uso de formulaciones acuosas de colorante preparadas mediante el uso
de DMSO retirado de un vial después de cada cinco aberturas sucesivas del vial en la preparacién de formulaciones
de colorante acuosas a partir de la composicion de colorante en polvo seco. Antes de la primera abertura, el vial
contenia DMSOQ anhidro. Las pruebas se realizaron en tres muestras con el mismo factor de dilucién para cada virus,
y con una muestra en blanco para la correccion de la concentracion. Los resultados de la citometria de flujo en términos
de concentraciones de particulas de virus medidas después de cada abertura secuencial del vial de DMSO se resumen
en la Figura 10 para el baculovirus, y en la Figura 11 para la influenza B/Brisbane/60/2008, que muestran graficos de
la concentracion de particulas de virus para las muestras de fluido tefiidas mediante el uso de DMSO retirado del vial
con cada abertura sucesiva del vial. Todas las muestras estaban al mismo factor de dilucion (100), y no se observo
un cambio estadisticamente significativo en los recuentos de particulas de virus para las diferentes aberturas sucesivas
del vial, como se ve en las Figuras 10 y 11. Cabe observar que estos experimentos se realizaron en Arvada, Colorado,
EE. UU., donde la humedad relativa es a menudo muy baja, y puede no ser indicativo de las condiciones en regiones
mas himedas.

Para evaluar adicionalmente los efectos de la apertura repetida de recipientes de DMSO en entornos mas himedos,
se realizaron pruebas adicionales en las que dos viales que contenian inicialmente 1 mL de DMSQO anhidro se
colocaron en una camara de humedad que consistia en dos toallas de papel himedas en una bolsa de plastico con
cierre hermético de cuatro pulgadas por seis pulgadas. Un vial se dej6 sellado y el otro se volvié a abrir multiples veces
durante el transcurso del estudio. Ambos viales se pesaron en una balanza analitica Mettler AE240, primero antes de
colocarlos en la camara de humedad, y luego a intervalos de 1, 2, 4 y 24 horas. En cada intervalo de tiempo, se
extrajeron 5 pL de DMSQO del vial abierto, y se utilizaron para disolver la composiciéon de colorante en polvo seco y
para preparar una formulacion de colorante acuosa para tefiir muestras de virus. Para tener en cuenta esta pérdida
de volumen, las mediciones de peso se realizaron de cada vial sin sellado tanto antes como después de la extraccion
de los 5 pL de volumen. La masa previa a la extraccion en el memento de cada retirada de DMSO se compar6 con la
masa posterior a la extraccion del punto de tiempo anterior. La masa de los viales sellados y los abiertos jamas cambié
en mas del 1 %, como se resume en la Figura 12. Se observé que las etiquetas en los viales de DMSO se saturaron
con agua durante el transcurso del estudio, aunque durante el intervalo de dos a cuatro horas la etiqueta en el vial
sellado se seco. Esto se debié a como reposaba el vial en la camara de humedad durante el intervalo, y se observo
en la pérdida de masa a la que el vial se someti6é durante ese tiempo. Al volver a la camara de humedad, el vial se
colocé en una posicion donde la etiqueta fue capaz de volver a saturarse y, por lo tanto, la masa del vial aumenté de
nuevo (como se ve en la Figura 12). Para evaluar el rendimiento de las tincion, se utilizaron formulaciones acuosas de
colorante preparadas mediante el uso de cada muestra de DMSQO retirada, para tefiir muestras de baculovirus en cada
punto de tiempo, y los resultados del analisis de citometria de flujo de las muestras tefiidas se resumen en la Figura
13, que muestra un grafico del recuento de concentracion de particulas de virus para muestras tefiidas con formulacién
de colorante acuoso preparada mediante el uso de DMSO para cada punto de tiempo de exposicién a la camara de
humedad. Todas las muestras se diluyeron por el mismo factor de dilucion (100). No se observaron cambios
estadisticamente significativos en los recuentos de particulas de virus. A partir de estos resultados, las DMSO anhidras
segln se envasaron en viales para kits de reactivo de tincién parecen suficientemente estables para el
almacenamiento y una apertura repetida, y para usar en entornos humedos.

Ejemplo 7: Estabilidad de la formulacién de tincion diluida en agua
Se preparan tres formulaciones de colorante concentradas a un volumen total de 5 microlitros en DMSO, una que

contiene solo tincion POPO™-3 yoduro (Formulacion 1 de colorante concentrada), una que contiene solo tincién
SYPRO™ Red (Formulacién 2 de colorante concentrada), y la tercera que contiene tanto tincion POPO™-3 yoduro
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como tincion SYPRO™ Red (Formulacion 3 de colorante concentrada). Cada formulacién de colorante concentrada
contenia una cantidad de cada tincién respectiva, comparable a la cantidad de la tincién contenida en una composicién
de colorante en polvo seco de 2,8 microlitros de un colorante combinado de un vial del kit de reactivos tipico Combo
Dye®. Las formulaciones de colorante concentradas con solo un Unico colorante fluorogénico se prepararon mediante
dilucion de la formulacién liquida del fabricante con DMSO hasta un volumen total de 5 microlitros, y la formulacion de
colorante concentrada que contenia colorantes fluorogénicos se prepara a partir de una composicién de colorante en
polvo seco mediante reconstitucién en 5 microlitros de DMSQO. Una primera parte de cada formulaciéon de colorante
concentrada se diluye entonces 500:1 v/v con solucién tampdn de preparacién acuosa de tincion regular (sin DMSO
afiadido), para preparar una formulacién de colorante diluida en agua, y una segunda parte de cada formulacién de
colorante concentrada se conserva en un vial sellado.

Para probar la estabilidad de las formulaciones de colorante diluidas en agua, cada formulacion de colorante diluida
en agua se sometid a espectroscopia de absorcidn inmediatamente después de la preparacién (tiempo cero), y en
tiempos de 20 minutos, 60 minutos y 240 minutos después de la preparacion para la evaluacion de la longitud de onda
espectral de la absorbancia maxima y el valor de absorbancia maxima. A los 240 minutos, se uso la segunda parte
conservada de cada formulacién de colorante concentrada para preparar en ese momento una formulacién nueva de
colorante diluida en agua, y cada formulacién de colorante diluida recién preparada también se sometié a evaluacién
por espectroscopia de absorcion. Los resultados se resumen en la Tabla 16, que resume la longitud de onda de
absorbancia maxima, y en la Tabla 17, que resume el valor de absorbancia maximo para la absorcién de las
evaluaciones de espectroscopia. Como se ve en las Tablas 16 y 17, después de la dilucién en agua, las mezclas de
colorante mostraron un cambio en la longitud de onda de la absorbancia maxima hacia la parte roja del espectro
(longitud de onda mas larga) y con una magnitud reducida de la absorbancia maxima, y estos efectos son mucho mas
pronunciados en las mezclas de colorante que contienen SYPRO™ Red, lo que indica un problema particular con ese
colorante, que se cree que esta asociado con su alto nivel de hidrofobicidad. Los resultados para las formulaciones de
colorante diluidas en agua recién preparadas después de la formulacién de colorante concentrada asentada durante
240 minutos, muestran resultados generalmente mas comparables a los probados en el tiempo cero en la serie de
tiempo, lo que sugiere que los desplazamientos espectrales son atribuidos principalmente a la exposicion a la solucién
tampoén acuosa utilizada para preparar las formulaciones de colorante diluidas en agua.

Tabla 16

Formulacion de Longitud de onda de absorbancia maxima (nm)

colorante concentrada Formulaciones de colorante diluidas en tiempos |Formulacién nueva de
después de la preparacion colorante diluida
0 minutos | 20 minutos | 60 minutos | 240 minutos
517 524 530 528 518
487 514 530 540 471
514 534 543 540 511

Tabla 17

Formulacién de

Valor maximo de absorbancia (unidades de absorbancia)

colorante concentrada Formulaciones de colorante diluidas en tiempos |Formulacién nueva de
después de la preparacion colorante diluida
0 minutos | 20 minutos | 60 minutos | 240 minutos
069 063 0,037 0,044 0,107
372 274 0,205 0,1 0,352
496 296 0,205 0,202 0,507

Se realizan pruebas adicionales similares a las anteriores en formulaciones de colorante diluidas preparadas a partir
de una formulacién de colorante concentrada correspondiente a la Formulacion 3 de colorante, que contiene tanto la
tincién POPO™-3 yoduro como la tincion SYPRO™ Red, excepto que en algunas de las pruebas las formulaciones
de colorante diluidas en agua se preparan mediante el uso de una solucion acuosa de tampén de tincion modificada
preparada mediante la adiciéon de una cantidad de DMSQ a la solucién de tampén de tincidon acuosa regular, para
preparar una serie de composiciones acuosas de solucién de tampén de tincion sin nada de DMSO (solucién tampén
regular), con el 15 % en volumen de DMSO, con el 20 % en volumen de DMSO, con el 30 % en volumen de DMSQO, y
con el 50 % en volumen de DMSQO. Cada formulacién de colorante diluida en agua se somete a una evaluacion por
espectroscopia de absorbancia en el momento en que la preparacion se completa, y a los 60 y 120 minutos después
de la preparacion, para determinar la longitud de onda de absorbancia maxima y el valor de absorbancia maxima, y
los resultados se resumen en la Tabla 18, que resume la longitud de onda de absorbancia maxima, y en la Tabla 19,
resume el valor de absorbancia maximo para la absorcion de las evaluaciones de espectroscopia. Como se ve en las
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Tablas 18 y 19, los cambios identificados previamente en la longitud de onda de absorbancia maxima a una longitud
de onda mas larga a lo largo del tiempo, esencialmente se eliminaron para todas las pruebas, incluyendo DMSQO en la
solucién tampdn de tincidn acuosa utilizada para preparar las formulaciones de colorante diluidas en agua. La
disminucion dependiente del tiempo en el valor de absorbancia maxima es menor para todas las pruebas que utilizan
DMSQ, siendo la disminucién dependiente del tiempo esencialmente retirada para las pruebas en las que la solucién
tampon de tincién acuosa se prepara con el 20 % o mas de DMSO.

Tabla 18
% de volumen de DMSQ en el Longitud de onda de absorbancia maxima (nm)
tampon de tincion Formulaciones de colorante diluidas en tiempos después
de la preparacion
0 minutos 60 minutos 120 minutos
0 511 526 537
15 553 553 553
20 553 553 553
30 548 548 548
50 554 554 554
Tabla 19
% de volumen de DMSQ en el Valor méaximo de absorbancia (nm)

tampon de tincion Formulaciones de colorante diluidas en tiempos después

de la preparacion

0 minutos 60 minutos 120 minutos
0% 0,467 0,265 0,179
15 % 0,521 0,421 0,403
20 % 0,583 0,556 0,584
30 % 0,671 0,71 0,704
50 % 0,807 0,727 0,801

Ejemplo 8: Recuentos de particulas en blanco

Se prepararon formulaciones de colorante concentradas tanto con tincion POPO™-3 yoduro como con tincion
SYPRO™ Red, en 5 microlitros de DMSO a partir de 2,8 microlitros de composicion de colorante en polvo seco, y se
diluy6 entonces 500:1 en volumen con tampén de preparacién acuosa de tincion regular (sin DMSO afiadido), para
preparar una formulacion de colorante diluida en agua, con ambos colorantes fluorogénicos. A continuacion, se
prepararon tres muestras de fluido en blanco replicadas que no contenian particulas para su evaluacién, afiadiendo
50 microlitros de la formulacién de colorante diluida en agua a 100 microlitros de tampén de dilucion de muestra
regular, para preparar una muestra de fluido en blanco de 150 microlitros de volumen. Las muestras de fluido en
blanco se sometieron a evaluacion por citometria de flujo, y los recuentos de particulas se evaluaron por separado en
el canal 1 de deteccién (detectar la emision de firma de la tincién de POPQO ™-3 yoduro) y en el canal 2 de deteccién
(detectar la firma de emisién de tincién de SYPRO™ Red) del citometro de flujo Virus Counter® 3100, para determinar
un recuento de particulas en blanco de fondo por separado para cada colorante fluorogénico. Los recuentos promedio
de particulas en blanco en el canal 1 de deteccion (tincién de POPO™-3 yoduro) fueron relativamente bajos, del orden
de 105 recuentos de particulas en blanco por mililitro, mientras que los recuentos de particulas en blanco promedio en
el canal 2 de deteccion (tincion de SYPRO™ Red) fueron del orden de 107 recuentos de particulas en blanco por
mililitro.

Se realizaron pruebas adicionales en las que dicha formulacion de colorante concentrada con ambos colorantes
fluorogénicos se diluye con tampon de preparacion acuosa de tincién modificado, para preparar formulaciones de
colorante diluidas en agua. El tampén de preparacion acuosa modificado de preparacién de tincién se prepara con la
misma composicion que el tampo6n de preparacion acuosa de tincidn regular, excepto que también incluye el 15 % p/v
de azlcar disuelta, que cuando se diluye a una relacién de dilucién de volumen de 1:2 con tampén de dilucién de
muestra para preparar la muestra de fluido en blanco, da como resultado que la muestra de fluido en blanco contiene
el 5% p/v de azlcar disuelta, segin se alimenta al citometro de flujo. Los azlcares probados incluyen un
monosacarido (galactosa), disacaridos (sacarosa, lactosa y trehalosa), y trisacaridos (maltotriosa y rafinosa). Se
descubrié que la galactosa monosacarido aumentaba perjudicialmente los recuentos en blanco en el canal 1 de
deteccion. Las trisacaridos maltotriosa y rafinosa no mejoraron el rendimiento del recuento de particulas en blanco, y
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con que la maltotriosa aumentaba los recuentos en blanco en el canal 2 de deteccion. Todos los disacaridos sacarosa,
lactosa y trehalosa probados redujeron significativamente los recuentos de particulas en blanco en el canal 2 de
deteccién, presentando la trehalosa la mayor reduccion.
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REIVINDICACIONES

Una composicion de tincién fluorogénica para la tincion fluorescente de particulas del tamafio de un virus no
asociadas, con multiples colorantes fluorogénicos para la evaluacion por citometria de flujo para las particulas
del tamafio de un virus no asociadas tefiidas en una muestra de fluido, comprendiendo la composicion de
tincion fluorogénica:

una pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos que tienen cada uno una firma de emisién
fluorescente diferente y cada una contiene al menos un grupo aromatico susceptible a apilamiento
pi, incluyendo la pluralidad de colorantes fluorogénicos diferentes al menos un primer colorante
fluorogénico con una primera firma de emision fluorescente, y un segundo colorante fluorogénico
con una segunda firma de emisién fluorescente que es diferente de la primera firma de emisién
fluorescente; y un medio liquido acuoso en el que se disuelve la pluralidad de diferentes colorantes
fluorogénicos, comprendiendo el medio liquido acuoso un disacarido disuelto en el medio liquido
acuoso.

La composicion de tincion fluorogénica de la reivindicacion 1, que comprende el disacarido en una
concentracion de al menos el 1 por ciento en peso, y no superior al 45 por ciento en peso.

La composicion de tincién fluorogénica de una cualquiera de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde
el disacarido comprende trehalosa.

La composicién de tincion fluorogénica de una cualquiera de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde
el disacarido comprende uno o mas de un miembro seleccionado del grupo que consiste en trehalosa,
sacarosa, lactosa, lactulosa, melibiosa, melibilosa, celobiosa, nigerosa, isomaltosa, isomaltulosa, maltulosa,
rsuosa, B-laminaribiosa, y maltosa.

La composicién de tincién fluorogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el medio
liquido acuoso comprende 6xido de sulfuro de dimetilo (DMSO).

La composicion de tincion fluorogénica de la reivindicacién 5, en donde el medio liquido acuoso comprende
el DMSQ a una concentracion de al menos el 1 por ciento en peso.

La composicién de tincién fluorogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el primer
colorante fluorogénico es para la tinciéon de acido nucleico no especifica, y el segundo colorante fluorogénico
es para la tincién de proteinas no especifica.

La composicion de tincion fluorogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde cada uno del
primer colorante fluorogénico y el segundo colorante fluorogénico es un colorante de cianina.

Un método para la evaluacién por citometria de flujo de una muestra de fluido para particulas del tamafio de
un virus no asociadas tefiidas con miltiples colorantes fluorogénicos susceptibles a interacciones de
apilamiento pi en liquido acuoso, comprendiendo el método:

preparar una muestra de fluido tefiida para la evaluacién por citometria de flujo, que comprende
mezclar al menos una parte de la composicién de tincidén fluorogénica de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, con una muestra de material bioldégico a evaluar por citometria de flujo para
detectar la presencia de las particulas del tamafio de un virus no asociadas;

después de la preparacion, someter la muestra de fluido tefiida a citometria de flujo en un citbmetro
de flujo para detectar y contar las apariciones de particulas no asociadas del tamafio de un virus
tefiidas tanto con el primer colorante fluorogénico como con el segundo colorante fluorogénico.

Un método para la evaluacién por citometria de flujo de una muestra de fluido para particulas del tamafio de
un virus no asociadas tefiidas con multiples colorantes fluorogénicos susceptibles a interacciones de
apilamiento pi en liquido acuoso, comprendiendo el método:

someter una muestra de fluido tefiido a la evaluacién de citometria de flujo para las particulas del
tamario de un virus, en donde la muestra de fluido tefiida comprende:

material biolégico para evaluarse por citometria de flujo para detectar la presencia de las
particulas del tamafio de un virus no asociadas;

una pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos que tienen cada uno una firma de
emision fluorescente diferente y cada una contiene al menos un grupo aromatico
susceptible a apilamiento pi, incluyendo la pluralidad de diferentes colorantes fluorogénicos
al menos un primer colorante fluorogénico con la primera firma de emision fluorescente, y
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un segundo colorante fluorogénico con una segunda firma de emision fluorescente que es
diferente de la primera caracteristica de emision fluorescente; y
un liquido acuoso en el que se dispersa el material biolégico y colorantes fluorogénicos;

en donde la evaluacién por citometria de flujo comprende someter la muestra de fluido tefiida a
citometria de flujo en un citémetro de flujo para detectar y contar las apariciones de las particulas
no asociadas del tamafio de un virus tefiidas tanto con el primer colorante fluorogénico como con el
segundo colorante fluorogénico; y

en donde el liquido acuoso de la muestra de fluido tefiida comprende disacarido disuelto.

El método de una cualquiera de la reivindicacion 9 o la reivindicacién 10, en donde la muestra de fluido tefiida
comprende una concentracién del disacarido disuelto de al menos el 0,5 por ciento en peso, y no mas del 15
por ciento en peso.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en donde la muestra de fluido tefiida tiene una
concentracién de DMSO de al menos el 0,5 por ciento en peso, y no mayor del 30 por ciento en peso.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en donde las particulas del tamafio de un virus no
asociadas tienen un tamafio en un intervalo de 10 nanémetros a un micrémetro.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 9-13, en donde la citrometia de flujo comprende:

enfocar hidrodindmicamente con un fluido envolvente un flujo de la muestra de fluido tefiida; y
hacer fluir la muestra de fluido tefiida enfocada hidrodinamicamente a través de una celda de flujo
en la que la muestra de fluido tefiida enfocada hidrodinamicamente que fluye se somete a radiacién
de excitacién para estimular una respuesta de emision fluorescente de cada uno del primer colorante
fluorogénico y el segundo colorante fluorogénico, en las particulas del tamafio de un virus no
asociadas tefiidas con el primer colorante fluorogénico y el segundo colorante fluorogénico; y
detectar tanto la primera firma de emisién fluorescente como la segunda firma de emisién
fluorescente; y en donde, el flujo comprende mantener un caudal de la muestra de fluido tefiida
enfocada hidrodindmicamente a través de la celda de flujo, en un intervalo de 300 nanolitros por
minuto a 6000 nanolitros por minuto.

El método de la reivindicacién 14, en donde la citometria de flujo comprende detectar por separado cada una
de la primera firma de emision fluorescente y la segunda firma de emision fluorescente, y la deteccién
correlacionada en el tiempo de la primera firma de emisién fluorescente, y la deteccién de la segunda firma
de emisién fluorescente, para determinar un evento de deteccién indicativo de una aparicién de dicha
particula del tamafio de un virus no asociada tefiida tanto con el primer colorante fluorogénico como con el
segundo colorante fluorogénico.
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