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Controles pour la mise en ceuvre de procedes d'analyse multiplexe 

Domaine technique 

5 La presente invention concerne des controles pouvant etre utilises pour securiser 

les resultats de procedes d'analyse multiplexe comprenant une ou plusieurs etapes. 

Etat de la technique 

Un procede d'analyse multiplexe permet de detecter, de maniere simultanee, la 

presence eventuelle de plusieurs analytes au sein d'un meme echantillon. L'analyse 

10 multiplexe presente plusieurs avantages, tels qu'un gain de temps en permettant 

d'analyser plusieurs analytes en meme temps, une moindre consommation de reactifs et 

de consommables, et egalement une moindre quantite d'echantillon necessaire pour la 

detection des analytes. 

II est courant d'utiliser un ou plusieurs controles pour valider les resultats obtenus 

15 a Tissue d'un procede d'analyse visant a detecter la presence d'un ou plusieurs analytes. 

La fiabilite des resultats fournis par un procede d'analyse est en effet un enjeu majeur, 

notamment lorsqu'il s'agit d'analyses destinees au diagnostic medical et/ou la qualification 

du don transfusionnel. 

Un controle positif classiquement utilise consiste a verifier la detection d'un 

20 compose connu, utilise dans une quantite connue et qui correspond a un analyte dont la 

presence eventuelle est recherchee dans un echantillon donne. Toutefois, ce type de 

controle permet de valider uniquement la mise en ceuvre globale du procede d'analyse et 

ne permet pas de valider chaque etape du procede. 

Par ailleurs, d'autres types de controle peuvent etre utilises. Par exemple, le 

25 document W02004/046685 utilise des controles pour verifier la qualite des reactifs utilises 

dans des tests d'immuno-histochimie. A cet effet, une lame controle comprenant une serie 

de dilutions de differents composes controle est utilisee. Une coloration positive de la 

lame controle au niveau d'un compose controle ne doit etre observee que si un anticorps 

specifique dudit compose controle ou un rapporteur ou substrat dudit compose controle 

30 est utilise au cours du procede d'immuno-marquage. Ce procede de verification de la 

qualite des reactifs necessite I'utilisation d'un nombre important de composes controles 

sur la lame controle. 

En fait, il n'existe pas actuellement de moyen simple permettant de controler 

I'ensemble des etapes dans le cas d'un procede d'analyse multiplexe : en particulier, le 

35 depot des echantillons, le depot des reactifs, les differents cycles de lavage et 



WO 2015/150583 PCT/EP2015/097005 

2 
d'incubations. II est pourtant crucial dans le domaine de la transfusion sanguine et du 

diagnostic medical d'atteindre un haut niveau de securisation et de tragabilite. 

Ainsi, il existe un reel besoin de fournir des solutions permettant de garantir la 

fiabilite des resultats obtenus lors de la mise en ceuvre de procedes d'analyse multiplexe 

5 et qui permettent notamment de valider chaque etape du procede. 

Description detaillee 

La presente invention repose sur la mise en evidence par les inventeurs de 

moyens de controle permettant de garantir la fiabilite des resultats obtenus, en verifiant 

10 que chaque etape d'un procede d'analyse multiplexe s'est deroulee correctement (et non 

en verifiant seulement une mise en ceuvre globale du procede). Ainsi, pour la premiere 

fois, les inventeurs fournissent des controles qui permettent de valider le depot de 

I'echantillon lui-meme et plus generalement les differentes etapes du procede. 

En combinant seulement deux ou trois controles selon I'invention, il est ainsi 

15 possible de valider I'etape de depot de I'echantillon, la ou les etape(s) de depot des 

ligands de detection specifiques des analytes a detecter dans I'echantillon, les differentes 

etapes de lavage et d'incubation et, le cas echeant, I'etape de depot d'un rapporteur d'un 

marqueur de detection et/ou I'etape de depot d'un substrat du marqueur couple audit 

rapporteur. 

20 Dans le procede d'analyse multiplexe selon I'invention, seulement deux ou trois 

controles sont necessaires a la validation de chaque etape de I'ensemble du procede 

multiplexe. 

Outre la validation des resultats, I'utilisation des controles selon I'invention permet 

egalement d'identifier des failles potentielles existantes lors de la mise en ceuvre du 

25 procede d'analyse multiplexe, et de modifier par exemple la ou les etapes 

correspondantes pour ameliorer la mise en ceuvre du procede d'analyse. 

La presente invention presente egalement I'avantage d'etre simple de mise en 

ceuvre, en ne necessitant qu'un nombre limite de controles, en n'ajoutant pas d'etapes 

supplementaires au procede d'analyse et en ne necessitant pas I'utilisation d'un 

30 appareillage supplemental (par exemple, ne necessitant pas I'utilisation d'un 

spectrophotometre). En effet, les etapes du procede d'analyse sont realisees dans un 

seul emplacement (par exemple, le tube ou le puits dans lequel est place I'echantillon) et 

les controles, par exemple sous forme de spots ou de billes, sont traites en meme temps 

que les spots ou billes servant a la detection des analytes. 

35 Le premier type de controle selon I'invention est le controle du depot d'un 

echantillon qui permet de verifier le depot de I'echantillon. Dans certains modes de 
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realisation detailles ci-apres, le controle du depot de I'echantillon permet egalement de 

verifier le depot d'un ou plusieurs ligands de detection d'analyte. 

Par « depot de I'echantillon ou d'un additif » ou « ajout de I'echantillon ou d'un 

additif », on entend la mise en presence de I'echantillon ou d'au moins un additif avec des 

5 composes d'interet fixes sur un support solide. 

Par « au moins un », on entend dans la presente demande un ou plusieurs, 

« plusieurs » signifiant en particulier deux, trois, quatre, cinq, six, sept, huit, neuf, dix, 

onze, douze, treize, quatorze, quinze, seize ou plus de seize. 

Par « depot d'un ligand de detection, d'un rapporteur ou d'un substrat » ou « ajout 

10 d'un ligand de detection, d'un rapporteur ou d'un substrat », on entend la mise en 

presence d'un ligand de detection, d'un rapporteur ou d'un substrat avec des composes 

d'interet fixes sur un support solide et les eventuels composes fixes sur lesdits composes 

d'interet. 

Le deuxieme type de controle est le controle du depot d'un ligand de detection 

15 d'un analyte qui permet de verifier le depot d'un ou de ligands de detection (par exemple 

un melange de ligands de detection) specifiques d'analytes a detecter dans I'echantillon. 

Ce controle permet egalement de valider les etapes d'incubation et de lavage. 

Le troisieme type de controle est le controle du depot d'un rapporteur qui permet 

de verifier que la ou les etape(s) de revelation se sont deroulees correctement. Le 

20 controle du depot d'un rapporteur est utile en cas de marquage indirect des ligands de 

detection. 

Enfin, les controles selon I'invention sont particulierement appropries pour la mise 

en ceuvre de procedes d'analyse multiplexe en micro-reseau, par exemple sur un support 

solide de type microplaque, ou en puce liquide, par exemple sur un support solide de type 

25 billes. 

Echantillon 

L'echantillon a analyser est de preference un echantillon biologique. 

L'echantillon biologique peut etre un fluide biologique, tel qu'un echantillon de 

30 sang, derive de sang (tel que plasma ou serum), urine, fluide cephalorachidien, salive, ou 

un echantillon de tissu, tel qu'un tissu obtenu par biopsie, une cellule ou un ensemble de 

cellules, un extrait vegetal, ou leurs combinaisons. 

Un derive de sang designe tout produit, en particulier fluide, obtenu a partir d'un 

echantillon de sang. 

35 L'echantillon a analyser peut egalement etre un milieu de culture et/ou un 

surnageant de culture. 
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Avant d'etre analyse, l'echantillon peut subir une ou plusieurs etapes prealables 

de traitement, tels que dilution, centrifugation, traitement thermique et/ou chimique, lyse 

cellulaire (par exemple par un ou plusieurs agents chaotropiques, un ou plusieurs agents 

reducteurs et/ou par chauffage), extraction, reaction de PCR (Polymerase Chain 

5 Reaction), ajout d'un ligand de detection non marque ou leurs combinaisons. L'ajout d'un 

ligand de detection non marque est en particulier utile pour la mise en ceuvre d'un test de 

neutralisation, qui est en soi un test connu de I'homme du metier. 

L'echantillon peut egalement etre un melange d'au moins deux echantillons qui 

peuvent etre de meme nature ou de nature differente. 

10 A titre d'exemple de melange d'echantillons de nature differente, on peut citer un 

melange de sang et de serum, un melange de sang et de plasma, un melange de serum 

et de plasma, ou encore un melange de sang, serum et plasma. 

Un echantillon prefere selon I'invention est un echantillon ou un melange 

d'echantillons de sang et/ou derive du sang. 

15 

Analvte 

Un analyte a detecter dans l'echantillon peut etre tout type de compose, naturel ou 

synthetique, que I'on souhaite detecter et / ou quantifier dans un echantillon. 

Un analyte peut par exemple etre une proteine, un peptide, une glycoproteine, un 

20 glucide, un lipide, une cellule, une organelle, un virus ou un acide nucleique. 

La cellule peut etre une cellule animale, une cellule vegetale, une cellule de 

bacterie, une cellule de metazoaire, une cellule de levure, une cellule de champignon, ou 

un protozoaire. 

Un acide nucleique designe un polymere de nucleotides relies par des liaisons 

25 phosphodiester, tel qu'un acide desoxyribonucleique (ADN), un acide ribonucleique (ARN) 

ou un analogue de ceux-ci, tels que des phosphorothioates ou des thioesters, sous forme 

simple brin ou double brin. 

Un analyte ou au moins un des analytes ou les analytes est (sont) par exemple 

choisi(s) dans le groupe consistant en un antigene, un anticorps, un fragment d'anticorps, 

30 un haptene, une hormone, un recepteur d'hormone, une enzyme ou un acide nucleique. 

Dans un mode de realisation prefere, le ou les analytes ne sont pas des acides 

nucleiques. 

Le ou les analytes sont par exemple selectionnes dans le groupe consistant en un 

antigene, un anticorps, un fragment d'anticorps, un haptene, une hormone, un recepteur 

35 d'hormone et une enzyme. 
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Par «antigene», on designe ici une molecule naturelle, recombinante ou 

synthetique reconnue par des anticorps ou des cellules du systeme immunitaire et 

capable d'engendrer une reponse immunitaire lorsqu'elle est presentee dans des 

conditions appropriees au systeme immunitaire d'un hote. Ce peut etre une molecule, en 

5 particulier un polypeptide, comprenant ou consistant en au moins un epitope qui peut etre 

lineaire ou conformationnel. Le terme « epitope lineaire » designe un polypeptide, en 

particulier un peptide, comprenant ou consistant generalement en 3 a 15, plus 

generalement 5 a 15 acides amines, et de preference au moins 6, 8, 10 ou 12 acides 

amines, capable de se lier a une molecule d'anticorps dirige contre ledit antigene. Le 

10 terme « epitope conformationnel » designe une structure tridimensionnelle reconnue par 

un anticorps et determinee par la juxtaposition de plusieurs acides amines dans I'espace, 

qui peuvent etre non contigus dans la sequence peptidique de la proteine (ou du 

polypeptide) contre laquelle est dirige cet anticorps, mais qui, du fait du repliement de la 

chame polypeptidique, se retrouvent proches les uns des autres dans I'espace, et peuvent 

15 ainsi former un motif susceptible d'etre reconnu par un anticorps. 

Un antigene est par exemple une proteine (en particulier une proteine native ou 

recombinante), un peptide (par exemple un peptide synthetique), une glycoproteine, un 

glucide ou un lipide, ledit peptide pouvant etre associe ou non a une molecule support, 

par exemple la BSA (albumine de serum bovin). 

20 Par « molecule support » (appele egalement « molecule porteuse »), on entend 

notamment dans la presente demande une molecule support proteique ou glucidique. 

Une molecule support peut etre un polypeptide (en particulier une proteine ou un peptide) 

naturel ou non naturel (par exemple une proteine recombinante ou un peptide 

synthetique), un polymere fonctionnalise (de type dextran, polysaccharide ou poly-lysine) 

25 ou un co-polymere mixte (en particulier un co-polymere d'acides amines differents, par 

exemple un co-polymere lysine-tyrosine). Une molecule support peut etre un anticorps (en 

particulier un anticorps monoclonal ou un anticorps polyclonal), par exemple une 

immunoglobuline. 

Un exemple de molecule support est la BSA. 

30 Dans un mode de realisation particulier, la molecule support n'est pas un 

anticorps. 

Par « haptene », on designe ici une molecule de faible poids moleculaire capable 

d'etre reconnue par le systeme immunitaire, mais qui est immunogene uniquement 

lorsqu'elle est couplee a une molecule support. 

35 Un analyte ou au moins un des analytes est, de preference, un compose 

permettant de diagnostiquer une condition d'un sujet, pathologique ou non, ou de 
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diagnostiquer les risques de developper une condition, pathologique ou non. Un exemple 

de condition non pathologique est une grossesse. 

Le sujet peut etre un homme, un animal non humain ou un vegetal. L'animal non 

humain est de preference un mammifere, tel qu'un chat, chien, singe, lapin, souris, rat. 

5 Le terme « homme » est utilise de maniere large et designe notamment un homme 

ou une femme de tout age, tel qu'un nourrisson, un enfant, un adolescent, un adulte ou 

une personne agee. 

Lorsque I'analyte ou au moins un des analytes est un antigene, il s'agit de 

preference d'un antigene permettant de diagnostiquer une infection, par exemple une 

10 infection causee par un virus, une bacterie, un champignon ou un parasite. 

Lorsque I'analyte ou au moins un des analytes est un anticorps, il s'agit de 

preference d'un anticorps permettant de diagnostiquer une infection, par exemple une 

infection causee par un virus, une bacterie, un champignon ou un parasite. 

Typiquement, il peut s'agir d'un ou plusieurs antigene(s) et/ou d'un ou plusieurs 

15 anticorps specifique(s) de : 

un virus, tel que VIH (Virus de I'lmmunodeficience Humaine), en particulier VIH-1 

ou VIH-2, VHB (Virus de I'Hepatite B), VHC (Virus de I'Hepatite C), VPH 

(papillomavirus humain), HTLV (Virus T-lymphotropique humain), en particulier 

HTLV-I ou HTLV-11, 

20 - un parasite, tel qu'un parasite susceptible de provoquer la Toxoplasmose (en 

particulier Toxoplasma gondii), la Malaria (en particulier un parasite du genre 

Plasmodium, par exemple Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, 

Plasmodium ovale, Plasmodium malariae ou Plasmodium knowlesi) ou la maladie 

de Chagas (en particulier Trypanosoma cruzi), chez un homme ou un animal non 

25 humain, ou 

- une bacterie, telle qu'une bacterie susceptible de provoquer la Syphilis (en 

particulier Treponema pallidum) ou la maladie de Lyme (en particulier une bacterie 

du genre Borrelia), chez un homme ou un animal non humain. 

Par « parasite », on designe ici un metazoaire ou un protozoaire parasitant un 

30 organisme et entrainant une parasitose. Un parasite au sens de I'invention n'est done ni 

un virus, ni une bacterie, ni un champignon. 

L'analyte ou au moins un des analytes peut egalement etre un marqueur d'une 

maladie, tel qu'un marqueur d'une maladie cardiovasculaire ou un marqueur du diabete, 

un marqueur de 1'evolution d'une maladie, telle qu'une hepatite, un marqueur de 

35 1'evolution d'une infection causee par un virus, une bacterie, un champignon ou un 
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parasite, un marqueur de resistance a un traitement, par exemple a un traitement 

antiviral, un traitement antibiotique ou un traitement contre un cancer. 

Plusieurs (par exemple deux, trois, quatre, cinq, six, sept, huit, neuf, dix, onze, 

douze, treize, quatorze, quinze ou plus de quinze) analytes tels que decrits dans la 

5 presente demande peuvent etre detectes simultanement dans un echantillon au cours 

d'un procede d'analyse multiplexe. Cela peut permettre de diagnostiquer, dans un meme 

echantillon, une ou plusieurs infection(s) ou maladie(s), 1'evolution d'une infection ou 

maladie, une condition (pathologique ou non), un risque de developper une condition 

(pathologique ou non) ou encore un marqueur de resistance a un traitement chez un 

10 sujet. 

Les analytes detectes au cours d'un procede d'analyse multiplexe peuvent etre de 

meme nature (par exemple uniquement des anticorps ou uniquement des antigenes) ou 

de nature differente (par exemple, au moins un antigene et au moins un anticorps). 

De preference, le ou les analytes a detecter ne sont pas marques avec un 

15 marqueur de detection. 

Dans un mode de realisation prefere, le ou les analytes a detecter sont choisis 

parmi un anticorps et/ou un antigene. 

Compose controle 

20 Par « compose controle », on designe ici un compose present naturellement dans 

l'echantillon a analyser, de preference en une concentration detectable dans tous les 

echantillons de meme nature. 

Le compose present naturellement dans l'echantillon a analyser peut etre un 

compose present initialement dans l'echantillon ou un derive d'un compose present 

25 initialement dans l'echantillon. 

Un derive d'un compose present initialement dans l'echantillon peut etre obtenu a 

Tissue d'une ou plusieurs etapes de traitement de l'echantillon prealables au procede 

d'analyse. Ce ou ces etapes sont notamment telles que definies ci-dessus, par exemple 

traitement thermique et/ou chimique, lyse cellulaire, extraction, reaction de PCR 

30 (Polymerase Chain Reaction), ajout d'un ligand de detection non marque ou leurs 

combinaisons. 

Un derive d'un compose present initialement dans l'echantillon est, par exemple, 

un produit de PCR et/ou un compose modifie par un traitement thermique et/ou chimique, 

une lyse cellulaire, I'ajout d'un ligand de detection non marque ou leurs combinaisons. 

35 De preference, un compose present naturellement dans l'echantillon a 

analyser est un compose present initialement dans l'echantillon. Dans ce cas, si une ou 
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plusieurs etapes de traitement de l'echantillon prealables au procede d'analyse sont 

realisees, le compose est done present avant toute etape prealable de traitement de 

l'echantillon. 

Un compose present naturellement dans l'echantillon a analyser n'inclut pas un 

5 compose present dans l'echantillon au moment de I'analyse, mais qui a ete ajoute ou qui 

est derive d'un compose ajoute a l'echantillon pendant une ou des etapes de traitement 

prealables de l'echantillon. 

Lorsque l'echantillon est un melange d'au moins deux echantillons, le compose 

controle est un compose present naturellement dans au moins un desdits echantillons, de 

10 preference dans chaque echantillon du melange. 

Par « echantillon de meme nature », on entend un echantillon de meme origine 

preleve sensiblement de la meme maniere chez differents sujets ou chez un meme sujet 

a differents intervalles de temps et, le cas echeant, ayant subi le ou les memes etapes de 

traitement. 

15 Une « concentration detectable » est une concentration permettant de detecter la 

presence d'un compose controle lors d'un test, notamment un test immunologique de type 

sandwich dans lequel un compose controle se lie a un anticorps de capture fixe sur un 

support solide et est detecte par un anticorps de detection marque. 

De preference, la concentration d'un compose controle varie peu dans des 

20 echantillons de meme nature. 

Par I'expression « la concentration d'un compose controle varie peu dans des 

echantillons de meme nature», on entend ici une concentration qui varie de moins de 

60%, de preference de moins de 40%, plus preferentiellement de moins de 20 % d'un 

echantillon a I'autre, la concentration etant donnee en ng/mL. 

25 Dans un mode de realisation avantageux, un compose controle est present dans 

l'echantillon dans une concentration du meme ordre de grandeur que la concentration du 

ou des analytes a detecter, lorsque ces analytes sont presents. De preference, un 

compose controle est present dans l'echantillon dans une concentration du meme ordre 

de grandeur que la concentration de chacun des analytes a detecter. 

30 La concentration d'un compose controle est du meme ordre de grandeur que la 

concentration d'un analyte a doser. 

De preference, la concentration du compose controle est au plus 5 decades 

inferieure ou superieure a celle dudit analyte a doser, lorsqu'il est present dans 

l'echantillon, de preference au plus 4 decades, plus preferentiellement au plus 3 decades. 
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Par exemple, la concentration d'un compose controle est au plus de 100 ng/mL, 

de preference au plus 10 ng/mL, plus preferentiellement au plus 1 ng/mL, pour une 

concentration d'un analyte a doser qui serait de 1 ng/mL. 

De preference, la concentration du compose controle est du meme ordre de 

5 grandeur que la concentration d'un analyte, lorsque I'ecart entre la concentration de 

I'analyte dans un echantillon a analyser qui contient cet analyte, et celle du compose 

controle est au plus de 5 decades, de preference au plus de 4 decades, plus 

preferentiellement au plus de 3 decades. 

10 Dans le cas d'un echantillon d'origine humaine ou animale, un compose controle a 

de preference une structure conservee au sein de la population humaine ou animale 

consideree pour I'analyse. Dans un mode de realisation prefere, un compose controle ne 

presente pas de polymorphisme au sein de la population consideree. 

Le compose controle n'est, de preference, pas un marqueur d'une maladie. 

15 Lorsqu'au moins un analyte est detecte par un anticorps, un compose controle est, 

de preference, un compose detectable par un anticorps. 

Le compose controle n'est, de preference, pas denature par la ou les eventuelles 

etapes prealables de traitement de l'echantillon, de maniere a etre detectable par un 

anticorps. 

20 Le compose controle peut etre une molecule, ou un complexe d'au moins deux 

molecules, identiques ou differentes. 

A titre d'exemple, lorsque l'echantillon a analyser est un echantillon de sang ou de 

plasma, en particulier de sang humain ou plasma humain, un compose controle peut etre 

le recepteur soluble de la transferrine complexe a la transferrine, une hormone, par 

25 exemple un steroi'de, un facteur de coagulation, par exemple un facteur de coagulation 

choisi parmi le facteur VIII, IX, X, XI, XII ou XIII. 

Dans un mode de realisation particulier, un compose controle n'est pas le facteur 

XIII. 

Dans un mode de realisation particulier, un compose controle n'est pas une 

30 immunoglobuline de type G (IgG), en particulier une IgG humaine, et/ou n'est pas une 

immunoglobuline de type M (IgM), en particulier une IgM humaine, ou plus generalement, 

n'est pas une immunoglobuline, en particulier une immunoglobuline humaine. 

Le recepteur soluble de la transferrine complexe a la transferrine est un complexe 

comprenant deux molecules du recepteur soluble de la transferrine et deux molecules de 

35 transferrine. 
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Par exemple, le recepteur soluble de la transferrine complexe a la transferrine est 

generalement present dans une concentration comprise de 0,8 ng/mL a 4 ng/mL dans les 

echantillons a analyser provenant d'un sujet humain, independamment de la condition du 

sujet. 

5 Lorsque la concentration d'un compose controle peut varier, par exemple en 

fonction de la nature de l'echantillon et/ou de la condition du sujet dont est issu 

l'echantillon, il peut etre avantageux d'utiliser au moins deux composes controles 

differents. 

10 Additif 

Un additif est un compose ou un ensemble de composes qui n'est (ne sont) pas 

presents dans l'echantillon, c'est-a-dire qui n'est (ne sont) pas present(s) initialement 

dans l'echantillon ou qui n'est (ne sont) pas derive(s) d'un compose present initialement 

dans l'echantillon. 

15 Un additif peut etre en particulier un antigene ou un haptene, ledit antigene ou ledit 

haptene pouvant etre couple ou non a une molecule support. 

A titre d'exemple, pour un echantillon biologique humain ou animal, un compose 

ou un des composes qui n'est pas present dans l'echantillon a analyser est par exemple 

selectionne dans le groupe consistant en la digoxigenine, une hormone vegetale, un 

20 alcaloi'de, un steroi'de vegetal, un acide nucleique et un pesticide. 

Dans un mode de realisation prefere, I'additif n'est pas un acide nucleique. 

La digoxigenine est un steroi'de extrait de certaines plantes. 

Un pesticide est par exemple un insecticide, tel qu'un organophosphore ou un 

organochlore, un herbicide, tel qu'une triazine ou de la phenyl-uree, ou leurs 

25 combinaisons. 

Un additif prefere selon I'invention est de la digoxigenine couplee a une molecule 

support, une auxine couplee a une molecule support, une triazine couplee a une molecule 

support, ladite molecule support etant par exemple la BSA. 

Un additif prefere selon I'invention est de la digoxigenine couplee a de la BSA. 

30 De plus, I'additif n'interfere pas avec la detection des analytes lors de la mise en 

ceuvre d'un procede d'analyse multiplexe. En particulier, I'additif n'interfere pas avec les 

analytes a detecter, le ou les ligands de capture utilises, le ou les ligands de detection 

utilises, le ou les composes controle, le cas echant le ou les rapporteurs, le cas echeant le 

ou les substrats, et la detection du signal. 

35 Dans un mode de realisation particulier, I'additif ne comprend ou ne consiste pas 

en la biotine ou un analogue de la biotine et/ou en I'avidine ou un analogue de I'avidine 
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(en particulier la streptavidine ou la neutravidine), ladite biotine, avidine ou un de leurs 

analogues etant greffe ou non sur une molecule support. 

Ligand de capture 

5 Un ligand de capture est un compose fixe sur un support solide, en particulier au 

niveau d'un spot ou a la surface d'une bille. 

Un ligand de capture est, de preference, un anticorps ou un antigene qui est fixe 

sur le support solide, en particulier au niveau d'un spot ou a la surface d'une bille. 

Un ligand de capture peut etre specifique d'un analyte a detecter dans 

10 l'echantillon, d'un compose controle ou d'un additif. 

Un ligand de capture peut etre un anticorps, un antigene, un peptide, un glucide, 

un lipide ou un acide nucleique. 

Dans un mode de realisation prefere, le ligand de capture n'est pas un acide 

nucleique. 

15 Dans un mode realisation prefere, le ligand de capture est selectionne dans le 

groupe consistant en un anticorps, un antigene, un peptide, un glucide et un lipide. 

Un ligand de capture est, de preference, un anticorps ou un antigene. 

Lorsqu'un ligand de capture est un anticorps, il s'agit par exemple d'un anticorps 

monoclonal ou d'un anticorps polyclonal. 

20 

Ligand de detection 

Un ligand de detection est destine a reveler la presence d'un compose dont il est 

specifique. 

25 Un ligand de detection peut etre un anticorps, un antigene, un peptide, un glucide, 

un lipide ou un acide nucleique. 

Dans un mode de realisation prefere, le ligand de detection n'est pas un acide 

nucleique. 

Dans un mode realisation prefere, le ligand de detection est selectionne dans le 

30 groupe consistant en un anticorps, un antigene, un peptide, un glucide et un lipide. 

Un ligand de detection est, de preference, un anticorps ou un antigene. 

Lorsqu'un ligand de detection est un anticorps, il s'agit par exemple d'un anticorps 

monoclonal ou d'un anticorps polyclonal. 

Un ligand de detection est, de preference, un ligand de detection marque, c'est-a-

35 dire un ligand auquel est attache un marqueur de detection (qui peut etre par exemple la 

biotine ou une peroxydase), de maniere covalente ou non. 
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Lorsqu'un ligand de detection n'est pas marque, sa detection peut etre obtenue en 

utilisant un anticorps marque specifique dudit ligand de detection. 

Un ligand de detection peut etre specifique d'un analyte a detecter dans 

l'echantillon, d'un compose controle ou d'un additif. 

5 Un ligand de detection peut etre identique au ligand de capture ou a un des 

ligands de capture utilises, a I'exception de la presence eventuelle d'un marqueur de 

detection, et/ou se lier au compose dont il est specifique au niveau de la meme zone que 

celle liee par le ligand de capture ou un des ligands de capture. Dans ce cas, si ledit 

ligand de capture et ledit ligand de detection sont des anticorps, il s'agit alors d'un 

10 « sandwich homologue ». 

Un ligand de capture et le ligand de detection ou un des ligands de detection 

peuvent etre specifiques de zones distinctes au niveau du compose dont ils sont 

specifiques, de maniere a eviter une competition du ligand de capture et du ligand de 

detection vis-a-vis du compose dont ils sont specifiques, en raison d'un encombrement 

15 sterique. Dans ce cas, si ledit ligand de detection et ledit ligand de capture sont des 

anticorps, il s'agit alors d'un « sandwich heterologue ». 

Dans un mode de realisation prefere, un ligand de detection et un ligand de 

capture specifiques du meme compose ne se lient pas au meme endroit sur ledit 

compose. Plus preferentiellement, ledit ligand de detection se lie a une zone dudit 

20 compose qui est eloignee de la zone de liaison avec ledit ligand de capture. 

Dans un autre mode de realisation prefere, un ligand de detection est identique a 

un ligand de capture, a I'exception de la presence eventuelle d'un marqueur de detection, 

et/ou se lie au compose dont il est specifique au niveau de la meme zone que celle liee 

par ledit ligand de capture, lorsque le compose dont il est specifique est sous forme d'un 

25 complexe presentant au moins deux zones de liaison identiques. 

Marqueur de detection 

Un marqueur de detection peut etre un marqueur direct ou un marqueur indirect. 

Un marqueur direct est un marqueur dont le signal peut etre detecte directement, 

30 c'est-a-dire sans necessiter I'ajout prealable d'un rapporteur. 

Un marqueur direct est par exemple selectionne dans le groupe consistant en un 

radio-isotope, un fluorochrome et un element lourd de la classification periodique, tel 

qu'un lanthanide, un compose luminescent, un metal de transition tel que le ruthenium, un 

chromogene et des nanoparticules colorees, fluorescentes ou luminescentes. 

35 Un « compose luminescent » designe en particulier dans la presente demande un 

compose electroluminescent, thermoluminescent ou (de preference) chimiluminescent. 
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Un exemple de compose luminescent (plus precisement de compose 

thermoluminescent) que Ton peut utiliser comme marqueur direct consiste en des 

nanoparticules de silice comprenant (par exemple additionnee de ou dopee par (de 

I'anglais « doped »)) des molecules d'un compose dioxetane, en particulier le compose 

5 1,2-dioxetane, ou d'un derive d'un compose dioxetane, par exemple un derive du 1,2-

dioxetane. 

Un marqueur indirect est un marqueur dont la detection du signal necessite 

prealablement I'ajout d'un rapporteur, et le cas echeant I'ajout d'un substrat du marqueur 

couple audit rapporteur. 

10 Un rapporteur est un substrat du marqueur indirect ou une molecule se liant 

specifiquement au marqueur indirect, ladite molecule etant elle-meme un marqueur direct 

ou indirect ou etant elle-meme couplee a un marqueur direct ou indirect. 

Un marqueur indirect peut etre par exemple une enzyme (en particulier une 

enzyme produisant un compose luminescent a partir d'un substrat), la biotine, I'avidine, la 

15 streptravidine, la neutravidine, un haptene, un antigene ou un anticorps. 

Un rapporteur d'une enzyme est par exemple le substrat de la dite enzyme. 

Un rapporteur d'un compose luminescent est par exemple une enzyme ou un 

catalyseur. 

Un rapporteur de la biotine est par exemple I'avidine, la streptavidine ou la 

20 neutravidine, de preference couplee a un marqueur direct ou a un marqueur indirect, tel 

qu'une enzyme ou un catalyseur. 

Un exemple d'enzyme est la peroxydase, par exemple la peroxydase de raifort 

(HRP). 

Un rapporteur de la biotine prefere selon I'invention est la streptavidine couplee a 

25 une peroxydase, de preference la peroxydase de raifort. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention, le marqueur de detection ou 

un des marqueurs de detection utilise est ou a pour substrat le luminol (3-

aminophthalhydrazide, appele egalement 5-amino-2,3-dihydro-phthalazine-1,4-dione, de 

formule brute C8H7N3O2), I'isoluminol (appele egalement 4-aminophthalhydrazide), un 

30 compose acridine, coelenterazine, dioxetane ou peroxyoxalic, ou un de leurs derives, et 

en particulier un compose decrit dans la publication_Dodeigne C. et al (2000), Talanta 51, 

415-439, « Chemiluminescence as diagnostic tool. A review ». 

Selon un mode de realisation prefere de I'invention, le marqueur de detection ou 

un des marqueurs de detection utilises a pour substrat le luminol, I'isoluminol ou un de 

35 leurs derives. 
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Un derive du luminol ou de I'isoluminol est, de preference, une molecule obtenue a 

partirdu luminol ou de I'isoluminol respectivement, par toute(s) modification(s) possible(s) 

(par exemple chimique et/ou enzymatique). Un derive du luminol ou de I'isoluminol est en 

particulier un substrat d'une enzyme peroxydase, la reaction de ladite enzyme 

5 peroxydase avec ledit derive du luminol ou isoluminol permettant la production d'un 

compose chimiluminescent. 

Un derive de I'isoluminol peut etre par exemple I'aminoethylisoluminol (ou AEI), 

I'aminoethylethylisoluminol (ou AEEI), I'aminobutylisoluminol (ou ABI), 

I'aminobutylethylisoluminol (ou ABEI), I'aminopentylethylisoluminol (ou APEI), 

10 I'aminohexylisoluminol (ou AHI), I'aminohexylethylisoluminol (ou AHEI), 

raminooctylmethylisoluminol (ou AOMI) ou I'aminooctylethylisoluminol (ou AOEI), tels 

que decrits dans la publication Dodeigne C. et al (2000), Talanta 51, 415-439, 

« Chemiluminescence as diagnostic tool. A review ». 

15 Revelation 
L'etape ou les etapes de revelation correspond(ent) a la detection du signal 

produit par le ou les marqueurs de detection. 

Lorsque le signal detecte est un signal en fluorescence ou en luminescence, le 

« signal produit » est en particulier un « signal emis ». 

20 L'etape ou les etapes de revelation depend(ent) du type de marqueur utilise. 

Le signal produit ou emis par un marqueur direct de type fluorochrome peut etre lu 

directement en fluorescence. 

Un marqueur indirect de type enzyme, de type compose luminescent ou de type 

biotine necessite I'ajout d'un rapporteur. 

25 Comme indique ci-dessus, un marqueur indirect de type biotine necessite I'ajout 

d'un rapporteur, de preference d'un rapporteur couple a un marqueur. 

Si un rapporteur est couple a un marqueur indirect, par exemple une enzyme, il 

est necessaire d'ajouter dans une etape ulterieure un substrat de ce marqueur indirect, 

par exemple un substrat de cette enzyme. 

30 A titre d'exemple, si un rapporteur est couple a la peroxydase, il est necessaire 

d'ajouter dans une etape ulterieure un substrat de cette enzyme, tel que le luminol. 

Dans un mode de realisation prefere, un signal est detecte en chimiluminescence, 

ledit signal etant produit par un compose chimiluminescent produit par la reaction d'une 

enzyme peroxydase avec son substrat, par exemple le luminol, I'isoluminol et/ou un 

35 derive du luminol ou de I'isoluminol. Cette reaction d'une enzyme peroxydase avec son 
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substrat necessite generalement egalement la presence d'un oxydant et, le cas echeant, 

d'un mediateur d'electrons. 

Generalement, la reaction de chimiluminescence est effectuee au moyen d'un kit 

comprenant au moins deux solutions. 

5 La premiere solution comprend le substrat de la peroxydase, par exemple le 

luminol, I'isoluminol et/ou un derive du luminol ou de I'isoluminol, et un mediateur 

d'electrons ; la deuxieme solution comprend un oxydant. A titre d'exemple, il est possible 

d'utiliser le kit « Immun-star western C » (Bio-Rad, Etats-Unis), « ELISTAR ETA C Ultra 

ELISA » (Cyanagen, Italie), « Supersignal West Pico » (Thermo Scientific, Etats-Unis), 

10 « Chemiluminescent Sensitive Plus HRP» (Surmodics, Etats-Unis). 

Support solide approprie pour une analyse multiplexe securisee 

Le ou les supports utilises pour la mise en ceuvre du procede d'analyse selon 

I'invention sont des supports solides. 

15 Un support solide peut etre en toute matiere appropriee pour la mise en ceuvre du 

procede d'analyse. 

Un support solide est par exemple un support a base d'un polymere ou d'un 

melange de polymeres. Un support solide approprie selon I'invention est, par exemple, un 

support en polystyrene, polypropylene, poly(meth)acrylate, polybutadiene ou leurs 

20 combinaisons. 

Un autre type de support solide approprie selon I'invention est par exemple un 

support inorganique, tel que le verre, et/ou un support metallique. 

Un support peut etre sous la forme d'une plaque, d'une microplaque, d'une lame, 

de billes, d'une membrane. 

25 Un autre exemple de support solide approprie est une membrane, par exemple 

une membrane en nitrocellulose, PVDF (Polyfluorure de vinylidene), nylon ou leurs 

combinaisons. 

Un support solide prefere est en polystyrene ou polypropylene. 

30 Dependant de la technologie utilisee, le procede d'analyse multiplexe peut etre 

effectue au moyen d'un seul support solide, par exemple un support solide comprenant au 

moins un compartiment, ledit compartiment comprenant au moins deux spots, ou sur un 

ensemble de supports solides, par exemple un ensemble de billes. 

Les controles selon I'invention sont transposables a une utilisation sur un seul 

35 support solide ou sur un ensemble de supports solides. Dans le premier cas, les controles 
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et les moyens de detection des analytes sont sous forme de spots et dans le deuxieme 

cas, les controles et les moyens de detection des analytes sont sous forme de billes. 

Les billes (que Ton peut egalement appeler « particules », « microbilles » ou 

« microparticules » ) peuvent etre en solution ou suspension ou fixees sur un autre 

5 support solide, par exemple une plaque, une microplaque, une lame, ou une membrane, 

et en particulier fixees au fond d'un ou plusieurs puits d'un support solide (par exemple 

d'une microplaque). 

Selon le(s) support solide utilise(s), un controle du depot de l'echantillon est 

appele spot pour controler le depot d'un echantillon ou bille pour controler le depot d'un 

10 echantillon; un controle du depot d'un ou plusieurs ligand(s) de detection d'un analyte est 

appele spot pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte ou bille pour 

controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte ; et un controle de depot d'un 

rapporteur est appele spot pour controler le depot d'un rapporteur ou bille pour controler 

le depot d'un rapporteur. 

15 Dans un mode de realisation prefere, le ou les supports solides sont appropries 

pour la mise en ceuvre d'une analyse multiplexe sous forme d'un test immunologique de 

type sandwich. 

Un support solide selon I'invention presente egalement I'avantage de pouvoir 

detecter des analytes independamment de la matrice de l'echantillon. Par exemple, la 

20 detection d'analytes presents dans le sang peut etre mise en ceuvre au moyen d'un 

support solide selon I'invention a partir d'un echantillon de sang ou d'un derive de sang, 

tel que plasma ou serum, ou encore d'un melange d'echantillons de sang et/ou de derives 

de sang. 

25 Support solide approprie pour une analyse multiplexe securisee sur spots 

La presente invention a particulierement pour objet un support solide approprie 

pour une analyse multiplexe d'au moins un echantillon, comprenant au moins un 

compartiment, ledit compartiment comprenant au moins un spot controle et au moins 

deux spots de detection d'un analyte, caracterise en ce que ledit spot controle est 

30 selectionne dans le groupe consistant en un spot pour controler le depot d'un echantillon, 

un spot pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte et un spot pour 

controler le depot d'un rapporteur. 

Un support solide comprend au moins un compartiment (appele egalement zone 

d'analyse), de preference au moins deux compartiments. 

35 Selon un mode de realisation particulier de I'invention, un support solide comprend 

un unique compartiment. Ledit compartiment unique peut etre un compartiment 
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comprenant une ou plusieurs parois. Alternativement, ledit compartiment unique peut etre 

depourvu de parois, et s'assimiler alors au support solide lui-meme. Le fond du 

compartiment peut alors consister en la face superieure du support solide. Un exemple 

d'un tel support solide comprenant un unique compartiment comportant ou non une ou 

5 plusieurs parois est une lame ou une membrane. 

Dans un mode de realisation particulier de I'invention ou un support solide (par 

exemple une lame ou une membrane) comprend un unique compartiment, typiquement, 

au moins un (par exemple un ou deux) support solide est utilise par echantillon a 

analyser. 

10 Lorsqu'un support solide comprend au moins deux compartiments, ils sont isoles 

les uns des autres, de sorte qu'ils ne communiquent pas entre eux, c'est-a-dire de sorte 

que les differentes compositions ou solutions utilisees pour I'analyse ne puissent pas 

circuler d'un compartiment a un autre pendant I'analyse. Ainsi, une solution ajoutee dans 

un compartiment ne va pas dans les autres compartiments. Par exemple, le ou les 

15 compartiments comprennent ou sont constitues d'un fond et d'une ou plusieurs parois, la 

ou lesdites parois isolant le ou les compartiments les uns des autres de sorte qu'ils ne 

communiquent pas entre eux. 

Un compartiment du support solide est utilise par echantillon a analyser. 

Un exemple de compartiment est un puits. 

20 Un support solide est par exemple une microplaque. 

La microplaque est typiquement une microplaque de 96 puits ou de 384 puits. 

Un compartiment du support utilise pour analyser un echantillon comprend au 

moins trois spots, par exemple trois spots, quatre spots ou cinq spots, ou au moins six 

spots, de preference six spots, sept spots, huit spots, plus preferentiellement au moins 

25 neuf spots, par exemple neuf spots, dix spots, onze spots, douze spots, treize spots, 

quatorze spots, quinze spots, seize spots ou plus de seize spots. 

Par « spot », on entend ici une zone d'un compartiment d'un support solide 

comprenant au moins un compose d'interet lie a la surface dudit compartiment, 

notamment par des interactions physico-chimiques non covalentes (en particulier de type 

30 liaisons faibles, par exemple, ioniques, van der Waals, hydrogene et/ou hydrophobe) 

et/ou par des liaisons covalentes. 

Un spot peut comprendre, outre le ou les compose(s) d'interet, au moins un 

polymere, en particulier au moins un polymere comportant des groupes hydrophiles, par 

exemple au moins un hydrogel. 
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Par « au moins », on entend dans la presente demande un ou plusieurs, 

« plusieurs » signifiant en particulier deux, trois, quatre, cinq, six, sept, huit, neuf, dix, 

onze, douze, treize, quatorze, seize ou plus de seize. 

Un spot correspond a une zone bien delimitee, generalement de forme spherique 

5 ou ovale et de petite dimension, par exemple comprise de 0,0078 mm2 a 5,309 mm2, de 

preference de 0,196 mm2 a 3,142 mm2, plus preferentiellement comprise de 0,503 mm2 a 

2,011 mm2. 

Un spot peut etre de forme discoi'dale, cylindrique ou approximativement 

discoi'dale ou cylindrique, par exemple ovale, en particulier lorsqu'un support solide est 

10 une microplaque ou une lame. 

Alternativement, un spot peut etre de forme carree ou rectangulaire (ce peut etre 

en particulier une bande), par exemple lorsqu'un support solide est une membrane, ou de 

tout autre forme. 

Les spots sont obtenus par des techniques bien connues de I'homme du metier, 

15 telles que celles divulguees dans les brevets US 7 470 547 B2, US 6 576 295 B2, 

US 5 916 524 A et US 5 743960 A. 

Par exemple, un spot est obtenu par le depot d'au moins une goutte d'une solution 

contenant une quantite determinee dudit ou desdits compose(s) d'interet a un endroit 

20 precis a la surface du compartiment. 

Lorsqu'un spot comprend au moins un polymere (par exemple au moins un 

hydrogel), ledit spot peut etre obtenu par le depot d'au moins une goutte d'une solution 

contenant une quantite determinee dudit ou desdits compose(s) d'interet a un endroit 

precis a la surface du compartiment sur laquelle ledit polymere a ete depose au prealable. 

25 Un spot peut egalement etre obtenu par synthese in situ dudit ou desdits 

compose(s) d'interet a un endroit precis a la surface du compartiment. Ledit ou lesdits 

composes d'interet sont dans ce cas qualifies de sonde. II peut s'agir d'un acide nucleique 

ou d'un peptide (voir par exemple le document US 5 143 854). 

30 La surface du compartiment est egalement appelee « phase solide ». 

Un compose d'interet est generalement un ligand de capture, une molecule 

support couplee a un marqueur indirect ou un marqueur indirect. Le ligand de capture, la 

molecule support couplee a un marqueur indirect et le marqueur indirect sont notamment 

tels que definis ci-dessus. 
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Dans un mode de realisation avantageux, chaque compartiment d'un support 

solide comprend le meme nombre de spots. De plus, chaque compartiment d'un support 

solide peut comprendre le meme nombre de spots et la meme composition en spots. 

Dans un autre mode de realisation avantageux, un support peut comprendre un ou 

5 plusieurs compartiments sans spot, ou encore avec un nombre et/ou une composition de 

spots different(s). Une partie ou la totalite d'un support peut par exemple comprendre au 

moins deux groupes distincts (ou types) de spots ou de compartiments, chacun des 

groupes distincts ayant un nombre et/ou une composition de spots different(s). 

Un compartiment comprend au moins un spot controle (par exemple au moins un 

10 spot pour controler le depot d'un echantillon), de preference au moins deux spots 

controle, et au moins deux spots de detection d'un analyte. 

Un compartiment comprend generalement au moins un spot par analyte a 

detecter, chaque analyte pouvant par exemple correspondre a une infection ou une 

maladie a detecter, a 1'evolution d'une infection ou maladie, a une condition (pathologique 

15 ou non) d'un sujet, a un risque de developper une condition (pathologique ou non) ou 

encore a un marqueur de resistance a un traitement. Plusieurs spots d'un compartiment 

peuvent egalement etre destines a I'analyse d'un meme analyte. 

Le spot pour controler le depot d'un echantillon ou pour controler le depot d'un 

ligand de detection d'un analyte comprend, de preference, un ligand de capture. Le ligand 

20 de capture est notamment tel que defini ci-dessus. 

Un meme spot peut comprendre plusieurs ligands de capture differents (par 

exemple plusieurs anticorps et/ou antigenes), qui sont generalement specifiques d'une 

meme infection ou maladie a detecter (en particulier specifiques d'un meme virus, d'une 

meme bacterie ou d'un meme parasite), ou specifiques d'une meme evolution d'une 

25 infection ou maladie, d'une meme condition (pathologique ou non) d'un sujet, d'un meme 

risque de developper une condition (pathologique ou non) ou d'un meme marqueur de 

resistance a un traitement. 

La presente invention a particulierement pour objet un support solide approprie 

pour une analyse multiplexe d'au moins un echantillon, comprenant au moins un 

30 compartiment, ledit compartiment comprenant au moins un spot controle et au moins 

deux spots de detection d'un analyte, caracterise en ce que ledit spot controle est un spot 

pour controler le depot d'un echantillon ou un spot pour controler le depot d'un ligand de 

detection d'un analyte. Ledit compartiment peut en outre comprendre au moins un spot 

pour controler le depot d'un rapporteur. 

35 Dans un mode de realisation prefere, le spot pour controler le depot d'un 

echantillon ou pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte comprend un 
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ou au moins un ligand de capture, le ou lesdits ligands de capture n'etant pas un acide 

nucleique. 

Plus generalement, le spot pour controler le depot d'un echantillon ou pour 

controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte ne comprend, de preference, pas 

5 d'acide nucleique. 

Dans un mode de realisation prefere, le spot pour controler le depot d'un 

echantillon ou pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte comprend un 

ou au moins un ligand de capture selectionne dans le groupe consistant en un anticorps, 

un antigene, un peptide, un glucide et un lipide. 

10 La presente invention a particulierement pour objet un support solide approprie 

pour une analyse multiplexe d'au moins un echantillon, comprenant au moins un 

compartiment, ledit compartiment comprenant au moins deux spots controle et au moins 

deux spots de detection d'un analyte, caracterise en ce que lesdits spots controle sont 

selectionnes dans le groupe consistant en un spot pour controler le depot d'un 

15 echantillon, un spot pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte et un 

spot pour controler le depot d'un rapporteur. 

Un support solide selon I'invention permet une analyse multiplexe securisee. 

Dans un mode de realisation avantageux, la presente invention a pour objet un 

support solide approprie pour une analyse multiplexe d'au moins un echantillon, 

20 comprenant au moins un compartiment, ledit compartiment comprenant au moins deux 

spots controle et au moins deux spots de detection d'un analyte, caracterise en ce que 

lesdits spots controle sont selectionnes parmi un spot pour controler le depot d'un 

echantillon et un spot pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte. 

Le ou les compartiments du support solide peuvent par exemple comprendre au 

25 moins deux spots pour controler le depot d'un echantillon ou au moins deux spots pour 

controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte. 

Dans un mode de realisation prefere, le ou les compartiments du support solide 

comprennent au moins un spot pour controler le depot d'un echantillon et au moins un 

spot pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte. 

30 Comme explique ci-dessus, en cas de marquage indirect d'au moins un ligand de 

detection, il est utile que le ou les compartiments comprennent au moins un spot pour 

controler le depot d'un rapporteur. 

La presente invention a egalement pour objet un support solide approprie pour une 

analyse multiplexe d'au moins un echantillon, comprenant au moins un compartiment, 

35 ledit compartiment comprenant au moins un spot pour controler le depot d'un echantillon, 

au moins un spot pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte, au moins 
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un spot pour controler le depot d'un rapporteur, et au moins deux spots de detection d'un 

analyte. 

Le ou les compartiments du support solide peuvent done comprendre plusieurs 

spots pour controler le depot d'un rapporteur, par exemple deux ou trois spots pour 

5 controler le depot d'un rapporteur, pour des analyses impliquant au moins deux 

marqueurs indirects differents. Dans un tel cas, chaque spot pour controler le depot d'un 

rapporteur est specifique d'un marqueur. 

Ensemble de billes approprie pour une analyse multiplexe securisee 

10 Lorsqu'un support solide est une bille, le procede d'analyse multiplexe d'un 

echantillon est realise avec un ensemble de billes. 

La presente invention a ainsi egalement pour objet un ensemble de billes 

approprie pour une analyse multiplexe d'un echantillon, comprenant au moins une bille 

controle et au moins deux billes de detection d'un analyte, caracterise en ce que la bille 

15 controle est selectionnee dans le groupe consistant en une bille pour controler le depot 

d'un echantillon, une bille pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte et 

une bille pour controler le depot d'un rapporteur. 

Par « au moins une bille X », on entend, dans la presente demande, au moins une 

bille X ou au moins un type (ou groupe) de billes X, « bille X » pouvant signifier « bille 

20 controle », « bille pour controler le depot d'un echantillon », « bille pour controler le depot 

d'un ligand de detection d'un analyte » ou « bille pour controler le depot d'un rapporteur ». 

Un « type de billes » (ou « groupe de billes ») au sens de I'invention comprend ou 

consiste en plusieurs billes (par exemple 10, 50, 100, 200, 300 ou 500 billes), qui sont 

identiques entre elles ou du moins en plusieurs billes a la surface desquelles sont fixes le 

25 ou les memes composes d'interet. 

De fagon similaire, par « au moins deux billes X », on entend, dans la presente 

demande, respectivement, au moins deux billes X ou au moins deux types (ou 

« groupes ») distincts de billes X, « bille X » pouvant signifier « bille controle », « bille de 

detection d'un analyte », « bille pour controler le depot d'un echantillon », «bille pour 

30 controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte » ou «bille pour controler le depot 

d'un rapporteur ». 

Chaque bille est egalement recouverte d'au moins un compose d'interet lie a la 

surface de la bille, appelee egalement « phase solide ». 

Un ensemble de billes utilise pour analyser un echantillon comprend au moins trois 

35 billes (ou types de billes), par exemple trois, quatre ou cinq billes (ou types de billes), ou 

au moins six billes (ou types de billes), de preference six, sept, huit billes (ou types de 
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billes), plus preferentiellement au moins neuf billes (ou types de billes), par exemple neuf, 

dix, onze, douze, treize, quatorze, quinze billes ou seize billes (ou types de billes), ou 

plus de seize billes (ou types de billes). 

Par « bille », « particule », « microbille » ou « microparticule », on entend dans la 

5 presente demande toute particule, de preference de forme spherique ou 

approximativement spherique, de taille pouvant etre comprises de 0,3 nm a 100 urn de 

diametre, de preference de 0,5 urn a 40 urn. De telles particules sont fabriquees par 

exemple par les societes Luminex, Merck et Dynal. Une bille pouvant etre utilisee dans le 

cadre de la presente invention peut egalement etre une particule en forme de cube ou de 

10 pave ou approximativement en forme de cube ou de pave, dont la longueur des cotes 

serait par exemple comprise de 0,3 urn a 100 urn, de preference de 0,5 urn a 40 urn. 

Une bille selon I'invention est de preference constitute d'un ou plusieurs 

polymeres inertes vis a vis des constituants des echantillons biologiques; elle est solide et 

insoluble dans les echantillons a analyser. Des exemples de polymere inerte pouvant etre 

15 utilises sont un polyester, polyether, polyolefine, polyamide, polysaccharide, polyurethane 

ou cellulose. 

Un ou plusieurs groupes fonctionnels peuvent etre incorpores avec le ou lesdits 

polymeres inertes pour permettre la fixation ou le couplage d'un ou de plusieurs 

composes d'interet (par exemple proteines, peptides, glycoproteines, lipides, glucides ou 

20 acides nucleiques). Ces groupes fonctionnels, connus de I'homme du metier, peuvent etre 

selectionnes dans le groupe consistant en des fonctions amines (-NH2) ou ammonium 

(-NH3+ ou -NHR, R representant une chaine aliphatique, de preference une chaine : 

- alkyle de 1 a z atomes de carbone, lineaire ou ramifiee (substitute ou non), 

z etant de preference un nombre entier compris de 1 a 20, 

25 - alcenyle de 2 a z atomes de carbone lineaire ou ramifiee, z etant de 

preference un nombre entier compris de 1 a 20, ou 

- un radical aryl), 

des fonctions alcooliques (-OH), des fonctions carboxyliques (-COOH), des fonctions 

isocyanates (-NCO), des fonctions thiol (SH) ou des fonctions epoxy. Les monomeres les 

30 plus couramment utilises pour introduire des fonctions carboxyliques -COOH dans les 

polyolefines sont I'acide acrylique ou I'acide methacrylique. 

Une bille est en effet recouverte avec un ou plusieurs composes d'interet, en 

utilisant toute methode appropriee bien connue de I'homme du metier. La fixation du ou 

des composes d'interet sur la surface d'une bille peut se faire par attraction 

35 electrostatique, interaction d'affinite, interaction hydrophobe et/ou couplage covalent. 
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Dans un mode de realisation prefere, le ou les composes d'interet sont fixes a la 

surface de la bille par couplage covalent. 

Les methodes de fixation d'un ou de plusieurs composes a la surface d'une bille 

sont bien connues de I'homme du metier (cf. par exemple LUMINEX xMAP® Antibody 

5 Coupling KitUser Manual, I'article de Joseph Dasso et al. (Journal of Immunological 

Methods 263 (2002) 23- 33) ou le document W01997/014028). 

Par exemple, dans le cas d'une bille comprenant des fonctions chimiques 

carboxyles a sa surface, ces fonctions chimiques peuvent etre converties en une forme 

ester activee par une reaction avec le 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 

10 hydrochloride et le N-hrydroxysulfosuccinimide. Un compose d'interet, tel qu'un anticorps, 

une proteine ou un peptide, peut alors etre greffe, par un groupe amine libre present sur 

ledit compose d'interet, sur les groupements ester actives de chaque bille. La conversion 

en une forme ester active et le couplage du compose d'interet sur une bille sont realises 

selon des procedures bien connues de I'homme du metier (cf. par exemple US 

15 7 141 362). 

Les billes ou une partie des billes d'un ensemble de billes sont de preference des 

billes magnetiques, telles que des billes de la technologie Luminex xMAP®, afin de 

permettre la recuperation des billes entre les differentes etapes du procede, et notamment 

a Tissue des etapes de lavage. 

20 Chaque bille est marquee par un code de maniere a pouvoir la differencier des 

autres billes de Tensemble de billes, par exemple par un code en fluorescence ou un 

code-barres. 

Le marquage d'une bille avec un code, par exemple en fluorescence ou un code-

barres, peut etre realise par toute methode appropriee bien connue de I'homme du metier, 

25 par exemple comme decrit dans les documents EP 1 802 710 et EP 1 049 807. 

Comme pour un support solide comprenant au moins un compartiment, un 

compose d'interet est generalement un ligand de capture, une molecule support couplee 

a un marqueur indirect, ou un marqueur indirect. Le ligand de capture, la molecule 

support couplee a un marqueur indirect et le marqueur indirect sont notamment tels que 

30 definis ci-dessus. 

L'ensemble de billes selon I'invention comprend une bille (ou un type de billes) par 

controle souhaite et au moins une bille (ou au moins un type de billes) par analyte a 

detecter. Plusieurs billes (ou un types de billes) peuvent egalement etre destinees a la 

detection d'un meme analyte. 
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La bille pour controler le depot d'un echantillon ou pour controler le depot d'un 

ligand de detection d'un analyte comprend, de preference, un ligand de capture. Le ligand 

de capture est notamment tel que defini ci-dessus. 

Une meme bille (ou chaque bille d'un type de billes donne) peut etre recouverte de 

5 plusieurs ligands de capture differents (par exemple plusieurs anticorps et/ou antigenes), 

qui sont generalement specifiques d'une meme infection a detecter, et en particuliers 

specifiques d'un meme virus, d'une meme bacterie ou d'un meme parasite. 

L'ensemble de billes comprend done au moins une bille controle (par exemple au 

moins une bille pour controler le depot d'un echantillon), de preference au moins deux 

10 billes controle, et au moins deux billes de detection d'un analyte. 

Au moins un ensemble de billes est utilise par echantillon a analyser. 

La presente invention a particulierement pour objet un ensemble de billes 

approprie pour une analyse multiplexe d'au moins un echantillon, comprenant au moins 

une bille controle et au moins deux billes de detection d'un analyte, caracterise en ce que 

15 ladite bille controle est une bille pour controler le depot d'un echantillon ou une bille pour 

controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte. Ledit ensemble de billes peut en 

outre comprendre au moins une bille pour controler le depot d'un rapporteur. 

Dans un mode de realisation prefere, la bille pour controler le depot d'un 

echantillon ou pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte comprend un 

20 ou au moins un ligand de capture, le ou lesdits ligands de capture n'etant pas un acide 

nucleique. 

Plus generalement, la bille pour controler le depot d'un echantillon ou pour 

controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte ne comprend, de preference, pas 

d'acide nucleique. 

25 Dans un mode de realisation prefere, la bille pour controler le depot d'un 

echantillon ou pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte comprend un 

ou au moins un ligand de capture selectionne dans le groupe consistant en un anticorps, 

un antigene, un peptide, un glucide et un lipide. 

La presente invention a particulierement pour objet un ensemble de billes 

30 approprie pour une analyse multiplexe d'un echantillon, comprenant au moins deux billes 

controle et au moins deux billes de detection d'un analyte, caracterise en ce que lesdites 

billes controle sont selectionnees dans le groupe consistant en une bille pour controler le 

depot d'un echantillon, une bille pour controler le depot d'un ligand de detection d'un 

analyte et une bille pour controler le depot d'un rapporteur. 

35 Dans un mode de realisation avantageux, la presente invention a pour objet un 

ensemble de billes approprie pour une analyse multiplexe d'un echantillon, comprenant 
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au moins deux billes controle et au moins deux billes de detection d'un analyte, 

caracterise en ce que lesdites billes controle sont choisies parmi une bille pour controler 

le depot d'un echantillon et une bille pour controler le depot d'un ligand de detection d'un 

analyte. 

5 L'ensemble de billes peut, par exemple, comprendre au moins deux billes pour 

controler le depot d'un echantillon ou au moins deux billes pour controler le depot d'un 

ligand de detection d'un analyte. 

Dans un mode de realisation prefere, l'ensemble de billes comprend au moins une 

bille pour controler le depot d'un echantillon et au moins une bille pour controler le depot 

10 d'un ligand de detection d'un analyte. 

Comme explique ci-dessus, en cas de marquage indirect d'au moins un ligand de 

detection d'un analyte, il est avantageux d'utiliser au moins une bille pour controler le 

depot d'un rapporteur. 

La presente invention a egalement pour objet un ensemble de billes approprie 

15 pour une analyse multiplexe d'un echantillon, comprenant au moins une bille pour 

controler le depot d'un echantillon, au moins une bille pour controler le depot d'un ligand 

de detection d'un analyte, au moins une bille pour controler le depot d'un rapporteur et au 

moins deux billes de detection d'un analyte. 

L'ensemble de billes peut done comprendre au moins deux billes pour controler le 

20 depot d'un rapporteur, par exemple deux ou trois billes pour controler le depot d'un 

rapporteur, pour des analyses impliquant au moins deux marqueurs indirects differents. 

Dans un tel cas, chaque bille pour controler le depot d'un rapporteur est de preference 

specifique d'un marqueur. 

L'ensemble de billes selon I'invention permet une analyse multiplexe securisee. 

25 
Controle du depot d'un echantillon 

Le controle du depot d'un echantillon permet de verifier la mise en presence de 

l'echantillon avec les spots d'un compartiment du support solide ou avec un ensemble de 

billes. 

30 Le controle du depot d'un echantillon comprend au moins un ligand de capture, en 

particulier un anticorps ou un antigene, specifique d'un compose controle naturellement 

present dans l'echantillon a I'analyser. Le compose controle est notamment tel que defini 

ci-dessus. 

Ainsi, un signal detecte au niveau du controle du depot d'un echantillon permet de 

35 valider l'etape de depot de l'echantillon. 
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Le depot d'un echantillon consiste a ajouter l'echantillon a analyser dans un 

compartiment du support solide selon I'invention comprenant au moins un spot controle et 

au moins deux spots de detection d'analytes ou a mettre en presence l'echantillon avec 

au moins un ensemble de billes selon I'invention. 

5 Un compose controle se fixe alors au ligand de capture au niveau du controle de 

depot de l'echantillon. Un compose controle ainsi fixe peut etre detecte par un ligand de 

detection specifique du compose controle. 

De preference, un ligand de detection d'un compose controle est specifique d'une 

zone du compose controle eloignee de la zone du compose controle a laquelle se lie 

10 specifiquement le ligand de capture utilise, de maniere a eviter une competition du ligand 

de capture et du ligand de detection vis-a-vis du compose controle, en raison d'un 

encombrement sterique. 

Lorsqu'un compose controle est un complexe d'au moins deux molecules, le 

ligand de detection ou un des ligands de detection peut etre specifique d'une des deux 

15 molecules et le ligand de capture ou un des ligands de capture specifique de I'autre 

molecule du complexe. 

Alternativement, lorsqu'un compose controle est un complexe d'au moins deux 

molecules, le ligand de detection ou un des ligands de detection et le ligand de capture ou 

un des ligands de capture peuvent etre specifiques de la meme molecule, et meme de la 

20 meme zone de cette molecule, lorsque le complexe comprend au moins deux de ces 

molecules identiques, permettant ainsi la fixation simultanee de I'anticorps de detection et 

de I'anticorps de capture sur le complexe. 

Par exemple, lorsqu'un compose controle est le recepteur soluble de la 

transferrine complexe a la transferrine, un controle de depot peut comprendre, en tant que 

25 ligand de capture, un anticorps specifique soit de la transferrine, soit du recepteur soluble 

de la transferrine. De preference, le ligand ou un des ligands de capture est un anticorps 

specifique du recepteur soluble de la transferrine, afin d'eviter des interferences avec la 

transferrine libre pouvant se trouver dans un echantillon de sang. 

Dans un mode de realisation prefere, le ligand ou un des ligands de capture du 

30 controle de depot est specifique du recepteur soluble de la transferrine et le ligand de 

detection ou un des ligands de detection du ou d'un compose controle est soit specifique 

de la transferrine, soit specifique du recepteur soluble de la transferrine. 

Dans certains modes de realisation, un controle du depot d'un echantillon permet 

egalement de verifier qu'un ou plusieurs ligands de detection d'analytes ont ete mis en 

35 presence avec les spots d'un compartiment d'un support solide ou avec un ensemble de 

billes, lorsque ledit ou lesdits ligands de detection d'analytes ne sont pas ajoutes en 
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meme temps que l'echantillon a analyser, mais par exemple a une etape ulterieure, 

simultanement a I'ajout du ou des ligands de detection du compose controle. Par 

« simultanement a I'ajout du ou des ligands de detection du compose controle», on 

entend generalement que ledit ou lesdits ligands de detection d'analytes sont ajoutes 

5 sous la forme d'une solution comprenant ledit ou lesdits ligands de detection d'analytes et 

le ou les ligands de detection du compose controle. 

Alternativement ledit ou lesdits ligands de detection d'analytes et ledit ou lesdits 

ligands de detection du compose controle peuvent etre ajoutes a la meme etape mais 

sous la forme de solutions distinctes. 

10 En effet, lorsqu'un echantillon a analyser comprend un compose qui pourrait 

interferer avec le ligand de detection du compose controle, il peut etre necessaire 

d'ajouter le ligand de detection du compose controle dans une etape ulterieure a l'etape 

de depot de l'echantillon, en particulier apres l'etape de depot de l'echantillon suivie d'au 

moins une etape de lavage. Dans ce cas, tout ou partie des ligands de detection des 

15 analytes peuvent etre ajoutes en meme temps que le ligand de detection du compose 

controle. Le controle de depot permet alors egalement de valider la mise en presence de 

ces ligands de detection des analytes avec les spots d'un compartiment du support solide 

ou avec l'ensemble de billes. 

Par exemple, un echantillon de sang comprend a la fois le recepteur soluble de la 

20 transferrine complexe a la transferrine et de la transferrine libre, c'est-a-dire non liee au 

recepteur. Ainsi, si le ligand ou un des ligands de detection est un anticorps specifique de 

la transferrine et qu'il est ajoute en meme temps que l'echantillon, il risquerait de se lier en 

partie a la transferrine libre et la detection du compose controle serait faussee. Dans un 

tel cas, ledit ligand de detection du compose controle est apporte dans une etape 

25 ulterieure, c'est-a-dire apres l'etape de depot de l'echantillon suivie d'au moins une etape 

de lavage. 

Dans un mode de realisation particulier, le ou les controles du depot d'un 

echantillon ne comprennent pas un anticorps specifique du facteur XIII (i.e. ni un anticorps 

specifique de la forme tetramerique, ni un anticorps specifique d'une sous-unite du facteur 

30 XIII). De preference, le ou les controles du depot d'un echantillon ne comprennent pas un 

ligand de capture specifique du facteur XIII (i.e. ni un ligand de capture specifique de la 

forme tetramerique, ni un ligand de capture specifique d'une sous-unite du facteur XIII). 

Dans un mode de realisation particulier, le ou les controles du depot d'un 

echantillon ne comprennent pas un ligand de capture specifique (en particulier un 

35 anticorps specifique) d'une IgG, d'une IgM ou plus generalement d'une immunoglobuline 

(en particulier une IgG humaine, une IgM humaine ou une immunoglobuline humaine). 
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II peut etre avantageux d'utiliser au moins deux controles du depot d'un 

echantillon, ces controles detectant des composes controles differents et/ou un meme 

compose controle mais avec des sensibilites differentes, par exemple lorsque la 

5 concentration du compose controle peut varier, par exemple en fonction de la nature de 

l'echantillon et/ou de la condition du sujet dont est issu l'echantillon. 

Controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte 

Le controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte permet de verifier la 

10 mise en presence d'un ou des ligands de detection d'analytes deposes simultanement au 

ligand de detection d'un additif et/ou d'un ou des ligands de detection d'analytes deposes 

simultanement a un additif, avec les spots d'un compartiment d'un support solide ou avec 

un ensemble de billes. 

Par « deposes simultanement au ligand de detection d'un additif », on entend 

15 generalement que ledit ou lesdits ligands de detection d'analytes sont ajoutes sous la 

forme d'une solution comprenant ledit ou lesdits ligands de detection d'analytes et le ou 

les ligands de detection d'un additif. Alternativement ledit ou lesdits ligands de detection 

d'analytes et/ou le ou les ligands de detection d'un additif peuvent etre ajoutes a la meme 

etape mais sous la forme de solutions distinctes. 

20 Par « deposes simultanement a un additif », on entend generalement que ledit ou 

lesdits ligands de detection d'analytes sont ajoutes sous la forme d'une solution 

comprenant ledit ou lesdits ligands de detection d'analytes et un additif. Alternativement 

ledit ou lesdits ligands de detection d'analytes et/ou un ou des additifs peuvent etre 

ajoutes a la meme etape mais sous la forme de solutions distinctes. 

25 Le controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte permet egalement de 

verifier les etapes d'incubation et de lavage. En effet, la concentration de I'additif mis en 

presence des spots d'un compartiment du support solide ou d'un ensemble de billes etant 

connue, une variation du signal detecte permet d'identifier une deficience du procede au 

niveau des etapes du procede, et notamment des etapes d'incubation et de lavage. Cela 

30 peut notamment permettre d'eviter des «faux positifs » resultant d'etapes d'incubation 

et/ou d'etapes de lavage deficientes, c'est-a-dire non realisees ou mal realisees. 

Un «faux positif » est un resultat positif traduisant la presence d'un ou de 

plusieurs analytes a detecter dans un echantillon, alors que ledit ou lesdits analytes 

n'etaient pas presents dans l'echantillon et n'auraient done pas du etre detectes. 

35 
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Le controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte comprend au moins un 

ligand de capture specifique d'un additif qui n'est pas present dans l'echantillon a analyser 

et qui est utilise lors de la mise en ceuvre du procede d'analyse multiplexe. Un additif est 

notamment tel que defini ci-dessus. 

5 Ainsi, un signal detecte au niveau du controle du depot d'un ligand de detection 

d'un analyte permet de valider l'etape de depot du ou des ligands de detection d'analytes 

deposes en meme temps que le ligand de detection d'un additif. 

Un additif mis en presence des spots et/ou d'un ensemble de billes se fixe au 

ligand de capture au niveau du controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte. 

10 Un additif ainsi fixe peut etre detecte par un ligand de detection specifique dudit additif. 

Par exemple, lorsqu'un additif comprend de la digoxigenine, un ligand de capture 

du controle de procede peut etre un anticorps specifique de la digoxigenine. De 

preference, un ligand de detection d'un I'additif est egalement un anticorps specifique de 

la digoxigenine. 

15 II peut etre avantageux d'utiliser plusieurs controles du depot d'un ligand de 

detection d'un analyte differents et done autant d'additifs differents, par exemple si les 

ligands de detection des analytes sont ajoutes a plusieurs etapes differentes, en 

particulier au cours d'au moins trois etapes differentes. 

20 Selon un mode de realisation particulier de I'invention, 

- un compose controle qui se fixe a un ligand de capture d'un controle de depot 

d'un echantillon lors de la mise en ceuvre du procede d'analyse de I'invention est detecte 

par un ligand de detection specifique dudit compose controle (format immunologique de 

type sandwich), et 

25 - un additif qui se fixe a un ligand de capture d'un controle du depot d'un ligand de 

detection d'un analyte lors de la mise en ceuvre du procede d'analyse est detecte par un 

ligand de detection specifique dudit additif (format immunologique de type sandwich). 

Ces formats immunologiques de type sandwich permettent d'atteindre un haut 

niveau de specificite et/ou de sensibilite, par comparaison a d'autres formats 

30 immunologique et en particulier des formats indirects. 

Controle du depot d'un rapporteur 

Le controle du depot d'un rapporteur permet de verifier la mise en presence d'un 

rapporteur de marqueur de detection avec les spots d'un compartiment d'un support 

35 solide ou avec un ensemble de billes. 
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Le controle du depot d'un rapporteur n'a un interet qu'en cas de marquage indirect 

d'au moins un ligand de detection d'un analyte. 

Le controle du depot d'un rapporteur comprend un marqueur indirect ou une 

molecule support couplee a un marqueur indirect. 

5 Le marqueur indirect du controle du depot d'un rapporteur est identique au 

marqueur indirect couple a au moins un ligand de detection d'un analyte. 

Si au moins deux marqueurs indirects differents sont utilises pour detecter au 

moins deux ligands de detection d'analytes, il est preferable d'utiliser un controle du depot 

d'un rapporteur pour chaque marqueur. 

10 Dans un mode de realisation avantageux selon I'invention, un seul et meme 

marqueur indirect est utilise pour le marquage du ou des ligands de detection, et done un 

seul controle du depot d'un rapporteur peut etre utilise. 

Ainsi, un signal detecte au niveau du controle du depot d'un rapporteur permet de 

valider l'etape de depot du rapporteur du marqueur de detection correspondant. 

15 Le rapporteur se fixe ainsi au marqueur de detection au niveau du controle du 

depot d'un rapporteur et un signal est obtenu, si necessaire apres ajout d'un substrat du 

marqueur dudit rapporteur, en cas de controle du depot d'un rapporteur positif. 

Par exemple, lorsque le marqueur indirect est la biotine, le controle du depot d'un 

rapporteur comprend de la biotine ou une molecule support couplee a de la biotine. 

20 

Procede d'analyse multiplexe securisee 

La presente invention a ainsi pour objet un procede d'analyse multiplexe pour la 

detection d'au moins n analytes dans au moins un echantillon, n etant un nombre entier 

superieur ou egal a 2, ledit procede comprenant au moins les etapes a), c) et e), au moins 

25 les etapes a), c) et f) ou au moins les etapes a), b), c) et d) suivantes : 

a) fournir au moins un support solide comprenant au moins un compartiment tel 

que defini ci-dessus ou au moins un ensemble de billes tel que defini ci-

dessus, 

b) mettre en presence des spots dudit compartiment ou dudit ensemble de 

30 billes : I ligands de detection de p analytes a detecter et, le cas echeant, au 

moins un additif, I etant de preference superieur ou egal a p, 

c) mettre un echantillon a analyser en presence des spots dudit compartiment 

ou dudit ensemble de billes, 

d) mettre en presence des spots dudit compartiment ou dudit ensemble de 

35 billes : I' ligands de detection de m analytes a detecter et, le cas echeant, au 
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moins un ligand de detection dudit ou desdits additifs, I' etant de preference 

superieur ou egal a m, 

e) mettre en presence des spots dudit compartiment ou dudit ensemble de 

billes : au moins un ligand de detection d'un compose controle et I" ligands 

5 de detection de y analytes a detecter, I" etant de preference superieur ou 

egal a y, et 

f) eventuellement mettre au moins un rapporteur en presence des spots dudit 

compartiment ou dudit ensemble de billes, 

g) eventuellement, en particulier lorsque ledit ou un desdits rapporteurs de 

10 l'etape f est couple a un marqueur, en particulier a un marqueur indirect (par 

exemple une enzyme), mettre au moins un deuxieme rapporteur dudit 

marqueur couple au rapporteur de l'etape f) (par exemple un substrat, tel 

que le luminol, I'isoluminol ou un de leurs derives) en presence des spots 

dudit compartiment ou dudit ensemble de billes, 

15 I, I', I", m, p et y etant des nombres entiers superieurs ou egaux a 0 et la somme 

m+p+y etant superieure ou egale a 1. 

Un procede pour la detection d'au moins n analytes peut consister a detecter un 

nombre d'analytes differents qui est inferieur a n, lorsqu'au moins deux analytes a 

20 detecter sont identiques. Par exemple, au moins deux spots d'un compartiment d'un 

support solide ou au moins deux billes (ou types de billes) d'un ensemble de billes sont 

destines a la detection d'un meme analyte. 

Le nombre « n » est generalement egal au nombre de spots de detection d'un 

analyte d'un compartiment d'un support solide ou au nombre de billes (ou types de billes) 

25 de detection d'un analyte d'un ensemble de bille. 

De preference, la somme m+p+y est comprise de 1 an. 

Lorsque plusieurs analytes a detecter sont identiques, il est possible d'utiliser un 

meme ligand de detection pour au moins deux ou la totalite des analytes identiques. La 

somme m+p+y peut alors etre superieure ou egale a 1 et strictement inferieur a n. 

30 Dans un autre mode de realisation, la somme m+p+y est egale a n, par exemple 

lorsqu'il y a n spots de detection d'un analyte dans un compartiment d'un support solide 

ou n billes (ou types de billes) de detection d'un analyte d'un ensemble de bille. 

35 
Comme detaille ci-apres, les etapes a) a e) peuvent etre realisees simultanement 

et/ou successivement (par exemple, certaines de ces etapes peuvent etre realisees 

simultanement alors que d'autres sont realisees successivement), au moins pour deux 
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d'entre elles dans I'ordre a) a e) ou dans un autre ordre, l'etape a) etant toujours la 

premiere etape realisee ; lorsque le procede comprenant l'etape f) et eventuellement 

l'etape g), ces etapes sont toujours realisees ulterieurement aux etapes a) a e). 

Lorsque le procede comprend au moins les etapes a), c) et e), un support solide 

5 comprend au moins un compartiment, ledit compartiment comprenant au moins un spot 

pour controler le depot d'un echantillon, ou un ensemble de billes comprend au moins une 

bille pour controler le depot d'un echantillon. 

Lorsque le procede comprend au moins les etapes a), c) et f), un support solide 

comprend au moins un compartiment, ledit compartiment comprenant au moins un spot 

10 pour controler le depot d'un rapporteur, ou un ensemble de billes comprend au moins une 

bille pour controler le depot d'un rapporteur. 

Lorsque l'etape b) comprend la mise en presence des spots ou de l'ensemble de 

billes avec au moins un additif, l'etape d) comprend, de preference, la mise en presence 

des spots ou de l'ensemble de billes avec au moins un ligand de detection dudit ou 

15 desdits additifs 

Lorsque le procede comprend au moins les etapes a), b), c) et d), au moins un 

additif etant mis en presence des spots ou de l'ensemble de billes a l'etape b) et au moins 

un ligand de detection dudit ou desdits additifs etant mis en presence des spots ou de 

l'ensemble de billes a l'etape d), un support solide comprend au moins un compartiment, 

20 ledit compartiment comprenant au moins un spot pour controler le depot d'un ligand de 

detection d'un analyte, ou un ensemble de billes comprend au moins une bille pour 

controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte. 

Lorsque le procede comprend les etapes a), b), c) et d), mais ne comprend pas 

l'etape e), au moins un additif est mis en presence des spots ou de l'ensemble de billes a 

25 l'etape b) et au moins un ligand de detection dudit ou desdits additifs est mis en presence 

des spots ou de l'ensemble de billes a l'etape d). 

L'expression « mettre un compose X en presence des spots d'un compartiment » 

signifie que le compose X est ajoute dans un compartiment comprenant lesdits spots, ledit 

compartiment etant destine a analyser un echantillon. 

30 L'expression « mettre un compose X en presence d'un ensemble de billes » 

signifie que le compose X est mis en presence d'au moins un ensemble de billes destine 

a analyser un echantillon dans tout recipient approprie contenant ledit ensemble de billes. 

Un exemple de recipient approprie est un microtube, une microplaque ou une cuve 

reactionnelle. 

35 Lorsqu'au moins deux des etapes b) a f) sont realisees simultanement, le, les ou 

des composes X peuvent etre mis separement en presence du ou des spots d'un 
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compartiment ou de la ou des billes ou du ou des ensembles de billes destines a analyser 

un echantillon, c'est-a-dire sous la forme de compositions distinctes. Alternativement, ces 

composes X ou certains de ces composes X peuvent etre mis en presence du ou des 

spots d'un compartiment ou de la ou des billes ou du ou des ensembles de billes destines 

5 a analyser un echantillon sous la forme d'un ou plusieurs melanges. 

Les differents composes sont mis en presence des spots de chaque compartiment 

ou de chaque ensemble de billes pendant une certaine duree, par exemple de 1 seconde 

a 2 heures, de preference 1 minute a 1 heure, plus preferentiellement 5 minutes a 50 

minutes, plus preferentiellement encore de 10 minutes a 40 minutes. 

10 L'homme du metier sait determiner la temperature appropriee pour chaque etape 

d'incubation. La temperature d'une incubation peut par exemple etre de 4°C, une 
temperature comprise de 19°C a 24°C, 37°C ou 40°C. 

Les differents constituants utilises au cours des etapes b), d), e), f) et g) sont bien 

connus de I'homme du metier. Ils permettent par exemple la formation de complexes 

15 antigenes-anticorps, marqueur-rapporteur. 

L'etape a) consiste a fournir un support solide tel que defini ci-dessus 

comprenant au moins un compartiment ou au moins un ensemble de bille tel que defini 

ci-dessus. 

20 L'etape a) signifie notamment que le procede d'analyse multiplexe est mis en 

ceuvre au moyen dudit support solide ou dudit ensemble de billes, c'est-a-dire en utilisant 

ledit support solide ou ledit ensemble de billes. 

Le procede d'analyse multiplexe selon I'invention est done mis en ceuvre soit en 

utilisant un support solide avec compartiment(s), par exemple de type microplaque, soit 

25 avec un ensemble de billes. 

Pour x echantillons a analyser, l'etape a) consiste a fournir: 

un support solide comprenant au moins x compartiments ou encore plusieurs 

supports solide de maniere a avoir au moins x compartiments avec l'ensemble 

des supports solides (par exemple, lorsqu'un support solide ne comporte qu'un 

30 seul compartiment, qui peut, dans un mode de realisation particulier, 

s'assimiler au support solide lui-meme, fournir au moins x supports solides), ou 

au moins x ensembles de billes. 

Le procede d'analyse multiplexe selon I'invention permet par exemple la detection 

de n analytes dans au moins 1 echantillon, au moins deux echantillons, au moins 5 

35 echantillons, au moins 10 echantillons, de preference au moins 20 echantillons, par 
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exemple au moins 40 echantillons, au moins 60 echantillons ou encore au moins 80 

echantillons. 

Le nombre n est un nombre entier superieur ou egal a 2, par exemple 2, 3, 4, 5, de 

preference superieur ou egal a 6, par exemple 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 

5 ou superieur a 18. 

Lorsque des etapes ne sont pas realisees simultanement, elles sont generalement 

suivies d'une ou plusieurs etapes de lavage. 

Une etape de lavage permet d'eliminer les composes non lies aux spots ou aux 

billes ou aux differents composes lies auxdits spots ou auxdites billes. 

10 Typiquement, une etape de lavage consiste en au moins un cycle, de preference 

au moins deux cycles, plus preferentiellement 3 a 6 cycles, de distribution (par exemple 

un volume de 400 ^L) et aspiration d'une solution de lavage dans chaque compartiment 

ou en presence de chaque ensemble de billes. Typiquement, la solution de lavage peut 

etre un tampon Tris NaCI 0,01 M, pH 7,4 additionne de Tween 20 a 0,1%. 

15 Lorsque le procede est mis en ceuvre avec au moins un support solide 

comprenant au moins deux compartiments, les compartiments du ou des supports solides 

sont, de preference, identiques, en particulier en termes de nombre et composition des 

spots. 

Alternativement, le procede peut etre mis en ceuvre avec au moins un support 

20 solide comprenant au moins deux groupes distincts (ou types) de compartiments, chacun 

des groupes distincts ayant un nombre et/ou une composition de spots different(s). 

Lorsque le procede est mis en ceuvre avec au moins deux ensembles de billes, les 

ensembles de billes peuvent etre identiques, en particulier en termes de nombre et 

composition des billes. 

25 Alternativement, le procede peut etre mis en ceuvre avec au moins deux groupes 

distincts (ou types) d'ensembles de billes differents, en particulier chacun des groupes 

distincts d'ensembles de billes ayant un nombre et/ou composition de billes different(s). 

Les etapes b), d), e) et f) sont realisees dans chaque compartiment destine a 

analyser un echantillon ou dans chaque recipient contenant un ensemble de billes destine 

30 a analyser un echantillon. 

S'agissant de l'etape c), un echantillon est ajoute par compartiment ou par 

recipient contenant un ensemble de billes. 

Le ou les echantillons, les analytes, le ou les additifs, le ou les composes controle, 

les ligands de detection des analytes, le ou les ligands de detection du ou des additifs, le 

35 ou les ligands de detection du ou des composes controle et le ou les rapporteurs sont 

notamment tels que definis ci-dessus dans les paragraphes correspondants. 
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Un additif utilise dans le procede selon I'invention est un additif reconnu par le ou 

les ligands de capture du controle de depot d'un ligand de detection d'un analyte. 

Un compose controle present dans l'echantillon est un compose controle reconnu 

par le ou les ligands de capture du controle du depot d'un echantillon. 

5 Chaque ligand de detection d'un analyte est specifique d'un analyte reconnu par 

au moins un ligand de capture present dans un spot de detection d'un analyte ou sur une 

bille de detection d'un analyte. 

Lorsque l'etape b) n'est pas realisee simultanement avec I'une des etapes c), d) 

ou e), une ou plusieurs etapes de lavages peuvent etre realisees apres l'etape b) et avant 

10 lesdites etapes c), d) et e) uniquement lorsque I est egal a 0. 

Les etapes b), c), d) et e), lorsqu'elles sont presentes, peuvent etre realisees dans 

n'importe quel ordre souhaite : successivement, ou une, deux ou ces trois etapes 

simultanement. Toutefois, lorsqu'une etape b) et une etape d) mettent en ceuvre 

respectivement au moins un additif et au moins un ligand de detection dudit additif, ladite 

15 etape d) est toujours realisee simultanement ou ulterieurement a ladite etape b). De la 

meme fagon, une etape e), lorsqu'elle est presente, est toujours realisee simultanement 

ou ulterieurement a l'etape c), ou encore avant l'etape c) a condition qu'il n'y ait pas 

d'etape de lavage entre l'etape e) et c). Par ailleurs, lorsque l'etape c) est realisee apres 

une etape b) dans laquelle I est superieur ou egal a 1 et/ou apres une etape d) dans 

20 laquelle I' est superieur ou egal a 1 et/ou apres l'etape e), aucune etape de lavage n'est 

realisee entre cette ou ces etapes et l'etape c). 

A titre d'exemple, les etapes b) a e), lorsqu'elles sont presentes, peuvent etre 

realisees simultanement et/ou successivement, dans les ordres suivants : b) a e), 

b) c) e) d), c) b) d) e), c) b) e) d) ou c) e) b) d). 

25 Les etapes c), d) et/ou e) peuvent etre realisees simultanement a l'etape b). 

Dans un mode de realisation avantageux selon I'invention, les etapes b) et c) sont 

realisees simultanement. 

Dans un autre mode de realisation avantageux selon I'invention, les etapes c) et d) 

sont realisees simultanement. II peut en effet etre avantageux de mettre en presence 

30 l'echantillon simultanement aux ligands de detection des analytes qui interagissent mieux 

en solution avec I'analyte dont ils sont specifiques que lorsque I'analyte est deja lie a 

I'anticorps de capture de I'analyte. 

Dans encore un autre mode de realisation avantageux selon I'invention, les etapes 

b), c) et d) sont realisees simultanement. 

35 Lorsque plusieurs additifs sont utilises, le procede peut comporter une ou plusieurs 

etapes b) (et une ou plusieurs etapes d)), chacune des etapes b) pouvant etre realisee 
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independamment avant, apres ou simultanement a l'etape c). II peut par exemple y avoir 

au moins deux etapes b), I'une etant realisee avant ou simultanement a l'etape c), I'autre 

etant realisee apres ou simultanement a l'etape c). 

Les composes d'une etape donnee peuvent etre apportes sous la forme d'un 

5 melange, c'est-a-dire d'une solution, qui comprend l'ensemble des composes de cette 

etape et eventuellement les composes d'une ou plusieurs etapes realisees 

simultanement. 

Lorsque deux ou plus de deux etapes sont realisees simultanement, les composes 

de ces differentes etapes peuvent etre apportes sous forme d'un ou plusieurs melanges, 

10 c'est-a-dire d'une ou plusieurs solutions, de preference sous la forme d'un seul melange 

(c'est-a-dire d'une seule solution). 

Par exemple, lorsque les etapes b), c) et d) sont realisees simultanement, les ou 

les additifs (lorsqu'ils sont presents), les I ligands de detection de chacun des p analytes a 

detecter, le ou les ligands de detection dudit ou desdits additifs (lorsqu'ils sont presents), 

15 les I" ligands de detection de chacun des m analytes a detecter peuvent etre apportes 

sous la forme d'un seul melange. 

Dans un mode de realisation avantageux, I' est egal a n, c'est-a-dire qu' au moins 

n ligands de detection des n analytes sont ajoutes a l'etape d). 

20 Dans certains modes de realisation, l'etape e) est realisee posterieurement a 

l'etape c). II s'agit notamment du cas ou la presence du ou d'un des ligands de detection 

d'un compose controle en meme temps que l'echantillon risque de provoquer des 

interferences. 

Par exemple, lorsque le ligand de detection du compose controle est un anticorps 

25 specifique de la transferrine et que l'echantillon comprend de la transferrine libre, l'etape 

e) est realisee posterieurement a l'etape c). 

Lorsque l'etape e) est realisee posterieurement a l'etape c), de preference au 

moins une etape de lavage des compartiments est realisee apres l'etape c) et avant 

l'etape e). 

30 

Lorsque le procede selon I'invention comprend l'etape f), cette etape est toujours 

realisee ulterieurement aux etapes a) a e) et elle est generalement precedee d'au moins 

une etape de lavage des spots de chaque compartiment ou de chaque ensemble de 

billes. 
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Le procede peut egalement comprendre plusieurs etapes f) si au moins deux 

controles de depot d'un rapporteur sont utilises, a savoir de preference une etape f) par 

rapporteur. 

Lorsque le procede selon I'invention comprend une etape g), cette etape est 

5 toujours realisee ulterieurement a une etape f) et elle est generalement precedee d'au 

moins une etape de lavage des spots de chaque compartiment ou de chaque ensemble 

de billes. 

Le ou au moins un des rapporteurs de l'etape f) est, de preference, a la fois un 

rapporteur d'un marqueur de detection indirect couple a au moins un ligand de detection 

10 d'un analyte et celui d'un marqueur de detection present dans au moins un controle du 

depot d'un rapporteur. 

II peut etre avantageux que les controles utilises pour la mise en ceuvre du 

procede d'analyse multiplexe selon I'invention miment les differentes etapes de la 

detection des analytes. Par exemple, si les ligands de capture des analytes et les ligands 

15 de detection des analytes sont des anticorps, le ligand de detection de I'additif et, de 

preference, le ligand de detection du compose controle sont egalement des anticorps. De 

meme, le ligand de detection de I'additif et, de preference, le ligand de detection du 

compose controle sont marques avec le meme marqueur que celui des ligands de 

detection des analytes. 

20 Le procede selon I'invention comprend generalement une etape h) de detection du 

signal correspondant aux marqueurs de detection du ou des controles (en particulier du 

ou des spots controle ou de la ou des billes controle) et du ou des analytes. 

Un controle est positif si un signal positif est detecte a la fin du procede. 

Un controle est negatif en I'absence de signal positif detecte a la fin du procede. 

25 La detection d'un signal positif pour chaque controle utilise lors de la mise en 

ceuvre du procede permet de valider l'ensemble du procede. 

L'absence de signal au niveau d'un ou plusieurs controles signifie qu'une ou 

plusieurs etapes ne se sont pas deroulees correctement. Dans ce cas, les resultats 

obtenus ne doivent pas etre utilises. 

30 Lorsqu'un ligand de detection d'un compose controle est depose ulterieurement au 

depot de l'echantillon et apres au moins une etape de lavage, un controle du depot d'un 

echantillon negatif signifie que l'echantillon n'a pas ete depose et/ou que ledit ligand de 

detection d'un compose controle n'a pas ete depose. 

Le controle du depot d'un echantillon, le controle du depot d'un ligand de detection 

35 d'un analyte et, le cas echeant, le controle du depot d'un rapporteur sont 

complementaires et permettent de s'assurer du bon deroulement de chacune des etapes 
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du procede et permettent de comprendre I'origine d'un eventuel defaut rencontre dans le 

procede d'analyse. 

Le procede selon I'invention peut egalement comprendre : 

- au moins deux etapes b) et au moins deux etapes d), lorsqu'au moins deux 

5 controles du depot d'un ligand de detection d'un analyte sont utilises, 

- au moins deux etapes f), lorsqu'au moins deux controles du depot d'un echantillon 

sont utilises, et/ou 

- au moins deux etapes f), lorsqu'au moins deux controles du depot d'un rapporteur 

sont utilises. 

10 
Utilisation d'un ou plusieurs controles pour securiser un procede d'analyse 

multiplexe d'un echantillon. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation d'au moins un controle du 

depot d'un echantillon et/ou d'au moins un controle du depot d'un ligand de detection d'un 

15 analyte, pour securiser une analyse multiplexe d'un echantillon. 

Ladite utilisation peut comprendre en outre I'utilisation d'au moins un controle du 

depot d'un rapporteur. 

La presente invention a particulierement pour objet I'utilisation d'au moins un 

controle selectionne dans le groupe consistant en un controle du depot d'un echantillon, 

20 un controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte et un controle du depot d'un 

rapporteur, pour securiser une analyse multiplexe d'un echantillon. 

Par « securiser une analyse multiplexe d'un echantillon », on entend ici garantir la 

fiabilite des resultats d'une analyse multiplexe, en particulier en evitant la presence de 

«faux negatifs ». 

25 Un « faux negatif » est un resultat negatif traduisant I'absence d'un ou de plusieurs 

analytes a detecter dans un echantillon, alors que ledit ou lesdits analytes etaient 

presents dans l'echantillon et auraient du etre detectes. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation d'au moins deux 

controles selectionnes dans le groupe consistant en un controle du depot d'un echantillon, 

30 un controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte et un controle du depot d'un 

rapporteur, pour securiser une analyse multiplexe d'un echantillon. 

La presente invention a particulierement pour objet I'utilisation d'au moins un 

controle du depot d'un echantillon, au moins un controle du depot d'un ligand de detection 

d'un analyte et au moins un controle du depot d'un rapporteur, pour securiser une analyse 

35 multiplexe d'un echantillon. 
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Ladite utilisation est de preference realisee sur un support solide comprenant au 

moins un compartiment tel que defini ci-dessus ou sur un ensemble de billes tel que defini 

ci-dessus. 

Le controle du depot d'un echantillon, le controle du depot d'un ligand de detection 

5 d'un analyte, le controle du depot d'un rapporteur et l'echantillon sont notamment tels que 

definis ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un kit (ou trousse) caracterise en ce 

qu'il comprend ou consiste en au moins un support solide selon I'invention et/ou au moins 

10 un ensemble de billes selon I'invention et, le cas echeant, au moins une composition ou 

solution a utiliser pour mettre en ceuvre un procede d'analyse multiplexe selon I'invention 

et/ou une notice d'utilisation. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention ressortiront mieux au travers 

15 des exemples qui suivent, donnes a titre illustratif et non limitatif. Ces exemples et figures 

illustrent I'invention sans en limiter la portee. 

Figures 

Figure 1 : Exemple de support solide de type microplaque pour une analyse 

20 multiplexe securisee. En A est represents un schema de principe d'une microplaque 

comportant 18 puits. En B est represents schematiquement le fond d'un puits de la 

microplaque. Chaque puits de la microplaque comprend 9 spots, dont 6 spots sont 

destines chacun a la detection d'un ou plusieurs analyte(s) permettant de diagnostiquer 

une infection (respectivement A1, A2, A3, A4, A5 et A6) et 3 spots controles: SDC 

25 (Controle du depot d'un echantillon), PVC (Controle du depot d'un ligand de detection 

d'un analyte) et RVC (Controle du depot d'un Rapporteur). En C sont represents 

schematiquement les trois spots controles comprenant les anticorps de detection lies a la 

phase solide (PS). Ac CC : Anticorps de detection du compose controle. Ac Add : 

Anticorps de detection de I'additif. MS + B : Molecule support marquee a la biotine. 

30 Figure 2 : Schema d'un controle du depot d'un echantillon (SDC) positif en format 

heterologue. Le controle du depot d'un echantillon comprend I'anticorps de capture du 

compose controle fixe a la phase solide (PS). L'anticorps de capture est ici specifique du 

recepteur soluble de la transferrine (sTfR). Le compose controle, ici le complexe 2 : 2 

recepteur soluble de la transferrine (sTfR) : transferrine (Tf) est fixe a I'anticorps de 

35 capture au niveau du controle du depot d'un echantillon et a I'anticorps de detection (Ac 

2) qui est specifique de la transferrine. L'anticorps de detection (Ac 2) est marque avec la 
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biotine (B). La revelation se fait par ajout de streptavidine couplee a de la peroxydase (S-

POD), puis du substrat de cette enzyme (non represente). L'anticorps de capture et 

l'anticorps de detection peuvent etre des anticorps monoclonaux ou polyclonaux. Dans 

tous les cas, il s'agit d'un sandwich heterologue. 

5 Figure 3 : Schema d'un controle du depot d'un echantillon (SDC) positif en format 

homologue. Le controle du depot d'un echantillon comprend l'anticorps de capture du 

compose controle fixe a la phase solide (PS). L'anticorps de capture est ici specifique du 

recepteur soluble de la transferrine (sTfR). Le compose controle, ici le complexe 2 : 2 

recepteur soluble de la transferrine (sTfR) : transferrine (Tf) est fixe a l'anticorps de 

10 capture au niveau du controle du depot d'un echantillon et a l'anticorps de detection (Ac 

2) qui est egalement specifique du recepteur soluble de la transferrine (sTfR). L'anticorps 

de detection (Ac 2) est marque avec la biotine (B). La revelation se fait par ajout de 

streptavidine couplee a de la peroxydase (S-POD), puis du substrat de cette enzyme (non 

represente). L'anticorps de capture et l'anticorps de detection sont par exemple des 

15 anticorps monoclonaux. II s'agit d'un sandwich homologue. 

Figure 4 : Schema d'un controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte 

(PVC) positif. Le controle de procede comprend l'anticorps de capture de I'additif fixe a la 

phase solide (PS). L'anticorps de capture est ici specifique de la digoxigenine (Dig). 

L'additif comprend de la digoxigenine et de la BSA, la digoxigenine etant complexee a la 

20 BSA. L'additif est lie via la digoxigenine a l'anticorps de capture au niveau du controle du 

depot d'un ligand de detection d'un analyte et a l'anticorps de detection (Ac 2). L'anticorps 

de detection (Ac 2) est marque avec la biotine (B). La revelation se fait par ajout de 

streptavidine couplee a de la peroxydase (S-POD), puis du substrat de cette enzyme (non 

represente). L'anticorps de capture et l'anticorps de detection peuvent etre tous les deux 

25 des anticorps monoclonaux ou tous les deux des anticorps polyclonaux, auquel cas il 

s'agit d'un sandwich homologue. L'anticorps de capture peut etre un anticorps monoclonal 

et l'anticorps de detection un anticorps polyclonal, ou inversement, auquel cas il s'agit 

d'un sandwich heterologue. 

Figure 5 : Schema d'un controle du depot d'un rapporteur positif (RVC). Le 

30 controle du depot d'un rapporteur comprend une molecule support (MS) couplee a de la 

biotine (B) fixee a la phase solide (PS). La revelation se fait par ajout de streptavidine 

couplee a de la peroxydase (S-POD), puis du substrat de cette enzyme (non represente). 

Figure 6 : Grille de « spotting » situee au fond d'un puits d'une microplaque et 

comportant les spots de 5 analytes a doser (A1 a A5) et les trois spots controle SDC, PVC 

35 et RVC. 
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Figure 7 : Distribution du signal des billes controle SDC en format simplex d'une 

population de 94 echantillons. En ordonnees est indique le nombre d'echantillons et en 

abscisse des intervalles d'unites Relatives d'lntensite de Fluorescence (RFI). 

Figure 8 : Distribution du signal des billes controle PVC en format simplex d'une 

5 population de 38 echantillons. En ordonnees est indique le nombre d'echantillons et en 

abscisse des intervalles d'unites Relatives d'lntensite de Fluorescence (RFI). 

Exemples 
10 Exemple 1 : Procede « puce liauide » 

Principe 
Les deux controles decrits dans cet exemple permettent de valider (cf. tableau 1): 

- pour le SDC (« Sample Deposit Control» ou « controle du depot d'un echantillon ») : 

le depot de l'echantillon et egalement l'etape 2 (depot des conjugues 2, i.e. les 

15 ligands de detection deposes dans l'etape 2) et l'etape 3 (depot du rapporteur S-

PE : streptavidine couplee a la Phycoerythrine) et 

- pour le PVC (« Process Verification Control » ou « controle du depot d'un ligand de 

detection d'un analyte ») : le depot de l'etape 1 (depot des conjugues 1, i.e. les 

ligands de detection deposes a l'etape 1) et egalement l'etape 2 (depot des 

20 conjugues 2, en pointille car non illustre dans cet exemple) et l'etape 3 (depot du 

rapporteur S-PE). 

Tableau 1 : Etapes controlees par les controles SDC et PVC 

Echantillon Conjugues 1 

(etape 1) 

Billes 

(etape 1) 

Conjugues 2 

(etape 2) 

S-PE 

(etape 3) 

SDC x x x 
PVC 

25 Materiels 
(i) Svsteme d'analyse 

L'analyseur BioPlex 200® (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) est utilise selon 

les instructions du fabricant. Cet automate d'immunoanalyse contient un cytometre en flux 

et un detecteur Luminex 100™ (Luminex Corp., Austin, Texas, Etats-Unis) et utilise des 

30 jeux heterogenes de particules superparamagnetiques. Chaque groupe homogene de 

particules, composees de polystyrene et d'acide methacrylique (fonction COOH), et d'une 

taille de 8 urn de diametre, est fabrique avec differents pourcentages de fluorochromes 
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(CL1 et CL2) produisant un code d'identification unique assigne a chaque groupe de 

particules et detectable par le laser du detecteur Luminex 100™ (Luminex Corp., Austin, 

Texas, Etats-Unis). Apres la reaction immunologique, les billes d'un jeu passent une a 

une a travers une cellule a flux, au centre d'une gaine liquide, pour etre simultanement 

5 excitees et lues par deux lasers distincts. Les mesures sont realisees au passage de 

chaque bille. 

Le laser a rayon rouge de 638 nm excite les fluorochromes d'identification (CL1 et 

CL2) incrustes a la surface de chaque particule et le signal composite est interprets pour 

identifier I'analyte detecte par la particule. Ce laser sert done, en identifiant la categorie de 

10 particule, a identifier le test en cours. 

Le laser a rayon vert de 532 nm excite le rapporteur S-PE (streptavidine couplee a 

la Phycoerythrine) et la fluorescence emise est proportionnelle a la quantite de rapporteur 

fixe sur la particule. Ce laser sert done a mesurer la reactivite de I'analyte immobilise sur 

ladite particule. 

15 Le logiciel du systeme convertit le signal lie a la presence du ligand de detection 

en une valeur d'intensite relative de fluorescence (IRF en frangais ou RFI en anglais). Un 

ratio peut etre calcule afin de classer le resultat qualitativement en positif ou negatif. 

(ii) Phase solide (billes) 

20 Un ensemble de billes comportant six groupes distincts de particules 

superparamagnetiques Luminex™ (Luminex Corp., Austin, Texas, Etats-Unis) est utilise. 

Cet ensemble de billes comprend un groupe de billes pour controler le depot d'un 

echantillon (billes SDC), un groupe de billes pour controler le depot d'un ligand de 

detection d'un analyte (billes PVC) et 4 groupes de billes de detection d'un analyte 

25 (analytes a doser: A1, A2, A3 et A4). 

Chaque groupe de particules est revetu d'un ligand de capture specifique d'un test 

particulier. Chaque ligand de capture est couple a I'aide d'un reactif hetero-bifonctionnel. 

Les billes SDC sont recouvertes d'un anticorps monoclonal de souris anti-

recepteur soluble de la Transferrine (Fitzgerald, Etats-Unis) immobilise a 1 ng/ mg de 

30 particules. 

Les billes PVC sont recouvertes d'un anticorps polyclonal de mouton anti-

Digoxigenine (Abeam, Etats-Unis) immobilise a 5 ng/mg de particules. 

Les billes de detection des analytes A1, A2, A3 et A4 sont recouvertes avec un ou 

des ligands de captures specifiques des analytes a detecter. 

35 
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(iii) Ligands de detection 

Le ligand de detection du compose controle (du controle SDC), pAb-anti-Tf-biot, 

est un anticorps polyclonal de mouton anti-Transferrine (Bio-Rad, Marnes la Coquette, 

France) couple a la biotine (Thermo Scientific, France) a I'aide d'un reactif hetero-

5 bifonctionnel en soi connu de I'homme du metier. 

Le ligand de detection de l'additif (du controle PVC), pAb-anti-DIG-biot, est un 

anticorps polyclonal de mouton anti-Digoxigenine (Abeam, France) couple a la biotine 

(Pierce, Etats-Unis) a I'aide d'un reactif hetero-bifonctionnel en soi connu de I'homme du 

metier. 

10 
(iv) Additif 

L'additif BSA-DIG est de la Digoxigenine (Sigma, France) greffee sur une molecule 

support, dans cet exemple I'Albumine de Serum Bovin (Millipore, France) a I'aide d'un 

reactif hetero-bifonctionnel en soi connu de I'homme du metier. 

15 
(v) Rapporteur 

Le rapporteur S-PE est de la streptavidine (Roche, Allemagne) couplee a la 

Phycoerythrine (Cyanotech, Hawai, Etats-Unis) a I'aide d'un reactif hetero-bifonctionnel 

en soi connu de I'homme du metier. 

20 

(vi) Diluants 

vi. 1. Diluant des particules superparamagnetiques 

Solution de tampon Tris 50 mM, pH 7,5 contenant : NaCI 150 mM, EDTA 20 mM, 

Albumine de Serum Bovin a 10%, IgG de souris (Meridian, Etats-Unis) a 500 ng/mL, 

25 Octyl-n-Glucoside a 0,10%, NaN3 a 0,095%. 

vi.2. Diluant des conjugues 1 

Solution de Tampon Tris 50 mM, pH 7,5 contenant: NaCI 150 mM ; EDTA 20 mM, 

Chaps 0,1%, Glycerol 10%, NaN3 a 0,095%. 

30 

vi.3. Diluant des conjugues 2 

Solution de tampon citrate 50 mM, pH 6,7 contenant : NaCI 150 mM, EDTA 5,6 

mM, Albumine de Serum Bovin a 1%, Triton a 2%, Serum de mouton a 10%, IgG de 

souris (Meridian, Etats-Unis) a 500 ng/mL, Proclin 300™ (marque de la societe Supelco) a 

35 0,5%, lait de vache (100% ecreme) a 15%, Glycerol 10%, NaN3 a 0,095%. 
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vi.4. Diluant du rapporteur S-PE 

Tampon phosphate, pH 7,4 contenant : NaCI 150 mM, Tween 20™ (marque de la 

societe Sigma) a 0,1%, Proclin 300™ (marque de la societe Supelco) a 0,5%, PEG 6000 

2,75%, Albumine de Serum Bovin 1%, Serum Normal de mouton 1%, NaN3 a 0,095%. 

5 
vi.5. Solution de lavage 

Solution de tampon Tris 10 mM, pH 7,4 contenant : NaCI 218 mM, Tween 20™ 

(marque de la societe Sigma) a 0,1%, Proclin 300™ (marque de la societe Supelco) a 

0,002%. 

0 

(vii) Cuvettes reactionnelles 

Les reactions immunologiques ont lieu dans les puits de microplaques 96 puits en 

polypropylene ayant un volume maximum de 355 \iL par puits. 

15 (viii) Echantillons 

Les echantillons negatifs (serum ou plasma) utilises proviennent de I'etablissement 

frangais du sang de Lille. 

Methodes 

20 Le protocole d'essai en format multiplex comprend le dosage de 4 analytes 

differents, le dosage des analytes A1 et A2 etant realise en un temps immunologique, le 

dosage des analytes A3 et A4 etant realise en deux temps immunologiques. 

Le format des essais est represente dans les figures 2 et 4, dans lesquelles la S-

PE est utilise a la place de la S-POD. 

25 
Etape 1 : 

1. Dans chaque puits d'une microplaque sont distribues successivement: 

+ 100 nL d'echantillon 

+ 25 nL de diluant des conjugues 1 contenant: 

30 +/- BSA-DIG 

+/- les ligands de detection des analytes A1 et A2 

+ 25 nL de particules superparamagnetiques immunoreactives (melange de 

particules, 1,2 ng par type de billes : SDC, PVC +/- billes des analytes a doser) 

35 2. Le melange est mis en incubation pendant 40 minutes a 37°C sous agitation. 
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3. Les etapes suivantes de lavage sont realisees : separation des phases solides 

et liquide par aimantation et 3 lavages successifs avec au moins 300 \iL de solution de 

lavage. Au dernier lavage les particules sont remises en suspension. 

5 Etape 2 : 

4. Dans chaque puits reactionnel sont distribues 90 \iL de diluant des conjugues 2 

contenant: 

+/- le ligand de detection du compose controle pAb-anti-Tf-biot 

+/- le ligand de detection de l'additif pAb-anti-DIG-biot 

10 +/- les ligands de detection des analytes A3 et A4 

5. Le melange est mis en incubation pendant 15 minutes a 37°C sous agitation. 

6. Les etapes de lavage (idem point 3) sont realisees. 

15 Etape 3 : 

7. 90 nL du rapporteur S-PE sont distribues dans chaque puits reactionnels. 

8. Le melange est mis en incubation pendant 15 minutes a 37°C sous agitation. 

9. Les etapes de lavage (idem point 3) sont realisees. 

10. Les particules sont remises en suspension dans chaque puits reactionnel en 

20 ajoutant 120 \iL de solution de lavage puis la microplaque est agitee. 

11. La suspension de particules de chaque puits est aspiree par le cytometre en 

flux. 

12. La suspension de particules de chaque puits est lue a I'aide des deux rayons 

lasers. 

25 13. Les resultats des lectures sont directement traites par le cytometre en flux et 

enregistres en unites Relatives d'lntensite de Fluorescence (unites RFI). 

14. Pour Interpretation des resultats, pour chaque echantillon un ratio est calcule 

par rapport a une valeur-seuil (« cut-off »). 

30 Calcul du ratio 

Le ratio SDC des echantillons est calcule de la fagon suivante : 

Signal RFI de l'icfumtillon 
Ratio- SDC hchaxitillon • 

Valeur seu.il SDC 

De meme, le ratio PVC des echantillons est calcule comme il suit 
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RFI de l'ichantillon 

Valeur seuil PVC 

Les echantillons dont les ratios (SDC ou PVC) sont superieurs a 1 sont declares 

«valides », ceux pour lesquels les ratios sont inferieurs a 1 sont declares « invalides ». 

5 La valeur seuil SDC et PVC a ete etablie suivant une etude statistique decrite dans 

les resultats ci-dessous. 

Resultats 
10 (i) Systeme SDC en format simplex 

Dans ce systeme, les billes de detection des analytes A1 a A4 et leurs ligands de 

detection ne sont pas utilises. 

L'etude de 94 echantillons permet de definir la valeur seuil du systeme SDC (cf. 

figure 7). La valeur seuil du systeme SDC est calculee en soustrayant 3 fois I'ecart type 

15 du signal de la population d'echantillons a la valeur moyenne du signal de la population. 

Tableau 2 : Statistiques du signal SDC de la population de 94 echantillons et 

calcul de la valeur seuil 

Moyenne (RFI) 334 

Ecart-type (a) (RFI) 44,02 

Coefficient de variation (CV) en % 13,2% 

Maximum de la population (RFI) 427 

Minimum de la population (RFI) 239 

Valeur seuil = Moyenne - 3 a (RFI) 201,5 

20 La reponse du systeme SDC est mesuree dans le cas d'un procede nominal 

(Volume echantillon depose = 100 |j.L, Volume Conjugues 2 = 90 |j.L, Volume S-PE = 90 

HL) (cas n°1 du tableau 3). Les cas 2, 3, 4 du tableau 3 sont des procedes degrades : cas 

2 = absence de depot echantillon, cas 3 = absence de depot des conjugues 2, cas 4 = 

absence de depot S-PE. 

25 Dans ce cas, le melange comprenant les « conjugues 2 » comprend 90 \iL de 

diluant des conjugues 2 contenant le ligand de detection du compose controle pAb-anti-

Tf-biot. 
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Tableau 3 : Recapitulatif des ratios SDC obtenus lors d'un procede nominal (cas 1) 

et de procedes degrades (cas 2, 3 et 4) 

Cas 
Volume 

Echantillon 
(ML) 

Volume 
Conjugues 

2 (ML.) 

Volume 
S-PE 
(ML) 

RFIs* Ratio 
SDC 

Statut 
VALIDE / NON 

VALIDE 

1 100 90 90 331 1,6 VALIDE 
2 0 90 90 31 0,2 NON VALIDE 
3 100 0 90 29 0,1 NON VALIDE 
4 100 90 0 29 0,1 NON VALIDE 

*RFIs : Intensites Relatives de Fluorescence 

5 Les cas 2, 3, 4 conduisent a des ratios SDC inferieurs a 1 ce qui permet d'invalider 

les mesures issues de ces procedes degrades. 

(ii) Impact du systeme SDC sur les performances en format multiplex 

Dans le systeme SDC en format multiplex (MPX), les billes de detection des 

10 analytes A1 a A4 et les ligands de detection correspondants sont utilises. 

En comparant les signaux RFI obtenus entre un format MPX sans SDC versus 

MPX avec SDC (cf. tableau 4), I'ajout d'un format SDC n'impacte pas les performances 

d'un multiplex comportant 4 analytes (i.e. les ecarts en % entre les signaux RFI d'un 

format MPX sans SDC versus MPX avec SDC sont compris dans un intervalle +/- 20% ce 

15 qui est considere comme statistiquement acceptable). 
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Tableau 4 : Comparaison en % des signaux RFI obtenus entre un format MPX 

sans SDC versus un format MPX avec SDC 

Nombre 
d'echantillons 

utilises pour les 
calculs 

Analyte 1 Analyte 2 Analyte 3 Analyte 4 

4 echantillons 
positifs Analyte 1 -5,2% 

Ecart moyen 
en % entre le 

signal RFI 
mesure en 
MPX sans 

SDC versus 
MPX avec 

SDC 

3 echantillons 
positifs Analyte 2 -3,0% Ecart moyen 

en % entre le 
signal RFI 
mesure en 
MPX sans 

SDC versus 
MPX avec 

SDC 

5 echantillons 
positifs Analyte 3 -2,2% 

Ecart moyen 
en % entre le 

signal RFI 
mesure en 
MPX sans 

SDC versus 
MPX avec 

SDC 
2 echantillons 

positifs Analyte 4 -19,9% 

32 echantillons 
negatifs pour les 4 

Analytes 
0,1% 1,3% -0,1% -2,5% 

(iii) PVC en format simplex 

Comme precedemment, dans ce format, les billes de detection des analytes A1 a 

A4 et les ligands de detection correspondant ne sont pas utilises. 

L'etude de 38 echantillons permet de definir la valeur seuil du systeme PVC (cf. 

10 figure 8). 

La valeur seuil du systeme PVC est calculee en soustrayant 3 fois I'ecart-type du 

signal de la population d'echantillons a la valeur moyenne du signal de la population (cf. 

tableau 5). 

15 Tableau 5 : Statistiques du signal PVC de la population de 38 echantillons et 

calcul de la valeur seuil. 

Moyenne (RFI) 356 

Ecart-type (a) (RFI) 70,92 

Coefficient de variation (CV) en % 19,9% 

Maximum de la population (RFI) 510 

Minimum de la population (RFI) 222 

Valeur seuil = Moyenne - 3 a (RFI) 143,4 
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La reponse du systeme PVC est mesuree dans le cas d'un procede nominal 

(Volume echantillon depose = 100 ^L, Volume Conjugues 1 = 90 ^L, Volume S-PE = 90 

HL) (cas n°1 du tableau 6). Les cas 2, 3 du tableau 6 sont des procedes degrades : cas 2 

= absence de depot des conjugues 1, cas 3 = absence de depot S-PE. 

5 
Tableau 6 : Recapitulatif des ratios PVC obtenus lors d'un procede nominal (cas 

1) et de procedes degrades (cas 2, 3) 

Cas 
Volume 

Conjugues 1 
(ML) 

Volume 
S-PE 
(ML) 

RFIs* Ratio 
Statut 

VALIDE/NON VALIDE 

1 90 90 356 2,5 VALIDE 
2 0 90 93 0,6 NON VALIDE 
3 90 0 30 0,2 NON VALIDE 

Les cas 2 et 3 conduisent a des ratios PVC inferieurs a 1 ce qui permet d'invalider 

10 les mesures issues de ces procedes degrades. 

(iv) Impact du mode simplex versus multiplex sur les performances du systeme 

PVC 

Dans le systeme PVC en format multiplex, les billes de detection des analytes A1 

15 a A4 et les ligands de detection correspondants sont utilises. 

Les performances du systeme PVC sont similaires en mode simplex et en mode 

multiplex (cf. tableau 7). 

Tableau 7 : Comparaison des performances PVC en mode simplex versus 

20 multiplex 

4 Analytes, 
PVC (multiplex) PVC (simplex) 

Moyenne RFI de 38 echantillons (RFI) 356 320 

CV (%) 19,9% 20,6% 

Max (RFI) 510 472 

Min (RFI) 222 194 

Valeur seuil = Moyenne - 3 a (RFI) 143,4 121,7 
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Par ailleurs, en comparant les signaux RFI obtenus entre un format MPX sans 

SDC ni PVC versus un format MPX avec SDC et PVC, il s'avere que I'ajout des tests SDC 

et PVC n'impacte pas les performances d'un multiplex comportant 4 analytes a doser (i.e. 

les ecarts en % entre les signaux RFI d'un format MPX sans SDC ni PVC versus un 

5 format MPX avec SDC et PVC sont compris dans un intervalle +/- 20%, ce qui est 

considere comme statistiquement acceptable). 

Exemple 2 : Procede en spots ou « spotting » 

10 Materiels et Methodes 
Les trois controles decrits dans cet exemple permettent de valider (cf. tableau 8) : 

- pour le SDC (« Sample Deposit Control » ou « controle du depot d'un echantillon ») : 

le depot de l'echantillon et egalement l'etape 2 (depot des conjugues 2), l'etape 3 

(depot du rapporteur S-POD) et l'etape 4 (depot du substrat Luminol), 

15 - pour le PVC (« Process Verification Control » ou « controle du depot d'un ligand de 

detection d'un analyte ») : les depots de l'etape 1 (depot de l'additif et depot des 

conjugues 1), l'etape 3 (depot du rapporteur S-POD) et l'etape 4 (depot du substrat 

Luminol), et 

- pour le RVC (« Revelation Verification Control » ou «controle du depot d'un 

20 rapporteur» : l'etape de revelation, en controlant a la fois l'etape 3 (depot du 

rapporteur S-POD) et l'etape 4 (depot du substrat Luminol). 

Tableau 8 : Etapes controlees par les controles SDC, PVC et RVC 

Echantillon Additif 
(etape 1) 

Conjugues 1 
(etape 1) 

Conjugues 2 
(etape 2) 

S-POD 
(etape 3) 

Luminol 
(etape 4) 

SDC 

PVC 3><C 
RVC 3xC 

Materiels 
(i) Svsteme d'analyse 

La technologie employee pour ce systeme est une technologie multiplex innovante 

de nanospotting sur biochip (cf. definition ci-dessous), avec revelation par 
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chimiluminescence grace a un rapporteur marque par I'enzyme de la peroxydase de 

raifort et revele par un substrat de type luminol. 

Le terme « biochip » (ou encore « biopuce ») est une collection de sites d'essais 

miniaturises (ou « micro-array ») disposes sur un support solide qui permet d'effectuer de 

5 nombreux tests simultanement afin d'obtenir une cadence plus elevee. 

Au sein de chaque puits d'une microplaque (Greiner, Allemagne) sont deposes par 

rangees a I'aide d'un robot spotteur, des gouttes de 50 nL d'une solution de proteines ou 

d'anticorps specifiques de I'analyte a doser (A1, A2, A3, A4, A5, SDC, RVC et PVC) {cf. 

10 figure 6). Le fond de chaque puits de ces microplaques possede des capacites 

d'adsorption de proteines et peptides en soi connu de I'homme du metier. Les spots ainsi 

obtenus sont satures avec une solution de saturation en soi connu de I'homme du metier. 

II est ensuite possible de realiser une reaction immunologique classique en 1 

15 temps ou 2 temps immunologiques au sein de ces biochips (ou biopuces). 

Apres la reaction immunologique, I'ajout du substrat de revelation entraine une 

emission lumineuse. En effet, I'oxydation du luminol par catalyse enzymatique conduit a 

une emission lumineuse proportionnelle a la quantite de rapporteur Streptavidine-

peroxydase fixe par le spot. L'acquisition du signal est realisee par une camera 

20 scientifique. L'image qui en resulte est alors analysee afin de determiner I'intensite de la 

luminescence produite par chaque zone geographique du fond du puits correspondant a 

chaque spot (adressage de I'information). 

Le logiciel du systeme convertit le signal mesure par spot en une valeur d'Unites 

Relatives de Luminescence (« URL » en frangais ou « RLU » en anglais). Un ratio peut 

25 etre calcule afin de classer le resultat qualitativement en positif ou negatif, comme detaille 

ci-apres. 

(ii) Phase solide (spots) 

Les differents spots de controle sont: 

30 - le spot SDC comprenant un anticorps monoclonal de souris anti-recepteur soluble de 

la Transferrine (Fitzgerald, Etats-Unis) immobilise a 50 ng/mL, 

- le spot PVC comprenant un anticorps monoclonal de souris anti-Digoxigenine 

(Covalab, France) immobilise a 25 ng/mL, et 

- le spot RVC comprenant un anticorps monoclonal de souris anti-KLH (« Keyhole 

35 Limpet Hemocyanin ») (Genway, Etats-Unis) couple a la biotine (Thermo Scientific, 



WO 2015/150583 PCT/EP2015/097005 

52 
France) a I'aide d'un reactif hetero-bifonctionnel en soi connu de I'homme du metier et 

immobilise a 1 ng/mL. 

(iii) Ligands de detection 

5 Le ligand de detection du compose controle (relatif au controle SDC), pAb-anti-Tf-

biot, est un anticorps polyclonal de mouton anti-Transferrine (Bio-Rad, Marnes la 

Coquette, France) couple a la biotine (Thermo Scientific, France) a I'aide d'un reactif 

hetero-bifonctionnel en soi connu de I'homme du metier. 

Le ligand de detection de l'additif (relatif au controle PVC), mAb-anti-DIG-biot, est 

10 un anticorps monoclonal de souris anti-digoxigenine couple a la biotine (Covalab, France). 

(iv) Additif 

L'additif BSA-DIG est de la Digoxigenine (Sigma, France) greffee sur une molecule 

support, dans cet exemple I'Albumine de Serum Bovin (Millipore, France). Le couplage 

15 est realise a I'aide d'un reactif hetero-bifonctionnel en soi connu de I'homme du metier. 

(v) Rapporteur 

Le rapporteur S-POD est de la streptavidine (Roche, Allemagne) couplee a la Peroxydase 

(Roche Allemagne) par la methode decrite par P. Nakane et A. Kawaoi (J Histochem 

20 Cytochem (1974) Vol. 22, No. 12. pp. 1084-1091), en soi connue de I'homme du metier. 

(vi) Diluants 

a) Diluant de l'additif 

Solution de tampon Tris 50 mM, pH 7,5 contenant: NaCI 150 mM, EDTA 20 mM, IgG de 

25 souris (Meridian, Etats-Unis) a 500 ng/mL, Lait de vache (100% ecreme) a 15%, Serum 

de mouton a 10%, NaN3 a 0,095%. 

b) Diluant des conjugues 1 

Solution de Tampon Tris 50 mM, pH 7,5 contenant: NaCI 150 mM ; EDTA 20 mM, Chaps 

30 0,1%, Glycerol 10%, NaN3 a 0,095% 

c) Diluant des conjugues 2 

Solution de tampon citrate 50 mM, pH 6,7 contenant : NaCI 150 mM, EDTA 5,6 mM, 

Triton a 2%, Serum de mouton a 10%, IgG de souris 500 ng/mL, Proclin 300™ (marque 

35 de la societe Supelco) a 0,5%, lait de vache (100% ecreme) a 15%, Glycerol 10%. NaN3 

a 0,095% 
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d) Diluant du rapporteur S-POD 

Solution de tampon citrate 50 mM, pH 6,7 contenant : NaCI 2053 mM, Tween 20™ 

(marque de la societe Sigma) a 0,5%, Proclin 300™ (marque de la societe Supelco) a 

5 0,5%, lait de vache (100% ecreme) a 7%, Glycerol 20%. 

e) Solution de lavage 

Solution de tampon Tris 10 mM, pH 7,4 contenant : NaCI 218 mM, Tween 20™ (marque 

de la societe Sigma) a 0,1%, Proclin 300™ (marque de la societe Supelco) a 0,002%. 

10 
f) Substrat de revelation 

Le substrat de revelation ELISTAR ETA C Ultra ELISA (Cyanagen, Italie) se compose de 

deux solutions : XLSE024L Luminol enhancer solution (A) et XLSE024P Peroxide solution 

(B). 

15 
(vii) Cuvettes reactionnelles 

Les reactions immunologiques ont lieu dans des microplaques 96 puits en polystyrene 

ayant un volume maximum de 392 ^L par puits. 

20 (viii) Echantillons 

Les echantillons negatifs (serum ou plasma) utilises proviennent de I'etablissement 

frangais du sang de Lille. 

Methodes 

25 Le protocole d'essai comprend les etapes suivantes. 

Etape 1 : 

1. Dans chaque puits d'une microplaque (comprenant les spots) sont distribues 

successivement: 

+ 20 nL de diluant de l'additif contenant l'additif BSA-DIG 

30 + 20 nL de diluant des conjugues 1 comprenant: 

+ le ligand de detection de l'additif mAb-anti-DIG-biot et 

+ les ligands de detection des analytes a doser 1, 2 et 3 

+ 40 nL d'echantillon 

2. Le melange est mis en incubation pendant 40 minutes a 37°C sous agitation. 

35 3. Trois lavages successifs avec au moins 400 \iL de solution de lavage sont realises. 
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Etape 2 : 

4. Dans chaque puits reactionnel sont distribues 50 \iL de diluant des conjugues 2 

contenant: 

+ le ligand de detection du compose controle pAb-anti-Tf-biot et 

5 + les ligands de detection des analytes a doser 4 et 5. 

5. Le melange est mis en incubation pendant 15 minutes a 37°C sous agitation. 

6. Les etapes de lavage (idem point 3) sont realisees. 

Etape 3 : 

10 7. 50 nL du rapporteur S-POD sont distribues dans chaque puits reactionnel. 

8. Le melange est mis en incubation pendant 15 minutes a 37°C sous agitation. 

Etape 4 : 

9. 25 nL de solution de revelation « B » sont distribues dans chaque puits reactionnels. 

15 10. 25 nL de solution de revelation « A » sont distribues dans chaque puits reactionnels. 

10. Le melange est mis en incubation pendant 1 minute a 37°C sous agitation. 

11. L'acquisition du signal de luminescence est realisee pendant 180 secondes. 

12. Les resultats des lectures sont directement traites par un systeme d'analyse d'image 

et enregistres en Unites Relatives de Luminescence ou Relative light Unit (RLU). 

20 13. Pour Interpretation des resultats, pour chaque echantillon un ratio est calcule par 

rapport a une valeur-seuil (ou « cut-off »). 

Calcul du ratio 

Deux modes d'analvses sont illustres ci-dessous: 

25 

Mode d'analyse 1 : une seule valeur seuil 

Le ratio SDC des echantillons est calcule de la fagon suivante : 

Signal RLU de i'echantillon 
Ratio SDC echantillon = 

Valeur seuil SDC 

30 De meme, le ratio PVC des echantillons est calcule 

Signal RLU de feckantillon 
Ratio PVC echantillon = 

Faleur seuil PVC 
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De maniere similaire, le ratio RVC des echantillons est calcule 

Signal RLU de I echantillon 
Ratio- RVC echantillon = 

Valeur seuil RVC 

Les echantillons dont les ratios (SDC ou PVC ou RVC) sont superieurs a 1 sont 

declares « valides », ceux pour lesquels les ratios sont inferieurs a 1 sont declares 

«invalides ». La valeur seuil SDC, PVC et RVC a ete etablie suivant une etude statistique 

decrite au chapitre resultats ci-dessous. 

10 Mode d'analyse 2: deux valeurs seuil 

Deux ratios SDC des echantillons sont calcules de la fagon suivante : 

Ratio SDC echantillon (seuil -) 

Actio SDC echantillon (seuil +) 

Signal RLU de I echantillon 
Valeur (seuil —JtSDC 

Signal RLU de l'echantillon 
Valeur (seuil +1SDC 

15 De meme, les ratios PVC des echantillons sont calcules : 

Signed RLU de l'echantillon 
Ratio PVC echarttillon (seuil -) = 

Ratio PVC echantillon (seuil +) = 

Valeur {seuil —)PVC 

Signal RLU de rechantillon 
Valeur (seuil +)FFt 

De maniere similaire, les ratios RVC des echantillons sont calcules : 

Signal RLU de feckantillon 
Ratio RVC echantillon (seuil —) = 

Ratio RVC echantillon (seuil +) = 

20 ' Valeur (seuil -)RVC 
Signal RLU de l'echantillon 

Valeur (seuil ±)RVC 

Les echantillons dont les ratios (seuil-) (SDC ou PVC ou RVC) sont superieurs a 1 

sont declares « valides », ceux pour lesquels les ratios sont inferieurs a 1 sont declares 

25 « invalides ». 

Les echantillons dont les ratios (seuil+) (SDC ou PVC ou RVC) sont inferieurs a 1 

sont declares « valides », ceux pour lesquels les ratios sont superieurs a 1 sont declares 

« invalides ». 

La valeur seuil SDC, PVC et RVC a ete etablie suivant une etude statistique 

30 decrite au chapitre resultats ci-dessous. 
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Resultats 

Le multiplex decrit dans cet exemple comporte 5 analytes a doser 3 analytes dont 

les ligands de detection sont ajoutes en etape 1 (A1, A2 et A3), 2 analytes dont les 

5 ligands de detection sont ajoutes en etape 2 (A4 et A5) et les trois controles SDC, PVC et 

RVC. 

Le tableau 9 regroupe les cas de figure pouvant etre rencontres lors d'une 

invalidation isolee ou cumulee des controles SDC, PVC et RVC. 

Les reponses des controles SDC, PVC et RVC sont mesurees dans le cas d'un 

10 procede nominal (Volume additif = 20 ^L, Volume Conjugues 1 = 20 ^L, Volume 

echantillon depose = 40 ^L, Volume Conjugues 2 = 50 ^L, Volume S-POD = 50 ^L, 

Volume Luminol = 25 \iL solution B + 25 |iL solution A) pour 22 echantillons. 

L'etude de ces 22 echantillons permet de caracteriser la reponse SDC, PVC, RVC 

en termes de reponse moyenne, deviation standard, valeur minimale et maximale (cf. 

15 tableaux 10a et 10b). Les valeurs seuils des controles SDC, PVC et RVC sont egalement 

calculees. 
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Tableau 9: Interpretation de l'ensemble des controles SDC, PVC et RVC et 

identification de l'etape deficiente dans le procede. 

Statut 
SDC 

VALIDE/ 

NON 

VALIDE 

Statut 
PVC 

VALIDE/ 

NON 

VALIDE 

Statut 
RVC 

VALIDE/ 

NON 

VALIDE 

Statut 
SDC et 
PVC et 

RVC 

VALIDE/ 

NON VALIDE 

Etape deficiente a I'origine de 

1'invalidation du procede 

NON 

VALIDE 
VALIDE VALIDE 

NON 

VALIDE 

Depot echantillon ou depot des ligands de 

detection a l'etape 2 

VALIDE 
NON 

VALIDE 
VALIDE 

NON 

VALIDE 

Depot de l'additif ou depot des ligands de 

detection a l'etape 1 

NON 

VALIDE 

NON 

VALIDE 
VALIDE 

NON 

VALIDE 

Depot echantillon ou depot des ligands de 

detection a l'etape 2 

et 

Depot de l'additif ou depot des ligands de 

detection a l'etape 1 

NON 

VALIDE 

NON 

VALIDE 

NON 

VALIDE 

NON 

VALIDE 

Depot S-POD ou Luminol 

De plus, dans ce cas de figure, les depots 

echantillons, additif, ligands de detection 

de l'etape 1, ligands de detection de 

l'etape 2 ne peuvent etre valides ou 

invalides. 

VALIDE VALIDE 
NON 

VALIDE Cas ne 
pouvant 

presenter 

Un signal RVC non valide implique une 

invalidation du SDC et PVC 

NON 

VALIDE 
VALIDE 

NON 

VALIDE 

Cas ne 
pouvant 

presenter 

Un signal RVC non valide implique une 

invalidation du SDC et PVC 

VALIDE 
NON 

VALIDE 

NON 

VALIDE 

Cas ne 
pouvant 

presenter 

Un signal RVC non valide implique une 

invalidation du SDC et PVC 
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Mode d'analyse 1 : une seule valeur seuil 

Tableau 10a : Reponse des controles SDC, PVC et RVC (reponse moyenne, 

deviation standard, valeur minimale et maximale, valeurs seuils). 

SDC PVC RVC 

Reponse moyenne (RLUs) 998 2623 3200 

Ecart-type (a) (RLUs) 124 154 214 

Coefficient de variation (CV) en % 12,4% 5,9% 6,7% 

Maximum de la population (RLUs) 1246 2997 3535 

Minimum de la population (RLUs) 798 2407 2773 

Valeur seuil = Moyenne - 3 a (RLUs) 627 2162 2559 

5 
Mode d'analyse 2 : deux valeurs seuil 

Tableau 10b : Reponses des controles SDC, PVC et RVC (reponse moyenne, 

deviation standard, valeur minimale et maximale, valeurs seuils). 

SDC PVC RVC 

Reponse moyenne (RLUs) 998 2623 3200 

Ecart-type (a) (RLUs) 124 154 214 

Coefficient de variation (CV) en % 12,4% 5,9% 6,7% 

Maximum de la population (RLUs) 1246 2997 3535 

Minimum de la population (RLUs) 798 2407 2773 

Valeur (seuil-) = Moyenne - 3 a (RLUs) 627 2162 2559 

Valeur (seuil+) = Moyenne + 3 a (RLUs) 1368 3084 3841 

En combinant les reponses des controles SDC, PVC, RVC et les valeurs seuils calculees 

{cf. tableau 10a et 10b), les ratios SDC, PVC et RVC sont calcules pour chaque 

echantillon (cf. tableau 11a et 11b). 

15 
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Mode d'analyse 1 : une seule valeur seuil 
Tableau 11a : Reponses des controles SDC, PVC et RVC en RLU et ratios d'une 

population de 22 echantillons. 

Ech 
N° 

SDC PVC R VC 
Statut 

SDC ET PVC 
ET RVC 

VALIDE / 
NON VALIDE 

Ech 
N° RLUs 

SDC 
Ratio 
SDC 

Statut 
SDC 

VALIDE/ 
NON 

VALIDE 

RLUs 
PVC 

Ratio 
PVC 

Statut 
PVC 

VALIDE / 
NON 

VALIDE 

RLUs 
RVC 

Ratio 
RVC 

Statut 
RVC 

VALIDE/ 
NON 

VALIDE 

Statut 
SDC ET PVC 

ET RVC 

VALIDE / 
NON VALIDE 

1 974 1,55 VALIDE 2997 1,39 VALIDE 3368 1,32 VALIDE VALIDE 
2 970 1,55 VALIDE 2407 1,11 VALIDE 3437 1,34 VALIDE VALIDE 
3 863 1,38 VALIDE 2489 1,15 VALIDE 2773 1,08 VALIDE VALIDE 
4 1072 1,71 VALIDE 2724 1,26 VALIDE 3216 1,26 VALIDE VALIDE 
5 1246 1,99 VALIDE 2830 1,31 VALIDE 3340 1,31 VALIDE VALIDE 
6 1219 1,94 VALIDE 2617 1,21 VALIDE 3165 1,24 VALIDE VALIDE 
7 1002 1,60 VALIDE 2743 1,27 VALIDE 3535 1,38 VALIDE VALIDE 
8 1172 1,87 VALIDE 2670 1,24 VALIDE 3150 1,23 VALIDE VALIDE 
9 835 1,33 VALIDE 2686 1,24 VALIDE 3082 1,20 VALIDE VALIDE 

10 932 1,49 VALIDE 2575 1,19 VALIDE 2806 1,10 VALIDE VALIDE 
11 1061 1,69 VALIDE 2641 1,22 VALIDE 3274 1,28 VALIDE VALIDE 
12 929 1,48 VALIDE 2617 1,21 VALIDE 3200 1,25 VALIDE VALIDE 
13 1098 1,75 VALIDE 2495 1,15 VALIDE 3445 1,35 VALIDE VALIDE 
14 996 1,59 VALIDE 2551 1,18 VALIDE 3382 1,32 VALIDE VALIDE 
15 876 1,40 VALIDE 2732 1,26 VALIDE 3459 1,35 VALIDE VALIDE 
16 896 1,43 VALIDE 2623 1,21 VALIDE 3310 1,29 VALIDE VALIDE 
17 897 1,43 VALIDE 2429 1,12 VALIDE 3219 1,26 VALIDE VALIDE 
18 798 1,27 VALIDE 2611 1,21 VALIDE 2977 1,16 VALIDE VALIDE 
19 906 1,44 VALIDE 2440 1,13 VALIDE 2993 1,17 VALIDE VALIDE 
20 1007 1,61 VALIDE 2412 1,12 VALIDE 2894 1,13 VALIDE VALIDE 
21 1093 1,74 VALIDE 2868 1,33 VALIDE 3294 1,29 VALIDE VALIDE 
22 1108 1,77 VALIDE 2547 1,18 VALIDE 3083 1,20 VALIDE VALIDE 

5 
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Mode d'analyse 2 : deux valeurs seuil 

Tableau 11b: Reponses des controles SDC, PVC et RVC en RLU et 

ratios (seuil+), ratios (seuil-) d'une population de 22 echantillons. 

Ech 
N° 

SDC PVC RVC 

Ech 
N° RLUs 

SDC 

Ratio 
SDC 

(seuil -) 

Ratio 
SDC 

(seuil +) 

RLUs 
PVC 

Ratio 
PVC 

(seuil -) 

Ratio 
PVC 

(seuil +) 

RLUs 
RVC 

Ratio 
RVC 

(seuil -) 

Ratio 
RVC 
(seuil 
+) 

1 974 1,55 0,71 2997 1,39 0,97 3368 1,32 0,88 
2 970 1,55 0,71 2407 1,11 0,78 3437 1,34 0,89 
3 863 1,38 0,63 2489 1,15 0,81 2773 1,08 0,72 
4 1072 1,71 0,78 2724 1,26 0,88 3216 1,26 0,84 
5 1246 1,99 0,91 2830 1,31 0,92 3340 1,31 0,87 
6 1219 1,94 0,89 2617 1,21 0,85 3165 1,24 0,82 
7 1002 1,60 0,73 2743 1,27 0,89 3535 1,38 0,92 
8 1172 1,87 0,86 2670 1,24 0,87 3150 1,23 0,82 
9 835 1,33 0,61 2686 1,24 0,87 3082 1,20 0,80 
10 932 1,49 0,68 2575 1,19 0,83 2806 1,10 0,73 
11 1061 1,69 0,78 2641 1,22 0,86 3274 1,28 0,85 
12 929 1,48 0,68 2617 1,21 0,85 3200 1,25 0,83 
13 1098 1,75 0,80 2495 1,15 0,81 3445 1,35 0,90 
14 996 1,59 0,73 2551 1,18 0,83 3382 1,32 0,88 
15 876 1,40 0,64 2732 1,26 0,89 3459 1,35 0,90 
16 896 1,43 0,65 2623 1,21 0,85 3310 1,29 0,86 
17 897 1,43 0,66 2429 1,12 0,79 3219 1,26 0,84 
18 798 1,27 0,58 2611 1,21 0,85 2977 1,16 0,78 
19 906 1,44 0,66 2440 1,13 0,79 2993 1,17 0,78 
20 1007 1,61 0,74 2412 1,12 0,78 2894 1,13 0,75 
21 1093 1,74 0,80 2868 1,33 0,93 3294 1,29 0,86 
22 1108 1,77 0,81 2547 1,18 0,83 3083 1,20 0,80 

Le statut des interpretations a partir des ratios (seuil+) et (seuil-) des controles 

SDC ; PVC, RVC est « Valide » pour les 22 echantillons. Le statut des interpretations des 

controles SDC et PVC et RVC est « Valide » pour l'ensemble des 22 echantillons. 

10 
Une etude de cas de procedes realises en mode degrade est illustree dans les 

tableaux 12 et 13a et 13b. Six cas sont presentes : 
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Cas 1 = absence de depot d'echantillon. 

Cas 2 = absence de depot d'additif. 

Cas 3 = absence de depot de conjugues 1. 

Cas 4 = absence de depot de conjugues 2. 

Cas 5 = absence de depot de S-POD. 

Cas 6 = absence de depot de Luminol. 

Mode d'analyse 1 : une seule valeur seuil 

Les cas 1 et 4 conduisent a des ratios SDC inferieurs a 1 ce qui permet d'invalider 

10 les mesures issues de ces procedes degrades. 

Les cas 2 et 3 conduisent a des ratios PVC inferieurs a 1 ce qui permet d'invalider 

les mesures issues de ces procedes degrades. 

Les cas 5 et 6 conduisent a des ratios SDC, PVC et RVC inferieurs a 1 ce qui 

permet d'invalider les mesures issues de ces procedes degrades. Le signal RVC permet 

15 d'invalider specifiquement l'etape de revelation (depot S-POD et depot Luminol). 

Cependant, 1'invalidation du procede par un ratio RVC inferieur a 1 implique une absence 

du signal systematique des controles SDC et PVC (cf. zone grise du tableau 9). II n'est, 

dans ce cas, pas possible de determiner si les depots de l'echantillon et des conjugues 2 

(depots controles par SDC) ou les depots d'additif et des conjugues 1 (depots controles 

20 par PVC) se sont deroules correctement ou non. 

Mode d'analyse 2 : deux valeurs seuil 

Les cas 1 et 4 conduisent a des ratios (seuil-) SVC inferieurs a 1 ce qui permet 

d'invalider les mesures issues de ces procedes degrades. De plus dans le cas 1, le ratio 

25 (seuil+) PVC est superieur a 1 ce qui traduit un impact indirect de I'absence d'echantillon 

sur le controle PVC. 

Les cas 2 et 3 conduisent a des ratios (seuil-) PVC inferieurs a 1 ce qui permet 

d'invalider les mesures issues de ces procedes degrades. 

Les cas 5 et 6 conduisent a des ratios (seuil-) SDC, PVC et RVC inferieurs a 1 ce 

30 qui permet d'invalider les mesures issues de ces procedes degrades. Le signal RVC 

permet d'invalider specifiquement l'etape de revelation (depot S-POD et depot Luminol). 

Cependant revalidation du procede par un ratio (seuil-) RVC inferieur a 1 implique une 

absence du signal systematique des controles SDC et PVC (cf. zone grise du tableau 9). 

II n'est, dans ce cas, pas possible de determiner si les depots de l'echantillon et des 

35 conjugues 2 (depots controles par SDC) ou les depots d'additif et des conjugues 1 

(depots controles par PVC) se sont deroules correctement ou non. 
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Tableau 12 : Detail des 6 cas de procede degrade 
Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4 

Cas 
Volume 

Echantillon 

(ML) 

Volume 
Additif 

(ML) 

Volume 
Conjugues 

1 (ML) 

Volume 
Conjugues 

2(ML) 

Volume 
S-POD 

(ML) 

Volume 
Luminol 

(ML) 

1 0 20 20 50 50 50 

2 40 0 20 50 50 50 

3 40 20 0 50 50 50 

4 40 20 20 0 50 50 

5 40 20 20 50 o 
: 

50 

6 40 20 20 50 50 0 

5 Mode d'analyse 1 : une seule valeur seuil 
Tableau 13a : Reponse des controles SDC, PVC et RVC en RLU et ratio d'une 
population de 22 echantillons 

Cas 

SDC PVC RVC SDC ET 

PVC ET 

RVC 

VALIDE / 

NON 

VALIDE 

(NV) 

Cas RLUs 

SDC 

Ratio 

SDC 

SDC 

VALIDE 

/NON 

VALIDE 

(NV) 

RLUs 

PVC 

Ratio 

PVC 

PVC 

VALIDE / 

NON 

VALIDE 

(NV) 

RLUs 

RVC 

Ratio 

RVC 

RVC 

VALIDE 

/NON 

VALIDE 

(NV) 

SDC ET 

PVC ET 

RVC 

VALIDE / 

NON 

VALIDE 

(NV) 

1 37 0,06 NV 3939 1,82 VALIDE 3458 1,35 VALIDE NV 

2 991 1,58 VALIDE 72 0,03 NV 3569 1,39 VALIDE NV 

3 983 1,57 VALIDE 59 0,03 NV 3046 1,19 VALIDE NV 

4 18 0,03 NV 2727 1,26 VALIDE 3655 1,43 VALIDE NV 

5 5 0,01 NV 4 0,00 NV 5 0,00 NV NV 

6 6 0,01 NV 7 0,00 NV 5 0,00 NV NV 
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Par ailleurs, en comparant les signaux RLU obtenus entre un format MPX sans 

SDC ni PVC versus un format MPX avec SDC et PVC, il s'avere que I'ajout des tests SDC 

et PVC n'impacte pas les performances d'un multiplex comportant 4 analytes a doser (i.e. 

les ecarts en % entre les signaux RLU d'un format MPX sans SDC ni PVC versus un 

5 format MPX avec SDC et PVC sont compris dans un intervalle +/- 20% ce qui est 

considere comme statistiquement acceptable). 
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REVENDICATIONS 

1. Support solide approprie pour une analyse multiplexe d'au moins un echantillon, 

5 ledit support solide comprenant au moins un compartiment, ledit compartiment 

comprenant au moins un spot controle et au moins deux spots de detection d'un 

analyte, caracterise en ce que ledit spot controle est selectionne dans le groupe 

consistant en un spot pour controler le depot d'un echantillon, un spot pour controler 

le depot d'un ligand de detection d'un analyte et un spot pour controler le depot d'un 

10 rapporteur. 

2. Support solide selon la revendication 1, caracterise en ce que le spot controle ou un 

des spots controle est un spot pour controler le depot d'un echantillon ou un spot 

pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte. 

15 
3. Support solide selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit compartiment 

comprend au moins un spot pour controler le depot d'un rapporteur. 

4. Support solide selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que ledit 

20 compartiment comprend au moins un spot pour controler le depot d'un echantillon et 

au moins un spot pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte. 

5. Support solide selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le spot 

pour controler le depot d'un echantillon comprend au moins un ligand de capture 

25 d'un compose controle. 

6. Support solide selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le spot 

pour controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte comprend au moins un 

ligand de capture d'un additif. 

30 

7. Support solide selon I'une des revendications 1 ou 3 a 6, caracterise en ce que le 

spot pour controler le depot d'un rapporteur comprend un marqueur indirect ou une 

molecule support couplee a un marqueur indirect. 

35 8. Ensemble de billes approprie pour une analyse multiplexe d'un echantillon, 

comprenant au moins une bille controle et au moins deux billes de detection d'un 
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analyte, caracterise en ce que la bille controle est selectionnee dans le groupe 

consistant en une bille pour controler le depot d'un echantillon, une bille pour 

controler le depot d'un ligand de detection d'un analyte et une bille pour controler le 

depot d'un rapporteur. 

5 
9. Ensemble de billes selon la revendication 8, comprenant au moins une bille pour 

controler le depot d'un echantillon, au moins une bille pour controler le depot d'un 

ligand de detection d'un analyte et eventuellement au moins une bille pour controler 

le depot d'un rapporteur. 

10 
10. Procede d'analyse multiplexe pour la detection d'au moins n analytes dans au moins 

un echantillon, n etant un nombre entier superieur ou egal a 2, ledit procede 

comprenant au moins les etapes a), c) et e) ou au moins les etapes a), b), c) et d) 

suivantes : 

15 a) fournir au moins un support solide comprenant au moins un compartiment 

selon I'une des revendications 1 a 7 ou au moins un ensemble de billes 

selon la revendication 8 ou 9, 

b) mettre en presence des spots dudit compartiment ou en presence dudit 

ensemble de billes : I ligands de detection de p analytes a detecter et, le cas 

20 echeant, au moins un additif, I etant de preference superieur ou egal a p, 

c) mettre un echantillon a analyser en presence des spots dudit compartiment 

ou dudit ensemble de billes, 

d) mettre en presence des spots dudit compartiment ou dudit ensemble de 

billes : I' ligands de detection de m analytes a detecter et, le cas echeant, au 

25 moins un ligand de detection dudit ou desdits additifs, I' etant de preference 

superieur ou egal a m, et 

e) mettre en presence des spots dudit compartiment ou dudit ensemble de 

billes : au moins un ligand de detection d'un compose controle et I" ligands 

de detection de y analytes a detecter, I" etant de preference superieur ou 

30 egal a y, 
I, I', I", m, p et y etant des nombres entiers superieurs ou egaux a 0 et la somme 

m+p+y etant superieure ou egale a 1. 

35 
11. Procede d'analyse multiplexe selon la revendication 10, comprenant une etape 

ulterieure f) consistant a mettre au moins un rapporteur en presence des spots dudit 

compartiment ou dudit ensemble de billes. 
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12. Procede d'analyse multiplexe selon la revendication 11, caracterise en ce que le 

rapporteur ou au moins un des rapporteurs de l'etape f) est couple a un marqueur 

indirect, par exemple une enzyme, et en ce que ledit procede comprend une etape 

5 ulterieure g) consistant a mettre au moins un deuxieme rapporteur dudit marqueur 

indirect couple au rapporteur de l'etape f) en presence des spots dudit compartiment 

ou dudit ensemble de billes, ledit deuxieme rapporteur etant par exemple un 

substrat, de preference choisi parmi le luminol, I'isoluminol ou un de leurs derives. 

10 13. Utilisation d'au moins un controle du depot d'un echantillon et/ou d'au moins un 

controle du depot d'un ligand de detection d'un analyte et/ou d'au moins un controle 

du depot d'un rapporteur pour securiser un procede d'analyse multiplexe d'un 

echantillon. 


