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DESCRIPCION
Aparato de control térmico para reacciones quimicas y bioquimicas.

La presente invencion se refiere a un procedimiento y a un sistema para el control térmico de reacciones quimicas
y/o bioquimicas tales como, pero sin limitarse a, Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Se llevan a cabo muchas reacciones quimicas y bioquimicas que requieren variaciones de temperatura controladas
con alta precision. Frecuentemente, dichas reacciones pueden necesitar pasar a través por varios o incluso muchos
ciclos de variacién de temperatura con el fin de producir los efectos requeridos.

Un ejemplo particular de una reaccioén en la que se requiere un nimero relativamente grande de ciclos de variacién
de temperatura controlados con alta precision es en técnicas de amplificacion de acido nucleico y, en particular, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La amplificacion de ADN por reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR) es una técnica fundamental de biologia molecular. La PCR es una técnica ampliamente utilizada y efectiva
para detectar la presencia de acidos nucleicos especificos dentro de una muestra, incluso cuando las cantidades
relativas del &cido nucleico objetivo son bajas. Asi, es util en una amplia variedad de campos, incluyendo diagnéstico
y deteccion, asi como en investigacion.

El andlisis de acido nucleico por PCR requiere preparacién de la muestra, amplificacion y analisis del producto.
Aunque estas etapas se realizan usualmente de forma secuencial, la amplificaciéon y el analisis pueden ocurrir de
manera simultanea.

En el curso de la PCR, se amplifica un &cido nucleico objetivo especifico por una serie de reiteraciones de un ciclo
de pasos en el que los acidos nucleicos presentes en la mezcla de reaccion se desnaturalizan a temperaturas
relativamente altas, por ejemplo a 95°C (desnaturalizacion), y a continuacion la mezcla de reaccién se enfria a una
temperatura a la que cebos de oligonucleétidos cortos se fijan al acido nucleico objetivo de una sola hélice, por
ejemplo a 55°C (recocido). A continuacién, los cebos se extienden utilizando una enzima de polimerasa, por ejemplo
a 72°C (extension), con lo que se ha replicado la secuencia de acido nucleico original. Los ciclos repetidos de
desnaturalizacién, recocido y extension dan como resultado el aumento exponencial en la cantidad de acido nucleico
objetivo presente en la muestra.

Son posibles variaciones de este perfil térmico, por ejemplo estableciendo ciclos solamente entre las temperaturas
de desnaturalizacion y recocido o modificando una o mas temperaturas de ciclo en ciclo.

Pueden afadirse tintes de ADN o sondas fluorescentes a la mezcla de PCR antes de la amplificacién y utilizarse
para analizar el progreso de la PCR durante la amplificacion. Estas mediciones cinéticas permiten la posibilidad de
que pueda cuantificarse la cantidad de acido nucleico presente en la muestra original.

La vigilancia de la fluorescencia durante cada ciclo de PCR implicaba inicialmente el uso de un fluoréforo en forma
de un tinte de intercalacion tal como bromuro de etidio, cuya fluorescencia cambiaba cuando se le intercalaba dentro
de una molécula de &cido nucleico de doble hélice, en comparacién a cuando esta libre en solucién. Estos tintes
pueden utilizarse también para crear curvas de punto de fusion, ya que la vigilancia de la senal fluorescente que
producen cuando se caliente un acido nucleico de doble hélice hasta el punto de que éste se desnaturaliza, permite
que se determine la temperatura de fusion.

Vigilando el cambio en la fluorescencia del tinte cuando progresa la PCR (y progresara solo si esta presente
inicialmente en la muestra al menos algo acido nucleico objetivo), puede vigilarse el cambio de volumen en la
cantidad de acido nucleico presente en la mezcla de reaccion. Este tipo de sistema se describe, por ejemplo, en el
documento EP-A-512334. En este sistema, la fluorescencia se mide una vez por ciclo como una medicién relativa de
concentracién de producto. Ademas, el nimero de ciclos en el que se detecta primero un incremento en la
fluorescencia aumenta de manera inversamente proporcional al registro de la concentracion de plantilla inicial.

Se han desarrollado otros sistemas fluorescentes que son capaces de proporcionar datos adicionales concernientes
a la concentracién y la secuencia de acido nucleico. En muchos de estos sistemas, se incluyen sondas marcadas de
forma fluorescente que son oligonucleétidas que se hibridizan especificamente con la secuencia amplificada en lugar
del tinte de intercalacién o ademas de éste.

Ejemplos particulares de un sistema de este tipo estan comercialmente disponibles como el sistema “Tagman”™,
pero hay muchos otros que incluyen ejemplos especificos como se expone en los documentos WO/9746707A2,
WO/9746712A2, WO/976714A1, todos ellos publicados el 11 de diciembre de 1997, cuyo contenido completo se
incorpora aqui por referencia.

En estos sistemas mas complejos, se incorporan en el sistema de reaccién mas de un fluoréforo, generalmente en

forma de marcas fluorescentes. Por ejemplo, en el sistema Tagman™, se afade al sistema una sonda que lleva dos
marcas fluorescentes. La senal fluorescente procedente de las marcas es interactiva utilizando transferencia de
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energia por fluorescencia (FET), un tipo particular de la cual es la transferencia de energia resonante por
fluorescencia (FRET), de modo que la luz emitida desde una marca (el donante o reportador de energia) sea
absorbida por la otra marca (el aceptor o extintor de energia) cuando estas dos estan en estrecha proximidad una a
otra en la sonda. Las sondas estan disefiadas para ser recocidas a la secuencia amplificada u objetivo durante la
fase de extension de cada ciclo de la PCR. La enzima de polimerasa utilizada en esta reacciéon es una que tiene una
actividad de 5’-3-exonucleasa y, por tanto, cuando se encuentra la sonda durante la extension, es digerida por la
enzima. Esta digestién da como resultado la separacion de las dos marcas, lo que significa que ya no pueden tener
lugar la FET o la FRET y las sefales resultantes de las marcas cambian como resultado de ello.

En estos sistemas el analisis de una muestra ocurre actualmente con la amplificacién en el mismo tubo dentro del
mismo instrumento. Este enfoque combinado reduce la manipulacion de la muestra, ahorra tiempo y reduce en gran
medida el riesgo de contaminacién del producto para reacciones posteriores, ya que no es necesario retirar las
muestras de sus recipientes cerrados para un analisis adicional. EI concepto de combinar amplificacién con analisis
de producto se ha llegado a conocer como PCR en “tiempo real”.

Sin embargo, el hecho de que estos sistemas produzcan sefiales complejas y frecuentemente solapadas a partir de
multiples fluor6foros diferentes dentro del sistema significa que se requiere una resolucion de sefial compleja para
determinar la intensidad de la sefal a partir de los fluoréforos individuales.

La complejidad se agrava ademés porque las PCR son conducidas generalmente en cicladores térmicos
especificamente construidos, tales como calentadores de blogues, que acomodan multiples recipientes de reaccion
al mismo tiempo. A continuacion, estos se someten conjuntamente a ciclos y se vigilan las sefales producidas por
cada recipiente.

Por supuesto, se utilizan sefales visibles procedentes de tintes o sondas en diversos otros tipos de reacciones y la
deteccion de estas sefiales puede utilizarse en una variedad de maneras. En particular, pueden permitir la deteccion
de la incidencia de una reaccién que puede ser indicativa de la presencia o ausencia de un reactivo particular en una
muestra de ensayo, o proporcionar informacion sobre el progreso o la cinética de una reaccién particular.

Cuando se utilizan mas ampliamente estos tipos de reactivos, la manera en que se utilizan llega a ser cada vez mas
compleja. En muchos casos, una mezcla de reaccion puede contener méas de un reactivo de “sefalizacién” de este
tipo y puede que las sefiales procedentes de estos necesiten ser detectadas o vigiladas con el tiempo a fin de
proporcionar un conjunto completo de informaciéon sobre la incidencia, naturaleza o progreso de una reaccion
particular.

Los sistemas actuales para la fluorimetria de PCR confian frecuentemente en sistemas de deteccion tales como
detectores monocromos (detectores CCD, fotodiodos, PMT, CMOS, etc.) que, por si mismos, sélo detectaran la
presencia o ausencia de luz, pero no pueden distinguir entre luz de diferentes bandas de onda o colores. Por tanto,
no son capaces de diferenciar directamente entre las diversas sefales de fluoroforos diferentes. Este problema se
aborda frecuentemente teniendo unos medios externos de separacion o filtracion de luz en diferentes bandas de
onda para deteccién en diferentes puntos en el detector o en diferentes momentos en el tiempo.

Estos medios externos incrementan el coste, el tamafio y la complejidad del instrumento. Tales medios externos
necesitan con frecuencia montarse con precision para el alineamiento éptico y esto tiende a reducir la robustez del
instrumento o lleva a un mayor tamafo, peso y coste asociados al montaje. Especificamente, dichos medios
externos incluyen grupos de filtros moviles, en donde mudltiples filtros se combinan de tal manera que un actuador
fisico puede posicionar uno de los filtros enfrente del detector monocromo, permitiendo la deteccién de una banda
de onda particular.

Otros sistemas utilizan un conjunto de filtros fijo o una rejilla de difraccién para producir bandas de onda
independientes, pero en este caso las bandas de onda son separadas espacialmente en el detector y esto elimina la
capacidad del sensor de detectar simultdneamente emisiones procedentes de una disposicién de recipientes
bidimensional completa. Esto conlleva a la necesidad de proporcionar un sistema de exploraciéon u otro sistema
moévil para dirigir emisiones desde diferentes recipientes hasta el detector o para mover los recipientes alineandolos
con el detector.

Muchas de tales reacciones quimicas o bioquimicas tienen lugar en un aparato con un namero, a veces un gran
namero, de receptaculos dispuestos en una agrupaciéon ordenada. Los documentos EP 1161994 y WO 2004/045772
describen placas multipocillo. Con el fin de no afectar a la reaccion, los receptaculos se forman frecuentemente a
partir de polipropileno como una agrupaciéon ordenada de pocillos en una placa. Los pocillos se insertan en un
blogue metalico que es controlado térmicamente de modo que los pocillos sean controlados térmicamente por
conductividad térmica a través de las paredes de los pocillos. Para muchas reacciones, se dispone un elemento de
sellado sobre la parte superior del pocillo con el fin de sellar el contenido. Dichos elementos de sellado son
generalmente transparentes o transllicidos para permitir que sean detectadas las emisiones procedentes de los
pocillos, como se describe anteriormente. Los elementos de sellado pueden ser autoadhesivos o pueden ser
sellados térmicamente al borde del pocillo. Sin embargo, la reaccién en el pocillo produce frecuentemente vapor que
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se evapora y, a continuacién, puede condensarse sobre la superficie interior del elemento de sellado, produciendo
asi gotitas en la superficie interior del elemento de sellado que provocan que se reduzca la deteccién de emisiones.
Con el fin de calentar el elemento de sellado y evitar la condensacion sobre la superficie inferior de la misma, se
posiciona frecuentemente una tapa calentada sobre la superficie superior del elemento de sellado. Ademas, debido
a que la reaccion en el pocillo puede producir presion sustancial en el pocillo, especialmente a temperaturas mas
altas, se hace comlUnmente que la tapa calentada proporcione presion sobre la superficie superior del elemento de
sellado con la finalidad de intentar detener la expansion y/o explosion de la misma hacia fuera del borde del pocillo.
Incluso pequenos fallos en la capa de sellado pueden llevar a la pérdida del contenido del pocillo debido a la
evaporacioén, llevando potencialmente a una contaminacion transversal de los pocillos, a cambios en la
concentracién del pocillo que conducen a alteraciones de las propiedades épticas y de la PCR vy, en el peor caso, a
una contaminacion del entorno del laboratorio. Una contaminacion de este tipo puede ser problematica puesto que
los pocillos pueden contener ADN amplificado que puede afectar al trabajo posterior llevado a cabo en el laboratorio.

Sin embargo, los sistemas conocidos anteriores adolecen de diversos inconvenientes que se pondran de manifiesto
en la descripcion posterior, y algunos aspectos de la presente invencion estan destinados a superar, o al menos
mitigar, algunos de estos problemas ya sea individualmente o en combinacién.

En consecuencia, en la presente invencion se proporciona un aparato para una reaccion quimica o bioquimica
segun la reivindicacion 1.

Las formas de realizacion preferidas de la invencién se encuentran en las reivindicaciones dependientes adjuntas.

La parte superior y la parte inferior pueden formarse por moldeo, por ejemplo por sobremoldeo de la parte inferior
sobre la parte superior, 0 viceversa. Alternativamente, las partes superior e inferior pueden formarse por moldeo de
dos tiros en cualquier orden. La parte superior puede incluir una patilla para manipular el recipiente de reaccion.

La barrera térmica es proporcionada por una parte superior del recipiente de reaccién. Adicionalmente, la barrera
térmica puede estar formada por el elemento de sellado. El elemento de sellado puede ser autoadhesivo para hacer
contacto con el borde de la parte superior del recipiente de reaccion. Alternativamente, el elemento de sellado puede
sellarse térmicamente al borde de la parte superior del recipiente de reaccion. El elemento de sellado puede estar
formado de material de poliéster.

Una barrera térmica puede estar localizada entre el elemento de sellado y la tapa calentada. Esta barrera térmica
puede comprender una capa conforme relativamente aislante del calor que puede formarse de un material de
silicona Opticamente transparente que debera ser térmicamente resistente a las temperaturas utilizadas.

El elemento de sellado puede ser autoadhesivo para hacer contacto con el borde de la parte superior del recipiente
de reaccién. Alternativamente, el elemento de sellado puede ser sellado térmicamente al borde de la parte superior
del recipiente de reaccidon. El elemento de sellado puede formarse de material de poliéster. De nuevo, la capa
conforme puede formarse de un material de silicona Opticamente transparente que debera ser térmicamente
resistente a las temperaturas utilizadas.

La parte inferior del recipiente de reaccion se forma de un polimero relativamente conductor del calor que puede ser
polipropileno con un material de relleno térmicamente conductor.

El aparato puede comprender, en una forma de realizacién, una agrupacion ordenada del tipo anteriormente,
estando posicionada la agrupacién ordenada en un montaje térmico, estando el montaje térmico en contacto térmico
con al menos la parte inferior de los recipientes de reaccién y siendo controlado el montaje térmico para
proporcionar un control térmico del interior del recipiente de reaccién.

El montaje térmico puede estar provisto de una pluralidad de surcos paralelos en los que estan posicionadas las
hileras paralelas de los recipientes de reaccion. En una forma de realizacion, cuando las partes inferiores de los
recipientes de reaccion estan provistas de paredes laterales sustancialmente planas, los surcos tienen lados
sustancialmente planos para hacer contacto con las paredes laterales de los recipientes de reaccién.

El montaje térmico puede comprender una o mas secciones huecas entre surcos paralelos adyacentes. Ademas, el
montaje térmico puede incluir un tubo de calor dispuesto en al menos una de las secciones huecas. El montaje
térmico puede incluir al menos un sensor de temperatura montado en al menos una de las secciones huecas.

El montaje térmico puede incluir un material aislante dispuesto dentro de al menos una de las secciones huecas. El
montaje térmico puede dividirse en dos 0 mas partes térmicamente controladas por separado, teniendo cada parte
uno 0 mas surcos para controlar térmicamente de forma independiente los recipientes de reaccion posicionados en
€S0S SUrcos.

En una forma de realizacion preferida, un sistema detector 6ptico comprende un dispositivo de deteccion optico,
pero no incluye un sistema Optico para alterar sustancialmente el angulo de la linea de vision entre el dispositivo de
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deteccion Optico y las partes mas inferiores de los recipientes de reaccion mas exteriores en la agrupaciéon
ordenada. El sistema puede incluir ademas un aparato como se describe anteriormente.

La reaccion puede ser una Reaccion en Cadena de la Polimerasa u otros tipos de reacciones quimicas, tales como,
por ejemplo, Reaccién en Cadena de la Ligasa, Amplificacion Basada en Secuencias de Acidos Nucleicos,
Amplificacion de Circulo Rodante, Amplificacion por Desplazamiento de Hélice, Amplificacién Dependiente de la
Helicasa o Amplificacion Mediada por Transcripcion.

Una forma de realizaciéon de un sistema que incorpora diversos aspectos de la invencion se describird a continuacion
mas completamente a titulo de ejemplo haciendo referencia a los dibujos, en los cuales:

La figura 1 muestra un diagrama esquematico de un sistema de PCR convencional;

La figura 2 muestra una vista en seccién transversal a través de un recipiente de reaccién seglin un primer aspecto
de la invencién utilizado en el sistema de la figura 1;

La figura 3 muestra una vista en seccion transversal extrema a través de una agrupacion ordenada de recipientes de
reaccion del tipo mostrado en la figura 2;

La figura 4 muestra una vista en seccion transversal lateral a través de una agrupacion ordenada de recipientes de
reaccién del tipo mostrado en la figura 2;

La figura 5 muestra una vista en seccion transversal mas detallada de un montaje térmico en el que puede
posicionarse la agrupacién ordenada de las figuras 3 y 4;

La figura 6 muestra una vista en seccion transversal a través de parte de un sistema de PCR segun una forma de
realizacién de la invencién, que muestra un recipiente de reaccion del tipo mostrado en las figuras 2, 3 0 4 en uso,
posicionado en un montaje térmico del tipo mostrado en la figura 5, junto con un elemento de sellado y una tapa
calentada;

La figura 7 muestra una vista similar a la de la figura 6, pero con una capa conforme térmicamente aislante
posicionada entre la tapa calentada y el elemento de sellado; y

La figura 8 muestra el sistema de PCR de la figura 6 con un sistema detector Optico posicionado encima de la
agrupacion ordenada de recipientes de reaccion.

Asi, como se muestra en la figura 1, un sistema de PCR convencional 1 incluye una agrupacién ordenada 2 de
recipientes 3. La agrupacién ordenada 2 estd posicionada en un montaje térmico 4 dispuesto sobre un
calentador/enfriador 5, tal como un modulo Peltier, del tipo bien conocido. Como es sabido, un médulo Peltier puede
utilizarse para calentar o enfriar y el médulo Peltier esta posicionado sobre un disipador de calor 6 para proporcionar
almacenamiento de energia térmica segun se requiera. El disipador de calor 6 esta provisto de un ventilador 7
montado sobre un montaje de ventilador 8 en el lado inferior del disipador de calor 6 con el fin de facilitar la
disipacién del calor segun sea necesario.

El montaje térmico 4 esta realizado en un material con buena conductividad térmica, usualmente metal tal como
cobre, y esta provisto de depresiones en las que encajan los recipientes 3 de modo que pueda controlarse la
temperatura en los recipientes 3 controlando la temperatura del montaje térmico 4. Los recipientes estan realizados
convencionalmente en polipropileno. Cada recipiente 3 de la agrupacién ordenada 2 esta configurado en la forma
general de un cono y tiene un borde superior 9 que define un perimetro de una abertura 11 que proporciona acceso
al recipiente 3. La agrupacién ordenada 2 esta cubierta por una pelicula relativamente delgada 10 que se sella a los
bordes superiores 9 de los recipientes 3 para mantener los reactivos y los productos de reaccion dentro de cada
recipiente 3. Debido a que pueden producirse presiones sustanciales durante el transcurso de las reacciones en los
recipientes 3, la pelicula 10 estd amortiguada entre los bordes 9 de los recipientes 3 y un miembro de sujecion
superior 12 para reducir las probabilidades de que la pelicula 10 se separe de los bordes 9 a presiones mas altas y
permita que los reactivos y/o los productos de reaccién escapen y/o se mezclen. Con el fin de permitir que se
examinen los interiores de los recipientes durante el transcurso de las reacciones que tienen lugar, la pelicula 10 se
hace de un material transparente o translicido y el miembro de sujecién 12 esta provisto de aberturas 13 en
coincidencia con las aberturas 11 de los recipientes 3 para proporcionar acceso visual a los interiores de cada uno
de los recipientes.

Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, el sistema de PCR convencional 1 tiene una serie de desventajas
que se haran evidentes. En primer lugar, como ya se ha mencionado, las reacciones en los recipientes 3 pueden
producir perfectamente vapor que se evapora y a continuacién puede condensarse sobre la superficie interior de la
pelicula 10, produciendo asi gotitas sobre la superficie interior de la pelicula, lo que puede hacer que se reduzca la
visibilidad del interior de los recipientes 3. Con el fin de calentar la pelicula 10 y evitar la condensacién sobre la
superficie inferior de la misma, una tapa calentada se posiciona frecuentemente sobre la superficie superior de la
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pelicula 10. La tapa calentada se forma usualmente de vidrio con un elemento de calentamiento posicionado sobre
una superficie de la misma o incrustado dentro de la tapa, y la tapa se hace suficientemente pesada para que
proporciona la fuerza de sujecidon necesaria para intentar detener su expansion y/o explosion hacia fuera de los
bordes de las aberturas 11 de los recipientes 3.

Puesto que el polipropileno es térmicamente aislante, lleva generalmente algo de tiempo el que el calor procedente
del montaje térmico pase hasta el interior de los recipientes y es dificil controlar con precision la temperatura dentro
de los recipientes y cambiarla rapidamente. Se ha sugerido la produccion de tales recipientes a partir de un material
térmicamente conductor. Sin embargo, puesto que la tapa calentada esta sujetando la pelicula delgada a los bordes
superiores de los recipientes, una cantidad sustancia de energia térmica se conduciria entonces hacia fuera de la
tapa calentada por el material térmicamente conductor que forma los recipientes 3. Ademas de la pérdida de energia
térmica, esto afectaria también a la temperatura en los recipientes de una manera no controlada y, por tanto,
afectaria adversamente al control preciso de la temperatura en los recipientes.

En consecuencia, como se muestra en la figura 2, en una realizacién un recipiente de reaccion 20 para una reaccion
quimica o bioquimica tiene una parte de receptaculo inferior 21 hecha de un material relativamente conductor del
calor y una parte superior 22 hecha de un material relativamente aislante del calor. La pelicula de sellado 23 se
muestra también en la figura 2 en aras de una exposicion completa.

El recipiente 20 se produce como parte de una agrupacion ordenada 24 mostrada con mas detalle en la figura 3 y 4,
producida a base de una parte superior 25 y una parte inferior 21 moldeadas a partir de dos polimeros diferentes. La
agrupacién ordenada 24 esta formada como una serie de hileras en forma de prismas generalmente triangulares de
recipientes 20, conteniendo cada hilera una serie de recipientes piramidales truncados 20 de base cuadrada que son
depresiones en los prismas triangulares, los cuales son por lo demés macizos. Los lados angulados de los prismas
son las superficies de contacto para el montaje térmico 33, que tiene surcos generalmente triangulares 34 que
discurren a lo largo de ella, como se muestra en la figura 5, para que los recipientes 20 se asienten en ellos. Como
puede verse por las figuras, las secciones transversales no son estrictamente triangulares sino truncadas, en donde
las partes inferiores de las hileras de recipientes estan truncadas para configurar una forma trapezoidal.

La parte superior 25 de la agrupacion ordenada 24, que proporciona la parte superior 22 de cada recipiente 20, esta
hecha de un polimero térmicamente aislante (TI) (también de baja capacidad térmica), tal como polipropileno. La
parte superior 25 proporciona el borde superior 26 de cada recipiente 20, al que puede aplicarse la pelicula de
sellado 27, y define aberturas cuadradas para permitir el acceso a los recipientes 20. La pelicula de sellado 27
puede ser autoadhesiva o puede sellarse térmicamente a los bordes superiores 26. Como se explicard mas
completamente a continuacion, se utiliza una tapa calentada para aplicar presion a este borde superior 26 a través
de la pelicula de sellado 27 mientras el elemento desechable esté en uso. Este borde superior 26 forma asi,
esencialmente, una rejilla bidimensional con agujeros cuadrados. Como se muestra en la figura 4, la parte superior
25 esta provista también de una patilla para manipular la agrupacion ordenada 24 sin tocar los recipientes 20. La
patilla 28, al ser de material térmicamente aislante, puede manipularse sin peligro de estar demasiado caliente y es
también suficientemente grande para llevar un logo, texto y/o un cédigo de barras 2D para seguimiento (éste puede
leerse desde arriba por el mismo sistema Optico utilizado para mediciones de fluorescencia). La patilla 28
proporciona también una caracteristica de alineamiento con el fin de impedir la insercion de la agrupacion ordenada
con una orientacion errénea en el montaje térmico, puesto que, de otra manera, seria posible insertarla girada en
180 grados, lo cual trabajaria fisicamente, pero produciria resultados confusos. La parte superior 25 esta provista
también de divisores 29 que sobresalen hacia abajo desde los bordes superiores 26 entre cada par de recipientes 20
en una hilera y al final de las hileras. Estos divisores 29 forman un volumen de masa térmica baja entre las paredes
de los recipientes. En algunas realizaciones, la parte superior 25 podria estar provista también de un faldén
alrededor de la agrupacion ordenada para permitir que ésta se apile con otras agrupaciones ordenadas y para la
manipulacion automatizada. Tal faldon puede ser hecho de modo que cumpla con diversos estandares de la
industria, tales como la especificacion MTP. Tal faldén puede sustituir a la patilla 28.

La parte inferior 21 esta realizada en un polimero térmicamente conductor (TC), tal como polipropileno con un
material de relleno térmicamente conductor (por ejemplo, nitruro basado en carbono o nitruro de boro) y esta
moldeada sobre la parte superior 25. La parte inferior 26 proporciona una serie de “cascaras” piramidales truncadas
invertidas que forman el depésito real de cada recipiente 20, cuya superficie interior contiene el volumen de reactivo,
y dos lados 30, 31 de la superficie exterior hacen contacto con el montaje térmico. La “base” de la piramide
proporciona los huecos abiertos para permitir el llenado y el acceso 6ptico al interior de los recipientes. La parte
inferior 21 proporciona también planos de unién entre cada céscara piramidal para producir una forma de prisma
aproximadamente triangular (realmente un prisma trapezoidal).

Las ventajas de tener dos partes diferentes de dos polimeros diferentes, uno térmicamente conductor y uno
térmicamente aislante, es que el polimero térmicamente conductor puede utilizarse sélo cuando sea necesario
conducir calor rapidamente hacia dentro y hacia fuera del recipiente y entre los recipientes por razones de
uniformidad. Otras regiones pueden realizarse a partir de polimero térmicamente aislante, reduciendo la pérdida de
energia térmica de la agrupacion ordenada hacia el entorno que pueda ralentizar el calentamiento y producir
gradientes de temperatura indeseables. En particular, la regién en contacto con la tapa calentada puede hacerse
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térmicamente aislante, reduciendo asi en gran parte la influencia no deseada de la temperatura de la tapa calentada
sobre la temperatura del volumen de reaccién mientras se impide todavia la condensacion. La capacidad térmica de
la agrupacion ordenada puede reducirse también, puesto que el polimero térmicamente aislante tiene una capacidad
de calentamiento especifica menor que la del polimero térmicamente conductor, de modo que necesita afadirse o
retirarse de la agrupacién ordenada menos energia térmica para alterar la temperatura.

Los recipientes 20 piramidales truncados tienen un fondo plano 32 con una anchura/altura mayores que un tamafo
de pipeta estandar. Una pipeta insertada con la mayor parte de su extension en el recipiente se alineara asi
automaticamente con este fondo plano y, por tanto, el recipiente se llenara facilmente. En esta posicion, la pipeta
recubrird también la mayoria de la muestra. Las paredes inclinadas del recipiente disuaden también de una
formacion de perlas de la muestra, que puede ocurrir en recipientes con paredes verticales.

Cada una de las partes superior e inferior puede moldearse utilizando tecnologia de moldeo por inyeccién estandar.
La parte térmicamente aislante es producida primero y, a continuacién, insertada en un segundo moldeo en el que el
polimero térmicamente conductor es sobremoldeado para afadir la segunda parte y completar la agrupacién
ordenada. Alternativamente, la parte térmicamente conductora podria hacerse primero y sobremoldearse a
continuacion con la parte térmicamente aislante. Podrian utilizarse alternativamente otros procesos de moldeo, por
ejemplo un procedimiento de moldeo de dos tiros. Por tanto, sera evidente que, en la forma de realizacion preferida,
s6lo esta presente polimero térmicamente conductor a lo largo de la trayectoria de calentamiento desde el montaje
térmico 33 hasta el volumen de reactivo, aumentando las prestaciones térmicas. Por tanto, serd evidente que el
material térmicamente conductor no necesita ser un polimero, sino que podria ser otro material térmicamente
conductor tal como, por ejemplo, chapa metalica.

Sera evidente también que cada recipiente 20 de la agrupacion ordenada 24 puede tener un par de caras planas
exteriores opuestas 30, 31 para hacer contacto con el montaje térmico. Estas caras exteriores 30, 31 son
sustancialmente planas y configuran una forma estrechada hacia abajo, permitiendo un buen contacto con el
montaje térmico cuando la agrupaciéon ordenada 24 se posiciona en ella. Las paredes laterales sustancialmente
planas estan dispuestas generalmente en paralelo con respecto a un eje transversal del recipiente de reaccién,
teniendo al menos la parte inferior del recipiente de reaccion una seccion transversal constante a lo largo del eje
transversal. Cada recipiente tiene también un par de paredes extremas opuestas entre las paredes laterales, cuyas
paredes extremas son también planas, definiendo asi la configuracién piramidal truncada inversa que culmina en un
vértice aplanado mas inferior, y las paredes laterales y extremas tienen una configuracion similar a un prisma
truncado que culmina en un surco aplanado que se extiende en paralelo al eje transversal.

En general, la agrupacion ordenada 24 tendra una pluralidad de hileras de recipientes de reaccién, extendiéndose
cada hilera en paralelo al eje transversal. La alineacion de los recipientes de reaccién en el montaje térmico es asi
autocorrectora, ya que la presion asentara la agrupacion ordenada en una posicién mas baja dentro del montaje
térmico hasta que la agrupacion ordenada esté alineada y en buen contacto conforme. Se permitird por esta
geometria cualquier expansion de los recipientes durante el calentamiento. Los formatos estandar, tal como la Placa
de Microvaloracién, pueden utilizarse para el espaciamiento y otras dimensiones de los recipientes de reaccion, ya
que estos son adecuados para el apilamiento y la manipulacién robética y son bastante robustos, etc. Sin embargo,
esto no es siempre posible para todos los formatos.

La figura 5 muestra una forma de realizacion de un montaje térmico 33 que proporciona en él una facil alineacion de
la agrupacion ordenada de recipientes, particularmente en comparacion con los recipientes convencionales descritos
anteriormente. Sera obvio que con las agrupaciones ordenadas convencionales de recipientes sustancialmente
conicos, la agrupacién ordenada podria encajarse en el montaje térmico en cualquiera de cuatro configuraciones
laterales. Sin embargo, la agrupacion ordenada y el montaje presentes permiten sélo dos configuraciones laterales
debido a la manera en que las hileras de recipientes de la agrupacion ordenada deben encajar en un surco 34 del
montaje térmico 33. Como puede verse, los surcos 34 se definen por pares de paredes longitudinales 35, 36 que se
extienden hacia arriba desde una base 37 en angulos divergentes, teniendo el surco un fondo plano 38
correspondiente al fondo plano 32 de los recipientes 20. Obviamente, el angulo divergente de las paredes
longitudinales 35, 36 coincide sustancialmente con el angulo de estrechamiento entre las paredes laterales 30, 31 de
los recipientes, de modo que se hace buen contacto entre los recipientes y el montaje térmico.

El montaje térmico 33 puede estar realizado en una forma extruida que tiene una seccion transversal constante a lo
largo de su longitud. Esto permite una fabricacion por corte con cable para alta precision, o por extrusiéon para una
precision razonablemente buena y un coste mucho mas bajo. La masa del montaje térmico puede reducirse
sustancialmente, en comparacion con los montajes térmicos macizos convencionales, eliminando el material que no
esté en contacto inmediato con los recipientes de la agrupacion ordenada. Como puede verse, esto seria mucho
mas dificil (y la fabricacion general es también mas dificil) para un montaje térmico macizo que requiera una
agrupacion ordenada de depresiones para recipientes no formados como hileras. La masa reducida es también un
factor importante al incrementarse la tasa a la que el propio montaje se calienta y se enfria, lo cual puede ser un
factor limitante en las tasas de calentamiento/enfriamiento del volumen de reactivo final.

Los elementos de masa térmica baja, térmicamente aislantes, entre los recipientes reducen la capacidad térmica de
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la agrupacién ordenada para la realizacion de ciclos méas rapidos y aisla también las paredes de los recipientes que
no estan en contacto con el montaje térmico. Esto permite que las paredes térmicamente conductoras de los
recipientes se equilibren rapidamente y ayuden al volumen de reactivo a equilibrarse. Las paredes térmicamente
conductoras de los recipientes estan conectadas una con otra en hileras contiguas, de modo que sé6lo se requiere
una trayectoria para llenar cada hilera durante el moldeo por inyeccién. Por el contrario, si cada recipiente tuviera un
volumen aislado térmicamente conductor, cada recipiente necesitaria una trayectoria de flujo independiente para
moldeo, incrementando en gran medida el coste y la complejidad.

Para aplicaciones en las que es importante un gran volumen de reaccion, es posible unir entre si dos o mas
recipientes adyacentes en una hilera para formar un recipiente mas largo con mucha mayor capacidad de volumen.
Incluso con tales recipientes de volimenes mayores, puede usarse el mismo montaje térmico, puesto que la
geometria puede acomodar multiples agrupaciones ordenadas diferentes con distintos volimenes de recipiente.
Obviamente, el uso del mismo montaje térmico significa que puede utilizarse también el resto del aparato.

Haciendo referencia de nuevo a la figura 6, se muestra un aparato 40 en el que una agrupacion ordenada 41 de
recipientes de reaccion 42, que es preferiblemente similar a la descrita anteriormente con referencia a las figuras 3 y
4, esta montada en un montaje térmico 43 que es preferiblemente similar al descrito anteriormente con referencia a
la figura 5. El resto del aparato es esencialmente similar al descrito anteriormente con referencia a la figura 1. Asi, el
montaje térmico 43 estad posicionado sobre un calentador/enfriador 45, tal como un moédulo Peltier, del tipo bien
conocido. Como es sabido, un médulo Peltier puede utilizarse para calentar o enfriar y el médulo Peltier esta
posicionado sobre un disipador de calor 46 con el fin de proporcionar almacenamiento de energia térmica segun se
requiera. El disipador de calor 46 esta provisto de un ventilador 47 montado sobre un montaje de ventilador 48 en el
lado inferior del disipador de calor 46 con el fin de facilitar la disipacion del calor, segin sea necesario.

La agrupacién ordenada 41 esta cubierta por una pelicula relativamente delgada 44 que se sella a los bordes
superiores 49 de los recipientes 42 para mantener los reactivos y los productos de reaccién dentro de cada
recipiente 42. Debido a que pueden producirse presiones sustanciales durante el transcurso de las reacciones en los
recipientes 42, la pelicula 44 se sujeta entre los bordes superiores 49 de los recipientes 42 y una tapa calentada 50
para reducir las posibilidades de que la pelicula 44 se separe de los bordes superiores 49 a presiones mas altas y
permita que los reactivos y/o los productos de reaccién escapen y/o se mezclen. Con el fin de permitir que los
interiores de los recipientes se examinen durante el transcurso de las reacciones que tienen lugar, la pelicula 44 se
hace de un material transparente o translucido y la tapa calentada 50 se hace también de un material transparente o
translucido, por ejemplo vidrio, para proporcionar acceso visual a los interiores de cada uno de los recipientes 42.

Se vera que los recipientes 42 se colocan en el montaje térmico 43 que hace contacto con la superficie exterior de
los recipientes, proporcionando calentamiento al recipiente por conduccion. Por conveniencia, el término “montaje”
se utilizara como un término general para el elemento en el que se sujeta el recipiente para el control térmico. Sin
embargo, deberda ser obvio que son posibles muchas geometrias diferentes incluso con la misma forma de
recipiente. En cicladores térmicos convencionales, el soporte es un bloque metdlico macizo con un elemento de
control térmico similar a un médulo Peltier en el lado inferior, y la agrupacién ordenada de recipientes se coloca en
pocillos mecanizados en la superficie superior del bloque metélico. Alternativamente, un ciclador térmico podria
tener elementos de control térmico menores en contacto directo con los recipientes desechables. En algunos
ejemplos, el montaje es un fluido tal como, por ejemplo, un liquido o un gas.

Hay generalmente uno o mas sensores de temperatura en contacto con alguna parte del montaje térmico o la
agrupacion ordenada de recipientes de reaccion, utilizados como realimentacion para el control de la temperatura.

El montaje térmico contendra alguna forma de controlador de temperatura, cominmente un calentador resistivo (por
ejemplo, alambre de nicromo, nicromo quimicamente grabado, etc.) o una bomba de calor, normalmente un
elemento Peltier. Este se controla para conseguir el perfil de temperatura requerido.

Después de llenar los recipientes de reaccién con reactivos, los recipientes deben sellarse para contener los
reactivos durante la PCR u otros procedimientos de amplificacion de acido nucleico. La contencién efectiva es
critica, puesto que la contaminacion cruzada durante las reacciones es un reto técnico persistente cuando el ADN
presente en los recipientes se amplifica en un gran factor, y si incluso una pequefa cantidad de este ADN
amplificado sale de un recipiente y contamina otras reacciones, dicha cantidad puede amplificarse a continuacion en
reacciones posteriores o en recipientes proximos, proporcionando falsos resultados positivos.

Para PCR en tiempo real, los reactivos en los recipientes desechables son vigilados épticamente. Se excitan tintes
fluorescentes con uno 0 mas espectros de luz y se detecta el espectro de luz emitido. Un ejemplo comun seria
utilizar luz azul para excitar el tinte SYBR verde |, midiendo la luz verde devuelta para detectar la cantidad de ADN
de doble hélice presente. Los recipientes necesitan proporcionar una ventana Opticamente transparente y no
fluorescente para que entre la luz de excitacion y para la luz emitida salga del recipiente. El analisis de la cinética
con la que se amplifican los acidos nucleicos permite la estimacién de la cantidad de partida de &cido nucleico
objetivo en el volumen de reaccién.
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Durante la ciclizacion térmica, los componentes volatiles de la mezcla de reaccion (por ejemplo, agua) tienden a
evaporarse. Esto cambia la concentracion de la solucién de reactivo (lo que se traduce potencialmente en cambios
de la eficiencia del proceso de amplificacién), produce pérdida de calor desde el volumen de reacciéon (dando un
control de temperatura impredecible) y puede provocar condensacion en las superficies interiores del recipiente,
incluyendo la ventana éptica. El Gltimo problema reduce la cantidad de luz de excitacion que entra y de luz emitida
que deja el recipiente, afectando a las mediciones oOpticas e introduciendo asi ruido en la sefial 6ptica medida. Para
evitar esto, se dispone la tapa calentada, que calienta las ventanas épticas de los recipientes, reduciendo la
condensacion. Esto se combina frecuentemente con una segunda funcion de aplicar presién hacia abajo al
recipiente. Esto se utiliza tanto para proporcionar contacto térmico mejorado entre el recipiente y el montaje como
para ayudar también a mantener un sellado efectivo de los recipientes de reaccion.

No obstante, en algunos casos, las partes superiores de los bordes superiores de los recipientes de reaccion en la
agrupacién ordenada pueden no estar precisamente en el mismo plano. Puesto que la tapa calentada es usualmente
bastante plana y rigida, cualquier imperfeccion en la coplanaridad de los bordes superiores de los recipientes de
reaccion de la agrupacion ordenada puede dar como resultado que la tapa calentada no proporcione la presiéon hacia
abajo en el elemento de sellado todo alrededor de cada uno de los recipientes, con el resultado de que, en algunos
casos, el elemento de sellado puede levantarse de un borde y permitir que escapen materiales. Asi, con el fin de
intentar mitigar esta posibilidad, el aparato puede incluir una capa conforme en el lado inferior de la tapa calentada,
entre la tapa y el elemento de sellado. Esto se muestra mejor en la figura 7, en la que los mismos elementos que en
el aparato de la figura 6 se muestran con los mismos numeros de referencia y no se describiran con detalle de
nuevo. Asi, como se muestra en la figura 7, una capa conforme 51 esta dispuesta entre la tapa calentada 50 y el
elemento de sellado 44. La capa conforme 44 puede estar realizada a partir de cualquier material adecuado, pero
sera evidente que debera ser dpticamente transparente o transllcida para permitir el acceso optico desde arriba de
la tapa calentada y hacia dentro de los recipientes de reaccion, y debera ser relativamente blanda o esponjosa para
permitir que se adapte a la forma y a cualquier imperfeccion de los bordes superiores de los recipientes de reaccion.

En la figura 8 se muestra un sistema de PCR en el que, de nuevo, los mismos elementos que en el aparato de la
figura 6 se identifican con los mismos nimeros de referencia y no se describiran con detalle otra vez. Sin embargo,
en este sistema se proporciona un sistema de deteccién optico 52 dispuesto encima de la tapa calentada 50.
Después de la preparacion y carga, los recipientes se someten a un perfil térmico controlado. El objetivo ideal es
tomar una masa de liquido en un recipiente y, en cualquier punto dado del tiempo, conseguir una temperatura
uniforme exacta en toda la masa de liquido. La propia reaccion PCR es inducida por cambios de temperatura, y las
propiedades y el comportamiento del ADN, las enzimas y los tintes utilizados para lecturas opticas son todos ellos
fuertemente dependientes de la temperatura. De ahi que cualquier imprecisién en el control de la temperatura
afectard ampliamente a la calidad de los resultados o incluso impedira del todo que ocurra o se mida la reaccion. La
velocidad de control directo afecta directamente a la tasa a la que puede realizarse la PCR, afectando asi al tiempo
requerido para un experimento exitoso (las enzimas u otros reactivos utilizados se degradan a temperaturas mas
altas). Cualquier falta de uniformidad en la temperatura de los reactivos (ya sea dentro de un recipiente individual o
entre diferentes recipientes) puede afectar también a la eficiencia de las reacciones de amplificacion y, por tanto, a la
precision de las mediciones resultantes. Ademas, en muchos casos, después de la amplificacion de los acidos
nucleicos se determina la naturaleza de los acidos nucleicos amplificados midiendo su estabilidad térmica. Una vez
que la reaccién PCR se complete, la temperatura del volumen de reaccion aumenta lentamente y tiene lugar un
proceso analogo a la fusién alrededor de una cierta temperatura, viniendo dicha temperatura dictada por la
naturaleza de los acidos nucleicos amplificados, con resultados 6pticamente detectables. Si la temperatura en un
recipiente es uniforme, el ADN se fundira en todo el recipiente al mismo tiempo produciendo una transicion brusca
en las propiedades Opticas — si el volumen de reaccién tiene diferentes regiones a diferentes temperaturas, éstas se
fundiran en diferentes momentos dando un pico menos discretos, comprometiendo potencialmente 1) la cantidad de
acidos nucleicos amplificados que puede analizarse por este procedimiento, 2) el nimero de diferentes especies de
acidos nucleicos que pueden discriminarse en un Unico volumen de reaccién, y 3) la precision y exactitud con las
que pueden determinarse las “propiedades de fusion” de los acidos nucleicos. Asi, como se muestra también en la
figura 7, el montaje térmico esta provisto de un sensor de temperatura 53 dispuesto en uno de los canales del
montaje térmico entre las paredes longitudinales estrechadas 35, 36. Este sensor se acopla al controlador de
temperatura (no mostrado, que controla el moédulo Peltier 45). Aunque en algunos casos bastara un Unico sensor, si
la distribucion de calor en todo el montaje térmico es uniforme, en otros casos puede disponerse mas de un sensor
de temperatura a intervalos en un solo canal y en diferentes canales del montaje térmico para asegurar que cada
recipiente en toda la agrupacién ordenada esté a la misma temperatura, de modo que cada uno se fundira a la
misma temperatura medida.

En un sistema en el que el calor se conduce hacia dentro y hacia fuera del volumen de reactivo, este volumen de
reactivo debe equilibrarse. Esto tiene lugar cuando la energia térmica es conducida desde la superficie exterior en
contacto con los recipientes a través del volumen, principalmente a través de conduccién y conveccion, con el
“centro” del volumen quedando detras. La velocidad de equilibrio se ve afectada por las propiedades del reactivo, lo
cual no se ve afectado por la geometria de los recipientes, sino por la forma del recipiente, con mejores prestaciones
dadas por un area superficial mayor para calentamiento y un volumen con una distancia maxima baja desde la
superficie hasta un punto en el volumen (la distancia mas larga que tiene que ser conducido el calor para alcanzar el
interior del liquido).
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Como se describe anteriormente, la forma de la cavidad proporcionada para el reactivo determina su forma y, por
tanto, su equilibrado. Ademas, el espesor de las paredes del recipiente y el area en contacto con el bloqueo en el
exterior y el volumen de reaccién en el interior afectan a la resistencia térmica ofrecida por las paredes del recipiente
— cuanto menor es ésta, mayor es la tasa de calentamiento y enfriamiento a través de las paredes del recipiente. Por
supuesto, la conductividad térmica de las regiones del recipiente a través de las cuales se conduce también calor,
influye directamente en la tasa de conduccion.

Idealmente, debera hacerse un contacto conforme completo con el montaje térmico por las superficies exteriores de
los recipientes. Esto dara como resultado la menor resistencia térmica entre los sitios de contacto y, por tanto,
ayudara a mejorar la uniformidad entre los recipientes. Cuando el contacto se hace so6lo en parches o en puntos
pequenios, las prestaciones se reduciran y se producira falta de uniformidad. Aunque el equilibrado puede producirse
finalmente, las temperaturas ajustadas pueden no mantenerse suficiente tiempo para que esto ocurra, imponiendo el
riesgo de que no se alcancen temperaturas criticas requeridas para una amplificacién de acido nucleico eficiente.
Esto puede verse afectado por el material del recipiente, el acabado y la geometria de la superficie y también la
geometria del montaje térmico.

Durante el experimento, la reaccion se vigilara por el sistema de deteccion optico 52. Idealmente, el volumen de
reactivo debera ser accesible 6pticamente de manera completa a todas las longitudes de onda desde todos los
angulos. Sin embargo, con el fin de hacerlo asi efectivamente, los sistemas de deteccién que utilizan excitacion de
luz deben tener una linea clara de acceso al contenido de liquido maximo. Cuando se utiliza un detector de
formacion de imagen, tal como un sensor CCD o CMOS con un sistema 6ptico, debera haber una trayectoria clara
en el sistema 6ptico para la luz emitida que ha de ser recogida por el sensor. Ademas, los sistemas que miden una
agrupacioén ordenada de puntos en todo el campo de visién deben tener una cobertura éptica (relacién de espacio
ocupado por ventanas de recipiente al espacio en blanco entre ellas). En consecuencia, como se muestra en la
figura 7, las paredes laterales de los recipientes estan inclinadas hacia abajo con respecto a la vertical en un angulo
0 que es al menos igual a un angulo maximo ¢ con respecto a la vertical de una linea de vision entre el sistema
detector éptico 52 y los recipientes de reaccidon mas exteriores de la agrupacién ordenada. Esto permite que las
sefales dpticas procedentes de una parte mas inferior de los recipientes de reaccion sean detectadas por el sistema
detector 6ptico 52.

Para cualquier sensor o sensores, dos factores influyen en la eficiencia con la que la luz de excitaciéon alcanza cada
reaccion y la luz emitida es recogida. La senal Optica devuelta (para un estado de reactivo dado) es
aproximadamente el producto de la intensidad de excitacion y la eficiencia de recogida de emision, y asi si una u
otra varia entre recipientes, éstas no produciran la misma sefial en el mismo estado. Esto puede corregirse por
procesamiento de sefial, pero idealmente la sefial original debera ser uniforme en toda la placa. El efecto principal es
que la mayoria de los sensores tienen un rango dinamico limitado y deben ajustarse de modo que el recipiente “mas
brillante” no los sature. Si el pocillo “mas palido” es mucho menos intenso que el mas brillante, no se medira con la
mejor precisién la relacion seial a ruido. Cuanto mas fuerte es la excitacién y mejor es la eficiencia de recogida de
luz emitida para un pocillo dado, entonces mejor sera la relacién senal a ruido y menor sera el nivel de tinte
(respuesta) que puede detectarse. En general, las longitudes de onda utilizadas son visibles (para excitacion y
emision), pero pueden extenderse hacia abajo a UV para excitacion e IR para emision, aunque esto hace que el
disefo Optico sea mas dificil, puesto que muchos materiales épticos y de sellado comunes no son transparentes a
UV. Una buena transmisién sobre las longitudes de onda visibles es ofrecida por el polipropileno ordinario. Pueden
utilizarse polimeros mas inusuales para transmision de UV, pero puede ser mas dificil conseguir compatibilidad
(fisica y biolégica) con la PCR.

Puesto que la excitacién es generalmente mucho mas intensa que la emision fluorescente resultante, es necesario
distinguirla de la emisién. En general, esto se hace por filirado, en donde se elige (o se filtre en paso de banda) la
fuente de excitacion de modo que tenga un espectro bastante estrecho y esto espectro se bloquea después con un
filtro sobre el sensor optico. Son posibles diferentes variaciones utilizando espejos dicroicos, etc., pero generalmente
esta implicado el filtrado de alguna forma. Si los recipientes son mas reflectantes, entonces la luz de excitacion
reflejada que pasa a través del volumen de reactivo durante un segundo tiempo puede producir mas excitacion
fluorescente, y puesto que la emision de fluorescente es omnidireccional, un recipiente reflectante puede emitir luz
que de otra forma faltaria en el retorno al sensor Optico. Asi, puede ser deseable en algunos casos hacer mas
reflectante el material del cual esta formado el recipiente, por ejemplo afadiendo un material reflectante al polimero
que forma la parte inferior de los recipientes. La minimizacion de la fluorescencia intrinseca de los materiales del
recipiente es también importante, ya que ésta puede interferir con la medicion de la fluorescencia de reaccion real.

Para algunas aplicaciones, las mediciones realizadas en el propio aparato (mediciones de temperatura y Opticas)
son suficientes para el analisis y las propias muestras no son de uso adicional. Sin embargo, para otras
aplicaciones, las muestras pueden ser analizadas adicionalmente en la agrupacién ordenada de recipientes o, mas
frecuentemente, después de recuperarse de los recipientes. Por esta razén, debera ser posible eliminar la pelicula
de sellado sin perturbar el contenido (el contenido no debera sujetarse contra la pelicula de sellado a la que puede
adherirse, y debera ser permitida la fuerza requerida para retirar el elemento de sellado sin expulsar el contenido).
Debera ser posible también recuperar la muestra de los recipientes, utilizando generalmente una pipeta, con una
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eficiencia razonable. Idealmente, no debera haber areas del recipiente en las que el liquido sea inaccesible, etc.

Sera evidente por la descripcion anterior que la agrupacion ordenada de recipientes de reaccidén proporciona las
ventajas de que pueden almacenarse facilmente antes del uso, rastrearse y manipularse posiblemente por sistemas
automatizados. Ademas, los recipientes de reaccion estan conformados de modo que sea posible llenar el recipiente
sin la formacién de burbujas en ausencia de requisitos estrictos para posicionar la punta de la pipeta o para el caudal
de liquido. El liquido no “forma perlas” en el recipiente, sino que forma una nitida capa en el fondo del recipiente.
Esto permite un sellado mas facil, puesto que el liquido no entrard en contacto con la pelicula de sellado (si ésta se
utiliza).

Los recipientes de la agrupacion ordenada pueden llenarse en etapas, con movimiento y/o enfriamiento brusco (para
preservar ADN/enzimas, etc.) entre etapas. Esto es facil de hacer a mano o en un sistema automatizado. Los
recipientes son también faciles de sellar con un elemento de sellado fiable que se forma entre los recipientes y el
entorno, asi como entre los recipientes (particularmente recipientes proximos). Este elemento de sellado es efectivo
por si solo a temperatura ambiente y efectivo a presiones mas altas (con la ayuda de una tapa calentada u otros
elementos del sistema) durante el ciclado térmico. Métodos de sellado alternativos comunes, ademéas de una
pelicula pegada al desechable por adhesivo o calor, son tapas empujadas hacia dentro de los recipientes. Los
recipientes son también faciles de cargar en el aparato a mano o mediante procesos automatizados, con una
alineacion correcta obvia que puede imponerse por medio de marcadores, geometria de los recipientes etc. Sera
dificil dahar la agrupacion ordenada de recipientes o el aparato por carga incorrecta, a menos que esta carga
incorrecta sea facilmente evidente para el usuario.
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REIVINDICACIONES

1. Aparato para una reaccion quimica o bioquimica, comprendiendo el aparato al menos un recipiente de reaccion
(20) que presenta una parte de receptaculo inferior (21) de un polimero térmicamente conductor para recibir, durante
el uso del recipiente de reaccién (20), unos reactivos quimicos y/o bioquimicos, y una parte superior (22) que
presenta un borde (26) que define una abertura que permite el acceso a la parte inferior (21), un elemento de sellado
(27) que tiene una superficie interna y externa para cubrir el borde (26) cuando los reactivos se han cargado en la
parte de receptaculo (21), y una tapa calentada (50) que debe ser aplicada sobre la superficie externa del elemento
de sellado (27) para calentar el elemento de sellado (27) y reducir de este modo la condensacion en la superficie
interna del elemento de sellado (27), caracterizado porque la parte superior (22) del recipiente de reaccion (20) es de
un polimero térmicamente aislante y proporciona una barrera térmica entre la parte inferior (21) del recipiente de
reaccion (20) y la tapa calentada (50).

2. Aparato segun la reivindicacion 1, en el que el polimero térmicamente conductor comprende polipropileno con un
material de relleno térmicamente conductor.

3. Aparato segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que el polimero térmicamente aislante comprende
polipropileno.

4. Aparato segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la parte superior y la parte inferior estan
formadas por moldeo, por ejemplo por sobremoldeo de una parte sobre otra.

5. Aparato segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la parte inferior (21) del recipiente de
reaccion (20) presenta al menos un par de paredes laterales (30, 31) opuestas sustancialmente planas paralelas a
un eje transversal del recipiente de reaccidon (20) para contactar térmicamente con un montaje térmico (33) para
controlar térmicamente el interior del recipiente de reaccién (20).

6. Aparato segun la reivindicacién 5, que presenta una agrupacién ordenada (24) de recipientes de reaccion (20),
presentando la agrupacion ordenada (24) una pluralidad de hileras de recipientes de reaccion (20), extendiéndose
cada hilera en paralelo al eje transversal.

7. Aparato segun la reivindicacion 6, en el que las hileras de los recipientes de reaccién (20) estan unidas a lo largo
del eje transversal para formar unas hileras que tienen una seccion transversal sustancialmente constante.

8. Aparato segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 5, que presenta una agrupacion ordenada (24) de
recipientes de reaccion (20).

9. Aparato segun la reivindicacion 8, en el que la agrupacién ordenada (24) presenta una pluralidad de hileras
paralelas de recipientes de reaccién.

10. Aparato segun la reivindicacion 9, en el que al menos las partes inferiores (21) de al menos algunos de los
recipientes de reaccion (20) tienen una forma cdnica invertida.

11. Aparato segun la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, en el que las partes superiores (22) de los recipientes de
reaccion (20) son moldeadas conjuntamente para conectar los recipientes de reaccion con el fin de formar la
agrupacién ordenada.

12. Aparato segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la tapa calentada es controlada (50) para
producir suficiente calor y presion sobre el elemento de sellado (27) con el fin de sellar térmicamente el elemento de
sellado (27) al borde (26) del recipiente de reaccién (20).

13. Aparato segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el aparato comprende una agrupacion
ordenada (24) de recipientes de reaccion (20), estando posicionada la agrupaciéon ordenada (24) en un montaje
térmico (33), estando el montaje térmico (33) en contacto térmico con al menos la parte inferior (21) de los
recipientes de reaccién (20) y siendo controlado el montaje térmico (33) para proporcionar un control térmico del
interior del recipiente de reaccion (20).

14. Aparato segun la reivindicaciéon 13, en el que el montaje térmico (33) esta provisto de una pluralidad de surcos
paralelos (34) dentro de los cuales estan posicionadas las hileras paralelas de recipientes de reaccién (20).
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