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DESCRIPCION

Procedimiento industrial de encapsulacién de material biolégico con vistas a una conservacion a temperatura
ambiente con ensayo de estanqueidad bajo vacio del encapsulado.

La presente invencion se refiere a un procedimiento industrial de encapsulacién de material biolégico, en particular
del ADN, mas particularmente con vistas a una conservacion a temperatura ambiente.

Se conoce la patente EP 1 075 515 que describe un procedimiento de conservacién del ADN de larga duracion en
una capsula metalica, inoxidable y estanca.

El documento WO 2004/033729, que representa el estado de la técnica mas proximo, describe un procedimiento de
preparacion de una muestra de material biolégico en un contenedor con vistas a su conservacioén, a su recuperacion
y a su utilizacion ulterior, que comprende las etapas siguientes: preparacion del material biolégico, marcado del
contenedor con registro de la identificacion, introduccion de este material biolégico en dicho contenedor bajo
atmosfera controlada, deshidratacion del material bioldgico, cierre del contenedor bajo atmdsfera controlada, y
puesta en estacidn de almacenamiento cuando el ensayo es favorable.

Este ADN se encapsula en atmdsfera neutra y con un grado de higrometria muy bajo, con el fin de permitir la
conservacion a temperatura ambiente, evitando asi la utilizacion de medios de refrigeracion y/o congelacién
complejos y costosos.

Este procedimiento se puede aplicar a cualquier material biolégico de origen humano, animal o vegetal y comprende
en particular: los tejidos; las células; los microorganismos tales como las bacterias, los hongos, las algas
monocelulares; los virus; las proteinas; los acidos nucleicos tales como ADN, ARN.

El material biologico se utiliza para aplicaciones cada vez mas numerosas, tanto en el campo de la investigacion
como en otros muchos campos, tales como las biotecnologias, la salud, el medioambiente, el agroalimenticio, la
identificacion, la justicia, la criminalistica, y se vuelve imperativo constituir unos bancos de muestras de material
bioldgico o biotecas.

Un banco de muestras exige una clasificacién y una identificacion de un rigor absoluto.

De hecho, un tratamiento manual posible a escala de laboratorio no estd adaptado para la constitucion de dichas
biotecas.

Conviene por lo tanto concebir unas cadenas automatizadas para la realizacién de muestras de material biolégico
partiendo del material biolégico inicial hasta su utilizacién. Esta utilizacion puede ocurrir en un intervalo de tiempo
muy variable, hasta varias décadas mas tarde.

Dicha cadena debe prever las etapas siguientes: preparacion de la muestra de material biol6gico y control de su
calidad, colocacion en un contenedor y conservacion de dicha muestra, y después recuperacion del material
bioldgico con vistas a su utilizacion a partir de la muestra de material biolégico asi conservada. Durante todas estas
etapas, es necesario asegurar el dominio de la calidad y el seguimiento de todas las muestras.

Para ello, es necesario prever un contenedor idéntico para todas las muestras con el fin de permitir las
manipulaciones llevadas a cabo por los diferentes automatas y los intercambios de muestras entre usuarios, por
ejemplo.

Es necesario asimismo asegurar la conservaciéon a temperatura ambiente en condiciones que limitan las
degradaciones del material bioldgico, permitir un marcado para clasificar estas muestras y clasificarlas, alcanzando
al mismo tiempo el objetivo principal: hacer posible la recuperacién del material bioldgico y su utilizacién.

Este contenedor debe permitir una manipulacion mediante el procedimiento segin la invenciéon, de manera
automatizada, y en particular gracias a unos soportes de tipo gradilla que respetan el formato de las microplacas en
el estandar denominado SBS, marca depositada por la compafiia SBS.

El procedimiento segun la presente invencidn consiste en recurrir a este contenedor y en prever una sucesion de
etapas con el fin de tratar el material biolégico de manera industrial.

El procedimiento segun la presente invencion se describe ahora en detalle segin un modo de realizacion particular y
optimizado.

El procedimiento de preparacion de muestras de material biolégico segun la presente invencién se define en la
reivindicacion 1.
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El procedimiento segun la presente invencion cubre asimismo la utilizacion de la muestra preparada después de la
realizacién de las etapas anteriores de la reivindicacion 1.

Este procedimiento de utilizacion consiste en la sucesion de las etapas siguientes:

- identificacion de un contenedor determinado dispuesto sobre una gradilla mediante lectura del marcado,
- apertura por punzonado del tap6n del contenedor,

- redisolucion de material biolégico en el contenedor,

- extraccion del material biolégico recuperado, y

- utilizacién en particular con fines de analisis.

La invencion se describe ahora en detalle.

El procedimiento segun la presente invencion consiste por lo tanto en preparar el material biolégico, en purificarlo y
en ponerlo en disolucion.

Si es necesario, este material biolégico se reparte en varias muestras de menor volumen en funcién de las
necesidades y del volumen inicial de material disponible, es la operacion de alicuotado durante la cual, o
previamente, se controla la calidad de la muestra. Ademas, se clasifica cada muestra y/o cada alicuota.

El control de calidad del material bioldgico es, por ejemplo, la combinacién de técnicas tales como una medicion de
densidad Optica, una medicién de fluorescencia, un gel de electroforesis, una dosificacién de proteinas o una
amplificacion molecular. Cada muestra controlada y que cumple los criterios de calidad debe ser introducida en un
contenedor.

Los parametros relativos a este contenedor son muy importantes.

Para la aplicacion del procedimiento, el contendor elegido es metalico y de forma cilindrica, obtenido por
deformaciéon de metal, de tipo embuticion profunda. El metal es ventajosamente acero inoxidable 304L, o
referenciado de manera mas metallrgica bajo la calidad Z2CN18-10.

Las dimensiones de este contenedor, en este caso un diametro de 7 mm, una longitud de 18 mm de envolvente
cilindrica y un grosor de pared de 0,25 mm, se seleccionan por numerosas razones.

En primer lugar, estas dimensiones se definen para que cada contenedor pueda ser recibido en el pocillo de una
microplaca estandar, en particular una microplaca en el estandar SBS.

Ademas, la calidad de acero inoxidable permite, ademas de las cualidades intrinsecas relacionadas con el material,
tal como la resistencia a la corrosion, por un lado una excelente deformabilidad que permite una produccién de este
tipo de contenedor por embuticién profunda con una gran precision y una total reproducibilidad, y esto a un coste
muy ventajoso y, por otro lado, una buena aptitud para la soldadura.

Evidentemente, un contenedor cilindrico se podria obtener a partir de un cilindro y de un primer tap6n soldado, pero
este modo de realizacion seria s6lo un equivalente técnico. Tendria como inconveniente necesitar una soldadura
suplementaria y presentaria un riesgo suplementario de fuga, razoén por la cual la presente invencién elige un
contenedor obtenido de manera monolitica a partir de una sola pieza deformada mecanicamente.

Ademas, el contenedor debe ser referenciado antes de recibir el material biolégico, en el sentido en el que es
necesario en un procedimiento automatizado como el de la presente invencién permitir un seguimiento total.

Este marcado se realiza preferentemente mediante un laser. Este puede efectuar un marcado (nicamente por
contraste en la superficie del material por un cambio de estado de esta superficie, muy legible a primera vista, y
sobre todo por cualquier ojo electrénico. Es posible asimismo grabar, es decir atacar la materia.

Mas particularmente, el marcado se posiciona en el fondo exterior del contenedor y comprende, a titulo de
identificador, un cédigo matricial Data Matriz y/o una cadena de caracteres alfanuméricos.

Otra solucién consiste en recurrir a una etiqueta RFID, que utiliza las ondas de radiofrecuencias para identificar cada
contenedor y para afiadir otras informaciones si fuese necesario.

Se debe sefialar que dicho marcado aplicado comprende una etiqueta que asegura la proteccion de la antena RFID,
siendo la antena el elemento activo y por lo tanto protegido. Este marcado puede ser considerado como perenne.

El contenedor asi marcado se posiciona en una gradilla en un lugar cuyas coordenadas estan grabadas asimismo,
ademas de las de la gradilla.
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El contenedor esta listo para recibir el material biol6gico previamente identificado, de modo que un autémata puede
depositar el material biolégico en el contenedor referenciado con el fin de disponer de las referencias asociadas al
material biol6gico y al contenedor que lo recibe.

En el caso del ADN, el liquido en el que esta disuelto esta preferentemente introducido en un inserto de vidrio,
previamente posicionado a su vez en el contenedor.

El contenedor y el material biolégico que ha recibido, se someten a unos medios de deshidratacién de tipo
evaporador-concentrador. Unos medios conocidos consisten en utilizar una puesta bajo vacio con el fin de
deshidratar el material biol6gico que forma entonces un depdésito seco sobre el inserto de vidrio.

Esta deshidratacion es fuerte con el fin de llevar el material biolégico a un porcentaje de deshidratacion adecuado
para evitar cualquier degradacion por el agua, del orden del 1%, para dar un orden de idea en el caso del ADN.

El contenedor y el material biolégico deshidratado son entonces sometidos a una atmésfera controlada, por ejemplo
un gas inerte o una mezcla de gases inertes, argén, helio, secos, para evitar cualquier reaccion de hidrélisis quimica
0 enzimatica y de oxidacién.

El contenedor recibe un tapén con el fin de aprisionar el gas inerte en el contenedor, evitando asi la presencia de
oxigeno y de agua atmosféricos y protegiendo el material bioldgico de la luz susceptible de inducir unas
modificaciones en el caso del ADN por ejemplo.

Este tapon es ventajosamente cilindrico, de escasa longitud, 3 mm por ejemplo, previsto para ser introducido en la
envolvente cilindrica. Asi, una vez introducido, el borde periférico del tapon esta yuxtapuesto al borde periférico del
contenedor. Es el encajado de un cilindro en un cilindro.

Simultdneamente, bajo atmésfera controlada, el tapdn se suelda sobre el contenedor con el fin de hacer estanco el
contenedor y garantizar el mantenimiento del contenido biolégico deshidratado, bajo esta atmosfera controlada y
protegido de la luz.

La soldadura es una soldadura sin aportacién de metal y sin aportaciéon de calor de tipo soldadura por haz laser o
haz de electrones, siendo el haz laser preferido por su sencilla realizacién y su precio. Ademas, y esto es muy
importante, la soldadura por haz laser es preferentemente de tipo laser YAG pulsado, que limita mucho la elevacion
de temperatura fuera de la zona de soldadura, al punto de considerarla como despreciable con respecto al
contenedor. El escaso grosor de las paredes necesita asimismo una potencia limitada y también un tiempo de
intervencion muy corto.

Se entiende por los términos "sin aportacion de calor" que el calor liberado esta localizado, es muy reducido y que el
material bioldgico no sufre ninguna degradacién, ain mas si esta colocado en un inserto de vidrio que lo aisla en
parte del contenedor metalico.

El procedimiento permite asi obturar de manera estanca unos contenedores de forma muy rapida y fiable, de
manera automatica, ya que el diametro es constante y perfectamente reproducible.

Sin embargo, con el fin de verificar que el contenedor es estanco y que el material biolégico conservara su
integridad, el procedimiento segun la invencién prevé un ensayo sistematico de estanqueidad a los gases después
de la soldadura.

Este ensayo consiste en colocar el contenedor soldado en un recinto colocado bajo vacio, recinto en el que se
coloca un sensor apto para detectar el gas o la mezcla de gases de la atmésfera controlada introducida y
aprisionada en el contenedor.

En caso de defecto de estanqueidad de la soldadura, unas moléculas del o de los gases aprisionadas en el
contenedor se escaparan durante la despresurizacion del recinto, y seran detectadas por el sensor, generando una
desclasificacion de la muestra con, como consecuencia, la salida de la cadena del contenedor defectuoso.

El material bioldgico puede ser recuperado y recolocado en un nuevo contenedor. En el caso en el que el ensayo de
fuga parece satisfactorio, el contenedor obturado de manera estanca se reposiciona en su gradilla y los diferentes
contenedores pueden ser almacenados en una bioteca, por ejemplo.

Se dispone entonces de gradillas referenciadas de tipo de microplacas en cada uno de los pocillos, de los cuales se
encuentra un contenedor referenciado y su material bioldgico, asimismo referenciado.

Es por lo tanto facil clasificar estas muestras asi realizadas.

La conservacion se realiza a temperatura ambiente para la mayoria de las muestras.
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Sin embargo, gracias al procedimiento segun la invencion, se constata que ciertas muestras de material bioldgico
fragil que convendria conservar a temperaturas de congelacion inferiores o iguales a -20°C, pueden ahora ser
conservadas a temperaturas proximas a cero, mediante la realizacién del procedimiento segun la invencion, lo cual
es una ventaja considerable sobre todo en periodos largos de conservacion.

El procedimiento segun la presente invencién prevé asimismo la recuperacion y la utilizacién de este material
bioldgico, ya que es la esencia misma de la presente invencion: conservar para utilizar.

Para ello, el procedimiento prevé unos medios de redisolucién en un disolvente del material biolégico con el fin de
permitir su utilizacién con fines de andlisis por ejemplo.

El procedimiento prevé por lo tanto la recogida de la o de las muestras buscadas y clasificadas en la bioteca.

Una vez identificada la muestra, el contenedor puede ser abierto por simple punzonado del tap6on. Este punzonado
evita ventajosamente la introduccion de metal y de otras particulas que podrian proceder de una apertura por
mecanizacién mecanica. Ademas, por un efecto de memoria de forma relacionado con la embuticion profunda
realizada, las partes recortadas se curvan dejando una abertura perfectamente libre y accesible para los medios de
extraccioén tales como pipetas automatizadas.

La posicion de la punzonado esta perfectamente controlada y centrada en el tapéon, de modo que los
desplazamientos de las pipetas de los autdbmatas pueden ser perfectamente programados.

Las diferentes etapas del procedimiento, tal como se ha descrito, pueden ser realizadas sucesiva o paralelamente.
Asi, el marcado del contenedor puede ser realizado paralelamente a la preparacion del material biolégico de manera
que el material pueda ser introducido en el contenedor dedicado asi marcado.

El marcado se podria realizar también previamente a la preparacion del material segun la organizacién de la cadena.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de preparacién de una muestra de material biolégico en un contenedor con vistas a su
conservacion, a su recuperacion y a su utilizacion ulterior, que comprende la sucesién de las etapas siguientes:

preparacion del material biolégico con puesta en disolucién,

- control de la calidad del material biologico asi preparado,

- marcado del contenedor con registro de la identificacion,

- introduccién de este material biolégico en dicho contenedor bajo atmésfera controlada,
- deshidratacién del material biol4gico,

- cierre del contenedor bajo atmésfera controlada y protegido de la luz,

- ensayo de estanqueidad del contenedor colocando el contenedor cerrado en un recinto colocado bajo vacio,
detectando el gas o la mezcla de gases de la atmdsfera controlada introducida y aprisionada en el contenedor
gue se escapa del contenedor bajo el efecto del vacio, y

- puesta en estacion de almacenamiento cuando el ensayo es favorable.

2. Procedimiento de preparacion de una muestra de material biolégico segun la reivindicacion 1, caracterizado
porque siendo el contenedor metalico y comprendiendo un tapon, el cierre esta asegurado por soldadura de este
tapon sin calentamiento térmico.

3. Procedimiento de preparacién de una muestra de material biolégico segin la reivindicacion 2, caracterizado
porque la soldadura se efectiia mediante soldadura con la ayuda de un haz laser de tipo laser YAG pulsado.

4. Procedimiento de preparacion de una muestra de material biolégico segun la reivindicacion 3, caracterizado
porque la atmoésfera controlada esta compuesta por un gas inerte 0 por una mezcla de gases inertes secos para
evitar cualquier reaccion de hidrélisis quimica o enzimatica y de oxidacién de dicho material biolégico.

5. Procedimiento de preparacién de una muestra de material biolégico segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque la puesta en estacién de almacenamiento prevé la colocaciéon de cada contenedor
sobre una gradilla, una identificacion de la gradilla y un registro de la posicién de dicho contenedor sobre la gradilla.

6. Procedimiento de preparacion de una muestra de material biolégico segin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado porque la deshidratacién se realiza bajo una puesta bajo vacio.

7. Procedimiento de utilizacion de la muestra preparada, después de la realizaciéon del procedimiento de
preparacion de la muestra segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque comprende las etapas
siguientes:

- identificar un contenedor determinado, dispuesto en una gradilla, mediante lectura del marcado,
- abrir por punzonado del tapén del contenedor,

- volver a disolver el material biolégico en el contenedor,

- extraer el material bioldgico asi recuperado, y

- utilizar el material biolégico extraido, en particular con fines de andlisis.
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