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DESCRIPCION
Dispositivo de PCR que incluye dos bloques térmicos
CAMPO TECNICO

[0001] La presente invencion se refiere a un dispositivo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
incluye un bloque térmico que se usa para amplificacion de acidos nucleicos.

TECNICA ANTECEDENTE

[0002] La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que consiste en calentar y enfriar
repetidamente una soluciéon de muestra que incluye acido nucleico para replicar en cadena una regién del acido
nucleico que tiene una secuencia de bases especifica y, de este modo, para amplificar exponencialmente el acido
nucleico que tiene la regién con la secuencia de bases especifica y se usa habitualmente en campos, tales como
ciencias de la vida, ingenieria genética y medicina, para analisis y diagndstico.

[0003] Recientemente, se han desarrollado diversos dispositivos de PCR para realizar la PCR. Un dispositivo
de PCR segun un ejemplo esta equipado con un recipiente que incluye una solucién de muestra que incluye acido
nucleico en una camara de reaccion y realiza la PCR calentando y enfriando repetidamente el recipiente. Aunque
una estructura global no es complicada, dado que el dispositivo de PCR del ejemplo incluye una camara de
reaccion, es necesario incluir circuitos complicados para un control de la temperatura preciso, y un tiempo total para
la PCR completa puede prolongarse debido al calentamiento y enfriamiento repetidos de una camara de reaccion.
Ademas, un dispositivo de PCR segun otro ejemplo esta equipado con una pluralidad de camaras de reaccion a una
temperatura para la PCR y realiza la PCR dejando que una soluciéon de muestra, que incluye acido nucleico, fluya
mediante un canal que pasa a través de las camaras de reaccidon. Aungue no son necesarios circuitos complicados
para control de la temperatura preciso, dado que el dispositivo de PCR de otro ejemplo usa una pluralidad de
camaras de reaccion, un largo canal de flujo que pasa a través de las camaras de reaccién que tienen temperaturas
alta y baja es necesario y, por lo tanto, una estructura global puede ser complicada, y se requiere un dispositivo de
control independiente para controlar un caudal de la solucién de muestra, que incluye acido nucleico, que fluye
mediante el canal que pasa a través de las caAmaras de reaccion.

[0004] Por lo tanto, se desea un dispositivo de PCR que puede tener una estructura global sencilla, minimizar
un tiempo de reaccion de PCR total, y obtener un rendimiento de PCR fiable.

[0005] El documento US 2006/0046304 Al se refiere a un dispositivo, sistema y procedimiento térmico para
tratar térmicamente un dispositivo de procesamiento de fluido.

[0006] El documento US 2008/0176290 Al se refiere a un aparato para reacciones quimicas de alto
rendimiento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
PROBLEMA TECNICO

[0007] La presente invencion proporciona un dispositivo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
muestra excelente rendimiento en una reaccion de amplificaciéon de acido nucleico.

SOLUCION TECNICA

[0008] Segun la presente invencién, se proporciona un dispositivo de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) segun la reivindicacion 1.

[0009] En las reivindicaciones dependientes se detallan realizaciones preferidas
EFECTOS VENTAJOSOS
[0010] Dado que se proporciona un dispositivo de PCR que incluye dos bloques térmicos segun la presente

invencion, las reacciones de amplificacion de acido nucleico pueden realizarse eficazmente.
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DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0011]

La figura 1 ilustra un dispositivo de PCR que incluye dos bloques térmicos segun una realizaciéon de la presente
invencion.

La figura 2 ilustra cada etapa de la reaccion de amplificacién de acido nucleico debido al movimiento de un soporte
de chip del dispositivo de PCR segln una realizacién de la presente invencion.

La figura 3 ilustra etapas de deteccion de reaccién de amplificacion de acido nucleico en tiempo real usando el
dispositivo de PCR segun una realizacion de la presente invencion.

La figura 4 ilustra un chip para PCR instalado en el soporte de chip del dispositivo de PCR segun una realizacién de
la presente invencion.

La figura 5 ilustra una seccién transversal del chip para PCR instalado en el soporte de chip del dispositivo de PCR
segun una realizacion de la presente invencion que esta tratado con un adhesivo de doble cara, resina termoplastica
o resina termoendurecible.

MEJOR MODO

[0012] En lo sucesivo, se describiran realizaciones ejemplares de la presente invencion con mas detalle con
referencia a los dibujos adjuntos.

[0013] La figura 1 ilustra un dispositivo de PCR 1 que incluye dos bloques térmicos segun una realizacién de
la presente invencion.

[0014] El dispositivo de PCR 1 segln una realizacién de la presente invencién incluye un primer bloque
térmico 100 dispuesto sobre un sustrato 400; un segundo bloque térmico 200 dispuesto separado del primer blogue
térmico 100 sobre el sustrato 400; y un soporte de chip 300 que puede ser movido de izquierda a derecha y/o de
arriba abajo por un medio accionador 500 sobre los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200, y esta equipado
con un chip para PCR 900.

[0015] El dispositivo de PCR 1 es un dispositivo que se usa en la PCR (Polymerase Chain Reaction =
reaccion en cadena de la polimerasa) para amplificar un acido nucleico que tiene una secuencia de bases
especifica. Por ejemplo, un dispositivo de PCR para amplificacion de ADN (acido desoxirribonucleico) que tiene una
secuencia de bases especifica realiza tres etapas: desnaturalizacion, hibridacién y extension, y el ADN que tiene la
secuencia de bases especifica puede amplificarse exponencialmente repitiendo, por ejemplo, de 20 a 40 ciclos de
las tres etapas: la etapa de desnaturalizacion implica calentar una solucion de muestra que incluye ADN bicatenario
a una temperatura predeterminada, por ejemplo aproximadamente 95°C, para separar el ADN bicatenario en ADN
monocatenario; la etapa de hibridacion implica proporcionar cebadores oligonucleotidicos que tienen una secuencia
complementaria a la secuencia de bases especifica a amplificar a la solucion de muestra, enfriar el ADN
monocatenario separado junto con los cebadores a una temperatura predeterminada, por ejemplo 55°C, y de este
modo unir los cebadores a una secuencia de bases especifica del ADN monocatenario, formando de este modo un
complejo parcialmente de ADN-cebador; y la etapa de extension (o amplificacion) implica mantener una temperatura
de la solucién de muestra después de la etapa de hibridacion a una temperatura apropiada, por ejemplo 72°C, y de
este modo formar ADN bicatenario mediante la accion de ADN polimerasa basandose en cebadores del complejo
parcialmente de ADN-cebador. Ademas, en algunas realizaciones, el dispositivo de PCR puede realizar la etapa de
hibridacion y la etapa de extension (o amplificacion) al mismo tiempo, y a este respecto, la PCR puede completar un
ciclo realizando un proceso de dos etapas que consiste en la etapa de hibridacion y la etapa de hibridacién y
extensién (o amplificacién). Por lo tanto, el dispositivo de PCR 1 segun una realizacién de la presente invencion se
refiere a un dispositivo que incluye modulos para realizar las etapas indicadas anteriormente, y se supone que los
médulos no indicados en el presente documento estarian todos incluidos dentro del alcance obvio desvelado en la
técnica anterior para realizar PCR.

[0016] El dispositivo de PCR 1 segln una realizacion de la presente invencion incluye el primer bloque
térmico 100 dispuesto sobre el sustrato 400 y el segundo bloque térmico 200 dispuesto separado del primer bloque
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térmico 100 sobre el sustrato 400.

[0017] El sustrato 400 incluye cualquier material que tenga propiedades fisicas y/o quimicas que no cambian
debido al calentamiento o al mantenimiento de la temperatura del primer bloque térmico 100 y el segundo bloque
térmico 200 y mediante el cual el intercambio de calor entre el primer bloque térmico 100 y el segundo bloque
térmico 200 no se produce. Por ejemplo, el sustrato 400 puede incluir un material tal como plastico o puede estar
formado de dicho material.

[0018] El primer bloque térmico 100 y el segundo bloque térmico 200 estan dispuestos para mantener una
temperatura para realizar las etapas de desnaturalizacion, hibridacion y extension (o amplificacion) para amplificar
acido nucleico. Por lo tanto, el primer bloque térmico 100 y el segundo bloque térmico 200 pueden proporcionar una
temperatura necesaria requerida en cada una de las etapas y pueden incluir diversos moédulos para mantener la
temperatura o pueden estar conectados de forma accionable a los médulos. Por lo tanto, cuando el soporte de chip
300 equipado con el chip para PCR 900 contacta con una superficie de uno de los primer y segundo bloques
térmicos 100 y 200, una solucién de muestra en el chip para PCR 900 puede calentarse uniformemente y
mantenerse a una temperatura deseada, dado que toda la superficie del primer bloque térmico 100 o el segundo
bloque térmico 200 en contacto con el chip para PCR 900 puede calentarse o mantenerse a una temperatura
deseada. A diferencia de un dispositivo de PCR convencional que usa un unico bloque térmico tiene una velocidad
de cambio de temperatura del Unico bloque térmico en un intervalo de 3 a 7°C por segundo, el dispositivo de PCR 1
que incluye los dos bloques térmicos segun una realizacion de la presente invencion puede reducir
significativamente un tiempo de PCR, dado que una velocidad de cambio de temperatura de cada uno de los primer
y segundo blogues térmicos 100 y 200 puede estar en un intervalo de 20 a 40°C por segundo.

[0019] Un hilo térmico (no mostrado) puede estar dispuesto en cada uno de los primer y segundo bloques
térmicos 100 y 200. El hilo térmico puede estar conectado de forma accionable a diversas fuentes de calor para
mantener una temperatura para realizar las etapas de desnaturalizacion, hibridacion y extensiéon (o amplificacion) o
puede estar conectado de forma accionable a diversos sensores de temperatura para monitorizar una temperatura
del hilo térmico. El hilo térmico puede estar dispuesto de forma simétrica en direcciones de arriba abajo y/o de
izquierda a derecha basandose en un centro de cada superficie de los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200
para mantener uniformemente una temperatura global dentro de los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200.
Una disposicion del hilo térmico simétrica en direcciones de arriba abajo y/o de izquierda a derecha puede variar.
Ademas, calefactores de pelicula delgada (no mostrados) pueden estar dispuestos dentro del primer o el segundo
bloque térmico 100 o 200. Los calefactores de pelicula delgada pueden estar dispuestos por separado con una
distancia regular en direcciones de arriba abajo y/o de izquierda a derecha basandose en un centro de cada
superficie de los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200 para mantener uniformemente una temperatura
global dentro de los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200. Una disposicién regular de los calefactores de
pelicula delgada en direcciones de arriba abajo y/o de izquierda a derecha puede variar.

[0020] Los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200 pueden incluir un material de metal, por ejemplo,
pueden incluir un material de aluminio o pueden estar formados de un material de aluminio, para distribucion del
calor uniforme y transferencia del calor rapida al mismo area.

[0021] El primer bloque térmico 100 puede estar fabricado para mantener una temperatura apropiada para
realizar la etapa de desnaturalizacion, o la etapa de hibridacién y extensién (o amplificacion). Por ejemplo, el primer
bloque térmico 100 del dispositivo de PCR 1 segln una realizacién de la presente invencion puede mantener una
temperatura de 50 a 100°C, puede mantener una temperatura de 90 a 100°C, preferentemente 95°C, cuando la
etapa de desnaturalizacion se realiza en el primer bloque térmico 100, o puede mantener una temperatura de 55 a
aproximadamente 75°C, preferentemente 72°C, cuando la etapa de hibridacién y extensién (o amplificacién) se
realiza en el primer bloque térmico. Sin embargo, la temperatura no esta limitada a esto siempre que pueda
realizarse la etapa de desnaturalizacion, o la etapa de hibridacion y extension (o amplificacion). El segundo bloque
térmico 200 puede fabricarse para mantener una temperatura apropiada para realizar la etapa de desnaturalizacion
o0 la etapa de hibridacion y extension (o amplificacion). Por ejemplo, el segundo bloque térmico 200 del dispositivo de
PCR 1 segun una realizacion de la presente invencion puede mantener una temperatura de 90 a 100°C,
preferentemente 95°C, cuando la etapa de desnaturalizacién se realiza en el segundo bloque térmico 200, o puede
mantener una temperatura de 55 a 75°C, preferentemente 72°C, cuando la etapa de hibridaciéon y extensién (o
amplificacion) se realiza en el segundo bloque térmico 200. Sin embargo, la temperatura no esta limitada a esto
siempre que pueda realizarse la etapa de desnaturalizacion o la etapa de hibridacion y extension (o amplificacion).
Por lo tanto, seglin una realizacion de la presente invencion, el primer bloque térmico 100 puede mantener una
temperatura de desnaturalizacion de PCR. Cuando una temperatura de desnaturalizacién es menor de 90°C, el
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acido nucleico que forma una plantilla para la PCR se desnaturaliza, produciendo una disminucién de la eficiencia de
la PCR, por lo tanto una eficiencia de PCR puede reducirse o la PCR puede no producirse. Ademas, cuando una
temperatura de desnaturalizacién es mayor de 100°C, una enzima usada en la PCR puede perder su actividad, por
lo tanto la temperatura de desnaturalizacion puede ser de 90 a 100°C, preferentemente 95°C. Ademas, segun una
realizacién de la presente invencion, el segundo bloque térmico 200 puede mantener una temperatura de hibridacion
y extensién (o amplificacién) de PCR. Cuando la temperatura de hibridacion y extensién (o amplificacion) es menor
de 55°C, la especificidad por el producto de PCR puede reducirse, y cuando la temperatura de hibridacion y
extension (o amplificacion) es mayor de 74°C, una eficiencia de PCR puede reducirse, dado que una extension
debida a los cebadores no puede producirse, de este modo la temperatura de hibridacion y extension (o
amplificacién) puede ser de 55 a 75°C, preferentemente 72°C.

[0022] Los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200 pueden estar dispuestos por separado a una
distancia predeterminada, de modo que el intercambio de calor entre ellos no pueda producirse. Por consiguiente,
dado que el intercambio de calor entre el primer bloque térmico 100 y el segundo blogue térmico 200 no se produce,
el control preciso de la temperatura en la etapa de desnaturalizacion y la etapa de hibridaciéon y extension (o
amplificaciéon) puede permitirse en una reaccion de amplificacién de acido nucleico que puede resultar afectada
significativamente por un ligero cambio de temperatura.

[0023] El dispositivo de PCR 1 segln una realizacién de la presente invencién incluye un soporte de chip 300
que puede ser movido de izquierda a derecha y/o de arriba abajo por un medio accionador 500 sobre los primer y
segundo bloques térmicos 100 y 200, y esta equipado con un chip para PCR 900. Ademas, el chip para PCR 900
puede estar fabricado para contactar con una superficie del primer bloque térmico 100 o el segundo bloque térmico
200 y para contener una soluciéon de muestra que incluye acido nucleico a amplificar.

[0024] El chip para PCR 900 puede contener una solucion de muestra que incluye acido nucleico, tal como
ADN bicatenario, cebadores oligonucleotidicos que tienen una secuencia complementaria a una secuencia de bases
especifica a amplificar, ADN polimerasa, desoxirribonucleétido trifosfatos (ANTP), o un tampén de reaccién de PCR.
El chip para PCR 900 puede incluir una unidad de entrada (no mostrada) para introducir la soluciéon de muestra, una
unidad de salida (no mostrada) para extraer la solucién de muestra que complet6 la reaccién de amplificacion de
acido nucleico, y una camara (o canal) de reaccion (no mostrada) donde se realiza la reaccion de amplificacion de
acido nucleico de la solucién de muestra. Cuando el chip para PCR 900 esta en contacto con el primer y el segundo
bloque térmico 100 y 200, el calor del primer y el segundo bloque térmico 100 y 200 es transferido al chip para PCR
900 y, de este modo, la solucién de muestra incluida en la camara (o canal) de reaccién del chip para PCR 900
puede calentarse y mantenerse a una temperatura. Ademas, el chip para PCR 900 puede tener una forma global
plana, pero no esta limitado a esto. Ademas, cuando la reaccion de amplificacion de acido nucleico es realizada por
el dispositivo de PCR 1, una pared externa del chip para PCR 900 puede tener una forma y estructura para que el
chip para PCR 900 se fije en un espacio interno del soporte de chip 300, de modo que el chip para PCR 900 no se
disocie del soporte de chip 300. Una descripcion detallada del chip para PCR 900 se describira en lo sucesivo con
referencia a las figuras 4 y 5.

[0025] El soporte de chip 300 es un médulo para que el chip para PCR 900 se instale en el dispositivo de
PCR 1. Cuando la reacciéon de amplificacion de acido nucleico es realizada por el dispositivo de PCR 1, una pared
interna del soporte de chip 300 puede tener una forma y estructura para que el chip para PCR 900 se fije a la pared
externa del chip para PCR 900 de modo que el chip para PCR 900 no se disocie del soporte de chip 300. El soporte
de chip 300 puede estar conectado de forma accionable al medio accionador 500. Ademas, el chip para PCR 900
puede ser desprendible del soporte de chip 300.

[0026] El medio accionador 500 incluye todos los medios que permiten que el soporte de chip 300 equipado
con el chip para PCR 900 se mueva de izquierda a derecha y/o de arriba abajo sobre los primer y segundo bloques
térmicos 100 y 200. A medida que el medio accionador 500 se mueve de izquierda a derecha, el soporte de chip 300
equipado con el chip para PCR 900 puede moverse hacia atras y adelante entre el primer bloque térmico 100 y el
segundo bloque térmico 200, y a medida que el medio accionador 500 se mueve de arriba abajo, el soporte de chip
300 equipado con el chip para PCR 900 puede estar en contacto con y estar separado del primer y el segundo
bloque térmico 100 y 200. Tal como se muestra en la figura 1, el medio accionador 500 del dispositivo de PCR 1
segun una realizacion de la presente invencion incluye un rail 510 que se extiende en la direccion de izquierda a
derecha y un miembro de conexion 520 que esta dispuesto para permitir un movimiento deslizante en la direccion de
izquierda a derecha mediante el rail 510 y permitir un movimiento deslizante en la direcciéon de arriba abajo, en el
gue el soporte de chip 300 esta dispuesto en un extremo del miembro de conexion 520. El movimiento de izquierda
a derecha y/o de arriba abajo del medio accionador 500 puede estar controlado por un medio de control (nho
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mostrado) dispuesto de forma accionable dentro o fuera del dispositivo de PCR 1, y el medio de control puede
controlar el contacto y la separacion entre el soporte de chip 300 equipado con el chip para PCR 900 para la etapa
de desnaturalizacion y la etapa de hibridacion y extensiéon (o amplificacion) de PCR y el primer o el segundo bloque
térmico 100 o 200.

[0027] La figura 2 ilustra cada etapa de la reaccion de amplificacion de acido nucleico debida al movimiento
del soporte de chip del dispositivo de PCR segun una realizacién de la presente invencion.

[0028] La reaccion de amplificacion de acido nucleico debida al dispositivo de PCR 1 segun una realizacién
de la presente invencién tiene las siguientes etapas: en primer lugar, una solucién de muestra que incluye acido
nucleico, tal como ADN bicatenario, cebadores oligonucleotidicos que tienen una secuencia complementaria a una
secuencia de bases especifica a amplificar, ADN polimerasa, dNTP, o un tampén de reaccion de PCR, se introduce
en el chip para PCR 900, el chip para PCR 900 puede estar instalado en el soporte de chip 300. A continuacién o al
mismo tiempo, el primer bloque térmico 100 puede calentarse hasta una temperatura para la etapa de
desnaturalizacién, por ejemplo 90 a 100°C, y mantenerse a la temperatura, preferentemente calentarse hasta 95°C y
mantenerse a la temperatura. El segundo blogue térmico 200 puede calentarse hasta una temperatura para la etapa
de hibridacion y extension (o amplificacion), por ejemplo de 55 a 75°C, y mantenerse a la temperatura,
preferentemente calentarse hasta 72°C y mantenerse a la temperatura.

[0029] A continuacioén, el miembro de conexion 520 del medio accionador 500 puede estar controlado para
mover el chip para PCR 900 hacia abajo, de este modo el soporte de chip 300 equipado con el chip para PCR 900
puede estar en contacto con el primer bloque térmico 100 para realizar una primera etapa de desnaturalizacion
(etapa x) de PCR.

[0030] Posteriormente, el miembro de conexion 520 del medio accionador 500 puede estar controlado para
mover el chip para PCR 900 hacia arriba, de este modo el soporte de chip 300 equipado con el chip para PCR 900
puede estar separado del primer bloque térmico 100 para finalizar la primera etapa de desnaturalizacién de PCR, el
miembro de conexion 520 del medio accionador 500 puede estar controlado para realizar una etapa para mover el
chip para PCR 900 por encima del segundo bloque térmico 200 (etapa y).

[0031] A continuacion, el miembro de conexion 520 del medio accionador 500 puede estar controlado para
mover el chip para PCR 900 hacia abajo, de este modo el soporte de chip 300 equipado con el chip para PCR 900
puede estar en contacto con el segundo bloque térmico 100 para realizar la primera etapa de hibridacion y extension
(o amplificacién) de PCR (etapa z).

[0032] Por dltimo, el miembro de conexién 520 del medio accionador 500 puede estar controlado para mover
el chip para PCR 900 hacia arriba, de este modo el soporte de chip 300 equipado con el chip para PCR 900 puede
separarse del segundo bloque térmico 100 para finalizar la primera etapa de hibridacién y extensién (o amplificacion)
de PCR, el miembro de conexién 520 del medio accionador 500 puede estar controlado para mover el chip para
PCR 900 por encima del primer bloque térmico 100 y repetir las etapas x, y y z, realizando de este modo la reaccion
de amplificacion de acido nucleico (etapa circulante).

[0033] La figura 3 ilustra etapas de monitorizacién de la reaccién de amplificacion de éacido nucleico en
tiempo real usando el dispositivo de PCR segun una realizacion de la presente invencién.

[0034] En el dispositivo de PCR 1 segln una realizacién de la presente invencion, una fuente de luz 700 esta
interpuesta, ademas, entre los primer y segundo blogues térmicos 100 y 200, y una unidad de deteccion de luz 800
para detectar la luz emitida desde la fuente de luz 700 esta dispuesta, ademas, sobre el soporte de chip 300; o la
unidad de deteccién de luz 800 para detectar la luz emitida desde la fuente de luz 700 esta interpuesta, ademas,
entre los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200, y la fuente de luz 700 esta dispuesta, ademas, sobre el
soporte de chip 300. Ademas, la unidad de deteccion de luz 800 puede estar dispuesta sobre el medio accionador
500, y una unidad de transmision 530 para transmitir la luz emitida desde la fuente de luz 700 puede estar dispuesta
en el medio accionador 500. Ademas, el chip para PCR 900 puede ser un material transmisor de luz, particularmente
un material plastico transmisor de luz. La descripcién detallada del chip para PCR 900 se describira en lo sucesivo
con referencia a las figuras 4 y 5.

[0035] Durante la reaccion de amplificacion de acido nucleico debida al dispositivo de PCR 1 segun una

realizacién de la presente invencién, un grado del acido nucleico que esta siendo amplificado en el chip para PCR
900 puede detectarse en tiempo real disponiendo la fuente de luz 700 y la unidad de deteccion de luz 800. Para
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detectar el grado del acido nucleico que esta siendo amplificado en el chip para PCR, un material fluorescente
independiente puede afiadirse ademas a la solucion de muestra que se introduce en el chip para PCR 900. La
fuente de luz 700 esta dispuesta para distribuirse sobre el espacio independiente entre los primer y segundo bloques
térmicos 100 y 200 lo mas amplio posible y esta dispuesta para emitir posiblemente la misma luz. La fuente de luz
700 puede estar conectada y dispuesta para ser accionable con una lente (no mostrada) que recoge la luz emitida
desde la fuente de luz 700 y un filtro de luz (no mostrado) que filtra la luz a un intervalo de longitudes de onda
particulares.

[0036] Durante la reaccion de amplificacion de acido nucleico debida al dispositivo de PCR 1 segun una
realizacién de la presente invencion, las etapas de deteccion del grado del acido nucleico que esta siendo
amplificado en el chip para PCR 900 en tiempo real son las siguientes. Cuando el miembro de conexién 520 del
medio accionador 500 esta controlado para mover el chip para PCR 900 desde encima del primer bloque térmico
100 hasta encima del segundo bloque térmico 200 después de completar la primera etapa de desnaturalizacion de la
PCR, o cuando el miembro de conexion 520 del medio accionador 500 esta controlado para mover el chip para PCR
900 desde encima del segundo bloque térmico 200 hasta encima del primer bloque térmico 100 después de
completar la primera etapa de hibridacién y extension (o amplificaciéon) de la PCR, el miembro de conexion 520 del
medio accionador 500 esta controlado para detener el soporte de chip 300 equipado con el chip para PCR 900 en el
espacio independiente entre los primer y segundo bloques térmicos 100 y 200. A continuacion, luz es emitida desde
la fuente de luz 700, la luz emitida se transmite a través del chip para PCR 900 que es transparente a la luz,
particularmente la camara (o canal) de reaccion del chip para PCR 900, y en este caso, una sefial luminosa
generada por amplificacién del acido nucleico dentro de la camara (o canal) de reaccion es detectada por la unidad
de deteccion 800. En este caso, la luz transmitida a través del chip para PCR 900 que es transparente a la luz puede
llegar a la unidad de deteccién 800 mediante transmision a través del medio accionador 500, particularmente la
unidad de transmision 530 dispuesta en el rail 510.

[0037] Por lo tanto, con respecto al dispositivo de PCR 1 seg(in una realizacion de la presente invencién, una
cantidad de acido nucleico diana incluida en una muestra de reaccion inicial puede medirse y analizarse en tiempo
real monitorizando los resultados de reaccion debidos a la amplificacion del acido nucleico (al que esta unido el
material fluorescente) en la camara (o canal) de reaccién en tiempo real mientras cada una de las etapas de
circulacion de la PCR continua.

[0038] La figura 4 ilustra el chip para PCR 900 que esté instalado en el soporte de chip 300 del dispositivo de
PCR 1 seglin una realizacion de la presente invencion.

[0039] El chip para PCR 900 puede contener una solucién de muestra que incluye acido nucleico, tal como
ADN bicatenario, cebadores oligonucleotidicos que tienen una secuencia complementaria a una secuencia de bases
especifica a amplificar, ADN polimerasa, dNTP, o un tampén de reaccion de PCR. El chip para PCR 900 puede
incluir una unidad de entrada 931 para introducir la solucién de muestra, una unidad de salida 932 para extraer la
solucién de muestra que completé la reaccion de amplificacion de acido nucleico, y una o mas camaras (o canales)
de reaccion 921 en la que esta contenida la solucion de muestra que incluye acido nucleico a amplificar. Cuando el
chip para PCR 900 esta en contacto con el primer bloque térmico 100 o segundo bloque térmico 200, el calor del
primer bloque térmico 100 o el segundo bloque térmico 200 es transferido al chip para PCR 900, y de este modo la
solucion de muestra incluida en la camara (o canal) de reaccion del chip para PCR 900 puede calentarse o enfriarse
y mantenerse a una temperatura constante. Ademas, el chip para PCR 900 puede tener una forma global plana,
pero no esta limitado a esto. Ademas, el chip para PCR 900 instalado en el soporte de chip 300 puede estar
dispuesto en contacto con el primer o el segundo bloque térmico 100 o 200. De este modo, segun una realizacion de
la presente invencion, el hecho de que el chip para PCR 900 esté dispuesto sobre una superficie del primer o el
segundo bloque térmico 100 o 200 puede indicar que el chip para PCR 900 instalado en el soporte de chip 300 esta
dispuesto en contacto con el primer o el segundo bloque térmico 100 o 200. Ademas, el chip para PCR 900 puede
estar formado de un material transmisor de luz, preferentemente un material plastico transmisor de luz. Cuando se
usa plastico para fabricar el chip para PCR 900, una eficiencia de transferencia de calor puede incrementarse
controlando solamente un grosor del plastico, y un coste de fabricacion puede reducirse, dado que el proceso de
fabricacion es sencillo. Ademas, dado que el chip para PCR 900 puede incluir propiedades de transmision de luz
como un todo, la luz puede ser irradiada directamente mientras el chip para PCR 900 esta dispuesto sobre una
superficie del primer o el segundo bloque térmico 100 o 200, de este modo, la amplificaciéon de acido nucleico y un
grado de la amplificaciéon pueden medirse y analizarse en tiempo real.

[0040] Una primera placa 910 esta dispuesta sobre una segunda placa 920. Dado que la primera placa 910
esta dispuesta en contacto con una superficie inferior de la segunda placa 920, un canal de abertura pasante 921
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puede formar un tipo de camara de PCR. Ademas, la primera placa 910 puede estar formada de diversos materiales,
preferentemente un material seleccionado entre el grupo constituido por polidimetilsiloxano (PDMS), copolimero de
olefina ciclica (COC), polimetilmetacrilato (PMMA), policarbonato (PC), carbonato de polipropileno (PPC), poliéter
sulfona (PES), polietilentereftalato (PET), y una combinacion de los mismos. Ademas, una superficie superior de la
primera placa 910 est4 tratada con un material hidrofilo 922 de modo que la PCR pueda realizarse facilimente. Una
Unica capa que incluye el material hidréfilo 922 puede estar formado sobre la primera placa 910 debido al
tratamiento del material hidréfilo 922. El material hidrofilo puede ser diversos materiales, preferentemente un material
seleccionado entre el grupo constituido por un grupo carboxilo (-COOH), grupo amina (-NH), grupo hidroxilo (-OH),
y grupo sulfona (-SH), y el tratamiento del material hidréfilo 922 puede realizarse usando un procedimiento conocido
en la técnica.

[0041] La segunda placa 920 esta dispuesta sobre la primera placa 910. La segunda placa 920 incluye el
canal de abertura pasante 921. Los canales de abertura pasante 921 pueden estar conectados a una parte
correspondiente a una unidad de entrada de abertura pasante 931 y una unidad de salida de abertura pasante 932y
forman un tipo de camara de PCR. Por lo tanto, la PCR se realiza después de que la solucion de muestra a
amplificar se introduzca en el canal de abertura pasante 921. Ademas, pueden usarse dos o mas canales de
abertura pasante 921 dependiendo de un proposito de uso y el alcance del dispositivo de PCR 1 segin una
realizacién de la presente invencion. Con referencia a la figura 4, se ilustran 6 canales de abertura pasante 921.
Ademas, la segunda placa 920 puede estar formada de diversos materiales, preferentemente un material de resina
termoplastica o resina termoendurecible seleccionado entre el grupo constituido por polimetiimetacrilato (PMMA),
policarbonato (PC), copolimero de olefina ciclica (COC), poliamida (PA), polietileno (PE), polipropileno (PP), éter de
polifenileno (PPE), poliestierno (PS), polioximetileno (POM), polieteretercetona (PEEK), politetrafluoroetileno (PTFE),
cloruro de polivinilo (PVC), fluoruro de polivinilideno (PVDF), polibutilentereftalato (PBT), etileno-propileno fluorado
(FEP), perfluoro-alcoxialcano (PFA), y una combinacion de los mismos. Ademas, un grosor de la segunda placa 920
puede variar, y puede seleccionarse entre 100 um y 200 um. Ademas, una anchura y una longitud del canal de
abertura pasante 921 puede variar, preferentemente una anchura del canal de abertura pasante 921 puede
seleccionarse entre 0,5 mm y 3 mm, y una longitud del canal de abertura pasante 921 puede seleccionarse entre 20
mm y 40 mm. Ademas, una pared interna de la segunda placa 920 puede estar revestida con un material tal como
material a base de silano o albimina de suero bovino (BSA), y el revestimiento puede realizarse usando un
procedimiento conocido en la técnica.

[0042] La tercera placa 930 esta dispuesta sobre la segunda placa 920. La tercera placa 930 incluye una
unidad de entrada de abertura pasante 931, que estd formada con respecto a una parte del canal de abertura
pasante 921 formado en la segunda placa 920, y la unidad de salida de abertura pasante 932, que esta formada con
respecto a la otra parte del canal de abertura pasante 921. La unidad de entrada de abertura pasante 931 es una
regién donde se introduce la solucién de muestra que incluye el acido nucleico a amplificar. La unidad de salida de
abertura pasante 932 es una region donde la solucion de muestra es extraida después de completar la PCR. De
este modo, la tercera placa 930 cubre el canal de abertura pasante 921 formado en la segunda placa 920 que se
describira en el presente documento, y la unidad de entrada de abertura pasante 931 y la unidad de salida de
abertura pasante 932 sirven como una unidad de entrada y una unidad de salida de los canales de abertura pasante
921. Ademas, la tercera placa 930 puede estar formada de diversos materiales, preferentemente un material
seleccionado entre el grupo constituido por polidimetilsilioxano (PDMS), copolimero de olefina ciclica (COC),
polimetilmetacrilato (PMMA), policarbonato (PC), carbonato de polipropileno (PPC), poliéter sulfona (PES),
polietilentereftalato (PET), y una combinaciéon de los mismos. Aunque un tamafio de la unidad de entrada de
abertura pasante 931 pude variar, preferentemente un diametro de la unidad de entrada de abertura pasante 931
puede seleccionarse entre 1,0 mm y 3,0 mm. Ademas, aunque un tamafio de la unidad de salida de abertura
pasante 932 puede variar, preferentemente un didametro de la unidad de salida de abertura pasante 932 puede
seleccionarse entre 1,0 mm y 1,5 mm. Ademas, la unidad de entrada de abertura pasante 931 y la unidad de salida
de abertura pasante 932 incluyen medios de cubierta independientes (no mostrados), y, por lo tanto, puede
prevenirse la fuga de la solucién de muestra mientras la PCR esta siendo realizada para la soluciéon de muestra en el
canal de abertura pasante 921. Los medios de cubierta pueden estar formados en diversas formas, tamafios o
materiales. Ademas, un grosor de la tercera placa puede variar, preferentemente puede seleccionarse entre 0,1 mm
y 2,0 mm. Ademas, pueden usarse dos 0 mas unidades de entrada de abertura pasante 931 y unidades de salida de
abertura pasante 932.

[0043] La figura 5 ilustra una seccion transversal del chip para PCR 900 instalado en el soporte de chip 300
del dispositivo de PCR segun una realizacion de la presente invenciéon que esta tratado con un adhesivo de doble
cara, resina termoplastica o resina termoendurecible.
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[0044] El chip para PCR 900 puede fabricarse facilmente mediante un procedimiento que incluye
proporcionar la tercera placa 930 formando la unidad de entrada de abertura pasante 931 y la unidad de salida de
abertura pasante 932 a través de un proceso mecanico; proporcionar la segunda placa 920 formando los canales de
abertura pasante 921 en una plancha que tiene un tamafio correspondiente a la superficie inferior de la tercera placa
930 desde la region correspondiente a la unidad de entrada de abertura pasante 931 de la tercera placa 930 hasta la
region correspondiente a la unidad de salida de abertura pasante 932 de la tercera placa 930 mediante un proceso
mecanico; proporcionar la primera placa 910 formando una superficie tratada con el material hidréfilo 922 a través de
un proceso de tratamiento superficial sobre una superficie superior de una plancha que tiene un tamafo
correspondiente a la superficie inferior de la segunda placa 920; y unir la superficie inferior de la tercera placa 930 a
la superficie superior de la segunda placa 920 a través de un proceso de unién, y la superficie inferior de la segunda
placa 920 a la superficie superior de la primera placa 910 a través de un proceso de union.

[0045] La unidad de entrada de abertura pasante 931 y la unidad de salida de abertura pasante 932 de la
tercera placa 930, y el canal de abertura pasante 921 de la segunda placa 920 pueden formarse usando un
procedimiento de fabricaciéon seleccionado entre el grupo constituido por moldeo por inyeccion, gofrado en caliente,
colada y ablacion por laser. Ademas, el material hidréfilo 922 sobre la superficie de la primera placa 910 puede
tratarse mediante un procedimiento seleccionado entre el grupo constituido por un tratamiento con plasma de
oxigeno-argon, tratamiento por descarga en corona, y un revestimiento tensioactivo, o un procedimiento conocido en
la técnica. Ademas, la superficie inferior de la tercera placa 930 y la superficie superior de la segunda placa 920, y la
superficie inferior de la segunda placa 920 y la superficie superior de la primera placa 910 pueden unirse usando
union térmica, soldadura ultrasoénica, o proceso de unién con disolvente, o siguiendo un procedimiento conocida en
la técnica. Una cinta de doble cara, resina termoplastica o resina termoendurecible 500 puede tratarse entre la
tercera placa 930 y la segunda placa 920, y entre la segunda placa 920 y la tercera placa 910.

Ejemplo

[0046] Un dispositivo de PCR de otra compafiia que se usa habitualmente y el dispositivo de PCR segln una
realizacién de la presente invencion mostrada en la figura 3 se usaron para comparar y analizar los resultados de
realizar una reaccién de amplificaciéon de acido nucleico usando cada uno de los dispositivos. El dispositivo de PCR
de otra compafiia era el LightCycler 1.5 disponible de ROCHE Co., que esta construido de un bloque térmico.

[0047] Para fiabilidad de los resultados de la reaccién de amplificacion de acido nucleico, una solucion de
muestra de un control positivo y una solucién de muestra de un control negativo se prepararon, cada una. Para el
control positivo, se prepar6 la solucion de muestra de aproximadamente 60 ul incluyendo 30 pl de 2X tampon SYBR
green, 4,4 ul (50 ng/20 ul) de ADNCc plantilla bicatenario, pares de cebadores que se unen de forma complementaria
a una secuencia de bases especifica, particularmente 6 pl (1 pmol) de cebadores directos, 6 ul (1 pmol) de
cebadores inversos, y 13,6 pl de agua destilada, y para el control negativo, se preparé la solucién de muestra de
aproximadamente 60 pl incluyendo 30 pl de 2X tampén SYBR green y 30 ul de agua destilada. Respecto a un
estandar y un tamafio del dispositivo de PCR segln una realizacion de la presente invencion diferente del dispositivo
de PCR de otra compafiia, aproximadamente 30 ul de la solucidon de muestras se introdujeron en un chip para PCR
instalado en el dispositivo de PCR de otra compafiia, y aproximadamente 5 ul de la solucion de muestras se
introdujeron en un chip de PCR instalado en el dispositivo de PCR segun una realizacion de la presente invencion.

[0048] En las condiciones experimentales indicadas anteriormente, 20 ciclos de PCR se realizaron en primer
lugar usando el dispositivo de PCR segun una realizacion de la presente invencion. Una temperatura del primer
bloque térmico se calent6 hasta y se mantuvo a 95°C, se le permitié variar en un intervalo de 90 a 100°C, y una
temperatura del segundo bloque térmico se calent6 hasta y se mantuvo a 72°C, se le permitié variar en un intervalo
de 55 a 75°C. La soluciéon de muestras del control positivo y el control negativo se introdujeron en el chip para PCR,
y el chip para PCR se instalé en el soporte de chip del dispositivo de PCR. A continuacion, se hizo funcionar el
dispositivo de PCR. La etapa de desnaturalizaciéon se realiz6 durante aproximadamente 10 segundos,
posteriormente la etapa de hibridacion y extension (o amplificacion) se realizé durante aproximadamente 10
segundos, y un valor de deteccion fluorescente debido a la amplificacion del acido nucleico se midid después de
cada ciclo de cada etapa. Como resultado, los valores de deteccién fluorescente mostraron una curva mantenida en
incremento después de 5 minutos desde el punto de partida del funcionamiento del dispositivo de PCR. Ademas, en
las condiciones experimentales, se realizaron 20 ciclos de PCR usando el dispositivo de PCR de otra compafiia.
Como resultado, se requirieron 30 0 mas minutos para alcanzar los valores de deteccion fluorescentes conseguidos
por el dispositivo de PCR segun una realizacion de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Un dispositivo de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (1) que comprende:
un primer bloque térmico (100) dispuesto sobre un sustrato (400);
un segundo bloque térmico (200) dispuesto independiente del primer bloque térmico sobre el sustrato (400);
un soporte de chip (300) que puede ser movido de izquierda a derecha y/o de arriba abajo por un medio accionador
(500) sobre los primer y segundo bloques térmicos, y esta equipado con un chip (900) para PCR, en el que el chip

para PCR es desprendible del soporte de chip (300),

en el que el chip (900) para PCR esta fabricado para contactar con una superficie del primer bloque térmico (100) o
el segundo bloque térmico (200) y para contener una soluciéon de muestra que incluye acido nucleico a amplificar,

caracterizado porque una fuente de luz (700) esta interpuesta, ademas, entre los primer y segundo bloques
térmicos, y una unidad de deteccion de luz (800) para detectar la luz emitida desde la fuente de luz (700) esta
dispuesta, ademas, encima del soporte de chip (300); o la unidad de deteccion de luz (800) para detectar la luz
emitida desde la fuente de luz (700) esta interpuesta, ademas, entre los primer y segundo bloques térmicos, y la
fuente de luz (700) esta dispuesta, ademas, encima del soporte de chip (300).

2. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacién 1, en el que un hilo térmico esta dispuesto en cada uno
de los primer y segundo bloques térmicos.

3. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicaciéon 2, en el que el hilo térmico esta dispuesto de forma
simétrica en direcciones de arriba abajo y/o de izquierda a derecha basandose en un centro de cada superficie de
los primer y segundo bloques térmicos para mantener uniformemente una temperatura global dentro del primer o el
segundo bloque térmico.

4, El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 1, en el que los primer y segundo bloques térmicos (100,
200) estan fabricados para mantener una temperatura de desnaturalizacion de la PCR.

5. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 4, en el que la temperatura de desnaturalizacion es de
aproximadamente 90 a aproximadamente 100°C.

6. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 1, en el que los primer y segundo bloques térmicos (100,
200) estan fabricados para mantener una temperatura de hibridacion y extension (o amplificacién) de la PCR.

7. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 6, en el que la temperatura de hibridacion y extension (o
amplificacion) es de aproximadamente 55 a aproximadamente 75°C.

8. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 1, en el que los primer y segundo bloques térmicos (100,
200) estan dispuestos por separado a una distancia predeterminada, de modo que el intercambio de calor entre ellos
no se produce.

9. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacién 1, en el que el medio accionador (500) comprende;

un rail (510) que se extiende en la direccidon de izquierda a derecha; y un miembro de conexién (520) que esta
dispuesto para permitir un movimiento deslizante en la direccion de izquierda a derecha mediante el rail (510) y
permite un movimiento deslizante en la direccion de arriba abajo,

en el que el soporte de chip (300) esta dispuesto en un extremo del miembro de conexién (520).

10. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 1, en el que el chip (900) para PCR es un material
plastico transmisor de luz.

11. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 1, en el que el chip para PCR (900) comprende:

una primera placa (910);
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una segunda placa (920) que estéa dispuesta sobre la primera placa (910) y comprende canales de abertura pasante
(921);y

una tercera placa (930) que esta dispuesta sobre la segunda placa (920) y comprende una unidad de entrada de
abertura pasante (931) que esta formada con respecto a una parte del canal de abertura pasante formado,

y una unidad de salida de abertura pasante (932) que estd formada con respecto a la otra parte del canal de
abertura pasante.

12. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacién 11, en el que la primera placa (910) y la tercera placa
(930) comprenden un material seleccionado entre el grupo constituido por polidimetilsiloxano (PDMS), copolimero de
olefina ciclica (COC), polimetilmetacrilato (PMMA), policarbonato (PC), carbonato de polipropileno (PPC), poliéter
sulfona (PES), polietilentereftalato (PET), y una combinacién de los mismos, y la segunda placa comprende un
material de resina termoplastica o resina termoendurecible seleccionado entre el grupo constituido por
polimetilmetacrilato (PMMA), policarbonato (PC), copolimero de olefina ciclica (COC), poliamida (PA), polietileno
(PE), polipropileno (PP), éter de polifenileno (PPE), poliestierno (PS), polioximetileno (POM), polieteretercetona
(PEEK), politetrafluoroetiieno (PTFE), cloruro de polivinilo (PVC), fluoruro de polivinilideno (PVDF),
polibutilentereftalato (PBT), etileno-propileno fluorado (FEP), perfluoro-alcoxialcano (PFA), y una combinacion de los
mismos.

13. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 11, en el que un diametro de la unidad de entrada de
abertura pasante (931) de la tercera placa (930) se selecciona entre aproximadamente 1,0 mm y aproximadamente
3,0 mm, un diametro de la unidades de salida de abertura pasante (932) se selecciona entre aproximadamente 1,0
mm y aproximadamente 1,5 mm, un grosor de la tercera placa (930) se selecciona entre aproximadamente 0,1 mmy
aproximadamente 2 mm, un grosor de la segunda placa (920) se selecciona entre aproximadamente 100 mm y
aproximadamente 200 mm, una anchura de los canales de abertura pasante (921) se selecciona entre
aproximadamente 0,5 mm y aproximadamente 3 mm, y una longitud del canal de abertura pasante (921) se
selecciona entre aproximadamente 20 mm y aproximadamente 40 mm.

14. El dispositivo de PCR (1) de la reivindicacion 10, en el que una unidad de transmision (530) para
transmitir la luz emitida desde la fuente de luz (700) esta dispuesta en el medio accionador (500).

11
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FIG. 4

832

921

{

931

+—==0830

=020

——910

900+

LOOLOO

olofelolele

15



8004

?"
[mm |

ES 2563 805 T3

500 937 9

|

932 500

|

(

! ——930

=<y

! ——910

16

}

500



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

