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DESCRIPCION

Método y sistema para preparacion de muestras
Derechos de licencia gubernamentales

El Gobierno de Estados Unidos tiene una licencia pagada en esta invencion y el derecho en circunstancias limitadas
a requerir al titular de la patente a autorizar a otros en términos razonables segun lo previsto por los términos de uno
o0 mas de las siguientes Concesiones de Subvencion N°s DMI-0450472 e 1IP-0450472 concedidas por la Fundacion
Nacional de Ciencia, N° de Contrato W81XWH-07-2-0109 otorgado por la Comandancia de Materiales e
Investigacion del Ejército de los E.E.U.U., N°s de Contrato W911NF-06-1-0238 y W911NF-09-C-0001 otorgados por
RDECOM ACQ CTR del Ejército de los E.E.U.U.

Campo de la invencion

Esta invencién se refiere a un método para preparar muestras mediante ruptura de una muestra para obtener
moléculas de acido nucleico dentro de un intervalo de pares de bases utilizable. Las moléculas de acido nucleico se
pueden manipular utilizando nanoparticulas magnéticas. La invencién se refiere también a valvulas multi-camara, y
mas particularmente a valvulas rotatorias multi-camara. La invencién se refiere ademas a un método para transmitir
fluidos desde los depdsitos de almacenamiento y de la muestra hacia una camara de reaccion.

Antecedentes de la invencion

Existe un interés continuo por mejorar metodologias de prueba y disminuir los requerimientos de tiempo en los
laboratorios clinicos. Las pruebas particulares requieren que una muestra se descomponga para extraer moléculas
de acido nucleico como ADN o ARN.

Se estima que se llevaron a cabo aproximadamente 30 millones de pruebas de diagndéstico molecular en
instalaciones médicas de E.E.U.U. en 2007. Se espera que esta cifra aumente a 67 millones en 2009. Muchos, si no
todos estos ensayos, podrian beneficiarse de un proceso de preparacion rapida de muestras que es facil de usar, no
requiere la intervencion de operador, es rentable y sensible a muestras de pequefio tamario.

Esta creciendo rapidamente el uso de diagnoéstico molecular y de secuenciacion de genes en investigacion y
diagnédstico médico. Las técnicas moleculares proporcionan mayores niveles de especificidad y sensibilidad que los
métodos de anticuerpos. La secuenciacion genética permite la recopilacion de grandes cantidades de informacion no
disponibles con anterioridad. Sin embargo, la preparacion de muestra es un componente importante de coste de
funcionamiento de la PCR, PCR a tiempo real, analisis de secuenciacion genética y pruebas de hibridacion. Ademas,
retrasa los resultados de las pruebas y limita la capacidad de ejecutar estos ensayos de laboratorios con personal
bien entrenado.

La identificacion de material biolégico basada en acidos nucleicos requiere primero el aislamiento de las moléculas
de acido nucleico (NAMs) de la muestra. Para que un sistema cumpla con efectividad y eficacia las necesidades de
los usuarios, se requere un proceso universal de preparacion de la muestra. Los procesos actuales de preparacion
de muestra son laboriosos, consumen mucho tiempo y requieren capacidad de laboratorio. Para ser universal, el
proceso debe ser capaz de manejar una amplia variedad de materiales de inicio. Esto incluye, pero no se limita a,
virus, esporas, organismos, bacterias y materiales de diagnéstico médico, como sangre, tejido, saliva, orina y heces.

Por ejemplo, el documento de E.E.U.U. 2007/0092876 A1 describe un método y un sistema para células y/o el
aislamiento de moléculas de acido nucleico. El método comprende i) tratar una muestra de tejido con al menos una
enzima para la disociacion del tejido; ii) afiadir una solucioén litica; y aislar las moléculas de acido nucleico. Ademas,
se aplica una fuerza de cizallamiento hidrodinamica al producto de la etapa i). Esto es, después de afiadir la enzima,
se colocd la muestra de tejido en bafio con agitacion durante 30 minutos. Segun un ejemplo diferente, se usan
canales de disrupcion para la disrupcion del tejido.

El documento de E.E.U.U. 2007/0172949 A1 describe un método para aislar ADN. EI método implica la aplicacién de
energia mecanica oscilatoria controlada al material biolégico durante cortos periodos de tiempo para lisar el material.
En particular, esta descrito que el material bioldgico oscile a una velocidad de oscilacion entre aproximadamente 25
Hz a aproximadamente 133 Hz y que produzca una aceleracion lineal promedio en el material en el intervalo de
aproximadamente 150 veces la gravedad (g) a aproximadamente 415 veces la gravedad (g) durante un periodo de
tiempo entre aproximadamente 3 segundos a 5 minutos. Ademas, se describe que se proporcionan una o mas perlas
esféricas, que impactan con el material y facilitan el proceso de aislamiento hasta la oscilacion.

El batido con perlas se ha susado durante afios para aislar moléculas de acido nucleico a partir de muestras. El
batido con perlas es la agitacion, normalmente por ultrasonidos, de perlas de vidrio de tamafio de micras afiadidas a
la muestra. Es un sélido enfoque que es muy adecuado para usar con solidos como esporas o tejido.
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El batido con perlas tiene varios inconvenientes. Por un lado, si la muestra se trata demasiado tiempo, o a un nivel
de potencia muy alto, se producen solamente fragmentos cortos de menos de 100 bases de longitud. Por otro lado,
si la muestra se trata con agitacion de baja potencia, breve, se produce un rendimiento bajo de acido nucleico, junto
con un amplio intervalo de tamafos de fragmentos. Cuando se necesitan intervalos de tamafio particular de acidos
nucleicos, algunas veces se emplea electroforesis en gel de la muestra, cortar las secciones de gel con los intervalos
de tamarios correctos del gel acabado y extraer los fragmentos de acido nucleico del gel. Este proceso es tanto lento
como tedioso.

En la ejecucion de pruebas bioldgicas y quimicas a menudo se desea obtener un intervalo de tamafio utilizable de
moléculas de acido nucleico y concentrar y retener el analito deseado. Concentrar la muestra puede ser un proceso
dificil. Los métodos tradicionales para concentrar una muestra biolégica incluyen filtrado, lavado, centrifugado y/o
reaccion quimica. A menudo estas etapas no se pueden realizar en una Unica camara de procesamiento y requieren
que la muestra se transfiera a otros dispositivos o camaras.

Las nanoparticulas magnéticas son particulas que son atraidas por un campo magnético. Anclando una
nanoparticula magnética a polimeros de acidos nucleicos y aplicando un campo magnético a una muestra, los
polimeros de acido nucleico se pueden mover a una ubicacion deseada, concentrando asi una porcion de la muestra
con los polimeros de acido nucleico. Se puede sacar entonces la muestra de la porcién concentrada produciendo
una alta cantidad de polimeros de acido nucleico.

Aplicar un campo magnético permite ademas manipular el polimero de acido nucleico. Por ejemplo, manteniendo un
polimero de acido nucleico estable se puede aplicar un aclarado sin eliminar con liquido el polimero de acido
nucleico.

Aplicar un campo magnético en una disposicion de diferentes sensores permite el posicionamiento del polimero de
acido nucleico en la proximidad de un area de prueba deseada. El polimero de acido nucleico se puede manipular
para interaccionar secuencialmente con una multitud de areas de prueba.

El analisis de fluidos requiere generalmente una serie de etapas del proceso. Estas etapas del proceso requieren
generalmente que se pongan en contacto distintos fluidos con un area de reaccion a diferentes tiempos y en
secesion variable. Ademas, cada fluido puede requerir diferente pre-tratamiento antes de ponerse en contacto con el
area de reaccion como etapas de pre-tratamiento quimico, ptico, térmico, mecanico, magnético o acustico. Se
puede someter una muestra de fluido Unica a una variedad de etapas de pre-tratamiento antes de ponerse en
contacto con un area de reaccidon como calentamiento o procesamiento ultrasénico. Segun aumenta el nimero de
fluidos y etapas de pre-tratamiento, el sistema de suministro de fluidos se vuelve mas complejo.

Los disefios actuales para sistemas de suministro de fluidos se personalizan para un proceso particular y no se
convierten facilmente a nuevos procesos. Generalmente, los sistemas de suministro de fluidos comprenden una
serie de camaras configuradas de modo Unico para el pre-tratamiento y suministro de un fluido particular. Estos
sistemas no se adaptan facilmente a nuevas etapas de pre-tratamiento o de suministro de fluido sin cambiar las
camaras y el procedimiento de suministro.

Por lo tanto, existe una necesidad de un método para preparar muestras de acido nucleico a partir de cualquier
fuente en un intervalo de tamafio deseado, de forma rapida y econémica.

Ademas, se desea una particula de entrelazamiento magnética que se une especificamente a analitos diana.
Aun mas, se desea una particula de entrelazamiento que tenga propiedades magnéticas.

Por lo tanto, hay una necesidad de un sistema de suministro de fluido que es facilmente configurable a nuevos
procedimientos de suministro y etapas de pre-tratamiento.

Ademas, hay una necesidad de un sistema de suministro de fluido desechable que se puede facilmente insertar y
eliminar de una mesa o un dispositivo portatil.

Todavia mas, existe una necesidad de un sistema de suministro de fluido que se fabrique y se personalice
facilmente para adaptarse a diferentes necesidades de suministro de fluidos.

Compendio de la invencion

Se disefia un médulo de preparacion de la muestra para identificar y validar componentes para disrupciéon por
ultrasonidos y manipulacion genética de moléculas de acido nucleico. En una realizacion, todas las etapas de
procesamiento tienen lugar dentro de un cartucho desechable.

La automatizacion del proceso de preparacion de la muestra puede reducir en gran medida los costes y aumentar la
reproducibilidad de estas técnicas. En particular, los sistemas de secuenciacion genética automatizados requieren
procesamiento extensivo de muestras para preparar ADN para analisis. La mayoria de los abordajes de
secuenciacion de ADN usan una etapa de clonaje in vitro para amplificar moléculas individuales de ADN. La PCR de
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emulsién aisla moléculas de ADN individuales junto con perlas recubiertas con cebador en gotas acuosas dentro de
una fase de aceite. La PCR recubre entonces cada perla con copias clonales de la molécula de ADN seguido de
inmovilizacién para secuenciacion posterior. La PCR de emulsién se usa en los métodos por Margulis et al.
(comercializados por 454 Life Sciences), Shendure y Porreca et al. (también conocido como “secuenciacion polony”)
y secuenciacion SOLID, (desarrollada por Agencourt, ahora Applied Biosystems). Otro método para amplificacion
clonal in vitro es la PCR puente, donde los fragmentos se amplifican sobre cebadores anclados a una superficie
solida. El método de una sola molécula desarrollado por el laboratorio de Stephen Quake (mas tarde comercializado
por Helicos) se salta este paso de amplificacion, fijando directamente las moléculas de ADN a una superficie.

Dado que ambos fragmentos de ADN sonicados pueden contener extremos de cadena sencilla, la mayoria de los
procedimientos incluyen una etapa de reparacion de extremos de ADN antes de la ligacion en vectores de extremos
romos (10, 11). Se usa una combinacion de la ADN polimerasa T4 y la ADN polimerasa Klenow para “rellenar” los
fragmentos de ADN catalizando la incorporacion de nucleétidos complementarios en fragmentos de doble cadena
con un 5’ saliente resultantes. Ademas, la actividad exonucleasa 3’-5’ de cadena sencilla de la ADN polimerasa T4
se usa para degradar salientes 3'. Las reacciones incluyen las dos enzimas, tampon, y deoxinucledtidos y se
incuban a aproximadamente 37°C. Los fragmentos se concentran por precipitacion con etanol seguido de
resuspension en tampon quinasa, y fosforilacién usando polinucledtido quinasa T4 y rATP. La polinucleétido quinasa
se elimina por extraccion con fenol y los fragmentos de ADN se concentran por precipitacion con etanol, secado,
resuspension en tampon, y ligacion en vectores de clonaje con extremos romos. Dado que, una parte significativa de
los fragmentos de ADN sonicados se clonan facilmente sin tratamiento con quinasa o reparacion de extremos, se
pueden combinar estas dos etapas sin afectar significativamente al ndmero total de clones transformados
resultantes.

Actualmente, después de la reparacion de extremos de los fragmentos, las muestras de ADN se someten a
electroforesis en un gel preparativo de agarosa de baja temperatura de fusion frente a un marcador de tamafio, y
después de una separacion apropiada, los fragmentos en el intervalo de tamafio a partir de 1-2 Kbp y 2-4 Kbp se
escinden y se eluyen por separado del gel. Alternativamente, los fragmentos se pueden purificar por fraccionamiento
en una columna de centrifugaciéon como un Sephacryl S-500.

El proceso de preparacion de la muestra de la corriente invencion puede preparar fragmentos de ADN y de ARN en
un intervalo de tamafio de entre 100 y 10.000 pares de bases. Se puede variar la distribuciéon exacta de tamafios
cambiando las concentraciones de tensioactivos, los tensioactivos usados o la frecuencia de sonicacion. La
capacidad de producir fragmentos del intervalo de tamafio deseado obvia la necesidad de la electroforesis o el
aislamiento en columna. Esto también aumenta el rendimiento global de fragmentos utiles eliminando la necesidad
de anadir etapas de purificacion.

El médulo de preparacion de la muestra permite la disrupcion de células, el tamafio de ADN y ARN, la concentracion
y limpieza del material. Se pueden usar camaras adicionales en el cartucho para suministrar los reactivos necesarios
para la reparacion de extremos y el tratamiento con quinasa. Las enzimas se pueden almacenar en seco y
rehidratadas en el cartucho o afadir al cartucho antes del uso.

La valvula rotatoria se puede almacenar en posicion que deja todos los puertos y conductos cerrados permitiendo el
almacenamiento a largo plazo y el envio de la valvula rotatoria con reactivos liquidos y sélidos cargados dentro de la
valvula.

En una forma, la invencion rompe en pedazos una muestra para obtener moléculas de acido nucleico. Se aplica una
fuerza de cizallamiento en presencia de un estabilizador de tamafio para romper en pedazos la muestra y obtener
fragmentos de acido nucleico del intervalo de tamafio deseado.

La descripcién comprende, en una forma de la misma, un método para usar nanoparticulas magnéticas que
contienen un elemento de unién al analito diana para unir la nanoparticula de nucleaciéon a un analito diana. La
nanoparticula magnética es capaz de ser manipulada dentro de un campo magnético. Como la nanoparticula
magnética esta anclada al analito diana, se puede manipular indirectamente el anlito diana mediante la aplicacion de
un campo magnético.

En una forma, el elemento de unién al analito diana se une directamente a la superficie de la particula.
Opcionalmente, el elemento de union al analito diana se ancla a la nanoparticula magnética a través de grupos
conectores intermediarios como, pero no se limitan a, enlazadores, andamiajes, estabilizadores o estabilizadores
estéricos. El grupo conector intermediario puede ser de tamafio, arquitectura y composiciéon quimica variables para
interconectar la(s) nanoparticula(s) magnética(s) y el(los) elemento(s) de unién al analito diana en una entidad
multifuncional. En otra realizaciéon la nanoparticula magnética contiene ademas un material catalitico. Las
nanoparticulas magnéticas se definen como capaces de formar enlaces con acidos nucleicos poliméricos en ciertas
condiciones las cuales se pueden liberar en otras ciertas condiciones.

En una realizacion, las nanoparticulas magnéticas se liberan de la molécula de acido nucleico a través de la
aplicacion de calor. Se ha visto que temperaturas alrededor de 95°C liberan eficazmente las nanoparticulas
magnéticas. En otra realizacion, las nanoparticulas magnéticas se liberan de la molécula de acido nucleico a través
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de una solucion de elucion. La solucion de elucion puede ser un detergente o sal. En una realizacion preferida, la
solucion de elucién son fosfatos o citratos. En una realizacion la solucién de elucién es un fosfato potasico o sédico o
citrato.

En una realizacion, la particula funcionalizada con el grupo de unién al analito diana requiere una mejor estabilidad
coloidal para prevenir la aglomeracion. Por lo tanto, se afiade un estabilizador coloidal, como una cadena hidrdfila o
grupo iénico, o se conecta a un grupo enlazador que liga la particula. Estos grupos ayudan a limitar el tamafo de
nanoparticulas durante la etapa de generacion de particula.

Es un objeto de la invencidn preparar muestras de acido nucleico dentro de un intervalo de tamafio deseado.
Una ventaja de la invencion, es un alto rendimiento de acido nucleico a partir de la preparacion de la muestra.

Otra ventaja de la invencion, es que se pueda usar con cualquier fuente de muestra de acido nucleico, incluyendo
tejido vivo, células bacterianas, esporas, insectos, plantas, y células virales.

Otra ventaja aun de la invencion, es que el acido nucleico producido es puro y limpio, sin contaminacion por otros
materiales bioldgicos como proteinas, lipidos, y restos celulares.

Una ventaja adicional mas de la invencion, es que el proceso de preparacién de la muestra genera un alto
rendimiento global porque la mayoria de los fragmentos se encuentran en un intervalo de tamafio utilizable.

Otra ventaja de la presente invencion es que la utilizacion de nanoparticulas magnéticas permite la concentracion de
la muestra mediante la aplicacién de un campo magnético sin etapas de procesamiento adicionales.

Una ventaja adicional de la presente invencion es que la utilizacion de nanoparticulas magnéticas permite la rapida
manipulacion de anlitos diana reduciendo asi los tiempos de difusién y reaccion.

Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion se describe con referencia a los dibujos adjuntos, en donde:

Las Figs. 1A-1B muestran una representacion grafica de una valvula rotatoria segun una realizacion;
La Fig. 2 muestra una vista ampliada de una valvula rotatoria segun una realizacion;

La Fig. 3A muestra una vista en seccion transversal de una valvula rotatoria segun una realizacion;

La Fig. 3B muestra una vista en seccion transversal de una valvula rotatoria segun una realizacion que tiene un
electroiman y un sonicador incorporados en la valvula;

Las Figs. 4A-4D muestran una representacion grafica del cuerpo del cartucho segun una realizacion;

Las Figs. 5A-5B muestran una vista de seccion transversal de una valvula rotatoria montada segun una realizacion
que tiene el depdsito multi-camara protegido en el cuerpo del cartucho;

Las Figs. 6A-6G muestran una representacion grafica del depdsito multi-camara segun una realizacion;

Las Figs. 7-16C muestran varias representaciones graficas de una valvula rotatoria montada con el depdsito multi-
camara colocado para el flujo de fluido deseado a través de los canales segun una realizacion;

La Fig. 17 muestra una representacion esquematica de la valvula rotatoria segun una realizacion;
La Fig. 18 muestra un diagrama de flujo del proceso para un uso de la valvula rotatoria segun una realizacion;

Las Figs. 19A-21B muestran una representacion grafica de las configuraciones del depdsito multi-camara inserto
segun varias realizaciones;

La Fig. 22 muestra una representacion grafica de dispositivo de muestreo que contiene un accionamiento de valvula
rotatoria y un accionamiento de émbolo segun una realizacion;

La Fig. 23 muestra una representacion grafica de un accionamiento de valvula rotatoria con la valvula rotatoria
eliminada segun una realizacion;

La Fig. 24 muestra una representacion grafica del montaje del motor paso a paso y accionamiento helicoidal segun
una realizacion;

La Fig. 25 muestra una representacion grafica de un calentador segun una realizacion;
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La Fig. 26 demuestra la liberacion eficaz de moléculas de acido nucleico a partir de la lisis de esporas usando batido
ultrasénico con perlas con estabilizador de tamafio;

La Fig. 27 demuestra moléculas de acido nucleico aisladas de moscas de la fruta y que la adicidon de un estabilizador
de tamafio en los carriles 2 y 3 protegen las moléculas de acido nucleico de un sobre-cizallamiento, mientras que las
muestras sin desnaturalizantes se cizallaron a un nivel muy por debajo de 100 pares de bases;

La Fig. 28 muestra que usando este proceso las moléculas de acido nucleico de una amplia variedad de diferentes
muestras se pueden tratar con los mismos niveles de potencia y tiempo de sonicacion para dar la misma distribucion
de tamafrio de fragmentos;

La Fig. 29 es una representacion grafica que muestra la liberacion de las moléculas de acido nucleico de las
particulas magnéticas;

La Fig. 30 demuestra el aislamiento de la molécula de acido nucleico obtenida del uso de tejido de la oreja de una
vaca;

La Fig. 31 demuestra el aislamiento de la molécula de acido nucleico obtenida del uso de moscas de la fruta
contaminadas con tierra;

La Fig. 32 demuestra ADN purificado recuperado de moscas de la fruta;
La Fig. 33 demuestra ADN recuperado de moscas de la fruta usando varios tampones;
La Fig. 34 demuestra la recuperacion de moléculas de acido nucleico de levadura, hierba y arandanos;

La Fig. 35 demuestra la recuperacion de moléculas de acido nucleico a partir de e-coli y que los tiempos de
sonicacion largos no cambian la distribucion de tamafio;

La Fig. 36 es una representacion grafica de la recuperacion de ADN a partir de volumenes crecientes de cultivo
celular bacteriano usando la presente invencion, el kit comercial de Quiagen para la recuperacion de ADN y el
método de Fenol/Cloroformo bibliografico;

La Fig. 37 demuestra la eficacia del tampon de alta fuerza ionica en la proteccion de moléculas de acido nucleico
durante la sonicacion; y

La Fig. 38 demuestra que la sonicacion en presencia de un estabilizador de tamafio seleccionado puede
proporcionar un alto rendimiento de ADN en un intervalo de tamafio limitado.

Los caracteres de referencia correspondientes indican partes correspondientes en las distintas vistas. Los ejemplos
presentados en esta memoria ilustran varias realizaciones de la invencién pero no deben interpretarse como
limitantes del alcance de la invencién de ninguna manera.

Descripcion detallada

El dispositivo automatizado de preparacién de muestras proporciona una solucién automatizada para preparar una
muestra biolégica para su andlisis. El dispositivo contiene una valvula rotatoria que tiene un numero de camaras
para realizar las diversas etapas requeridas para obtener una muestra utilizable.

La valvula rotatoria es una construccién de dos piezas capaz de varios posicionameintos para permitir el paso de
fluido contenido en los depdsitos en las rutas de fluido. El disefio de dos piezas permite una fabricaciéon y montaje
faciles. El disefio permite ademas que la valvula rotatoria sea una pieza desechable en instrumentos que requieren
una pluralidad de fluidos. En una realizacion, la valvula rotatoria es una Unica pieza para usar en dispositivos de
deteccion. La valvula rotatoria contiene los fluidos necesarios para el ensayo bioldgico y ademas es capaz de
inyectarlos con una muestra de campo.

Refiriéndose a las Figs. 1A-1B se muestra una valvula rotatoria montada de la presente invencion. La valvula
rotatoria comprende dos componentes principales. El depésito inserto 101 esta contenido dentro del cuerpo del
cartucho 102. La valvula rotatoria 100 es un componente desechable que contiene una pluralidad de depdsitos
capaces de almacenar una pluralidad de fluidos. En una realizacion, depdsito inserto 101 y el cuerpo del cartucho
102 estan formados a través de técnicas de modelado por inyeccion.

En una realizacion, un chip que contiene sondas biologicas esta sujeto al cuerpo del cartucho 102. El fluido
contenido en los depdsitos se transfiere para entrar en contacto con el chip que contiene sondas bioldgicas que
inician la quimica de reaccion o deteccion. El chip esta en comunicacién con un dispositivo de deteccién como un
dispositivo de deteccidon de mesa o portatil para indicar la presencia de sondas bioldgicas diana en cualquier
muestra. La valvula rotatoria 100 esta insertada dentro del dispositivo de deteccidon que estd en comunicacion
eléctrica con el chip. El dispositivo de deteccion esta sujeto ademas al cuerpo del cartucho 102 en una posicion fija.
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Refiriéndose a la Fig. 2 se muestra una vista desarrollada de la presente invencion. El depdsito inserto 101 es capaz
de contener una pluralidad de fluidos en los diferentes depésitos 103. Las peliculas de sellado térmico 104 sellan los
fluidos en el depdsito inserto y evitan fugas permitiendo al mismo tiempo la inyecciéon de muestras. Las peliculas de
sellado térmico 104 sellan los depdsitos del ambiente exterior. Las peliculas de sellado térmico 104 permiten
ademas que se afada o se elimine fluido de los depdsitos sin comprometer la integridad del sellado. En una
realizacion, las peliculas de sellado térmico 104 mejoran la transferencia de energia dentro y fuera de los depdsitos y
camaras del deposito inserto 101. La transferencia de energia incluye pero no se limita a calor, ultrasénica y
magnética. Opcionalmente, se coloca un filtro 105 en linea con rutas particulares de fluido para filtrar sélidos grandes
del fluido. En una realizacién, una vez que las peliculas de sellado térmico 104 estan selladas en el depésito inserto
101, se fija el depdsito inserto 101 al cuerpo del cartucho 102. En una realizacion, el deposito inserto 101 “se encaja
en” el cuerpo del cartucho 102. Se entiende que las peliculas de sellado térmico 104 se pueden sellar al depdsito
inserto 101 después de que el depdsito inserto 101 se fija al cuerpo del cartucho 102.

Refiriéndose ahora a las Figs. 3A-3B se muestra una vista transversal de la valvula rotatoria 100. La valvula rotatoria
100 se coloca sobre un mecanismo de accion 110. El mecanismo de accién 110 es capaz de rotar el depdsito inserto
101 a la configuracién deseada. EI mecanismo de acciéon 110 hace girar el depdsito inserto 101 mientras el cuerpo
del cartucho 102 permanece estable. En una realizacién el mecanismo de accién tiene un calentador 111 opcional.
El calentador es capaz de calentar los fluidos contenidos en los depédsitos 103 a la temperatura deseada.
Alternativamente, las camaras de calentamiento estan estratégicamente colocadas por encima del calentador para
calentar el fluido en la camara sin calentar de manera significativa los fluidos en los depdsitos 103. En una
realizacion, las peliculas de sellado térmico 104 facilitan este calentamiento sin calentar de manera significativa los
fluidos en los depdsitos 103. Las camaras de tratamiento se incorporan en el depésito inserto 101 para facilitar la
mezcla, calentamiento, disrupcion, presurizacion o cualquier otro proceso de tratamiento.

En una realizacién el mecanismo de accion tiene un disruptor 112. El disruptor es capaz de mezclar o romper los
fluidos contenidos en los depdsitos 103 aplicando una fuerza de ultrasonidos. Alternativamente, la valvula rotatoria
tiene una camara disruptora 113 para mezclar fluidos en una camara distinta de los depdsitos. En otra realizaciéon se
situan pequenas perlas en la camara disruptora o el dep6sito para ayudar en la mezcla de fluidos o ruptura de las
muestras. El disruptor 112 aplica una furza de ultrasonidos que causa que las perlas se exciten y se muevan a
través del fluido. En una realizacidon se usa un iman 114 para generar un campo eléctrico. El iman puede atraer o
repeler particulas magnéticas en el deposito inserto. El iman 114 puede concentrar la muestra de particulas
magnéticas o acelerar el proceso de difusion al guiar las particulas magnéticas.

Se aplica una fuerza mecanica, como una fuerza de cizallamiento, a una muestra bioldgica para romper la muestra
con el fin de liberar moléculas de acido nucleico. Esta presente un estabilizador de tamafio para obtener moléculas
de acido nucleico dentro de un intervalo de tamano utilizable. En una realizacion, se tritura el material de muestra
con nanoparticulas de alta velocidad usando sonicacion. Este proceso rompe las células, tejidos u otros materiales
para liberar moléculas de acido nucleico. Se entiende que la fuerza mecanica puede ser cualquier fuerza adecuada
para desgarrar la muestra para liberar las moléculas de acido nucleico. Fuerzas mecanicas adecuadas incluyen,
pero no se limitan a sonicacioén, nebulizacion u homogeinizaciéon. En una realizacion, las moléculas de acido nucleico
se reducen a tamafios entre 200 y 10.000 pares de bases de longitud. En otra realizacién las moléculas de acido
nucleico se reducen a tamafios entre 300 y 3.000 pares de bases de longitud. En otra realizacion las moléculas de
acido nucleico se reducen a tamafos entre 400 y 2.000 pares de bases de longitud. En otra realizaciéon las
moléculas de acido nucleico se reducen a tamafios entre 200 y 500 pares de bases de longitud. Se entiende que la
longitud de pares de bases deseada variara dependiendo de la técnica de procesamiento corriente abajo de la
muestra. Las técnicas de procesamiento de la muestra incluyen, pero no se limitan a hibridaciéon, PCR, PCR en
tiempo real, PCR de transcripcion inversa, plataformas “laboratorio-en-un-chip” y secuenciacion de ADN.

Las muestras bioldgicas incluyen todos los organismos biolégicos que contienen acidos nucleicos. Que incluyen,
pero no se limitan a bacterias, esporas, sangre, tejidos, hongos, plantas e insectos.

El batido con perlas es un proceso para aislar moléculas de acido nucleico a partir de muestras. Es un enfoque serio
que es muy adecuado para usar con muestras de esporas o de tejido. En el batido con perlas, se usan perlas de
vidrio de aproximadamente 100 micras de diametro para machacar la muestra con el fin de liberar moléculas de
acido nucleico. Las particulas se mueven usando una fuente de ultrasonidos. La Figura 26 demuestra la eficaz
liberaciéon de moléculas de acido nucleico a partir de muestras de esporas.

Disrupcién de la muestra

En una realizacion, se usan perlas disruptoras como perlas de vidrio de aproximadamente 100 micras de diametro
para romper una muestra y liberar moléculas de acido nucleico. Las perlas se hacen vibrar usando una fuente de
ultrasonidos para generar una fuerza de cizallamiento en la muestra. En una realizacién, para suspensiones de
muestras de aproximadamente 0,1 ml a 0,5 ml de agua, que contienen de aproximadamente 0,1% a 1% de acido
nucleico, se usa un nivel de potencia ultrasénica de aproximadamente 3 a 7 vatios durante un periodo de
aproximadamente 1 a 3 minutos. El volumen de perlas de vidrio usado en la muestra esta preferiblemente entre
aproximadamente 10% a 50% del volumen de la suspension total. La frecuencia ultrasénica usada para agitar las
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perlas de vidrio convenientemente es de 20 KHz, desde un dispositivo comercial como el Branson Sonifier 150. Se
entiende que frecuencias de aproximadamente 10 KHz a 100 KHz podrian ser adecuadas dependiendo de los
parametros de la muestra.

En otra realizacion, la fuerza de cizallamiento se aplica mediante un nebulizador o un homogeinizador.

La adicién de estabilizadores de tamafo en la preparacion de la muestra de esta invencién da como resultado un
alto rendimiento de acidos nucleicos de intervalo de tamarfio limitado. Los estabilizadores de tamafio de esta
invencion incluyen detergentes, tensioactivos y jabones. Los estabilizadores preferidos incluyen tensioactivos
anionicos, y los estabilizadores mas preferidos incluyen dodecilsulfato sddico, y dodecilbencenosulfonato sédico. El
estabilizador de tamafio esta presente en la suspension sonicada en una cantidad entre aproximadamente 0,1% y
10%, y mas preferiblemente, en una cantidad entre aproximadamente 0,2% y 2% y lo mas preferiblemente, en una
cantidad entre aproximadamente 0,5% y 1,5%.

Otros estabilizadores de tamafio incluyen sales caotrépicas como tiocianato de guanidinio. Tales sales se sabe que
desorganizan el plegamiento normal de proteinas asociadas con acidos nucleicos, liberando de este modo los acidos
nucleicos en forma libre.

Sin un estabilizador de tamafio presente, las moléculas de acido nucleico tienden a degradarse durante la etapa de
lisis. El batido ultrasoénico con perlas cizalla las moléculas de acido nucleico en fragmentos cortos que son menores
de 100 bases de longitud (Véase la Figura 27, carriles 5 y 6). Para la mayoria de las aplicaciones, los fragmentos
tienen que ser mayores de 100 bases. En una realizacion, el intervalo preferido esta entre 400 a 2.000 bases. Como
se muestra en la Figura 28, se realizaron una serie de pruebas para sonicar polimeros cortados de ADN y ARN
purificados no mas pequefios de 400 bases. En muestras complejas, las moléculas de acido nucleico se adhieren a
membranas y proteinas mientras continian rompiéndose en fragmentos mas pequefios. Para superar este
problema, se modifica el tampon de lisis para contener un estabilizador de tamafio como un detergente como
dodecilsulfato sddico (SDS). En otra realizacion, el estabilizador de tamafio es hidrocloruro de guanidinio o bromuro
potasico. Como se muestra en la Figura 27, la adicién del estabilizador de tamafio mostrada en los carriles 3 y 4
protege las moléculas de acido nucleico de mas cizallamiento. Las muestras sin el estabilizador de tamarfio se
cortaron hasta muy por debajo de 100 bases, como se muestra en los carriles 5 y 6.

La Figura 26 demuestra la liberacion eficaz de moléculas de acido nucleico a partir de muestras de esporas. Para
determinar la eficiencia de la lisis de esporas, se estimé y comparé la maxima cantidad de acido nucleico de salida
esperada con la cantidad medida en el gel en la Figura 26. Usando esta técnica, el método proporciona una
estimacion de la eficiencia del 85-90%. Alternativamente, la eficiencia de la lisis de esporas se puede medir por
determinacion de la supervivencia de esporas después de la sonicacién. Como se muestra en la Tabla 1, basada en
ensayos de supervivencia, la eficiencia después de dos minutos de sonicacién durante los experimentos fue que el
86% de las esporas se abrieron.

Eficiencia de lisis de esporas determinada por la supervivencia de esporas (En base a esporas)

Tiempo de sonicacion # esporas supervivientes % de €eficiencia

Sin sonicacion 235

30 seg. 105 55%
1 min. 61 74%
2 min. 32 86%

Tabla 1

Sin embargo, el batido con perlas por sonicacién ha tenido un inconveniente en que las moléculas de acido nucleico
se degradan durante la etapa de lisis. El batido ultrasénico con perlas rompe las moléculas de acido nucleico en
fragmentos cortos que ya no son utilizables. Para la mayoria de usos, los fragmentos necesitan ser mas grandes de
100 bases de longitud. El batido con perlas a menudo da como resultado fragmentos de mucho menos de 100 bases
de longitud.

Usando un estabilizador de tamario en solucién con la muestra se pueden proteger las moléculas de acido nucleico
para limitar el tamafio minimo alcanzable a la longitud de pares de bases mas deseable. La adicion de
estabilizadores de tamafo en la preparacién de la muestra da como resultado un alto rendimiento de acidos
nucleicos de intervalo de tamafio limitado. Los estabilizadores de tamafo incluyen detergentes, tensioactivos,
polimeros, sales y jabones.
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Otros estabilizadores de tamafio de esta invencion incluyen sales caotrépicas como tiocianato de guanidinio. Tales
sales se sabe que desorganizan el plegamiento normal de proteinas asociadas con acidos nucleicos, liberando de
este modo los acidos nucleicos en forma libre.

La suspension de la muestra bioldgica se realiza mezclando con un tampén. Para conservar el tamafio de muestra
deseado el tampodn sirve como un estabilizador de tamafo. El estabilizador de tamafio es un soluciéon de agua que
puede contener sales, detergentes, co-disolventes o polimeros. El estabilizador de tamafio previene que en la etapa
de cizallamiento posterior se produzcan fragmentos de moléculas de acido nucleico que son muy pequefias para ser
utiles en operaciones como hibridacion, secuenciacion y amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Para la hibridacion, los fragmentos de moléculas de acido nucleico que son mas pequefios que
aproximadamente 18 pares de bases pierden especificidad y son inestables a temperatura ambiente. Para
secuenciacion genética y aplicaciones de PCR, son deseables los fragmentos de moléculas de acido nucleico de
aproximadamente 200 a aproximadamente 500 pares de bases. El uso de un tampdn de agua pura da fragmentos
de moléculas de acido nucleico de menos de aproximadamente 100 pares de bases, que son demasiado pequefios
para muchas aplicaciones.

El uso del estabilizador de tamafio permite la recoleccion de fragmentos de moléculas de acido nucleicos en un
intervalo de pares de bases deseado. En procesos tradicionales de batido con perlas la fuerza mecanica de
cizallamiento se apaga después de un tiempo particular para maximizar la cantidad de fragmentos de moléculas de
acido nucleico en el intervalo de pares de bases deseado. Sin embargo, debido a que el proceso es sensible al
tiempo permanecen presentes en la muestra un amplio intervalo de longitudes de pares de bases. Usando un
estabilizador de tamafio la longitud de pares de bases de la mayor parte de la muestra se puede dividir en el
intervalo de pares de bases deseado. En una realizacién, al menos el 60% de los fragmentos de molécula de acido
nucleico estan dentro del 50% de la longitud de la longitud media de pares de bases del fragmento de la molécula de
acido nucleico en la muestra. Dicho de otra manera, si el fragmento de la molécula de acido nucleico medio tiene
400 pares de bases, el 60% de la muestra tendria entre 200 y 600 pares de bases. En otra realizacion, al menos el
75% de fragmentos de moléculas de acido nucleico estan dentro del 50% de la longitud de la longitud media de
pares de bases del fragmento de la molécula de acido nucleico en la muestra. En aun otra realizacion, al menos el
75% de fragmentos de moléculas de acido nucleico estan dentro del 30% de la longitud de la longitud media de
pares de bases del fragmento de la molécula de acido nucleico en la muestra.

Sin un estabilizador de tamafio presente, las moléculas de acido nucleico tienden a degradarse cuando se aplica una
fuerza mecanica como la sonicaciéon. El batido ultrasénico con perlas con un estabilizador de tamaino presente
rompe las moléculas de acido nucleico en fragmentos cortos que son menores de 100 bases de longitud (Véase
Figura 27, carriles 5 y 6). Para la mayoria de aplicaciones, los fragmentos necesitan ser mayores de 100 bases.
Como se muestra en la Figura 35, se realizaron una serie de pruebas para sonicar polimeros cortados de ADN vy
ARN purificados no mas pequefios de 400 bases, incluso en largos tiempos de sonicacion. En muestras complejas,
las moléculas de acido nucleico se adhieren a membranas y proteinas sin dejar de romperse en fragmentos mas
pequefios. Para superar este problema, se modifica el tampdn de lisis para contener un estabilizador de tamario
como un detergente como dodecilsulfato sodico (SDS). Como se muestra en la Figura 27, la adicion del estabilizador
de tamafo mostrada en los carriles 3 y 4 protege las moléculas de acido nucleico de mas cizallamiento. Las
muestras sin el estabilizador de tamafo se cortaron hasta muy por debajo de 100 bases, como se muestra en los
carriles 5y 6.

Es estabilizador de tamafio esta contenido en una soluciéon tampdn protectora. Se entiende que el tampdn protector
puede contener numerosos estabilizadores de tamafio para lograr el intervalo de pares de bases deseado. Las sales
que pueden usarse en el tampon protector incluyen, fosfato sddico, hidrocloruro de guanidinio y sulfato de dextrano.
El tampon protector puede contener ademas detergentes como dodecilsulfato sédico, dodecilbencenosulfato sédico,
y polietilénglicol. También se pueden usar muchos tensioactivos anidnicos comerciales como Alkanol XC. En otra
realizacion el tampdn protector incluye co-disolventes. Los co-disolventes incluyen disolventes apréticos dipolares
como dimetilsulféxido, dimetilformamida, dimetilacetamida, hexametil fosforamida y tetrametilurea. En otra
realizacion la soluciéon protectora contiene polimeros como alcohol polivinilico, polietilenimina, acido poliacrilico y
otros acidos poliméricos. La concentracion de las sales, detergentes, co-disolventes y polimeros pueda variar de 10
mM a 5 M, y esta preferiblemente entre aproximadamente 100 mM y aproximadamente 1 M.

Para cizallamiento mecanico como disrupcion por perlas para ser usado como un enfoque universal de preparacion
de muestra, es necesario caracterizar y optimizar los parametros de funcionamiento con respecto a diferentes
materiales diana (ADN, ARN o proteina) y su fuente (ambiental, sangre o tejido). Aunque es adecuado un solo
sistema para la disrupcion de diferentes tipos de muestras, para optimizar los resultados los parametros como
potencia de entrada y la duracion de la aplicacion de la agitacion sénica pueden variar con respecto a los diferentes
tipos celulares. Ademas, se entiende que la concentracion del estabilizador de tamafio, el tamafo de las perlas de
vidrio y la inclusion de enzimas como colagenasa y hialuronidasa son todas realizaciones adicionales de la invencion
y de ninguna manera son limitantes.

Se entiende que las particulas magnéticas, perlas de vidrio o una combinacién de ambas se pueden usar para la
disrupcion sin apartarse de la invencién. En una realizacion, las particulas magnéticas se forman de 6xidos de hierro.
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En una realizacion, las particulas estan en el intervalo de tamafio de 40-200 nm. Las particulas se pueden acelerar
mediante una fuerza ultrasoénica y pueden triturar la muestra. En una realizacion, se usan perlas de vidrio en la
mezcla de extraccion para la lisis eficaz de esporas.

En una realizaciéon la fuerza mecanica usada para liberar las moléculas de acido nucleico es la vibracién soénica
alcanzada poniendo en contacto un contenedor de los fragmentos resuspendidos en tampon protector con fuente de
vibraciones sonicas. Tal fuente puede ser un transductor ultrasénico comercial o un cristal piezoeléctrico activado
por una tensién alterna. Tales dispositivos son bien conocidos por los expertos en la técnica. Las frecuencias
cizalladoras pueden ser de 10.000 Hz a 10 MHz, preferiblemente entre 20 KHz y 4 MHz, y lo mas preferiblemente
entre 20 KHz y 40 KHz. Para favorecer el cizallamiento de muestras de moléculas de acido nucleico protegidas
como, por ejemplo, esporas, se pueden afiadir a la muestra pequefias perlas. El movimiento sonico inducido de las
perlas rompe las paredes de esporas para liberar las moléculas de acido nucleico contenidas dentro. Las perlas
pueden variar en tamafio de aproximadamente 1 micra a aproximadamente 1 mm, preferiblemente de
aproximadamente 10 micras a aproximadamente 500 micras y lo mas preferiblemente de aproximadamente 50
micras a aproximadamente 200 micras. Las perlas pueden ser de un metal como acero inoxidable, vidrio o un éxido
metalico denso como 6xido de circonio. El tiempo requerido para romper las moléculas de acido nucleico depende
en parte del tamafo de la muestra y la potencia transmitida desde el transductor a la muestra. Sin embargo, cuando
la muestra sometida a cizallamiento alcanza un estado estable, que depende de la composicion del tampdn
protector, no hay mas cambio en la distribucién de tamafio de las moléculas de acido nucleico con sonicacion
adicional. En la practica, son suficientes tiempos de sonicacion de 15 segundos a 2 minutos a un nivel de potencia
de 1 a 2 vatios con un tamafio de muestra de 100 ul de tampdn que contiene 1 microgramo de moléculas de acido
nucleico para alcanzar un estado estable.

En otra realizacion, el proceso de preparacion de la muestra ademas incluye la adicion de inhibidores de ARNasa
para prevenir la degradacion de la muestra. En una realizacion, el proceso de preparacion de la muestra incluye
dietilpirocarbonato (DEPC), acido etilendiaminotetraacético (EDTA), proteinasa K, o una combinacién de los mismos.

En otra realizacion, la presencia de un estabilizador de tamafio también estabiliza ARN. El SDS vy el tiocianato de
guanidinio rompen las ARNasas en la muestra preservando asi el ARN.

En una realizacion, la nanoparticula magnética es una nanoparticula de magnetita. Las particulas de magnetita son
comunes en la naturaleza, y se pueden recoger de arenas de playa en el borde del océano mediante el cribado con
un iman. Moler estas particulas producira un polvo magnético relativamente grueso. Se pueden producir particulas
de tamafio mas pequefio afadiendo una solucidon de cloruro férrico y ferroso agitados con una solucién alcalina
acuosa agitada de hidroxido sodico o amonico. Se producen particulas de tamafio ain mas pequefio por la
descomposicién térmica de acetonilacetonato de hierro en éter dibencilico en presencia de hexadecanodiol, oleil
amina y acido oleico. Se conocen numerosos métodos para la fabricacion de magnetita. Por ejemplo, Sun et al.
describe la adicion lenta de una mezcla de cloruro férrico y ferroso en amoniaco agitado. Langmuir, 2009, 25 (10), pp
5969-5973. Patente de E.E.U.U. N° 4.698.302 ensefia la mezcla de cloruro ferroso y férrico con hidroxido sédico.
Samanta et al, describe la adicién de amoniaco a una mezcla agitada de cloruro férrico y ferroso en una atmdsfera
inerte. Journal of Materials Chemistry, 2008, 18, 1204-1208. Duan et al. ensefia la disolucion de 6xido de hierro en
acido oleico para formar un complejo que forma nanoparticulas de magnetita cuando se calienta a 300 grados C. J.
Phys. molécula de acido nucleico Chem. C, 2008, 112 (22), pp 8127-8131. Adicionalmente, Yin et al. describe la
descomposicion térmica de pentacarbonilo de hierro en presencia de acido oleico, Journal of Materials Research,
2004, 19, 1208-1215.

Tipos de muestra procesada

Numerosos tipos de muestras pueden provenir aplicando una fuerza de cizallamiento para romper la muestra con el
fin de liberar moléculas de acido nucleico. El proceso de preparacion de la muestra es adecuado para usar en
liquidos, solidos, muestras de tierra, tejido animal, carcasas de insectos, ADN, células bacterianas, esporas y virus.
Como se muestra en la Figura 28, se procesaron varias muestras dispares usando parametros idénticos. Se trataron
todas las muestras de ADN purificado, células bacterianas, esporas, virus y moscas de la fruta usando la siguiente
técnica: cada muestra se sometié a tratamiento de sonicaciéon durante dos minutos en presencia de nanoparticulas
magnéticas y perlas magnéticas de 100 micras. Como se muestra en la Figura 28, todos los tipos de muestra
proporcionaron una distribuciéon de fragmentos similar.

Ya que se pueden usar una variedad de tipos de muestras, se puede usar un solo sistema con una amplia variedad
de organismos diana sin la necesidad de modificar el proceso de preparacion. Ademas, incluso si la muestra contine
dos dianas diferentes, se pueden purificar las moléculas de acido nucleico de ambos componentes. Por ejemplo, los
procedimientos estandar pueden no funcionar con una muestra que contiene tanto un virus como una espora- o los
parametros se deben ajustar para lisar eficientemente las esporas, en cuyo caso se pierde material viral, o se
ajustan para maximizar la muestra viral, en cuyo caso no se lisan las esporas. Asi, los beneficios de la inclusion de
un estabilizador de tamafio o evidente.
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Mediante la utilizacién de una sola técnica de preparacion de muestra se reduce el potencial de falsos negativos.
Como el estabilizador de tamario limita el intervalo de longitudes de pares de bases de las moléculas de acido
nucleico, se disminuye el potencial para la pérdida de material debida a la sonicacién en exceso.

En una realizacion, el sistema de preparacion de la muestra funciona con pequefias cantidades y produce una
estrecha distribucion de fragmentos de moléculas de acido nucleico. Opcionalmente, el sistema de preparacion pasa
muestra a través de etapas que filtran la muestra antes de aplicar una fuerza de cizallamiento.

En una realizacion, las moléculas de acido nucleico se usan para la aplicacion de PCR después de la preparacion.
Se sabe que las aplicaciones de PCR no funcionan satisfactoriamente en presencia de detergentes y alcohol. Por lo
tanto, se utiliza aplicacion de PCR vy filtrado adicional o etapa de limpieza para preparar la muestra antes de la
prueba.

La Figura 28 demuestra que el uso de este proceso, las moléculas de acido nucleico de una amplia variedad de
diferentes muestras se pueden tratar con los mismos niveles de potencia y tiempo de sonicacién para dar la misma
distribucion de tamafo de fragmentos.

En una realizacion, el proceso contiene ademas las etapas necesarias para limpiar las moléculas de acido nucleico.
Después de la liberacion de las moléculas de acido nucleico y del cizallamiento a un intervalo de tamafio util, es
ventajoso limpiar las moléculas de acido nucleico de los desechos celulares, proteinas, perlas de sonicacion y
tampon protector para proporcionar una solucién de molécula de acido nucleico purificada en un tampdn compatible
con las siguientes operaciones y procedimientos de moléculas de acido nucleico.

En una realizacion, se utiliza un iman para generar un campo magnético. El iman puede atraer o repeler particulas
magnéticas. El iman puede concentrar una muestra de particulas magnéticas o acelerar el proceso de difusion al
guiar las particulas magnéticas.

En una realizacion, las nanoparticulas magnéticas se localizan en una camara de muestra junto con un analito diana.
Las nanoparticulas magnéticas tienen una afinidad por el analito diana. Uniendo las nanoparticulas magnéticas al
analito diana y aplicando un campo magnético, se manipula el analito diana a ubicaciones deseadas dentro de la
camara de muestra.

En una realizacion, un tampén de precipitacion en solucion con los fragmentos de analito diana y la nanoparticula
magnética. El tampdn de precipitacion precipita el analito diana de la disoluciéon y el analito diana se recoge con las
nanoparticulas magnéticas. El tampdn de precipitacion puede ser cualquier tampon que precipta el analito diana de
la solucién. Para las proteinas, el tampdn de precipitacion incluye, pero no se limita a precipitantes organicos como,
sulfato aménico, acido tricloroacético, acetona, o una mezcla de cloroformo y metanol. Para moléculas de acido
nucleico como ADN, tampones de precipitacion adecuados incluyen, pero no se limitan a, disolventes organicos
miscibles en agua, acetona, dioxano y tetrahidrofurano. Aunque se proporcionan ejemplos de tampones de
precipitacion, se entiende que se puede utilizar cualquier tampdn de precipitacion sin desviarse de esta invencion
reivindicada.

En ofra realizacién, las nanoparticulas magnéticas contienen particulas superparamagnéticas. Las particulas
superparamagnéticas incluyen 6xidos metalicos, como éxidos de hierro. Un 6xido de hierro preferido es magnetita
(Fe3O4).

Una vez que se lisa la muestra, las moléculas de acido nucleico se pueden separar magnéticamente del resto de la
muestra. En una realizacion, la unidn tiene lugar en una condicién de alto contenido en sal/alcohol y se eluye usando
un tampon quelante de bajo contenido en sal como citrato sédico con un aumento de temperatura. En una
realizacién la muestra se calienta hasta al menos 60°C para aumentar el rendimiento de elucion.

Una vez que las nanoparticulas magnéticas se unen al analito diana se aplica un campo magnético a la camara de
reaccion. La aplicacion del campo magnético hace que las nanoparticulas magnéticas y cualquier analito diana unido
se concentren en una porcion de la camara de reaccion. La muestra se extrae de la regién concentrada de la camara
de muestra proporcionando una gran cantidad de analitos diana en comparaciéon con la cantidad de volumen
extraido. Mediante la concentracion de la muestra se pueden realizar pruebas mas sensibles.

En otra realizacién, el campo magnético mantiene la nanoparticula magnética estable segun se retira la muestra
restante de la camara. La fuerza de union entre la nanoparticula magnética y el analito diana es suficiente para
prevenir que el analito diana sea eliminado.

En una realizacion se afiade una dispersion de nanoparticulas magnéticas a la muestra. La mezcla se incuba a
continuacién a aproximadamente 60°C para facilitar la unién. Después se afiade un tampoén de precipitacion a la
mezcla. El complejo unido de moléculas de acido nucleico y magnetita se recoge después en un campo magnético.
En una realizacion, el complejo se recoge en una pared lateral del recipiente para que cualquier sélido pueda caer al
fondo del recipiente para facilitar su extraccion. El tampdn y cualquier sélido no unido se eliminan después de la
muestra.
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Opcionalmente, se usan etapas de aclarado adicionales para purificar la muestra. La limpieza elimina compuestos
que podrian inhibir la unién de las moléculas de acido nucleico. Soluciones de lavado adecuadas incluyen, pero no
se limitan a soluciones de alcohol como etanol. El complejo se puede lavar con tampdn de precipitacion adicional, o
un tampon de lavado que no perturbe el complejo. Después del lavado, el tampdn se drena del complejo dando lugar
a una muestra concentrada, purificada.

Se pueden afadir opcionalmente a la solucién tampones de unién adecuados. Tampones de unién para el complejo
molécula de acido nucleico/magnetita son, en su mayor parte, tampones en los que las moléculas de acido nucleico
son insolubles. La precipitacion de las moléculas de acido nucleico promueve la unién de las moléculas de acido
nucleico a las particulas de magnetita. El tampén de unién para moléculas de acido nucleico y nanoparticulas de
magnetita puede contener agua, acetato sodico, cloruro sédico, cloruro de litio, acetato amonico, cloruro de
magnesio, etanol, propanol, butanol, glucégeno u otros azucares, poliacriiamida o mezclas de los mismos. En una
realizacion el tampon de unién es isopropanol. La unién de las moléculas de acido nucleico a las nanoparticulas de
magnetita no es instantanea. En una realizacion la mezcla se incuba por encima de la temperatura ambiente para
acelerar el proceso de union.

Para procesamiento posterior de las moléculas de acido nucleico, para algunos procesos, es necesario eliminar las
particulas de magnetita. En una realizacion la molécula de acido nucleico se eluye del complejo de moléculas de
acido nucleico y magnetita calentando una mezcla de un tampoén de eluciény el complejo a 95°C. La magnetita se
puede recoger por un campo magnético, o por centrifugacion, proporcionando moléculas de acido nucleico en
tampodn de elucién. En una realizacién los tampones de eleuciéon contienen una sal que interacciona fuertemente con
superficies de 6xido de hierro. Son tampones preferidos soluciones salinas de fosfato y citrato.

Manipulacion magnética:

En una realizacion, se utiliza un iman 114 para generar un campo eléctrico. El iman puede atraer o repeler particulas
magnéticas en el depésito inserto. El iman 114 puede concentrar una muestra de particulas magnéticas o acelerar el
proceso de difusion guiando cualquier particula magnética.

Las nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento se situan en la camara de muestra junto con un analito diana.
Las nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento tienen una afinidad por el analito diana. Mediante la unién de las
nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento al analito diana y aplicando un campo magnético se manipula el
analito diana a localizaciones deseadas dentro de la camara de muestra.

En una realizacion, el elemento de union al analito diana esta unido a la nanoparticula magnética de entrelazamiento
a través de al menos un grupo conector intermedio como, pero no limitado a enlazadores, andamiajes,
estabilizadores o estabilizadores estéricos.

La nanoparticula de nucleacion contiene particulas que exhiben propiedades magnéticas. Hay un ndmero de
particulas que exhiben propiedades magnéticas. En una realizacion se usa cobalto, niquel, hierro o una combinacion
de los mismos para crear una nanoparticula magnética de entrelazamiento. Opcionalmente, la nanoparticula
magnética de entrelazamiento contiene ademas una particula catalitica. En una realizacién la particula catalitica es
paladio, platino, plata u oro.

En otra realizacién, las nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento contienen particulas superparamagnéticas.
Las particulas superparamagnéticas incluyen 6xidos metalicos, como 6xidos de hierro. Es un 6xido de hierro
preferido la magnetita (FezOa).

En una forma, una nanoparticula de niquel-paladio, estabilizada por una capa superficial de 4-dimetilaminopiridina
como se describe en Flanagan et al, Langmuir, 2007, 23, 12508-12520, se trata por adsorcion con una pluralidad de
moléculas de bromuro de etidio intercaladoras para crear sitios de unién a acido nucleico. El resto etidio se une con
el polimero de acido nucleico uniendo de este modo la nanoparticula de niquel-paladio con el polimero de acido
nucleico.

En otra forma, una molécula de andamiaje de cadena lineal simple, como oligoetilénglicol (PEG), se fija con un
elemento de unién a acido nucleico a un extremo y un enlazador en el otro extremo. El elemento de unién a acido
nucleico se une al polimero de acido nucleico y el enlazador se une a la nanoparticula de de nucleacién magnética.
El elemento de unién a acido nucleico es un intercalador, como bromuro de etidio, o un ligando del surco menor
como distamicina. El enlazador es un derivado de fanantrolina. Hainfeld, J. Structural Biology, 127, 177-184 (1999)
informa de la ventaja de los derivados de fenantrolina en la creacion de particulas de paladio. El andamiaje puede
ser una simple cadena lineal difuncional como se muestra, o puede ser un andamiaje ramificado multifuncional que
conecta multiples nanoparticulas de nucleaciéon cataliticas o elementos de union a acido nucleico. El elemento de
unién a acido nucleico se une al polimero de acido nucleico, uniendo de este modo la nanoparticula al polimero de
acido nucleico. Se entiende que los elementos de union a acido nucleico adicionales y los grupos conectores
intermedios estan dentro del alcance y se pueden usar.

Concentracion del analito diana:
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La muestra que contiene el analito diana se localiza en una camara de reaccion. La camara de reaccién contiene
tanto la muestra y como las nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento. Las nanoparticulas magnéticas de
entrelazamiento se unen al analito diana. En una realizacién la camara de reaccidon contiene ademas perlas
disruptoras para ayudar a desmantelar muestras para proporcionar acceso al analito diana.

Una vez que se lisa la muestra, se pueden separar magnéticamente las moléculas de acido nucleico a partir del
recordatorio de la muestra. Las moléculas de acido nucleico se unen a particulas magnéticas. En una realizacion, la
union tiene lugar en una condicién de alto contenido en sal/alcohol y se eluye usando un tampén quelante de bajo
contenido en sal como citrato sédico con aumento de temperatura. En una realizacion la muestra se calienta hasta al
menos 95°C para aumentar el rendimiento de elucion.

Una vez que las nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento se unen al analito diana se aplica un campo
magnético a la camara de reaccion. La aplicacion del campo magnético hace que las nanoparticulas magnéticas de
entrelazamiento y cualquier analito diana unido se concentren en una porcién de la camara de reaccion. La muestra
se extrae de la regidon concentrada de la camara de muestra proporcionando una gran cantidad de analitos diana en
comparacién con la cantidad de volumen extraido. Mediante la concentracién de la muestra se pueden realizar
pruebas mas sensibles.

En ofra realizacion, el campo magnético mantiene la nanoparticula magnética de entrelazamiento estable segun se
retira la muestra restante de la camara. La fuerza de unién entre la nanoparticula magnética de entrelazamiento y el
analito diana es suficiente para prevenir que el analito diana sea eliminado. Opcionalmente, se usan etapas de
aclarado adicionales para purificar la muestra.

Movimiento rapido y aumento de sensibilidad:

Tipicamente un analito diana en solucién esta limitado en movimiento por las velocidades de flujo y difusion del
fluido. Para acelerar el movimiento de un analito diana a través del sistema se aplica un campo magnético para
hacer progresar la nanoparticula magnética de entrelazamiento a la localizacion deseada. La aplicacion del campo
magnético permite el transporte rapido del analito diana de una camara a otra.

Se usan una serie de sensores para detectar rapidamente el analito diana. Se aplica un campo magnético para guiar
las nanoparticulas magnéticas y analitos unidos a la proximidad de un primer sensor. Un campo magnético distinto
guia entonces las nanoparticulas magnéticas y cualquier analito unido hacia un segundo sensor. Se manipula el
campo magnético para mover los analitos diana a cada sensor en la serie. En una realizacion, el sensor une un
analito diana particular con suficiente fuerza para prevenir que el campo magnético rompa el enlace. Aplicando
sistematicamente campos magnéticos se reduce considerablemente el tiempo de analisis comparado con el analisis
de difusién normal.

Nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento:

El uso de soles o agrupaciones en forma de nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento permite la union del
material magnético a un polimero de acido nucleico diana u otro analito diana. Aplicando un campo magnético a la
muestra se puede manipular el polimero de acido nucleico a través del material paramagnético unido.

Las nanoparticulas de nucleacién paramagnética se forman en solucién con un estabilizador. En una realizacion se
usa una sal metalica. Se afiade un agente reductor, como dimetilaminoborano o borohiduro sédico a la solucion. Si
es necesario, se pueden eliminar los disolventes y excesos de sales por centrifugacion, decantacion, lavado, y
resuspension de las agrupaciones de metales. Alternativamente, se puede aplicar un campo magnético a la solucion
que mantiene las nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento en su lugar mientras se aplica un drenaje y un
lavado.

Elemento de unién al analito diana:

El elemento de uniodn al analito diana se une a la nanoparticula magnética de entrelazamiento, ya sea directamente o
por medio de un grupo conector intermedio. El elemento de union al analito diana se une ademas al polimero de
acido nucleico. En una realizacion el elemento de unién al analito diana es un elemento de union a acido nucleico
como una molécula, fragmento o grupo funcional que se une a polimeros de acido nucleico. Los elementos de unién
a acidos nucleicos potenciales consisten en intercaladores, ligandos del surco menor, cationes, grupos amino
reactivos como aldehidos y agentes alquilantes, proteinas, y asociacion con grupos hidrofébicos de tensioactivos.
Ademas, se usan grupos funcionales como aldehidos para crear una conexion por reaccion con aminas libres en el
acido nucleico. Son adecuados otros grupos amino reactivos como la adicién de Michael.

Ejemplos de estructuras que forman la base de estructuras que se intercalan y se unen al surco menor son:
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La gama de estructuras intercaladoras y de unién del surco menor especificas es enorme ya que el campo ha sido
objeto de intenso estudio durante mas de 50 afios. Véase R. Martinez y L. Chacoén-Garcia, Current Medicinal
Chemistry, 2005, 12, 127-151. Por lo tanto, los grupos R incluyen una amplia gama de grupos funcionales organicos.
En muchos casos, se puede mejorar la interaccion si R contiene uniones de hidrogeno, de caracter cationico o
hidrdfilo.

Ademas, compuestos como polimeros catiénicos, como polietilenimina, interaccionan con acido nucleico y se han
propuesto como portadores de genes como se evidencia por Xu et al, International Journal of Nanoscience, 2006, 5,
753-756 y Petersen et al, Bioconjugate Chemistry, 2002, 13, 845-854. Las proteinas son otra clase bien conocida de
materiales que ofrecen una interaccion util con acido nucleico y podrian ser la base para la unién de nanoparticulas
a acidos nucleicos. La reaccion directa con grupos funcionales en el acido nucleico esta también dentro del alcance
de esta invencion. Por ejemplo, los grupos amino pueden hacerse reaccionar con aldehidos para crear un enlace
(Braun et al, Nano Letters, 2004, 4, 323-326).

En una realizacion los elementos de unién a acido nucleico son agentes de unién especificos que se dirigen
especificamente a moléculas de acido nucleico de doble cadena, mientras que no se unen con moléculas de acido
nucleico de cadena sencilla. Por ejemplo, los compuestos que se unen al surco menor se unen especificamente a
moléculas de ADN de doble cadena, pero no se unen a sondas de captura de oligonucleétidos de cadena sencilla.
En contraste, el reactivo cloruro de paladio se une indiscriminadamente a ambos, a moléculas diana y a sondas de
captura. El elemento de unién se une especificamente a la molécula de acido nucleico diana mientras tiene poca o
ninguna afinidad hacia moléculas no-diana. Se entiende que los elementos de union especificos pueden incluir pero
no se limitan a intercaladores, compuestos de unién al surco menor, compuestos de unién al surco mayor,
anticuerpos, y proteinas de unién a ADN. El elemento de unién especifico se une a un sitio especifico en un acido
nucleico diana sin unirse a otras areas no deseadas. En una realizacion, el elemento de unién especifico es bromuro
de etidio. En realizaciones alternativas, el elemento de unién especifico es distamicina, idarubicina, o colorante
Hoescht.

En una realizacion el elemento de unién a acido nucleico también sirve como un estabilizador como se describe a
continuacion.

Estabilizadores:

Las nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento estan funcionalizadas en la superficie con estabilizadores para
impartir propiedades deseables. Estas nanoparticulas de nucleacion estabilizadas manifiestan estabilidad coloidal y
minima unién no-especifica. Ademas, la presencia del estabilizador en solucién mientras se forma la nanoparticula
magnética de entrelazamiento controla el tamario de la nanoparticula.

El estabilizador proporciona estabilidad coloidal y previene la coagulacion y sedimentacién de la nanoparticula
magnética de entrelazamiento. El estabilizador sirve ademas para limitar el tamafio de la nanoparticula magnética de
entrelazamiento durante el proceso de formacion. En una realizacion, la nanoparticula magnética de entrelazamiento
metalica se forma en una soluciébn que contiene estabilizador e iones metalicos. En una realizaciéon los
estabilizadores son compuestos quelantes. Son deseables nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento grandes
ya que son mas propensas a precipitar fuera de la solucion. En una realizacion, la nanoparticula de nucleacion es
generalmente de forma esférica con un diametro de aproximadamente 0,5 -1000 nm. Preferiblemente, la
nanoparticula de nucleacion es generalmente de forma esférica y tiene un diametro de aproximadamente 1 -100 nm.
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Estabilizadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, polietiloxazolina, polivinilpirolidinona, polietilenimina,
polivinilalcohol, polietilénglicol, ionémeros de poliéster, polimeros idnicos de silicona, polimeros i6nicos, copolimeros,
almidones, goma Arabiga, tensioactivos, tensioactivos no idnicos, tensioactivos ionicos, tensioactivos de
fluorocarbono y azucares. En una realizacion el estabilizador es una fenantrolina, bipiridina y oligovinilpiridina de las
siguientes formulas:

Fenantrolina Bipiridina Oligovinilpiridina

donde Ry es COOH, CH,OH, CH;NH2, o CH2NHCHS3; y
R2 es H, COOH, CHzOH, CHzNHz, NH o CHzNHCH3.

En una realizacion donde la nanoparticula magnética de entrelazamiento contiene paladio, estos estabilizadores se
unen actuando como ligandos para los iones paladio y estan por lo tanto estrechamente asociados con la formacion
de particula. Ademas de unirse, los estabilizadores tienen grupos hidrofilos que interaccionan con la fase de agua.
La funcion de unién y estabilizacion de moléculas como fenantrolinas en la formacién de particulas de paladio se
describe ademas en Hainfeld, J. Structural Biology, 127, 177-184 (1999).

Se entiende que particulas derivadas de una amplia clase de materiales (plasticos, pigmentos, aceites, etc.) se
pueden estabilizar en agua por una amplia serie de tensioactivos y dispersantes que no se basan en la coordinacion
especifica. Estas clases de estabilizadores estan también contemplados para usar en esta invencion.

En una realizacion el estabilizador estabiliza la nanoparticula magnética de entrelazamiento de la precipitacion,
coagulacion y minimiza la unién no especifica a superficies aleatorias. En otra realizacion, el estabilizador funciona
ademas como un elemento de unién a acido nucleico como se describe a continuacion.

Enlazador:

El enlazador se une directamente a la particula magnética de entrelazamiento para permitir la uniéon de otros grupos
conectores intermedios o elementos de unién al analito diana. Se entiende que el enlazador también puede servir
como un estabilizador o un andamiaje.

El enlazador se puede unir a través de diversas energias de enlace. La energia total de uniéon se compone de la
suma de todas las fuerzas covalentes, ionicas, entropicas, Van der Walls y cualquier otra fuerza de union del
enlazador a la nanoparticula de nucleacion catalitica. En una realizacion, la energia total de union entre el enlazador
y la particula magnética de entrelazamiento es mayor de aproximadamente 10 kJ/mol. En otra realizacion la energia
total de union entre el enlazador y la particula magnética de entrelazamiento es mayor de aproximadamente 40
kd/mol. Enlazadores adecuados incluyen, pero no se limitan a ligandos, fenantrolinas, bidentatos, tridentatos,
bipiridinas, piridinas, tripiridinas, polivinilpiridinas, porfirinas, disulfuros, acetoacetatos de amina, aminas, tioles,
acidos, alcoholes y grupos hidréfobos.

Composiciones de andamiaje:

El elemento de union a acido magnético puede estar directamente conectado a la particula de nucleacion catalitica o
a un enlazador. Alternativamente, el elmento de uniéon a acido nucleico se une a un andamiaje, ya sea
individualmente o como una multiplicidad. En cualquier caso, el conjugado final esta dotado con las dos propiedades
esenciales - reconocimiento-union especifica de acido nucleico y una nanoparticula magnética de entrelazamiento.
La unién del elemento de unién a acido nucleico al andamiaje puede ser por medio de cualquiera de los grupos de
enlaces organicos comunes como ésteres, amidas y similares.

La unién a un andamiaje comun crea una enorme gama de tamafios, formas, arquitecturas y funciones adicionales
posibles. En una realizacion la composiciéon del andamiaje es una cadena lineal con los dos grupos funcionales a los
extremos. La propia cadena puede ser de cualquier composicion, longitud y caracter i6nico. En una realizacion
alternativa, usada a menudo en aplicaciones bioldgicas, se utiliza polietilénglicol con grupos terminales amina, acido
o alcohol reactivos como se incluye en el siguiente ejemplo.
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Pueden ser deseables espaciadores lineales cortos con caracter cationico ya que pueden mejorar la ejecucion del
intercalado.

o Br-
NH
TN I
= [ NIT t*
N o
Espaciador catiénico
- - pu-
Grupo de unién a acido nucleico Grupo de enlace a particula

Un andamiaje polimérico u oligomérico permite que se unan multiples grupos en la misma estructura donde esta
limitado el nUmero de grupos sélo por el tamafio de la cadena.
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Ademas de estructuras de cadena corta y larga los anadmiajes se pueden construir con arquitecturas ramificadas o
muy altamente ramificadas. Ademas, los andamiajes pueden ser una particula de microgel con nanoparticulas
unidas a una polivinilpiridina hinchada, se ilustran elementos de unién a acido nucleico interiores y periféricos. En
otra realizacion el andamiaje es una particula de latex de nucleo-envoltura con centros de particulas de nucleacién y
con grupos de reconocimiento de acidos nucleicos periféricos que pueblan la superficie. Se entiende que cualquier
composicion de andamiaje se puede conectar a grupos conectores intermedios, nanoparticulas de nucleacion
cataliticas o elementos de union a acido nucleico.

Estabilizadores estéricos:

En una realizacion se usa un estabilizador estérico para unir el elemento de unién al analito diana a la nanoparticula
magnética de entrelazamiento. El estabilizador estérico es capaz de funcionar como un estabilizador, enlazador y
andamiaje como se describe anteriormente. En una realizacion el estabilizador estérico es polietilénimina,
polietiloxazolina o polivinilpirrolidona. El estabilizador estérico se une a la particula magnética de entrelazamiento
con una energia total de uniéon de al menos 10 kJ/mol. En otra realizacion el estabilizador estérico se une a la
particula magnética de entrelazamiento con una energia total de unién de al menos 40 kJ/mol. El uso de
estabilizadores estéricos eliminan cualquier necesidad de estabilizantes, enlazadores, o andamiajes distintos. Se
pueden unir uno o multiples elementos de unién a acido nucleico al estabilizador estérico. Ademas, se pueden unir
una o multiples nanoparticulas magnéticas de entrelazamiento al estabilizador estérico.

Sustancia de unién al analito diana:

En una realizacion para formar la sustancia de unién al analito diana en una nanoparticula de nucleacion, se forman
las nanoparticulas de nucleacion en solucidon con un estabilizador como dimetilaminopiridina (DMAP). Las
nanoparticulas de nucleacion estabilizadas se purifican para conservar agrupaciones del tamafio deseado. Las
nanoparticulas se tratan luego directamente con un elemento de unién a acido nucleico como bromuro de etidio o
con un elemento de unién a acido nucleico conectado a un enlazador o con una composicién de andamiaje que
contiene el elemento de unién a acido nucleico. La composicién de andamiaje puede ser un polimero que contiene
elementos de union a acido nucleico como naftalimida o acridina. El polimero desplaza algunos de los DMAP y se
une a la particula. Se entiende que el elemento de unién a acido nucleico se puede unir quimicamente a la
composicion de andamiaje antes de la union de la composicion de andamiaje a la particula.

En otra realizacion para formar la sustancia de unién al analito diana en la particula de nucleacién, se forman las
nanoparticulas de nucleacién en solucién en presencia de un elemento de unién a acido nucleico como bromuro de
etidio o en presencia de un elemento de unién a acido nucleico conectado a un enlazador o en presencia de una
composicion de andamiaje que contiene el elemento de unién a acido nucleico. La composicion de andamiaje puede
ser un polimero que contiene elementos de unién a acido nucleico como naftalimida o acridina. Se entiende que la
sustancia de uniéon a acido nucleico conecta a la particula durante el proceso de formacion de particula y puede
ofrecer alguna estabilidad coloidal a la dispersion. Ademas, también se pueden afiadir estabilizadores en forma de
tensioactivos idnicos, tensioactivos no iénicos, oligdmeros y polimeros solubles en agua para aumentar la estabilidad
coloidal y controlar el tamafio de particula.
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Refiriéndose a las Figs. 4A-4D se muestran varias vistas de una realizacion del cuerpo del cartucho 102. Se
entiende que se pueden usar varios disefios para alojar el depdsito inserto. El cuerpo del cartucho 102 tiene una
superficie cilindrica interior 140. La superficie cilindrica interior aloja el deposito inserto (no mostrado). La superficie
cilindrica interior 140 es lisa para permitir que el depésito inserto gire libremente. El cuerpo del cartucho se construye
de cualquier material que es a la vez suficientemente estriado para soportar el cuerpo del cartucho y suficientemente
liso para permitir la rotacién del depdsito inserto. En una realizacion, la superficie cilindrica interior 140 tiene una
ligera conicidad para facilitar la unién del depdsito inserto (no mostrado) que tiene una superficie cilindrica exterior
con una ligera conicidad.

En una realizacion el cuerpo del cartucho tiene una moldura de jeringa 141. Aunque solo se muestra una jeringa se
entiende que se pueden usar una pluralidad de jeringas. La moldura de jeringa 141 es capaz de alojar un émbolo. El
émbolo extrae y empuja fluidos a través de las vias de fluidos de los depdsitos insertos. En una realizacion el
émbolo 144 esta retenido dentro de la moldura de jeringa 141. Opcionalmente, el cuerpo del cartucho tiene una
camara de reaccion 142 y un sensor de montaje 143. El sensor de montaje 143 es capaz de alojar un panel sensor.
El panel sensor esta alineado con el sensor de montaje 143 por postes de alineacion 146. El émbolo suministra
fluidos a través de las vias de fluidos y a la camara de reaccion 142. Los fluidos reaccionan quimicamente con otros
fluidos o dispositivos en comunicacién con la camara de reaccién 142. Se entiende que una salida de fluido puede
estar unida al cuerpo del cartucho para permitir que el fluido se transfiera desde la valvula rotatoria hacia una
ubicacion deseada. Ademas, una entrada de fluido permite la introducciéon de fluidos a la valvula rotatoria. A pesar
de que se ha descrito un émbolo en esta realizacién, se entiende que se puede sustituir cualquier dispositivo de
suministro de fluido adecuado para transferir eficazmente los fluidos dentro del cartucho.

En una realizacion el panel sensor contiene un chip que tiene una superficie reactiva. El chip se coloca de tal manera
que esté en comunicacion con la camara de reaccion 142. En una realizacién el chip forma un lado de la camara de
reaccion 142. El fluido fluye dentro de la camara de reaccién 142 y se pone en contacto con la superficie reactiva del
chip (no mostrado). El chip esta en comunicacion eléctrica con un dispositivo de deteccién para proporcionar lecturas
y resultados de la prueba.

Refiriéndose a las Figs. 5A-5B se muestra una vista en seccién transversal de una valvula rotatoria montada que
tiene un émbolo 150. El émbolo 150 es capaz de extraer fluido de los depédsitos 103. Una vez que el émbolo 150
extrae el fluido, la valvula rotatoria reposiciona la via de fluido para alinear un puerto distinto con la moldura de
jeringa. El émbolo 150 empuja entonces el fluido a través de la via de fluido 151 en la camara de reaccién 142, un
deposito diferente, o una camara de pre-tratamiento.

Refiriéndose a las Figs. 6A-6G se muestran varias vistas del depdsito inserto. El depdsito inserto tiene una superficie
cilindrica exterior 106. En una realizacién la superficie cilindrica exterior 106 es cénica. El depésito inserto contiene
multiples depdsitos 103. Los depdsitos 103 pueden contener muetras, estandares, lavado, catalizador o cualquier
otro fluido deseable. En una realizacion los depésitos 103 incluyen un depdsito de residuos para descargar liquidos.
El dep6sito inserto contiene ademas multiples puertos 160. Cada puerto 160 tiene una trayectoria Unica de fluido.
Cada camara y deposito tiene una trayectoria de fluido que esta en comunicacién con un puerto para transferir fluido
a o desde la camara o dep6sito. Una moldura de jeringa en el cuerpo del cartucho (no mostrado) se alinea con un
puerto para extraer o empuijar fluido. Para evitar diferencias de presion a partir de la formacion de presién se colocan
puertos de alivio de presion 164 a lo largo del depdsito inserto. Ademas de las trayectorias de fluido unicas, el
depdsito inserto contiene al menos un fluido a través del canal 161. El fluido a través del canal 161 permite que el
fluido fluya desde un extremo del depésito inserto al otro. Por ejemplo, el fluido puede fluir desde la moldura de
jeringa hasta la camara de reaccion del cuerpo del cartucho (no mostrado).

Para evitar la interaccion de fluido en el fluido a través del canal 161 se usan una pluralidad de fluidos a través de
canales. El fluido secundario a través del canal 162 se usa para prevenir reacciones tempranas u otras interacciones
de fluido adversas. En una realizacion el depdsito inserto contiene una region de contacto del calentador 163. La
region de contacto del calentador se localiza debajo de los depdsitos para los que es deseable calentar el fluido en el
depdsito. Ademas, el calentador es capaz de calentar el fluido a través del canal 161.

Refiriéndose a las Figs. 7A-16C se muestran multiples vistas de una valvula rotatoria ensamblada girada en varias
posiciones. Como se muestra en las Figs. 7A-7B el depdsito inserto 101 estd en una posicion cerrada. No hay
puertos en linea con la moldura de jeringa (no mostrado). Esto previene cualquier fuga de fluido del depdsito. En una
realizacion al menos un depdsito es un depdsito de muestra. El depodsito de muestra permite al usuario inyectar una
muestra de fluido dentro del depésito a través de la pelicula de termosellado. En una realizacién el depodsito de
muestra contiene objetos disruptores, como perlas de vidrio, para ayudar a la ruptura de muestras en cadenas de
acido nucleico comprobables.

Refiriéndose a las Figs. 8A-8B el deposito inserto 101 se posiciona de tal manera que el puerto 3 esta en linea con la
moldura de jeringa. Una vez posicionado se puede extraer fluido desde el depdsito 3 a través del puerto 3 y dentro
de la moldura de jeringa 141. Una vez que el fluido se empuja desde un depésito, y no se requiere fluido adicional
desde ese depdsito, se puede usar ese depdsito como un depdsito alternativo para el almacenamiento de residuos.
Refiriéndose a las Figs. 9A-9B, el depdsito inserto 101 se posiciona de tal manera que el puerto 11 esta en linea con
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la moldura de jeringa. El émbolo empuja el fluido extraido desde el depésito 3 al puerto 11 y el fluido pasa a la
camara de reaccion 142.

Refiriéndose a las Figs. 10A-10B el deposito inserto 101 se posiciona de tal manera que el puerto 8 esta en linea
con la moldura de jeringa. En una realizacion el fluido es empujado desde la moldura de jeringa 141 dentro del
puerto 8 y dentro de la camara de calentamiento. Una vez en la camara de calentamiento 170 el fluido se calienta a
la temperatura deseada durante una cantidad de tiempo predeterminada. Una vez que se ha completado el
calentamiento el fluido se extrae de nuevo a la moldura de jeringa. Se entiende que se puede extraer el fluido a
través del mismo puerto 8 o Unico puerto en comunicacion con la camara de calentamiento. Como se muestra en las
Figs. 11A-11B se introduce el fluido dentro de la moldura de jeringa desde un puerto Unico 9 en comunicacioén con la
camara de calentamiento 170.

Refiriéndose ahora a las Figs. 12A-12C se muestra el flujo a través de la trayectoria del fluido 161 desde la moldura
de jeringa hasta la camara de reaccion 142. En esta realizacion el flujo a través de la trayectoria del fluido
corresponde con el puerto 11.

Refiriéndose a las Figs. 13A-13B se muestra el depdsito inserto 101 posicionado de tal manera que el puerto 14 esta
en linea con la moldura de jeringa. El depésito 14 esta en comunicacion con el puerto 14. El fluido contenido en el
depdsito 14 se tira dentro de la moldura de jeringa. El depdsito inserto 101 se gira entonces hacia el puerto 13 como
se muestra en las Figs. 14A-14C. El fluido del depdsito 14 se empuja entonces a través del puerto 13 hacia la
camara de reaccion 142. El fluido pasa a través de un canal que es distinto del canal asociado con el puerto 11. Esto
evita que los fluidos entren en contacto con y reaccionen juntos mientras estan en el canal. Los fluidos entran en
contacto primero en la camara de reaccion 142.

Después del tiempo de reaccion deseado el émbolo empuja el fluido desde la camara de reaccion 142 dentro del
depdsito de residuos 7. El émbolo extrae el fluido de vuelta a través del puerto 11 y el depdsito inserto gira a un
puerto en comunicacion con el depésito de residuos 7. El émbolo empuja entonces el fluido dentro del depdsito de
residuos 7. Se entiende que después de su uso se puede utilizar cualquier depdsito como un depdsito de residuos.
En una realizacion alternativa, el émbolo deja de empuijar el fluido una vez que alcanza la camara de reaccion 142.
Al finalizar el tiempo de reaccion, el émbolo continua empujando el fluido a través de la camara de reaccién y en un
puerto en comunicacion con un depdésito de residuos o depdsito archivador separado. Un depésito archivador guarda
muestra para pruebas adicionales o verificacion.

Refiriéndose a las Figs. 15A-15B se muestra el depdsito inserto 101 posicionado de tal manera que el puerto 4 esta
en linea con la moldura de jeringa. El puerto 4 esta en comunicacion con el depdsito 4 que contiene un fluido de
lavado. El fluido de lavado se extrae del depdsito 4 a través del puerto 4 y dentro de la moldura de jeringa. El
depdsito inserto 101 se gira entonces hacia el puerto 11 y el émbolo empuja el fluido de lavado dentro del puerto 11
y a la camara de reaccion 142 como se muestra en las Figs. 16A-16C.

Una vez completado la valvula rotatoria puede retirarse y desecharse. Luego se inserta una valvula rotatoria nueva
con los mismos o unicos fluidos en el dispositivo de deteccion.

Refiriéndose a la Fig. 17 se muestra un esquema de una valvula rotatoria de una realizacién. El depdsito inserto
contiene seis fluidos en varios depdsitos. Cinco fluidos pasan desde sus depdsitos respectivos dentro de la moldura
de jeringa y a través del canal principal 180 dentro de la camara de reaccion 142. Un fluido pasa desde la moldura
de jeringa a través de un canal secundario 181 y dentro de la camara de reaccién 142 para evitar cualquier
contaminacion o reacciones prematuras.

Refiriéndose a la Fig. 18 se muestra un flujo del proceso de acuerdo con una forma de realizacién. Una vez que se
inyecta una muestra dentro del depodsito de muestra y esta activado el dispositivo de deteccion, comienza la prueba.
Los canales se pre-acondicionan primero con una pequeina cantidad de tampdn. La muestra se transfiere entonces
del depdsito de muestra al depdsito de calentamiento y se calienta a 95°C durante 5 minutos. La muestra calentada
se transfiere a una camara de reaccién para hibridar durante 20 minutos. El proceso de hibridacion permite a la
muestra unirse quimicamente con sondas bioldgicas halladas en el chip en comunicacion con la camara de reaccion.
Las sondas bioldgicas se unen especificamente a moléculas de acido nucleico diana halladas en la muestra como se
describe en la Patente de Estados Unidos Numero 6.399.303 expedida a Connolly el 4 de Junio, 2002. Se entiende
que un solo chip puede contener una pluralidad de sondas biolégicas redundantes y distintas para aumentar la
sensibilidad y para probar una variedad de moléculas de acido nucleico diana. Se entiende ademas que la valvula
rotatoria se puede usar en cualquier sistema que requiera la manipulacion y el transporte de una pluralidad de
fluidos.

Después de la hibridaciéon la muestra se lava con tampén para eliminar cualquier exceso de compuestos.
Opcionalmente se transfiere un catalizador como paladio a la camara de reaccién y se deja incubar durante 10
minutos. El catalizador restante se lava entonces con agua. Se introduce una mezcla de un agente reductor y metal,
como niquel, dentro de la camara de reaccién. El metal recubre la muestra diana creando un conductor sobre el
chip. El exceso de metal no unido se lava con agua. Se reduce dramaticamente la resistencia a través de sondas
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biolégicas unidas entre si por una muestra diana recubierta con metal, lo que indica la presencia de la muestra
diana. El dispositivo de deteccién escribe los resultados de la prueba y la prueba se ha completado.

Refiriéndose ahora a las Figs. 19A-19B se muestran unas variaciones del depdsito inserto. Se muestran las camaras
del inserto en una configuracion rectangular. Se pueden realizar cambios en los tamafos y formas de la camara para
optimizar las camaras de reactivos y residuos particulares.

Refiriéndose ahora a las Figs. 20A-20B se muestran unas variaciones del depdsito inserto. Se muestra que las
camaras en esta realizacion tienen camaras radiales. En una realizacion las camaras son de tamafio y forma
uniforme alrededor del radio del inserto.

Refiriéndose ahora a las Figs. 21A-21B se muestran variaciones del depdsito inserto. Las camaras son de varios
tamafios a lo largo del radio del inserto para alojar diferentes cantidades de reactivos dentro de cada camara. Si bien
se muestran las variaciones del inserto en varias realizaciones, se entiende que se puede usar cualquier variacion
del depésito inserto que contiene una pluralidad de puertos.

Refiriéndose a la Fig. 22 se muestra un dispositivo de muestreo que tiene un accionamiento de valvula rotatoria y un
accionamiento de émbolo. La valvula rotatoria 100 se coloca en la parte superior del accionamiento de la valvula
rotatoria. El accionamiento del émbolo 220 contiene una seccion cilindrica larga 221 que tiene una punta 220. La
punta 220 se conecta al émbolo en el interior de la moldura de jeringa 141. En una realizacion la punta 220 es conica
para mejorar el contacto con el émbolo. El accionamiento del émbolo mueve la seccién cilindrica 221 axialmente
dando lugar que el émbolo ya tire o bien empuije los fluidos desde los depdsitos en la valvula rotatoria 100.

Refiriéndose a la Fig. 23 se muestra el accionamiento de la valvula rotatoria segiin una realizaciéon. La valvula
rotatoria se coloca encima de la superficie de contacto 230. La superficie de contacto 230 gira entonces para
posicionar el depdsito inserto a la ubicaciéon deseada dentro de la valvula rotatoria. En una realizacién la superficie
de contacto 230 es parte de un conjunto de accionamiento 231. Un engranaje helicoidal 232 esta unido al conjunto
de accionamiento 231. Un accionamiento helicoidal 233 se acopla al engranaje helicoidal 232 dando lugar a que el
conjunto de accionamiento 231 gire. Se entiende que se puede emplear cualquier medio adecuado para hacer girar
el depdsito inserto.

Refiriéndose a la Fig. 24 se muestra otra vista del accionamiento de la valvula rotatoria. El accionamiento helicoidal
233 es un motor paso a paso posicionado para avanzar el engranaje helicoidal 232. Una bandera interina 240 esta
unida al conjunto de accionamiento para poner a cero el dispositivo. En cualquier momento durante el muestreo de
fluidos se puede poner a cero la bandera interna permitiendo avanzar al accionamiento helicoidal 233 a la distancia
apropiada.

Refiriéndose a la Fig. 25 se muestra la superficie de contacto que tiene un calentador. La superficie de contacto se
carga con resorte para mejorar el contacto con la valvula rotatoria. Al menos un resorte 254 se posiciona para
permitir el movimiento de la superficie de contacto. En una realizacion la superficie de contacto contiene un soporte
de calentador 250 para montar los elementos de calentamiento. Al menos se coloca una resistencia 251 sobre el
soporte de calentador 250. Una placa de calentamiento 252 transfiere el calor desde las resistencias a través de la
placa de calentamiento 252 y a la ubicacién deseada en la valvula rotatoria. En una realizacion la placa de
calentamiento es una placa de calentamiento de aluminio. Opcionalmente, se coloca un sensor de temperatura 253
cerca de la resistencia o placa de calentamiento para detectar la temperatura aplicada. Se entiende que la superficie
de contacto (no mostrado) se puede colocar sobre la placa de calentamiento. La superficie de contacto esta hecha
de un material que permite una transferencia térmica eficiente de la placa de calentamiento a la valvula rotatoria.

Ejemplos:
Disrupcién por sonicacioén con perlas

Se prepararon y aislaron esporas de Bacillus subtilis de medios de esporulacién+. A una alicuota de 100 pl de
esporas tomadas del cultivo se le afadidé un volumen igual de perlas de vidrio de 0,1 mm en un tubo de
microcentrifuga. La punta del tubo de microcentrifuga se colocé en la cavidad de un sonicador Branson Ultrasonic.
Las perlas se agitaron dentro del tubo durante dos minutos usando un ajuste de potencia de 2. Después, la tincion
de gram mostré que mas del 90% de las esporas se rompieron por este proceso. Esto se confirmé con ensayos en
placas contando colonias formadas a partir de esporas supervivientes del proceso. Se logra una estimacion de la
cantidad de ADN liberado ubicando una alicuota del lisado sobre la superficie de un gel de agarosa al 1% que
contiene 1 mg/ml de bromuro de etidio. Un generador de imagenes de Bio-Rad Fluor-S comparé la intensidad de la
fluorescencia de la muestra frente a cantidades estandar conocidas de ADN ubicadas también sobre la superficie del
gel. Usando esta técnica, se pueden aislar aproximadamente 10 ng de ADN de 2,5X10° esporas.

Ejemplos magnéticos:

Se disuelven sales metalicas (niquel, cobalto, hierro) con una pequefia cantidad de sal de paladio en un disolvente
(agua y/o disolvente organico polar) junto con un estabilizador (fenantrolina, bipiridina, polivinilpirrolidinona). Se
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afiade un agente reductor (dimetilaminoborano, borohidruro sédico) y la mezcla se mantiene hasta que se formen las
agrupaciones de metal. Si se necesita, se pueden eliminar disolventes y exceso de sales por centrifugacion,
decantacion, lavado, y resuspension de los agrupamientos de metal.

Solucién A- Se disolvieron 24 g de cloruro de niquel hexahidrato y 44 g de citrato sédico en 500 ml de agua.
Solucion B- Se disolvieron 24 g de etanolamina en 500 ml de agua.

Solucién C- Se disolvieron 5 g de cloruro de cobalto hexahidrato en 100 ml de agua.

Solucion D- Se disolvieron 2 g de tetracloropalidato potasico y 6g de cloruro potasico en 100 ml de agua.
Solucion E- Se disolvid 1 g del hidrato de la sal disddica del acido batofenantrolina-disulfénico en 100 ml de agua.
Solucion F- Se disolvieron 3 g de borano de dimetilamina en 100 ml de agua.

Ejemplo magnético 1:

En un vial de vidrio de 20 ml, se mezclaron 1 ml de solucion A y 1 ml de solucién B. Se afiadié 0,1 ml de solucién D,
seguido inmediatamente de 0,2 ml de soluciéon E. Entonces se afiadieron 0,5 ml de solucion F y se mantuvo la
muestra a 60 grados C durante 30 minutos. Después de enfriar a temperatura ambiente, se coloco la mezcla en un
fuerte campo magnético durante 10 segundos (el campo magnético era a partir del magnético permanente retirado
de un disco duro de un ordenador desechado) y se observé que la mayoria de las agrupaciones de metal se movian
hacia la pared del vial mas cercana al iman.

Ejemplo magnético 2:

En un vial de vidrio de 20 ml, se mezclaron 0,2 ml de solucién A, 0,8 ml de solucion C y 1 ml de solucion B. Se
afiadié 0,1 ml de solucién D, seguido inmediatamente de 0,2 ml de soluciéon E. Entonces se afiadieron 0,5 ml de
solucion F y se mantuvo la muestra a 60 grados C durante 30 minutos. Después de enfriar a temperatura ambiente,
se coloco la mezcla en un fuerte campo magnético durante 10 segundos (el campo magnético era a partir del
magnético permanente retirado de un disco duro de un ordenador desechado) y se observd que la mayoria de las
agrupaciones de metal se movian hacia la pared del vial mas cercana al iman.

Preparacion de agrupaciones de magnetita ejemplo

Se mezclé una primera solucién de cloruro férrico (0,8 M), cloruro ferroso (0,4 M) y acido clorhidrico (0,4 M) y se filtro
con 0,2 micras. Se prepar6 una segunda solucién con 72 ml de hidréxido amonico (30%) con agua para hacer 1 litro.

Se afadié 1 ml de solucién de cloruro férrico/ferroso a 20 ml de la solucidon de hidréxido aménico con agitacion. Se
continuo la agitacion durante 15 segundos. La solucién (en un vial de 20 ml) se coloco en un iman fuerte y se dejo
estar durante 1 minuto, después del cual se retiré todo el producto al fondo del vial. Se decanté el liquido
sobrenadante transparente, se reemplazé con agua, se mezcld y se colocé cerca del iman. De nuevo, el producto se
retird al fondo del vial. Se repitié este proceso tres veces para lavar el producto libre de cualquier sal de amonio y
hierro residuales. Se llend el vial con 20 ml de agua y se ultra-sonico durante 5 minutos a 4 vatios de potencia. Se
filtré la suspension a través de un filtro de vidrio de 1 micra para dar una solucion estable de particulas de magnetita
que permanecen en suspension hasta que fuerzas magnéticas o centrifugacion las retiran hacia abajo.

Unidn de particulas magnéticas ejemplo

Se purificaron moléculas de acido nucleico a partir de moscas de la fruta, a continuacion se lisaron con particulas de
ferrita seguido de separacion magnética y elucion. Las perlas magnéticas capturaron mas del 90% de las moléculas
de acido nucleico disponibles.

Hibridacion con sondas de captura ejemplo

Una vez que se preparan las moléculas de acido nucleico, se hibridan con sondas de captura en los electrodos del
sensor. Se prepararon muestras de moléculas de acido nucleico de Bacillus subtilis a través de lisis ultrasénica y
concentracion magnética. EI ADN eluido se uni6 a sondas sobre el chip sensor para demostrar que no hay
inhibidores de hibridacion.

Limpieza de la muestra:

En una realizacion, se lava la muestra para eliminar compuestos que podrian potencialmente inhibir la unién de
moléculas de acido nucleico a sensores. Uniendo particulas magnéticas a la muestra y manipulando la muestra con
un campo magnético, la muestra se concentra y se limpia de impurezas.

Ejemplo de limpieza
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Se procesaron muestras bacterianas y de esporas mezcladas con tierra para evaluar muestras complejas. La tierra
es un medio complejo que se sabe que inhibe los sitemas basados en PCR. Se afadi6 tierra a las muestras que
contienen seis moscas de la fruta entera. Se intenta que las moscas representen insectos que podrian ser evaluados
por portar una enfermedad como malaria. Se afiadieron hasta 320 microgramos de tierra por mililitro de muestra. Las
moscas de la fruta se lisaron y se capturaron el ADN y el ARN usando particulas de ferrita con la adicion de etanol.
Las particulas se recogieron magnéticamente, se lavaron con tampoén y etanol para eliminar contaminantes y
después se concentraron con magnetismo. Las moléculas de acido nucleico se eluyeron después en tampon de
hibridacion a 90°C para desnaturalizar el componente de ADN. Las particulas férricas funcionaron bien en presencia
de tierra. Se vi6 una minima pérdida hasta que el nivel de tierra en la muestra alcanzé 32 miligramos por 100
microlitros donde la solucion se vuelve viscosa y el movimiento de las particulas es dificil.

ADN a partir de muestras complejas ejemplo

Se mezclaron células de Bacillus con tejido de oreja de ganado o moscas de la fruta entera y se toman muestras a
través del proceso de preparacion de la muestra. Los acidos nucleicos resultantes se hibridan con sondas sobre
chips sensores. Los chips se trataron entonces con colorante YOYO-1 para detectar ADN hibridado. Las secuencias
de ADN diana en las células hibridaron con los chips sensores a niveles comparables con células de Bacillus
procesadas por separado. Los controles negativos sin Bacillus no mostraron ADN hibridado. El experimento se
repiti6 con suciedad afiadida a las muestras como se describe anteriormente. La eficiencia de hibridacion se
mantuvo al menos al 60% de la hibridacion vista en la muestra sin células eucariotas y suciedad.

Lavado de particulas con un flujo ejemplo

Se unieron las particulas magnéticas a ADN y después se introdujo la solucién en un tubo de plastico transparente
con un diametro de 2 mm. Se coloco un iman bajo el centro del tubo. Se empuj6é un tampén de lavado a través del
tubo usando una bomba de jeringa. Las particulas se mantuvieron visualmente en su lugar a través del lavado.
Después de lavar se elimind el iman y se lavaron las particulas fuera del tubo. Se eluyé el ADN a alta temperatura 'y
se corrio en un gel. No se observo pérdida aparente de ADN.

Eficiencia de unién y liberacion de particulas magnéticas ejemplo

Se usé ADN radiomarcado para determinar la eficiencia de unién a ferrita y la liberaciéon de moléculas de acido
nucleico. Se mezclaron ADN radiomarcado con la suspensién de magnetita y tres volimenes de etanol. La
magnetita se retiré al fondo del tubo usando un iman. Se eliminé el fluido sobrenadante del precipitado y se contaron
ambas fracciones en un contador de centelleo. Se midi6 la unién como una funcién de la fraccién de etanol en la
mezcla. Los resultados se muestran en la Fig. 29.

Para determinar la eficiencia de liberacion, se resuspende el precipitado de ADN unido en 100 pl de tampdn como se
indica en la tabla inferior, se incubd durante 10 minutos a 95°C, después se recogié en el iman. Se separd el
sobrenadante del precipitado y ambos se contaron.

Tampoén Sobrenadante cpm Precipitado ppm % libre
Fosfato 500 mM 43.450 1925 96%
Fosfato 50 mM 18.409 684 96%
Citrato 60 mM 33.276 2164 94%
Tris 100 mM 911 35.878 3%
SDS 0,2%

Dextran sulfato 1,5%

El tampon Tris con SDS se puede usar para hibridaciéon con ADN unido a magnetita con el fin de permitir la
concentracion magnética de ADN y ARN cerca del sensor.

Movimiento rapido de particulas ejemplo

Se fabricaron microchips con bobinas metalicas que tienen anchos de linea de una micra. Se corrié una corriente a
través de las bobinas para producir un campo magnético. Después se situé una solucidon que contiene nano-
particulas magnéticas sobre las bobinas. Se coloco el chip bajo el microscopio y se encendi6 la corriente a lo largo
de la bobina. Las agrupaciones se congregan en las esquinas dentro de la bobina en 10 segundos. Una vez que se
apaga la corriente las particulas se desmagnetizan y empiezan a difundirse de nuevo en solucion.

Muestras de tejido
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Como se muestra en la Fig.30, para muestras de diagndstico, se evalué un enfoque usando tejido de la oreja de una
vaca. El tejido de la oreja se toma a menudo del ganado para evaluacion y tiene piel, pelo, grandes cantidades de
cartilago y es rico en sangre. Se ensayaron tacos de oreja de aproximadamente 3 mm de diametro. Se aislé una
muestra solida de aproximadamente 1 microgramo de moléculas de acido nucleico de un taco de oreja usando
ultrasonicacion y particulas de ferrita de 40 nm. Las moléculas de acido nucleico estaban en el intervalo de tamafo
esperado. No se necesitaron perlas de vidrio para la extraccion del tejido y el tratamiento siguiente de un taco de
oreja con batido con perlas no dio lugar a una extraccion adicional de molécula de acido nucleico. Los ajustes de
potencia y tiempo de sonicacion eran idénticos a los usados en los ejemplos anteriores.

Muestras contaminadas con tierra

Como se muestra en la Fig. 31, para evaluar muestras complejas, se procesaron muestras bacterianas y de esporas
mezcladas con tierra. La tierra es un medio complejo que se sabe que inhibe los sitemas basados en PCR. Se
afadio tierra a las muestras que contienen seis moscas de la fruta entera. Se intenta que las moscas representen
insectos que podrian ser evaluados por portar una enfermedad como malaria. Se afadieron hasta 32 microgramos
de tierra por mililitro de muestra. Las moscas de la fruta se rompieron usando sonicacién en presencia de particulas
de ferrita durante dos minutos. Se capturaron el ADN y el ARN usando particulas de ferrita con la adicion de etanol.
Las particuals se recogieron magnéticamente, se lavaron con tampoén y etanol para eliminar contaminantes y
después se concentraron con magnetismo. Las moléculas de acido nucleico se eluyeron después en tampon de
hibridaciéon a 90°C para desnaturalizar el componente de ADN. Se vié una minima pérdida hasta que el nivel de
tierra en la muestra alcanzé 32 miligramos por 100 microlitros (carril 8) donde la solucion se vuelve viscosa y el
movimiento de las particulas es dificil en las condiciones de ensayo actuales. Se entiende que aumentando la
potencia de disrupcién, modificando la solucién, o cambiando el tamafio de particula disruptora o las caracteristicas
se pueden optimizar los resultados para muestras muy contaminadas.

Preparacion de agrupaciones magnéticas

Se mezclé una primera solucién de cloruro férrico (0,8 M), cloruro ferroso (0,4 M) y acido clorhidrico (0,4 M) y se filtro
con 0,2 micras. Se prepar6 una segunda solucién con 72 ml de hidroxido amonico (30%) con agua para hacer 1 litro.

Se afadié 1 ml de solucién de cloruro férrico/ferroso a 20 ml de la solucién de hidréxido aménico con agitacion. Se
continud la agitacion durante 15 segundos. La solucién (en un vial de 20 ml) se coloco en un iman fuerte y se dejo
estar durante 1 minuto, después del cual se retiré todo el producto al fondo del vial. Se decanté el liquido
sobrenadante transparente, se reemplazé con agua, se mezcld y se coloco cerca del iman. De nuevo, el producto se
retird al fondo del vial. Se repitié este proceso tres veces para lavar el producto libre de cualquier sal de amonio y
hierro residuales. Se llen6 el vial con 20 ml de agua y se ultra-sonicd durante 5 minutos a 4 vatios de potencia.
Después se filtré la suspensién a través de un filtro de vidrio de 1 micra para dar una solucién estable de particulas
de magnetita que permanecen en suspension hasta que fuerzas magnéticas o de centrifugacion las retiran hacia
abajo.

Ejemplo A

Tres moscas de la fruta se colocaron cada uno de dos tubos Eppendorf de 1,5 ml. Uno se cargé con 100 microlitros
de una mezcla de TRIS clorhidrico 100 mM (pH 7,5), dextran sulfato al 1,5% y dodecilsulfato sédico (SDS) al 0,2%.
El otro se carg6 con 100 microlitros de alcohol isopropilico y 10 microlitros de dodoceilsulfato sddico al 20%. Ambos
tubos se cargaron con 10 microlitros de nanoparticulas de magnetita al 0,6% en agua. Se sonicaron ambos tubos a
20 kHz durante 45 segundos (2 vatios). Entonces se afiadié 1 ml de alcohol isopropilico al primer tubo y se afiadié V2
ml de alcohol isopropilico al segundo tubo. Se recogio el precipitado magnético mediante un iman permanente, se
decanto el liquido sobrenadante y se afiadieron 50 pl de fosfato sédico 100 mM a cada tubo, se resuspendio el
precipitado mediante pipeteo repetitivo, y se incubd después a 95 grados C durante 2 minutos. Se recogié de nuevo
el precipitado en un iman y el ADN eluido se corrié en un gel de agarosa al 1% a 77 voltios en tampon TEA. Se
corrié también en el gel una escalera de ADN.

Como se muestra en la Fig. 32, el gel se tifi6 con bromuro de etidio y se fotografié con una excitacién de 302 nmy
un filtro de 610 nm sobre la camara. El ADN purificado es claramente visible en la fotografia. El carril superior
representa el segundo tubo, el carril central representa el primer tubo y el carril inferior representa una escalera de
ADN.

Ejemplo B

Se sonicaron cuatro tubos, cada uno con tres moscas de la fruta, 100 microlitros de tampdén y 10 pl de
nanoparticulas de magnetita al 0,6% durante 30 segundos a 5 vatios a 20 kHz. Se recogié el ADN, se eluyo, se
corrié en un gel, se tifio y fotografio como en el Ejemplo A y se muestra en la Figura 33. Los cuatro tampones fueron
como sigue:

1. TRIS 100 mM, Dextran sulfato al 1,5% y SDS al 0,2%
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2. Alcohol isopropilico (IPA)

3. IPA al 90%, dodecilbencenosulfato al 1%, agua al 9%

4. IPA al 90%, la sal de sodio del acido poliacrilico al 1%, agua al 9%
Ejemplo 13

Se sonicaron porciones de levadura, hierba y arandanos en TRIS 100 mM, Dextran sulfato al 1,5% y SDS al 0,2%
como en el Ejemplo A. La purificacién, el gel y la fotografia fueron como en el Ejemplo A y se muestran en la Figura
34.

Ejemplo C

Tres tubos Eppendorf de 1,5 ml que contienen cada uno aproximadamente 10 mil millones de células de E. Coliy 33
mg de perlas de vidrio (100 micras de diametro) y 40 microlitros de fosfato sddico 0,5 molar, pH 7,5 se sonicaron
durante 15, 30 y 60 segundos a 40 kHz, amplitud del 10% con una punta de sonicacién de 4 mm insertada dentro del
tubo. La purificacion, el gel y la fotografia se hicieron como en el Ejemplo A y se muestran en la Figura 35.

Este ejemplo muestra que tiempos de sonicaciéon mas largos no cambian la distribucién de tamafio, es decir, que se
aplican condiciones de estado estable.

Ejemplo D

En este ejemplo, se recuper6é el ADN de volimenes crecientes de un cultivo bacteriano usando dos métodos
estandar - el kit comercial de Quiagen para recuperacién de ADN y el método bibliografico del Fenol/Cloroformo.
Estos se compararon con el método dado en el Ejemplo A, que usa SDS al 0,2% y fosfato sédico 0,5 M como
tampon. Los resultados se muestran graficamente en la Figura 36.

El grafico muestra que el método de esta invencion es superior a tanto el kit de Quiagen como al método del
fenol/cloroformo.

Tampon protector ejemplo

En este ejemplo se muestra en la Figura 37 una comparacion de tampones protectores para cortar el ADN por
ulrasonicacion.

Se mezclaron 5 pl de plasmido de ADN G1 que contenia 5 ug de ADN con 50 pl de tampdn con 44 mg de perlas de
zirconia de aproximadamente 100 micras de tamafio en un tubo eppendorf de 1,5 ml. Se inserté el tubo en la cavidad
de un ultrasonicador Branson SLPt 40 kHz. El sonicador se hizo funcionar a 50% de amplitud durante 12 minutos
con un ciclo de pulsos de 10” encendido y 20” apagado. Después de la sonicacion, se sometié a electroforesis una
porcion de 20 pl de la mezcla en un gel de agarosa al 1% a 100 voltios en tampon TAE. Todos los tampones se
ajustaron a un pH entre 7 y 8. Se corri6 una escalera de ADN en ambos lados de los carriles de muestras. Los
carriles contenian:

Carril 1. TE (Tris-(hidroximetillaminometano) con EDTA (acido etiléndiaminotetra-acético)
Carril 2. Tris-(hidroximetil)Jaminometano 10 mM

Carril 3. Fosfato s6dico 500 mM

Carril 4. Fosfato s6dico 50 mM

Carril 5. Citrato s6dico 60 mM

Carril 6. Cloruro sddico al 6,3%

Este ejemplo muestra que tampones de alta fuerza idnica, como sales metalicas son eficaces en la proteccion del
ADN durante la sonicacién. El tampén deja fragmentos de ADN mas grandes en una sonicacion en estado estable.
Tampones de fuerza idnica mas baja como Tris-(hidroximetil)Jaminometano son menos protectores y producen
fragmentos de ADN mas pequefios adecuados para aplicaciones particulares.

En una realizacion, el estabilizador de tamafio es un tampoén protector de alta fuerza i6nica que incluye sales
solubles de cationes que incluyen los metales del Grupo 1 y del Grupo 2 de la tabla periddica con aniones del Grupo
7 de la tabla periédica, asi como aniones mas complejos ejemplificados por sulfatos, fosfatos, y acetatos. En otra
realizacion el tampoén es capaz de ser estable y soluble a valores de pH entre 7 y 8. La concentracion soluble de los
tampones es preferiblemente mayor que 1%, y lo mas preferiblemente mayor que 5%.

Ejemplos de tensioactivos

24



10

15

20

ES 2628 453 T3

Se colocaron dos moscas de la fruta en cada uno de 3 tubos eppendorf que contenian 25 ul de perlas de vidrio de
100 micras de Biospec Products. Se afiadieron 100 ul de agua al primer tubo. Se afiadieron 100 microlitros de
dodecilsulfato sédico al 1% al segundo tubo. Se afiadieron 100 microlitros de dodecilsulfato sodico al 1% al tercer
tubo. Todos los tres tubos se sonicaron durante 2 minutos en nivel de potencia 2 en un sonicador Branson 150,
colocando el tubo en el orificio de rosca del convertidor ultrasénico donde estan normalmente enroscadas las puntas
en el convertidor. El medidor de potencia mostré una lectura inicial de aproximadamente 8 vatios que cayé durante
los 30 segundos a aproximadamente 4 vatios, cuyo nivel se mantuvo durante el resto del tiempo de sonicacion.
Después de la sonicacion, se retiraron 20 microlitros del fluido superior de las perlas de vidrio y se coloco en los
pocillos de un gel de electroforesis de agarosa, hecho con tampén TAE. Se incluyé una escalera de ADN en el
primer carril para determinar el tamafio de los fragmentos de ADN sonicados. Después de la electroforesis a 70
voltios durante 90 minutos, el gel se empap6 con agitacién suave con una solucién de bromuro de etidio. A
continuacion, se tomo una fotografia del gel en luz negra, como se muestra en la Figura 38.

Refiriéndose a la Figura 38, el primer carril por encima de la escalera de ADN muestra el resultado de sonicacion
con agua. Se ve un bajo rendimiento de ADN, y los fragmentos son mas pequefios de 400 pares de bases. El
segundo carril por encima de la escalera muestra el resultado con dodecilsulfato sédico. El rendimiento es mucho
mas alto, y los tamafios de los fragmentos oscilan de 300 a 2000 pares de bases de tamario. El tercer carril por
encima de la escalera muestra el resultado con dodecilbencenosulfonato sédico. De nuevo, el rendimiento de ADN
es alto, lo demuestra el punto brillante en la fotografia, y el intervalo de tamafio es de 300 a 1000 pares de bases.
Este ejemplo muestra que la sonicacion en presencia de un tensioactivo seleccionado puede proporcionar un alto
rendimiento de ADN en un intervalo de tamario limitado a partir de una fuente viva como moscas de la fruta.
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REIVINDICACIONES
Un método para preparar moléculas de acido nucleico de una muestra biolégica que comprende las etapas de:

distribuir la muestra bioldgica en un cartucho desechable con un depésito cilindrico inserto que tiene una
pluralidad de camaras que incluye una primera camara con un primer puerto que termina en una pared
exterior del deposito cilindrico inserto, siendo el deposito cilindrico inserto giratorio alrededor de un eje de
rotacion y siendo la pared exterior paralela al eje de rotacion y definiendo un perimetro del deposito
cilindrico inserto, estando la pluralidad de camaras dentro del perimetro de la pared exterior, un canal a
través que se extiende a lo largo de una superficie inferior del deposito cilindrico inserto, teniendo el canal a
través un segundo puerto y un tercer puerto en los extremos respectivos del canal a través y terminando
cada uno en la pared exterior;

mezclar dicha muestra bioldgica en un primer volumen de tampdn en dicha primera camara;

fragmentar dicha muestra en presencia de un estabilizador de tamafio al 0,1-10%, seleccionado de un
detergente, tensioactivo, jabon, y una sal caotropica, para obtener las moléculas de acido nucleico;

unir dichas moléculas de acido nucleico a nanoparticulas magnéticas y aplicar seguidamente un campo
magnético para concentrar dichas nanoparticulas magnéticas y cualquier molécula de acido nucleico unida
a las mismas a una primera porcién de un primer depésito en dicho cartucho desechable;

alinear el primer puerto con un émbolo;

accionar el émbolo para retirar las moléculas de acido nucleico fuera del cartucho desechable y dentro del
émbolo;

alinear el segundo puerto con el émbolo girando el depdsito cilindrico inserto alrededor del eje de rotacion; y

accionar el émbolo para inyectar las moléculas de acido nucleico fuera del émbolo y dentro del canal a
través.

El método de la reivindicacion 1 que comprende ademas la etapa de pasar dicha muestra bioldgica a través de
un filtro para suministrar a la etapa de mezcla.

El método de la reivindicaciéon 1, en donde la etapa de unién de dichas moléculas de acido nucleico a
nanoparticulas magnéticas se lleva a cabo en presencia de una solucion alcohdlica.

El método de la reivindicacion 1 que comprende ademas la etapa de eluir las moléculas de acido nucleico de las
nanoparticulas magnéticas con un tampén para proporcionar una muestra concentrada de las moléculas de
acido nucleico.

El método de la reivindicacion 1 que comprende ademas la etapa de sacar la muestra concentrada de la primera
porcién de un primer depdsito, a través de un puerto de distribucion y distribuir la muestra concentrada a un
segundo depdsito en dicho cartucho desechable.

El método de la reivindicacion 4 que comprende ademas la etapa de aplicar un campo magnético para mantener
dichas nanoparticulas magnéticas.

El método de la reivindicacién 1 que comprende ademas la etapa de lavar dicha muestra concentrada con una
solucion de lavado para eliminar cualquier objeto no unido, en donde dicho campo magnético es suficiente para
mantener dichas nanoparticulas magnéticas y cualquier molécula de acido nucleico unida a la misma en su
lugar.

El método de la reivindicacion 1 que comprende ademas las etapas de:

aplicar un campo magnético suficientemente fuerte para manipular dichas nanoparticulas magnéticas con el
fin de concentrar las nanoparticulas y las moléculas de acido nucleico unidas;

proporcionar una solucién de lavado para lavar cualquier muestra no unida a dichas nanoparticulas
magnéticas.
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Canales humedecidos con tampoén
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Configuracion Radial constante, Variable
ID

Fig. 20B

Radial constante, Variable ID
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Configuracion Radial Variable, ID
Constante

[ 1]

Fig. 21B

Radial Variable, ID Constante
Despl. Max -,00132 mm
Presion Max.- 5,24 bar (7,6 psi)
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Fig. 23
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Carril 1: Escalera

Carril 2: Plasmido de ADN de 5,7 Kb

Carril 3: 1 ug de ADN de B. subtilis, sonicado 1
min

Carril 4: 10° esporas de B. subtilis, sonicado 1
min

e
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Rendimiento 89% aproximadamente

Lisis de esporas usando batido ultrasénico con perlas con estabilizador de tamafio

Figura 26
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Carril 1: Escalera de ADN

Carril 2: vacio

Carril 3 y 4: Extracto de mosca de la fruta
usando un estabilizador de tamafio

Carril 5 y 6: Extracto de mosca de la fruta
usando tampodn tradicional

Moléculas de acido nucleico aisladas de moscas de la fruta con perlas ultrasénicas

Figura 27

1. Escalera Plus de 1 Kb

2. ADN gendmico de B. subtilis, 1 ug
3. Células de E. coli

4. Esporas de B. subtilis

5. Fago M13KE

6. Drosophila melanogaster, 3 moscas

Sonicacion 2 min, Nivel de Potencia2 2

Procesamiento universal de muestra

Figura 28
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Fraccion alcohdlica

Figura 29

1. Muesca de oreja triturada

triturada
3. Muesca de oreja total
4. Muesca de oreja triturada

Aislamiento de acido nucleico de tejido de oreja de ganado

Figura 30
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2. Sobrenadante de muesca de oreja
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. Escalera de referencia

. Plasmido concentrado

. Plasmido con suciedad

. Plasmido sin suciedad

. Moscas sin suciedad

. Moscas con suciedad, 8 mg

. Moscas con suciedad, 16 mg
. Moscas con suciedad, 32 mg

ONOOTA~WN =

Prep de muestra de moscas con tierra

Figura 31

Figura 32
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Figura 33

Levadura
Hierba
Arandano

Figura 34
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60 segundos
30 segundos

15 segundos

Figura 35

ADN Recuperado de Varios Volumenes de un Cultivo Bacteriano
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Volumen de cultivo celular (ul)

Figura 36
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1. TE (Tris-(hidroximetil)Jaminometano) con EDTA (acido etilén diamino tetra-acético)
2. Tris-(hidroximetil)aminometano 10 mM

3. Fosfato sddico 500 mM

4. Fosfato sodico 50 mM

5. Citrato sddico 60 mM

6. Cloruro sédico al 3%

R. Escalera de referencia

Figura 37

58



ES 2628 453 T3

Figura 38
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