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Control de transferencia de fluido
DESCRIPCION
Antecedentes de la invencion

Para la preparacion de los ensayos, en la mayoria de los casos, es necesario mezclar varios reactivos fluidos y para
obtener resultados reproducibles de dichos ensayos es importante que se transfiera un volumen controlado de cada
reactivo y de la muestra. Todos los procedimientos de transferencia de fluido tienen una cierta varianza, por lo que
no es posible evitar los errores de transferencia, pero al menos debe ser posible detectar aquellos procedimientos de
transferencia que presentan errores inaceptables para poder rechazar el resultado de dichos ensayos.

En especial, los sistemas de PCR en tiempo real requieren una mezcla exacta de todos los componentes de
reaccion para que la cuantificacion sea fiable y comparable, ya que la cantidad de material de muestra, de
cebadores/sondas, asi como de mezclas maestras requeridas para la PCR en tiempo real influyen particularmente
en el resultado de cuantificacion. Pero, por supuesto, otros ensayos también requieren una configuraciéon con mezcla
de varios componentes y el control de dicha configuracion en términos de volumen de transferencia también es
importante.

Para abordar estas incertidumbres se pueden utilizar técnicas de normalizacion y principalmente se establecen dos
procedimientos de normalizacion diferentes para PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR):

(1) Para normalizar frente a las diferencias en el material de muestra (ADN o ARN), se mide un gen de referencia no
regulado en combinacion con el gen diana y se calcula la proporcion de diana/referencia (procedimiento de
cuantificacion relativa; véase, por ejemplo, el manual del operario de LightCycler 480, pagina 179 y siguientes).

(2) Para normalizar frente a las diferencias en la intensidad de fluorescencia, se afiade un colorante de referencia
(que no participa en la reaccién de gPCR) y todos los valores de fluorescencia medidos se normalizan frente a la
fluorescencia del colorante de referencia (Applied Biosystems, colorante de referencia ROX, documento US
5.736.333).

Sin embargo, ambos procedimientos de normalizacion presentan problemas. El procedimiento de normalizacién (1)
puede controlar solamente la cantidad/calidad del material de muestra cuando se aplica la cuantificacién relativa,
pero no cuando se utiliza la cuantificacién absoluta. Ademas, este procedimiento no controla la cantidad de ningun
otro componente de PCR aparte del material de muestra. El procedimiento de normalizacion (2) normaliza solamente
frente a las diferencias en la intensidad de fluorescencia generadas por las variaciones del sistema de qPCR. No
controla ni avisa al usuario cuando la cantidad de un componente determinado esta por debajo de un cierto limite.

El uso de un colorante de referencia interno pasivo para determinar si se han producido errores de llenado de la
muestra buscando una sefial ausente o anormalmente alta o baja se conoce gracias al documento US2005/0232818
Al.

El documento US2007/0141709 A1 muestra un procedimiento para mezclar una mezcla de muestras de ensayo que
contiene un primer colorante que absorbe a una primera longitud de onda y un segundo colorante que absorbe a una
segunda longitud de onda con un diluyente que contiene el segundo colorante solamente.

Actualmente, no hay sistemas de control de transferencia de fluido conocidos en el estado de la técnica que
proporcionen un sistema de control para los volimenes de los componentes a mezclar para una configuracion de
ensayo.

La presente invencion proporciona un sistema cerrado para la configuracion de ensayo que abarca estrategias de
control para identificar errores de volumen de los componentes mezclados para dichos ensayos. El procedimiento de
acuerdo con la presente invencion es especialmente adecuado para la configuracién de amplificaciones por PCR en
tiempo real.

Sumario de la invencion

Un aspecto de la presente invencién es un procedimiento de control de transferencia de fluido, como se muestra en
la reivindicacién independiente 1 o la reivindicacion independiente 2.

"Solucion" se utiliza en toda la presente invencién como un término genérico para todo tipo de componentes liquidos
que se tienen que transferir a un recipiente para una reaccién posterior en dicho recipiente, en el que dicha reaccion
puede requerir la adicion de componentes adicionales a dicho recipiente. En consecuencia, el procedimiento de
acuerdo con la presente invencion se puede aplicar a cada una de las etapas de transferencia que se deban realizar
antes de dicha reaccion. Si se transfiere mas de una solucion a un recipiente de reaccion, cada una de dichas
soluciones se puede mezclar con un colorante distinto y caracteristico. De forma alternativa, cada soluciéon puede
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tener el mismo colorante y se puede usar el cambio de intensidad después de cada etapa para el control de
transferencia.

A lo largo de la presente invencion, los colorantes de control se utilizan como controles de transferencia. La
presencia de los colorantes de control se puede medir usando una maquinaria adecuada dependiendo de los
colorantes usados, por ejemplo, tubos fotomultiplicadores (PMT) o chips CCD (dispositivo de acoplamiento de carga)
para colorantes épticos o contadores de centelleo en el caso de colorantes radiactivos.

Las intensidades medidas se procesan por un modulo de programa informatico y dicho médulo de programa
informatico compara los valores calculados con determinados umbrales (por ejemplo, fluorescencia minima, intervalo
de desviacion respecto a un valor medio). El médulo de programa informatico genera una sefial de salida que (a)
advierte al usuario que cierto recipiente no ha logrado la verificacién del control de transferencia ("cierre suave") o (b)
inhibe el calculo del resultado de los recipientes que no logran el control de transferencia ("cierre brusco"). Ademas,
el médulo de programa informatico se puede usar para evitar el procesamiento adicional de los recipientes en los
que se ha detectado un error de transferencia.

Una ventaja de la presente invencion es la verificacién independiente de la precision del volumen de transferencia
para todos los componentes que se requieren para una aplicacién determinada de una manera automatizada. En
particular, cuando se utilizan sistemas automaticos de manipulacion de liquidos (robots de pipeteo) para la
configuracién de la reaccion, el control manual a simple vista no es aplicable al procedimiento. Ademas, el control
del procedimiento de transferencia en aplicaciones de bajo volumen (volumen de reaccion total <3 pl) es de especial
relevancia, ya que la manipulacion de liquidos en volimenes de (sub)microlitros es muy critica en cuanto a precision
y reproducibilidad.

Otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento de control de transferencia de fluido en un flujo de trabajo
de amplificacién por PCR en tiempo real, comprendiendo el procedimiento:

i) proporcionar una solucidn para su transferencia con un colorante de control,

ii) transferir volumenes predefinidos de dicha solucidon que comprende una concentracion de dicho colorante de
control a una pluralidad de recipientes,

iii) medir la intensidad de los colorantes de control en cada recipiente,

iv) comparar la intensidad medida en la etapa iii) para cada recipiente con un valor umbral predefinido, en el que se
detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si la intensidad medida en la etapa iii) esta
por debajo de dicho valor umbral, y

v) realizar una amplificacion por PCR en tiempo real en dicha pluralidad de recipientes, en el que los resultados de
las amplificaciones por PCR en tiempo real llevadas a cabo en dichos recipientes con un error de transferencia de
fluido detectado en la etapa iv) se marcan en consecuencia.

De forma alternativa, el procedimiento de control de transferencia de fluido en un flujo de trabajo de amplificacion por
PCR en tiempo real de acuerdo con la presente invencién también se puede realizar con la etapa

V') realizar una amplificacién por PCR en tiempo real en aquellos recipientes sin un error de transferencia de fluido
detectado en la etapa iv) en lugar de la etapa iv).

Dado que la amplificacion por PCR en tiempo real requiere varios componentes, cada componente puede contener
los mismos o diferentes colorantes como controles de transferencia. Antes de iniciar la reaccion de PCR en tiempo
real, se mide la intensidad de cada colorante utilizando un instrumento de PCR en tiempo real. Por ejemplo, un
colorante de control esta contenido en la mezcla maestra de qPCR, el segundo colorante de control esta contenido
en el material de muestra y un tercer colorante de control esta contenido en la mezcla de cebadores/sondas.

Descripcion detallada de la invencion

Las primeras etapas del procedimiento de control de transferencia de fluido de la presente invencion son las
siguientes:

a) proporcionar una solucién para su transferencia con un colorante de control,

b) transferir volimenes predefinidos de dicha solucion que comprende una concentracién de dicho colorante de
control a una pluralidad de recipientes,

¢) medir la intensidad de los colorantes de control en cada recipiente,

d) comparar la intensidad medida en la etapa c) para cada recipiente con un valor umbral predefinido, en el que se
detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si la intensidad medida en la etapa c) esta
por debajo de dicho valor umbral, y

e) compilar un valor de intensidad media de todos los recipientes que tienen una intensidad medida en la etapa c)
que esta por encima de dicho valor umbral predefinido,

f) verificar, para todos los recipientes que tienen una intensidad medida en la etapa c) que esta por encima de dicho
valor umbral predefinido, si dicha intensidad esta dentro de un intervalo predefinido que rodea a dicho valor de
intensidad media compilado en la etapa e), en el que un error de transferencia de fluido se detecta para un recipiente
determinado si la intensidad medida en la etapa c) no esta dentro de dicho intervalo, y

g) declarar como correcta una transferencia de fluido para todos los recipientes que tienen una intensidad medida en
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la etapa c) que esta dentro de dicho intervalo predefinido de la etapa f).

En el procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencion, dicha pluralidad de
recipientes esta dispuesta como una placa multipocillo, dicha placa multipocillo tiene al menos 8 pocillos,
preferentemente al menos 96 pocillos, mas preferentemente al menos 384 pocillos, lo mas preferentemente al
menos 1536 pocillos.

De forma alternativa, el experto en la técnica apreciara que una disposicion de recipientes separados en una gradilla
es igualmente adecuada para la presente invencién. Por supuesto, es posible a lo largo de la presente invencién que
algunos de los pocillos de una placa multipocillo queden vacios y que no todos de la pluralidad de recipientes
reciban una transferencia de fluido.

En aln otro procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencion,
dicho valor umbral de la etapa d) esta predefinido basandose en valores de intensidad medidos utilizando una
solucion de referencia, teniendo dicha solucion de referencia el volumen y la concentracién de colorante de control
de la etapa b) .

El valor umbral se utiliza como un primer control de transferencia para detectar recipientes sin ninguna solucién vy,
consecuentemente, sin ninguna intensidad, asi como recipientes que obtuvieron solamente una parte menor del
volumen predefinido. Para calcular un valor umbral adecuado, es preferente realizar una medicion de referencia con
una solucion que tiene el volumen y la concentracion de colorante del procedimiento de transferencia de fluido
predefinido, mientras que la intensidad medida se puede usar como el valor umbral.

De forma alternativa, se puede usar la intensidad de fondo de recipientes vacios para definir el valor umbral
predefinido, por ejemplo, el valor umbral se puede definir como tres veces la intensidad de fondo.

Puesto que se pueden aceptar variaciones de transferencia menores, es mas preferente permitir una cierta
desviacién en la intensidad medida, por ejemplo, de aproximadamente un 10 %. En este ejemplo, todavia es
aceptable un error de transferencia de un 10 %. Dependiendo de la intensidad medida, el recipiente se marcara
como "control de transferencia aprobado" o "control de transferencia fallido".

Ademas de este primer control de transferencia, se realiza un segundo control de transferencia para evaluar la
desviacién entre los recipientes, ya que dichas desviaciones plantean problemas con respecto a comparaciones
significativas de dichos recipientes. Dicho segundo control de pipeteo se basa en un intervalo predefinido que rodea
al valor de intensidad media de todos los recipientes que pasaron el primer control de pipeteo. Dependiendo de la
intensidad medida, el recipiente se marcara como "control de intervalo aprobado" o "control de intervalo fallido".

Este segundo control de pipeteo es de particular importancia en situaciones con una alta varianza de la solucién que
se va a transferir entre cada uso del procedimiento. Esta varianza de la soluciéon que se va a transferir se puede
originar por un desplazamiento de volumen entre aplicaciones posteriores del procedimiento o por un cambio en la
concentracién de colorante de control. En dicha situacién, no es posible establecer un umbral significativo para el
valor medio que se aplicara para cada uso del procedimiento.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona una posibilidad de realizar un control automatizado de pipeteo
basado Unicamente en la ejecucion de transferencia real sin necesidad de otro valor umbral predefinido, ya que el
valor de intensidad media se determina para cada ejecucion para identificar recipientes comparables.

En combinacién con el primer control de transferencia, se garantiza que no se utilicen recipientes con volimenes de
transferencia muy alejados de la cantidad definida para determinar el valor de intensidad media, ya que estos
recipientes distorsionarian correspondientemente el valor del segundo control.

Principalmente, hay dos modos de realizacién diferentes adecuados para usar dicho intervalo que rodea al valor de
intensidad media.

Un procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencién es un
procedimiento en el que dicho intervalo predefinido de la etapa f) rodea simétricamente a dicho valor de intensidad
media compilado en la etapa e).

Otro procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencion es un
procedimiento en el que dicho intervalo predefinido de la etapa f) rodea asimétricamente a dicho valor de intensidad
media compilado en la etapa e).

Estos dos modos de realizacion reflejan diferentes situaciones de varianzas aceptables. En situaciones en las que
las precesiones hacia volumenes de transferencia mas bajos y mas altos son de igual importancia, se deberia utilizar
un intervalo simétrico, mientras que la amplitud de dicho intervalo esta predefinida basandose en variaciones de
transferencia aceptables. En situaciones en las que las varianzas, por ejemplo, hacia volumenes mas altos, no son
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criticas, es preferente utilizar un intervalo asimétrico que tiene un subintervalo pequefo para volimenes mas
pequerios y un subintervalo mayor para volimenes mas altos.

Si se necesita transferir mas de una solucion a cada recipiente, para las otras soluciones también se puede utilizar
un control dentro del alcance de la presente invencion. En un modo de realizacion, las otras soluciones se mezclaran
también con un colorante de control. A lo largo de la presente invencién es posible utilizar el mismo colorante de
control para cada una de las soluciones, si las soluciones se afaden una tras otra a los recipientes y si después de
la adicion de cada solucion se mide la intensidad. Por lo tanto, el control de transferencia en este modo de
realizacién se basa en el aumento de la intensidad del colorante de control después de afnadir una determinada
solucion. De forma alternativa, cada solucion se puede mezclar con un colorante de control diferente, de manera que
dichos colorantes sean distinguibles espectralmente. Por consiguiente, en este modo de realizacion, las soluciones
se pueden afadir todas a la vez o una tras otra a los recipientes, ya que las intensidades de todos los colorantes se
pueden medir independientemente.

Si se necesita afiadir dos soluciones a los recipientes, el procedimiento de acuerdo con la presente invencion utiliza
un colorante de control para la primera solucién y una molécula de extincién para la segunda solucién. Esta
configuracién tiene la ventaja de que se pueden establecer dos controles de transferencia con un solo colorante, de
modo que la maquinaria para medir la intensidad es menos compleja en comparacion con una configuracion que
requiere dos colorantes.

Un procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencién es un procedimiento en
el que se afnaden a los recipientes volimenes predefinidos de una segunda solucién que comprende una
concentracién de una molécula de extincion y en el que dicha molécula de extincion extingue la intensidad de dicho
colorante de control utilizado en la etapa a), en el que dicho procedimiento comprende las etapas adicionales de

h) medir la intensidad extinguida de los colorantes de control en cada recipiente,

i) calcular un valor de parametro de extincion basado en la intensidad extinguida medida en la etapa h) para cada
recipiente, en el que se detecta un error de transferencia de fluido para un determinado recipiente si no se cumple un
criterio de umbral de extincién predefinido de dicho valor de parametro de extincion,

j) compilar un valor de parametro de extincion medio de todos los recipientes que tienen un valor de parametro de
extincion calculado en la etapa i) que cumple dicho criterio de umbral de extincién predefinido,

k) verificar, para todos los recipientes que tienen un valor de parametro de extincién calculado en la etapa i), que
cumplen dicho criterio de umbral de extincién predefinido, si dicho valor de parametro de extincion esta dentro de un
segundo intervalo predefinido que rodea a dicho valor de parametro de extincion medio compilado en la etapa j),
mientras que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si dicho valor de
parametro de extincion medido en la etapa i) no esta dentro de dicho segundo intervalo predefinido, y

I) declarar como correcta una segunda transferencia de fluido para todos los recipientes que tienen un valor de
parametro de extincion medido en la etapa i) que esta dentro de dicho segundo intervalo predefinido de la etapa k).

En este modo de realizacion, el segundo control de transferencia de fluido se basa de nuevo en dos etapas de
control, concretamente el "control de transferencia”" y el "control de intervalo" como se ha descrito anteriormente.
Puesto que las etapas h) a |) son posteriores a las etapas a) a g), hay dos modos de realizacién diferentes que son
posibles dentro del alcance de la presente invencién.

En un procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencion, las
etapas h) a l) se realizan solamente en recipientes en los que no se ha detectado un error de transferencia de fluido
en la etapa d).

En otro procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencién, las
etapas h) a l) se realizan solamente en recipientes en los que se ha declarado como correcta una transferencia de
fluido en la etapa g).

Dependiendo de la aplicacion del procedimiento de acuerdo con la presente invencion, puede ser preferente realizar
la segunda transferencia de fluido solamente si se pasan uno 0 ambos controles de transferencia de la primera
transferencia de fluido. Por otro lado, si resulta mas razonable ejecutar todo el flujo de trabajo incluso con recipientes
fallidos que detener el flujo de trabajo para una determinada cantidad de recipientes solamente, los recipientes al
menos se marcan con los errores respectivos.

Para el primer control de transferencia de la segunda transferencia de fluido, se calcula un valor de parametro de
extincion para compararlo con el criterio de umbral de extincion predefinido. El parametro de extincién se basa en la
intensidad extinguida medida en la etapa h) y hay principalmente dos modos de realizacién principales de dicho
parametro de extincién, concretamente dicho parametro es la intensidad extinguida medida como tal o dicho
parametro es una proporciéon compilada usando la intensidad del colorante de control y la intensidad extinguida.

En un procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencién, dicho
valor de parametro de extincién para cada recipiente es la intensidad extinguida de los colorantes de control medida
en la etapa h).
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En un procedimiento de control de transferencia de fluido mas preferente de acuerdo con la presente invencién, se
detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado en la etapa i) si la intensidad extinguida de
los colorantes de control medida en la etapa h) esta por encima de un valor umbral de extincién predefinido.

En otro procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencion, dicho
valor de parametro de extincion calculado de la etapa i) es una proporcion de la intensidad de los colorantes de
control medida en la etapa c) y la intensidad extinguida de los colorantes de control medida en la etapa h).

En otro procedimiento de control de transferencia de fluido mas preferente de acuerdo con la presente invencion, se
detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado en la etapa i) si dicha proporcién esta por
debajo o por encima de una proporcion de umbral de extincién predefinido.

Un error de transferencia de la segunda solucién es igual a una pequefia cantidad de moléculas de extincién en el
recipiente y, en consecuencia, la intensidad extinguida medida sera mayor de lo esperado. Por lo tanto, en el caso
de un error de pipeteo, la proporcidn de la intensidad de los colorantes de control medida en la etapa c) dividida por
la intensidad extinguida de los colorantes de control medida en la etapa h) ser4 menor que la proporcion de umbral
de extincion predefinido. Por otra parte, la proporcion de la intensidad extinguida de los colorantes de control medida
en la etapa h) dividida por la intensidad de los colorantes de control medida en la etapa c¢) debe ser mayor que la
proporcion de umbral de extincion predefinido para detectar un error de pipeteo.

Como se ha discutido con respecto al umbral y al intervalo de la primera transferencia de fluido, el criterio de umbral
de extincion predefinido también se basa en mediciones realizadas usando soluciones de referencia y, por supuesto,
se requieren dos soluciones de referencia para este modo de realizacién.

De nuevo, dicho criterio de umbral de extincion predefinido también se puede definir empiricamente usando
intensidades de recipientes vacios e intensidades de recipientes que no tienen moléculas de extincién.

En un procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencién, dicho
criterio de umbral de extincién predefinido se basa en mediciones realizadas usando dos soluciones de referencia,
una primera solucién de referencia que tiene el volumen y la concentracion de colorante de control de la etapa b) y la
segunda solucion de referencia que tiene el volumen y la concentracion de colorante de extincion a utilizar en la
transferencia de fluido de dicha segunda solucion.

También con respecto a dicho segundo intervalo, hay dos modos de realizacién diferentes para su configuracién y la
discusion anterior relativa al primer intervalo se aplica también en esta ocasion.

En otro procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencion, dicho
segundo intervalo predefinido de la etapa k) esta rodeando simétricamente a dicho valor de parametro de extincién
medio de la etapa j) y la amplitud de dicho segundo intervalo esta predefinida basandose en unas varianzas de
transferencia aceptables.

En aun otro procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencion,
dicho segundo intervalo predefinido de la etapa k) esta rodeando asimétricamente a dicho valor de parametro de
extincién medio de la etapa j) y dicho segundo intervalo asimétrico estd predefinido basandose en diferentes
varianzas de transferencia aceptables hacia volimenes de transferencia mas bajos o mas altos.

Con respecto a la sucesion de las diferentes etapas del procedimiento de acuerdo con la presente invencion, existen
dos alternativas diferentes para anadir la segunda solucién.

En un primer procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencién, dicho
volumen predefinido de una segunda solucién que comprende una molécula de extincion se afade a los recipientes
después de la etapa g) y antes de la etapa h).

En un segundo procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencion, dicho
volumen predefinido de una segunda solucién que comprende una molécula de extinciéon se afade a los recipientes
antes de la etapa c).

Por lo tanto, para la primera alternativa, concretamente la adicion de la segunda solucién después de que se
finalizan los controles de la primera transferencia de fluido, la medicién de la intensidad del colorante de control se
realiza antes de la presencia de la molécula de extincion.

Para la segunda alternativa, ambas soluciones se mezclan antes de realizar ambos controles de transferencia de
fluido y, en consecuencia, el colorante de control y la molécula de extincion estan presentes en los recipientes para
ambas mediciones de control. Esta configuracion del procedimiento de acuerdo con la presente invencion es posible
si la extincion del colorante de control se puede activar y desactivar en dichos recipientes.
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En el procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencién, dicha intensidad de
los colorantes de control en la etapa c) y dicha intensidad extinguida de los colorantes de control en la etapa h) se
miden sucesivamente en dichos recipientes basandose en el ajuste de un parametro de solucién para cambiar entre
un estado extinguido y un estado no extinguido de los colorantes de control.

Dado que una molécula de extincién es capaz de extinguir la intensidad de los colorantes de control, la molécula de
extincion debe estar muy préxima al colorante de control y, en consecuencia, la molécula de extincién debe tener
afinidad para unirse al colorante de control. Por lo tanto, para evitar la unién de la molécula de extincion al colorante
de control, debe ser posible superar dicha afinidad en la soluciéon de los recipientes. Dependiendo del tipo de
interaccion entre la molécula de extincién y el colorante de control, el experto en la técnica conocera procedimientos
para evitar dicha interaccién.

En otro procedimiento de control de transferencia de fluido mas preferente de acuerdo con la presente invencion,
dicho parametro de solucién es la temperatura de la solucién.

En adn otro procedimiento de control de transferencia de fluido mas preferente de acuerdo con la presente
invencion, dicho parametro de solucion es la molaridad de la solucién o el pH de la solucién.

Ademas de la afinidad de la molécula de extincion y del colorante de control mencionados anteriormente, es
importante que la emisiéon del colorante de control y la absorbancia de la molécula de extincion se ajusten
espectralmente entre si. Si la superposicion entre los espectros de emision y los espectros de absorbancia no es lo
suficientemente completa, la extincién sera insuficiente.

En el procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencién, dicha molécula de
extincion y dicho colorante de control se ajustan espectralmente de manera que dicha molécula de extincién extinga
eficazmente la intensidad del colorante de control.

Por otra parte, es posible utilizar una molécula de extincion que tiene espectros de absorbancia que extinguen
solamente una parte de los espectros de emision del colorante de control y, en consecuencia, la medicién de la
intensidad del colorante de control, asi como de la intensidad extinguida, se realiza Gnicamente en los espectros de
frecuencia correspondientes a los espectros de absorbancia de la molécula de extincion.

En el procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencion, dicho colorante de
control es un colorante fluorescente.

Sin limitar el alcance de la presente invencién, el procedimiento de la presente invencion es especialmente
adecuado para los procedimientos de transferencia de fluido para preparar amplificaciones por PCR en tiempo real.
Para dicha PCR en tiempo real se deben mezclar varios componentes, concretamente la muestra a amplificar, una
mezcla maestra que comprende una polimerasa y nucleétidos, asi como la mezcla de deteccién que comprende
cebadores y sondas. Como ejemplo de un protocolo de transferencia de fluido adecuado de acuerdo con la presente
invencion, la mezcla maestra que comprende el colorante de control se mezcla con la mezcla de deteccién y dicha
mezcla se transfiere a los recipientes en los que se realiza el primer control de transferencia de fluido. Después de
ello, la muestra que comprende la molécula de extinciéon se afade a dichos recipientes en los que se realiza el
segundo control de transferencia de fluido. De forma alternativa, evidentemente es posible utilizar muestras que
comprenden el colorante de control y una mezcla maestra que comprende la molécula de extincion. Ademas, es
posible también controlar el mezclado de la mezcla maestra y de la mezcla de deteccion usando un segundo
colorante de control anadido a la mezcla de deteccion.

En un ejemplo, dicha solucién se transfiere de acuerdo con las etapas a) a g) para una amplificacion posterior por
PCR en tiempo real que contiene un colorante de deteccion.

En otro procedimiento de control de transferencia de fluido preferente de acuerdo con la presente invencion, dichas
soluciones se transfieren de acuerdo con las etapas a) a ) para una amplificacion posterior por PCR en tiempo real
que contiene un colorante de deteccién.

Si el procedimiento de acuerdo con la presente invencion se aplica para un control de transferencia de fluido durante
la preparaciéon de una PCR en tiempo real, es importante tener en cuenta que los espectros de emisién del colorante
de deteccién requerido para la supervision en linea de la amplificacién por PCR no resulten afectados por el
colorante de control.

En un procedimiento de control de transferencia de fluido mas preferente de acuerdo con la presente invencion,
dicho colorante de control esta separado espectralmente de dicho colorante de deteccion.

En adn otro procedimiento de control de transferencia de fluido mas preferente de acuerdo con la presente
invencion, dicho colorante de control y dicho colorante de deteccién son colorantes fluorescentes.
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Sin limitar el alcance de la presente invencion, un modo de realizacion del procedimiento de acuerdo con la presente
invencion se basa en oligonucleétidos como marcadores de afinidad tanto en el colorante de control como en la
molécula de extincion.

En el procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencién, dicho colorante de
control esta unido a un oligonucleétido.

En el procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencién, dicha molécula de
extincion esta unida a un segundo oligonucleétido.

Si los oligonucleétidos unidos al colorante de control y a la molécula de extincion deben tener afinidad entre si, sus
secuencias deben ser al menos parcialmente complementarias.

En el procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la presente invencién, dicho oligonucleétido
y dicho segundo oligonucledétido tienen secuencias complementarias.

El uso de oligonucleé6tidos como marcadores de afinidad tiene la ventaja adicional de que la extincion del colorante
de control se puede desactivar y activar facilmente aumentando o disminuyendo la temperatura de la solucién por
encima o por debajo de la temperatura de fusion de la hibridacion del oligonucleétido y del segundo oligonucleoétido,
respectivamente.

Otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento de control de transferencia de fluido en un flujo de trabajo
de amplificacién por PCR en tiempo real, comprendiendo el procedimiento:

i) proporcionar una solucién para su transferencia con un colorante de control,

ii) transferir volumenes predefinidos de dicha solucidon que comprende una concentracién de dicho colorante de
control a una pluralidad de recipientes,

iii) medir la intensidad de los colorantes de control en cada recipiente,

iv) comparar la intensidad medida en la etapa iii) para cada recipiente con un valor umbral predefinido, en el que se
detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si la intensidad medida en la etapa iii) esta
por debajo de dicho valor umbral, y

v) realizar una amplificacion por PCR en tiempo real en dicha pluralidad de recipientes, en el que los resultados de
las amplificaciones por PCR en tiempo real llevadas a cabo en dichos recipientes con un error de transferencia de
fluido detectado en la etapa iv) se marcan en consecuencia.

En otro modo de realizacion del procedimiento de control de transferencia de fluido en un flujo de trabajo de
amplificacion por PCR en tiempo real de acuerdo con la presente invencién, la etapa v) se sustituye por

V') realizar una amplificacién por PCR en tiempo real en aquellos recipientes sin un error de transferencia de fluido
detectado en la etapa iv).

Un procedimiento de control de transferencia de fluido preferente en un flujo de trabajo de amplificacién por PCR en
tiempo real de acuerdo con la presente invencién es un procedimiento en el que se afiaden a los recipientes
volumenes predefinidos de una segunda solucién que comprende una concentracion de una molécula de extincion
antes de la etapa v) y en el que dicha molécula de extincién extingue la intensidad de dicho colorante de control
utilizado en la etapa i), en el que dicho procedimiento comprende las etapas adicionales realizadas antes de la etapa
v) de

A) medir la intensidad extinguida de los colorantes de control en cada recipiente,

B) calcular un valor de parametro de extincién basado en la intensidad extinguida medida en la etapa A) para cada
recipiente, en el que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si no se cumple un
criterio de umbral de extincion predefinido de dicho valor de parametro de extincion,

C) compilar un valor de parametro de extincion medio de todos los recipientes que tienen un valor de parametro de
extincion calculado en la etapa B) que cumple dicho criterio de umbral de extincion predefinido,

D) verificar, para todos los recipientes que tienen un valor de parametro de extinciéon calculado en la etapa B), que
cumplen dicho criterio de umbral de extincién predefinido, si dicho valor de parametro de extincién esta dentro de un
segundo intervalo predefinido que rodea a dicho valor de parametro de extincion medio compilado en la etapa C) ,
en el que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si dicho valor de parametro
de extincion medido en la etapa B) no esta dentro de dicho segundo intervalo predefinido, y

E) declarar como correcta una segunda transferencia de fluido para todos los recipientes que tienen un valor de
parametro de extincion medido en la etapa B) que esta dentro de dicho segundo intervalo predefinido de la etapa D).

Descripcion de las figuras

Figura 1 Captura de pantalla del programa informatico que ejecuta el procedimiento de acuerdo con la presente
invencion, que ilustra el resultado de control de transferencia de una pluralidad de recipientes.

Figura 2 Captura de pantalla del programa informatico que ejecuta el modo de realizacién de PCR del procedimiento
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de acuerdo con la presente invencion, que ilustra la informacion de salida de las curvas de amplificacion por PCR de
una pluralidad de recipientes.

Ejemplo 1
Preparacion de mezcla maestra y mezcla de ADN diana que contiene componentes de control de pipeteo

A) Se prepar6 una doble mezcla maestra para PCR en tiempo real del gen GAPDH a partir de ADNc humano, que
contenia los siguientes componentes:

- cebadores de GAPDH humana 1 uM de acuerdo con las SEQ ID NO: 1y 2

- una sonda UPL de GAPDH humana 800 nM (Universal Probe Library, sonda n.? 60, Roche Applied Science, Ref.
04 688 589 001).

- se utilizaron componentes de PCR de IRealTime ready DNA Master Probes (Roche Applied Science). La mezcla
maestra contiene oligonucleétido 4 uM de acuerdo con la SEQ ID NO: 3 marcada en el extremo 5' con un colorante
fluorescente de longitud de onda larga (JA286, Roche Applied Science; maximo de excitacion a 686 nm, maximo de
emisién a 703 nm).

B) Se prepar6 una doble mezcla de ADN diana para amplificacion en tiempo real, que contenia los siguientes
componentes:

- 1 ng de ADNc humano (qPCR Human Reference cDNA, Clontech, Ref. 639654)

- oligonucleétido 4 uM de acuerdo con la SEQ ID NO: 4 marcado en el extremo 3' con un extintor no fluorescente
(Dabsyl, Roche Applied Science, documento WO 2007/059816).

Los dos oligonucleétidos de acuerdo con las SEQ ID NO: 3 y 4 son complementarios.
Ejemplo 2

Preparacion de una placa multipocillo de PCR en tiempo real que contiene diferentes cantidades de mezcla
maestra y mezcla de ADN diana

Se utilizaron ocho combinaciones diferentes de mezcla maestra y mezcla de ADN diana para rellenar una placa de
PCR en tiempo real de 1536 pocillos (Roche Applied Science) usando un robot de manipulacién de liquidos
Nanodrop Express (Innovadyne, Refs. 12043 (Fluidics Module) y 11245 (Stage Module)).

Combinacion 2 x mezcla maestra (ul) 2 x mezcla de ADN diana (pul)
1 1 1
2 0,5 0,5
3 0,5 1
4 0 1
5 1 0,5
6 1 0
7 0,5 0
8 0 0

Cada combinacion se utilizé para rellenar 96 posiciones de la placa de 1536 pocillos que representaban repeticiones

técnicas.

Ejemplo 3

PCR en tiempo real incluyendo una etapa de medicion de control de pipeteo

Se realizaron mediciones de control de amplificacién en tiempo real y de pipeteo en un instrumento LightCycler 1536
con programa informatico de analisis (Roche Applied Science). El programa informatico estaba escrito en lenguaje
de programacion Microsoft.Net C#.

La medicién de control de pipeteo se realiz6 antes de que se realizara la amplificacion de acuerdo con el siguiente
protocolo.

A) Medicion del control de pipeteo:

Se realizaron dos adquisiciones individuales utilizando la combinacién de filtros 618 (excitacién) / 660 (emisién).

Temp.| Tiempo de | Tasa de aumento (°C/s)| Adquisicion| Ciclos| Modo de | Factor de
(°C) retencion (s) deteccion| cuant.
1.adquisicion| 55 30 4.8 individual 1 dindmico | 1,2
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| 2.adquisiciéon| 37 | 30 [2,5 | individual | 1 | dindmico | 1,2 |

B) PCR en tiempo real:

La amplificacion en tiempo real se realiz6 utilizando la combinacion de filtros 465 (excitacién) / 510 (emision).

Temp. |Tiempo de|Tasa de aumento|Adquisicion|Ciclos|Modo de|Factor de

(°C) retencién (s) (°C/s) deteccion cuant.
desnaturalizacion|95 60 4.8 ninguna nd. |n.d. n.d.
amplificacion 95 1 4,8 ninguna 45 n.d. n.d.

60 60 2,5 individual dindmico 2,0
enfriamiento 40 30 2,5 ninguna nd. |n.d. n.d.

Ejemplo 4
Calculo del estado de transferencia de fluido para pocillos individuales de reaccion de PCR en tiempo real

La intensidad de fluorescencia de cada pocillo a 55 °C se compar6 con un valor umbral de fluorescencia minimo
predefinido guardado en el archivo de configuracion del programa informatico. El valor umbral predefinido se
determiné empiricamente analizando la autofluorescencia de pocillos vacios de placas de PCR en tiempo real de
1536 pocillos. El valor umbral se establecié significativamente por encima del valor medido mas alto de un pocillo
vacio. El valor umbral se establecié en 5 unidades de fluorescencia segun lo definido por el programa informatico
estandar.

A todas las posiciones de la placa con un valor de fluorescencia por debajo de ese umbral se les asigné el estado de
error de transferencia de fluido "M-Fail" (transferencia de fluido de la mezcla maestra fallida). El resultado se muestra
en la figura 1 para muestras de las combinaciones 4 y 8 (véase la tabla del ejemplo 2).

Para todas las posiciones de la placa por encima de ese umbral de fluorescencia, se calcul6 la proporcién de
fluorescencia a 55 °C dividida por la fluorescencia a 37 °C. La proporcién calculada se comparé con un valor umbral
de proporcion minimo predefinido guardado en el archivo de configuracion del programa informatico. El valor umbral
de proporcion predefinido se determiné empiricamente analizando las proporciones de pocillos vacios y pocillos que
no contenian un oligonucleotido de extincién (SEQ ID NO: 4) de placas de PCR en tiempo real de 1536 pocillos. El
valor umbral de proporcion se establecié significativamente por encima del valor de proporcion medido mas alto de
pocillos que no contenian oligonucle6tidos de extincién. El valor umbral de proporcion se fij6 en 1,5.

A todas las posiciones de la placa con una proporcién por debajo de ese umbral de proporciéon minimo se les asigné
el estado de error de transferencia de fluido "S-Fail" (fallo de configuracion, es decir, transferencia de fluido de ADN
diana fallida). El resultado se muestra en la figura 1 para muestras de las combinaciones 6 y 7 (véase la tabla del
ejemplo 2).

Para todas las posiciones de la placa por encima de ese umbral de proporcién minimo, se calcula un valor de
proporcion medio y se compara con un intervalo de proporciones predefinido guardado en el archivo de
configuracién del programa informatico. El intervalo de proporciones predefinido se determindé empiricamente
comparando el rendimiento de la PCR de las varianzas de transferencia de fluido y se establecié asimétricamente
alrededor del valor de proporcion medio. El intervalo de aceptacion se fijé en un 100 % por encima del valor de
proporcion medio y en un 50 % por debajo del valor de proporcién medio.

A todas las posiciones de la placa con una proporcion fuera de ese intervalo se les asigno el estado de error de
transferencia de fluido "S-Fail" (fallo de configuracién, es decir, transferencia de fluido de ADN diana fallida).

A todas las posiciones de la placa con un valor de fluorescencia por encima del umbral de fluorescencia minimo
predefinido, por encima del umbral de proporcidon minimo predefinido y dentro del intervalo de proporcion predefinido
se les asigno al estado de transferencia de fluido "Pass" (aprobado). El resultado se muestra en la figura 1 para
muestras de las combinaciones 1,2, 3y 5.

Ejemplo 5

Visualizacion de los resultados del control de transferencia de fluido combinados con los resultados de PCR
en tiempo real

El estado del control de transferencia de fluido se visualiza en la tabla de resultados de PCR en tiempo real (figura
1). La clasificacién y el filtrado permiten al usuario seleccionar un determinado estado de control de transferencia de
fluido y discriminar entre reacciones de PCR en tiempo real validas y no validas. Como se puede ver en la figura 1,
las muestras que presentan el estado de control de transferencia de fluido "Pass" también presentan un aviso

10
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positivo y un valor de Cp valido. Las muestras que presentan el estado de control de transferencia de fluido "Fail" (M-
Fail o S-Fail) presentan un aviso negativo y ningun valor de Cp debido a la configuracion prevista de las
combinaciones de mezcla maestra y mezcla de ADN diana.

La tabla de resultados se combina con curvas de amplificacion en tiempo real (figura 2). Como se puede observar en
la figura 2, las muestras que presentan el estado de control de transferencia de fluido "Pass" también presentan
curvas de amplificacién positivas. Las muestras que presentan el estado de control de transferencia de fluido "Fail"
(M-Fail o S-Fail) presentan curvas de amplificacion negativas debido a la configuracién prevista de las
combinaciones de mezcla maestra y mezcla de ADN diana.

11
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de control de transferencia de fluido, comprendiendo el procedimiento
a) proporcionar una soluciéon para su transferencia con un colorante de control, siendo dicho colorante de
control un colorante fluorescente unido a un oligonucleétido,
b) transferir volimenes predefinidos de dicha solucién que comprende una concentracién de dicho colorante
de control a una pluralidad de recipientes,
C) medir la intensidad de fluorescencia del colorante de control en cada recipiente,
d) comparar la intensidad medida en la etapa c) para cada recipiente con un valor umbral predefinido,

mientras que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si la intensidad medida en
la etapa c) esta por debajo de dicho valor umbral,

e) compilar un valor de intensidad media de todos los recipientes que tienen una intensidad medida en la
etapa c) que esta por encima de dicho valor umbral predefinido,
f) verificar, para todos los recipientes que tienen una intensidad medida en la etapa c) que esta por encima de

dicho valor umbral predefinido, si dicha intensidad esta dentro de un intervalo predefinido que rodea a dicho valor de
intensidad media compilado en la etapa €), en el que un error de transferencia de fluido se detecta para un recipiente
determinado si la intensidad medida en la etapa c) no esté dentro de dicho intervalo, y

9) declarar como correcta una transferencia de fluido para todos los recipientes que tienen una intensidad
medida en la etapa c) que esta dentro de dicho intervalo predefinido de la etapa f) y en el que se afiaden a los
recipientes volimenes predefinidos de una segunda solucién que comprende una concentracién de una molécula de
extincién , estando dicha molécula de extincion unida a un segundo oligonucleétido, en el que el oligonucleétido y el
segundo oligonucledtido tienen secuencias complementarias, y dicha molécula de extincién extingue la intensidad de
dicho colorante de control utilizado en la etapa a),

comprendiendo dicho procedimiento las etapas adicionales de

h) medir la intensidad de fluorescencia extinguida de los colorantes de control en cada recipiente,

i) calcular un valor de parametro de extincion basado en la intensidad extinguida medida en la etapa h) para
cada recipiente, en el que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si no se
cumple un criterio de umbral de extincién predefinido de dicho valor de parametro de extincion,

)] compilar un valor de parametro de extincién medio de todos los recipientes que tienen un valor de
parametro de extincion calculado en la etapa i) que cumple dicho criterio de umbral de extincion predefinido,
k) verificar, para todos los recipientes que tienen un valor de pardmetro de extincion calculado en la etapa i),

que cumplen dicho criterio de umbral de extincién predefinido, si dicho valor de parametro de extincion esta dentro
de un segundo intervalo predefinido que rodea a dicho valor de parametro de extincion medio compilado en la etapa
i), mientras que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si dicho valor de
parametro de extincion medido en la etapa i) no esta dentro de dicho segundo intervalo predefinido, y

) declarar como correcta una segunda transferencia de fluido para todos los recipientes que tienen un valor
de parametro de extincidon medido en la etapa i) que esta dentro de dicho segundo intervalo predefinido de la etapa
k), en el que dicha pluralidad de recipientes esta dispuesta como una placa multipocillo.

2. Un procedimiento de control de transferencia de fluido, comprendiendo el procedimiento

a) proporcionar una solucion para su transferencia con un colorante de control, siendo dicho colorante de
control un colorante fluorescente unido a un oligonucleétido,

b) transferir volimenes predefinidos de dicha solucién que comprende una concentracién de dicho colorante

de control a una pluralidad de recipientes, y en el que se anaden posteriormente a los recipientes voliUmenes
predefinidos de una segunda solucion que comprende una concentracién de una molécula de extincion , estando
dicha molécula de extincién unida a un segundo oligonucleétido, en el que el oligonucleétido y el segundo
oligonucledtido tienen secuencias complementarias y en el que un parametro de la solucidon mezclada resultante se
ajusta de tal manera que dicho colorante de control usado en la etapa a) esta en un estado no extinguido,

C) medir la intensidad de fluorescencia del colorante de control en cada recipiente,

d) comparar la intensidad medida en la etapa c) para cada recipiente con un valor umbral predefinido,
mientras que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si la intensidad medida en
la etapa c) esta por debajo de dicho valor umbral,

e) compilar un valor de intensidad media de todos los recipientes que tienen una intensidad medida en la
etapa c) que esta por encima de dicho valor umbral predefinido,
f) verificar, para todos los recipientes que tienen una intensidad medida en la etapa c) que esta por encima de

dicho valor umbral predefinido, si dicha intensidad esta dentro de un intervalo predefinido que rodea a dicho valor de
intensidad media compilado en la etapa €), en el que un error de transferencia de fluido se detecta para un recipiente
determinado si la intensidad medida en la etapa c) no esté dentro de dicho intervalo, y

9) declarar como correcta una transferencia de fluido para todos los recipientes que tienen una intensidad
medida en la etapa c) que esta dentro de dicho intervalo predefinido de la etapa f) y en el que un parametro de la
solucion mezclada resultante se ajusta de tal manera que dicha molécula de extincion extingue la intensidad de
dicho colorante de control usado en la etapa a),

comprendiendo dicho procedimiento las etapas adicionales de

h) medir la intensidad extinguida del colorante de control en cada recipiente,

i) calcular un valor de parametro de extincion basado en la intensidad extinguida medida en la etapa h) para
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cada recipiente, en el que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si no se
cumple un criterio de umbral de extincién predefinido de dicho valor de parametro de extincion,

)] compilar un valor de parametro de extincién medio de todos los recipientes que tienen un valor de
parametro de extincion calculado en la etapa i) que cumple dicho criterio de umbral de extincion predefinido,
k) verificar, para todos los recipientes que tienen un valor de parametro de extinciéon calculado en la etapa i),

que cumplen dicho criterio de umbral de extincién predefinido, si dicho valor de parametro de extincion esta dentro
de un segundo intervalo predefinido que rodea a dicho valor de parametro de extincion medio compilado en la etapa
i), mientras que se detecta un error de transferencia de fluido para un recipiente determinado si dicho valor de
parametro de extincion medido en la etapa i) no esta dentro de dicho segundo intervalo predefinido, y

) declarar como correcta una segunda transferencia de fluido para todos los recipientes que tienen un valor
de parametro de extincidon medido en la etapa i) que esta dentro de dicho segundo intervalo predefinido de la etapa
k), y en el que dicha pluralidad de recipientes esta dispuesta como una placa multipocillo.

3. El procedimiento de control de ftransferencia de fluido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho valor de parametro de extincion calculado de la etapa i) es una proporcion de
la intensidad del colorante de control medida en la etapa c) y la intensidad extinguida del colorante de control medida
en la etapa h).

4. El procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho criterio de umbral de extincion predefinido se basa en mediciones realizadas
usando dos soluciones de referencia, una primera solucion de referencia que tiene el volumen y la concentracién de
colorante de control de la etapa b) y la segunda solucion de referencia que tiene el volumen y la concentraciéon de
colorante de extincién de la reivindicacion 1 o 2.

5. El procedimiento de control de transferencia de fluido de acuerdo con la reivindicacion 1 para preparar una
amplificacion por PCR en tiempo real posterior que contiene un colorante de deteccién.
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