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DESCRIPCION

Procedimiento y sistema microfluidico para el tratamiento de células organicas y procedimiento de produccién para
producir un sistema microfluidico para el tratamiento de células organicas

Estado del arte

La presente invencion hace referencia a un procedimiento para el tratamiento de células organicas en un sistema
microfluidico para el tratamiento de células organicas, asi como a un procedimiento de producciéon para la
produccién de un sistema microfluidico de esa clase.

En el diagndstico molecular existe con frecuencia la necesidad de detectar acidos nucleicos patégenos, como ADN o
ARN, desde una muestra. Como ADN o ARN patdgeno se denomina el ADN o ARN obtenidos desde un patégeno,
por ejemplo desde un virus, una bacteria o un hongo. Como muestra se denomina el liquido que debe ser analizado,
usualmente una muestra del paciente liquida o licuada, por ejemplo sangre, orina, materias fecales, esputo, liquidos,
lavados, un frotis aclarado o una muestra de tejido licuada. Los acidos nucleicos se purifican y se proporcionan para
un analisis, a través del cual se verifica la presencia de determinados patégenos o genes, por ejemplo genes de
resistencia. Ese analisis puede tener lugar por ejemplo a través de secuenciacion, de la reaccion en cadena de la
polimerasa (Polymerase Chain Reaction; PCR), de PCR en tiempo real y/o de hibridacién en una micromatriz
(microarray).

La purificacién de un acido nucleico desde una muestra tiene lugar con frecuencia a través de la desintegracion o
lisis de los patdgenos y de la adsorcidn consecutiva de los acidos nucleicos en una fase sélida, por ejemplo un filtro
de material de silice o microparticulas en forma de esferas pequefias, las asi llamadas microesferas. Junto con los
métodos quimicos y enzimaticos para la lisis existen ademas métodos mecanicos, por ejemplo con ultrasonido o a
través del triturado con microesferas. El objetivo de la purificacién consiste en poner a disposiciéon los acidos
nucleicos de forma concentrada para una amplificacion posterior y/o deteccion. Para concentrar los patdgenos antes
de la purificacion la muestra por ejemplo se centrifuga o se lava mediante un filtro.

En la solicitud EP 1179 585 B1 se describe un cartucho para la lisis de componentes de una muestra de fluido. El
cartucho presenta una camara de lisis con una pared a la cual puede acoplarse un transductor de ultrasonido, para
provocar una transmision de energia ultrasénica hacia la camara de lisis.

Por los documentos US 2010/0055766 A1, WO 99/33559, US 2010/0256350 Al, US 2008/0058505 y EP 2026074
A2 se conocen dispositivos microfluidicos para la separacion de analitos desde muestras biologicas.

Descripcion de la invencion

Considerando esos antecedentes, con el principio aqui presentado se presenta un procedimiento para el tratamiento
de células organicas. En las respectivas reivindicaciones dependientes y en la siguiente descripcion se indican
variantes ventajosas de la presente invencion.

Una gran cantidad de microparticulas amontonadas formando un lecho puede utilizarse para la acumulacion de
células organicas y, en base a una resuspension subsiguiente en un tampon de lisis, para la lisis de las células,
eventualmente con una agitacion mecanica adicional. Adicionalmente, las microparticulas pueden usarse también
para la purificacién de una sustancia liberada desde las células organicas, por ejemplo de ADN.

Los procedimientos conocidos hasta el momento utilizan centrifugacion o filtros de tejido, asi como membranas, para
la acumulacién de células desde una muestra. Una centrifugacion presenta la desventaja de que ésta no puede
implementarse en un sistema microfluidico y por eso puede integrarse con dificultad en una secuencia automatizada.
En el caso de la utilizacién de un filtro de tejido o de una membrana es posible una integracion en un sistema
microfluidico, asi como una automatizacion de otra clase, pero las células acumuladas en el filtro de tejido se
encuentran, por asi decirlo, "ocultas", y pueden alcanzarse con dificultad para pasos del proceso subsiguientes, por
ejemplo una lisis, asi como esto sucede con una efectividad empeorada. La invencién soluciona este problema a
través del apilamiento reversible con respecto a un elemento de filtro y de la resuspensién de microparticulas.
Gracias a ello, con sélo un componente puede cumplirse con dos exigencias opuestas, a saber, la puesta a
disposicién de un elemento con poros reducidos, por ejemplo para la acumulacion de células y para la union de
acidos nucleicos, y el lavado lo mas eficiente posible y completo por ejemplo de células acumuladas o de acidos
nucleicos unidos con reactivos, por ejemplo reactivos de lisis o de lavado.

De acuerdo con el concepto aqui propuesto, la acumulacion de células sobre un apilamiento de microparticulas
posibilita una concentracién de las células ventajosa para un andlisis posterior. Puesto que de este modo puede
mejorarse una sensibilidad de una deteccion, eventualmente subsiguiente, de por ejemplo patdgenos en las células.
Eventualmente en principio pueden detectarse de este modo cantidades reducidas de células en un volumen
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grande. A través de la resuspension de las microparticulas las células se liberan nuevamente en un volumen mas
reducido y, de manera ventajosa, pueden lisarse de forma efectiva, debido a lo cual resulta un efecto de
concentracion.

Como otra ventaja, a través de la utilizacién de las microparticulas para la acumulacién y la purificacién puede
prescindirse de una membrana o de otro filtro para la purificacion. Gracias a ello, un sistema segun la invencion
puede realizarse de forma méas compacta y conveniente en cuanto a los costes. En un perfeccionamiento del
principio aqui sugerido, mediante la agitacidn mecanica de las microparticulas durante la lisis puede alcanzarse un
efecto de triturado, de modo que pueden lisarse de ese modo también células que se lisan con dificultad, por
ejemplo hongos.

Un procedimiento de tratamiento aqui sugerido para el andlisis de células organicas es adecuado en particular para
una integracién en un sistema microfluidico. Con ello, el desarrollo del procedimiento se vuelve accesible, gracias a
lo cual puede ahorrarse en cuanto a tiempo y a costes. Ademas, una automatizacién en un sistema microfluidico
ofrece la ventaja de que el sistema puede operarse sin conocimientos especiales y de que se reduce el riesgo de
contaminaciones.

Se proporciona un procedimiento para el tratamiento de células organicas, donde el procedimiento presenta los
siguientes pasos:

puesta a disposicion de un sistema microfluidico con una fase estacionaria en forma de una camara que presenta
una gran cantidad de microparticulas;

entrada de una gran cantidad de células organicas en una fase movil hacia la camara, mediante una primera
abertura del sistema microfluidico;

acumulacion de las células organicas en una seccion (en particular disminuida) de la camara, la cual esta situada
aguas arriba de al menos un filtro impermeable (en una variante también para las células organicas) del sistema
microfluidico; e

introduccion de un agente de lisis hacia la camara, para resuspender las microparticulas y las células organicas en
la camara, para una desintegracion de las células orgéanicas.

De este modo, el filtro del sistema microfluidico se encuentra dispuesto por ejemplo entre una segunda abertura y la
seccion (que en particular disminuye). Por ello, el filtro se encuentra situado aguas arriba de esa seccion que
disminuye, en una direccion de flujo desde la segunda abertura, sobre la seccion que se reduce. Expresado de otro
modo, en el caso de un flujo de entrada de fluido mediante la primera abertura y la seccién que disminuye de la
camara, el filtro se encuentra situado aguas abajo de la seccién que disminuye. En una forma de ejecucién, el filtro
puede ademas ser permeable para células orgéanicas y en otra forma de ejecucién puede ser impermeable

Mediante el procedimiento, las células pueden tratarse en el sentido de que los acidos nucleicos contenidos en las
células, como ADN o ARN, pueden volverse accesibles para un andlisis. El sistema microfluidico puede tratarse de
una estructura en capas con estructuras de un tamafio micromilimétrico hasta milimétrico, para el analisis de células
organicas, por ejemplo puede tratarse de un asi llamado sistema lab-on-a-chip (laboratorio en un chip). Las células
organicas pueden estar contenidas en un fluido, en forma de una muestra, por ejemplo en un fluido corporal, y de
este modo, en la camara, pueden llevarse a una interacciéon con la fase estacionaria, de manera que con la ayuda
del agente de lisis las células se disocian o se lisan, liberando asi los acidos nucleicos. Con este fin, en una variante
del principio aqui presentado, la fase estacionaria en forma de las microparticulas puede entenderse como una
"herramienta” para la apertura mecanica de las células. Como la resuspension puede entenderse un
arremolinamiento o una vorticidad de las células organicas y de las microparticulas dentro de la camara.

De acuerdo con una forma de ejecucién del procedimiento, en el paso de la introduccién, el agente de lisis puede
introducirse de modo que las microparticulas y las células organicas se resuspenden en la camara. Esto puede tener
lugar por ejemplo introduciendo en la camara el agente de lisis mediante la segunda abertura del sistema
microfluidico, situada aguas abajo del filtro. De este modo, la resuspension, es decir el arremolinamiento de las
células y microparticulas y, con ello, la apertura de las células, puede respaldarse de manera ventajosa y puede
mejorarse.

De manera alternativa o0 complementaria con respecto a la resuspension de las microparticulas a través de fuerzas
de flujo, la resuspension de las microparticulas puede respaldarse a través del acoplamiento de otra energia
mecanica, por ejemplo ultrasonido u ondas de choque en la camara. Esto ofrece la ventaja de que se intensifica la
agitacion mecanica de las microparticulas y, de este modo, el efecto de lisis.
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De acuerdo con otra forma de ejecucion, el procedimiento puede presentar un paso del llenado o de la introduccion
de las microparticulas mediante la abertura de entrada en la camara y/o del apilamiento de las microparticulas en la
seccion disminuida de la camara. Esto ofrece la ventaja de que puede alcanzarse un apilamiento especialmente
denso de las microparticulas, lo cual aumenta la efectividad de la acumulacién de las células organicas. De este
modo, por ejemplo después de un transporte del sistema, en el cual eventualmente a través de impactos o
vibraciones actuantes, se ha descomprimido el apilamiento de las microparticulas, puede alcanzarse un nuevo
apilamiento denso de las microparticulas. Otra ventaja reside en el hecho de que la camara puede usarse para otros
fines en pasos del proceso precedentes, por ejemplo como camara de reaccion o de almacenamiento. Las
microparticulas se introducen solo cuando es necesario. Asimismo, de este modo, un elemento del sistema fluidico
que presenta la cdmara y la fase estacionaria pueden proporcionarse independientemente uno de otro y, con ello,
puede ampliarse de manera ventajosa un campo de aplicacion del sistema fluidico, en donde el sistema
microfluidico, por ejemplo, puede orientarse y adaptarse especificamente al cliente. El llenado o la introduccion de
las microparticulas puede tener lugar por ejemplo a través del bombeo o del pipeteo hacia la camara de las
microparticulas en una fase movil, por ejemplo agua o un tampoén acuoso. El apilamiento de las microparticulas
puede tener lugar por ejemplo a través de la sedimentacion a través de la gravitacion o a través del bombeo o
irrigacion de un liquido sobre las microparticulas, donde la direccion de flujo se orienta desde la primera abertura de
la camara, mediante la seccién (en particular que disminuye) y el filtro, hacia la segunda abertura. Si se utiliza una
bomba, entonces ésta puede encontrarse aguas arriba o aguas abajo de la camara, de modo que el liquido se
bombea con sobrepresién sobre las microparticulas o se succiona con presion negativa.

Ademas, el procedimiento puede comprender un paso de la introduccién de un ligante, por ejemplo de un tampén de
unién, hacia la camara. De este modo, acidos nucleicos liberados en base a la desintegracion desde las células
pueden unirse a las microparticulas, por ejemplo debido a interacciones electroestaticas. Con esa forma de
ejecucion del procedimiento puede prepararse con facilidad un tratamiento posterior de los &cidos nucleicos
liberados, por ejemplo un lavado o una acumulacién sobre las microparticulas.

Ademas, el procedimiento puede presentar un paso del apilamiento de las microparticulas con los acidos nucleicos
fijados en las microparticulas, en la seccién disminuida de la camara. Con esa forma de ejecuciéon puede realizarse
una concentracion de los acidos nucleicos en un espacio lo mas reducido posible y, con ello, una elucién de los
acidos nucleicos desde un volumen lo mas reducido posible. En ese paso, el apilamiento puede tener lugar de
manera que el liquido o el ligante que se encuentra en la cAmara es succionado a través de la segunda abertura.

Para alcanzar una pureza particularmente buena de los acidos nucleicos, a continuacién del paso de la introduccion
del ligante, puede realizarse un lavado de las microparticulas. Un lavado puede tener lugar por ejemplo conduciendo
un tampoén de lavado sobre las microparticulas. También en este caso el tampdn de lavado puede conducirse hacia
la camara de manera que tenga lugar una resuspensién de las microparticulas, por ejemplo a través de la
introduccion mediante la segunda abertura. Esto ofrece la ventaja de que las contaminaciones pueden eliminarse de
forma especialmente efectiva.

El procedimiento puede presentar un paso de la elucion de los acidos nucleicos de las microparticulas y un paso del
transporte de los acidos nucleicos a través del filtro y de la segunda abertura, desde la camara. Ese paso puede
realizarse por ejemplo irrigando agua y/o un agente de elucion a través de la primera o la segunda abertura, sobre
los acidos nucleicos acumulados delante del filtro. Por ejemplo, el agente de elucion puede introducirse en la cAmara
mediante la segunda abertura, incubarse durante un cierto periodo de tiempo y después succionarse nuevamente a
través de la segunda abertura. Esa forma de ejecucion, de manera rapida y sencilla, garantiza una separacién de la
sustancia analizada, desde los medios, para su puesta a disposicién. Eventualmente, la camara puede calentarse
también durante la elucién, por ejemplo a temperaturas entre 30y 70 °C.

El procedimiento, antes del paso de la elucion de los acidos nucleicos, puede presentar un paso del secado de las
microparticulas y del filtro. Esto ofrece la ventaja de que los residuos del ligante se eliminan de forma especialmente
eficiente, posibilitando con ello una elucién mas completa. El secado puede tener lugar por ejemplo a través de la
introduccion de aire o nitrégeno sobre las particulas y/o a través del calentamiento de la camara, por ejemplo a
temperaturas entre 40 y 70 °C.

De acuerdo con otra forma de ejecucion, el procedimiento puede presentar un paso de la introduccién en la camara
de un agente limpiador, por ejemplo un tampoén de lavado, para limpiar las células organicas. Ese paso puede
realizarse después del paso de la acumulacién de las células organicas en la seccion disminuida de la camara. Ese
paso del procedimiento mejora en general la pureza de la muestra, donde en particular se eliminan sustancias
perjudiciales para los siguientes pasos del procedimiento. De manera ventajosa, la introduccién del agente limpiador
tiene lugar en ese caso a través de la primera abertura, para no perjudicar el apilamiento de las microparticulas y
evitar que células acumuladas sean enjuagadas desde la camara y de ese modo se pierdan.

Se presenta ademas un sistema microfluidico para el tratamiento de células organicas, donde el sistema
microfluidico presenta las siguientes caracteristicas:
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una camara para alojar una fase estacionaria que se encuentra presente en forma de una gran cantidad de
microparticulas y una fase movil que presenta una gran cantidad de células organicas, donde la camara presenta
una seccion (en particular disminuida) adecuada para una acumulacion de las microparticulas y/o de las células
organicas;

una primera abertura acoplada a la camara, para la entrada de las microparticulas y/o de las células organicas hacia
la cAmara;

un filtro situado aguas abajo de la seccién (en particular disminuida) de la camara, al menos impermeable para las
microparticulas; y

una segunda abertura situada aguas abajo del filtro, acoplada a la camara.

El sistema microfluidico puede entenderse como un dispositivo que se opera en el espacio mas reducido, utilizando
liguidos y/o gases. La camara puede presentar una forma alargada, donde la primera abertura puede estar
dispuesta en un lado corto de la camara. La seccion disminuida de la camara puede tratarse de un area de la
camara en forma de cuba, con una profundidad mas reducida que una seccion principal de la camara en forma de
cuba. La seccién disminuida puede estar conformada a una distancia maxima desde la primera abertura. La primera
abertura en general puede denominarse como una abertura de entrada hacia la cAmara y la segunda abertura puede
denominarse en general como una abertura de salida desde la camara. La ubicacion aguas abajo del filtro después
de la seccién disminuida y la ubicacién aguas abajo de la segunda abertura después del filtro puede entenderse
fijada con respecto a una posicidn de la camara. También la ubicacion aguas abajo del filtro después de la seccion
disminuida y la ubicacién aguas abajo de la segunda abertura después del filtro puede entenderse con relacion a
una funcion fundamental del sistema microfluidico, segun la cual una sustancia que debe ser analizada, al inicio del
procedimiento de tratamiento antes descrito, es conducida al sistema microfluidico desde células organicas,
mediante la primera abertura, y al final del procedimiento es extraida del sistema microfluidico mediante la segunda
abertura. La seccién disminuida, asi como la segunda abertura de la camara, con respecto a la gravitacion, pueden
encontrarse en el extremo inferior de la cdmara, de modo que las microparticulas se sedimentan en ausencia de un
flujo en la seccién disminuida. La primera abertura, con respecto a la gravitacion, puede encontrarse en el extremo
superior de la camara. Lo mencionado ofrece la ventaja de que en el caso de una introduccién de liquidos hacia la
camara, aire contenido en la camara mediante la segunda abertura puede disiparse desde la primera abertura. En
una variante del sistema otra tercera abertura puede encargarse también de esa funcién de ventilacion. De manera
ventajosa, el area de la camara opuesta al filtro, proporcionada para alojar el apilamiento de microparticulas, se
encuentra realizada de modo que no se producen angulos fluidicamente "muertos”, es decir, areas que, en el caso
de una introduccién de liquidos sobre las microparticulas, no pueden ser atravesadas o sélo pueden ser atravesadas
por los liquidos de forma insuficiente. Para ello, el extremo de la cdmara que se sitia abajo con respecto a la
gravitacion puede extenderse de forma oblicua o achaflanada con respecto al filtro. En particular, la base de la
camara puede estar adaptada a la forma del filtro, de manera que ninguna subarea de la camara se sitlie con mayor
profundidad, con respecto a la gravitacion, que el extremo inferior del filtro.

De acuerdo con una forma de ejecucion, una pared de la camara del sistema microfluidico, asi como una subarea de
la misma, por ejemplo una subarea circular, puede estar realizada de forma elastica, en particular como una
membrana. De este modo, la pared es adecuada para la transmision de ondas de choque o de pulsos de ultrasonido
a un contenido de la camara. Con ello, de manera sencilla, a través de la agitacion mecéanica adicional, puede
ejercerse un efecto de triturado y/o de lisado adicional sobre las células organicas.

En particular, el sistema microfluidico puede estar realizado como un sistema de capas formado por al menos un
elemento de base y un elemento de cubierta para recubrir el elemento de base. De este modo, la camara en forma
de cuba puede estar colocada en el elemento de base, la primera abertura puede formar parte de un primer canal
gue pasa por el elemento de base y el filtro puede estar dispuesto en un area del elemento de cubierta situado de
forma opuesta a la seccion disminuida de la camara. En esa forma modular, el sistema microfluidico puede
producirse de forma especialmente rapida y conveniente en cuanto a los costes y puede adaptarse facilimente segin
los deseos del cliente.

De acuerdo con una forma de ejecucion, el filtro puede estar dispuesto en un lado principal del elemento de cubierta
que se encuentra orientado hacia la camara, y la segunda abertura puede formar parte de un segundo canal que
pasa por el elemento de cubierta, adyacente al filtro. En esa forma de ejecucion, el sistema microfluidico, de manera
ventajosa, puede realizarse con un espacio de construccién reducido.

De manera alternativa, el sistema microfluidico puede caracterizarse porque el filtro esta dispuesto en otro lado
principal del elemento de cubierta que se encuentra apartado de la camara y, mediante un canal de unién colocado
en el elemento de cubierta, se encuentra acoplado a la cdmara. La segunda abertura puede formar parte de un
segundo canal adyacente al filtro, el cual pasa por un elemento de protecciéon que recubre el elemento de cubierta.
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Esa forma de ejecucion garantiza una entrada ventajosamente uniforme de las sustancias que deben ser analizadas
en el filtro.

Ademas, la camara puede estar dividida en una camara de lisis acoplada a la primera abertura y una camara de filtro
gue presenta la seccién disminuida. La camara de lisis y la cdmara de filtro pueden estar unidas mediante un canal
de paso. Esa forma de ejecucion ofrece la ventaja de que el filtrado de las sustancias que deben analizarse puede
realizarse a otra distancia del lisado de las células organicas que las contienen, con lo cual, de manera ventajosa,
puede llevarse al maximo una concentracion de las sustancias que deben analizarse.

De acuerdo con otra forma de ejecucion del sistema microfluidico, la camara puede presentar una forma tubular. De
este modo, el filtro puede formar una base de la camara. También esa forma de ejecucion puede posibilitar una
entrada de flujo mas homogénea del filtro, a través de las sustancias que deben analizarse.

Se presenta demas un procedimiento de produccion para producir un sistema microfluidico para el tratamiento de
células orgéanicas, donde el procedimiento de produccién presenta los siguientes pasos:

puesta a disposicion de un elemento de base en donde esta colocada una camara en forma de cuba y el cual
presenta una primera abertura que forma parte de un primer canal que pasa por el elemento de base;

puesta a disposicion de un elemento de cubierta;
puesta a disposicién de un filtro en el elemento de base o en el elemento de cubierta; y

colocacion del elemento de cubierta sobre el elemento de base, de manera que el filtro se dispone de forma contigua
con respecto a una seccion (en particular disminuida) de la camara.

El objeto de la presente invencion puede alcanzarse también de forma rapida y eficiente a través de la variante de
ejecucion de la invencion en forma de un procedimiento de produccion.

A continuacién, el principio aqui presentado se explica en detalle mediante los dibujos afiadidos. Las figuras
muestran:

Figura 1: un diagrama de blogues de un sistema microfluidico para el tratamiento de células organicas, segun un
ejemplo de ejecucion de la presente invencion;

Figura 2: una representacion en seccion de un sistema microfluidico segun un ejemplo de ejecucion de la presente
invencion;

Figura 3: otra representacién en seccién del sistema microfluidico de la figura 2;

Figura 4: una representacion en seccion de un sistema microfluidico segun otro ejemplo de ejecucién de la presente
invencion;

Figura 5: un diagrama de operaciones de un procedimiento para el tratamiento de células organicas, segin un
ejemplo de ejecucion de la presente invencion;

Figuras 6 a 11: imagenes de fases para explicar un modo de funcionamiento del sistema microfluidico de la figura 2,
segun un ejemplo de ejecucion de la presente invencién;

Figura 12: un diagrama de operaciones de un procedimiento de produccién para producir un sistema microfluidico
para el tratamiento de células organicas, segun un ejemplo de ejecucion de la presente invencién;

Figura 13: un diagrama de bloques de un sistema microfluidico segin un ejemplo de ejecucion de la presente
invencion;
Figura 14: un diagrama de bloques de otro sistema microfluidico segin un ejemplo de ejecucién de la presente
invencion;

Figura 15: figuras parciales de componentes de un sistema microfluidico segun un ejemplo de ejecucion de la
presente invencion en diferentes vistas; y
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Figura 16: figuras parciales de otros componentes de un sistema microfluidico segun un ejemplo de ejecucion de la
presente invencion en diferentes vistas.

En la siguiente descripcion de ejemplos de ejecucidon convenientes de la presente invencion para los elementos
representados en las distintas figuras y que actian de modo similar se utilizan los mismos signos de referencia o
signos similares, donde se prescinde de una descripcién repetida de esos elementos.

La figura 1 muestra un diagrama de bloques de un ejemplo de ejecucion de un sistema microfluidico 100 para el
tratamiento de células organicas. El sistema microfluidico 100 se utiliza para el tratamiento de células organicas
mediante el empleo de microparticulas y comprende una camara 102, un primer canal 104, un filtro 106 y un
segundo canal 108. El primer canal 104 forma un canal de entrada para la entrada de microparticulas y/o de una
muestra con células organicas, hacia la camara 102. El segundo canal 108 contacta un lado posterior del filtro, asi
como del elemento de filtro 106 y forma un canal de salida para la salida de una sustancia extraida desde las células
organicas con la ayuda de las microparticulas y del agente de lisis, y purificada mediante el apilamiento, desde el
sistema microfluidico 100. A través de un canal de union 110, la camara 102 y el elemento de filtro 106 estan
conectados mediante fluido, donde también puede prescindirse del canal de unién o éste puede formar parte de la
camara. En el ejemplo de ejecucion mostrado en la figura 1, el sistema microfluidico 100 estd equipado
adicionalmente con un canal de ventilacion 112 para ventilar la camara 102. Un volumen de la camara 102, en
donde tienen lugar la lisis y la purificaciéon de la muestra, se ubica entre por ejemplo 100 microlitros y 10 mililitros, y
se ubica usualmente aproximadamente en dos mililitros. A modo de ejemplo, el elemento de filtro 106 se encuentra
presente en forma de una frita plastica, de un soporte plastico poroso, de una membrana perforada, de una
disposicién en forma de rastrillo, de columnas, o de una rejilla metalica. Por ejemplo, el elemento de filtro puede
estar realizado también como componente de silicio, por ejemplo con una membrana perforada o una pieza de canal
interrumpida a modo de un rastrillo, a través de columnas pequefias. Las perforaciones, los poros o las columnas
presentan preferentemente una anchura, asi como una distancia, de menos de 100 micrometros.

La figura 2 muestra una representacion en seccién del sistema microfluidico 100 presentado mediante el diagrama
de bloques de la figura 1, segun un ejemplo de ejecucion de la presente invencién. Tal como muestra la
representacion de la figura 2, el sistema microfluidico 100, a modo de ejemplo, esta realizado como una estructura
multicapas de polimeros y se compone de un elemento de base 200, asi como de un elemento de cubierta 202,
donde el elemento de base 200 presenta un grosor mas elevado que el elemento de cubierta 202. La camara 102
esta colocada en el elemento de base 200 y, en un extremo, presenta una disminucion 204, la cual provoca que
liquidos puedan ser extraidos sin residuos desde la camara 102. Esto se logra debido a que la segunda abertura se
encuentra en el extremo de la disminucion que se sitlla mas abajo, con respecto a la gravitacion. El elemento de
filtro 106 esta dispuesto en el elemento de cubierta 202, directamente enfrente de la disminucién 204. De este modo,
en el ejemplo de ejecucion mostrado en la figura 2 se prescinde del canal de unién mostrado mediante el diagrama
de bloques en la figura 1, lo cual presenta la ventaja de que se reduce un volumen muerto y se evita una
problematica de una obstruccion del canal de union. En el ejemplo de ejecucion mostrado en la figura 2, el elemento
de filtro 106 esta insertado en el elemento de cubierta 202, para alcanzar una hermetizacién lateral del elemento de
filtro 106. Las dimensiones de la camara en cada direccion espacial, de manera ventajosa, son mayores que
aproximadamente 3 milimetros. Esto ofrece la ventaja de que burbujas de aire que se encuentran en la camara o
gue se producen al introducir liquidos en la camara suben hacia arriba y se eliminan del sistema.

En la representacion en la figura 2, el sistema de capas microfluidico 100 se encuentra en funcionamiento en un
posicionamiento y, con ello, se muestra colocado sobre una superficie lateral, es decir que el elemento de base 200
se encuentra ahora al lado del elemento de cubierta 202. Tal como muestra la representacion en la figura 2, la
camara 102 se encuentra colocada en forma de una cuba en el elemento de base 200. La disminucion 204 esta
formada a través de achaflanados en el material del elemento de base 200, en un extremo de la cuba, donde los
achaflanados se extienden de modo que, en la posicién del sistema microfluidico 100 mostrada en la figura 2, todo el
material movil introducido en la camara 102, por ejemplo las fases utilizadas en un andlisis, se acumula en la
seccion disminuida 204, enfrente del filtro 106. En el ejemplo de ejecucion del sistema microfluidico 100 mostrado en
la figura 2, el filtro 106 se encuentra dispuesto en un lado principal 206 del elemento de cubierta 202, orientado hacia
la cAmara 102.

El primer canal 112 para cargar la cAmara 102 con una muestra que debe analizarse forma una primera abertura del
sistema microfluidico 100. El segundo canal 108 contiguo al filtro 106 atraviesa el elemento de cubierta 202 y
presenta una segunda abertura 208, mediante la cual liquidos pueden extraerse desde el sistema microfluidico 100.
El segundo canal o canal de salida 108 se extiende esencialmente de forma paralela con respecto a la disminucion
204, en la representacion hacia abajo, de manera que sustancias que deben analizarse pueden extraerse facilmente
desde el sistema microfluidico 100.

La figura 3 muestra el sistema microfluidico 100 de la figura 2, a modo de ejemplo, mediante un corte longitudinal a

través del elemento de base 200. Una seccién transversal del filtro 106, situado aguas abajo de la seccion

disminuida 204 de la camara 102 en esta vista, se indica mediante una linea discontinua circular. El segundo canal

108, situado aguas abajo del filtro 106 en esta vista, se indica mediante una linea de puntos. Una seccién de una
7
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desembocadura 300 del segundo canal 108, contigua al elemento de filtro 106, se indica mediante una linea
discontinua circular. En base a la representacion de la figura 3 puede observarse claramente que un diametro del
elemento de filtro 106 es un poco mas grande, por ejemplo 0,5 a 2 milimetros mas grande, que una anchura de la
disminucion 204. Esta medida de disefar el filtro 106 mas ancho que la disminucion 204, garantiza una entrada de
flujo del filtro 106 mejorada y mas uniforme, asi como una estanqueidad mejorada del pasaje entre la camara 102 y
el filtro 106. El lado posterior del elemento de filtro 106 se contacta a través del segundo canal o canal de salida 108.

En base a la representacion de la seccion longitudinal del sistema microfluidico 100 a modo de ejemplo, en la figura
3 puede observarse claramente que el primer canal 104 que pasa por el elemento de base 200 presenta una primera
abertura 302 para la entrada de una muestra y/o de una gran cantidad de microparticulas hacia la camara 102.
Ademas, en base a la representacion en la figura 3 puede observarse claramente que, en el ejemplo de ejecucion
mostrado del sistema microfluidico 100, la seccién disminuida 204 presenta una distancia maxima desde la primera
abertura 302.

La figura 4, nuevamente en una representacion en seccion, muestra otro ejemplo de ejecucion del sistema
microfluidico 100. En ese ejemplo de ejecucion el sistema de capas formado por el elemento base 200 y el elemento
de cubierta esta ampliado en un elemento de protecciéon 400. El elemento de proteccion 400 presenta un grosor
correspondiente al elemento de cubierta 202 y esta dispuesto sobre el elemento de cubierta 202. En particular, en el
ejemplo de ejecuciéon mostrado en la figura 4, el segundo canal 108 esta colocado en el elemento de proteccion 400,
a saber, en un lado principal del elemento de proteccién 400 que se encuentra orientado hacia el elemento de
cubierta 202. El elemento de filtro 106, a diferencia del ejemplo de ejecucion presentado en las figuras 2 y 3, esta
dispuesto en otro lado principal 404 del elemento de cubierta 202, opuesto al lado principal 206, apartado del
elemento de base 200 con la camara 102, y mediante un canal de unién 406 que atraviesa transversalmente el
elemento de cubierta 202, se encuentra acoplado a la camara 102.

La realizacion alternativa del sistema microfluidico 100, mostrada en la figura 4, en donde el elemento de filtro 106
esta posicionado sobre el lado posterior 404 del elemento de cubierta 202, ofrece la ventaja de que se alcanza una
entrada de flujo mas homogénea del elemento de filtro 106 y el elemento de filtro 106 se hermetiza aun mejor de
forma lateral. La otra tapa o elemento protector 400 hermetiza la estructura formada por el elemento de base 200 y
el elemento de cubierta 202.

De acuerdo con otros ejemplos de ejecucion que no se muestran en las figuras, la cAmara 102 esta dividida en una
camara de lisis acoplada a la primera abertura 302 y una camara de filtro que presenta la seccién disminuida 204.
Para el acoplamiento mediante fluidos, la camara de lisis y la camara de filtro pueden estar unidas mediante un
canal de paso. Esa ejecucion ofrece la ventaja de que el elemento de filtro 106 puede posicionarse también a una
mayor distancia de la camara de lisis. Ademas, la camara 102 puede estar realizada como un tubo pequefio y, en su
extensién principal, puede colocarse transversalmente con respecto al lado principal 206 del elemento de cubierta
202, en el elemento de base 200. El elemento de filtro 106 puede formar entonces una base de la camara 102. Esa
ejecucion a modo de ejemplo presenta la ventaja de que se alcanza una entrada de flujo mas homogénea del
elemento de filtro 106. El tubo pequefio puede estar adherido o soldado en la estructura de varias capas.

La figura 5 muestra un diagrama de operaciones de un ejemplo de ejecucion de un procedimiento 500 para el
tratamiento de células organicas desde una muestra. El procedimiento 500 puede ejecutarse en un sistema
microfluidico presentado mediante las figuras 1 a 4.

En un paso 502, mediante una abertura de entrada de un sistema microfluidico que realiza el procedimiento 500,
microparticulas, por ejemplo esferas pequefias con un diametro en el rango de micrometros, las asi llamadas
microesferas, son colocadas o introducidas en una camara del sistema microfluidico y son apiladas en una seccion
disminuida de la camara, delante de un filtro impermeable para las microparticulas y células organicas.

En un paso 504 se pone a disposicion el sistema microfluidico con la gran cantidad de microparticulas apiladas en la
seccion disminuida de la cdmara, de manera que en un paso 506 una muestra con una gran cantidad de células
organicas puede ingresar en la camara del sistema microfluidico mediante la primera abertura.

En un paso 508 las células organicas, en la seccion disminuida, se acumulan en las microparticulas alli apiladas.
Como la muestra que presenta células organicas puede entenderse una fase movil que contiene las células
organicas. Como las microparticulas puede entenderse una fase estacionaria del sistema microfluidico que realiza el
procedimiento. La fase estacionaria estd prevista para entrar en interaccion con la fase movil del sistema
microfluidico, para tratar las células organicas para un andlisis subsiguiente, por ejemplo, eventualmente en
combinacién con el agente de lisis, lisando desde las células ADN o ARN contenido en las células organicas.
Durante la acumulacién, las microparticulas son presionadas continuamente contra el filtro a través del flujo
dominante, debido a lo cual puede mantenerse una densidad de apilamiento invariable o la densidad de apilamiento
incluso puede aumentarse ain mas. Debido a ello se mejora atin mas la efectividad de la acumulacion.
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El paso de la entrada 506 y de la acumulacién 508 pueden tener lugar también al mismo tiempo, donde a la muestra
se introducen las particulas de forma continua desde la primera abertura de la camara.

De acuerdo con un ejemplo de ejecucion del procedimiento 500, los pasos 502 a 508 pueden realizarse al mismo
tiempo o en un orden modificado. Por ejemplo, se agregan las microparticulas a la muestra y se introducen junto con
ésta en el sistema, de manera que tienen lugar al mismo tiempo un apilamiento de las microparticulas y una
acumulacion de células organicas en ese apilamiento. Esto ofrece la ventaja de que pueden ahorrarse pasos del
proceso y liquidos, y el procedimiento o el sistema pueden implementarse de forma mas rapida y ahorrando mas
espacio. De acuerdo con otro ejemplo de ejecucion, el procedimiento 500 puede comenzar con el paso de la puesta
a disposicion del sistema microfluidico que presenta la gran cantidad de microparticulas. Esto significa que, por
ejemplo, las microparticulas ya se cargan en el sistema durante una produccion.

En un paso 510, mediante una primera abertura del sistema microfluidico, se introduce un agente limpiador en la
camara, para limpiar las microparticulas y las células organicas. El paso 510 es opcional y, segin los ejemplos de
ejecucion, puede repetirse en otros momentos del procedimiento 500. En un paso 512 del procedimiento, un agente
de lisis se introduce en la caAmara para alcanzar una desintegracion de las células organicas y la liberacion de acidos
nucleicos contenidos en las células. En particular, en el paso 512 el agente de lisis se introduce en la camara
mediante la segunda abertura del sistema microfluidico, situada aguas abajo del filtro, debido a lo cual se
resuspenden las microparticulas y células organicas. Para unir a las microparticulas los acidos nucleicos liberados
desde las células en base a la desintegracion, en un paso 514 se introduce en la camara un ligante. La introduccién
del ligante en la camara mediante la segunda abertura situada aguas abajo del filtro posibilita un mezclado
particularmente bueno con el liquido que ya se encuentra en la camara, y una circulacion eficiente de las
microparticulas. De manera opcional, después del paso 514 puede seguir un paso del lavado de las microparticulas
y de los acidos nucleicos adsorbidos en las microparticulas.

En un paso 516, las microparticulas o microesferas con los acidos nucleicos fijados en las microparticulas se apilan
en la seccion disminuida de la camara. En un paso 518, los acidos nucleicos son eluidos desde las microparticulas y
son transportados a través del filtro y de la segunda abertura, desde el sistema microfluidico, para un analisis
subsiguiente.

Las figuras 6 a 11 muestran imagenes de fases de un ejemplo de ejecucion del procedimiento presentado mediante
la figura 5 para el tratamiento de células organicas desde una muestra, para explicar claramente un modo de
funcionamiento del sistema microfluidico 100 que realiza el procedimiento.

La figura 6 ilustra el paso del procedimiento de la entrada de una muestra que presenta una gran cantidad de células
organicas 600, mediante la primera abertura del sistema microfluidico 100 (la cual esta formada por el canal en el
extremo superior de la camara), hacia la camara 102, asi como una fase temprana en el paso de la acumulacion de
las células organicas, en donde aun se encuentran células en el area de las microparticulas. La muestra puede
presentar un volumen de entre 50 microlitros y 20 mililitros. La muestra puede tratarse de un fluido corporal, como
por ejemplo sangre, orina, esputo, un lavado, un frotis aclarado o muestra en un hisopo, 0 una muestra de tejido
licuada, o también puede tratarse de una suspension de células proveniente de un cultivo. En el paso de la entrada,
la muestra con las células organicas 600 es bombeada o succionada a través del canal de entrada y la camara 102,
en la direccion del canal de salida 108. Para ello pueden emplearse por ejemplo bombas peristalticas o0 bombas de
membrana. La introduccién puede tener lugar también de forma manual, por ejemplo a través de pipeteado o con
una jeringa. En particular, el sistema representado puede formar parte de un sistema microfluidico mas grande, el
cual presenta también bombas microfluidicas, por ejemplo una bomba de membrana microfluidica, asi como
camaras, por ejemplo para la entrada de la muestra. La bomba puede encontrarse aguas arriba o aguas abajo de la
camara.

Las microparticulas o microesferas 602 ya estan introducidas en la camara 102 y se encuentran apiladas delante del
elemento de filtro 106, en la seccidn disminuida 204 de la camara 102, formando un amontonamiento. Ese apilado
del amontonamiento, segun ejemplos de ejecucion, puede suceder ya durante la produccion del sistema 100 o poco
antes de un andlisis o de una entrada de una muestra, por ejemplo a través de la introduccién de las microparticulas
602, o durante el andlisis, por ejemplo empujando juntas las microparticulas 602 durante la entrada de la muestra,
formando un apilamiento. El elemento de filtro 106 esta disefiado de modo que las microparticulas son retenidas.
Las microparticulas 602 pueden estar presentes en forma de pequefias esferas o particulas de material de silice con
un diametro de entre 10 micrometros y 1 milimetro. De manera ventajosa, las microparticulas apiladas recubren
completamente el elemento de filtro. Gracias a ello se evita que se produzca una derivacion en las microparticulas
apiladas, mediante la cual las células organicas podrian perderse.

La figura 7, mediante otra imagen de fases, muestra como las células 600 contenidas en la muestra, por ejemplo
células humanas, bacterias u hongos, se retienen en el amontonamiento de microparticulas 602 y, con ello, se
acumulan. Se muestra el estado en el que se encuentran las células 600 sobre el amontonamiento, por ejemplo
contra el extremo de la acumulacion.
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La figura 8 muestra una imagen de fases de la parte del procedimiento de la resuspension de las células organicas
600 y las microparticulas 602. Tal como muestra la representacién en la figura 8, las microparticulas 602 y las
células acumuladas 602, mediante un agente de lisis o tampén de lisis, se resuspenden o arremolinan desde la
seccion disminuida 204, hacia dentro del volumen de la camara 102. En el ejemplo de ejecucion mostrado en la
figura 8 se alcanza la resuspension, en donde el tampon de lisis es bombeado desde el canal de salida 108 hacia la
camara 102. No obstante, la resuspension puede alcanzarse en principio también a través de la introduccién del
tampon de lisis a través de otro canal que desemboca en el area de la camara, en donde se encuentran las
microparticulas. El aire contenido en la camara se disipa mediante el canal de entrada o el canal de ventilacién. El
tampon de lisis, durante un tiempo de incubacion, por ejemplo entre 1 y 30 minutos, permanece en contacto con las
células y provoca una desintegracion de las células 600, de manera que se liberan los acidos nucleicos 800
contenidos en las células 600, por ejemplo ADN. El tampén de lisis puede contener para ello enzimas, por ejemplo
lisozima y/o proteinasas, y/o agentes quimicos de lisis, por ejemplo detergentes o componentes caotropicos o
basicos. La resuspension de las microparticulas provoca que tenga lugar un buen mezclado de células y tampén de
lisis, que se alcance una distribucién de concentracién homogénea del agente de lisis, por ejemplo de las enzimas,
en la camara, y que el tampon de lisis alcance todas las células. De manera adicional, una resuspension de las
microparticulas respalda la lisis al ejercer fuerzas mecanicas sobre las células. La resuspension de las
microparticulas, en el caso mas simple, tiene lugar a través de fuerzas de flujo.

Durante la lisis, la camara puede ser calentada, por ejemplo a temperaturas entre 30 y 60 °C. Esto ofrece la ventaja
de que en general las reacciones quimicas se desarrollan mas rapido y en particular las enzimas utilizadas
eventualmente para la lisis presentan una mayor actividad. También puede ser conveniente un calentamiento de la
camara a temperaturas mas elevadas, por ejemplo entre 90 y 97°C. En ese caso tiene lugar esencialmente una lisis
térmica.

El movimiento de las microparticulas, seguin un ejemplo de ejecucién, puede mantenerse activo durante la lisis, en
donde de forma continua o discontinua, aire es bombeado desde el canal de salida 108 hacia la cAmara 102.
Gracias a ello puede alcanzarse una agitacion continua de las microparticulas. Esto ofrece la ventaja de que durante
todo el tiempo de incubacién fuerzas mecanicas pueden ejercerse sobre las células organicas. De este modo, las
células que pueden lisarse con facilidad eventualmente ya pueden lisarse solo a través de fuerzas mecéanicas

De acuerdo con otros ejemplos de ejecucion, la resuspension de las microparticulas 602 y las células 600 puede
respaldarse a través de ondas de choque o pulsos de ultrasonido. En ese caso, una pared 210 de la camara 102
esta realizada de forma completa o parcial como membrana, a través de la cual pueden acoplarse las ondas de
choque o los pulsos de ultrasonido. Para ello, la membrana se pone en contacto con un inyector o un cuerno
ultrasénico. Ademas, esto ofrece la ventaja de que a través de la agitacion mecanica directa de las microparticulas
602, eventualmente también a través de cavitacion, se logra un efecto de triturado y, con ello de lisis, mas intenso,
sobre las células 600. Eventualmente, incluso puede prescindirse por completo de la adiciéon de por ejemplo enzimas
0 agentes de lisis quimicos en el tampodn de lisis y, en el caso mas sencillo, utilizar agua 0 un tampdn acuoso como
agente de lisis. Un liquido que se produce durante ese paso del proceso se denomina lisado.

La imagen de fases mostrada en la figura 9 ilustra el paso del procedimiento de la introduccién de un ligante o
tampon de unidn, el cual se introduce desde el canal de salida 108 hacia la camara 102. El lisado no es expulsado
desde la camara 102, sino que se mezcla con el tampon de unién. Gracias a ello se evita que se pierda lisado y, con
ello, acidos nucleicos contenidos en el mismo, y que ya no se encuentren disponibles para el analisis. En una
variante, el tampon de union puede introducirse a la cadmara a través de un tercer canal, donde el canal de salida
permanece cerrado, de modo que no sale nada de lisado. El tampdn de unién provoca una unién de los acidos
nucleicos 800 eluidos desde las células, a las microparticulas 602. El tamp6n de union puede contener para ello
alcoholes, por ejemplo etanol o isopropanol. El mezclado del tampon de union con el lisado puede respaldarse
introduciendo adicionalmente aire a la camara a través del canal de salida.

La figura 10 muestra una imagen de fases para ilustrar una acumulacion de las microparticulas 602 con los acidos
nucleicos 800 fijados en las mismas. La representacion muestra como la mezcla que presenta las microparticulas
602 y los acidos nucleicos 800, asi como el lisado mezclado con el tampdn de unidn, es irrigada desde la camara
102 en la direccién del canal de salida 108. Las microparticulas 602 con los acidos nucleicos 800 adsorbidos se
apilan nuevamente en la seccién disminuida 204 de la camara, delante del elemento de filtro 106, formando un
amontonamiento. En ese estado, segun ejemplos de ejecucién, las microparticulas 602 pueden lavarse con un
agente de lavado o tampon de lavado, para eliminar restos de células, por ejemplo proteinas. Para ello, por ejemplo
un tampon de lavado puede bombearse hacia dentro de la camara mediante el canal de entrada o, mediante el canal
de salida, puede bombearse hacia fuera desde la misma. De manera alternativa, un tampoén de lavado puede
bombearse hacia la camara mediante el canal de salida y, a continuacion, succionarse nuevamente mediante el
canal de salida. Esto ofrece la ventaja de que las microparticulas se resuspenden nuevamente con los acidos
nucleicos adsorbidos y, de este modo, pueden lavarse de modo aln mas eficiente. El lavado de las microparticulas
puede realizarse también varias veces.
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La figura 11, mediante otra imagen de fases, ilustra el paso segun la invencién de la elucion y el transporte de los
acidos nucleicos 800 separados desde las células. Los acidos nucleicos 800 son eluidos desde las microparticulas o
microesferas 602, en donde agua o un tampon de elucién o agente de elucién se introduce en el canal de salida 108
sobre el amontonamiento.

En una variante del procedimiento presentado mediante las imagenes de fases mostradas en las figuras 6 a 11, para
el tratamiento de células organicas desde una muestra, se suprimen los pasos del procedimiento explicados
mediante las figuras 9, 10 y 11. El lisado, eventualmente incluyendo las microparticulas, se extrae primero desde la
camara 102, y los acidos nucleicos 800 se purifican, uniéndose por ejemplo a una membrana, por ejemplo una
membrana de material de silice. Lo mencionado ofrece la ventaja de que pueden usarse también microparticulas
602 que no son adecuadas para la union de acidos nucleicos 800. La extraccién del lisado desde la camara puede
tener lugar por ejemplo a través de pipeteado o de la irrigacién a través de otro canal que desemboca en la camara,
delante del filtro.

En otra variante del procedimiento aqui presentado, después del paso del procedimiento de la resuspension,
ilustrado mediante la representacion en la figura 8, se realiza ademas una asimilacion de las proteinas contenidas en
el lisado. Para ello, un tampo6n que por ejemplo contiene proteinasas se introduce en la camara 102 a través del
canal de salida 108, se mezcla alli con el lisado y se incuba. Esto presenta la ventaja de que las impurezas, por
ejemplo proteinas, pueden eliminarse aun de forma mas efectiva.

De acuerdo con otra variante del procedimiento, respectivamente de forma breve, ondas de choque o energia de
ultrasonido pueden acoplarse en la camara en los pasos de la unién de los acidos nucleicos a las microparticulas,
del lavado de los acidos nucleicos adsorbidos en las microparticulas y de la elucién. Esto puede presentar la ventaja
de que en esos pasos se mejora la resuspension de las microesferas, mejorandose con ello la efectividad de la
unioén, asi como del lavado o de la elucién.

Ademas, las microparticulas y el filtro pueden secarse antes del paso de la elucion de los acidos nucleicos.

Ademas, segun un ejemplo de ejecucion del procedimiento aqui presentado, después del paso del procedimiento de
la acumulaciéon de las células 600 sobre el amontonamiento de microparticulas 602, ilustrado mediante la
representacion en la figura 7, las células acumuladas 600 pueden ser lavadas, por ejemplo con un tampon o agente
de lavado. Esa realizacion del procedimiento ofrece la ventaja de que pueden eliminarse componentes de la muestra
gue afectarian la purificacion posterior y la deteccion.

Ademas, antes del paso | puede tener lugar un tratamiento precedente de la muestra.

Por ejemplo, células humanas contenidas en la muestra, por ejemplo células sanguineas, pueden lisarse a través de
la adicion de proteinasas o detergentes, a través chogue osmético o de un calentamiento breve, por ejemplo a 70°C.
Las bacterias u hongos contenidos en la muestra se mantienen intactos y pueden acumularse sobre el
amontonamiento en los pasos consecutivos. Como tratamiento precedente puede tener lugar también una
licuefaccion de componentes del tejido o una asimilacién de proteinas, por ejemplo a través de la adiciéon de
proteinasas.

De acuerdo con otro ejemplo de ejecucion, como tratamiento precedente con respecto al paso del procedimiento de
la entrada de la muestra en la camara 102, ilustrado mediante la imagen de fases en la figura 6, puede eliminarse un
frotis o un hisopo impregnado contenido en la muestra. El tratamiento precedente presenta la ventaja de que, para la
purificacién, puede accederse mejor a las células 600 cuyo acido nucleico debe ser detectado.

En otra variante pueden utilizarse microparticulas magnéticas revestidas con material de silice. Estas pueden
ponerse en movimiento en los pasos de la lisis, de la union de los acidos nucleicos a las microparticulas, del lavado
de los acidos nucleicos adsorbidos en las microparticulas y de la elucién, respectivamente mediante un campo
magnético externo. Debido a ello puede mejorarse la efectividad de la lisis, asi como de la union, asi como del
lavado, asi como de la elucion. La agitacion de las microparticulas mediante campos magnéticos representa una
alternativa a la agitacién de las microparticulas mediante fuerzas de flujo, ondas de choque o pulsos de ultrasonido.
La utilizacién de campos magnéticos, en comparacion con la utilizacion de ondas de choque o pulsos de ultrasonido,
puede presentar aqui la ventaja de que no es necesario ningln acceso mecanico a una superficie externa de la
camara, debido a lo cual puede ahorrarse eventualmente espacio de construccion.

El procedimiento presentado mediante las imagenes de fases en las figuras 6 a 11 posibilita la acumulacién de
patégenos desde una muestra, de su lisis subsiguiente, asi como de la purificacién de los acidos nucleicos
contenidos y en particular se caracteriza porque un analisis significativo de los patégenos se posibilita también en el
caso de una concentracion solamente reducida de patégenos en una muestra.
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La figura 12 muestra un diagrama de operaciones de un ejemplo de ejecucion de un procedimiento de produccion
1200 para producir un sistema microfluidico para el tratamiento de células organicas. Un sistema microfluidico
producido mediante el procedimiento de produccion 1200 puede tratarse de un ejemplo de ejecucion del sistema
microfluidico presentado mediante las figuras 1 a 4.

En un paso 1202 se proporcionan un elemento de base con una camara colocada en forma de cuba en el elemento
de base y un primer canal, acoplado a la camara, el cual pasa por el elemento de base. En un paso 1204 se
proporcionan un elemento de cubierta y un filtro. En un paso 1206, el elemento de cubierta se coloca sobre el
elemento de base, de manera que el filtro se dispone de forma opuesta a una seccion disminuida de la camara o se
sita de forma contigua a la misma.

La figura 13 muestra un diagrama de bloques de un sistema microfluidico a modo de ejemplo, para realizar el
procedimiento segln la invencion. Junto con la camara 1305 con filtro 1310, canal de entrada 1315, canal de salida
1320 y canal de ventilacion 1325, el sistema presenta una bomba microfluidica 1330, valvulas microfluidicas 1355,
asi como otras camaras 1340 (s6lo se representa una). Las camaras 1340 se utilizan como depdsito para almacenar
reactivos, por ejemplo del tampdn de lisis, del tampon de unién, del tampén de lavado y/o del tampdn de elucion.
Otros depésitos, por ejemplo para almacenar la muestra, de liquidos para la introduccién de las microparticulas y de
otros tampones de lavado, pueden estar conectados al canal de entrada 1315. Las camaras 1340 pueden
igualmente estar ventiladas mediante canales de ventilacion o aireacidon 1325, para alcanzar una compensacion de
presion durante la extraccion de liquido desde las camaras. La bomba 1330 se utiliza para irrigar la muestra, asi
como eventualmente para tampones de lavado, mediante el canal de entrada, hacia el canal de salida. Ademas, con
la bomba 1330 pueden irrigarse a la camara tampones de lisis, de union y de lavado, desde la salida.

La figura 14 muestra un diagrama de bloques de una topologia de camara 1305, filtro 1310 y segunda abertura, en
donde paralelamente con respecto al filtro 1310 se encuentra situada una membrana 1405 que es adecuada para la
purificacién de acidos nucleicos, por ejemplo una membrana de material de silice. Después de la lisis se pasa desde
la ruta con el filtro 1310 a la ruta con la membrana 1405. Durante el bombeado del tampén de unién/tampén de
lavado para el lavado de los acidos nucleicos/tampon de elucion, las microparticulas se apilan delante de la
membrana 1405. Gracias a ello resulta la ventaja de que los acidos nucleicos pueden purificarse de modo ain mas
eficiente, en particular en el caso de una carga elevada de acidos nucleicos y/o pueden utilizarse microparticulas
gue no sean adecuadas para la purificacion de acidos nucleicos. Nuevamente pueden suprimirse los canales de
unién entre camara y filtro/membrana; es decir que la membrana 1405, de forma similar al filtro 1310, puede estar
dispuesta directamente en la camara 1305.

Las figuras parciales de la figura 15 muestran una parte principal de la camara 1305 y del filtro 1310 en un nivel en
una representacion de una vista superior (figura 15A), en una representacion de la seccion transversal (figura 15B) y
en una vista en perspectiva (figura 15C). El canal de entrada 1315 (donde su otra conduccion no esta representada)
esta representado de forma lateral y el canal de salida 1320 esta representado como perforacién. En el ejemplo de
ejecucion mostrado en las figuras parciales 15 se suprime la disminucién. Un canal de ventilacién no se encuentra
representado.

Las figuras parciales de la figura 16 muestran otra representacion de una parte principal de la camara 1305 y del
filtro 1310 en diferentes vistas (representacion en una vista superior en la figura 16A, representacion en una vista de
la seccion transversal en la figura 16B y representacion en perspectiva en la figura 16C). Se representan aqui hacia
el exterior una ampliacién adicional 1605 y una abertura 1610. La abertura circular 1610 se encuentra tapada por
otra membrana 1615.

El disefio aqui presentado para el tratamiento de células organicas puede utilizarse por ejemplo en sistemas o
rutinas de laboratorio que se emplean para el diagnostico de enfermedades infecciosas.

Los ejemplos de ejecucion descritos y mostrados en las figuras estan seleccionados s6lo a modo de ejemplo. Los
distintos ejemplos de ejecuciéon pueden combinarse unos con otros por completo o con respecto a caracteristicas
individuales. Un ejemplo de ejecucion puede complementarse también a través de caracteristicas de otro ejemplo de
ejecucion.

Ademas, los pasos del procedimiento aqui presentados pueden realizarse repetidos, asi como pueden realizarse en
un orden diferente al orden descrito.

Si un ejemplo de ejecucion comprende una vinculacion "y/o" entre una primera caracteristica y una segunda
caracteristica, entonces esto debe considerarse como el hecho de que el ejemplo de ejecucién, segin una forma de
ejecucion, presenta tanto la primera caracteristica como también la segunda caracteristica y, segin otra forma de
ejecucion, presenta solo la primera caracteristica o solo la segunda caracteristica.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento (500) para el tratamiento de células organicas (600), donde el procedimiento (500) presenta los
siguientes pasos:

puesta a disposicion (504) de un sistema microfluidico (100) con una fase estacionaria en forma de una camara
(102) que presenta una gran cantidad de microparticulas (602);

entrada (506) de una gran cantidad de células organicas (600) en una fase mévil hacia la camara (102), mediante
una primera abertura (302) del sistema microfluidico (100);

acumulacién (508) de las células organicas (600) en una seccion (204) de la camara (102), en donde las
microparticulas (602) son depositadas y la cual esta situada aguas arriba de un filtro (106), impermeable para las
microparticulas (602), del sistema microfluidico (100); y

caracterizado por

una introduccion (512) de un agente de lisis hacia la camara (102) mediante un canal que desemboca en la seccién
(204) de la camara (102) para resuspender las microparticulas (602) y las células organicas (600) en la camara
(102), para una desintegracion de las células organicas (600).

2. Procedimiento (500) segun la reivindicacion 1, caracterizado porque en el paso de la introduccién (512), el agente
de lisis es introducido en la camara (102) mediante una segunda abertura (208) del sistema microfluidico (100),
situada aguas abajo del filtro (106).

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 ¢ 2, caracterizado porque, después de la introduccién del agente de lisis,
las microparticulas se ponen en movimiento a través del acoplamiento de ultrasonido o de ondas de choque en la
camara.

4. Procedimiento (500) segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el procedimiento (500)
presenta un paso del llenado (502) de las microparticulas (602) mediante la primera abertura (302) hacia la camara
(102) y/o del apilamiento de las microparticulas (602) en la seccién disminuida (204) de la camara (102).

5. Procedimiento (500) segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el procedimiento (500)
presenta un paso de la introduccién (514) de un ligante mediante la segunda abertura (208) hacia la camara (102),
para unir a las microparticulas (602) un acido nucleico (800) liberado desde las células (600) en base a la
desintegracion.

6. Procedimiento (500) segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el procedimiento (500)
presenta un paso del apilamiento (516) de las microparticulas (602) con los acidos nucleicos (800) fijados en las
microparticulas (602) en la seccién disminuida (204) de la camara (102).

7. Procedimiento (500) segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el procedimiento (500)
presenta un paso de la elucién (518) de los acidos nucleicos (800) desde las microparticulas (602) y del transporte
del acido nucleico (800) a través del filtro (106) y de la segunda abertura (208) o de otra abertura desde la camara
(102).

8. Procedimiento (500) segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el procedimiento (500)
presenta un paso de la introduccion (510) de un agente limpiador a través de la segunda abertura (208) hacia la
camara (102), para limpiar las microparticulas (602) con los acidos nucleicos (800) fijados en las microparticulas
(602).

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque después del paso de la
desintegracion de las células organicas se realiza la purificacion de los acidos nucleicos en una membrana
separada.
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