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DESCRIPCION
Dispositivo, sistema y método para procesar una muestra

La invencion se refiere a dispositivos, sistemas y métodos para el procesamiento de una muestra. En particular, la
invencion se refiere a pruebas, sobre el terreno e in situ, de acido nucleico en una muestra bioldgica.

Antecedentes

La importancia de la prueba de acido nucleico (NAT) ha resultado ser cada vez mas evidente durante la Ultima
década para muchos fines como cribado y diagndstico de enfermedades infecciosas y trastornos genéticos, pruebas
de susceptibilidad a enfermedades, supervision de terapia, y mejora de la seguridad de los suministros de sangre.
NAT combina las ventajas de la deteccién directa y altamente especifica de secuencia del genoma de un agente
infeccioso con una sensibilidad analitica que es varios 6rdenes de magnitud mayor que la de las pruebas de base
inmuno, o los métodos de aislamiento de virus y cultivo de células. Debido a la alta sensibilidad de NAT, su uso en
bancos de sangre reduce el riesgo de transmision de agentes infecciosos durante el periodo entre la infeccion y la
seroconversion, de infeccién con virus inmunovariantes, de un portador inmunosilente u oculto. Los ensayos a base
de NAT constan de tres pasos basicos: extraccion de acido nucleico, amplificacion de genoma mediada por
procedimientos como (RT)-PCR; amplificacion por desplazamiento de la hebra (SDA) y sistema de amplificacion
basada en transcripcion TAS (Guatelli y colaboradores., Proc. Natl. Acad. Sci. 87: 1874-1878 (1990); Compton,
Nature 350: 91-92 (1991)), y deteccion de amplicones. WO9119567 describe un dispositivo y un método para
procesar una muestra con una camara de procesamiento y camara de reactivo. Los documentos no muestran un
sistema cerrado durante el procesamiento. Los ensayos NAT actualmente disponibles son complejos y comportan
procedimientos de pasos multiples que requieren personal altamente cualificado e instalaciones especializadas.
Requieren transporte en cadena de frio y almacenamiento de reactivos, un alto costo de inversién para
instrumentos, altos costos corrientes para reactivos, y soporte de mantenimiento regular. Todo ello restringe el uso
de NAT solamente a laboratorios especializados bien equipados y técnicamente avanzados. Correspondientemente,
el disefio actual de los ensayos NAT es inadecuado para pruebas cerca del paciente e in situ, por ejemplo, clinicas
médicas, clinicas comunitarias, salas de emergencia, unidades de cirugia de campo de batalla o puntos de atencion
sanitaria, hospitales de distrito y clinicas entre ciudades en los entornos con recursos limitados de paises en vias de
desarrollo. Estos incluyen predominantemente paises de Africa, Asia y América Latina con una alta prevalencia de
enfermedades infecciosas. Un requisito esencial de los ensayos en base a amplificacién de acido nucleico es la
proteccién contra la contaminacion de amplicones, actualmente resuelta trabajando en laboratorios especializados
que utilizan espacios dedicados para preparacion de muestras, amplificacion y deteccion. Este acercamiento no es
aplicable a pruebas in situ, pruebas cerca de los pacientes y en entornos con recursos limitados.

Resumen de la invencion

La invencioén proporciona dispositivos, sistemas y métodos segun las reivindicaciones independientes anexas, a las
que ahora se hara referencia. Elementos preferidos o ventajosos de la invencion en sus varias realizaciones y
aspectos se definen en las reivindicaciones secundarias dependientes.

Por lo tanto, la invencion puede proporcionar ventajosamente un aparato y método adecuado para procesar una
muestra, especialmente adecuada para amplificar acidos nucleicos de una muestra en condiciones donde hay falta
de instalaciones y un numero reducido de personal experto.

Consiguientemente, en un primer aspecto, la invencion proporciona un dispositivo o aparato para el procesamiento
de una muestra. El dispositivo incluye una camara de procesamiento para recibir la muestra y una pluralidad de
camaras de reactivo adecuadas para contener reactivos de procesamiento. El dispositivo también incluye una
camara de analizador para contener un analizador o medio de andlisis adecuado, y un aparato de colocaciéon o
cuerpo para poner la camara de procesamiento secuencialmente en comunicacion con las camaras de reactivo y
con la camara de analizador para mezclar reactivos con la muestra y asi implementar un protocolo o método de
procesamiento. El dispositivo también incluye un aparato de sellado para sellar la camara de procesamiento con
respecto al entorno externo. Tal dispositivo de sellado puede ayudar a evitar la contaminacion de la muestra durante
el procesamiento y también puede evitar, ventajosamente, la contaminacion del punto de uso, por ejemplo, una
clinica, con la muestra procesada.

La camara de procesamiento tiene, ventajosamente, una abertura de camara de procesamiento para introduccion de
la muestra y para comunicacion con las camaras de reactivo como se describe mas adelante. En una realizacion
alternativa, la camara de procesamiento puede tener opcionalmente aberturas separadas para estas dos funciones.

En una realizacién preferida, cada camara de reactivo tiene un asociado abertura de camara de reactivo que se
define en el aparato de colocacién del dispositivo de tal manera que cada camara de reactivo pueda comunicar con
la camara de procesamiento cuando su abertura asociada respectiva esté dispuesta en relacion de solapamiento
con la abertura de camara de procesamiento. La camara de procesamiento se puede mover con relacion a las
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aberturas de camara de reactivo de tal manera que haya una comunicacion secuencial entre la camara de
procesamiento y cada camara de reactivo, por orden.

En implementaciones diferentes, el aparato de colocacion puede emplear diferentes geometrias. Por ejemplo, la
camara de procesamiento puede moverse en un recorrido circular entre sus posiciones diferentes, o estaciones, o
puede moverse en un recorrido lineal o de cualquier otra manera adecuada.

Ventajosamente, el dispositivo puede ser un dispositivo no reutilizable, desechable, de un solo uso. En este caso, el
dispositivo se puede construir de materiales baratos y desecharse simplemente después de usarlo. Esto puede ser
una ventaja cuando el dispositivo se usa para realizar procesamiento y analisis en regiones del mundo con recursos
limitados, por ejemplo, si el dispositivo se usa para pruebas médicas en paises del tercer mundo.

El dispositivo puede emplearse ventajosamente en el procesamiento y analisis de muestras bioldgicas, por ejemplo,
muestras de sangre o muestras de materiales genéticos. Tales pruebas biologicas son dificiles de realizar
actualmente sin usar equipo caro y personal experimentado. Durante el procesamiento de una muestra, el contenido
de la camara de procesamiento esta sellado con respecto al entorno externo, es decir, el dispositivo proporciona un
sistema cerrado y la muestra no puede escapar del dispositivo. El sistema cerrado ayuda a eliminar la contaminacion
producida por fuentes externas, y al mismo tiempo protege el entorno externo contra la contaminaciéon con el
producto amplificado de la muestra procesada, lo que puede producir resultados falsos. Esto es especialmente
importante donde el procesamiento de la muestra implica la amplificacion de acido nucleico, puesto que una
cantidad pequeina de acido nucleico inestable podria ser amplificada facilmente proporcionando un resultado falso.
Como resultado, también se prefiere que el aparato de sellado sirva para sellar las camaras de reactivo con respecto
al entorno externo.

El aparato de sellado incluye cualquier medio adecuado para sellar la camara de procesamiento con respecto al
entorno externo permitiendo al mismo tiempo que reactivos de procesamiento contenidos en las varias camaras de
reactivo accedan a la camara de procesamiento, por ejemplo, cuando la camara de procesamiento es movida a una
posiciéon predeterminada dentro del dispositivo en el que estd en comunicacién con una camara de reactivo
concreta. En realizaciones preferidas de la invencién, el aparato de sellado puede incluir elementos de un cuerpo,
bastidor, guia o elemento de soporte del dispositivo o un alojamiento para la camara de reactivo. El sellado en tales
casos puede lograrse simplemente por el tope de la abertura de camara de procesamiento y una porcion del aparato
de colocacioén o cuerpo, incorporando opcionalmente el sellado un elemento de sellado.

Aunque el sellado del contenido de la camara de procesamiento es importante, el aparato de sellado solamente
tiene que servir para sellar la camara durante el procesamiento de la muestra, cuando es muy probable que la
muestra quede afectada por contaminacion. Preferiblemente, sin embargo, el aparato de sellado también sirve para
sellar la camara de procesamiento con respecto al entorno externo durante cualquier paso de analisis.

Se prefiere que el dispositivo incluya ademas un orificio de acceso que pueda abrirse o alinearse con la abertura de
la camara de procesamiento para proporcionar acceso inicial a la camara de procesamiento. Esto es ventajoso
porque la muestra pueda introducirse después en la camara de procesamiento sin necesidad de sacar la camara de
procesamiento del dispositivo o de abrir el dispositivo. Tal disposicién también reduce los riesgos de contaminacion
de la muestra y la corrupcioén del paso de procesamiento en la muestra.

Ventajosamente, cualquier orificio de acceso puede estar protegido por una junta estanca extraible, por ejemplo, una
lamina de sellado extraible. Esto ayuda a asegurar que el dispositivo esté libre de contaminacién antes de la
introduccién de la muestra. La muestra puede introducirse en la camara de procesamiento después de la extraccion
de la junta estanca y la camara de procesamiento puede moverse entonces de tal manera que el aparato de sellado
selle la camara de procesamiento con respecto al entorno.

Ventajosamente, la camara de procesamiento puede ser movil entre una pluralidad de posiciones discretas, o
estaciones. En algunas de estas posiciones, la abertura de camara de procesamiento esta dispuesta
ventajosamente en relacion de solapamiento con una abertura de camara de reactivo. Esto permite la comunicacion
entre las camaras y asi la transferencia de reactivo desde la camara de reactivo a la camara de procesamiento.

Puede ser deseable que haya posiciones para la camara de procesamiento en las que la abertura de camara de
procesamiento no esté en relacion de solapamiento con ninguna de las aberturas de camara de reactivo. Tales
posiciones pueden usarse ventajosamente para etapas de incubacién o mezcla durante el procesamiento, si es
preciso para un protocolo de procesamiento para el que el dispositivo esté disefiado.

Pueden definirse aberturas de camara de reactivo en o a través del cuerpo de dispositivo o aparato de colocacion y
puede ser ventajoso que las camaras de reactivo propiamente dichas se formen integralmente con tal cuerpo o
aparato de colocacion. Los reactivos pueden precargarse en las camaras de reactivo en tal construccion, en una
instalacion limpia, por ejemplo, minimizando por ello la oportunidad de contaminacion antes del uso. Cada camara
podria estar formada por un blister o burbuja que se extienda desde el cuerpo o puede ser una estructura mas
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compleja, tal como un tubo que suba desde el cuerpo. Una camara integral puede ser especialmente ventajosa para
uso con reactivos secos, por ejemplo, reactivos congelados en seco o liofilizados.

Puede ser preferible que al menos una de las camaras de reactivo pueda acoplarse al cuerpo o aparato de
colocacién en su abertura de camara de reactivo asociada. Tal construccion del dispositivo puede ser ventajosa
donde se usan reactivos liquidos puesto que puede ser mas dificil cargar reactivos liquidos en camaras integrales y
almacenar reactivos liquidos en camaras integrales antes del uso del dispositivo. Las camaras acoplables o
extraibles también pueden ser especialmente ventajosas donde el dispositivo esté disefiado para usarse para un
amplio rango de pruebas diferentes, cada una de las cuales requiera reactivos diferentes. En tal situacion, los
reactivos especificamente requeridos podrian afadirse al dispositivo acoplando la(s) camara(s) de reactivo
apropiada(s) al cuerpo.

Se prefiere que cualesquiera camaras apropiadas formen una junta estanca cuando estén acopladas al dispositivo.
El acoplamiento puede lograrse por cualquier medio adecuado, por ejemplo, utilizando un tornillo o encaje de
bayoneta que alinee la camara de reactivo con su abertura asociada, o puede ser un encaje a presion.

Puede ser especialmente ventajoso que el dispositivo incluya tanto una o mas camaras integrales para contener
reactivos secos como una o mas camaras acoplables para contener reactivos liquidos, si el dispositivo esta
disefiado para un protocolo de prueba que implica reactivos tanto sélidos como liquidos.

Preferiblemente, durante el uso del dispositivo, los reactivos o cualquier analizador se introducen en la camara de
procesamiento bajo la influencia de gravedad. Esto minimiza los elementos mecanicos requeridos en el dispositivo y
simplifica su uso. Un ejemplo de esto seria cuando se mantiene un reactivo dentro de su camara por una barrera y la
barrera se quita temporalmente cuando la camara de procesamiento pasa por debajo de la abertura que va desde la
camara de reactivo. La gravedad podria actuar entonces en el reactivo, si el dispositivo se mantiene en una
orientacion apropiada, para empujarlo a la camara de procesamiento. Alternativamente, en el caso de reactivos
liquidos, la camara de reactivo puede estar provista de un tapén o valvula, que, cuando se quita o abre, permite que
el reactivo fluya a la camara de procesamiento. Si la gravedad es el medio por el que un reactivo se introduce en la
camara de procesamiento, es importante utilizar el dispositivo en la orientacién correcta.

Opcionalmente, puede usarse al menos un dispensador, tal como un émbolo, en el dispositivo para facilitar la
introduccion de un reactivo desde su camara de reactivo a la camara de procesamiento. El uso de émbolos puede
ser especialmente aplicable a la introduccion de reactivos liquidos.

Aunque puede ser posible cargar reactivos en las camaras de reactivo apropiadas en el punto de uso, se prefiere
que el dispositivo se cargue o llene con los reactivos correctos antes de llegar al punto de uso. Esto ayuda a evitar la
contaminacion, que puede proporcionar resultados falsos en cualquier analisis, y también elimina la necesidad de
que un técnico experto maneje y mida cantidades correctas de reactivos en el punto de uso.

El analizador o medio de analisis, cuando esta presente, puede contenerse en una camara con una abertura
asociada. Tal camara puede denominarse una camara de analizador, y puede funcionar segun el mismo principio
que las camaras de reactivo descritas anteriormente. Donde se requiere contacto entre el analizador y la muestra
procesada, puede no importar que el analizador pase a la camara de procesamiento, o que el contenido de la
camara de procesamiento pase a la camara de analizador. Es especialmente ventajoso que el analizador sea una
tira de prueba o varilla graduada que proporcione un resultado visual. La tira de prueba puede bajarse a la camara
de procesamiento para contactar la muestra bioldégica procesada. La muestra procesada puede subir entonces por la
tira de prueba para realizar el analisis requerido.

Una tira de prueba tiene de ordinario una dimension de longitud mas grande que el grosor y la anchura, y asi puede
estar alojada en una camara de dimensiones similares del analizador. En tal caso puede ser preferible que la tira de
prueba se coloque en una camara que esté horizontalmente sobre la superficie del dispositivo en uso, por ejemplo,
con el fin de hacer que el dispositivo sea mas compacto, en cuyo caso todo el dispositivo puede tener que girarse
para permitir la comunicacion entre la tira de prueba y la muestra procesada. Ventajosamente, donde el analizador
da un resultado visual, la pared de la camara de analisis puede ser sustancialmente transparente de modo que el
resultado del analisis se puede ver sin necesidad de abrir el dispositivo.

Alternativamente, el analizador puede incluir un reflectémetro o un densitémetro.

El dispositivo puede incluir un aparato de trinquete o medio de indexacién para contribuir a la posicién de la camara
de procesamiento. Tal aparato o medio puede permitir que la camara de procesamiento se desplace a posiciones
fijas discretas dentro del dispositivo y también puede evitar ventajosamente que la camara de procesamiento se
desplace en una direccién inversa a través del dispositivo.

En otro aspecto, la invencién puede proporcionar un sistema para el procesamiento de una muestra bioldgica

incluyendo un dispositivo como se ha descrito previamente o como se define en cualquier reivindicacion y una fuente
de calor externa o medio de calentamiento adaptado para enganchar con el dispositivo. Muchos pasos de
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procesamiento biolégico requieren condiciones térmicas controladas con esmero y asi una fuente de calor adaptada
para enganchar con el aparato puede ser deseable para el uso exacto del dispositivo. Preferiblemente, la fuente de
calor esta adaptada para enganchar con la camara de procesamiento del dispositivo, asi puede ser ventajoso que la
porcion exterior de la camara de procesamiento sobresalga del dispositivo de manera que sea accesible.

Para facilitar la mezcla, el sistema puede incluir ademas un vibrador o medio de vibraciéon para hacer vibrar el
dispositivo, o la fuente de calor externa puede incorporar un vibrador. Preferiblemente, la fuente de calor externa es
un simple bloque de calentamiento conformado para recibir el dispositivo o al menos para recibir la camara de
procesamiento.

El sistema puede incluir adicionalmente una o mas camaras de reactivo acoplables. Tales camaras pueden estar
precargadas con reactivo y pueden almacenarse ventajosamente por separado del dispositivo, por ejemplo, en un
refrigerador, si es necesario.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de procesar una muestra en un dispositivo que tiene una
camara de procesamiento, un aparato de colocacion y una pluralidad de camaras de reactivo. EI método incluye los
pasos de cargar la muestra en la camara de procesamiento y operar el aparato de colocacion primero para sellar la
camara de procesamiento con respecto al entorno externo, y luego para mover la camara de procesamiento con
relacion a la pluralidad de camaras de reactivo con el fin de introducir, en secuencia, una pluralidad correspondiente
de reactivos a la camara de procesamiento desde las camaras de reactivo.

Cada reactivo puede afiadirse o introducirse a la camara de procesamiento por la accion de gravedad, o se puede
usar un dispensador, tal como un émbolo.

La muestra procesada resultante puede ser analizada usando un analizador. Tal analizador puede contenerse
ventajosamente en una camara de analizador del dispositivo.

Ventajosamente, el método antes descrito puede aplicarse a un dispositivo con cualquier nimero de camaras de
reactivo, modificandose los pasos de mover la camara de procesamiento y de afiadir reactivos para cualquier
numero de camaras de reactivo y reactivos asociados.

Ventajosamente, la camara de procesamiento pasa secuencialmente por cada una de varias camaras de reactivo,
por orden. ElI numero y el contenido de las camaras de reactivo puede adaptarse a cualquier procesamiento
requerido para analisis de la muestra. In situ, el usuario final solamente tiene que seguir un conjunto de instrucciones
sencillas y no tiene que ocuparse de los detalles de la ciencia implicados en cada paso. Asi, el procesamiento de la
muestra no tiene que ser realizado por un usuario experto.

Opcionalmente, se pueden afiadir pasos adicionales tanto antes como después de cada adicién de reactivo a la
camara de procesamiento. Tales pasos pueden incluir pasos de mezcla e incubacion y tales pasos adicionales
dependeran del tipo de procesamiento deseado para la muestra.

Donde el protocolo de procesamiento usa un reactivo liquido puede ser ventajoso suministrar el dispositivo al
usuario final en dos partes. Una parte del dispositivo puede incluir la camara de procesamiento y camaras de
reactivo cargadas con reactivos secos liofilizados y un medio de analisis, por ejemplo, una tira de prueba. Esta
primera parte del dispositivo puede estar herméticamente sellada con desecante. La segunda parte puede ser una
camara de reactivo acoplable, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente, conteniendo un reactivo liquido. Las
dos partes del dispositivo se unirian después antes del uso.

En términos amplios, la invencion puede ser un dispositivo para el procesamiento y analisis de una muestra
biolégica incluyendo el dispositivo al menos una camara de procesamiento que, en el uso, esta sellada con respecto
al entorno externo. Asi, el procesamiento de una muestra biolégica se puede llevar a cabo con bajo riesgo de
contaminacién del entorno o al entorno. Preferiblemente, el dispositivo estda adaptado para usar reactivos de
procesamiento tanto soélidos como liquidos. Es especialmente preferible que los reactivos liofilizados estén
precargados en el dispositivo antes de su envio a un usuario. Asi, los reactivos liofilizados pueden cargarlos en el
dispositivo operarios expertos en una instalacién limpia y el dispositivo puede enviarsele a un usuario in situ que
puede no tener acceso a tal instalacion limpia.

En una realizacion, la invencién puede proporcionar un dispositivo para el procesamiento y analisis de una muestra
incluyendo una pluralidad de camaras de procesamiento acopladas en serie por conductos, por ejemplo, por tubos
capilares. Tal dispositivo incluiria un orificio acoplado, mediante un conducto, a una primera camara de la serie para
la introduccién de una muestra y una camara de analisis acoplada, mediante un conducto, a una ultima camara de
procesamiento de la serie. El dispositivo puede incluir medios para crear presiones diferenciales en los conductos de
modo que la muestra pueda pasar de una camara a otra.

Pueden producirse presiones diferenciales por un vacio parcial aplicado a los conductos. Un medio conveniente para
crear una presion diferencial puede ser el uso de accionadores de émbolo. Tales accionadores de émbolo podrian
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ser accionados por un usuario humano in situ o, alternativamente, pueden ser accionados por una maquina
adecuada.

La invencion puede incluir asi un sistema incluyendo un dispositivo que tiene una pluralidad de camaras de
procesamiento acopladas en serie por conductos, como se ha descrito anteriormente, y una maquina, en la que
encaje el dispositivo, que sea adecuada para operar automaticamente el dispositivo.

Un método de procesar una muestra dentro de un dispositivo segun una cuarta realizacion de la invencion incluye
los pasos de introducir la muestra en una primera camara de procesamiento de la serie, realizar un primer paso de
procesamiento, mover la muestra a una segunda camara de la serie, realizar un segundo paso de procesamiento en
el que el movimiento de la muestra dentro del dispositivo es efectuado por presiones diferenciales.

Ventajosamente, una muestra puede mezclarse durante el procesamiento por la turbulencia que se produce
moviéndola repetidas veces hacia atras y hacia delante a través de conductos entre camaras adyacentes. Tal
mezcla puede ser Util donde un protocolo de procesamiento concreto requiere agitacion de una muestra.

Puede ser ventajoso desechar el dispositivo después de completar el analisis en la muestra procesada.

Donde el protocolo de procesamiento implica amplificacion y deteccion de acido nucleico, puede ser ventajoso
realizar un tratamiento para neutralizar previas reacciones de procesamiento o para desactivar producto amplificado
para la activacion de nuevas reacciones de amplificacion. Asi, puede ser ventajoso tratar el dispositivo (por ejemplo,
un dispositivo segun cualquier realizacion o aspecto aqui descrito) y el post-analisis de la muestra usada para
contribuir a evitar la contaminacion del punto de uso. Por ejemplo, para contribuir a evitar la contaminaciéon por
transporte de amplicones, el amplicon que quede en el dispositivo después de un paso de deteccion podria ser
tratado con agentes hidrolizantes o de modificacion de acido nucleico que eviten la inicializacidon de mas reacciones
de amplificacién. La descontaminacion puede ser especialmente deseable donde haya que comprobar lotes de
muestras en el mismo lugar.

Tal tratamiento de descontaminacion descrito en la Patente de Estados Unidos numero 5.035.996 (Hartley, Life
Tecnologies, Inc) implica la incorporacion al producto amplificado de una base de ribo- o deoxi-nucledsido trifosfato
(rN-TP o dNTP) que no se encuentra en general en la muestra a analizar: por ejemplo, dUTP en el caso de analisis
de ADN. El producto amplificado tendra asi una secuencia que tendra uracil en multiples posiciones. La enzima
uracil ADN glicosilasa (UDG) se afiade a la muestra antes de la amplificacion. Esto producira hidrdlisis de enzima de
cualquier producto de reaccion contaminante (conteniendo Uracil) sin afectar al ADN natural de la muestra.

Preferiblemente, la descontaminacién es un tratamiento quimico o reactivo que no solamente modifica, sino que
también degrada acido nucleico, por ejemplo, degradacion no enzimatica de acido nucleico con nucleasas quimicas.
Se conocen en la técnica ejemplos de nucleasas quimicas, por ejemplo, complejos de quelatos metalicos divalentes,
tales como fenantrolina de cobre-Cu (ll) o desdoblamiento de ascorbato-Cu (II) como describen Sigman D. S. y
colaboradores (J. Biol. Chem (1979) 254, 12269-12272) y Chiou S. (J. Biochem (1984) 96, 1307-1310).

Un reactivo de descontaminacion podria ser distribuido convenientemente a la camara de procesamiento del
dispositivo, después del analisis de la muestra, usando una camara de reactivo acoplable, como se ha descrito
anteriormente. Por lo tanto, el dispositivo puede estar precargado tanto con reactivos de procesamiento como con un
reactivo de tratamiento, o descontaminacién, post-analisis. Los métodos alternativos para administracion de
reactivos de descontaminacion incluyen la administracion con jeringa Luer Lock o a través de un tabique.
Realizaciones especificas

Ahora se describiran realizaciones especificas de la invencion a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos en
los que:

La figura 1A es un dispositivo seguin una primera realizacion de la invencion visto desde arriba.
La figura 1B es un dispositivo segun la figura 1A visto desde abajo.

La figura 1C es una vista en planta del dispositivo de la figura 1A.

La figura 1D es una vista en seccion a lo largo de la linea A-A representada en la figura 1C.

La figura 1E es una vista de proyeccion de un elemento de sellado usado en el dispositivo de la figura 1A, que
representa crestas de sellado de perfil de aro en v.

La figura 1F es una vista en planta del elemento de sellado de la figura 1E.

La figura 1G es una vista en seccion a lo largo de la linea D-D representada en la figura 1F.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 688 281 T3

La figura 2 es una vista despiezada del dispositivo segin una primera realizacion de la invencion.

La figura 3 es un diagrama de flujo que ilustra los pasos del método implicados al realizar un ensayo usando un
dispositivo segun la invencion.

La figura 4A es una vista tres cuartos de un dispositivo segin una segunda realizacién de la invenciéon con su
camara de procesamiento en una posicién para recibir una muestra.

La figura 4B representa el dispositivo segun la segunda realizacion de la invencion con la camara de procesamiento
sellada dentro del alojamiento de dispositivo.

La figura 4C representa el dispositivo segun la segunda realizacién de la invencion con la camara de procesamiento
colocada debajo de una abertura de una primera camara de reactivo.

La figura 4D representa el dispositivo segun la segunda realizacién de la invencion con la camara de procesamiento
colocada en una posicién de incubacioén entre las camaras de reactivo primera y segunda.

La figura 4E representa el dispositivo segun la segunda realizacion de la invencion con un medio de analisis de tira
de prueba que entra en contacto con la muestra en la camara de procesamiento.

La figura 5A ilustra una camara acoplable de reactivo adecuado para contener un reactivo liquido.

La figura 5B ilustra la camara acoplable de reactivo de la figura 5A después del accionamiento para liberar su
contenido.

La figura 6A es una vista tres cuartos de un dispositivo segin una tercera realizacién de la invencion.
La figura 6B es una vista despiezada del dispositivo de la figura 6A.

La figura 7 es una vista en perspectiva de un dispositivo segun una cuarta realizacién de la invencion, visto desde el
lado.

La figura 8 es una vista en perspectiva del dispositivo segun la cuarta realizacion de la invencion que representa la
placa de prueba y la placa de émbolo desacopladas.

La figura 9 es una vista lateral cortada del dispositivo de la figura 7, que representa camaras de procesamiento y
capilares en la placa de prueba.

La figura 10 es una vista despiezada de la placa de prueba del dispositivo de la figura 7.
La figura 11 es una vista despiezada de la placa de émbolo del dispositivo de la figura 7.

La figura 12 es una vista lateral cortada de una porcion del dispositivo de la figura 7 que ilustra un método de usar el
dispositivo de la figura 7.

La figura 13 es una vista lateral cortada de una porcién del dispositivo de la figura 7 que ilustra un método de usar el
dispositivo de la figura 7.

La figura 14 es una vista lateral cortada de una porcion del dispositivo de la figura 7 que ilustra un método de usar el
dispositivo de la figura 7.

La figura 15 es una vista lateral cortada de una porcion del dispositivo de la figura 7 que ilustra un método de usar el
dispositivo de la figura 7.

La figura 16 es una vista lateral cortada de una porcion del dispositivo de la figura 7 que ilustra un método de usar el
dispositivo de la figura 7.

La figura 17 es una vista lateral cortada de un dispositivo segun una quinta realizacion de la invencion.
La figura 18 es una vista lateral cortada de un dispositivo segin una sexta realizacion de la invencion.
La figura 19 es una vista en perspectiva del dispositivo segun la figura 18.

La figura 20 es una vista en perspectiva del dispositivo segun la figura 18.
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La figura 21 es una vista superior del dispositivo segun la figura 18.

Una realizacion preferida de un dispositivo segun la invencion se ilustra en las figuras 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1Gy
2.

El dispositivo 10 incluye un cuerpo sustancialmente circular, o aparato de colocacion 20. El aparato de colocacion
incluye dos porciones, una porcién superior 21 y una porcion inferior 22, de las que ambas son circulares y pueden
enganchar rotativamente una con otra alrededor de un punto central comun.

El dispositivo incluye ademas camaras de reactivo primera 30, segunda 40 y tercera 50 y una camara de analizador
100 que cuelga de la porcidn superior del aparato de colocacion, y una camara de procesamiento 60 que cuelga de
la porcion inferior del aparato de colocacion.

La porcién inferior tiene un labio circular circunferencial que se extiende hacia abajo 23, cuyo borde inferior actua
como un soporte para el dispositivo durante el procesamiento. La camara de procesamiento esta colocada en el
labio circular en un radio fijo desde el punto central.

La porcion superior tiene un diametro ligeramente mas grande que el labio circular de la porcién inferior. La porcion
superior tiene una faldilla que cuelga hacia abajo alrededor de toda su circunferencia y que encaja sobre y engancha
con el elemento de sellado y el labio circular de la porcion inferior, permitiendo este enganche que la porciéon
superior gire con relaciéon a la porcion inferior alrededor del punto central comin de ambas porciones superior e
inferior.

La camara de procesamiento tiene una abertura 62 definida por una entrada 63. La entrada a la camara de
procesamiento 63 esta dispuesta de manera que esté en el mismo plano que, es decir, a nivel con, el borde superior
del labio circular. La camara de procesamiento propiamente dicha cuelga de la porcion inferior y se define por las
paredes de la camara de procesamiento. Un elemento de sellado esta dispuesto de modo que esté fijado con
relacién a la porcion superior y de esta manera se puede mover con relacion a la porcion inferior.

La porcidn superior soporta las camaras de reactivo primera, segunda y tercera y la camara de analizador. Cada una
de estas camaras esta asociada con una abertura respectiva definida en la porcidn superior en un radio fijo desde el
centro de la porcion superior de tal manera que cada abertura, cuando la porcidon superior se haya girado
apropiadamente con relacién a la porcién inferior, pueda solaparse con la abertura de camara de procesamiento.
Esto permite efectuar, por orden, la comunicacién entre la camara de procesamiento y cada una de las camaras de
reactivo y la camara de analizador.

Adicionalmente, la porcion superior define una abertura de acceso, u orificio de acceso, 70 en un radio fijo desde el
centro de la porcién superior de tal manera que pueda solapar con la abertura de camara de procesamiento. Esta
abertura de acceso u orificio de acceso esta cubierta con una lamina de sellado extraible 80 para evitar la
contaminacion del dispositivo por el entorno externo antes del uso. Cuando el dispositivo esta preparado para uso, la
abertura de acceso en la porcién superior esta alineada con la camara de procesamiento en la porcion inferior.

Un elemento de sellado 90 incluye un disco de material elastico, por ejemplo, caucho, que tiene una superficie
superior y otra inferior. Se definen seis agujeros circulares a través del grosor del elemento de sellado y cada
agujero esta delineado en la superficie superior por una arista de colocacion de perfil cuadrado 91 y en la superficie
inferior por una arista de sellado de perfil en v, o aro en v 92. Toda la circunferencia de la superficie inferior del
elemento de sellado también esta delimitada por un aro en v 92.

El aro en v contacta una superficie plana de la porcién inferior, formando por ello una junta estanca. Asi, las
aberturas de camara de reactivo son accesibles a través de aberturas asociadas en el elemento de sellado y las
cierra, o bloquea, la superficie plana de la porcion inferior.

La rotacion de la porcién inferior con relaciéon a la porciéon superior permite que la camara de procesamiento se
mueva a relacién de solapamiento con cada abertura por orden. Al hacerlo, se realiza comunicacién entre cada
camara de reactivo y la camara de procesamiento por orden.

El elemento de sellado tiene agujeros definidos a su través que se alinean con las respectivas aberturas en la
porcioén superior. Las crestas en el lado superior del elemento de sellado acoplan con rebajes definidos en la porcion
superior para colocar el elemento de sellado de tal manera que sus agujeros se alineen con las aberturas en la
porcién superior.

El elemento de sellado puede tener un disefio diferente al ilustrado en las figuras 1A a 2. Por ejemplo, el elemento
de sellado solamente puede definir un solo agujero pasante, que se encuentra sobre la abertura a la camara de
procesamiento y, en este caso, puede estar fijo con relacion a la porcion inferior y moverse con relacion a la porcion
superior.
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En este caso, el elemento de sellado serviria para bloquear cada una de las aberturas en la porcién superior hasta
que las porciones superior e inferior se giren de tal manera que una abertura concreta esté alineada con la abertura
de la camara de procesamiento. Por ejemplo, si la camara de procesamiento se pone en alineacidn con la primera
abertura de camara de reactivo, el agujero en el elemento de sellado también se alinea con la abertura de la primera
camara de reactivo y el contenido de la primera camara de reactivo, previamente mantenido en la primera camara
de reactivo por el elemento de sellado, cae a la camara de procesamiento.

El elemento de sellado ilustrado utiliza perfiles de sellado del tipo de aro en v; sin embargo, se podria usar otros
perfiles de sellado tales como perfiles de junta térica o una combinacion de diferentes perfiles; por ejemplo, se
podria usar un aro en v para el sellado alrededor de la circunferencia del elemento de sellado que sirve para sellar el
dispositivo del entorno externo y se podria usar juntas téricas para el sellado interno de las camaras individuales
dentro del dispositivo.

Se podria usar otros mecanismos y métodos de sellado, por ejemplo, en base a variaciones del sellado Luer-Lock,
de frita y bayoneta, roscas o émbolo.

La rotacion de la porcién inferior del cuerpo, o aparato de colocacién, con relacién a la porcién superior mueve asi la
camara de procesamiento entre seis posiciones, o estaciones, cada una de las cuales permite un paso en un
protocolo de procesamiento para el que el dispositivo esta disefiado. En una primera posicién, la camara de
procesamiento esta enfrente del orificio de acceso 70 para recibir una muestra. En una segunda posicion esta
enfrente de una secciéon en blanco 25 de la porcidn superior, que sirve para sellar la camara de procesamiento sin
afiadir ningun reactivo, para un paso de procesamiento de incubacion. En las posiciones tercera, cuarta y quinta, la
camara de procesamiento se alinea con las camaras de reactivo primera 30, segunda 40 y tercera 50 para la
administracion de reactivos y en una sexta posicion se alinea con la camara de analizador 100. Un aparato de
trinquete (no representado) actua entre las porciones superior e inferior del aparato de colocacién para evitar la
rotacion en una direccion inversa y para colocar el aparato de colocacién en posicion durante el procesamiento en
cada posicion o estacion. En realizaciones alternativas, se puede definir cualquier nimero adecuado y disposiciones
en la porcién superior del aparato de colocacién dependiendo del protocolo de procesamiento para el que el
dispositivo esté disefiado.

La primera camara de reactivo 30 tiene forma de un blister o célula definido por paredes que se extienden desde la
porcién superior del aparato de colocacion, y contiene un reactivo de procesamiento seco. El reactivo de
procesamiento esta contenido en la camara de reactivo por las paredes de camara de reactivo y el elemento de
sellado, que bloquea la abertura asociada con la primera camara de reactivo.

La segunda camara de reactivo 40 es una camara acoplable por separado que contiene un reactivo liquido. La
segunda camara de reactivo acopla con la porcidon superior en su abertura asociada por medio de un encaje de
bayoneta. Cuando esta acoplado a la porciéon superior del aparato de colocacion, el reactivo liquido dentro de la
segunda camara de reactivo puede ser dispensado a través de su abertura asociada. Como en la primera camara de
reactivo, el elemento de sellado sirve para bloquear la abertura hasta que la abertura se alinee con la camara de
procesamiento, punto en el que se puede dispensar liquido de la segunda camara de reactivo a través de la abertura
y a través de la abertura de camara de procesamiento a la camara de procesamiento.

Las figuras 5A y 5B ilustran una camara de reactivo acoplable por separado 900 adecuada para contener reactivos
liquidos en un dispositivo segun otra realizacién de la invencién. La camara acoplable define un espacio interno 910
para contener un reactivo liquido. Una porcion inferior de la camara acoplable de forma extraible esta adaptada para
permitir un encaje por empuje con el dispositivo en la abertura de camara asociada definida en el dispositivo. (Esta
es una construccion alternativa al encaje de bayoneta descrito en la primera realizacién). Una disposicion de tope
930 incluye una espiga 940 que se extiende a través del espacio interno 910 y sella un agujero 950 en la parte
inferior del espacio interno. Cuando la disposicion de tope se eleva, como se ilustra en la figura 5B, la espiga 940
sale del agujero 950. Un agujero de ventilacion 960 cerca de una porcién superior del espacio interno permite que
entre aire al espacio interno, desplazando asi el liquido contenido en el espacio interno a través del agujero 950. El
agujero de ventilacion esta dispuesto de modo que el aire sea aspirado desde dentro del dispositivo sellado y no del
entorno externo, para reducir todo riesgo de contaminacion durante el procesamiento.

Se podria usar métodos alternativos para administracion de reactivo liquido, por ejemplo, con una jeringa montada
en el dispositivo mediante un sistema Luer-lock o de bayoneta.

La tercera camara de reactivo tiene forma de un blister definido por paredes que se extienden desde la porcion
superior de la misma forma que la primera camara de reactivo definida anteriormente. La tercera camara de reactivo
contiene reactivos secos.

La camara de analizador se define en la porcion superior y se extiende verticalmente con respecto a ella. Esta
camara de analizador es una camara fina alta para contener una tira de prueba. La tira de prueba se mantiene en la
camara de analizador por el elemento de sellado de la misma forma que la descrita anteriormente con respecto a
reactivos secos de procesamiento en las camaras de reactivo primera y tercera.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 688 281 T3

La camara de analizador tiene una pared transparente para que la tira de prueba pueda ser inspeccionada
visualmente.

El dispositivo de la realizacion esta disefiado para prueba de acido nucleico in situ. En tal prueba, una muestra de
sangre debe ser procesada por un numero de pasos para amplificar el acido nucleico después de que en la muestra
procesada se compruebe la presencia de un acido nucleico concreto utilizando una tira de prueba. El sistema
cerrado de la presente invencion es especialmente ventajoso para evitar la contaminacion con acidos nucleicos
inestables.

El método siguiente para usar el dispositivo se refiere a un método de amplificar y detectar un acido nucleico y se
refiere a la figura 3, un diagrama de flujo que ilustra los pasos implicados en pruebas de acido nucleico.

Se recoge una muestra de un paciente y se pre-procesa, en los pasos 1 a 3, antes de la introduccion al dispositivo.
Los pasos de pre-procesamiento pueden ser cualesquiera pasos de pre-procesamiento adecuados como los
actualmente conocidos en la técnica para uso con kits comercialmente disponibles para extraccion de acido
nucleico.

Los procedimientos de pre-procesamiento simples pueden implicar lisis de la muestra por calor o tratamiento
quimico y dilucién de la muestra antes de la amplificacion. Estos son especialmente aplicables a tipos de muestras
que tienen altos numeros de copia de acidos nucleicos deseados, por ejemplo, ARN ribosomal presente en miles de
copias/célula.

La muestra se afiade a una solucion tampén de lisis (paso 1) y se incuba (paso 2). A continuacion se diluye la
muestra con una soluciéon tampdn adecuada (paso 3).

El dispositivo se prepara acoplando la camara de reactivo acoplable por separado 40 conteniendo una solucion
tampdn de deteccion a la porcion superior del aparato de colocacion 20.

Se quita la lamina de sellado 80 que sella el orificio de acceso 70 y se introduce la muestra pre-procesada a través
del orificio de acceso a la camara de procesamiento 60 (paso 4). La camara de procesamiento contiene un primer
reactivo congelado en seco precargado. La porcion superior del aparato de colocacion se gira entonces con relacion
a la porcién inferior y la camara de procesamiento de modo que la camara de procesamiento se aleje del orificio de
acceso y selle dentro del cuerpo, alineado con la seccién en blanco 25 de la porcién superior, y a continuacion se
agita el dispositivo para mezclar el primer reactivo congelado en seco con la muestra.

A continuacién se coloca el dispositivo en una fuente de calor incluyendo un bloque de calentamiento conformado
para recibir la base de la camara de procesamiento, y se incuba la muestra dentro de la camara (paso 5).

Se separa el dispositivo de la fuente de calor y las porciones superior e inferior se giran una con relacién a otra hasta
que la abertura de camara de procesamiento se solapa con la abertura asociada con la primera camara de reactivo
30, que contiene un segundo reactivo congelado en seco. El segundo reactivo congelado en seco cae a la camara
de procesamiento (paso 6).

El dispositivo se coloca de nuevo en la fuente de calor y se incuba antes de separarlo de la fuente de calor (paso 7).

Las porciones superior e inferior del dispositivo de colocacion se giran mas hasta que la abertura de la camara de
procesamiento se alinea con la abertura asociada con la segunda camara de reactivo. La segunda camara de
reactivo acoplable tiene una disposicion de tope que hay que quitar de modo que su contenido de solucién tampdn
de deteccion de liquido pueda fluir a la camara de procesamiento. Se quita el tope y se afiade la solucion tampoén de
deteccion a la camara de procesamiento (paso 8).

Las porciones superior e inferior del dispositivo de colocacion se giran mas hasta que la abertura de la camara de
procesamiento se alinea con la abertura asociada con la tercera camara de reactivo, conteniendo reactivos
congelados en seco tercero y cuarto. Estos reactivos se afiaden a la camara de procesamiento (paso 9).

Las porciones superior € inferior del dispositivo de colocacion se giran a una posicion final en la que la abertura de
camara de procesamiento se solapa con la abertura asociada con la camara de analizador conteniendo una tira de
prueba. La tira de prueba cae a la camara de procesamiento de modo que su extremo esté en contacto con la
muestra procesada (paso 10).

La muestra procesada sube por la tira de prueba (paso 11).

Los resultados de la prueba se obtienen leyendo una sefial visual en la tira de prueba (paso 12).
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Puede haber mas pasos, por ejemplo, un paso para tratar la muestra después del analisis para evitar la
contaminacion del entorno alrededor del dispositivo y/o un paso de desecho del dispositivo.

Las figuras 4A-4E ilustran una segunda realizacién de un dispositivo segun la invencion.

El dispositivo 200 tiene un aparato de colocacién o cuerpo 270, dentro del que se define un paso de seccion
transversal rectangular. A lo largo de una pared superior del paso estan colocados un orificio de acceso 280, tres
camaras de reactivo que cuelgan del aparato de colocacion 220, 230 y 240, y una camara de analisis 250 que
también cuelga del aparato de colocacion. La camara de analisis contiene una tira de prueba 255 para analisis de la
muestra procesada. Entre el orificio de acceso y la primera camara de reaccion, y entre las camaras de reaccion,
secciones en blanco de la pared superior del paso proporcionan posiciones o estaciones de mezcla e incubacion. El
dispositivo incluye ademas una camara de procesamiento 210 colocada o moldeada dentro de un bloque de caucho,
que encaja de forma sellada dentro del paso, contactando la abertura de camara de procesamiento la pared superior
del aparato de colocacién, de modo que esté sellada con respecto al entorno externo cuando esté dentro del aparato
de colocacion.

Una varilla de empuje o émbolo de extremo 260 permite al usuario impulsar la camara de procesamiento a lo largo
del paso dentro del aparato de colocacion 270. También se utiliza un dispensador del tipo de émbolo 251 para
retener la tira de prueba dentro de la camara de andlisis hasta que se necesite. Podria usarse un aparato de
trinquete para evitar que la varilla de empuje se retire y para contribuir a la colocacion de la camara de
procesamiento en alguna de varias posiciones o estaciones.

El acceso inicial a la camara de procesamiento lo proporciona el orificio de acceso 280 después de la extraccion de
una lamina de sellado (no representada).

Cada camara de reactivo tiene una abertura asociada definida en el aparato de colocacion 222, 232 y 242 a través
de la que puede pasar reactivo contenido en la camara de reactivo.

La camara de procesamiento es mévil dentro del aparato de colocaciéon con relacion a las aberturas asociadas con
las camaras de reactivo. En el ejemplo ilustrado en la figura 4A, las camaras de reactivo 220 y 240 contienen bolas
de reactivo congelado en seco 221 y 241, y la camara de reactivo 230 contiene un reactivo liquido 231.

Cada camara de reactivo incluye un tubo hueco con una abertura en un extremo que pasa a través de la pared
superior del aparato de colocacién. En el extremo opuesto de cada camara de reactivo, un émbolo 225, 235 y 245
sella el extremo opuesto de la camara y puede ser accionado para introducir el reactivo respectivo a la camara de
procesamiento a través de la abertura de la camara de reactivo, cuando la abertura de camara de procesamiento
esta dispuesta en relacién de solapamiento con la abertura concreta de la camara de reactivo.

En el uso, se carga una muestra en la camara de procesamiento a través del orificio de acceso de la camara de
procesamiento. Se utiliza la varilla de empuje para deslizar la camara de procesamiento dentro del aparato de
colocacién a una posicion de incubacion 290, ilustrada en la figura 4B. En esta posicion, la camara de
procesamiento esta sellada con respecto al entorno externo.

Después de un paso de incubacion, la camara de procesamiento es movida a una posicion directamente debajo de
la abertura asociada con la primera camara de procesamiento 220, en la que su abertura esta en relacion de
solapamiento con la primera abertura de camara de reactivo 222.

El émbolo en la primera camara de procesamiento es empujado para distribuir la bola de reactivo 221 a la camara
de procesamiento (figura 4C).

El émbolo es movido a una segunda posicion de incubacion 295 ilustrada en la figura 4D.

Después de la segunda incubacion, la camara de procesamiento es movida directamente debajo de la abertura 232
asociada con la segunda camara de reactivo 230. El émbolo de la segunda camara de reactivo es empujado para
distribuir el reactivo contenido dentro de ella 231 a la camara de procesamiento.

La camara de procesamiento se mueve entonces directamente debajo de la tercera abertura de camara de reactivo
242 y se empuja el émbolo para distribuir el reactivo 241 contenido en la tercera camara de reactivo a la camara de
procesamiento.

El reactivo procesado pasa entonces, dentro de la camara de procesamiento, a una posicion directamente debajo de
la camara de analisis 250 conteniendo la tira de prueba 255. EI émbolo de la camara de analisis 251 es empujado
para dejar que la tira de prueba caiga a la camara de procesamiento y entre en contacto con la muestra procesada
(figura 4E).
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Una tercera realizacion de la invencion se ilustra en las figuras 6A y 6B y se usan los mismos nimeros de referencia
que para los componentes usados en la primera realizacion ilustrada en las figuras 1A a 2 y descrita anteriormente.
Esta tercera realizacion es igual que la primera realizacion en todos los aspectos, a excepcion de que la camara de
analizador se define en un aspecto horizontal en la porcién superior del aparato de colocacion con el fin de contribuir
a hacer mas compacto todo el dispositivo.

El dispositivo de la tercera realizacion se usa de la misma forma que la descrita anteriormente con respecto a la
primera realizacion, a excepcion de que todo el dispositivo debe girarse 90 grados para que la muestra procesada
pueda contactar la tira de prueba contenida en la camara de analizador después de que la abertura de camara de
procesamiento se haya puesto en correspondencia o relacion de solapamiento con la abertura asociada con la
camara de analizador.

Una realizacién de un dispositivo segun la invencion se ilustra en las figuras 7 a 11, y los pasos ejemplares del
método para usar el dispositivo se ilustran en las figuras 12 a 16.

El dispositivo ilustrado en las figuras 7 a 16 tiene dos porciones; una primera porcién, o placa de prueba 4010,
dentro de la que una muestra es procesada y analizada, y una segunda porcién, o placa de émbolo 4020, acoplable
a la placa de prueba y que soporta un numero de jeringas o émbolos. Los diferentes émbolos tienen funciones
diferentes, por ejemplo, un émbolo puede usarse para introducir la muestra en la placa de prueba, otro puede ser
utilizado para distribuir una solucion de procesamiento y otros pueden usarse para mover la muestra a través de la
placa de prueba, como se describe mas adelante. La placa de prueba y la placa de émbolo se empaquetan por
separado para almacenamiento y transporte y deben montarse antes del uso.

En la realizacién preferida, la placa de prueba tiene camaras de procesamiento primera 4030, segunda 4040 y
tercera 4050 definidas dentro de ella; estas tres camaras de procesamiento estan conectadas una a otra en serie por
capilares o conductos de conexion primero 4060 y segundo 4070.

El diametro interno de los capilares es tal que puede pasar liquido acuoso a través de los capilares a la aplicacion de
presion. Los capilares no deberan ser demasiado pequefios puesto que esto podria perturbar fisicamente la
muestra, pero tampoco demasiado grandes puesto que esto puede permitir demasiado flujo de aire alrededor del
sistema tanto en el uso como durante la incubacion. La longitud de los capilares también puede ser importante. Si
los tubos son demasiado cortos, entonces puede producirse flujo de aire a través de los tubos durante la incubacion,
y si los tubos son demasiado largos, entonces el movimiento de la muestra entre camaras puede ser demasiado
dificil. Un tubo capilar practico puede tener un area en seccion transversal de 0,5 mm cuadrados y una longitud entre
camaras de entre 15 y 25 mm, preferiblemente de aproximadamente 20 mm.

La placa de prueba también define una camara de analisis 4080 conectada a la tercera camara de procesamiento
por un tercer capilar de conexién 4090. La camara de analisis tiene una pared transparente para que el usuario
pueda tener una indicacion visual de los resultados de un analisis realizado dentro de la camara. Una pared
transparente también puede permitir la lectura automatizada de una sefal de analisis, por ejemplo, por un lector
automatico de tiras de prueba.

Orificios de émbolo primero 4101, segundo 4102, tercero 4103, cuarto 4104, quinto 4105 y sexto 4106, cada uno de
los cuales se puede fijar o acoplar con una boquilla de un émbolo, estan dispuestos linealmente en un lado de la
placa de prueba. La alineacion de los émbolos permite ventajosamente el empaquetado eficiente del dispositivo
durante el transporte, y puede permitir un montaje mas facil al acoplar la placa de émbolo a la placa de prueba.

Los orificios primero y segundo (4101 y 4102) estan acoplados respectivamente a la primera camara de
procesamiento mediante capilares de acceso primero 4111 y segundo 4112. El tercer orificio esta acoplado a la
segunda camara mediante un tercer capilar de acceso 4113. Los orificios cuarto y quinto estan acoplados
respectivamente a la tercera camara de procesamiento mediante capilares de acceso cuarto 4114 y quinto 4115. El
sexto orificio esta acoplado a la camara de analisis mediante un sexto capilar de acceso 4116.

Al usuario final se le suministra el dispositivo con las camaras de procesamiento precargadas con reactivos
congelados en seco o liofilizados y la camara de analisis precargada con una tira de prueba. La figura 10 ilustra una
vista despiezada de la placa de prueba que muestra reactivos congelados en seco 4120 asociados con las camaras
primera, segunda y tercera y una tira de prueba 4130 asociada con la camara de analisis.

La placa de émbolo 4020 incluye un bastidor 4200 que soporta jeringas o émbolos primero 401, tercero 403, cuarto
404, quinto 405 y sexto 406. Cada émbolo tiene una boquilla (411 a 416) que puede acoplarse a un orificio en la
placa de prueba y el bastidor sujeta cada émbolo de tal manera que esté en alineacion con su orificio respectivo (es
decir, el primer émbolo engancha con el primer orificio, el tercer émbolo con el tercer orificio, y asi sucesivamente)
cuando la placa de prueba y la placa de émbolo entran en enganche. La placa de émbolo también soporta un aro de
guia 420 para guiar un segundo émbolo 402 a alineacion con el segundo orificio 4102. Este segundo émbolo se usa
para introducir una muestra liquida a la primera camara de procesamiento mediante el segundo orificio y no esta
fijado a la placa de émbolo.
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Juntas téricas 4230 contribuyen a proporcionar un sellado estanco a gases y liquido entre cada émbolo en la placa
de émbolo y su orificio respectivo en la placa de prueba.

Los émbolos primero 401, tercero 403, cuarto 404 y sexto 406 contienen un gas, preferiblemente aire. El quinto
émbolo 405 esta precargado con una solucion tampon liquida para uso en el procesamiento de la muestra.

Tal como se suministra, la placa de prueba esta precargada con reactivos congelados en seco o liofilizados y la
placa de émbolo esta precargada con una soluciéon tampon liquida en el quinto émbolo. La placa de prueba y la
placa de émbolo se juntan en una relacién de acoplamiento (como se ilustra en la figura 7) de tal manera que cada
boquilla de émbolo forme una junta estanca con su orificio respectivo.

Para usar el dispositivo, en primer lugar se enganchan la placa de prueba y la placa de émbolo. Preferiblemente, la
relacion de acoplamiento entre la placa de prueba y la placa de émbolo es un acoplamiento de bloqueo que no se
puede romper una vez hecho. Esto puede asegurar una contencion segura del contenido del dispositivo durante el
procesamiento. A continuacion se carga una muestra liquida en el segundo émbolo 402 y este émbolo se acopla
después al dispositivo, a través de la guia 420 en la placa de émbolo, de modo que enganche con el segundo orificio
4102 en la placa de prueba. Todos los orificios de acceso estan bloqueados ahora por las boquillas de émbolo y las
camaras de procesamiento (4030, 4040, y 4050) del dispositivo estan selladas asi con respecto al entorno externo.

Ventajosamente, tanto la placa de prueba como la placa de émbolo pueden tener juntas estancas, por ejemplo,
laminas de sellado, sobre las aberturas/partes de acoplamiento para evitar la contaminacion. Habra que quitar tales
juntas estancas antes de acoplar las dos placas. Con referencia a la figura 12, la muestra se afiade a la primera
camara de procesamiento 4030 accionando el segundo émbolo 402 y arrastrando simultaneamente el tercer émbolo
403 de modo que la muestra sea empujada a través del segundo orificio 4102 y a través del segundo capilar de
acceso 4112. La muestra hidrata el reactivo seco contenido en la primera camara de procesamiento y luego se
mezcla mediante una combinacién de empuje y traccion en los émbolos segundo y tercero (402 y 403). El arrastre o
la traccion del tercer émbolo mientras se empuja el segundo émbolo hace que se forme una presion diferencial que
empuja la muestra en la primera camara de procesamiento 4030 a lo largo del primer capilar de conexién 4060 hacia
la segunda camara de procesamiento 4040. Antes de que la muestra haya llegado a la segunda camara de
procesamiento, el tercer émbolo es empujado y el segundo émbolo es movido para llevar de nuevo la muestra a la
primera camara de procesamiento. La repeticion de este empuje/traccion de los émbolos segundo y tercero produce
un flujo turbulento, de un lado al otro, que contribuye a mezclar la muestra y el reactivo.

Cuando la muestra se ha mezclado suficientemente, y después de llevar a cabo cualesquiera pasos de
procesamiento adicionales, tal como un periodo de incubacién, la muestra es movida a la segunda camara de
procesamiento 4040 accionando el primer émbolo 401 y empujando, asi, la muestra liquida a través del primer
capilar de conexién 4060 hacia la segunda camara moviendo simultaneamente el tercer émbolo 403 (figura 13). La
muestra se mezcla entonces con reactivo en la segunda camara por una accion simultanea de empuje/traccion en
los émbolos primero y tercero.

Cuando la muestra se ha mezclado suficientemente, y después de llevar a cabo cualesquiera pasos de
procesamiento adicionales, tal como un periodo de incubacién, la muestra es movida a la tercera camara de
procesamiento 4050 empujando el tercer émbolo y la muestra liquida a través del segundo capilar de conexion 4070
hacia la tercera camara mientras se mueve simultaneamente el cuarto émbolo 404 (figura 14). La muestra se mezcla
con reactivo en la tercera camara por una accion simultanea de empuje/traccion en los émbolos tercero y cuarto.

La solucion tampon liquida en el quinto émbolo 405 se afade a la tercera camara, mediante el quinto orificio 4105 y
el quinto capilar de acceso 4115, accionando el quinto émbolo y moviendo el sexto émbolo para igualar la presion
(figura 15). Como antes, la mezcla de la muestra y la solucién tampdn se logra por una accién de empuje/traccion en
los émbolos apropiados, en este caso los émbolos quinto y sexto.

Después de llevar a cabo cualesquiera pasos de procesamiento adicionales, la muestra es transferida a la camara
de analisis 4080 accionando el cuarto émbolo 404 y el sexto émbolo 406 para crear una presion diferencial que
empuja la muestra a través del tercer capilar de conexion 4090 a la camara de analisis (figura 16). La muestra, ahora
procesada, sube por la tira de prueba y el resultado se puede ver visualmente a través de las paredes claras de la
camara de analisis.

En otras realizaciones, el ndmero y la posicion de los émbolos, la forma y la alineacion de las camaras de
procesamiento y la longitud y la direccion de los capilares se pueden variar para mejorar caracteristicas del
dispositivo tales como la mezcla de la muestra con los reactivos. Las realizaciones quinta y sexta de un dispositivo
segun la invencion se ilustran en las figuras 17 a 21 usando numeros de referencia equivalentes para componentes
equivalentes descritos con respecto a la cuarta realizaciéon anterior; siendo la diferencia que los numeros de
referencia empiezan con un 5 o un 6 respectivamente mas bien que con un 4.
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A modo de ejemplo, las camaras de procesamiento en una realizacion del dispositivo ilustrado en las figuras 18 a 21
son estrechas y sustancialmente cilindricas. Este disefio puede minimizar los efectos gravitacionales en la muestra.
En la escala del dispositivo, la tension superficial tiene un efecto mayor que la gravedad y las camaras cilindricas
pueden optimizar el rendimiento en relacioén a la tension superficial. Ademas, una camara cilindrica puede evitar que
la muestra liquida “se pegue” como puede suceder cuando se empuje aire a través de un sistema con una camara
de procesamiento mas esférica.

Puede ser posible distribuir un volumen definido de liquido, por ejemplo, la administracién de un volumen definido de
muestra a la primera camara de procesamiento, por la introduccién de una camara intermedia con un volumen
definido acoplada a una camara de rebosamiento.

Aunque el dispositivo segun la invencion puede ser operado manualmente por un usuario, la simplicidad del disefio
puede prestarse ventajosamente a operacion automatica. En tal caso, el dispositivo podria usar un cartucho en una
maquina disefiada para realizar automaticamente un ciclo de prueba. Una maquina para esta finalidad estaria
programada para accionar los émbolos en un orden especifico dependiendo del protocolo de procesamiento
deseado, y puede incluir un calentador para realizar los pasos de incubacién que sean necesarios.
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REIVINDICACIONES
1. Un dispositivo (10) para el procesamiento de una muestra, incluyendo:
un aparato de colocacion (20),
una camara de procesamiento (60) para recibir la muestra que tiene una abertura (62),
un numero de camaras de reactivo (30), teniendo cada camara de reactivo una abertura asociada definida en el
aparato de colocacién, pudiendo moverse la camara de procesamiento con relacion a la(s) camara(s) de reactivo
para permitir la comunicaciéon secuencial entre la camara de procesamiento y cada camara de reactivo, de tal
manera que cada camara de reactivo comunique con la camara de procesamiento cuando su abertura asociada esté
dispuesta en relacién de solapamiento con la abertura de camara de procesamiento,
caracterizado porque el dispositivo incluye ademas:
una camara de analizador (100) para contener un analizador para analizar la muestra después del procesamiento,
teniendo la camara de analizador una abertura asociada definida en el dispositivo de tal manera que comunique con
la camara de procesamiento cuando su abertura asociada esté dispuesta en relacién de solapamiento con la
abertura de camara de procesamiento; y
un aparato de sellado (90) que sella la camara de procesamiento y la(s) camara(s) de reactivo con respecto al
entorno externo de modo que el dispositivo proporciona un sistema cerrado y la muestra no puede escapar del
dispositivo durante el procesamiento de la muestra.
2. Un dispositivo segun la reivindicacion 1, en el que el aparato de colocacion incluye el aparato de sellado.
3. Un dispositivo segun cualquier reivindicacion precedente, en el que el dispositivo no es reutilizable, y/o
esta destinado a procesar una muestra biolégica, y/o
incluyendo ademas un orificio de acceso (70) que proporciona acceso externo inicial a la abertura de camara de
procesamiento para permitir la introduccion de la muestra, preferiblemente en el que el orificio de acceso esta
protegido, antes de la introduccion de la muestra, por una junta estanca extraible (80).
4. Un dispositivo segun cualquier reivindicacion precedente, en el que
la camara de procesamiento es movil entre una pluralidad de posiciones discretas o estaciones y en al menos
algunas de estas posiciones la abertura de camara de procesamiento esta dispuesta en relacién de solapamiento
con una abertura de camara de reactivo, y/o

en el que al menos una de las camaras de reactivo puede acoplarse al dispositivo, preferiblemente

en el que la, o cada, camara acoplable forma una junta estanca cuando esta acoplada al dispositivo, y/o en el que la
gravedad sirve para introducir al menos un reactivo y/o el medio de analisis a la camara de procesamiento, y/o

que tiene al menos un dispensador accionable para introducir un reactivo desde su camara de reactivo a la camara
de procesamiento, y/o

adecuado para uso con un reactivo congelado en seco o liofilizado, y/o
adecuado para uso con un reactivo liquido, y/o en el que las camaras de reactivo estan precargadas con reactivos.

5. Un dispositivo segun cualquier reivindicacion precedente, en el que la cdmara de analizador esta precargada con
un analizador, y/o

en el que el analizador es una tira de prueba, y/o en el que una pared de la camara de analizador es
sustancialmente transparente.

6. Un dispositivo segun cualquier reivindicacion precedente, en el que

el aparato de colocacion incluye una porcion inferior (22) y una porcién superior (21) mévil con relacién a la porcion
inferior, preferiblemente

en el que la camara de procesamiento esta conectada a la porcion inferior y las aberturas asociadas de la camara de
reactivo se definen en la porcion superior, y/o
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en el que la porcidon superior y la porcion inferior tienen sustancialmente forma de disco y son rotativas una con
relacion a otra alrededor de un punto central comun, y/o incluyendo ademas un elemento de sellado dispuesto entre
las porciones superior e inferior.

7. Un dispositivo segun cualquier reivindicacion precedente, en el que las aberturas asociadas de la camara de
reactivo estan dispuestas en una disposicidon sustancialmente circular, o en una disposiciéon sustancialmente lineal,
y/o incluyendo tres camaras de reactivo, cada una precargada con un reactivo, y/o incluyendo cuatro camaras de
reactivo, cada una precargada con un reactivo, y/o

en el que la camara de procesamiento se precarga con un reactivo antes de la introduccion de la muestra bioldgica,
ylo

en el que el movimiento de la camara de procesamiento es regulado por un aparato de trinquete.

8. Un sistema para el procesamiento de una muestra bioldgica incluyendo un dispositivo segun alguna de las
reivindicaciones 1 a 7, y una fuente de calor externa adaptada para enganchar con el dispositivo.

9. Un sistema segun la reivindicacion 8, en el que la fuente de calor esta adaptada para enganchar con la camara de
procesamiento, y/o

incluyendo ademas al menos una camara de reactivo acoplable, estando precargada con un reactivo la camara de
reactivo acoplable.

10. Un método de procesar y analizar una muestra en un dispositivo segun la reivindicacion 1, que tiene un aparato
de colocacion, una camara de procesamiento, un nimero de camaras de reactivo, una camara de analizador, y un
aparato de sellado que sella la camara de procesamiento y la(s) camara(s) de reactivo con relacion al entorno
externo de modo que el dispositivo proporciona un sistema cerrado y la muestra no puede escapar del dispositivo
durante el procesamiento de la muestra, incluyendo los pasos de:

cargar la muestra en la camara de procesamiento,

mover la camara de procesamiento después de cargar la muestra de tal manera que el aparato de sellado selle la
muestra con relacion al entorno externo,

mover la camara de procesamiento con relacion a la(s) camara(s) de reactivo e introducir un primer reactivo en la
camara de procesamiento desde una primera camara de reactivo,

en el que la muestra procesada resultante es analizada por un analizador contenido en la camara de analizador del
dispositivo.

11. Un método segun la reivindicacion 10, que incluye ademas mover la camara de procesamiento con relacion a
la(s) camara(s) de reactivo e introducir un segundo reactivo en la camara de procesamiento desde una segunda
camara de reactivo.

12. Un método segun la reivindicacion 10 o 11, incluyendo ademas el paso de desechar el dispositivo después de
analizar la muestra, y/o

que es un método de procesar y analizar una muestra biolégica, y/o en el que hay entre dos y cinco camaras de
reactivo, conteniendo cada una un reactivo que se introduce en la camara de procesamiento durante el
procesamiento.

13. Un método segun la reivindicacion 12, en el que hay tres o cuatro camaras de reactivo.

14. Un método segun alguna de las reivindicaciones 10 a 13, en el que la camara de procesamiento esta precargada
con un reactivo, y/o

incluyendo adicionalmente al menos un paso de incubar la muestra en la camara de procesamiento a una
temperatura predeterminada durante un periodo de tiempo predeterminado, y/o

incluyendo adicionalmente pasos de mezcla posteriores a la o cada introduccion de reactivo de procesamiento.
15. Un método segun alguna de las reivindicaciones 10 a 14, en el que el analizador es una tira de prueba que
contacta la muestra procesada para realizar el analisis, y/o en el que el procesamiento implica un paso de

amplificacion para amplificar un acido nucleico en la muestra, y/o en el que el paso de analisis implica la deteccion
de un acido nucleico presente en la muestra, y/o
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en el que se lleva a cabo un procesamiento post-andlisis en la muestra para neutralizar previas reacciones de
procesamiento o para desactivar producto amplificado para activar nuevas reacciones de amplificacion.
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2) SUBIR ESTE EMBOLO PARA PASAR
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ESTE ORIFICIO

FIG. 12
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5) SUBIR ESTE EMBOLO PARA PASAR
EL LIQUIDO E IGUALAR LA PRESION
DEL SISTEMA

6) MEZCLAR LA MUESTRA CON EL
REACTIVO REHIDRATADO USANDO
ESTOS DOS EMBOLOS Y MOVIENDO
EL LIQUIDO HACIA DELANTE Y
HACIA ATRAS

4) EMPUJAR ESTE EMBOLO PARA
MOVER LA MUESTRA DESDE LA
PRIMERA CAMARA A LA SEGUNDA
CAMARAY SOBRE LA BOLA
DE CONGELACION 2

FIG. 13
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8) SUBIRESTE EMBOLO PARA
PASAR EL LIQUIDO E IGUALAR
LA PRESION DEL SISTEMA

9) MEZCLAR LA MUESTRA CON
REACTIVO REHIDRATADO USANDO
ESTOS DOS EMBOLOS Y MOVER
EL LIQUIDO HACIA DELANTE Y
HACIAATRAS

7) EMPUJAR ESTE EMBOLO PARA
MOVER LA MUESTRA DESDE LA
SEGUNDA CAMARA A LA TERCERA
CAMARAY SOBRE LA BOLA DE
CONGELACION 3Y 4

FIG. 14
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11) SUBIR ESTE EMBOLO PARA PASAR
EL LIQUIDO E IGUALAR LA PRESION
DEL SISTEMA

12) ESTOS DOS EMBOLOS PUEDEN
USARSE PARA MOVER LA MUESTRA
HACIA DELANTE Y HACIAATRAS
PARA FACILITAR LAMEZCLA

10) ESTE EMBOLO DISTRIBUYE LA
SOLUCION TAMPON DE DILUCION

A LA TERCERA CAMARA

FIG. 15
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14) SUBIR ESTE EMBOLO PARA PASAR
EL LIQUIDO E IGUALAR LA PRESION
DEL SISTEMA

13) EMPUJAR ESTE EMBOLO PARA
TRANSFERIR LAMUESTAA LA
CAMARA DE ANALISIS

FIG. 16
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