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DESCRIPCION
Sistema de deteccion de muestras basado en micromatrices

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de patente de los Estados Unidos
No. 61/475,107, presentada el 13 de abril de 2011.

Campo

El campo técnico son los sistemas de microfluidos y, en particular, los sistemas microfluidos que tienen una micromatriz
para la deteccion de muestras. Los documentos EP 1762300 A2 y US5922604 A divulgan conjuntos de micromatrices
ubicados en sistemas de microfluidos.

Antecedentes

Las micromatrices son mas frecuentes en los laboratorios de investigacién como herramientas para perfilar los niveles
de expresion génica, dado miles de sondas pueden interrogar una sola muestra. Su utilidad es menos ubicua como
diagndstico para aplicaciones clinicas, ambientales y agricolas a pesar de su densidad de informacién, redundancia,
controles integrados (positivos, negativos) y sensibilidad analitica. La barrera para la adopcién de micromatrices como
pruebas de diagnoéstico se debe principalmente a su complejidad y costo operacionales (a menudo cientos de délares
por prueba), asi como a los problemas técnicos asociados con los dispositivos microfluidicos que contienen una
micromatriz, como el comportamiento impredecible del flujo de fluidos causado por burbujas de aire en los dispositivos
microfluidicos. Por ejemplo, las burbujas pueden obstruir los canales, interferir con las reacciones bioquimicas
(particularmente aquellas que requieren interacciones de la superficie), causar una dosificacion incorrecta, interferir
con las lecturas opticas y producir un flujo impredecible. El flujo impredecible presenta un problema particularmente
para los sistemas que se basan en la difusion constante de un analito a un ligando, como un oligonucleétido o un
anticuerpo de captura. Por consiguiente, todavia existe la necesidad de contar con sistemas de deteccién de
microfluidos basados en micromatrices que estén disefiados para proporcionar un flujo de fluido predecible y que
puedan fabricarse a un bajo costo.

Compendio

En el presente documento se divulga un conjunto de micromatrices que comprende: una camara de matrices con una
entrada de muestra en un primer extremo, una salida de muestra en un segundo extremo, una superficie interior
superior, una superficie interior inferior, paredes laterales y una micromatriz situada en la superficie interior inferior; y
una camara de desechos que estd en comunicacion fluida con la salida de la camara de matrices, donde la camara
de matrices comprende una superficie interior hidréfila posicionada para facilitar el llenado completo de la camara de
matrices con un fluido a base de agua y el flujo continuo del fluido desde la entrada de muestra a la salida de muestra,
y donde el area transversal en el primer extremo de la camara de matrices es mas grande que el area transversal en
el segundo extremo de la camara matrices.

Un aspecto de la presente solicitud se refiere a un sistema de micromatrices para la deteccién de una molécula objetivo
en una muestra acuosa. El conjunto de micromatrices comprende: una camara de matrices con una entrada de
muestra, una salida de muestra, una superficie interior superior, una superficie interior inferior, paredes laterales y una
micromatriz situada en la superficie interior inferior; una caAmara de residuos que comprende una entrada de residuos
y un material absorbente y una respiracion; y un canal que tiene una seccién de expansién con un primer extremo
préximo a la salida de la caAmara de matrices y un segundo extremo préximo a la entrada de la cadmara de residuos,
donde la camara de residuos estd en comunicacion fluida con la cdmara de matrices a través del canal, donde la
superficie interior superior de la camara de matrices es una superficie hidrofila que formaria un angulo de contacto de
45° 0 menor con una gota de agua pura que descansa sobre dicha superficie, lo que facilita el llenado completo de la
camara de matrices con un fluido acuoso y donde el area transversal en el primer extremo de la seccién de expansién
del canal es mas pequefia que el area transversal en el segundo extremo de la seccion de expansion, donde la seccién
de expansion tiene un area transversal progresivamente creciente hacia la camara de desechos, de modo que las
burbujas de aire en la camara de matrices, una vez que entran en el canal, queden atrapadas en las paredes laterales
de la seccion y no bloqueen el flujo de fluido en el canal, donde la pared lateral de la seccién de expansidn es hidréfoba
y donde el canal comprende ademas una seccién entre la seccion de expansion y la entrada de la camara de desechos
que contiene dos vueltas en el canal, que forman una seccién de canal en forma de S o Z.

En la presente también se divulga un conjunto de micromatrices que comprende: una camara de matrices con una
entrada de muestra en un primer extremo, una salida de muestra en un segundo extremo, una superficie interior
superior, una superficie interior inferior, paredes laterales y una micromatriz situada en la superficie inferior; y una
camara de desechos que estd en comunicacion fluida con la salida de la camara de matrices, donde la camara de
matrices comprende una superficie interior hidréfila posicionada para facilitar el llenado completo de la camara de
matrices con un fluido a base de agua y canales con areas transversales rectangulares con texturas sobre la superficie
interior inferior y/o las superficies interiores superiores para promover el secado.

En la presente también se divulga un método para controlar la calidad de la fabricacién de elementos de matriz en una
micromatriz. EI método comprende las siguientes etapas: iluminar una micromatriz que tiene una pluralidad de puntos
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de matrices con ondas de luz para producir fluorescencia desde cada punto de matriz; medir la intensidad de la
fluorescencia para cada punto de matriz, donde la fluorescencia es producida por un fluoréforo de control de calidad
interno; producir una imagen fluorescente de la micromatriz; determinar la informacién de cada punto de matrices en
funcién de la imagen fluorescente; y codificar la informacién en un codigo de barras, dispositivo de memoria o etiqueta
RFID, donde el cédigo de barras, dispositivo de memoria o etiqueta RFID estan asociados con la micromatriz.

En la presente también se divulga un método para hacer un sistema de micromatrices. EI método comprende las
siguientes etapas: desenrollar una pelicula de sustrato mediante uno 0 mas carretes de pelicula de sustrato; imprimir
micromatrices sobre la pelicula de sustrato desenrollada; laminar una pelicula espaciadora sobre la pelicula de
sustrato impresa, donde la pelicula espaciadora esta precortada para proporcionar espacio para una camara de
matrices antes de la etapa de colocacion y se coloca sobre la pelicula de sustrato impresa por uno 0 mas carretes de
pelicula espaciadora; laminar una pelicula de cubierta sobre la pelicula espaciadora para formar una estructura de
micromatrices en capas; y cortar la estructura de micromatrices en capas en sistemas de micromatrices individuales.

Breve descripcion de las figuras

La descripcion detallada se referira a los siguientes dibujos:

—La Figura 1A es un esquema de un sistema de micromatrices que no forma parte de la invencion, que contiene un
depdsito, una camara de matrices de area transversal decreciente, una matriz de puntos, una camara de residuos y
un absorbente. La Figura 1B es una vista transversal del sistema de micromatrices de la Figura 1A.

—La Figura 2 es una vista en primer plano de la camara de matrices que muestra una matriz lineal de puntos impresos
en la parte inferior de la camara, que tiene una seccioén transversal decreciente.

—La Figura 3 es un sistema de micromatrices con un canal de expansion que conecta la camara de matrices a la
camara de desechos.

—La Figura 4A es un esquema que muestra una camara de matrices con pequefios canales rectangulares que son
perpendiculares a la direccion del flujo de liquido dentro de la camara. La Figura 4B es un esquema que muestra una
camara de matrices con pequefios canales rectangulares que son paralelos a la direccion del flujo de liquido dentro
de la camara de reaccioén. La Figura 4C es un esquema que muestra una cadmara de matrices con pequefios canales
rectangulares que son perpendiculares o paralelos a la direccion del flujo de liquido dentro de la camara de
reaccion. La Figura 4D es un esquema que muestra una camara de matrices con pequefios canales rectangulares que
forman un angulo en la direccion del flujo de liquido dentro de la camara de reaccion.

—La Figura 5 muestra un esquema de una linea de montaje continua para la fabricacién de peliculas para dispositivos
de laboratorio.

—La Figura 6 muestra un mapa de matriz con una dilucién en serie de puntos Cy5 y Cy3.
—La Figura 7 muestra una imagen de un cabezal de impresién de un cabezal de impresién con pines romos.

—La Figura 8 muestra imagenes de campo claro de matrices impresas en una pelicula delgada de poliéster con el
colector de vacio antes de la polimerizacion y después de la polimerizacion, asi como una imagen de fluorescencia de
una matriz Cy3.

—La Figura 9 muestra una imagen de un colector de vacio de pelicula delgada para impresién con pines romos.

—La Figura 10 muestra una imagen de fluorescencia después de la PCR de materiales que se ensamblaron con
materiales enrollables que incluyen una pelicula de poliéster en la que se imprimio la matriz.

—La Figura 11 es un compuesto de imagenes que muestran una configuracion de impresién de carrete a carrete con
una impresora matricial de contacto Ultranon BioDot (panel superior) y cuadros de video de impresién sin contacto
utilizando la impresora BioDot Ultra en una pelicula en movimiento que no ha sido tratada o modificada quimicamente
(paneles inferiores).

—La Figura 12 muestra una imagen de fluorescencia de canal rojo de la matriz MRSA capturada durante el control de
calidad de fabrica para extraer los parametros de puntos.

—La Figura 13 muestra una imagen de fluorescencia de canal verde de una matriz hibridada procesada en un
dispositivo de captura de imagenes usuario final. El software del dispositivo de captura de imagenes utilizé los datos
de control de calidad de la matriz para colocar la cuadricula y los circulos alrededor de cada punto individual.

—La Figura 14 muestra una imagen de fluorescencia de una matriz hibridada realizada por un equipo de usuario final
sin el uso de datos de control de calidad, lo que hace que sea mas dificil colocar la cuadricula y los circulos alrededor
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de cada punto individual.
Descripcion detallada

Esta descripcion debe leerse en relacién con los dibujos adjuntos, que deben considerarse parte de la descripcion
escrita completa de la presente invencion. Los dibujos de las figuras no estan necesariamente a escala y ciertas
caracteristicas de la invencion se pueden mostrar exageradas en escala o en forma algo esquematica para mayor
claridad y concisién. En la descripcion, se debe interpretar que los términos relativos como "frente", "atras" "arriba”,
"abajo", "superior" e "inferior", asi como sus derivados, se refieren a la orientacién como se describe a continuacion o
como se muestra en el dibujo de la figura en cuestion. Estos términos relativos son para conveniencia de la descripcién
y normalmente no estan destinados a requerir una orientacion particular. Los términos relacionados con los accesorios,
el acoplamiento y similares, como "conectado” y "unido", se refieren a una relacién en la que las estructuras estan
aseguradas o unidas entre si, ya sea directa o indirectamente a través de estructuras intermedias, asi como a las
uniones o relaciones movibles o rigidas, salvo que expresamente se indique lo contrario.

El término "micromatriz”, como se usa en la presente, se refiere a una matriz ordenada de puntos presentados para
unirse a ligandos de interés. Una micromatriz consta de al menos dos puntos. Los ligandos de interés incluyen, a modo
no taxativo acidos nucleicos (por ejemplo, balizas moleculares, aptameros, acidos nucleicos bloqueados, acidos
nucleicos peptidicos), proteinas, péptidos, polisacaridos, anticuerpos, antigenos, virus y bacterias.

El término "superficie hidréfila", como se usa en la presente, se refiere a una superficie que formaria un angulo de
contacto de 45° 0 menor con una gota de agua pura que descansa sobre dicha superficie. El término "superficie
hidréfoba", como se usa en la presente, se refiere a una superficie que formaria un angulo de contacto mayor que 45°
con una gota de agua pura que descansa sobre dicha superficie. Los angulos de contacto se pueden medir utilizando
un goniémetro de angulo de contacto.

El término "camara de matrices"”, como se usa en la presente, se refiere a un espacio cerrado alrededor de una
micromatriz que tiene comunicacion fluida con una entrada y una salida directa o indirectamente. La camara de
matrices, cuando se llena con una muestra liquida, permite que la micromatriz se sumerja en la muestra liquida, de
modo que las moléculas objetivo en la muestra liquida puedan mantener un contacto intimo con las sondas de la
micromatriz.

Sistema de micromatrices designado para facilitar el flujo de fluido dentro del sistema

La presente divulga un sistema de deteccion basado en micromatrices que comprende un sistema de micromatrices
gue comprende una camara de matrices con una entrada de muestra, una salida de muestra y una micromatriz situada
en su interior, y una camara de residuos que esta en comunicacion fluida con la camara de matrices. La camara de
matrices tiene una superficie hidréfila colocada para facilitar el llenado completo de la camara de matrices y el flujo de
fluido desde la camara de matrices a la camara de residuos. La superficie hidréfila entra en contacto con un liquido
cuando entra en la camara de matrices desde la entrada de muestra y permite el llenado completo de la camara de
matrices. La camara de matrices puede tener la forma de un canal alargado de ancho variable y esta conectada
directamente a la camara de desechos. La camara de matrices se puede conectar a la camara de residuos a través
de un canal de residuos.

La tension superficial de una muestra liquida o una mezcla de reaccién a menudo evita que la muestra liquida o la
mezcla de reaccion llenen completamente un espacio pequefio, como la cadmara de matrices de un sistema de
micromatrices. La tension superficial es el resultado de la atraccion entre las moléculas de la muestra liquida por
distintas fuerzas intermoleculares. En la mayor parte de la muestra liquida, cada molécula es empujada igualmente en
todas direcciones por moléculas liquidas vecinas, lo que produce una fuerza neta de cero. En la superficie de la
muestra liquida, las moléculas son empujadas hacia el interior por otras moléculas mas profundas dentro del liquido y
no son atraidas tan intensamente por las moléculas en el medio vecino (ya sea vacio, aire u otro fluido). Por lo tanto,
todas las moléculas en la superficie estan sujetas a una fuerza interna de atraccion molecular, que solo puede ser
equilibrada por la resistencia de la muestra liquida a la compresion. Este empuje hacia el interior tiende a disminuir el
area de la superficie y, por lo tanto, una superficie liquida se parece a una membrana elastica estirada. En
consecuencia, el liquido se comprime a si mismo hasta alcanzar el area de superficie localmente mas baja posible. El
resultado neto es que la muestra liquida puede mantener una forma casi esférica dentro del espacio pequefio y no
llena las esquinas, especialmente las esquinas cuadradas del espacio pequefio. El pequefio espacio tipico que separa
la cubierta de la superficie de la micromatriz en una cdmara de matrices a menudo comprime el liquido en una forma
cilindrica.

En el caso del presente sistema de micromatrices, el liquido que llena la camara de matrices es una solucién acuosa,
como un tampén de hibridacion o un buffer de lavado. La tensién superficial de la solucién acuosa se supera
recubriendo al menos una porcién de la superficie interior de la camara de la matriz con un material hidréfilo. La
micromatriz esta ubicada en la superficie inferior de la camara de matrices y la superficie superior, o al menos una
porcién de la superficie superior, de la camara de matrices esta recubierta con un recubrimiento hidrofilico.

Algunos ejemplos de material hidréfilo incluyen, a modo no taxativo, polimeros hidréfilos como polietilenglicoles,
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metacrilatos de polihidroxietilo, bionita, poli(N-vinil lactamas), poli(vinilpirrolidona), poli(6xido de etileno), poli(éxido de
propileno), poliacrilamidas, celuldésicas, metilcelulosa, polianhidridos, acidos poliacrilicos, alcoholes polivinilicos,
éteres de polivinilo, etoxilatos de alquilfenol, monoésteres de poliol complejos, ésteres de polioxietileno de acido oleico,
ésteres de polioxietileno sorbitano de acido oleico y ésteres de sorbitano de acidos grasos; materiales hidrofilos
inorganicos como oxido inorganico, oro, zeolita y carbono tipo diamante y surfactantes como Triton X-100, Tween,
Dodecilsulfato de sodio (SDS), laurilsulfato de amonio, sales de alquilsulfato, lauril éter sulfato de sodio (SLES),
alquilbencenosulfonato, jabones, sales de acidos grasos, bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB), también conocido
como bromuro de hexadecil trimetil amonio, sales de alquiltrimetilamonio, cloruro de cetilpiridinio (CPC), amina de
sebo polietoxilada (POEA), cloruro de benzalconio (BAC), cloruro de benzetonio (BZT), dodecil betaina, 6xido de
dodecil dimetilamina, cocamidopropil betaina, coco-anfo-glicinato alquil poli(6xido de etileno), copolimeros de
poli(6xido de etileno) y poli(6xido de propileno) (comercialmente denominados Poloxamers o Poloxamines),
alquilpoliglucésidos, alcoholes grasos, cocoamida MEA, cocoamida DEA, cocoamida TEA.

En algunas realizaciones, uno o mas tensioactivos se mezclan con polimeros de reaccidn, como poliuretanos y epoxis,
para servir como recubrimiento hidréfilo. En otras realizaciones, la superficie superior o la superficie inferior de la
camara de matrices se hacen hidréfilas por tratamiento de superficie, como tratamiento con plasma atmosférico,
tratamiento de corona o tratamiento de corona de gas.

Entre los ejemplos de cinta hidrofilica se incluyen, a modo no taxativo, cinta de Adhesives Research (AR) 90128, cinta
de AR 90469, cinta de AR 90368, cinta de AR 90119, cinta de AR 92276 y cinta de AR 90741 (Adhesives Research,
Inc., Glen Rock, PA). Algunos ejemplos de peliculas hidréfilas incluyen, a modo no taxativo, las peliculas Vistex® y
Visguard® (Film Specialties Inc., Hillsborough, NJ) y Lexan HPFAF (GE Plastics, Pittsfield, MA). Surmodics, Inc. (Eden
Prairie, MN), Biocoat Inc. (Horsham, PA), Advanced Surface Technology (Billerica, MA) e Hydromer, Inc. (Branchburg,
NJ) ofrecen otras superficies hidrofilas.

En algunas realizaciones, la cinta o pelicula hidréfila tiene suficiente transparencia para permitir la interrogacion 6ptica
de la micromatriz desde la parte superior de la camara de matrices.

La micromatriz puede ser cualquier tipo de micromatriz, incluidas, entre otros, micromatrices de oligonucleétidos y
micromatrices de proteinas. En una realizacion, la micromatriz es una matriz de anticuerpos y el sistema de micromatriz
se usa para capturar y marcar antigenos diana. En una realizacion, la micromatriz se forma utilizando el método de
puntos de gel de impresion descrito, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. No. 5,741,700, 5,770,721, 5,981,734,
6,656.725y en las solicitudes de patente de EE.UU. No. 10/068,474, 11/425,667 y 60/793,176. En ciertas realizaciones,
la micromatriz comprende una pluralidad de puntos de matriz impresos en un sustrato de matriz que forma el fondo
de la camara de matrices. En algunas realizaciones, el sustrato de matriz es vidrio o plastico.

En ciertas realizaciones, los puntos de la matriz contienen un fluoréforo de control interno, que tiene un espectro de
emision que es diferente de los fluoréforos asociados con las moléculas objetivo (es decir, las moléculas objetivo se
marcaran con fluoréforos que tienen espectros de emisién que son diferentes del espectro de emisién del fluoréforo
de control interno). Este control interno se puede analizar en el campo o durante la fabricacién para mejorar la calidad.
El control interno proporcionaria un medio cuantitativo para evaluar la intensidad de fluorescencia (por ejemplo,
promedio, media o integral) del punto, que puede variar debido al diametro, la morfologia, la porosidad de la gota o
cualquier otro factor que pueda cambiar la reproducibilidad de un punto a otro. Entre los factores que afectan estas
propiedades se incluyen la dosificacién UV, la temperatura, las propiedades de la superficie, la sintesis, la viscosidad,
la condensacion, el lavado (es decir, debido a los efectos causados por las diferencias de temperatura, viscosidad,
caudal, astringencia o cualquier otra que pueda influir en la eliminacién o distorsion de puntos), la profundidad de
inmersion de los pines en la solucién de polimeros para tecnologias de impresion de pines o cualquier propiedad que
pueda influir en la morfologia de los elementos de gel o la concentracion de las sondas. La obtencién de imagenes en
el campo también daria cuenta de lo siguiente: uso indebido por parte del usuario, destruccion de los elementos de
gel debido a un manejo inadecuado, lavado de los elementos de gel, aumento del brillo debido a la presencia de sales,
termociclado, condiciones de alta temperatura que disminuyen el rendimiento de fluorescencia, condiciones de baja
temperatura que aumenta el rendimiento de fluorescencia, la degradacién de la vida util y/o cualquier situacion que
contribuya al cambio en la sefial de fluorescencia después del Aseguramiento de Calidad/Control de Calidad inicial
durante la fabricacion de las matrices.

Entre los ejemplos de fluoréforos se incluyen, a modo no taxativo, pireno, 7-metoxicoumarina, azul en cascada, 6-Ml,
3-MI, 7-aminocumarina-X (AMCA-X), 6-MAP, azul pacifico, azul marino, dimetilaminocumarina, BODIPY 493/503,
BODIPY-FI-X, DTAF (5-DTAF), 6-FAM (fluoresceina), dansil-X, Oregon green 500, Oregon green 488 (5 isémeros),
rodol verde, Oregon green 514, rodamina verde-X, NBD-X, TET, 2'4'5'7'-tetrabromosulfonafluoresceina, BODIPY-FI
BR2, BODIPY-R6G, 6-JOE, BODIPY 530/550, HEX, carboxirodamina 6G, BODIPY 558/568, BODIPY 558/568,
BODIPY -TMR-X, PyMPO, BODIPY 564/570, Cy3, TAMRA-X, rodamina roja-X, BODIPY 576/589, BODIPY 581/591,
Texas Red-X, Cy3.5, ROX, BODIPY-TR, Syto- 81, Cy5, naftofluoresceina, Cy5.5, VIC, SYBR verde | y SYBR verde II.

En otras realizaciones, el control interno es un cambio de sefial colorimétrico, que es distinto de un punto a otro. En

otras realizaciones, el control interno es un cambio de sefial de quimioluminiscencia, que es distinto de un punto a
otro. En otras realizaciones, el control interno es un cambio de sefial electroquimica, que es distinto de un punto a otro.
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En ciertas realizaciones, los puntos de la matriz son puntos de gel que contienen un primer fluoréforo (por ejemplo,
Cy5). Las dianas en la muestra se marcan con un segundo fluoréforo (por ejemplo, Cy3) durante la PCR y
posteriormente se hibridan con sondas que se unen covalentemente al polimero de la gota de gel. El primer fluoréforo
tiene un pico de emisién diferente al segundo fluoréforo. En este contexto, el primer fluoréforo (por ejemplo, Cy5) sirve
para permitir la ubicacién exacta de los puntos de gel con un sistema de imagenes que puede detectar tanto el primer
como el segundo fluoréforo (por ejemplo, Cy3 y Cyb5).

En algunas realizaciones, el sistema de imagenes es un componente del sistema de deteccion de muestras basado
en micromatrices. En otras realizaciones, el sistema de imagenes es parte de un sistema de vision artificial utilizado
durante la fabricacién del sistema de micromatrices, de manera que las coordenadas de cada punto pueden
determinarse con precision durante la inspeccién. Estas coordenadas se cargan en un cédigo de barras o etiqueta
RFID, que se adjunta al sistema de micromatrices para su andlisis futuro. Para que este enfoque sea efectivo, las
coordenadas del primer fluoréforo (es decir, el fluoréforo de control interno) requieren que los fiduciales de referencia
del segundo fluoroéforo (es decir, el fluoroéforo objetivo) se incluyan como parte del mapa del sistema, para que se
pueda colocar la cuadricula. Sin embargo, a diferencia del esquema convencional que intenta colocar una cuadricula
en base a puntos espaciados con precision o requiere imagenes de fluorescencia de dos colores, el esquema descrito
utiliza las coordenadas del cédigo de barras para colocar circulos fijos para la deteccion de puntos. La ubicacion de
los primeros puntos de fluoréforo (es decir, el fluoréforo de control interno) se puede usar con un algoritmo de umbral
para encontrar los centros, que luego se usan para la colocacién de circulos fijos.

Un beneficio del uso de la vision artificial para identificar los puntos es que el mismo sistema se puede usar para
rechazar los puntos sin rechazar toda la micromatriz, lo que aumentaria el rendimiento. Los puntos se pueden rechazar
en funcion de una serie de criterios, como los valores de intensidad de fluorescencia del control interno que estan
fuera de los limites, la asimetria y el diametro. Por lo tanto, la presente también divulga un método para controlar la
calidad de la fabricacién de elementos de matriz en una micromatriz. Que comprende las siguientes etapas: iluminar
una micromatriz que tiene una pluralidad de puntos de matrices con ondas de luz para producir fluorescencia desde
cada punto de matriz; medir la intensidad de la fluorescencia para cada punto de matriz, donde la fluorescencia es
producida por un fluoréforo de control de calidad interno; producir una imagen fluorescente de la micromatriz;
determinar la informacién de cada punto de matrices en funcién de la imagen fluorescente; y codificar la informacion
en un codigo de barras, dispositivo de memoria o etiqueta RFID, donde el cddigo de barras, dispositivo de memoria o
etigueta RFID estan asociados con la micromatriz. La informacion para cada punto de la matriz puede comprender la
ubicacion de cada punto, la intensidad de fluorescencia de cada punto, el diametro de cada punto y la morfologia de
cada punto. Se puede realizar un analisis de imagen de la micromatriz colocando circulos fijos para cada punto de la
micromatriz en la imagen de una micromatriz a partir de la informacién de ubicacion del punto determinada en funcién
de la fluorescencia del control interno.

En la presente también se divulga un método de andlisis de imagen de micromatrices. EI método comprende las
siguientes etapas: obtener una imagen de una micromatriz, colocando un circulo de borde de punto fijo alrededor de
cada punto de la micromatriz en la imagen de la micromatriz en base a la informacion de ubicacion de punto de matriz
obtenida a través del control interno de fluorescencia en los puntos de matriz como se describi6é anteriormente; medir
una intensidad de fluorescencia objetivo dentro del circulo de borde de punto fijo para cada punto de matriz y
determinar la cantidad de una molécula objetivo en una muestra basandose en la relacién de la intensidad de
fluorescencia objetivo y la intensidad de fluorescencia interna en cada punto de matriz.

En la presente también se divulga un método de andlisis de imagen de micromatrices, que incluye las siguientes
etapas: determinar una intensidad de fluorescencia objetivo para un punto objetivo en una micromatriz; determinar una
intensidad de fluorescencia interna para el punto objetivo en la micromatriz; determinar una intensidad de sefial para
el punto objetivo en la micromatriz, donde la intensidad de la sefial es una relacién entre la intensidad de fluorescencia
objetivo y la intensidad de fluorescencia interna y donde la intensidad de fluorescencia interna para el punto objetivo
en la micromatriz se determina como se describié anteriormente.

En la presente también se divulga un método para la obtencién de imagenes de elementos de matriz en una
micromatriz. El método incluye las siguientes etapas: iluminar una micromatriz que tiene una pluralidad de puntos de
matriz con ondas de luz de una primera longitud de onda para producir fluorescencia a partir de un fluoréforo de control
interno; determinar la ubicacion de los puntos de matriz de la micromatriz en funcién de la fluorescencia producida por
el fluoréforo de control interno (fluorescencia de control); iluminar la micromatriz con ondas de luz de una segunda
longitud de onda para producir fluorescencia a partir de un fluoréforo objetivo que estd asociado, directa o
indirectamente, a una molécula objetivo que se une a un punto de matriz; medir la fluorescencia producida por el
fluoréforo objetivo (fluorescencia objetivo) y determinar la cantidad de la molécula objetivo en la muestra basandose
en la relacién de intensidad de fluorescencia de control de intensidad de fluorescencia objetivo en puntos relevantes
de la matriz.

La camara de residuos puede tener cualquier forma y, tipicamente, tiene un volumen que es mayor que el volumen de

la camara de matrices. En una realizacion, la camara de residuos se forma en una cinta de junta, que luego se une al

sustrato en el que se imprime la micromatriz. En otra realizacion, el sustrato tiene un recorte en su superficie superior.

El recorte tiene un tamafio y una posicién que coinciden con el tamafio y la posicién de la camara de residuos en la

junta, de modo que la camara de residuos, una vez formada entre el sustrato y la junta, tendria un espesor mayor que
6
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el espesor de la camara de matrices. En otra realizacion, el sustrato esta hecho de un material plastico para que se
pueda hacer un recorte facilmente sobre el sustrato. En otra realizacion, tanto la camara de matrices como la camara
de residuos se forman en el sustrato sin usar la junta. Sin embargo, la cAmara de residuos puede tener una profundidad
mayor que la profundidad de la camara de matrices.

En una realizacion, la camara de desechos contiene un absorbente que, una vez en contacto con el liquido en la
camara de matrices, expulsa el liquido de la camara de matrices, por lo que permite que la micromatriz se lea en
estado seco.

El absorbente puede ser cualquier material capaz de retener un volumen relativamente grande de liquido. En una
realizacién, el absorbente esta hecho de un agregado de fibras. En otra realizacion, el absorbente es una tela no tejida
producida en un proceso de union por aire. Las fibras constituyentes de la tela no tejida pueden ser fibras sintéticas
hidréfilas, fibras de celulosa natural de pulpa o similares o fibras de celulosa regeneradas. Las fibras pueden estar
recubiertas o infiltradas con un surfactante o un aceite hidrofilico para mejorar la absorbancia del liquido. Sin limitarse
al proceso de unién por aire, la tela no tejida para su uso en la presente se puede producir en cualquier otro proceso,
como un proceso de unién por hilatura, un proceso de capas de aire, un proceso de hilatura, etc. En una realizacion,
el absorbente es un papel de celulosa (C048) de Millipore (Billerica, MA).

La camara de residuos se ventila a través de una ventilacion. En una realizacion, la ventilacion se crea simplemente
perforando un agujero en la cubierta de la cAmara de residuos.

En otra realizacion, el liquido en la camara de matrices se elimina forzando el liquido dentro del depésito dentro de la
camara de matrices y estableciendo un contacto entre el liquido en la camara de matrices y el absorbente en la camara
de residuos. El contacto se puede establecer aplicando una presion al liquido en la camara de matrices para empujar
el liquido fuera de la camara de matrices o aplicando succion en un orificio de ventilacién de la cAmara de desechos
para extraer el liquido de la cAmara de matrices. Se puede generar una presion sobre el liquido en la camara de
matrices al aplicar una presion a través de una valvula de retencién (por ejemplo, por medio de una pipeta o una
jeringa). Si la cAmara de matrices esta cubierta solo con una cinta hidréfila o una pelicula hidréfila, se puede generar
una presion sobre el liquido dentro de la camara de matrices presionando simplemente la cinta o pelicula hidréfila que
forma la superficie superior de la camara de matrices. Alternativamente, el contacto entre el liquido en la camara de
matrices y el absorbente puede establecerse colocando el absorbente cerca de la camara de matrices, de manera que
el absorbente toque el liquido dentro del canal.

Una vez que se establece el contacto, el liquido en la cAmara de matrices se introduce en el absorbente en la camara
de residuos a través de la camara matrices. El caudal del liquido esta determinada por el tamafio de la camara de
matrices, la tensién superficial y la viscosidad del liquido y la velocidad de absorcion del absorbente. Ademas, el caudal
disminuye a medida que el absorbente se vuelve mas saturado.

En otra realizacién, el sistema de micromatrices contiene ademas una valvula de via Unica para introducir un liquido
(por ejemplo, una muestra, un tampén de PCR con objetivo, un tampon de hibridacion o un tampén de lavado) en la
camara de matrices. La muestra se introduce en la cadmara de matrices a través de la valvula de via Unica para evitar
la contaminacién ambiental, lo cual es una preocupacion importante en ciertas aplicaciones como la deteccion de
agentes de guerra bioldgica. La valvula de via Unica puede ser una valvula de retencién, una valvula de cupula o una
véalvula de pico de pato que se coloca en la entrada de la camara de matrices. Existen valvulas de clipula de varios
tamafios disponibles comercialmente, por ejemplo, las valvulas de Minivalve International (Yellow Springs, OH).

En algunas realizaciones, las paredes laterales de la camara de matrices son hidréfobas para atrapar burbujas. En
otras realizaciones, la cAmara de matrices tiene una cubierta hidréfila que estd configurada de manera que se crea
una region hidrofila cerca de la salida de la camara de matrices. En una realizacién relacionada, la region hidréfila se
crea con elementos de gel hidréfilos.

En otra realizacion, la entrada de la camara de la matriz contiene una membrana/cinta perforable o una vélvula de
cupula, una valvula de retencién o una valvula de pico de pato para permitir que se produzca un lavado sin hacer que
el contenido dentro de la camara de la matriz se libere del conjunto de micromatrices.

En otra realizacion, el sistema de micromatrices contiene ademas un depdsito para introducir un liquido en la camara
de matrices. En una realizacion relacionada, el deposito esta flojamente unido al dispositivo, de modo que se puede
separar y extraer para obtener imagenes en micromatrices convencionales o lectores colorimétricos. En otra
realizacién, la camara de matrices esta conectada a multiples camaras de desechos para garantizar que la absorcion
se produce en el intervalo apropiado.

En el caso de que se introduzca una burbuja de aire en la camara de matrices, la burbuja de aire puede alojarse en la
camara de matrices y bloquear parcial o completamente el flujo de liquido en la camara de matrices. La burbuja de
aire también puede detener la accién de absorcion del absorbente si la burbuja de aire se encuentra justo en la interfaz
del liquido y el absorbente. En algunas realizaciones, la camara de matrices del sistema de micromatrices esta
conformada para facilitar el movimiento de burbujas dentro de la camara de matrices. En algunas realizaciones, la
camara de matrices tiene un area transversal que disminuye continuamente, o de manera gradual, desde un extremo
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de la camara hasta el otro extremo de la camara para facilitar el movimiento del liquido, asi como el movimiento de la
burbuja, desde la entrada de la cAmara de matrices a la salida de la camara de matrices.

La Figura 1A muestra un sistema de micromatrices 100 disefiado para facilitar la eliminacion de burbujas de aire en
la camara de matrices. El sistema de micromatrices 100 comprende una camara de matrices en forma de embudo 110
gue se extiende desde una entrada de muestra 112 a una salida 114, que se abre a una camara de desechos 120 que
tiene un absorbente 122. La camara de micromatrices 110 contiene varios puntos de micromatrices 130 que se colocan
sobre un sustrato 150 (véase Figura 1C), que también forma la parte inferior de la cAmara de matrices 110. La camara
de matrices 110 puede estar conectada a un deposito 140. La camara de matrices 110 tiene un area transversal que
disminuye progresivamente hacia la camara de residuos 120, por lo que la presion capilar aumenta continuamente a
medida que el liquido en la camara de matrices 110 se acerca a la caAmara de residuos 120. La diferencia de presién
produce un movimiento del liquido hacia el absorbente 122 en la cAmara de desechos 120. En otras palabras, la forma
de la camara de matrices 110 permite la absorcion continua de un liquido en la cAmara de matrices 110 en la direccién
de la camara de residuos 120 hasta que el liquido alcanza el absorbente 122 en la camara de residuos 120. El area
transversal en el extremo de entrada de la camara de matrices 110 puede ser al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5
veces mas grande que el area transversal en el extremo de salida de la camara de matrices 110.

La camara de matrices 110 puede tener una forma trapezoidal con dimensiones que se extienden desde 0,5 a 20 mm
en el extremo de entrada y desde 0,1 a 5 mm en el extremo de salida. La camara de matrices 110 puede comprender
una serie de pasos que tienen un area transversal progresivamente menor desde el extremo de entrada hasta el
extremo de salida. Estas caracteristicas estan disefiadas para tener un pequefio radio de curvatura en el frente de
avance en comparacion con el frente de retroceso, de modo que las burbujas de aire en la camara de matrices 110
avancen hacia la camara de desechos 120, y se eviten asi los problemas mencionados anteriormente asociados con
las burbujas.

La Figura 1B es una vista transversal del sistema de micromatrices 100 a lo largo de la linea AA que se muestra en
la Figura 1A. El sistema de micromatrices 100 comprende la capa de sustrato 150, la capa espaciadora 160 y la capa
de cubierta 170 de matrices. La capa espaciadora puede ser una cinta doble faz, como una cinta de junta interior, con
un grosor de 0,25 mm (disponible de 3M, Pieza n.° 9087). La capa de sustrato 150 puede ser plastico moldeado por
inyeccion con caracteristicas que crean las paredes de la caAmara de matrices 110 y un bolsillo para la camara de
desechos 120; no hay una capa espaciadora 160 en estas disposiciones.

Una pelicula hidrofila puede laminarse sobre un sustrato de matriz plastica 150 con calor y/o presién para formar una
superficie hidrofila en la que se imprime la micromatriz. La laminacién se puede realizar con soldadura laser o
soldadura ultrasénica.

La Figura 2 proporciona una vista en primer plano de la camara de matrices en forma de embudo 110 de la Figura
1A. Como se muestra en la Figura 2 , el ancho de la camara decreciente o la forma de "cufia" de la camara de matrices
permite aumentar la presion capilar en el lado de la camara de desechos 120. Esta configuracion deja que las burbujas
fluyan a través de la camara de matrices y evita la obstruccién de la camara de matrices 110 por las burbujas de aire.
Esta camara estrecha con forma de embudo 110 también facilita la difusién de las moléculas objetivo en una muestra
hacia los puntos de matrices 130. La muestra se puede cargar en el depdsito 140 y fluye continuamente a través de
la camara de matrices 110 y en la cadmara de desechos 120.

Los puntos de micromatrices 130 pueden disponerse en forma de mudltiples tiras (por ejemplo, matriz de tiras de
proteinas) que son perpendiculares al flujo en la camara de matrices 110 para mejorar la interaccién entre la molécula
objetivo en la muestra y los elementos de la matriz. Se puede imprimir una matriz de proteinas o una matriz de tiras
de proteinas dentro de la camara de matrices 110. Las proteinas extraidas de una muestra se cargan en el depdsito
140y fluyen a través del punto 130 o la tira 130 de matrices de manera continua para entrar en la camara de desechos
120.

Un entendido en la técnica puede saber que el sistema de micromatrices 100 puede tener muchas variaciones. Por
ejemplo, todo el conjunto de micromatrices 100 puede moldearse en dos mitades, lo que crearia una linea de
separacion que abarca la linea central del depdsito 140, el sustrato 150 y la camara de residuos 120. La linea de
separacion puede tomar un camino contorneado para permitir un facil acceso para el tratamiento de superficie hidrofila
del lado superior de la camara de matrices 110, y/o imprimir los puntos de matrices 130 en la superficie superior del
sustrato 150. La mitad superior del sistema de matrices se puede tratar para que sea hidréfila, como con un tratamiento
con plasma, un surfactante o cualquiera de las técnicas descritas anteriormente, y se puede unir en su lugar con una
soldadura ultrasonica, soldadura laser, disefio de ajuste a presion, pegamento, cinta o cualquier método de unién. El
tamafio de la capa de cubierta 170 puede cubrir solo las areas de camara pero no la superficie superior completa del
sistema de micromatrices 100.

La Figura 3 muestra una realizacion de un sistema de micromatrices 100 disefiado para facilitar la eliminacion de
burbujas de aire en la camara de matrices 110, asi como para mantener la muestra dentro de la cAmara de matrices
110 durante la exposicion prolongada a temperaturas extremas (hasta 95°C). En esta realizacién, el sistema de
micromatrices 100 comprende una camara de matrices 110 que tiene una entrada de muestra 112, una salida de
muestra 114 y varios puntos de micromatrices 130 colocados en la parte superior del sustrato 150, una camara de
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desechos 120 que tiene un absorbente 122, una entrada 116 y una ventilacién 124 y un canal 118 que conecta la
salida de muestra 114 de la camara de matrices 110 a la entrada 116 de la cAmara de residuos 120. En esta realizacion,
el canal 118 tiene una seccidn de expansion 118A y una seccién de zigzag 118B. La seccion de expansion 118A tiene
un area transversal progresivamente creciente hacia la camara de desechos 120, de modo que las burbujas de aire
en la camara de matrices 110, una vez que entran en el canal 118, queden atrapadas en las paredes laterales de la
seccion 118A y no bloqueen el flujo de fluido en el canal 118. La seccién de expansion 118A ayuda a fijar la linea de
contacto del liquido en las esquinas convexas de la seccidon durante la expansion de la muestra cuando la camara de
matrices 110 esta expuesta a altas temperaturas. La pared lateral del canal 118A es hidrofébica para atrapar burbujas.
En algunas realizaciones, el area transversal en el extremo de la camara de desechos del canal 118A es al menos 2
veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces mas grande que el area transversal en el extremo de la camara de matrices del
canal 118A. La seccién de zigzag 118B tiene dos vueltas para formar una seccién de canal en forma de S o en forma
de Z. En una realizacién, las dos vueltas son vueltas de 90°.

En otras realizaciones, la camara de matrices 110 se fabrica con pequefios canales rectangulares 180 (es decir,
canales con areas transversales rectangulares) que son perpendiculares a la direccion del flujo para proporcionar un
medio de secado de la matriz (véase Figura 4A ). Estos canales 180 tienen esquinas afiladas producen un pequefio
radio de curvatura de la interfaz liquido-aire y, por lo tanto, proporcionan altas presiones capilares que hacen avanzar
los liquidos a lo largo de las paredes laterales y hacia la camara de desechos 120. En otra realizacion, los canales
rectangulares 180 son paralelos a la trayectoria del flujo de liquido (véase Figura 4B ). En otra realizacién, los canales
rectangulares 180 son paralelos y perpendiculares a la trayectoria del flujo de liquido (véase Figura 4C). En otra
realizacion, los canales rectangulares 180 intersectan la trayectoria del flujo de liquido en angulos que varian de 30 a
120 grados (véase Figura 4D ). En otra realizacién, la superficie superior del sustrato 150 es rugosa para proporcionar
la misma accion de absorcién a lo largo de las grietas de la superficie.

La superficie superior también podria ser rugosa de modo que haya microcanales cuadrados paralelos,
perpendiculares o cruzados o tengan alguna o todas estas caracteristicas. El angulo de contacto en las esquinas debe
ser inferior a 90 grados para que el liquido avance a lo largo de estos canales hacia la camara de desechos
(absorbente). Este enfoque es similar al de las traqueidas (capilares cuadrados) en los arboles de coniferas, que
permiten que el liquido avance hacia arriba en los arboles y asi superar los efectos de la presion hidrostatica.

Deteccion de moléculas objetivo con el sistema de m icromatrices

En el presente documento también se divulga un método para usar el sistema de micromatrices descrito anteriormente
para detectar una molécula objetivo en una muestra. La muestra puede ser cualquier muestra biolégica, como un
hisopo, aspirado nasofaringeo o muestra de sangre entera. Los acidos nucleicos totales pueden aislarse con técnicas
conocidas para un entendido en la técnica. Los acidos nucleicos totales pueden aislarse con reactivos o kits de
aislamiento de acidos nucleicos disponibles en el mercado, como los reactivos de Qiagen. Los acidos nucleicos totales
pueden aislarse con un dispositivo de preparacion de muestras desarrollado por Akonni Biosystems. La secuencia
generalizada de eventos para los métodos de preparacién de muestras de Akonni incluye desnaturalizacion de la
muestra en un tampon de lisis; perfusion continua de la muestra lisada sobre el dispositivo de preparaciéon de la
muestra; lavado y elucién de los acidos nucleicos del dispositivo de preparacion de muestras.

Los acidos nucleicos aislados se cargan en el sistema de micromatrices y se amplifican dentro del sistema de
micromatrices mediante métodos bien conocidos por los entendidos en la técnica. Después de la amplificacion, el
sistema de micromatrices se incuba durante un determinado tiempo a una temperatura deseada (por ejemplo, 10-60
min a 50-65°C) para permitir que los amplicones se hibriden con la micromatriz. Después de la incubacion, el sistema
de micromatrices se lava (por ejemplo, con agua) y se toma una imagen en un lector de micromatrices (por ejemplo,
el lector portatil de micromatrices de Akonni). El sistema de micromatrices se puede secar antes de obtener imagenes.
El procedimiento de secado se puede llevar a cabo con la introduccidon de acetona en la camara de matrices y/o
calentando la camara de matrices. La amplificacién de los acidos nucleicos aislados y el marcado de los productos de
amplificaciéon pueden ocurrir en una mezcla maestra de PCR asimétrica que contiene cebadores "inversos" marcados
con fluorescencia en gran exceso (por ejemplo, 5-20 veces el exceso) sobre cebadores "hacia adelante" no marcados.
Esta estrategia genera objetivos predominantemente de cadena simple con un solo marcador en su extremo 5'.

La prueba de matriz se puede realizar con muchas variaciones. El producto amplificado puede permanecer en la
camara de reaccién después de la hibridacion y no se lava antes de la obtencién de imagenes de la micromatriz. El
producto amplificado puede permanecer en la camara de matrices y se pueden visualizar los puntos de matrices en
tiempo real durante la hibridacién para mostrar curvas de crecimiento, como describe Khodakov et al., 2008. La camara
de matrices puede soportar una serie de pasos de incubacion y lavado para ensayos de varios pasos, como ELISA.
La etapa de incubacion se puede realizar bajo vibracion periédica o continua para mejorar la interaccion entre los
elementos de la matriz y las proteinas objetivo.

Fabricacién del sistema de micromatrices

En el presente documento también se divulga un método para fabricar sistemas de micromatrices que tienen una capa
de sustrato, una capa espaciadora y una capa de cubierta que usa materiales de pelicula delgada enrollable y un
equipo carrete a carrete («reel-to-reel»). Se utilizan materiales de pelicula enrollable para la capa de sustrato, la capa
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espaciadora y la capa de cubierta del sistema de micromatrices. Las peliculas se colocan en capas una encima de la
otra al desenrollar varios carretes, lo que crea un sandwich de componentes deseados, que se cortan al final de la
linea de fabricacion. Especificamente, una pelicula de sustrato enrollable avanza hacia una plataforma de fabricacion.
Los puntos de matrices se imprimen en la pelicula, formando matrices con un intervalo fijo entre matrices. La pelicula
de sustrato impresa luego se lamina con una cinta espaciadora enrollable, precortada con un método de fabricacion
de carrete a carrete separado para crear espacio para la cAmara de matrices. Luego se lamina una pelicula de cubierta
enrollable sobre la pelicula espaciadora para sellar la camara de matrices. La cinta espaciadora enrollable puede
precortarse para crear espacio para la cAmara de matrices y una o mas camaras de residuos. Se coloca un absorbente
en cada camara de residuos antes de laminar la pelicula de cubierta a la pelicula espaciadora. La virtud de este método
de fabricacién es que un alto volumen de produccién puede ser muy rentable, ya que con un equipo de produccién
estandar se puede automatizar completamente el ensamblaje de sistemas de micromatrices a velocidades muy altas.

La pelicula de sustrato puede ser cualquier pelicula delgada que tenga una superficie que cuente con atomos de
carbono con doble enlace. Preferiblemente, la pelicula de sustrato tiene una superficie hidréfoba. Los ejemplos de la
pelicula de sustrato incluyen, a modo no taxativo, peliculas de poliéster, peliculas de mezcla de poliéster/policarbonato,
politetrafluoroetileno, polietileno, polieterimida, poliéter éter cetona y poliestireno. La pelicula de sustrato puede tener
un grosor en el intervalo de 20 a 200 micrones, preferiblemente de 50 a 125 micrones.

La pelicula espaciadora puede ser cualquier cinta de doble faz con el grosor deseado. La pelicula espaciadora puede
estar hecha de un material hidrofobo y tiene un espesor en el rango de 20-500 micrones, preferiblemente 100-300
micrones. Los ejemplos de la pelicula espaciadora incluyen, a modo no taxativo, peliculas de poliéster, peliculas de
mezcla de poliéster/policarbonato, polipropileno, policarbonato, acetal, poli (metacrilato de metilo), cinta 256M de
Adchem y politetrafluoroetileno. La pelicula de cubierta puede ser cualquier pelicula delgada con una superficie
hidrofila. Los ejemplos de peliculas hidréfilas incluyen, a modo no taxativo, las peliculas Vistex® y Visguard® (Film
Specialties Inc., Hillsborough, NJ) y Lexan HPFAF (GE Plastics, Pittsfield, MA). Surmodics, Inc. (Eden Prairie, MN),
Biocoat Inc. (Horsham, PA), Advanced Surface Technology (Billerica, MA) e Hydromer, Inc. (Branchburg, NJ) ofrecen
otras superficies hidrofilas.

La pelicula de cobertura puede tener un grosor en el intervalo de 25-250 micrones, preferiblemente de 50-125 micrones.

La micromatriz puede ser una micromatriz de punto de gel impresa en la pelicula de sustrato con una impresora de
micromatrices sin contacto (por ejemplo, una impresora piezoeléctrica) que permite imprimir en una pelicula en
movimiento. Los puntos de gel pueden comprender sondas, como sondas de proteinas o sondas de nucledtidos que
estan reticuladas de manera covalente con el esqueleto del polimero mediante copolimerizacion inducida por UV.

La Figura 5 muestra una linea de montaje carrete a carrete para la fabricacion del dispositivo de micromatrices de la
presente solicitud. Concretamente, el carrete de pelicula de sustrato 512 coloca una pelicula de sustrato 510 sobre la
linea de montaje 500. Una impresora de puntos de gel 514 imprime puntos de matrices en la pelicula de sustrato 510.
Las sondas en los puntos de gel se reticulan de forma covalente con el esqueleto del polimero mediante iluminacion
UV. La reticulacién se puede realizar a través de un proceso de copolimerizacién inducida por UV en una sola etapa,
en atmdsfera de argén, en una camara de UV 516. Las peliculas delgadas se pueden mantener en su lugar por la
tension inherente entre los carretes del sistema. Esto mejora la uniformidad de la iluminaciéon UV en la superficie de la
pelicula delgada al mantener las peliculas planas en las camaras de UV durante la polimerizacién. La micromatriz
reticulada se lava en la estacion de lavado 518, se seca con cuchillas de aire 520 y se examina con la camara de
control de calidad (QC) 522. Las matrices defectuosas pueden marcarse con un marcador de rechazo 524 y se lamina
una pelicula espaciadora 526 sobre la pelicula de sustrato 510 mediante el carrete de cinta espaciadora 528. La
pelicula espaciadora puede precortarse antes de la laminacién para crear espacio para la camara de matrices y una
0 mas camaras de residuos. Los absorbentes 530 se agregan luego a las camaras de desechos; las piezas de
absorbente precortadas con un dorso adhesivo se colocan en la camara de desechos abierta a través del carrete
absorbente 532. El carrete de pelicula de cubierta 536 lamina luego una pelicula de cubierta 534 sobre la estructura
de la capa de sustrato/espaciadora. La guillotina 538 corta la estructura de la capa ensamblada para producir sistemas
de micromatrices individuales.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Método para compensar las variaciones de impresién de micromatrices

Las micromatrices de gota de gel con fluoréforos Cy3 y Cy5 se imprimieron en diez portaobjetos separados de
conformidad con el siguiente plano de montaje. Los siguientes pasos se utilizan para imprimir la micromatriz: (1)
prepare la mezcla apropiada de oligo Cy3/Cy5 y séquela en un CentriVap, (2) prepare una solucion de copolimero
(mondémero + reticulante + glicerol + tampon), (3) disuelva el oligo seco en solucion de copolimero, (4) coloque la
solucién en una placa fuente, y (5) use la placa fuente para impresién/polimerizacion/lavado de matrices.

Plano de montaje
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Para el analisis se utiliz6 un GenePix 4000B con la siguiente configuracién: potencia del laser 100% para ambos
colores, aumento de 500 para el canal rojo y aumento de 375 para el ajuste de voltaje del tubo fotomultiplicador de
canal verde, resolucion de 5 um y circulos de 175 um de diametro. Las intensidades integradas se calcularon con el
software GenePix para cada punto y se calcularon las desviaciones estandar relativas (RSD) para los 198 puntos Cy5,
198 puntos Cy3 y la relacién de puntos Cy3/Cy5. Como se ve en la Tabla 1, el coeficiente de variacién (CV) es mas
bajo para las 10 diapositivas cuando se utiliza una relacion de la intensidad integrada Cy3/Cy5 en comparacioén con la
intensidad de las sefales Cy3 o Cy5, en algunos casos, por un factor tan alto como 3. Estos datos sustentan la
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implementacion de un control de fluorescencia interno, como un colorante Cy5, que se escanea o0 se toma una imagen
como parte del control de calidad de la fabricacién para compensar la variabilidad como resultado de la dosificacion
UV, la temperatura, las propiedades de la superficie, la sintesis, la viscosidad, la condensacion, el lavado (es decir,
debido a los efectos causados por las diferencias de temperatura, viscosidad, caudal, astringencia o cualquier otra
gue pueda influir en la eliminacién o distorsion de puntos), la profundidad de inmersion de los pines en la solucién de
polimeros para tecnologias de impresion de pines o cualquier propiedad que pueda influir en la morfologia y/o
concentracion de las sondas dentro de un punto dado.

Tabla 1

Portaobjetos Cy5 RSD Cy3 RSD Cy3/Cy5 RSD

1 175% 12,1% 7,6%
2 143% 10,0% 5,5%
3 10,8% 8,5% 3,1%
4 5,5% 3,7% 3,0%
5 7,5% 6,0% 2,5%
6 5,1% 5,0% 1,4%
7 8,5% 6,0% 4,1%
8 11,7%  7,8% 5,1%
9 6,6% 5,0% 3,6%
10 4,6% 4,5% 3,5%

Ejemplo 2

Método de andlisis de imagenes

El control de fluorescencia interno se ha implementado en las micromatrices de MRSA de Akonni y ha demostrado ser
efectivo para compensar la variabilidad en la intensidad de la fluorescencia. La Tabla 2 muestra los datos de
fluorescencia de un conjunto de 4 gotas de gel en micromatrices de MRSA dopadas con fluoréforos Cy5 y sondas de
MecA. Se tabularon las intensidades de sefiales integrales para las 4 gotas replicadas tomadas durante el control de
calidad de fabrica (canal rojo) y la hibridacion posterior (canal verde). Debido al dafio fisico en la réplica 3, tanto el
canal rojo como el canal verde mostraron intensidades de sefiales integrales significativamente reducidas para la
réplica 3. Como resultado de la intensidad de la sefial reducida de la réplica 3, la desviacion relativa es de 23,8% y
29,5% para los canales rojo y verde, respectivamente. Cuando los datos del canal verde y del canal rojo se calculan
como una relacién, la desviacion relativa se reduce al 12,2%. Esto demuestra que los datos de control de fluorescencia
interna (canal rojo) se pueden usar para reducir la variabilidad de la imagen de la micromatrices y/o la produccion de
micromatrices.

Tabla 2
Integral de Intensidades de Sefial
Réplicas: Réplicas: Réplicas: Réplicas: Promedio | Desviacion %RSD
1 2 3 4 estandar
Canal rojo 1031897 1095959 613676 1063218 951187 226522 23,8%
Canal verde 2812769 3707689 1909522 3874995 3076244 | 906896 29,5%
Relacion 2,725823 3,383054 3,111613 3,644591 3,21627 0,392754 12,2%
verde/rojo
Ejemplo 3
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Algoritmos para la generacién de imagenes

Algoritmo 1

Este algoritmo toma una imagen de QC Cy5 prehibridacion de la matriz y genera un archivo de datos que contiene los
parametros de QC de la matriz.

1. Lea la imagen de QC Cy5 y cree dos copias locales, una es el original sin modificar (CY5_Original) y la otra se
transformara en una imagen binaria (Cy5_Processed) en los pasos 2 y 3.

2. Tome laimagen Cy5_Processed, aplique el filtro digital y la operacion de pixeles para generar una imagen con un
segundo plano uniforme y de valor cero.

3. Establezca el umbral de la imagen en una imagen binaria y guardela como Cy5_Processed.

4. Aplique el andlisis de particulas a la imagen binaria (Cy5_Processed), a los objetos identificados y filtrados en
funcién del tamafio. Mida y registre los parametros de los objetos: centro de masa, recuadro de seleccion, area de
particulas y elipticidad.

5. Verifique sila cantidad de objetos identificados en el paso 4 cumple con el requisito minimo; de lo contrario, rechace
el portaobjetos.

6. Encuentre la cuadricula.
a. Seleccione un objeto y suponga que su centro de masa es el origen de la cuadricula.
b. Forme la cuadricula y calcule la ubicacién de pixeles de cada celda de cuadricula.

c. Apligue todos los objetos a la cuadricula y verifiqgue si al menos el 80% de la celda de la cuadricula que debe
contener una gota Cy3 tiene objetos dentro. En caso afirmativo, se ha encontrado la cuadricula y continGe con el paso
7. Caso contrario, repita 6A a 6C con el centro de masa de un objeto diferente como origen de la cuadricula.

7. Gire la imagen para que el angulo formado por las gotas de Cy3 esté a menos de 0,2 grados del eje horizontal.
8. Ajuste la cuadricula. Debido a que en el paso 6, el origen de la cuadricula esta determinado por el centro de masa
de un objeto en la imagen binaria, el centro de masa podria desviarse ligeramente del verdadero centro del objeto.

a. Mueva el origen de la cuadricula en (0,1), es decir, reste 0 pixeles de la coordenada X y 1 pixel de la coordenada
Y.

b. Para cada gota de Cy3, calcule lo siguiente:
i. Desviacion X: Distancia en la coordenada X entre el centro de la gota Cy3 y el centro de su celda de cuadricula.
ii. Desviacion Y: Distancia en la coordenada Y entre el centro de la gota Cy3 y el centro de su celda de cuadricula.

c. Resuma las desviaciones para todas las gotas de Cy3 mediante score = Sum (abs (DeviationX) + abs (DeviationY)).
Una puntuacidon mas baja significa una mejor colocacion de la cuadricula.

d. Repita los pasos 8A a 8C para 24 combinaciones, que se muestran en la siguiente tabla.
e.

22 (-12 102 |12 |22

21 |-11 |01 (11 |21

-2,0 | -1,0 -1,0] 2,0

-2-1(-1-1]0,-1|1,-1]|2,-1

-2-2|-1-2|0,-2|1,-2 | 2,-2

f. Elija el centro de cuadricula para que su puntuacién sea la menor.
9. Calcule la informacion de QC para cada punto.

a. Desviacion X: Coordenada X del centro de la gota MENOS Coordenada X del centro de la celda de la cuadricula.
b. Desviacion Y: Coordenada Y del centro de la gota MENOS Coordenada Y del centro de la celda de la cuadricula.

c. Indicador de rechazo: Rechace un punto en funcion del diametro, la elipticidad, etc.
13
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e. Didmetro
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10. Escriba los datos de QC en un archivo de texto, consulte la Tabla 3.

Tabla 3.
Ejemplo de datos de QC de la matriz.
Fila de Columna Tipo ¢ Rechazar Centro X Centro Y Desviacio Desviacio Intensida Diametr
cuadricul de de ? de la de la n X ny d del o]
a cuadricul punto cuadricul | cuadricul punto
a a a
1 1 Cy3 FALSO 105 88 3 1 2143818 | 8,85
1 2 Vacio | FALSO 135 88 0 0 261 0,00
1 3 Vacio | FALSO 166 88 0 0 568 0,00
1 4 Vacio | FALSO 196 88 0 0 -87 0,00
1 5 Vacio | FALSO 226 88 0 0 228 0,00
1 6 Cy3 FALSO 257 88 0 3 1612600 | 9,72
1 7 Cy3 FALSO 287 88 1 3 1567664 | 9,02
1 8 Vacio | FALSO 318 88 0 0 506 0,00
1 9 Vacio | FALSO 348 88 0 0 1426 0,00
1 10 Vacio | FALSO 378 88 0 0 3420 0,00
1 11 Vacio | FALSO 409 88 0 0 991 0,00
1 12 Cy3 FALSO 439 88 -1 3 2216029 | 9,65
2 1 Vacio | FALSO 105 119 0 0 -319 0,00
2 2 Vacio | FALSO 135 119 0 0 334 0,00
2 3 Sond | FALSO 166 119 5 0 1618379 | 10,12
a3l
2 4 Vacio | FALSO 196 119 0 0 486 0,00
2 5 Vacio | FALSO 226 119 0 0 83 0,00
2 6 H FALSO 257 119 -1 -1 1750396 | 8,99
2 7 Vacio | FALSO 287 119 0 0 40709 0,00
2 8 Vacio | FALSO 318 119 0 0 -162 0,00
2 9 Sond | FALSO 348 119 0 3 2061064 | 10,61
a3l
2 10 Vacio | FALSO 378 119 0 0 127 0,00
2 11 Vacio | FALSO 409 119 0 0 289 0,00,
2 12 H FALSO 439 119 -1 3 2030635 | 9,19
3 1 Vacio | FALSO 105 149 0 0 1143 0,00
3 2 Sond | FALSO 135 149 4 1 2222565 | 9,43
ala
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3 3 Sond | FALSO 166 149 2 1 2088478 | 9,16
a 35

3 4 Vacio | FALSO 196 149 0 0 3938 0,00

3 5 Vacio | FALSO 226 149 0 0 -96 0,00

3 6 Vacio | FALSO 257 149 0 0 -33 0,00

3 7 Vacio | FALSO 287 149 0 0 582 0,00

3 8 Sond FALSO 318 149 0 1 2073261 | 9,90
ala

3 9 Sond FALSO 348 149 2 1 1651170 | 8,86
a35

3 10 Vacio | FALSO 378 149 0 0 837 0,00

3 11 Vacio | FALSO 409 149 0 0 370 0,00

3 12 Vacio | FALSO 439 149 0 0 315 0,00

4 1 Vacio | FALSO 105 180 0 0 162 0,00

4 2 Vacio | FALSO 135 180 0 0 -179 0,00

4 3 Sond | FALSO 166 180 3 2 1782715 | 8,49
a 36

4 4 Vacio | FALSO 196 180 0 0 633 0,00

4 5 Sond FALSO 226 180 3 0 1715205 | 9,51
az29

4 6 Vacio | FALSO 257 180 0 0 274 0,00

4 7 Vacio | FALSO 287 180 0 0 242 0,00

4 8 Vacio | FALSO 318 180 0 0 329 0,00

4 9 Sond FALSO 348 180 -1 -1 1666545 | 9,66
a 36

4 10 Vacio | FALSO 378 180 0 0 12157 0,00

4 11 Sond FALSO 409 180 -1 1 1706590 | 10,47
az29

4 12 Vacio | FALSO 439 180 0 0 1180 0,00

5 1 Vacio | FALSO 105 210 0 0 308 0,00

5 2 Vacio | FALSO 135 210 0 0 180 0,00

5 3 Sond FALSO 166 210 2 1 1537455 | 9,70
a37

5 4 dN20 | FALSO 196 210 1 0 1854849 | 10,35

5 5 Vacio | FALSO 226 210 0 0 486 0,00

5 6 Sond FALSO 257 210 2 1 1697651 | 9,01
a 90

5 7 Vacio | FALSO 287 210 0 0 -115 0,00

5 8 Vacio | FALSO 318 210 0 0 -382 0,00
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9 Sond | FALSO 348 210 1 2 2009715 | 9,84
a37
10 dN20 FALSO 378 210 0 1 2187695 | 10,80
11 Vacio | FALSO 409 210 0 0 1099 0,00
12 Sond | FALSO 439 210 0 0 2007504 | 10,03
a 90
1 Cy3 FALSO 105 240 5 0 1264671 | 8,35
2 Vacio | FALSO 135 240 0 0 -203 0,00
3 Vacio | FALSO 166 240 0 0 476 0,00
4 Vacio | FALSO 196 240 0 0 214 0,00
5 Vacio | FALSO 226 240 0 0 695 0,00
6 Vacio | FALSO 257 240 0 0 218 0,00
7 Cy3 FALSO 287 240 1 3 1125959 | 9,57
8 Vacio | FALSO 318 240 0 0 107 0,00
9 Vacio | FALSO 348 240 0 0 874 0,00
10 Vacio | FALSO 378 240 0 0 617 0,00
11 Vacio | FALSO 409 240 0 0 528 0,00
12 Vacio | FALSO 439 240 0 0 580 0,00
1 Cy3 FALSO 105 271 1 -1 1734877 | 9,71
2 Vacio | FALSO 135 271 0 0 -634 0,00
3 Vacio | FALSO 166 271 0 0 -69 0,00
4 Vacio | FALSO 196 271 0 0 276 0,00
5 Vacio | FALSO 226 271 0 0 -199 0,00
6 Cy3 FALSO 257 271 0 -2 1581737 | 10,49
7 Cy3 FALSO 287 271 0 0 1522026 | 9,37
8 Vacio | FALSO 318 271 0 0 -748 0,00
9 Vacio | FALSO 348 271 0 0 2635 0,00
10 Vacio | FALSO 378 271 0 0 747 0,00
11 Vacio | FALSO 409 271 0 0 246 0,00
12 Cy3 FALSO 439 271 -1 0 1640104 | 10,37
1 Vacio | FALSO 105 301 0 0 586 0,00
2 Vacio | FALSO 135 301 0 0 439 0,00
3 Sond FALSO 166 301 1 -1 2008843 | 10,06
a3l
4 Vacio | FALSO 196 301 0 0 247 0,00
5 Vacio | FALSO 226 301 0 0 319 0,00
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8 6 H FALSO 257 301 -1 0 1534132 | 10,46
8 7 Vacio | FALSO 287 301 0 0 -477 0,00
8 8 Vacio | FALSO 318 301 0 0 13815 0,00
8 9 Sond FALSO 348 301 -1 -1 1704828 | 10,04
a3l
8 10 Vacio | FALSO 378 301 0 0 260 0,00
8 11 Vacio | FALSO 409 301 0 0 2993 0,00
8 12 H FALSO 439 301 0 2 1569671 | 9,96
9 1 Vacio | FALSO 105 332 0 0 148 0,00
9 2 Sond | FALSO 135 332 2 -3 1969286 | 9,77
al4d
9 3 Sond | FALSO 166 332 3 -1 1636381 | 9,53
a35
9 4 Vacio | FALSO 196 332 0 0 792 0,00
9 5 Vacio | FALSO 226 332 0 0 -377 0,00
9 6 Vacio | FALSO 257 332 0 0 594 0,00
9 7 Vacio | FALSO 287 332 0 0 570 0,00
9 8 Sond FALSO 318 332 1 -3 1812677 | 10,36
ala
9 9 Sond FALSO 348 332 0 -2 1881764 | 9,97
a35
9 10 Vacio | FALSO 378 332 0 0 444 0,00
9 11 Vacio | FALSO 409 332 0 0 -423 0,00
9 12 Vacio | FALSO 439 332 0 0 287 0,00
10 1 Vacio | FALSO 105 362 0 0 426 0,00
10 2 Vacio | FALSO 135 362 0 0 -23 0,00
10 3 Sond | FALSO 166 362 1 -4 1582212 | 9,85
a 36
10 4 Vacio | FALSO 196 362 0 0 1518 0,00
10 5 Sond FALSO 226 362 1 -1 1629291 | 11,09
az29
10 6 Vacio | FALSO 257 362 0 0 4511 0,00
10 7 Vacio | FALSO 287 362 0 0 201 0,00
10 8 Vacio | FALSO 318 362 0 0 -397 0,00
10 9 Sond FALSO 348 362 -1 1 1683589 | 9,69
a 36
10 10 Vacio | FALSO 378 362 0 0 75 0,00
10 11 Sc;gd FALSO 409 362 0 1 1763951 | 10,31
a
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10 12 Vacio | FALSO 439 362 0 0 607 0,00
11 1 Vacio | FALSO 105 392 0 0 -321 0,00
11 2 Vacio | FALSO 135 392 0 0 437 0,00
11 3 Sond FALSO 166 392 0 -4 1782130 | 9,95
a37
11 4 dN20 | FALSO 196 392 3 -2 1886735 | 10,28
11 5 Vacio | FALSO 226 392 0 0 293 0,00
11 6 Sond FALSO 257 392 0 -4 1569567 | 10,77
a 90
11 7 Vacio | FALSO 287 392 0 0 1805 0,00
11 8 Vacio | FALSO 318 392 0 0 -262 0,00
11 9 Sond | FALSO 348 392 -1 -3 1872819 | 9,83
a37
11 10 dN20 FALSO 378 392 1 -4 2034194 | 10,21
11 11 Vacio | FALSO 409 392 0 0 -258 0,00
11 12 Sond | FALSO 439 392 0 0 1693534 | 10,95
a 90
12 1 Cy3 FALSO 105 423 3 -1 1658433 | 8,06
12 2 Vacio | FALSO 135 423 0 0 521 0,00
12 3 Vacio | FALSO 166 423 0 0 285 0,00
12 4 Vacio | FALSO 196 423 0 0 -447 0,00
12 5 Vacio | FALSO 226 423 0 0 -436 0,00
12 6 Vacio | FALSO 257 423 0 0 -129 0,00
12 7 Cy3 FALSO 287 423 1 0 1392853 | 8,72
12 8 Vacio | FALSO 318 423 0 0 257 0,00
12 9 Vacio | FALSO 348 423 0 0 649 0,00
12 10 Vacio | FALSO 378 423 0 0 -108 0,00
12 11 Vacio | FALSO 409 423 0 0 64 0,00
12 12 Vacio | FALSO 439 423 0 0 -84 0,00
Algoritmo 2

Este proceso toma dos imagenes de la matriz posterior a la hibridacién: una con exposicion normal
(Image_NormalExposure) y otra con alta exposicidn para enfatizar la sefial de baliza Cy3 (Image_HighExposure).

1. Lea Image_HighExposure e Image_NormalExposure en la memoria.
2. Leer del archivo de texto de QC.
3. Opere en Image_HighExposure Image para encontrar la cuadricula.

a. Tome la imagen Cy5_Processed, aplique el filtro digital y la operacién de pixeles para generar una imagen con un
segundo plano uniforme y de valor cero.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2698901 T3

b. Establezca el umbral de la imagen en una imagen binaria.

c. Aplique el analisis de particulas a la imagen binaria, a los objetos identificados vy filtrados en funcién del tamafio.
Mida y registre los parametros de los objetos: centro de masa, recuadro de seleccién, area de particulas y elipticidad.

d. Verifique si la cantidad de objetos identificados en el paso 4 cumple con el requisito minimo; de lo contrario, rechace
el portaobjetos.

e. Encuentre la cuadricula, similar al paso 6 en el Algoritmo 1.

f. Gire la imagen para que el &ngulo formado por las gotas de Cy3 esté a menos de 0,2 grados del eje horizontal.
g. Ajuste la cuadricula, similar al paso 8 en el Algoritmo 1.

4. Aplique la cuadricula que se encuentra en Image_HighExposure a la Image_NormalExposure.

5. Utilice la desviacion X, la desviacion Y, el diametro y el indicador de rechazo del archivo de QC para determinar los
parametros de punto relevantes.

a. Si el Indicador de Rechazo es verdadero, excluya el punto del analisis.

b. Punto coordenada X: Coordenada X del centro de la cuadricula MAS Desviacion X.
c. Punto coordenada X: Coordenada Y del centro de la cuadricula MAS Desviacion Y.
d. Diametro del punto: Diametro del punto de la informacion de QC.

6. Calcule la intensidad del punto y el segundo plano.

7. Realice el calculo final para determinar resultados analiticos.

Ejemplo 4

Se construye un sistema de micromatrices de proteinas con elementos de gota de gel que contienen anticuerpos. Los
portaobjetos de vidrio con micromatrices de elementos de gel impresos se bloquean con PBS que contiene 1% de
BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Los portaobjetos se enjuagan con agua desionizada y se dejan secar al
aire en un ambiente libre de polvo. Luego se ensambla el sistema de micromatrices con el portaobjetos de vidrio
bloqueado, la cinta de 256 M cortada con laser de Adchem, la pelicula Lexan hidréfila y un depésito. Se miden en
pipeta aproximadamente 0,5 ml de SEB (1 pg/ml en PBS con Tween-20 al 0,05% y BSA al 1%) en el depdésito del
sistema de micromatrices y se embeben continuamente a través de la camara de matrices a temperatura ambiente.
Posteriormente se miden en pipeta 0,2 ml de diluciéon de anticuerpo monoclonal anti-SEB en PBST con BSA al 1% en
el depésito del sistema de micromatrices, que se embebe continuamente a través de la camara de matrices y en la
camara de residuos. Luego se miden en pipeta 0,2 ml de PBST en el deposito del sistema de micromatrices, que se
embebe continuamente a través de la cAmara de matrices y en el absorbente de la camara de residuos. Seguidamente
se miden en pipeta 0,1 ml de anticuerpo anti-ratbn marcado con Alexa 568 a 0,2 pg/ml en PBST con BSA al 1% en el
depdsito del sistema de micromatrices, que se embebe continuamente a través de la camara de matrices y en el
absorbente de la camara de residuos. Se miden en pipeta 0,2 ml adicionales de lavado de PBST en el depésito del
sistema de micromatrices, que se embebe continuamente a través de la camara de matrices y en el absorbente de la
camara de residuos. Luego se toma una imagen del sistema de micromatrices con un laser verde (532 nm) mediante
un filtro de 605 nm en Aurora PortArray 5000.

Ejemplo 5

Las mezclas de oligonucledtidos se sintetizan para MRSA de conformidad con el plano de la matriz que se muestra
en la Figura 9. Cada sonda se sintetiza junto con la sonda de control interno Cy5. Las sondas de control Cy3
adicionales, unidas a la misma secuencia de oligonucleétidos, también se mezclan con las sondas de control Cy5.
Con el fin de establecer una curva de calibracién, los puntos Cy3/Cy5 se imprimen en 1 log de cambios de
concentracion en concentraciones que varian entre 0,1 nM y 10 uM. Un sistema de imagenes consta de dos trenes
Opticos. Ambos trenes 6pticos consisten en un LED y una camara CCD no refrigerada. Un tren éptico servira para
detectar puntos Cy3 (550 nm de excitacién y 570 nm de emisién) y el otro tren éptico servira para detectar puntos Cy5
(650 nm de excitacion y 670 nm de emisién). Los trenes 6pticos se fijan en el espacio en relacion con el instrumento.
Una plataforma movil mueve la matriz al canal verde y se adquieren 10 imagenes para mejorar el rango dindmico; la
adquisicion de imagenes multiples en tiempos de exposicidon cortos evita la saturacién que puede ocurrir como
resultado del uso de materiales con alta autofluorescencia y, al mismo tiempo, permite que el promedio de la sefial
reduzca el efecto del ruido aleatorio. La plataforma mueve la matriz al canal rojo y se obtienen 10 imagenes. El proceso
se repite 5 veces para explicar una posible desalineacion debido a precisiones de posicionamiento, tiempo de
exposicion inadecuado, puntos fuera de foco y/o cualquier otra anomalia que pueda comprometer la toma correcta de
imagenes. Se traza una curva de calibracion con respecto a la diluciéon de concentraciones de Cy3/Cy5, como se
muestra en el limite exterior de la matriz en el plano de montaje que se incluye seguidamente. La curva de calibracién,
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derivada de este gradiente de concentracion, busca corregir los factores que afectan a todo el sistema, como la
degradacion de la vida util de las sondas, la temperatura, los cambios en la dosis de UV, las variaciones de sintesis o
cualquier artefacto sistémico que pueda provocar un comportamiento irreproducible. La curva de calibracién para Cy5
se traza durante el analisis con la curva de ca calibracién para Cy3.

lrojo = Miojo X Moles(Cy5) + brojo

lverde = Myerde X moles(Cy3) + bverde

donde Iwjo € lverde SON intensidades integrales de supresiéon de segundo plano. Las pendientes, Mrojo Y Mverde, Y las
intersecciones, brojo ¥ bverde, S€ calculan a partir de estas curvas de calibracion. Se trazan los promedios de las curvas
de calibracion y se rechazan los valores atipicos. A fin de tener en cuenta la irreproducibilidad de punto a punto, de
sistema a sistema y de lote a lote, se calcula el valor de la intensidad integral de supresion de segundo plano Cy5 para
cada punto. Durante la sintesis, las concentraciones de la sonda (14, 31, 35, 36, 37, 29, 90, H o dN20) para cada
punto tienen una concentraciéon equimolar de sonda de oligonucleoétidos y fluoréforos Cy5 para cada punto. Asi, la
siguiente relacion tiene:

Concentracion Cy3 = Concentracion Cy5.
De este modo,

Iverde, saturacion = Myerde X Moles(Cy5) + Dverde

donde lverde, saturacisn representa la situacion hipotética en la que todas las sondas en el elemento de gel estan unidas a
moléculas Cy3 marcadas. Notese que moles(Cy5) reemplaza a moles(Cy3) por la equivalencia equimolar en la
ecuacion anterior. La intensidad integral corregida en segundo plano de las sondas para los puntos que determinan la
presencia de MRSA se mide en los puntos representativos y se calcula. Si esta intensidad cumple con el siguiente
criterio:

Iverde, measllverde, saturacion™ 0,001

el valor se considera positivo. Es decir, mas del 0,1% de las posibles moléculas de sonda han unido el objetivo con
marcadores Cy3. Este método también se puede utilizar para la cuantificacion.

Ejemplo 6

Los carretes de cinta de medio corte (kiss-cut) se fabrican para el carrete de la cinta espaciadora, que contiene el
recorte del espaciador, y el carrete de la cinta de la cubierta se perfora previamente con los orificios de entrada y de
ventilacién. Como se muestra en la Figura 5, durante la produccidn, el carrete de pelicula de sustrato se desenrolla'y
el protector antiadherente se recoge en el carrete superior. La impresora de elementos de gel imprime los elementos
de gel en la pelicula de sustrato. Luego, la pelicula se expone a UV en una atmésfera inerte (por ejemplo, gas argén).
La presion positiva de argdn se agrega lentamente a la caAmara de argén y, como su densidad es mayor que la del
aire, se asienta en el fondo de la camara donde se encuentra el sustrato. Esto permite un bajo caudal de argén en la
camara y, por lo tanto, requiere una demanda minima de aire de reposicion de la habitacion. Para garantizar que no
quede ningun polimero no polimerizado sobre el sustrato, el sustrato se desplaza a través de una estacién de lavado,
gue se coloca de manera que se elimine cualquier salpicadura en la caAmara de polimerizacién. Las matrices lavadas
se secan con un sistema de cuchillas de aire convencional. Una camara de QC garantiza que los elementos se
impriman de conformidad con las especificaciones y un marcador de rechazo alerta al operador para que descarte los
sistemas que no las cumplan. La cinta espaciadora de doble faz, que define la camara de micromatrices, se desenrolla
y se une al sustrato. Las aberturas en la cinta espaciadora estan disefiadas para permitir tolerancias bastante sueltas
durante la laminacién de la cinta espaciadora al sustrato, lo que permite la fabricacion de matrices de elementos de
gel de geometria y complejidad variables sin modificar la linea de montaje. Un absorbente enrollable se desenrolla y
se monta en la camara de desechos del sistema, donde se sella en su lugar con una cinta adhesiva o de doble faz.
Una estrategia alternativa para incluir el absorbente consiste en usar un robot pick-and-place para insertar el
absorbente en una camara de desechos. El disefio actual de la celda de flujo utiliza una capa espaciadora adicional
para acomodar un absorbente que es dos veces mas gruesa que la camara de reaccion. Finalmente, se aplica la
pelicula de cubierta, que tiene orificios de llenado. Los orificios de llenado pueden ser considerablemente mas grandes
0 mas pequefios que los orificios del espaciador, lo que permite tolerancias sueltas durante la alineacion. Una guillotina
corta la cinta en el tamafio apropiado.

Los robots de impresidon de pines normalmente cuentan con un cabezal de impresién que se rellena con pines
mecanizados con precisién. El cabezal de impresion estd conectado a un brazo de control de eje xyz de precisién
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(Figura 7). El brazo de control mueve el cabezal de impresién con una precision de micras entre la placa fuente de la
solucion de impresion (por ejemplo, una placa de microtitulacion de 384 pocillos), la estacion de impresién del sustrato
(la platina) y una estacion de lavado (para limpiar los pines entre la deposicion de soluciones Unicas). Alternativamente,
un cabezal de impresién sin contacto de alto rendimiento deposita multiples soluciones simultdneamente dentro de la
camara de reaccion de PCR-micromatrices.

Toda la micromatriz puede imprimirse de una sola vez. El Mecanizado por Descarga Eléctrica (EDM) se puede utilizar
para crear cabezales de impresién con pines de 125 micrones (diametro de los pines utilizados actualmente) y centros
de 300 micrones utilizados actualmente. Ademas, Parallel Synthesis Designs ofrece placas de 24576 pocillos, que
tienen pocillos con centros de 560 micrones. Esto se traduce en aproximadamente 350 puntos por cm cuadrado. Si
bien esta cantidad de puntos es lo suficientemente adecuada para la mayoria de las aplicaciones de diagnéstico, se
pueden realizar pruebas que requieren puntos adicionales si se acomodan varias impresoras en serie en la linea de
montaje y de este modo aumenta el tiempo de impresién solo por el traslado de una impresora a la siguiente. Otra
forma de imprimir en una pelicula en movimiento incluye el uso de una impresora sin contacto, que implementa un
cristal piezoeléctrico y un capilar que aspira la solucién de impresién de micromatrices y dispensa gotas de picolitros
a nanolitros sobre el sustrato. El cabezal de impresion puede incluir multiples capilares para imprimir simultaneamente
una serie de puntos Unicos de micromatrices con distintas sondas. Ademas, este cabezal de impresion puede ser una
matriz de alta densidad de capilares para aumentar la cantidad de puntos Unicos de micromatrices. Alternativamente,
el cabezal de impresién puede rasterizar a lo largo y arriba y abajo de la pelicula del sustrato para imprimir los puntos
replicados o se puede usar el método de rasterizado del cabezal de impresién para aspirar una suspensién de sonda
de polimero separada para imprimir multiples puntos Gnicos con el mismo cabezal de impresion. Otra opcion es hacer
que la pelicula de sustrato se vuelva a cargar en el sistema de carrete a carrete después de una primera pasada de
impresion, para volver a imprimir puntos adicionales (Unicos) para cada micromatriz en el rollo de pelicula de sustrato.
Este enfoque de reimpresién puede incluir fiduciales para alinear correctamente la pelicula cuando se imprime en la
segunda, tercera o enésima pasada. Un ejemplo de fiducial importante es el uso de bordes perforados, como los que
se usan para peliculas de 35 mm. Otra opcion de impresion incluye la expulsién acustica, un método sin contacto
disponible de Labcyte, en el que las ondas de sonido de alta frecuencia expulsan gotas de nL desde una placa fuente
a una placa de destino.

Ejemplo 7

La Figura 8 muestra el resultado de la impresion de elementos de gel Cy3 en una pelicula de poliéster de 0,005» que
se compr6 en McMaster-Carr (Santa Fe Springs, CA) en formato de rollo. La pelicula se colocé en el mandril de vacio
gue se muestra en la Figura 9 y se imprimié. Se tomaron imagenes mediante iluminacién de campo brillante antes y
después de la polimerizacién. También se tomo una imagen de esta matriz con un generador de imagenes Akonni que
consta de un LED y una camara no refrigerada. Con posterioridad a esta impresion, se imprimié una matriz de MRSA,
descrita anteriormente, en la pelicula de poliéster y se expuso a un Qiagen MasterMix con 300 pg de ADN de MRSA
purificado. El termociclado se realizé en un termociclador de bloque reshaladizo Quanta Bioscience. El resultado
cuando se utiliza una pelicula enrollable para las superficies superior e inferior, asi como la cinta espaciadora, se
muestra en la Figura 10, que presenta una identificacion positiva de MRSA. La Figura 11 muestra una configuracion
de impresion de carrete a carrete con una impresora de matriz de contacto Ultranon de BioDot (panel superior) y
cuadros de video de impresién sin contacto utilizando BioDot Ultra en una pelicula en movimiento que no ha sido
tratada ni modificada quimicamente (paneles inferiores). Estos resultados demuestran la viabilidad de imprimir
micromatrices en una pelicula en movimiento con una impresora de matriz sin contacto, lo que permite una alta
velocidad y bajo costo de produccién de sistemas de micromatrices de la presente solicitud.

Ejemplo 8

Las Figuras 12-14 muestran el proceso de analisis de imagenes de matrices. La Figura 12 es una imagen de una
matriz tomada en el QC de fabrica con un generador de imagenes de canal rojo para extraer datos de QC de la matriz.
El algoritmo del software de QC encuentra automaticamente cada punto en la matriz y asocia cada punto a su
ubicacion de perspectiva en la cuadricula de la matriz. El software muestra la cuadricula de 12 por 12 y dibuja un
circulo alrededor de cada gota. El software de QC calcula la ubicacion relativa (Desviacion X, Desviacién Y) de cada
circulo dentro de su cuadro de la cuadricula y almacena la informacion como parte de los datos de QC para ayudar
en el andlisis de la imagen posterior a la hibridacion.

La Figura 13 es una imagen de la matriz que se toma después de la hibridacién con el generador de imagenes de
canal verde del usuario final. El software de analisis de imagenes localiza la cuadricula de la matriz en funcién de las
sefiales de baliza fluorescentes Cy3 y dibuja la cuadricula de 12 por 12. Luego, el analisis de la imagen utiliza la
ubicacion relativa del punto (Desviacion X y Desviacion Y del archivo de QC de la matriz) para ubicar cada punto y
dibuja un circulo alrededor del punto como indicacion visual. N6tese que con la ayuda de los datos de QC de la matriz,
el software pudo ubicar cada punto en las matrices y dibujar circulos que encierran completamente cada punto.

La Figura 14 es una imagen de la matriz que se toma después de la hibridacién con el generador de imagenes de
canal verde del usuario final. El software de analisis de imagenes localiza la cuadricula de la matriz en funcién de las
sefiales de baliza fluorescentes Cy3 y dibuja la cuadricula de 12 por 12. Para esta imagen, el software de andlisis de
imagenes no tiene acceso a la informacion sobre la ubicacién relativa del punto desde el archivo de QC de la matriz.
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En cambio, el software de analisis de imagenes identificé cada punto y asumio que el centro de cada celda de la
cuadricula es el centro del punto. El software ha identificado incorrectamente varios puntos y dibujo circulos que no
encierran completamente el punto. Los puntos incorrectamente identificados incluyen puntos ubicados en: fila 2
columna 2, fila 11 columna 6. Nétese que este método de analisis de imagenes sin datos de QC de la matriz es menos
robusto en la identificacion de puntos que el analisis de imagenes con datos de QC de la matriz que se muestra en la

Figura 13.
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REIVINDICACIONES

1. Un sistema de micromatrices (100) para la deteccién de una molécula objetivo en una muestra acuosa que
comprende:

una camara de matrices (110) con una entrada de muestra (112), una salida de muestra (114), una superficie interior
superior, una superficie interior inferior, paredes laterales y un micromatriz (130) ubicada en la superficie interior
inferior;

una camara de residuos (120) que comprende una entrada de residuos (116) y un material absorbente (122) y una
ventilacién (124); y

un canal (118) que tiene una seccion de expansion (118A) con un primer extremo proximo a la salida (114) de la
camara de matrices (110) y un segundo extremo proximo a la entrada (116) de la cAmara de residuos (120),

donde la camara de residuos (120) esta en comunicacion fluida con la camara de matrices (110) a través del canal
(118),

donde la superficie interior superior de la camara de matrices (110) es una superficie hidréfila que formaria un angulo
de contacto de 45° o menor con una gota de agua pura que reposa sobre dicha superficie, lo que facilita el llenado
completo con un fluido acuoso de la camara de matrices (110) y donde el area transversal en el primer extremo de la
seccion de expansion (118A) del canal (118) es mas pequefia que el area transversal en el segundo extremo de la
seccion de expansion (118A) del canal (118), donde la seccion de expansiéon (118A) tiene un area transversal
progresivamente creciente hacia la direccién de la camara de desechos (120), de modo que las burbujas de aire en la
camara de matrices (110), una vez que ingresan en el canal (118), quedan atrapadas en las paredes laterales de la
seccion (118A) y no bloquean el flujo de fluido en el canal (118), donde la pared lateral de la seccion de expansion
(118A) es hidrofoba y donde el canal (118) comprende ademas una seccion (118B) entre la seccién de expansion
(118A) y la entrada (116) de la camara de desechos (120) que contiene dos vueltas bruscas en el canal (118), las dos
vueltas bruscas forman una seccion de canal en forma de S o en forma de Z.

2. El sistema de micromatrices (100) de la reivindicacién 1, donde la seccién de expansion (118A) del canal (118)
tiene areas transversales que aumentan de manera escalonada desde el primer extremo hasta el segundo extremo.

3. El sistema de micromatrices (100) de la reivindicacion 1, donde la seccién entre la seccidn de expansion (118A) y
la entrada (116) de la camara de desechos (120) contiene dos vueltas bruscas en el canal (118); las dos vueltas
bruscas forman vueltas de 90° en el canal (118).

4. El sistema de micromatrices (100) de la reivindicacion 1, donde la entrada de muestra (112) esta situada en un
primer extremo de la caAmara de matrices (110) y la salida de muestra (114) esta situada en un segundo extremo de
la camara de matrices (110) y donde el area transversal de la camara de matrices (110) disminuye de manera
escalonada desde el primer extremo al segundo extremo.
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