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“APARELHO PARA PROCESSAR UMA AMOSTRA DE FLUIDO, USO
DE UM APARELHO, METODO PARA PROCESSAR UMA AMOSTRA
DE FLUIDO, USO DE UM METODO, E, USO DE UM MATERIAL
AGLUTINANTE EM UM METODO”

Esta invencao refere-se a um aparelho e método associado para
processar uma amostra de fluido.

A andlise de amostras de fluido, clinicas ou ambientais, por
exemplo, pode ser conduzida por diversas razdes. Uma 4rea corrente de
interesse ¢ o desenvolvimento de um método para identificar positivamente
material biolégico em uma amostra de fluido, uma amostra clinica ou
ambiental, por exemplo. Esse método permitiria o diagnéstico precoce de
estados de enfermidade, o que, por sua vez, capacitaria o rapido tratamento e
controle de infeccdo, ou a identificacdo de contaminantes ambientais e
equivalente. Embora a amplificacdo de acido nucleico, por reacdo em cadeia
de polimerase (PCR, do inglés “polymerase chain reaction”), por exemplo,
seja um método ttil e amplamente usado para a identificacdo positiva de
material biol6gico nessas amostras, existem diversos problemas quando se
tenta desenvolvé-lo de modo bem sucedido para identificacdo rapida de
material em amostras individuais em um ambiente ndo laboratorial para a dita
questao de diagnose de doenga preocupante. Um dos problemas-chave reside
no fato de que, anteriormente a submissdo de uma amostra clinica ou
ambiental tipica a amplificacdo de 4cido nucleico, a prépria amostra,
freqiientemente, necessita ser purificada e ou concentrada. Isso é executado
por uma seqiiéncia de etapas de processamento usando reagentes, algumas das
quais sdo perigosas. Entretanto, a amplificacdo de 4cido nucleico € apenas um
de muitos exemplos possiveis diferentes de uma técnica em que a
manipulacdo de uma amostra, especialmente uma amostra de fluido, é
exigida, o que envolve um nimero de etapas de processamento simultineas

ou seqiienciais. As proprias etapas de processamento podem ser muitas e
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variadas e podem incluir, por exemplo, processamento, sensoreamento ou
monitoramento quimico, ptico, térmico, mecinico actstico, em adigdo as
possiveis etapas de diluigdo e concentragio.

Para marcar esse fluido complexo o processamento €
conduzido, usualmente, em laboratérios onde as amostras sdo, igualmente,
tratadas manualmente, uma a uma, ou tratadas com o uso de instalagbes
robopticas especializadas onde muitas amostras diferentes podem ser
processadas em paralelo. Entretanto, existem varios problemas associados
com esses métodos. Isso inclui o fato de que eles sfo lentos, intensivos em
Tecursos, caros, sujeitos a erro ¢ a contaminagfio de amostras cruzada. Uma
abordagem alternativa é usar sistemas de processamento de fluido
convencionais que exigem que as amostras de fluido fluam seqiiencialmente
através de uma série de cAmaras diferentes, onde cada cimara ¢ utilizada para
uma etapa Ginica em uma seqiiéncia. Entretanto, esses sistemas resultam em
perda da amostra, o que ¢ critico quando se processam pequenos volumes, ¢ a
automagio desses processos exige 0 uso de conjuntos fluidicos complexos e
de logaritmos de processamento.

Desse modo, permanece uma necessidade de desenvolver um
aparelho aperfeigoado por meio do qual uma amostra de fluido,
particularmente amostras de fluido de pequeno volume, possa ser processada
usando-se uma série de etapas seqiienciais predeterminadas, para obter um
produto final desejado. Esse aparelho deveria ser prontamente adaptado para
0 uso em um ambiente ndo-laboratorial e por um operador com pouco ou
nenhum treinamento de laboratorio, de modo que ele possa ser usado para
manipular uma amostra de fluido, uma amostra clinica ou ambiental,por
exemplo, anteriormente & anélise, por exemplo, por amplificagio de acido
nucleico. Esse aparelho asseguraria que esses resultados de analise pudessem
ser rapidamente obtidos, livraria o trabalhador experiente de tarefas

repetitivas e reduziria os custos. Além disso, esse aparelho poderia ter
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consisténcia e acuidade suficientes para evitar a falha dos Ultimos testes, ¢
deveria compreender, idealmente, componentes descartdveis para minimizar a
probabilidade de contaminagio cruzada e eliminar a necessidade de
esterilizagio.

Uma pesquisa de técnica anterior identificada na patente US
6.374.684, a qual revela um sistema de controle € processamento de fluido
que compreende uma pluralidade de cdmaras ¢ um corpo de valvula mével
que podem ser usados para facilitar o processamento de uma amostra de
fluido de acordo com um dado protocolo. Embora isso proveja um
desenvolvimento no campo de um aparelho para processar uma amostra de
fluido, permanecem vérios problemas. Um desses problemas ¢ o fato de que,
a fim de expor a amostra de fluido seqiiencialmente a diferentes solugdes, ¢
necessério girar o corpo de vélvula para conectar, por sua vez, atraves de
vérias portas externas, uma cdmara de processamento de amostra com um
reservatério de cada solugdo de processamento. Esse aparelho ndo € bem
adequado para o uso em um ambiente nio-laboratorial por um laboratorista
nfio-experiente na técnica, porque, entre outras razdes, existe uma necessidade
de conectar as portas externas aos reservatérios de solugo, o que ndo ¢
pratico €, no caso de quimicos perigosos, pode colocar um risco de seguranga.
Além disso, o aparelho utiliza uma cimara de deslocamento de fluido unica
para levar cada solugdo de processamento por vez & amostra, ¢ para remover
qualquer material perdido, o que pode resultar na mistura de material residual
na cimara de deslocamento de fluido e na falha potencial das seqiiéncias de
processamento sensfveis. Mantém-se a necessidade de desenvolver um
aparelho para processar uma amostra de fluido que supere os problemas
acima.

£ conhecido o uso de particulas magnéticas para manipular
materiais alvo em uma solugio de amostra. Um exemplo disso ¢ revelado na

patente WO 94/18565 que revela um método ¢ aparetho associado para um
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teste de aglutinagio especifico. O aparelho compreende dois ou mais vasos
nos quais é conduzida uma imuno-determinagio. O analito s aglutina a uma
fase solida, particulas magnéticas, por exemplo, e é, ento, movido, usando-se
um removedor, de um vaso para um outro em seqii€ncia. Uma reagdo
separada e quaisquer outras reagOes exigidas sdo executadas uma por vez em
cada um dos vasos e, fimalmente, as particulas aglutinadas ao analito alvo sdo
movidas para um vaso de medi¢fio. Novamente, embora isso proveja algum
avanco no campo da manipulagio de amostra, o aparelho € adequado somente
para manipulagdo de amostra simples €, como tal, ndo ¢ adequado para o
processamento de etapas miltiplas altamente complexo, por exemplo, aquele
exigido para purificar e concentrar uma amostra anteriormente & amplificagdo
de 4cido nucleico. Permanece uma necessidade de desenvolver um tal
aparelho.
Foram desenvolvidos agora um aparelho e um método
associado que superam os problemas acima. O aparelho compreende:
(i) uma plataforma que compreende:
(a) uma cimara adequada para receber uma amostra; ¢
(b) um componente funcional,
(i) um brago capaz de ser levantado e abaixado e que inclui um meio
para se anexar de modo removivel ao componente funcional, de
modo que o mencionado componente possa ser levantado e
abaixado com o brago; ¢
(i) um meio para mover a plataforma, de modo que qualquer cimara
ou componente funcional possa ser alinhado com relagéo ao brago.
A amostra ¢ introduzida na primeira cimara. A plataforma,
entio, ¢ posicionada de modo que o brago fique diretamente sobre o
componente funcional. O brago € abaixado, anexado ao componente funcional
e, entdo, levantado. A plataforma, entdo, ¢ movida de modo que, agora, a

camara esteja diretamente embaixo do brago, € 0 brago abaixado, desse modo,
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abaixe o componente funcional para dentro da cdmara. Enquanto esta no local
o componente funcional pode interagir com a cdmara ou a amostra contida na
mesma. Quando a interagio estiver completa o brago pode, iguaimente, ser
levantado, removendo, desse modo, o componente funcional da cdmara, a
plataforma se move, e o componente funcional ¢, igualmente, substituido
sobre a plataforma ou é abaixado adicionalmente para interagir com um
componente adicional sobre a plataforma. Alternativamente, o brago pode se
destacar do componente funcional e a plataforma se move, deixando, desse
modo, o componente funcional anexado a cimara.

O aparelho pode ser adaptado de modo que o componente
funcional possa interagir com a amostra para conduzir uma ampla esfera de
processamento fisico. Exemplos de processamento fisico incluem técnicas de
processamento, sensoreamento e monitoramento térmico, acustico, optico, de
sonicacdo, elétrico. Por exemplo, o componente funcional poderia ser um
aquecedor ou sonicador que é manobrado como descrito ¢ colocado dentro da
cAmara para submeter a amostra ao processamento fisico. Alternativamente, 0
componente fancional poderia ser usado para remover um analito da amostra
na camara. Bsse movimento do analito poderia, opcionalmente, compreender
um material de aglutinagio de fase s6lida que é capaz de aglutinar um analito
escolhido na amostra para formar um complexo que pode, entdo, ser movido
de uma cAmara sobre a plataforma com a ajuda do componente funcional e o
movimento do braco e da plataforma e depositado em uma outra camara.
Além disso, o componente funcional poderia interagir com a propria camara,
poderia, por exemplo, compreender um cortador para perfurar uma vedagio,
introduzir uma membrana de filtro dentro da cimara, ou, simplesmente, atuar
como uma tampa para vedar uma camara, se exigido.

O aparelho também pode ser adaptado para o processamento
quimico de uma amostra de fluido em associagdo a interagdo com o

componente funcional como apresentado acima. Em qualquer camara o
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analito pode, igualmente, interagir com um reagente funcional ou pode ser
submetido ao processamento fisico, ou ambos. Desse modo, € possivel
projetar o aparelho de modo que o analito possa ser submetido a uma série de
etapas de processamento, como exigido pelo protocolo predeterminado. Como
j4 descrito, o componente funcional pode ser utilizado para mover o analito de
cAmara a cAmara sobre uma plataforma, permitindo-lhe, desse modo, reagir
com um ou mais reagentes funcionais, por sua vez. Alternativamente, ele
poderia ser usado para mover um ou mais reagentes e deposité-los dentro das
cAmaras de amostra, por sua vez, submetendo a amostra, desse modo, a uma
série de manipulagdes quimicas.

Pode-se ver, portanto, que o aparelho de acordo com a
presente invengdo ¢ muito flexivel e, como tal, pode ser projetado para
desempenhar uma ampla série de diferentes manipulagdes de amostra de
fluido. Entretanto, o aparelho ¢ particularmente adequado para o
processamento de uma amostra de fluido que compreende um analito
bioldgico anteriormente & amplificagdo do analito por meio de uma reagfio de
amplificagio de 4cido nucleico ou, alternativamente, um teste imunologico
ou, altemativamente, um teste envolvendo bioluminescéncia ou,
adicionalmente, um teste de seqiienciamento de DNA, especialmente
piroseqiienciamento.

O aparelho pode ser realgado de varias maneiras. Estas
incluem o fato de que a plataforma pode ser essencialmente circular e se
mover por rotagio; o aparelho pode compreender mais do que um
componente funcional, aumentando, desse modo, a possivel manipulacdo de
amostra potencial; o aparelho pode compreender, adicionalmente, um ou mais
meios de processamento fisico adicionais que, ao invés de estarem localizados
sobre a plataforma, estfo localizados acima da plataforma e podem ser
abaixados dentro de qualquer cAmara dada quando exigido; uma ou mais das

camaras pode ser descartavel, de modo que elas possam ser removidas ¢
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substituidas para impedir contaminagio de amostra cruzada, uma ou mais
cimaras podem ser pré-carregadas com quaisquer reagentes funcionais para
reduzir a complexidade; € que o aparelho est ligado a um meio de controle
de modo que sua operagdo seja totalmente automatizada. Projetar o aparelho
para ter uma ou mais camaras removiveis tem a vantagem adicional de que
vérias cAmaras de dimensdes idénticas podem ser manufaturadas e cada uma,
entio, enchida separadamente com os reagentes necessarios para um
protocolo diferente. O usudrio pode, entdo, selecionar e inserir a camara
desejada para o uso em cada instincia, aumentando, desse modo, a utilidade
do aparelho.

Esse aparelho tem diversas vantagens. Estas incluem o fato de
que se projetando o aparelho de modo que a plataforma se mova, o proprio
brago precisa se mover somente em uma Unica dimensdo, reduzindo, desse
modo, a complexidade. Uma vantagem adicional desse aparelho € que a
plataforma pode compreender uma variedade de componentes funcionais, por
exemplo, um aquecedor, um cortador de lamina, um sonicador e, ainda, por
meio do uso de um tmico brago, ser capaz de se anexar de modo removivel a
cada um destes, cada um, por sua vez, pode ser manipulado para se interfacear
com uma ou mais cAmaras também localizadas sobre a plataforma para operar
um protocolo de processamento de amostra predeterminado. O aparelho é
flexivel, de modo que sua operagdo pode ser ajustada prontamente a uma
variedade de diferentes protocolos, quando desejado. Além disso, uma
seqiiéncia de processamento de amostra complexa pode ser estabelecida sem a
necessidade de um aparelho que compreenda caminhos de fluido e bombas
para mover a amostra através do aparelho. Isso também elimina a
probabilidade de mistura de reagentes uns com os outros durante o protocolo.
Quiras vantagens incluem o fato de que o aparelho pode ser totalmente
automatizado, reduzindo o erro de usudrio, a contaminagio de amostra ¢ o

risco para usudrio. Além disso, o aparelho pode ser projetado para ser
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totalmente portatil para o uso em campo.

£ um objetivo da presente invengdo desenvolver um aparelho e
método associado para processar uma amostra de fluido. E um objetivo
adicional desta invengdo projetar esse aparelho que € capaz de submeter uma
amostra de fluido a uma série de etapas de processamento quimico ou fisico
seqiienciais em uma seqiiéncia predeterminada, preferencialmente, para
purificar ¢ concentrar uma amostra de fluido anteriormente a uma reago de
amplificagio de acido nucleico. E um outro objetivo desta invengdo projetar
esse aparelho para ser tdo flexivel quanto possivel, para ser facil de usar por
um trabalhador com pouco ou nenhum treinamento laboratorial em um
ambiente ndo-laboratorial com reduzida exposi¢do de usuério a amostra, aos
quimicos ou descarte. £ ainda um outro objetivo desta invengdo projetar os
componentes de amostra do aparelho para serem baratos de manufaturar de
modo que eles possam ser descartados apos um Unico uso, reduzindo a
contaminagio cruzada das amostras e eliminando a necessidade de esterilizar
grandes quantidades de equipamento. Estes e outros objetivos desta nvengio
se tornardio visiveis sob a luz da revelagdo a seguir.

Sumario da Invenc¢io

De acordo com um primeiro aspecto, esta invengdo se refere
ao aparelho para processar uma amostra de fluido que compreende:

(i) uma plataforma que compreende:
(a) uma cimara adequada para receber uma amostra; €
(b) um componente funcional;

(i) um brago capaz de ser levantado e abaixado € que inclui um meio
para se anexar de modo removivel ao componente funcional, de
modo que o mencionado componente possa ser levantado e
abaixado com o brago; ¢

(iii) um meio para mover a plataforma, de modo que qualquer cimara

ou componente funcional possa ser alinhado com relagdo ao brago.
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De acordo com um segundo aspecto, esta invengio se refere ao
uso de um aparelho de acordo com a presente invengdo para o processamento
de uma amostra anteriormente a uma reagdo de amplificagfio de dcido
nucleico.

De acordo com um terceiro aspecto, esta invenglo se refere ao
processamento de uma amostra de fluido onde o método compreende:

(i) colocar uma amostra que compreende um analito dentro de uma
primeira cAmara localizada sobre a plataforma de um aparelho;

(i) aglutinar o analito a um material aglutinante para formar um
complexo de material analito-aglutinante;

(iil) abaixar um meio para afrair de modo reversivel o mencionado
complexo para dentro da mencionada primeira cimara ¢ permitir ao
complexo ser atraido para o mencionado meio;

(iv) levantar o mencionado meio da primeira cdmara;

(v) mover a mencionada plataforma de modo que uma segunda cimara
fique, agora, alinhada com o meio para atrair de modo reversivel o
mencionado complexo;

(vi) abaixar 0 mencionado meio para atrair de modo reversivel o
mencionado complexo para dentro da segunda cimara e permitir ao
complexo ser solto do mencionado meio;

caracterizado pelo fato de que o analito é submetido a uma etapa de
processamento fisico tanto na primeira cmara quanto na segunda cmara,

De acordo com um quarto aspecto, esta invengdo refere-se ao
uso de um método de acordo com a presente invengdo para o processamento
de uma amostra anteriormente a uma reagdo de amplificagio de dcido
nucleico.

De acordo com um quinto aspecto, esta invengdo refere-se ao
uso de um material aglutinante em um método de acordo com a presente

inven¢o para o processamento de uma amostra anteriormente a uma reagio
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de amplificagio de 4cido nucleico.

De acordo com um sexto aspecto, esta invencdo refere-se a
uma tampa, adequada para o fechamento de um vaso, a mencionada tampa
compreendendo uma membrana e caracterizada pelo fato de que a
mencionada membrana fica posta em nicho dentro da tampa.

Descricio Detathada da Invencio

Todas as publicagbes citadas aqui sdo incorporadas pelo
relatério a titulo de referéncia em sua inteireza, a nfio ser que indicado de
outro modo.

Como usado aqui, o termo “amostra de fluido” significa
qualquer amostra que exista como um gas, um liquido, uma solugdo
compreendendo uma amostra dissolvida por um solvente, ou um sistema de
fluido compreendendo uma ou mais fases, por exemplo, uma emulsdo. Uma
“amostra de fluido” também significa uma amostra que pode estar,
inicialmente, dentro de um aparelho como um solido ou um liquido viscoso,
mas que €, depois, dispersa ou dissolvida pela adi¢do de um volume de
solvente. De modo semelhante, uma “amostra de fluido” também significa
uma amostra de gs que € passada através de um ciclone durante o que a
matéria particulada na amostra de gas € suspensa em um solvente adequado.
Exemplos de amostras incluem, mas néo estio limitadas de qualquer modo a,
uma amostra de fluido colhida a partir do ambiente, tal como um rio, uma
amostra de fluido colhida a partir de um paciente, tal como uma amostra de
urina, uma amostra viscosa colhida a partir de um paciente, tal como uma
mecha, uma amostra de fluido colhida quando o ar ¢ passado atraves de um
ciclone, de modo que a matéria particulada no ar seja arrastada para dentro de
uma cidmara coletora de fluido, tal como aquilo descrito na patente WO
02/29380 ¢ o equivalente.

Como usado aqui, o termo “agente funcional” significa um

agente quimico, bioldgico ou fisico solido que € usado no aparelho ou método
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da presente invengo. Ele pode compreender um ou mais reagentes quimicos
ou bioldgicos dosados como um po soélido, glébulo, capsula, tablete prensado
e 0 equivalente. Exemplos adequados de reagentes incluem, mas ndo estfo
limitados a, reagentes lise, por exemplo, sais caotroficos, controles sintéticos
de acido nucleico, bacteridfago, enzimas liofilizadas, corantes, detergentes,
antibiopticos, anticorpos e o equivalente. Esse reagente também pode ser
processado de modo que ele compreenda um material aglutinante de fase
solida capaz de se aglutinar a um analito na amostra de fluido, por exemplo,
uma particula magnética opcionalmente coberta com um anticorpo ou
semelhante. Entretanto, o termo agente funcional deveria ser entendido
também para compreender meios fisicos para interagir com a amostra de
fluido. Estes podem incluir, mas nfo estdo limitados a, um globulo agitador,
um sonicador, um meio de aquecimento, € 0 equivalente.

Como usado aqui, o termo “componente funcional” deve ser
tomado para significar um elemento do aparelho que foi projetado de modo
que ele possa se anexar de modo reversivel ao brago do aparelho. O
componente funcional pode ser projetado para ter uma ampla variedade de
usos como serd visivel a partir da revelagdio neste relatorio, O uso especifico
de um ou mais componentes funcionais pode ser prontamente identificado por
alguém experiente na técnica, dependendo do uso especifico do aparelho, Por
exemplo, o componente funcional pode compreender meios para interagir
com a amostra de fluido. Esses meios podem prover algum processamento
fisico para a amosfra, por exemplo, aquecimento, resfriamento, Optico,
sonicagdo, e 0 equivalente. Alternativamente, o componente funcional pode
compreender meios para interagir com a propria cimara, por exemplo,
atuando como um cortador para furar uma vedagio de 1amina, para cobrir a
cimara, para introduzir um filtro ¢ o equivalente. Além disso, o componente
funcional pode atuar como um coletor para mover a amostra, ou um analito

contido na mesma, para uma outra cdmara do aparelho.
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Os elementos do aparelho sio descritos em maior detalhe
abaixo.

Esta inveng¢do refere-se a um aparelho para processar uma
amostra de fluido que compreende:

(i) uma plataforma que compreende:

(a) uma cAmara adequada para receber uma amostra; ¢
(b) um componente funcional;

(i) um brago capaz de ser levantado e abaixado e que inclui um meio
para se¢ anexar de modo removivel ao componente funcional, de
modo que o mencionado componente possa ser levantado e
abaixado com o brago; e

(iii) um meio para mover a plataforma, de modo que qualquer camara
ou componente funcional possa ser alinhado com relagdo ao brago.

O aparelho ¢ projetado de modo que ele seja adequado para
submeter uma amostra a uma ou mais etapas de processamento. Essas etapas
de processamento podem incluir etapas de processamento quimico, desse
modo, diluindo a amostra, purificando a amostra seqliencialmente com uma
ou mais solugBes compensadoras, reagindo a amostra com um ou mais
reagentes quimicos, mas também pode incluir etapas fisicas, por exemplo,
irradiando a amostra de fluido com radiagdo térmica, submetendo a amostra
de fluido a processamento acustico € o equivalente.

O aparelho compreende uma plataforma que, por sua vez,
compreende uma primeira cdmara e um componente funcional. A cémara
também pode ser conhecida como a cmara de amostra, visto que essa € a
cimara dentro da camara dentro da qual a amostra, preferencialmente, uma
amostra de fluido e, mais preferencialmente, compreendendo um analito, ¢
introduzida primeiro dentro do aparelho. A cémara de amostra pode,
opcionalmente, ser integrada em uma plataforma do aparelho ou,

alternativamente, pode ser removivel da plataforma, de modo que ela possa
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ser cheia com a amostra em qualquer lugar e entdo colocada dentro da
plataforma.

O componente funcional ¢ projetado de modo que ele possa
ser anexado de modo removivel ao brago do aparelho. E preferivel que o
brago ¢ o componente funcional possam ser anexados um ao outro através da
operagdo do aparelho sem a necessidade de qualquer interagio de usudrio, a
fim de que a operagdo do aparelho possa ser totalmente automatizada.
Também ¢& preferivel que o brago se anexe mecanicamente de modo
removivel ao componente funcional. Diversos projetos diferentes sdo
possiveis, Uma solugdo simples ¢ que qualquer componente funcional seja
projetado para compreender um 14bio sob o qual um componente em forma de
garfo do brago entalhar. Uma vez que o brago esteja em posigio, o
movimento do brago em uma direcdo essencialmente vertical permite
movimentar o componente funcional essencialmente na mesma dire¢do. Uma
vantagem desse projeto é que o movimento da plataforma pode ser usado para
interfacear o garfo do brago com o labio do componente funcional. Também ¢
necessario que qualquer componente funcional ndo seja fixado
permanentemente & plataforma do aparelho, mas, ao invés disso, mantenha-se
no lugar sobre a plataforma do aparelho em um modo que lhe permita ser
liberado quando exigido. Novamente, muitos projetos diferentes s&o
possiveis. Um exemplo é que a plataforma compreenda simplesmente um furo
para dentro do qual o componente funciona cai e que o componente funcional
compreenda um labio para evitar que ele caia através da plataforma.

O aparelho também compreende um brago capaz de ser
levantado e abaixado e capaz de se anexar de modo removivel ao componente
funcional. O projeto do brago dependerd, em parte, do projeto dos meios para
ancxar o braco ao componente funcional. Somo apresentado acima, ¢
preferfvel que o brago scja projetado de modo que ele seja capaz de se ancxar

mecanicamente ao componente funcional. Um exemplo de um projeto simples
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é aquele que o brago compreende um garfo na base do brago que esta em um
plano a Angulos retos para aquele do proprio brago e que pode se ajustar a0
redor do componente funcional. E preferivel que os meios de entalhe ¢
inser¢io sejam orientados de um modo essencialmente perpendicular ao
movimento do brago, de modo que nenhum meio adicional de anexagfo ao
brago ¢ ao componente funcional seja exigido.

E preferivel que o aparelho compreenda um meio para abaixar
e levantar o brago, preferencialmente, em uma direcfio substancialmente
vertical. O meio ¢, preferencialmente, um meio mecnico que ¢,
preferencialmente, operado eletricamente. O caminho do movimento do brago
deveria ser o mais simples possivel. E preferivel que o brago, simplesmente,
se mova em uma dimensdo Unica para cima e para baixo com relago a
cdmara. O projeto do aparelho, permitindo & propria plataforma se mover,
assegura que ndo haja, usualmente, exigéncia adicional para o brago se mover,
uma vez que ele tenha sido levantado ou abaixado, a fim de ajustar sua
orientagdo com relagdo & plataforma ou qualquer componente funcional ou
cdmara da mesma.

O aparelho também compreende um meio capaz de mover a
plataforma de modo que a posigdo de qualquer dado componente da
plataforma possa ser alterado com relagdo & posi¢do do brago. No caso da
situagdo onde a plataforma é arranjada de modo que os componentes
funcionais e as cdmaras sejam alinhados linearmente sobre a plataforma, a
propria plataforma se move em uma diregdo linear de lado a lado para alinhar
apropriadamente os componentes funcionais ou cAmaras. Alternativamente, se
a plataforma for arranjada de modo que 0s componentes funcionais € cimaras
sejam arranjados em uma ordem sobre a plataforma, os meios transladario a
plataforma para alinhar apropriadamente os componentes funcionais ou
cAmaras. Novamente, alternativamente, se a plataforma for projetada de modo

que os componentes funcionais e as cimaras sejam arranjados em um modo
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circular sobre a plataforma, a plataforma girard para alinhar apropriadamente
os componentes funcionais ou cimaras. Isso ndo tem somente a vantagem de
simplificar a mecnica para o movimento do brago, mas tambeém permite que,
em um aparelho projetado para o uso em uma reagfio de processamento de
amostra em multiplas etapas complexa, outros meios de processamento fisico
também possam ser posicionados acima da plataforma para serem abaixados
para dentro das cimaras quando exigido. Se a prépria plataforma ndo for
capaz de se mover, entdo, o brago € quaisquer meios de processamento fisico
adicionais necessitardo ser programados usando-se mecénica tri-dimensional
complexa para ambos se orientarem com o componente funcional ou camara
de plataforma desejado na seqiiéncia correta e, entdo, serem abaixados ou
levantados em dirego a plataforma quando exigido.

A propria plataforma pode ter qualquer tamanho ou forma.
Entretanto, ¢ preferivel que a plataforma seja, essencialmente, circular e capaz
de se mover por rotagio para alinhar as cimaras ou componentes funcionais
com relagdo ao brago ou outros meios fisicos. Isso também tem a vantagem de
minimizar o tamanho do aparelho quando diversos componentes diferentes
estio envolvidos. Opcionalmente, a plataforma pode ser ajustada com um
mecanismo sensivel para permitir 0 posicionamento correto do componente
funcional ou camara quando a plataforma se move sob o brago ou outros
meios de processamento fisicos localizados acima da plataforma.

Como apresentado acima, o componente funcional pode ter
uma ampla variedade de usos diferentes. Por um lado ele pode compreender
um componente que ¢ projetado para interagir com a amostra. Por exemplo,
ele pode compreender um sonicador, aquecedor, detector dptico, meios para
prover um sinal optico e o equivalente que s3o armazenados sobre a
plataforma. Quando exigido, o componente funcional ¢ levantado pelo brago
do aparelho, abaixado para dentro da cimara desejada e operado como

necessario. Nesses exemplos, pode ser Util se a conexdo enfre o componente
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funcional ¢ o brago do aparelho também provesse uma conexdo elétrica
suficiente para prover energia ao componente funcional durante o uso.

Alternativamente, o componente funcional pode ser projetado
para interagir com uma cimara localizada sobre a plataforma. Novamente, ha
muitas interagdes diferentes que sdo possiveis, dependendo do uso desejado
do aparelho. Os exemplos incluem aquele que o componente funcional pode
ser projetado de modo que ele possa operar como um cortador para furar
qualquer vedago ou membrana que esteja presente sobre qualquer cdmara do
aparelho. E preferivel que quaisquer desses cortadores sejam projetados para
incluir um talho nos meios de corte, de modo que, se eles forem usados para
cortar uma vedagio de uma cimara que compreende uma amostra de fluido, a
amostra de fluido ndo seja sugada para dentro do préprio cortador e fique
presa nele pela tensdo superficial. Alternativamente, o componente funcional
pode ser projetado para compreender um filtro que pode ser levantado para o
tugar por meio do brago e ajustado por cima do topo da cdmara quando
exigido. Opcionalmente, ele pode ser projetado para compreender uma tampa
que pode ser, novamente, ajustada por cima do topo de uma cimara se
exigido. Além disso, uma posigdo dada sobre a plataforma pode compreender
diversos desses componentes funcionais empilhados um no topo do outro em
uma posigao dada sobre a plataforma, onde cada um pode ser movido, por sua
vez, pelo brago do aparelho.

Além disso, o componente funcional pode ser usado para
mover tanto o analito quanto um reagente de uma cimara sobre a plataforma
para uma oufra cAmara sobre a plataforma. Em um modo de realizagdo, esse
componente funcional é usado em conjungfo com um agente aglutinante de
fase solida adequado para aglutinar o analito ou reagente, quando desejado,
em um complexo. O agente aglutinante de fase solida e o analito ou reagente
quimico s3o colocados em contato um com o outro de modo que um

complexo possa ser formado. O componente funcional usado para mover o
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complexo ¢, entdo, anexado ao brago do aparelho e abaixado para dentro da
primeira cimara, como descrito. O complexo € atraido para o componente
funcional, o componente funcional é levantado, a plataforma se move de
modo que uma segunda cdmara seja agora posicionada sob o brago, o
componente funcional levantado e o complexo liberado, desse modo,
movendo o material aglutinado de uma camara para uma outra. Visto que €
necessario para o componente funcional ser capaz de remover o complexo da
primeira cimara, a natureza do componente fiuncional dependerd do material
aglutinante que tiver sido usado. Além disso, € necessirio que o componente
funcional seja capaz de depositar o complexo dentro de uma segunda cimara
do aparelho e, desse modo, a interagdo entre o componente funcional ¢ o
complexo aglutinado deve ser, necessariamente, reversivel. E preferivel que o
componente funcional seja capaz de mover o agente aglutinante tanto quando
ele estd em um complexo com o analito quanto o agente aglutinante sozinho.
Isso tem o resultado de que ndo somente o componente funcional pode ser
usado para mover o complexo de uma cdmara para uma oufra, mas tem
também a vantagem de que ele pode adicionar ou remover o agente
aglutinante a ou de qualquer cdmara dada, se exigido.

Uma ampla variedade de materiais aglutinantes de fase solida
diferentes pode ser usada, contanto que eles sejam capazes de aglutinar o
analito alvo para formar um complexo. Materiais aglutinantes adequados
podem ser prontamente determinados por alguém experiente na técnica e
dependerfio do analito e do protocolo. Os exemplos incluem globulos de
silica, sais, reagentes contendo antigenos capazes de aglutinar anticorpos ou
DNA que aglutina protefnas e o equivalente. A aglutinagdo do analito ao
material aglutinante pode ocorrer em um nimero de maneiras. O analito
poderia ser adsorvido & superficie do material aglutinante, alternativamente,
poderia ser absorvido pela superficie do material aglutinante,

alternativamente, o analito poderia ser atraido para o material aglutinante por
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cargas de Coulomb, alternativamente, ligagSes quimicas formais podem se
desenvolver entre o material aglutinante e o analito ou, alternativamente, o
material aglutinante pode compreender locais de aglutinagdo bioquimica
capazes de aglutinar o analito especifico em questZo. Qualquer mecanismo de
aglutinag3o é adequado para a presente invengao, contanto que a aglutinagdo
seja suficientemente forte, de modo que o material aglutinante seja movido de
uma cAmara para uma outra que o analito permaneca anexado ao material
aglutinante. E preferivel que a aglutinagio do analito a0 material aglutinante
seja reversivel, de modo que na cdmara de reagdo o analito possa ser liberado
do material aglutinante para processamento quimico ou fisico adicional.
Qualquer meio adequado pode ser usado para remover o analito do material
aglutinante, incluindo aquecimento, diluigdo, dissolugdo (solubilizagdo) ¢ o
equivalente. O material aglutinante pode, opcionalmente, estar presente em
uma cimara anteriormente a adicio do material em questio, alternativamente,
ele pode ser adicionado a uma camara apos a adigdo do material, ou, ainda
mais no caso de um reagente, pode ser formulado de modo que ele ja
compreenda o agente de aglutinagdo.

E preferivel que o material aglutinante compreenda gldbulos
de silica magnéticos. Globulos adequados mcluem aqueles fornecidos pela
Roche, Promega ¢ Estapor. Assim como ¢ preferivel que o proprio
componente funcional seja um magneto ao qual os gldbulos atraem. E
preferivel, portanto, que o componente funcional compreenda uma bainha que
proveja uma interface entre os meios para afrair o complexo ¢ o proprio
complexo. Preferencialmente, a bainha fica localizada sobre a plataforma e &
feita de um material de modo que quando o magneto estd dentro da bainha, o
complexo serd atraido para a bainha. Em um tal modo de realizagho, ¢
preferivel que o aparelho compreenda um magneto co-localizado com o brago
do aparelho que possa ser abaixado para dentro da bainha para aplicar um

campo magnético e levantado para fora da bainha para remover o campo
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magnético. A bainha ¢ entfo colocada dentro de uma cimara do aparelho que
compreende o complexo ligado. O magneto ¢ abaixado para dentro da bainha
e o complexo se¢ aglutina & bainha. A bainha ¢ o magneto sdo, entdo,
levantados. A plataforma se move de modo que uma nova cimara seja
alinhada, a bainha e o magneto sejam, entdo, abaixados e 0 magneto seja
removido. Quando o magneto for removido o complexo caird para longe da
bainha dentro da segunda cAmara. Pequenos movimentos da bainha para cima
e para baixo pelo brago assegurardo que nenhum complexo permanega ligado
3 bainha e também irfo atuar para misturar o complexo com quaisquer
reagentes ou solugdes na nova cdmara. Alternativamente, o analito pode ser
eluido a partir dos globulos por quaisquer meios adequados. Se o aparelho for
projetado para compreender esse modo de realizagdo, € necessario que o
magneto ¢ 0 brago sejam projetados para interagir um com o outro sem afetar
a operacdo do outro, de modo que a bainha possa ser levantada e abaixada
independentemente, com ou sem o magneto no lugar. Essa operagdo pode ser
repetida para remover tanto o complexo quanto os proprios globulos durante o
protocolo.

E preferivel que o aparelho seja projetado de modo que um ou
mais componentes do aparelho possam ser destacados da plataforma e
removidos do aparelho. Isso permite as cimaras serem prontamente
substituidas tanto durante a operagfo do aparelho quanto antes ou depois do
uso. Por exemplo, uma amostra de fluido poderia ser carregada remotamente
em uma cimara de amostra e a cdmara de amostra, entdo, carregada para
dentro da plataforma do aparelho da presente invencfo. Alternativamente,
seguindo o processamento da amostra, pode ser Uil se a cdmara final,
compreendendo o analito processado, puder ser prontamente removida do
aparelho da presente invengéo para manipulagdo ou processamento adicionais
do material em qualquer outro lugar. De modo semelhante, pode ser util se

um ou mais componentes do aparelho puderem ser alternados, dependendo do
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uso especifico do aparetho. Por exemplo, uma das camaras pode compreender
um reagente pré-dispensado, o reagente exigido especifico dependendo do
procedimento de teste em questdo. Se essa cimara puder ser prontamente
trocada, o usudrio poderia escolher a cmara exigida e carregé-la no aparelho
anteriormente ao uso. Se a plataforma compreender essas cmaras trocaveis, é
preferivel que o aparelho compreenda meios de travamento para prender a
camara na posi¢do durante o uso, de modo que as cimaras nfo se movam
durante 0 movimento da plataforma. Além disso, € util se essas cimaras
trocaveis forem codificadas por cor ou marcadas com um codigo de barras € o
equivalente, de modo que o usudrio possa identificar qual camara € exigida
para qual uso. O aparelho pode, opcionalmente, compreender um codigo de
barras ou leitor semelhante, o proprio aparelho pode identificar a cAmara que
esta sendo usada e usar essa informago para selecionar um de diversos ciclos
de processamento de amostra pré-programados.

E também preferido que o aparelho seja projetado de modo
que toda a plataforma possa ser removida e prontamente substituida. Isto
permite que apds uma certa segiiéncia de processamento de amostra a
plataforma usada e potencialmente contaminada possa ser removida e
substituida para permitir o uso do aparelho em um outro procedimento. Se o
aparelho for projetado dessa forma, ¢ preferido que a plataforma possa ser
prontamente e seguramente montada no aparelho para facilidade de uso, por
exemplo, usando um ajuste por torgdo com uma trava simples.

O aparelho da presente invengdo também pode compreender,
opcionalmente, uma ou mais cdmaras adicionais. Dependendo do uso do
aparelho, estas cimaras adicionais podem desempenhar diversos papéis. Um
exemplo de uma tal cdmara incluiria uma ou mais cAmaras compreendendo
uma solu¢do compensadora ou 4gua necessiria no protocolo de
processamento de amostra para diluir ou purificar a amostra ou,

alternativamente, para purificar componente funcional antes ou depois de uso
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para impedir contaminagdo passar de uma amostra para outra ou de uma
cAmara para outra. Aliernativamente, 0 aparetho pode compreender uma
cimara compreendendo alguns reagentes especificos necessarios para O
determinado processamento de amostra, PO exemplo, um agente de
dissolugfio de célula, como sais caotréficos. Essas cAmaras podem ser pré-
carregadas com as solugdes ou reagentes necessarios durante 2 fabrica¢do
para impedir erro de usu4rio, para minimizar equipamento necessario 1no
campo, para impedir contaminagdo de amostra ¢ para minimizar risco ao
usudrio provocado por materiais perigosos. O nimero de cAmaras necessario €
0s Teagentes necessarios dependerdo do protocolo de processamento de
amostra predeterminado escolhido. Estas cimaras podem ser usadas movendo
o analito de uma cAmara para outra, cOmoO descrito. Alternativamenie, 08
reagentes podem ser movidos de uma cAmara para outra novamente, como
descrito. Se ambos, analitos e reagenies, tiverem que ser movidos durante um
dado protocolo, € preferido que o complexo aglutinante seja 0 MesmMO €M
cada caso, de modo que um tnico componente funcional seja necessario para
mover os materiais. Opcionalmente, 0 aparelho poderia ser projetado de modo
que um ou mais reagentes seja secado, de preferéncia, preservado por
congelamento € secagem, sobre o lado externo de um acessorio removivel
adequado que possa Ser movido pelo componente funcional. Desse modo, 08
reagentes podem Ser introduzidos no protocolo de processamento de amostra
pelo componente funcional ou pelo acessorio removivel adequado ser abaixo
em uma cimara e 08 reagentes sereml solubilizados a partir do lado externo do
componente funcional. O acessorio removivel adequado pode ser, por
exemplo, simplesmente um cOrpo de plastico com uma ponta metalica que
pode ser movida pelo uso de um corpo magnético e para a qual os reagentes
podem ser preservados por congelamento ¢ secagem sobre a superficie
externa. Um tal configuragdo ou acessorio removivel adequado pode ser

preparado em lote € superar © problema de liberagdo de pequenos globulos
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magnéticos que € por Vezes prejudicada devido & tensdo superticial criada.
Um outro realce é o fato dos reagentes poderem ser preservados por
congelamento ¢ secagem a diferentes alturas sobre o componente funcional ou
bainha, de modo que cada um possa Ser solubilizado, por sua vez, pelo
progressivo rebaixamento do material preservado por congelamento €
secagem na cimara desejada. Isto permite que diferentes reagentes sejam
solubilizados, por sua vez, de modo que possam ser efetivamente adicionados
2 uma mistura de reagio com o tempo. Isto novamente realca a flexibilidade
do projeto de uma parelho de acordo com a presente invengdo para qualquer
protocolo dado.

Opcionalmente, 0 aparelno  pode,  por conseguinte,
compreender diversas populagdes diferentes de complexo aglutinante de fase
s6lida, onde um ou mais reagentes diferentes ¢ ou analito é ligado a cada
populagdo. E il se tais diferentes populagdes, enquanto mantendo
essencialmente as mesmas caracteristicas 1o material aglutinante de fase
sflida, compreendam pequenas diferengas para permitir a pronta separagdo
das populagdes diferentes. Por exemplo, as populagdes podem diferir em suas
propriedades magneticas, permitindo a separagdo daquelas com propriedades
magnéticas mais intensas daquelas com propriedades mais fracas, uma da
outra, usando o mesmo componente funcional projeto de aparelho, mas
simplesmente variando a intensidade do campo magnético aplicada.
Alternativamente, as populagdes podem diferir em seus tamanhos, carga
elétrica, propriedades de fluorescéncia, ou propriedades quando um vortice €
aplicado de modo que cada uma destas possa ser usada para separar diferentes
populagdes dentro de um aparelho de acordo com a presente invengo. Isto
realca ainda mais as possibilidades do aparelho como unidade para efetuar um
dado protocolo de processamento de amostra.

Reagentes adequados que podem ser usados em uma ou mais

cimaras do aparelho incluem solugdo compensadora selecionada do grupo
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consistindo de uma solugdo aquosa de acetato de potassio ¢ Tris.hidrocloreto,
ou uma solu¢io alcodlica aquosa de acetato de potassio e Tris.hidrocloreto ou
um solvente organico ou misturas dos mesmos; um reagente dissolvedor,
como sais caotréficos; um reagente compreendendo um ou mais reagentes de
amplificagfo 4cidos nucléicos, mais preferivelmente um reagente selecionado
do grupo consistindo de iniciadores de acido nucléico, sondas de 4cido
nucléico, tinturas fluorescentes, compensadores enzimaticos, nucleotideos,
sais de magnésio, albium serum bovino, anticorpos e desnaturantes.

Camaras adequadas para uso na presente invengfo podem
incluir aquelas que compreendem diversas dreas diferentes, separadas por
uma membrana e interadas em uma tnica unidade para facilidade de selegéo
pelo usudrio. Por exemplo, a cimara de amostra também pode ser interada a
uma segunda cimara contendo os reagentes necessarios para um dado
protocolo. Alternativamente, uma camara pode compreender duas dreas
separadas por uma membrana que Ser perfurada. Isto permite que uma
primeira etapa de manipulagio ocorra nesta primeira 4rea, a membrana seja
perfurada, o material sendo processado entrar na segunda area e, depois, uma
segunda etapa de manipulagdo ocorrer em uma segunda area.

Além disso, uma ou mais cAmaras do aparelho podem também
ser projetadas de modo que possam ser fixadas removivelmente ao brago do
aparelho. Isto permite que, se necessario, uma cAmara seja mecanicamente
removida do aparelho. Opcionalmente, a plataforma pode ser projetada para
ter um recesso de modo que qualquer cdmara removida da plataforma possa
ser abaixada, por mio do brago, através do recesso, de modo que ela possa
diretamente interfacear com um aparelho adicional ou ser removida do
aparelho manualmente pelo usuario.

E preferido que qualquer das cdmaras para uso no aparelho,
especialmente aquelas compreendendo reagentes pré-dispensados, sejam

vedadas no ponto de fabricagdo para impedir contaminagdo ou degradag@o
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dos materiais antes do uso. E uma cAmara compreender uma ou mais camaras
diferentes separadas por uma membrana, ¢ preferido que cada uma seja
vedada separadamente de modo que possam et abertas individualmente. Um
meio preferido de vedar essas camaras € pelo uso de uma vedagdo de metal,
de preferéncia, uma vedagio de metal laminado. Alternativamente, a camara
de amostra pode compreender uma tampa que € vedada de modo que, apos a
coleta da amostra no campo, a tampa possa ser fechada para impedir
contaminacio antes da inser¢do da cimara de amostra no aparelho. 2
preferido que uma tal vedago seja em recesso na tampa doa aparelho, de
modo que, quando a tampa for fechada, o polegar ou dedo do usuario nao
fique em contato com a vedagdo enquanto tampa estiver sendo fechada. Isto
impede contaminagéo do usuario inadvertidamente contamina a amostra que
poderia, entdo, levar a um resultado de teste falso. Isto é particularmente
importante onde o usudrio tenha coletado uma variedade de amostras de
diferentes locais ou as amostras envolvam material biologico que podetia
estar presente na pele do usuario. Uma tal tampa poderia ter a vedagdo em
recesso da lateral da tampa que fica em conato co o usuério enquanto a tampa
estiver sendo fechada. De preferéncia, a vedagdo fica em recesso em relaglo a
ambos os lados da tampa, de modo que a vedagio ndo confate 0 usuario
acidentalmente antes ou durante o fechamento da tampa. Desse modo, esta
invencio refere-se a uma tampa adequada para fechamento de um vaso, a
mencionada tampa compreendendo uma membrana e caracterizada pelo fato
de da membrana ficar em recesso dentro da tampa. Qualquer vedagdo pode
ser remoida pelo operador antes do uso da camara, Alternativamente, o
aparelho pode compreender um cortador capaz de ser operado mecanicamente
para perfurar qualquer vedagdo, conforme necessario, como descrito acima.
Uma ou mais das camaras do aparelho pode, opcionalmente,
compreender um membro de aprisionamento. Membros de aprisionamento

adequados incluem um chip microfluidico, um material de fase solida, um
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filtro, e um empilhamento de filtro, uma matriz de afmnidade, uma matriz de
separagio magnética, uma coluna de exclusdo por tamanho, um tubo capilar e
mistura dos mesmos. Estes podem ser usados para filtrar uma amostra quando
ela for inicialmente introduzida no aparelho ou, alternativamente, para prover
uma etapa de filtragio durante protocolo de processamento de amostra, caso
necessario.

Como j4 referido, o processamento da amostra pode inclair
etapas de processamento fisico. Estas etapas podem incluir processamento
termal, actstico, Optico, sOnico ¢ elétrico, técnicas de sensoriamento ou
monitoramento etc. Estas etapas de processamento fisico podem ser expressas
p6 um numero de modos diferentes. Como apresentado acima, estas podem
ser despachadas para a amostra dentro de uma cdmara usando um componente
funcional que tenha sido armazenado sobre a plataforma e movido pelo brago
do aparelho, como descrito. De preferéncia, o aparelho pode compreender um
ou mais meios de processamento fisico que sdo posicionados dentro do
aparelho, acima da plataforma, de uma maneira similar ao brago do aparetho.
Esses meios sio idealmente projetados de modo que eles possam ser abaixos
para uma certa cAmara, localizada diretamente abaixo do melo, como
necessario, e depois, removidos da cAmara quando ndo mais necessarios. Uma
vez que a plataforma do aparelho ¢ capaz de se mover, ela também pode se
moer para posicionar qualquer cimara dada com respeito a um tal meio de
processamento fisico. Opcionalmente, o aparelho compreende um meio para
assegurar que a plataforma seja corretamente posicionada com respeito a
esses meios de processamento fisico adicionais, caso necessario. Exemplos
desses meios incluem, mas ndo de modo limitativo, meios para aquecer 0s
contetdos de uma cimara, um meio para afetar por som os conteudos de uma
cAmara, um meio para introduzir um sinal éptico em uma cdmara, um meio
para detectar um sinal optico em uma cAmara, um meio para detectar um sinal

éptico de uma cAmara, um meio para introduzir um sinal elétrico em uma
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camara etc. B preferido que o aparelho compreenda um ou mais dos seguintes
meios para aquecer ou um meio para afetar por som 0s conteudos da camara.
Estes sdo particularmente uteis quando o aparelho ¢ usado para processar uma
amostra compreendendo material biologico antes da amplificagdo.

Alternativamente, uma dada cAmara do aparelho pode ser
modificada para que o material que ela contenha poder softer o
processamento fisico diretamente no aparelho, ou quando o aparelho for
modificado para incluir os necessarios componentes adicionais ou se a cdmara
for projetada para ser usada em conjunto com uma pega de aparelho adicional.
Por exemplo, se a amostra precisar ser aquecida durante o processamento, as
paredes da cAmara podem compreender elementos de aquecimento que
permitem seus componentes serem aquecidos ou, alternativamente, elementos
podem ser revestidos com um polimero eletricamente condutor como o
revelado em WO 98/24.258 de modo que a cimara possa ser aquecida pela
aplicagdo de uma corrente elétrica. Além disso, as paredes de uma ou mais
camaras podem ser flexiveis para permitir processamento acustico ou,
alternativamente, elas podem ser transparentes a um ou mais comprimentos
de onda de luz para permitir processamento, sensoriamento ou monitoramento
dptico. Se tal processamento fisico for necessario, o aparclho devera ser
projetado de modo que a cimara fique posicionada para acesso facil ¢
eficiente a qualquer meio necessario para o processamento fisico. Quando o
aparelho for usado para processar uma amostra compreendendo material
bioldgico antes de uma reagio de amplificagio de 4cido nucléico, € preferido
que uma das cAmaras seja fanto revestida com um polimero eletricamente
condutor, como tenha uma janela transparente de modo que esta camara possa
ser usada para a conduglo e moniforamento em tempo real da reagdo de
amplificacdo.

Se o aparelho compreender uma cdmara na qual um material

serd aquecido ou resfriado, € preferido que a camara tenha uma grande
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relagio de 4rea superficial e volume de modo que toca rdpida de calor possa
ocorrer. Um exemplo de uma tal cAmara € um tubo capilar. Estes sdo ideais
para o rapido aquecimento ou resfriamento de pequenos volumes de amostras
de fluido. Eniretanto, devido & tensdo superficial de uma amostra de fluido,
pode ser dificil carrear a amostra de fluido em um tubo capilar. Por
conseguinte, é otimamente preferido que a plataforma possa ser rapidamente
irada para que a amostra de fluido possa ser introduzida no tubo capilar por
forga centrifuga. Isto prové uma vantagem adicional de ter uma plataforma
essencialmente circular. Se o aparelho for usado desse modo, ¢ preferido que
todas as camaras contendo fluido sejam projetadas com um recesso para que
qualquer fluido dentro dessas cimaras no seja liberado durante a rotagdo da
plataforma. E adicionalmente preferido que uma ou mais das cémaras seja
montada sobre a plataforma usando um pivd, de modo que ela possa oscilar
liviemente enquanto a plataforma estiver girando, para que o fluido possa ser
direcionado para o tubo capilar.

Por conseguinte, conforme referido acima, o aparelho da
presente invengdo pode, opcionalmente, ser projetado para compreender um
componente funcional, incluindo um meio de processamento fisico, assentado
sobre a plataforma e que pode ser movido para operar o processamento da
amostra pelo uso do brago. Alternativamente, ele pode compreender meios de
processamento fisico localizados acima da plataforma que pode interagir com
uma dada cAmara por ser mecanicamente abaixada para a cimara, como
mencionado. E preferido que estes meios, que sdo dispendiosos ¢ exigem
forca para operar, sejam localizados permanentemente dentro aparelho, acima
da plataforma, por exemplo, um meio para aquecer uma amostra, um meio
para afetar sonicamente uma amostra etc. Para impedir contaminacdo da
amostra entre o uso do aparelho, estes meios devem ser limpos.
Alternativamente, a plataforma pode compreender camaras compreendendo

reagentes de limpeza nos quais os meios podem ser abaixos apos 0 uso ¢ esta
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purificagio pode ser interada na operagdo automatizada do aparetho.
Similarmente, é preferido que estes componentes funcionais que podem ser
prontamente  projetados sejam descartiveis sejam localizados sobre a
plataforma e sejam movidos co o brago do aparelho. Desse modo, ao final da
operagio do aparelho, toda a plataforma, incluindo seus componentes
constituintes pode ser removida do aparelho e descartado. Isso minimiza
contaminaciio de amostra. Exemplos desses componentes incluem cortadores,
bainha para movimentagio de um analito ligado a complexo de material
aglutinante, filtros, tampas etc.

O aparelho pode, opcionalmente, se interado com outros meios
para manipulagdo do analito em questdo ou monitoramento do analito. Por
exemplo, o aparelho pode compreender um sistema optico capaz de detectar
um ou mais materiais na cimara de reagdo. Se o aparelho compreender um
detector Optico, ou se for usado em conjunto com um detector dptico, €
preferido que o detector dptico possa ser vedado contra luz para assegurar que
a deteccio possa prosseguir sem interferéncia da luz incidente.

O proprio aparelho pode ter uma grande variedade de
diferentes projetos, formas e pode ser feito de muitos materiais diferentes,
dependendo do uso especifico. De modo a minimizar o custo do aparelho e
assegurar que ele seja economicamente vidvel, é preferido que as camaras
sejam fabricadas de um material barato, com material termoplastico, por
exemplo, polietileno ou polipropileno, policarbonato, acrilico, nylon ou
copolimero de butadieno-estireno ou misturas dos mesmos. O aparelho ou
suas partes componentes pode ser transparente, translucente ou opaco.
Vantajosamente, qualquer das cAmaras pode ser codificada por cores para
ajudar a direcionar o usudrio inexperiente quanto a0 uso correto do aparelho.

E preferido que o aparelho seja portatil para que possa ser
usado no campo. Desse modo, ele deve se leve, ter projeto simples, exigir

corrente minima e deve, idealmente, ser projetado para ser usado em extremos
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de temperatura. E preferido que o aparelho seja projetado para operar
efetivamente em uma faixa de temperatura entre cerca de -30° ¢ +50°.

E preferido também que a operagdo do aparelho seja
totalmente automatizada. Isto tem diversas vantagens, incluindo facilidade de
uso e reduzido erro de usuario. De modo a automatizar o aparelho, € provavel
que ele precise ser interfaceado com um computador interno ou externo ou
outro meio de controle adequado que tenha sido apropriadamente
programado. Opcionalmente, os meios de controle podem ser escolhidos de
modo que possam ser programados com mais de um protocolo, € 0 usuario
posa escolher o desejado protocolo de uma interface opcional adequada. Se o
aparelho for assim automatizado, ¢ preferido que ele compreenda um meio de
controle para programar e controlar, por exemplo, a ciclagem termal da
cimara de amostra e também controlar a ptica. De preferéncia, a seqiiéncia
da automagio é projetada para minimizar o tempo necessario para processar
uma amostra.

Modos de realizagdo da invengdo facilitam processamento de
uma amostra de fluido de acordo com um protocolo predeterminado.

Esta invengdo refere-se também ao uso de um aparetho de
acordo com a presente invengdo para o processamento de uma amosira antes
de uma reacio de amplificagdo de 4cido nucléico.

De acordo com um outro aspecto, a invengdo refere-se a um
método para processar uma amostra de fluido, onde o método compreende:

(i) colocar uma amostra compreendendo um analito em uma primeira
camara localizada sobre uma plataforma do aparelho;

(i) aglutinar o analito a um material aglutinante para formar um
complexo de material analito-aglutinante;

(ifi) baixar um meio para afrair inversamente o mencionado complexo
para a mencionada primeira cdmara ¢ permitir que o complexo seja

atraido para o mencionado meio;
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(iv) elevar o mencionado meio da primeira camara;

(v) mover a mencionada plataforma de modo que uma segunda camara
seja agora alinhada com o meio para atrair inversamente O
mencionado complexo;

(vi) baixar o mencionado meio para atrair inversamente o mencionado
complexo para a segunda cAmara e permitir que 0 complexo se solte
do mencionado meio;

caracterizado pelo fato do analito ser sujeito a uma etapa de processamento
fisico na primeira cdmara ou na segunda camara.

E preferido que a etapa de processamento fisico seja uma etapa
de sonicagdo ou, alternativamente, que seja uma etapa de aquecimento. Além
disso, ¢ preferido que o método e qualquer aparelho relacionado também
sejam projetados de modo que a amostra possa ser adicionalmente sujeita aa
etapa de processamento quimico. Desse modo, isto assegura que 0 método
possa ser adaptado flexivelmente para acomodar uma larga gama de
diferentes protocolos de processamento de amostra.

De acordo com um oufro aspecto ainda, a invengio refere-se
a0 uso de um método de acordo com a presente invengdo para o
processamento de uma amostra antes de uma reagdo de amplificacdo de acido
nucléico. Como uma primeira etapa, é normal necessitar dissolver qualquer
material celular dentro da amostra para liberar o material de dcido nucléico. A
dissolucéio pode, opcionalmente ser efetuada por uma etapa de dissolugdo
quimica, por exemplo, usando reagente caotrofico como hidrocloreto de
guanidina ou, alternativamente, uma etapa de dissolugao fisica, por exemplo,
usando um sonicador ou ambos. A sonmicagio de uma amostra €
particularmente (il para o rompimento inicial de esporos que possam estar
presentes. B preferido, entdo, que o analito seja movido através de duas
cimaras diferentes, cada uma compreendendo um compensador para purificar

o analito, 0 compensador compreendendo etanol, opcionalmente com
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detergente e outros reagentes opcionais, por exemplo, tris. hidrocloreto.
Diversos reagentes PCR sdo, entdo, adicionados & amostra, por exemplo,
iniciadores, sondas, tinturas fluorescentes, enzimas, nucleotideos etc. O
material de 4cido nuciéico é, opcionalmente, elufdo do material aglutmante
pelo uso de um pequeno volume de agua pré-aquecida no qual os outros
reagentes de reagio de amplificagdo so solubilizados. Finalmente, a mistura
de reagio é sujeita a ciclagem termal com andlise Optica em tempo real
opcional para monitorar a reagdo de amplificagdo e identificar positivamente
0 alvo.

De acordo com ainda com outro aspecto, esta invengao refere-
se também a0 uso de um material aglutinante em um aparetho de acordo com
a presente invengdo para o processamento de uma amostra antes de uma

reagio de amplificago de acido nucléico.

Figuras

A Fig. 1 mostra uma vista em perspectiva do aparelho.

A Fig. 2 mostra uma se3o transversal do aparelho completo
pela lateral.

A Fig. 3 mostra uma vista aérea da plataforma.

A Fig. 4 mostra uma se¢3o transversal da operagdo de um
componente funcional, neste caso um cortador, perfurando uma membrana
laminada sobre uma cimara do aparelho.

A Fig. 5 mostra uma vista para ilustrar o detalhe do acessorio
de um componente funcional, neste caso, um cortador, para o garfo do brago.

A Fig, 6 mostra uma vista em se¢do transversal da operagao de
um componente funcional, neste caso, uma bainha, com um magneto para
retirar analito ligado da cdmara de amostra.

A Fig. 7 mosra uma vista em segdo transversal da operagao de
um meio de processamento fisico, neste caso, um meio de aquecimento, para

aquecer um volume de solugdo em uma das camaras do aparelho.
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A Fig. 8 mostra uma vista em se¢do transversal da operagéo de
um componente funcional, neste caso, uma bainha, com um magneto para
liberar o analito ligado na cdmara de reagdo.

A Fig. 9 mostra uma vista em segdo transversal da cdmara de
reacio, neste caso, com um componente funcional, neste caso o cortador, em
posigdo para vedar a cimara de reagio.

A Fig. 10 mostra uma se¢do transversal de uma tampa da
presente invengdo com uma vedagdo em recesso.

A Fig. 1 mostra uma vista em perspectiva do aparelho 1. O
aparelho compreende uma plataforma 2 mantida em posi¢do por uma trava de
torcio 4. A plataforma compreende diversas cdmaras € componentes
funcionais (detalhados na Fig. 3). A plataforma gira, acionada por um motor
escalonador 6 € uma correia de transmissdo (ndo mostrada). A posigdo da
plataforma ¢ monjtorada pelo uso de um sensor de indice (ndo mostrado) €
também pelo monitoramento da movimentagao do motor escalonador 6. Sobre
a plataforma 2, fica localizado o brago 10 que compreende um garfo 12 para
removivelmente se acoplar aos componentes funcionais (ndo detalhado) sobre
a plataforma 2. O brago 10 est4 mostrado em uma posi¢do elevada suportando
uma cimara 68 acima da plataforma 2. O aparelho compreende tambem um
magneto 14 que fica localizado direta,mente acima do grafo do brago 12. O
magneto 14 estd mostrado na posigdo elevada. O aparelho também
compreende um meio de aquecimento 16. Este fica localizado também acima
da plataforma 2 e mostrado na posigdo elevada. Além disso, o aparelho
compreende um meio para sonicar uma amostra 18 novamente localizado
acima da plataforma 2 e mostrado em uma posigdo elevada. A movimentagéo
lingar do brago 10 e do magneto 14 ¢ acionada por um motor 20 acoplado a
uma correia de transmissio 22 e controlado por um atuador linear 224. A
movimentacio linear do meio de aquecimento 16 ¢ do meio para sonicar uma

amostra 18 ¢é similarmente acionada pelo motor 20 acoplado a correia de
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transmisso 22 e individualmente controlado pelos atuadores lineares 26 ¢ 28,
respectivamente,. O aparelho compreende também um painel de controle 30 e
uma fonte de energia 32.

A Fig. 2 mostra uma se¢o transversal do aparelho da presente
invenco. Os componentes mostrados s80 0s Mesmos mostrados na Fig. 1,
exceto pelo fato do atuador linear 24 ndo poder ser visto por esta vista. Esta
vista mostra adicionalmente a correia de transmissdo 40 ligada ao motor 6
para girar a plataforma e sensor 42 para sensorear a posi¢do da plataforma.

A Fig. 3 mostra uma vista aérea da plataforma 2 do aparelho
que foi projetada para processar uma amosira de fluido antes de uma
amplificagio de 4cido nucléico. A plataforma estd montada sobre o aparelho
pelo uso de um mecanismo de tava de torgdo 4. A plataforma compreende
dois componentes funcionais, um cortador 50 ¢ uma bainha 52. Cada
componente funcional compreende um lébio 54 sobre qualquer lado que
permite que o componente funcional interaja com o brago do aparelho (ndo
mostrado). O 1abio ¢ orientado de modo que a plataforma gire, o componente
em garfo do brago sendo capaz de deslizar sob o labio do componente
funcional. O aparelho compreende também diversas cmaras 56, 58, 60, 62,
64, 66 ¢ 68. cada uma dessas cAmaras tem um papel diferente como mostrado
abaixo. As cimaras 56, 58, 60, 64, 66 sdo ovais em se¢io transversal e
compreendem um recesso de pogo circular no fundo da cmara 560, 580, 600
e 640, respectivamente,. A cAmara 62 tem se¢do transversal circular. A
cimara 68 tem seco transversal circular, estreitando-se para um fubo capilar
na base da cimara indicada por 680. A cAmara 68 compreende adicionalmente
um labio 70 que permite a cimara interagir com o brago do aparelho (ndo
mostrado). A cimara 68 é montada no aparelho com uso de fusos 72
montados em soquetes 74. As cimaras 60 e 62 sdo montadas juntas em um
imico recipiente 76. Este recipiente 76 € destacavel da plataforma. A

plataforma compreende também uma se¢ao recortada 78.
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O uso do aparelho e da plataforma para processa amostra de
fluido antes da amplificagio de 4cido nucléico é apresentada abaixo com
referéncia as figuras acima ¢, adicionalmente, 4s Figs. 42 9.

Um recipiente 76 compreendendo uma cdmara de amostra 60 ¢
selecionado com base no ensaio escolhido. A cimara 62 ¢ pré-carregada com
diversos reagentes necessarios para o mencionado ensaio. Uma amostra de
fluido compreendendo um analito de DNA ¢ coletada e colocada na cdmara
de amostra 60. A cimara de amostra ¢ pré-carregada com um reagente
dissolvente quimico de hidrocloreto de guanidina. Contas aglutinantes
magnéticas 100 s&o, entdo, adicionadas & amostra e a tampa do recipiente de
amostra fechada. O recipiente 76 compreende cimara de amostra 60, camara
de amostra e reagente 62 é carreada sobre a plataforma 2. A plataforma 2 €,
entio, areada no aparelho 1 ¢ travada no lugar usando a tava de torgio 4. O
brago 10 é abaixo e a plataforma girada de modo que o arfo 12 se encaixe sob
o labio 52 do cortador 50. O brago 12 ¢, entdo, elevado e a plataforma 12
encaixada sob o 1abio 52 do cortador 50. O brago 12 €, entdo, elevado ¢ a
plataforma 2, entdo, gira de modo que a cAmara 56 fique localizada sob o
cortador 50. O brago é abaixo e o cortador 50 perfura a membrana de metal
faminado (ndo mostrada) cobrindo a cAmara 56. Isto € repetido de modo que o
cortador 50 perfure seqiiencialmente as membranas cobrindo as camaras 58,
60, 62, 64, 66 ¢ 68.

A Fig. 4 mostra uma vista em se¢do transversal da operagio de
um componente funcional, neste caso, um cortador 50, perfurando uma
membrana laminada (nfio mostrada) sobre o topo de uma cémara, por
exemplo, 56, do aparelho. A cdmara 56 ¢ acoplada a plataforma 2. A figura
ilustra o 1abio do componente funcional 52 que ¢ usado para encaixar-se com
o garfo do brago (nfo mostrado),

A Fig. 5 mostra uma vista ilustrando o detalhe do acoplamento

de um componente funcional, neste caso, um cortador 50, a0 garfo 12 do
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brago 10. O arfo 12 do brago 10 se encaixa com o cortador sob o 1abio 52.

Uma vez que todas as membranas laminadas do aparelho
tenham sido perfuradas, o cortador 50 € retornado para sua posi¢io original
sobre a plataforma 2 pela rotagdo da plataforma 2, abaixando o brago 10 €
rotagio da plataforma na diregdo oposta de modo que o grafo do brago 12 ¢ 0
l4bio do cortador 52 se desencaixem.

A plataforma ¢, entdo, girada de modo que a cAmara de
amostra 60 fique agora localizada sob o meio para sonicar a amostra 18. O
meio para sonicar a amosfra 18 ¢ abaixo na camara de amostra 60 ¢ a
sonicagio da amostra ¢ iniciada. Isto prové uma etapa de dissolucdo fisica
para dissolver qualquer esporo que esteja presente na amostra para liberar
qualquer DNA. Ao mesmo tempo, 0 hidrocloreto de guanidina de reagente
quimico também atua para prover dissolugiio quimica de qualquer célula na
amostra. Quando o DNA ¢ liberado, ele se liga ao material aglutinante
magnético para formar um complexo. Quando a sonicagdo estd completada, 0
meio para sonicar a amostra 18 & removido da cAmara de amostra 60. Antes
de ser armazenado, o meio para sonicar a amosira 18 ¢, primeiro, purificada
em duas cimaras de lavagem, cAmaras 56 e 58. Estas cimaras sdo pre-
carregadas com um compensador adequado, por exemplo, uma solugdo
etandlica aquosa a 50% 80. O meio para sonicar a amostra 18 ¢é elevado da
cimara de amostra 60, a plataforma 2 ira de modo que a camara de
compensagio 56 fique agora localizada sob o melo para sonicar a amostra 18,
0 meio para sonicar a amostra ¢ abaixo para a camara de compensagio 56,
ativado rapidamente ¢ elevado. O procedimento & repetido para a camara 38,
Apbs a segunda purificagio, o meio para sonicar a amostra 18 ¢ elevado e
armazenado.

O brago 10 &, entdo, abaixo e a plataforma 2 € girada de modo
que 12 se encaixe sob o labio 52 da bainha 54. O brago 10 €, entdo, elevado,

elevando, desse modo, a bainha 54 acima da plataforma 2. A plataforma 2 ¢,
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entdo, girada, de modo que a cdmara de amostra 60 fique diretamente sob a
bainha 54. O brago 10 ¢ abaixo, desse modo abaixando a bainha 54 na camara
de amostra 60. O magneto 14 ¢, entdo, abaixo na bainha 54 e os globulos
magnéticos 100 aos quais o DNA est4 ligado, sdo atraidos para a bainbha 54. O
brago 10 €, entdo, elevado, elevando,desse modo, a bainha 54 para fora da
cimara de amostra 60. O magneto 14 é elevado simultaneamente com 0 brago
10, de modo que ele permanega no interior da bainha 54.

A Fig. 6 mostra uma vista em segio transversal da operagdo de
um componente funcional, neste caso, uma bainha 54, com um magneto 14
para remover o analito ligado da camara de amostra 60. A camara 60 ¢
acoplada a plataforma 2. A bainha é abaixada via o brago (n3o mostrado) para
a amostra 102 contida na cAmara de amostra 60. O magneto 14 € inserido na
bainha 54 e os globulos magnéticos 100 aos quais 0 DNA estd complexado
s30 atraidos para a bainha 54.

O DNA ligado aos glébulos magnéticos 100 ¢, entdo,
purificado em dois compensadores. A plataforma 2 é girada de modo que a
primeira cimara de compensagdo 64 contendo uma solugio compensadora de
ris.hidrocloreto fica diretamente sob a bainha 54 & qual os globulos
magnéticos 100 sio atraidos. O brago 10 ¢ abaixo, abaixando, desse modo, a
bainha 54 para a cAmara de compensagdo 64. O magneto 14, porém, ndo é
abaixo. [sto significa que os globulos 100 ndo sio mais atraidos para a bainha
54, mas, em vez disso, sio detraidos e caem na solugdo compensadora. A
rapida elevagdo e abaixamento do brago 10 e, desse modo, da bainha 54, em
pequenas movimentagdes verticas, assegura que todos os globulos 100 sejam
liberados da bainha 54 e bem misturados com a solugdo compensadora. A
bainha 54 é, entdo, abaixada de volta na primeira cémara de compensagdo 64,
0 magneto 14 é abaixo para a bainha 54 € os globulos magnéticos 100 com o
DNA ainda ligado reacoplados & bainha 54. O processo € repetido para

purificar os globulos 100 em um segundo compensador compreendendo
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solucio etandlica aquosa a 50% contida em uma segunda camara de
compensagio 66. Apds purificar os globulos magnéticos 100 com o DNA
ligado na segunda cémara de compensagdo 66, o brago 10 ¢ elevado,
elevando, desse modo, a bainha 54 ¢ deixando os globulos magnéticos 100 na
camara de compensagdo 66. A bainha 54, entrefanto, nfo ¢ retornada para a
plataforma 2, mas, em vez disso, ¢ retida acoplada ao brago 10.

A plataforma é agora girada de modo que a cAmara de reagdo
68 fique, agra, diretamente sob o meio para aquecer 16. A cimara de reagdo
68 compreende uma 4rea inferior 90 compreendendo um tubo capilar 630 e
uma 4rea superior 92. A 4rea inferior 90 ¢ separada da drea superior 92 por
uma membrana laminada tactil 94. A 4rea superior compreende um pequeno
volume, aproximadamente, 100ul de 4gua 96. O meio para aquecimento 16 ¢,
agora, abaixo para a drea superior 92 da cdmara de reagdo 68 ¢ ¢ ativado para
aquecer a agua 96 até uma temperatura de, aproximadamente, 90°C. Uma vez
que a dgua 96 esteja aquecida, o meio de aquecimento 16 ¢ elevado ¢
removido da cAmara de reacfio 68. O meio de aquecimento 16 ¢ armazenado,
entdio, sobre o aparelho 1 para uso futuro.

A Fig. 7 mostra uma vista em se¢o transversal da operagdo de
um meio de processamento fisico, neste caso, um meio para aquecimento 16,
para aquecer um volume de solugdo 96 em uma das camaras, neste caso, a
cimara de reagio 68 do aparelno 1. A cdmara de reagdo ¢ acoplada &
plataforma 2. O meio para aquecimento aquece a agua 96 que esta contida na
secio superior 92 da cAmara de reagdo 68. A seglo superior 92 € a segdo
inferior 90 da camara de reacio 68 sio separadas por uma membrana tactil 94.

A plataforma € novamente girada de modo que a segunda cimara
de compensagio 66 compreendendo os glébulos magnéticos 100 aos quais o
DNA permanece ligado fique diretamente sob a bainha 54. O brago 10 € abaixo,
abaixando desse modo a bainha 554 para a segunda cAmara de compensagio 66.

O magneto 14 é novamente abaixo para a bainha ¢ novamente os globulos 100
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sdo atraidos para a bainha 554. A bainha 54 e o magneto 14 sdo, ambos,
elevados, a plataforma ¢ girada de modo que agora a cimara de reagdo 68 fique
diretamente sob a bainha 54. O brago 10 é abaixo para abaixar a bainha 54 para a
sedo superior 92 da cAmara de reagio 68. Como antes, o magneto 14 ¢ agora
abaixo de modo que os glébulos 100 nfo sdo mais atraidos pela bainha 54. Os
gldbulos 100 sdo liberados para a seglo superior 92 da camara de reagdo 68.
Como previamente, a pequena elevagdo ¢ abaixamento do brago 10 ¢ bainha 54
asseguram que todos os globulos sejam liberados da bainha 54. O DNA ¢, entdo,
eluido dos glébulos 100 pela 4gua morna 96. O brago 10 ¢ elevado de modo que
a bainha 54 seja removida da camara de reagdo 68.

A figura 8 mostra uma vista em se#o transversal da operagdo
e um componente funcional, neste caso, uma bainha 54, com um magneto 14
para liberar o analito ligado 100 na cimara de reagdo 63. Os globulos
magnéticos 100 sdo liberados na segdo supetior 92 da cimara de reagdo 68
onde a 4gua aquecida 96 elui o DNA dos glébulos magnéticos 100.

A plataforma é novamente girada de modo que agora a cdmara
de reagente 62, na qual foram pré-carregados os reagentes necessarios para
uma reagio de amplificagiio de 4cido nucléico, fique diretamente sob a bainha
54. O brago 10 é abaixo, abaixando, desse modo, 2 bainha 54 para a cimara
de reagente 62. Os reagentes (ndo mostrados) foram pré-formulados de modo
que eles também fiquem ligados aos globulos magnéticos (ndo mostrado).
Uma vez que a bainha 554 esteja na posigdo na cmara de reagente 62, 0
magneto 14 ¢ abaixo para a bainha 54 ¢ os globulos magneticos aos quais 08
reagentes estio ligados sdo atraidos para a bainha 54. A bainha 54 e o
magneto 14, juntos, sdo elevados para remover os reagentes (ndo mostrado)
da camara de reagente 62. A plataforma 2 ¢, entdo, girada de modo que a
camara de reacio 68 fique agra diretamente sob a bainha 54. O brago 10 ¢,
entio, abaixo, abaixando desse modo, a bainha 54 para a segdo superior da

cimara de reagdo 92. Novamente, o magneto 14 néo € abaixo, de modo que os
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glébulos magnéticos aos quais os reagentes estdo ligados sdo liberados da
bainha 54 para a se¢do superior 92 da cdmara de reagdo 68. Os reagentes sao
eluidos dos gldbulos magnéticos pela dgua morna 96. Apds a eluigdo estar
completa, o brago 10 é novamente abaixo com a bainha 54 na posigdo. O
magneto 14 € abaixo para a bainha 34 e todos os glébulos magnéticos na
seqo superior 92 da cAmara de reagio 68, ou seja, aqueles do analito ¢ para o
reagente, sdo atraidos para a bainha 54. A bainha 54 ¢ o magneto 14 sdo,
ambos, elevados para a remogo dos glébulos e a plataforma 2 € girada. Os
globulos sdo, entdo, depositados como rejeito em uma das cdmaras de
compensagio usadas. Apos os globulos terem sido liberados da bainha 54, a
bainha & retornada para sua posigdo inicial sobre a plataforma 2 pelo uso
novamente da movimentago do brago 10 e rotago da plataforma 2.

A secdo superior 92 da cdmara de reagfio 68 compreende agora
uma amostra de acido nucléico purificada e todos os reagentes necessarios
para uma reagio de amplificagdo. O brago 10 € agora usado para recolher o
cortador 50. A plataforma 2 gira novamente de modo que a cdmara de reagdo
68 fique agora diretamente sob o cortador 50. O brago 10 ¢ abaixo, abaixando,
desse modo, o cortador 50 para a cdmara de reagio 68. O cortador 50 perfura
a membrana 94 € a dgua 96 contendo o DNA e o reagente cai para a segdo
inferior 90 da cAmara de reagfo 68. Em vez de usar o brago para removet o
cortador 50, o cortador é, em vez disso, deixado na posigdo na cimara de
reagio 68 onde ele agora atua como batente para vedar a cimara de reago 68.

A Fig. 9 mostra uma vista em se¢do transversal da cdmara de
reagdo 68, neste caso, com um componente funcional, neste caso, o cortador
50, na posigio para vedar a cimara de reagfio 68. O cortador 50 tambem foi
usado para perfurar a membrana 94 separando a segdo superior 92 ¢ a segdo
inferior 90 da cAmara de reagio 68, de modo que a dgua 96 contendo o analito
de DNA e os reagentes para uma reagio de amplificaglio nucléica possam

entrar no tubo capilar 680. O cortador 50 permanece no lugar para vedar a
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camara de reacdio 68, de modo que nenhum solvente pode evaporar da camara
durante a reagfo de amplificagio.

De modo a conduzir a dgua 96 contendo o DNA e os reagentes
para o tubo capilar 680 da cAmara de reagio 68, a plataforma 2 ¢ girada a alta
velocidade. A forca centrifaga conduz o fluido 90 para o tubo capilar 680. Isto ¢
auxiliado pelo fato de, durante a rotagio, a camara de reagdo 68 ser capaz de
pivotar sobre a plataforma por meio de fusos 72 montados em soquetes 74. Além
disso, de modo a impedir o vazamento de liquido contido nas cdmaras 56, 58, 60,
64 ¢ 66 durante esta rotagio a alta velocidade, estas camaras s3o projetadas com
uma secfio transversal oval ¢ um recesso circular na base, conforme mostrado na
Fig. 3. Este desenho intemo impede qualquer vazamento.

Apbs a dgua 96 contendo o DNA e a amplificagio nucleica ter
entrado no tubo capilar 680, a amostra esta pronta para sofrer uma reago de
amplificagdo de 4cido nucléico. Neste estdgio, a cdmara de reagdo 68 pode ser
manualmente removida do aparelho 1 para uso em um outro aparelho onde a
amplificagiio de 4cido nucléico é conduzida, Neste exemplo, entretanto, o
aparelho tinico foi adaptado para conduzir adicionalmente a amplificagdo de
acido nucléico e sua detecgio optica. Estas operagdes sfo efetuadas na metade
inferior do aparelho 1 (nfo mostrada). De modo a automatizar totalmente o
processo, a camara de reagdo 68 foi adaptada com um 14bio 98 de modo que
ele possa ser manipulada pelo brago de aparelho 10 da mesma maneira que
outros componentes funcionais 50 e 54. O brago 10 € abaixo ¢ a plataforma 2
girada de modo que o labio 98 da cimara de reagio 68 se encaixe como garfo
12 do brago 10. O brago 10 ¢, entéo, elevado, elevando, desse modo, a cimara
de reacdo 68. A cAmara de reagio elevada 68 estd mostrada nas Figs. 1 ¢ 2. A
plataforma ira, entdo, de modo que a se¢do recortada 78 fique agora alinhada
sob a cAmara de reacio elevada 68. O brago €, entio, abaixo, abaixando, desse
modo, a cimara de reagio através da se¢io recortada 78 e para a parte mferior

do aparelho 1. Quando localizada na parte inferior do aparelho 1, a
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amplificagdo de acido nucléico ¢ realizada usando um ciclador termal para
aquecer e esfriar a mistura de reagéio no tubo capilar 680 e um detector dptico
para detectar os produtos finais. Isto ¢ auxiliado pelo fato do tubo capilar ser
revestidlo com um polimero eletricamente condutor que permite rapido
aquecimento e esfriamento do tube capilar 680.

Apds o término da amplificagdo de 4cido nucléico, a
plataforma 2 contendo o cortador 50, a bainha 54 e camaras 56, 58, 60, 62, 64
e 66 ¢ a cAmara de reagdo 68 sdo todas removidas do aparelho e descartadas.
Uma nova plataforma contendo os elementos necessdrios pode, entdo, ser
introduzida no aparelho, de modo que ele possa ser usado novamente em uma
outra manipulag¢do de amostra.

A Fig. 10 mostra uma se¢o transversal de uma tampa 200 da
presente invengdo com uma membrana em recesso 206 acoplada a um vaso de
amostra 212. A amostra 210 ¢ introduzida em uma camara 212. De modo a
vedar a cAmara 212 apara assegurar que a amostra 210 nfo seja contaminada,
uma tampa tem que ser usada. A tampa 200 da presente invengio compreende
uma membrana 206, por exemplo, uma membrana laminada, que pode ser
perfurada de modo a acessar a amostra para processamento adicional
posteriormente. De modo a impedir contaminag¢o cruzada da amostra 210
pela membrana 206, a membrana 206 fica em recesso dentro da tampa 200.
Isto resulta em que, se um usuario tocar a tampa 200 para fechar a mesma,
tanto pelo lado superior como pelo lado inferior, haja um véo 202 ou 204,
respectivamente, entre o usudrio € a membrana 206. Desse modo, o usuario
nfo contamina a membrana 206. Neste caso, a tampa 200 ¢ acoplada & cAmara
de amostra 212 via um flange articulado 208. Entretanto, ndo € uma exigéncia
que a tampa seja acoplada a uma cdmara, a tampa sozinha poderia ser

fabricada para uso com uma grande variedade de diferentes vasos de amostra.
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REIVINDICACOES

1. Aparelho para processar uma amostra de fluido,

caracterizado pelo fato de compreender:

(i) uma plataforma compreendendo:
(a) uma camara adequada para receber uma amostra; e
(b) um componente funcional;

(i1) um braco capaz de ser elevado e abaixado e incluindo um meio para
acoplar-se de modo removivel ao componente funcional, de modo
que o mencionado componente possa ser elevado e abaixado com o
braco; e

(ii1) um meio para moer a plataforma de modo que qualquer cdmara ou
componente funcional possa ser alinhado com respeito ao braco.

2. Aparelho de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizado

pelo fato da plataforma ser circular.
3. Aparelho de acordo com qualquer das reivindicagoes 1 a 2,

caracterizado pelo fato do braco se acoplar removivel e mecanicamente ao

componente funcional.
4. Aparelho de acordo com qualquer das reivindicacgoes 1 a 3,

caracterizado pelo fato do aparelho compreender um meio para elevar e

abaixar o brago em uma direc¢do substancialmente vertical.
5. Aparelho de acordo com qualquer das reivindicacoes 1 a 4,

caracterizado pelo fato do componente funcional ser usado para remover um

analito da amostra na cimara.

6. Aparelho de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado
pelo fato da cimara do aparelho compreender um material aglutinante de fase
solida capaz de formar um complexo com o analito.

7. Aparelho de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado

pelo fato do mencionado material aglutinante de fase sdlida ser silica.

8. Aparelho de acordo com qualquer das reivindicacdes 5 a 7,
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caracterizado pelo fato do aparelho compreender um meio para atrair o

mencionado complexo.

9. Aparelho de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado

pelo fato do mencionado meio ser um magneto.
10. Aparelho de acordo com as reivindicacbes 8 a 9,

caracterizado pelo fato do mencionado componente funcional ser uma bainha

que prové uma interface entre os meios para atrair o complexo e o proprio
complexo.
11. Aparelho de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a

10, caracterizado pelo fato do aparelho compreender adicionalmente um meio

de processamento fisico.

12. Aparelho de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado

pelo fato do meio de processamento fisico ser um meio para aquecer oS

contetiidos de uma camara do aparelho.

13. Aparelho de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado
pelo fato do meio de processamento fisico ser um meio para sonicar Os
contetiidos de uma camara do aparelho.

14. Aparelho de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a

13, caracterizado pelo fato da camara do aparelho ser revestida, pelo menos

em parte, com um polimero eletricamente condutor.
15. Aparelho de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a

14, caracterizado pelo fato do aparelho compreender uma camara

compreendendo reagentes pré-dispensados.

16. Aparelho de acordo com a reivindicacdo 15, caracterizado

pelo fato dos reagentes serem ligados a outro material aglutinante de fase
sOlida.

17. Uso de um aparelho como definido na reivindicagcdo 1,

caracterizado pelo fato de ser usado para processar uma amostra antes de uma

reacdo de amplificacdo de dcido nucléico.
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18. Método para processar uma amostra de fluido em um
aparelho como definido na reivindicacdo 1, em que o método compreende:

(i) colocar uma amostra compreendendo um analito em uma primeira
camara localizada sobre uma plataforma de um aparelho como
definido na reivindicacao 1;

(i) ligar o analito a um material aglutinante para formar um complexo
de material analito-aglutinante;

(iii)) baixar um componente funcional para atrair inversamente o
mencionado complexo para a mencionada primeira cimara e
permitir que o complexo seja atraido para o mencionado meio;

(iv) elevar o mencionado componente funcional a partir da primeira
camara;

(v) mover a mencionada plataforma de modo que uma segunda cimara
fique agora alinhada com os meios para atrair inversamente o
mencionado complexo;

(vi) baixar o mencionado componente funcional para atrair
inversamente o mencionado complexo para a segunda cimara e
permitir que o complexo se detraia do mencionado meio;

caracterizado pelo fato de que o analito é sujeito a uma etapa de

processamento fisico na primeira cAmara ou na segunda camara.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato da etapa de processamento fisico ser uma etapa de sonicagao.

20. Método de acordo com a reivindicagao 17, caracterizado

pelo fato da etapa de processamento fisico ser uma etapa de aquecimento.
21. Método de acordo com qualquer das reivindicacdes 17 a

20, caracterizado pelo fato da amostra ser também sujeita a uma etapa de

processamento quimico.
22. Uso de um método como definido na reivindicacido 18,

caracterizado pelo fato de servir para o processamento de uma amostra antes
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de uma reagdo de amplificacdo de 4cido nucléico.
23. Uso de um material aglutinante em um método como

definido na reivindicagdo 17, caracterizado pelo fato de servir para o

processamento de uma amostra antes de uma reagao de amplificagido de 4cido
nucléico.

24. Aparelho de acordo com qualquer das reivindicagdes 1 a
16, em que a camara compreende uma tampa adequada para fechamento de

um vaso, mencionada tampa compreendendo uma membrana, caracterizada

pelo fato de a mencionada membrana ficar em recesso dentro da tampa.



1/10




P

T80

2/10

Fig.2.

©60
Q0

0000 &=

=

= =i

26T

1
— T —
L]

gx_?_ﬁ__zj_—_ & 800 ::

mji.

CH







; Tl o
Jw:
I
- |
7 |
i _

= /| L




5/10

Fig.5.




|
(52
Kﬁ

e
N
N
N
N

Fig.6.
j
14~




7110

NI IAIIZ,

S, §

///////




8/10

Fig.8.

114

/52
7z

1
|
o

7/M
[

’
N

AN N NN N

VSIS S

[ o080a0
——— it}

%%
"

N

y

L

N
D
Nl

mv“m =< W
/\\\\ B

7/
4

92—

ANNNNNNNY

|
8

L &




Fig.9.

\\\\\\\\\\\\\\

| NIANIANIAN //

/VwN/\,
2\

==

/7////




10/10

~—210




10

15

RESUMO

“APARELHO PARA PROCESSAR UMA AMOSTRA DE FLUIDO, USO
DE UM APARELHO, METODO PARA PROCESSAR UMA AMOSTRA
DE FLUIDO, USO DE UM METODO, E, USO DE UM MATERIAL
AGLUTINANTE EM UM METODO”

Esta invengdo refere-se a um aparelho para processar uma
amostra de fluido compreendendo: (i) uma plataforma que compreende: (a)
uma cadmara adequada para receber uma amostra; ¢ (b) um componente
funcional; (i1) um braco capaz de ser levantado e abaixado e que inclui um
meio para se anexar de modo removivel ao componente funcional, de modo
que o mencionado componente possa ser levantado e abaixado com o braco; e
(iil) um meio para mover a plataforma, de modo que qualquer cdmara ou
componente funcional possa ser alinhado com relagdo ao braco. Esta
invengao refere-se também a um método de processar uma amostra de fluido
e uso do mencionado aparelho e mencionado método para processar uma

amostra antes de uma reacao de amplificagio de 4cido nucléico.
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